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요 약 문

I. 제 목

도축혈액의 트렌스페린(transferrin)을 이용한 철분강화

유제품 개발 연구

II. 연구개발의 목적 및 중요성

철분결핍으로 인한 빈혈을 예방하고 치료하기 위하여 흡수능이 뛰어난

철분제제의 개발에 아직도 선 후진국을 막론하고 많은 연구비를 투자하고 있다.

국내의 경우, 철분제제 시장규모는 약 500억에 달하며 그나마 전량 외국에서 수

입되고 있는 실정이다. 본 연구는 도축장에서 대부분 폐기처분되고 있는 도축혈

액으로부터 트렌스페린을 함유한 분획을 회수하고 이들을 철분과 결합시켜 체내

흡수율이 뛰어난 식품첨가용 또는 의약품용 철분제제를 제조하여 폐자원을 고부

가가치화 하자는데 연구목적이 있으며 아울러 철분의 보강이 절실한 유제품에

본 연구를 통하여 개발된 기술을 적용하여 철분이 강화된 유제품을 개발하고자

한다.
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III. 연구개발 내용 및 범위

1. 도축혈액으로부터 트렌스페린의 분리 정제 및 특성 연구

Immobilized metal affinity chromatography(IMAC)와 역상 column을 이

용하여 혈액으로부터 트렌스페린을 분리 정제하고 이들의 철분결합능, 철분가용

화능 그리고 철분체내흡수 증진효과 등의 특성을 연구

2. 효율적인 트렌스페린 추출물의 생산 방법

도축혈액을 batch type의 IMAC와 IEC를 이용하여 분획하고 얻어진 분

획에서의 트렌스페린 회수율 및 순도 등을 비교하여 경제적이고 효율적인 트렌

스페린 추출물의 생산 system 개발

3. 트렌스페린 추출물의 특성 연구

트렌스페린 추출물의 소화효소(pepsin과 pancrease) 및 pH에 대한 안

정성, 가열처리에 의한 단백질 변성과 미생물 변화 등에 관하여 연구

4. 트렌스페린 추출물이 철분흡수에 미치는 영향

철분결핍성 빈혈이 유도된 실험용 쥐에게 트렌스페린 추출물을 경구투

여시키고 주기적으로 혈액 중 hemoglobin의 농도변화, % Hematocrit의 변화, 체

중변화 등을 측정하여 트렌스페린 추출물이 철분의 체내흡수에 미치는 영향을

연구

5. 철분-트렌스페린 추출물의 제조

식품첨가용 또는 의약용 철분제제의 개발 목적으로 철분과 트렌스페린
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추출물을 효과적으로 chelating시킬 수 있는 방법 개발 및 철분-트렌스페린 추

출물의 특성 조사

6. 철분-트렌스페린 추출물이 철분흡수에 미치는 영향

철분결핍성 빈혈이 유도된 실험용 쥐에게 철분-트렌스페린 추출물을

경구투여시키고 혈액 중 hemoglobin의 농도변화, % Hematocrit의 변화, 체중변

화 등을 통하여 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성에 미치는 영향을 연구

7. 철분강화 유제품 제조

철분-트렌스페린 추출물이 첨가된 철분강화 우유 및 요쿠르트를 제조

하고 이들 제품의 관능적 특성과 저장 중 품질변화 등을 조사

IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 도축혈액으로부터 트렌스페린의 분리 및 정제

도축된 소의 혈액으로부터 혈장을 분리하고 chelating sepharose fast

flow에 cupric ion을 결합시키고 이와 친화력이 있는 정도에 따라서 단백질을

분리하는 IMAC법을 통하여 혈장단백질을 분획하였다. 1차용출용매(0.02M

Na2HPO4, 0.5M NaCl, pH 3.5)에 의해서는 전체 혈장단백질의 74%가, 2차용출용매

(0.01M immidazol)에 의해서는 7.0%가 각각 용출되었으며 각 분획의 혈장단백질

조성을 SDS-PAGE상에서 확인해 본 결과, 1차용출용매 분획은 대부분 알부민으로

구성되었으며 2차용출용매 분획은 주로 트렌스페린과 IgG로 구성되어 있었다.
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이 분획에서의 트렌스페린의 순도는 혈장에 비하여 4.6배 증가하였으

며 이 분획을 한외여과(MWCO 30kD)하여 농축한 후 HPLC상에서 C18 역상 column

을 이용하여 트렌스페린을 분리 정제하였다.

2. 트렌스페린의 특성

분리된 트렌스페린 1g은 약 1.14mg의 철분과 결합하였으며 이와 같은

결과로부터 1분자의 트렌스페린이 2개의 철분과 결합할 수 있음을 확인할 수 있

었다. 철분의 흡수가 일어나는 십이지장 조건(pH6, 37℃)에서의 트렌스페린 농

도별 철분가용화능을 살펴본 결과, FeCl3만 첨가한 대조구의 경우, 첨가한 철분

(7.5 g/ml)의 2.2%만이 가용성의 상태로 존재하였으나 일정량의 트렌스페린

(1mg/ml)을 첨가하였을 경우에는 첨가된 철분의 47.0%가 가용성의 상태로 존재

하였다. 철분결핍성 빈혈이 유도된 실험용 쥐의 십이지장에 59Fe를 주입하여 흡

수율을 측정하는 방식의 In situ ligated segment 실험에 의한 트렌스페린 첨가

군과 무첨가군 사이의 체내에 흡수되지 않고 십이지장내에 남아 있는 철분양을

비교한 결과, 트렌스페린 무첨가군에서는 18.4%가 흡수된 반면, 트렌스페린을

철분중량대비 10배 또는 20배 첨가한 실험군에서는 각각 48.49%와 49.79%의 철

분이 십이지장을 통하여 흡수되어 트렌스페린의 첨가가 철분흡수를 크게 향상시

킨다는 것을 알 수 있었다.

3. 효율적인 트렌스페린 추출물(transferrin extract)의 생산

구성하고 있는 아미노산의 조성은 거의 동일하나 혈장 회수율이 소혈액

보다 뛰어난 돼지혈액으로부터 트렌스페린의 함량이 높은 트렌스페린추출물을

효율적인 방법으로 생산하기 위하여 batch type의 IEC와 IMAC를 이용하였다.

Batch type의 IEC법으로 혈장단백질의 분획을 시도하였을 때, 전체 트렌스페린

의 90.4%가 흡착용매에 의해 용출되었으며 이 분획에서의 트렌스페린 순도는
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30.4%이고 나머지는 대부분 IgG로 구성되어 있었다. IMAC의 경우, 3차용출용매

에 의하여 전체 트렌스페린의 74.0%가 용출되었으며 그 외에 알부민과 IgG 등의

혈장단백질이 분리되었고 이 분획에서의 트렌스페린 순도는 24.2%이었다. 이상

의 결과들로부터 혈장을 batch type의 IEC와 IMAC의 방법으로 돼지혈액으로부터

분획할 때 얻어진 각각의 트렌스페린 분획을 비교하여 보면, IEC의 흡착용매 분

획(순도 30.4%, 회수율 90.4%)이 IMAC의 3차용출용매 분획(순도 24.2%, 회수율

74.0%)에서 보다 트렌스페린의 순도와 회수율면에서 우수하였다. 트렌스페린 추

출물의 농도에 따른 십이지장 조건에서의 철분가용화능을 조사한 결과, 철분

(FeSO4)만을 첨가한 경우에는 첨가한 철분(100ppm Fe)의 15.8%가 가용화된 상태

로 잔존하였으나 트렌스페린 추출물을 철분농도에 대하여 1배, 2.5배, 5배, 10

배, 25배 첨가할 경우, 가용화된 철분량은 급격히 증가하여, 65.8, 70.8, 79.2,

75.8, 82.6%에 이르렀다. 따라서 트렌스페린 추출물을 철분과 동량으로만 첨가

하여도 십이지장조건에서 철분가용화능이 급격히 향상됨을 알 수 있었다.

4. 트렌스페린 추출물의 특성 조사

소화효소와 pH가 트렌스페린 추출물의 철분 체내흡수에 미치는 영향을

연구하기 위하여 체내소화상태를 모방한 simulated digestion법을 본 연구에 응

용하였다. 우유에 철분만 첨가한 대조구의 경우에는 첨가한 철분의 15%가

dialysate에서 검출되었으며 트렌스페린과 락토페린을 철분과 함께 첨가한 경우

에는 각각 17.2%와 16%의 철분이 dialysate에 존재하였다. 트렌스페린 추출물을

첨가하였을 경우에는 첨가한 철분의 24%가 dialysate에 남아있어 4개의 실험구

중 가장 높은 철분생이용율을 나타내었다. 트렌스페린 추출물의 열에 대한 안정

성을 조사하기 위하여 트렌스페린 추출물을 HTST(73℃, 30초)와 LTLT(63℃, 30

분)살균공정에 준하여 가열처리하였을 때, 가열처리에 의한 트렌스페린 추출물

의 철분가용화능(Fe : 트렌스페린 분획(w/w) = 1 : 10 기준)의 변화는 열처리전
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의 75.8%와 LTLT, HTST 처리후의 71.26, 75.47%로서 가열살균처리에 의한 트렌

스페린 분획의 철분가용화능에는 변화가 거의 없음을 알 수 있었다. TIBC로 측

정한 철분결합능은 HTST에 의하여 95.3%, LTLT에 의하여 91.9%의 철분결합능이

잔존하는 것으로 드러났다. 전기영동상에 나타난 단백질 변성 정도에도 큰 변화

는 관찰되지 않았다. 가열살균 전 트렌스페린추출물의 총균수는 3.1×106 CFU/ml

이었으며 대장균수는 9.3 CFU/ml이었으나 HTST와 LTLT 가열살균에 의해서 총균

수는 2×104과 3×104 CFU/ml로 각각 감소하였으며 대장균은 검출되지 않았다.

5. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상효과

트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상효과를 조사하기 위하여 철분결

핍성 빈혈이 유도된 실험용 쥐에 FeSO4를 단독으로 투여할 때와 FeSO4에 트렌스

페린 추출물을 철분량 대비 200배 첨가하여 투여하였을 때의 철분의 체내 이용

률을 혈중 hemoglobin농도 변화, % hematocrit의 변화, 체중변화 등을 근거로

비교 조사하였다. 철분 결핍된 쥐에 철분을 매일 25 g씩 투여한 group의

hemoglobin농도는 실험기간 동안 지속적으로 감소하였으며 철분을 매일 100 g씩

투여한 group에서는 서서히 증가하였다. 그러나 철분을 매일 50 g씩 투여한

group의 hemoglobin농도는 실험기간 동안 거의 일정하게 유지되어 실험용 쥐 한

마리 당 50 g씩 투여하는 것이 marginal dosage인 것으로 나타났으며 따라서 트

렌스페린 추출물의 효과도 50 g의 철분과 혼합한 실험구에서 가장 정확하게 확

인할 수 있을 것으로 간주되었다. 트렌스페린 추출물을 50 g의 철분과 혼합하여

매일 경구투여시킨 실험구에서 철분만 50 g 투여시킨 실험구보다 hemoglobin농

도와 체중증가량을 감안해서 산출한 급여 철분 mg당 증가한 총 hemoglobin의 양

(g)은 FeSO4만 섭취한 group에서는 3주후에 0.4048g이었으나 FeSO4와 트렌스페린

추출물을 혼합하여 섭취한 group에서는 0.5495g으로 35.7% 증가하였다. 이와 같

은 결과는 트렌스페린 추출물이 철분의 흡수를 향상시켜 hemoglobin의 생성을
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촉진시키고 있음을 보여주고 있다.

6. 철분-트렌스페린추출물의 제조

의약용 또는 식품첨가용 철분제제의 개발을 위해 batch type의 IEC에

의해 분리된 트렌스페린 추출물을 동결건조 시킨 다음, 철분첨가, 멸균 등의

공정을 거쳐 위생적으로 안전한 철분-트렌스페린 추출물을 제조하였다. 투여한

총 철분의 농도(8,948ppm) 중 37% (3,314ppm)가 트렌스페린 추출물과 결합된 상

태로 존재하였으며 멸균공정을 거친 후 철분-트렌스페린 추출물은 투명하고 깨

끗한 액체상태를 유지하였으며 또한 혈장 특유의 비린내는 전혀 느껴지지 않았

다. 철분이 흡수되는 십이지장의 조건(pH 6, 37℃)에서 incubation한 후, 가용

성의 상태로 남아있는 철분의 양을 측정하였을 때 투석 후 멸균 처리한 경우에

서 결합된 철분의 37.4%가 가용성의 상태로 존재하여 높은 가용성율을 나타내었

다.

7. 철분-트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상효과

철분-트렌스페린 추출물의 위장관상태에서의 가용화 정도를 측정하기

위하여 simulated digestion법을 적용한 결과, 우유에 철분-트렌스페린 추출물

을 첨가한 경우, chelating된 총 철분의 5.9%가 pepsin과 pancreatin digestion

과정을 거친 후 dialysate에 존재하였으나 FeCl3 + 트렌스페린 추출물, FeCl3,

또는 FeSO4를 첨가한 경우에는 3.2, 3.2, 4.0%가 각각 가용성의 상태로 존재하였

다. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성에 미치는 영향을 연구하기 위하여

2차년도와 유사한 방법으로 동물실험을 실시하였다. 지금까지 체내 철분흡수에

가장 뛰어난 효과를 가졌다고 알려진 FeSO4와 철분-트렌스페린 추출물을 매일 섭

취한 쥐의 42일 후 총 hemoglobin양을 비교한 결과, 철분-트렌스페린 추출물을

섭취한 쥐가 FeSO4만 섭취한 쥐에 비해 총 hemoglobin양이 60%가량 증가하였다.
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또한 트렌스페린 추출물에 철분을 chelating 시켜서 경구투여 시킨 경우가 철분

과 트렌스페린을 chelating 시키지 않고 단지 혼합하여 투여한 group에 비해 철

분 체내흡수가 우수한 것으로 드러났다.

8. 철분강화 유제품 제조

철분이 강화된 우유를 제조하기 위하여 신선한 원유에 철분-트렌스페

린 추출물, FeCl3, FeSO4를 23ppm의 철분량에 해당하는 농도로 첨가하고 잘 혼합

한 후 60℃까지 예열하였다. 예열된 우유를 150mmHg에서 균질한 후, 72℃에서

30분동안 살균, 냉각 후 멸균된 용기에 충진하였다. 제조된 우유를 4℃에 보관

하며 관능검사와 첨가한 철분의 지방산패에 미치는 영향에 대한 실험을 실시하

였으며 일반시유에 비하여 여러 가지 철분 source를 사용하여 철분을 23배 강화

시킨 경우, 제조직후부터 맛이나 종합적 기호도면에서 무첨가군보다 관능적인

평가점은 낮았으나 저장기간 동안에 심각한 품질저하는 일어나지 않았다. 전반

적으로 철분 source 중 FeCl3, 철분-트렌스페린 추출물, FeSO4 순으로 관능적으

로 우수하였으나 FeCl3는 철분생이용성이 FeSO4보다 낮은 것으로 알려져 있고

FeSO4는 상대적으로 FeCl3보다 지방과의 반응성이 높아 제품의 품질에 나쁜 영향

을 줄 소지가 많음으로 철분생이용성도 뛰어나고 제품의 품질에 비교적 영향을

작게 미치는 철분-트렌스페린의 식품첨가제로서의 가능성이 매우 밝은 것으로

나타났다. 한편, 이들 철분 source가 첨가된 시유제품의 저장 중 지방산패에 미

치는 영향을 살펴보기 위하여 4℃ 저장기간 동안 head space에 존재하는 공기

중 산소의 농도를 측정한 결과, FeSO4는 저장초기부터 미량의 산소가 지방산화에

소비됨을 알 수 있었으며 저장 후 30일 이후에는 급격한 산소량의 감소가 관찰

되었다. FeCl3나 철분-트렌스페린의 경우에는 급격한 산소의 감소 없이 실험기간

동안 서서히 산소농도가 줄었다. 이와 같은 결과는 FeSO4가 FeCl3보다 지방과의

반응성이 높다는 것을 확인 할 수 있었으며 4℃에서 30일 동안 저장하여도 철분
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-트렌스페린 추출물이나 FeCl3는 시유의 지방산화에 거의 영향을 미치지 않는 것

으로 사료된다. 철분강화 요구르트를 제조하기 위해 고형분의 함량이 10%가 되

도록 탈지분유를 물에 용해하고 지방함량이 전체의 3%가 되도록 cream을 혼합하

였다. 잘 혼합된 환원유를 72℃에서 30분 동안 살균한 후 42℃로 냉각하여 상업

용 유산균주 0.02%(롱프랑, ABT-B)를 첨가하여 pH4.7이 될 때까지 42℃에서 배

양하였다. 배양이 완료된 후 4℃로 냉각하여 철분-트렌스페린추출물, FeCl3,

FeSO4를 전체 요구르트양에 대한 철분 23 ppm 농도로 첨가하고 잘 혼합한 후 멸

균된 용기에 충진하여 4℃에 보관하며 관능검사, 적정산도, 총유산균 수 등을

조사하였다. 철분이 23배 강화된 요구르트의 4℃ 저장 중 관능적 변화를 조사한

결과, FeSO4를 첨가한 군을 제외하고는 무첨가군에 비해 관능적으로 크게 떨어지

지는 않은 것으로 조사되었다. FeSO4를 첨가한 군은 저장 초기부터 약간의 산패

취가 감지되었으며 이러한 관능적 결함은 저장기간이 길어질수록 심하게 나타났

다. 철분-트렌스페린 추출물이 FeCl3보다 전반적으로 관능요원들로부터 낮은 평

가를 받았는데 이는 단백질로 구성된 트렌스페린 추출물이 발효 중 맛과 향기에

영향을 준 결과라 사료된다. 그 외, pH, 적정산도, 총 유산균수의 변화 등은 철

분첨가군과 무첨가군에서 저장기간 동안 큰 차이를 보이지 않았다.
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S UMMA RY

I. T itle

A Study on T he Development of Iron- Fortified Dairy Products Utilizing

T rans ferrin from Blood of S laug htered Animal

II. Objectiv e and S ig nificance

Since many countries are s till inv es t ing lots of money on developing

effect iv e iron s ources that are ex cellent in prev enting or healing iron- deficient

anemia, it is very at tract ive to do the res earch on developing ready to

absorbable iron s ources for medicinal as w ell as food additive purposes . T he

objectives of this project are to dev elop new type of the iron source us ing

transferrin obtained from blood of s laug htered animals , and, by adding this , to

develop iron- fort ified dairy products .

III. S cope and Content

1. Is olation and purification of trans fe rrin from animal blood

Immobilized metal affinity chromatog raphy(IMAC) and C18 reversed

phas e column w ere ut ilized for isolat ion and purifica tion of trans ferrin from
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blood of s laug htered animal. Purified trans ferrin w as s tudied for its propert ies

s uch as iron- binding capacity , iron- s olubilizing ability , and the effect on

iron- bioavailability that w as determined by in s itu lig ated method.

2. D ev elopment of the effe ctiv e w ay of produc ing trans ferrin

ex tract

Porcine plas ma w as fract ionated either by batch type IMAC or IEC,

and transferrin fract ions obtained by tw o methods w ere compared w ith their

t ras ferrin recovery and purity for the purpose of es tablishing the effect ive

w ay of producing transferrin extract .

3. Properties of trans ferrin ex trac t

T ransferrin extract w as tes ted for its s tabilities tow ards pHs and

diges tive enzymes(peps in and tryps in). It w as also inves t ig ated for protein

denaturat ion and microbial qualities after heat trea tment.

4. Effects of trans fe rrin ex tract on bio- av ailability of iron

Iron- deficient anemia w as induced to SD rats by feeding

iron- deficient diet . T hen, iron(F eSO4) alone or iron and transferrin ex tract

w ere fed daily . During ex perimental period, hemog lobin concentra tions , %

hematocrit, and body w eight w ere measured to s tudy effects of trans ferrin

extract on bio- availability of iron.

5. Production of iron- trans ferrin e x trac t

Iron- transferrin ex tract w as produced by chela ting irons to
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t rans ferrin ex tract and its propert ies w ere s tudied.

6. Effec t of iron- trans ferrin ex trac t on bio- av ailability of iron

SD rats on w hich iron- deficient anemia w ere induced w ere fed

iron- transferrin extract daily . Effects of iron- trans ferrin ex tract on

bio- availability of iron w ere inv es t ig ated by meas uring hemoglobin

concentrat ions , % hematocrit, and body w eight.

7. Proces s ing iron- fortif ied dairy products

Iron- fortified milk and yoghurt w ere process ed by adding

iron- transferrin ex tract. Changes in s ens oric qualit ies and other propert ies of

the products w ere inves t ig ated during s torage.

IV. Major res ults and Recommendation

1. Is olation and purification of trans ferrin from blood of s laug htered

animal

Bovine and porcine blood w ere obtained from municipal s laug hter

house. Plasma obtained by centrifuging blood w ere further fract ionated by

IMA C us ing chelat ing sepharos e fas t flow gel that w as chelated w ith cupric

ions . By 1s t eluting buffer(0.02M Na2HPO4, 0.5M NaCl, ph 3.5), 74% of total

plas ma proteins w ere eluted w hile 7.0% of plas ma proteins w ere eluted by

2nd elut ing buffer. T he 1s t fraction w as mainly compos ed of serum albumin

w hile trans ferrin and Ig G w ere main proteins in 2nd fraction. T he
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concentrat ion of trans ferrin in 2nd fract ion w ere increased to 4.6 t imes w hen

compared to concentrat ions of trans ferrin in plasma. T ransferrin w as further

purified on C18 reversed phase column.

2. Properties of purified trans ferrin

One g ram of purified transferrin could bind 1.14mg of ferric iron,

w hich represented one molecule of transferrin can bind about tw o molecules

of iron. Iron should be solubilized firs t at duodenums to be abs orbed into our

body. T herefore, solubilizat ion is prerequis ite for abs orpt ion. W hen

iron- solubilizing ability of transferrin a t duodenums condit ion(pH 6, 37℃) w as

tes ted, only 2.2% of added irons (7.5 g Fe/ml) w ere solubilized in the absence

of transferrin w hile 47.0% of added irons w ere s olubilized in the presence of

transferrin(1mg/ml). W hen FeCl3(80 g F e/ml) w as injected into iron- deficient

rats by intes t inal segment in situ technique, 18.4% of injected iron w as

absorbed w hereas 48.49 and 48.76% of injected iron w as abs orbed w ith

addit ion of 10 and 20mg transferrin/ml, res pect iv ely.

3. Dev e lopment of the effectiv e w ay of producing trans ferrin

ex tract

Batch type IEC and IMA C methods w ere applied for effective

product ion of transferrin ex tracts . In the case of IEC, 90.4% of w hole

transferrin w ere eluted by abs orpt ion buffer and the purity of trans ferrin in

this fract ion w as 28.8%. Res ts of proteins in this fract ion w ere mostly

composed of Ig G. In the cas e of IMAC, 74.0% of transferrin w ere eluted by

3rd elut ion buffer. T he purity of trans ferrin in this fraction w as 24.2%.
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A ccording to these res ults , t rans ferrin ex tracts w ere more effectively

fract ionated by IEC rather than IMAC method. W hen transferrin extract

fract ionated by IEC w ere evaluated for iron- solubilizing ability a t the

duodenums condition, 15.8% of added irons(in the form of F eSO4) w ere

s olubilized w ithout adding transferrin ex tracts w hereas 65.8, 70.8, 79.2, 75.8,

and 82.6% of added irons w ere solubilized w hen 1, 2.5, 5, 10, and 25 times as

large amount of transferrin ex tract as added irons w ere added, res pect ively.

T hes e results indicated that even adding equal amount of transferrin ex tract

can s ignificant ly increase solubility of added irons .

4. Propertie s of trans ferrin ex tract

Simulated diges tion method w as adopted for tes t ing s tability of

transferrin ex tracts tow ard pHs and dig es t iv e enzymes . In control group,

w hich iron w as solely added to milk, 15% of added iron w ere detected in

dialys ate w hereas 17.2% and 16.0% of added iron w ere detected in

transferrin- and lactoferrin- added g roups , respectively. How ever, 24% of

added iron w ere ex is ted to dialysate in trans ferrin ex tract- added group

indicat ing that t ransferrin ex tract is the most effect ive in increas ing

bio- availabilities of iron. Heat treatments , either by LT LT or HT ST , didn' t

s ig nificantly affect both iron- solubilizing ability and iron- binding ability of

transferrin ex tract . Protein pat terns in trans ferrin ex tract on SDS- PAGE w ere

almos t identical before and after heat t reatments . By LT LT , total microbial

counts w ere reduced from 3.1×106 to 3×104CF U/ml w hile they w ere more

reduced to 2×104CFU/ ml by HT ST . Coli forms w ere not detected after heat

t reatments .
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5. Effects of trans ferrin ex trac t on iron bio- av ailability

T o inves tigate effects of transferrin ex tract on bio- availability of

iron, iron- deficient anemia w as induced to SD rats by feeding iron- deficient

diets for 7 w eeks . Bio- availability of iron w as determined by meas uring

hemog lobin concnetrat ions , % hematocrit , and body w eig ht w eekly. T o

determine marginal iron dos age, iron(in the form of F eSO4) w as solely fed

w ith amounts of 25, 50, and 100 g daily . Hemoglobin concentrat ions (g /dL) of

SD rats fed 25 g of iron daily w ere gradually decreased during ex perimental

period. Hemoglobin concentrations of SD rats fed 50 g of iron w ere almos t

cons tant w hile thos e of 100 g iron fed g roup w ere s low ly increased. F rom

these results , it is obvious that further animal ex periment s hould be done

w ith feeding marginal iron dosag e of 50 g daily . After marginal iron dosage

w as decided, FeSO4 alone or F eSO4 w ith transferrin extract w hich w ere

added 200 times more than the amount of iron w as forced fed daily .

Conclus ively, △Hg(g)/Fe(mg) intake of the group that w as fed FeSO4 solely

inreased to 0.4048g after 3 w eeks otherw ise tha t of transferrin extract added

g roup increas ed to 0.5495g indicat ing that addit ion of trans ferrin ex tract

s ig nificantly enhance body absorpt ion of iron.

6. Production of iron- trans ferrin ex tract

Iron- transferrin ex tract w as proces sed by adding irons follow ed by

dialyzat ion and s terilizat ion. Among total irons added, 37.0% w as remained

in iron- transferrin extract complex w hile only 3.9% w as remained w hen iron

w as s olely dialyzed. W hen FeSO4, F eCl3, and iron- transferrin ex tract w as
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incubated at duodenums condit ion, concentrat ions of solubilized irons in

iron- transferrin extract w ere much hig her than other tw o irons .

7. Effect of iron- trans ferrin ex tract on iron bio- av ailability

Simulated diges tion method w as applied to determine solubility of

iron- transferrin at the condit ion of dig es t ion. W hen iron- trans ferrin ex tract

w as added, 5.9% of the total added iron remained in dia lysa te w hereas 3.2,

3.2, and 4.0% of added irons w ere detected from dialys ates of F eCl3 +

transferrin ex tract , F eCl3, and F eSO4 added g roups , respect ively. T he effect of

iron- transferrin ex tract on bio- availability of iron w as inves t ig ated by animal

experiment. T he g roup of rats that w as fed w ith iron- transferrin extract daily

as equal amount of 37 g iron show ed tota l hemoglobin concentrat ions of

0.783g at the beg inning to 1.3519g after 42 days w hereas concentrat ions of

hemog lobin in FeSO4, w hich is know n as the mos t effect ive iron s ource in

absorption, added g roup w ere increas ed less rapidly from 0.7604g to 1.1177g.

T his result indicated that iron- transferrin is ex cellent iron source for

enhancing bio- availability of iron. S ince iron- transferrin ex tract w as more

effect iv e in iron abs orpt ion than F eCl3 + trans ferrin ex tract, chela ting iron to

transferrin ex tract w as cons idered to be es sential proces s .

8. Proces s ing iron- fortif ied dairy produc ts

Iron- fort ified milk w as processed by adding 23ppm of iron(in the

forms of FeCl3, F eSO4, and iron- transferrin ex tract) and heated to 60℃

follow ed by homog enizat ion, s terilizat ion, and bottling. Milk samples w ere

s tored at 4℃ and tes ted for sensoric evaluat ion and lipid ox idat ion. Although
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s erious defects in s ens oric propert ies w ere not observed in all m ilk samples

during s torag e, F eCl3- fort ified milk ex hibited the bes t quality follow ed by

iron- transferrin extract and FeSO4- fortified milks . Ox ygen concentrat ions in

F eSO4 decreased s ig nificantly during s torage at 4℃ w hile those in FeCl3 and

iron- transferrin ex tract w ere almos t cons tant indicat ing that FeCl3 and

iron- transferrin ex tract w ere much less react ive to ox idat ion than FeSO4.

Iron- fort ified yoghurt w as process ed by mix ing s kim milk pow der and cream

to 10 : 3(w /w ), s terilizat ion, inocula tion of mixed culture of LA B, and

incubat ion at 42℃ till pH dropped to 4.7. After incubat ion, iron- transferrin

extract , FeCl3, and F eSO4 w ere added to yoghurt, m ix ed and filled to

pas teurized bott les . Chang es in sensoric qualit ies , t it ratable acidity and lact ia

acid bacteria counts of products w ere evaluated during s torage at 4℃. T here

w ere no s ignificant defects in ses oric qualities during s torage ex cept

F eSO4- added yoghurt . Rancid flavors w ere detected in FeSO4- added yog hurt

from the begnning of the s torage and intens ity of these off- flavors w ere

rapidly increas ed during s torage indicating FeSO4 is much reactive to lipid

ox idat ion. No s ig nificant differences w ere observ ed in pH, acidity and

microbial counts among three products during s torage.

- 17 -



CONT ENT S

Summary- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Chapter 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Introduction- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Chapter 2- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1. Introduction - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2. Materials & Methods - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Blood collect ion and plas ma separa tion- - - - - - - - - - -

2) Isolat ion and purificat ion of trans ferrin- - - - - - - -

3) Electrophores is

4) Protein determination

5) Iron binding capacity

6) Iron solubilizing ability

7) In s itu ligated method

3. Res ults & Discuss ion - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Isolat ion and purificat ion of trans ferrin- - - - - - - -

2) Properties of trans ferrin- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Iron binding capacity - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Iron s olubilizing ability- - - - - - - - - - - - - - - - -

Effect on bio- availability of iron- - - - - - - - - - - - - - - - - -

Chapter 3- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1. Introduction- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2. Materials & Methods - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Production of transferrin extract- - - - - - - - - - -

- 18 -



2) Properties of trans ferrin ex tract- - - - - - - -

S tability tow ard pHs and diges t ive enzymes- - - - - - - - -

Heat s tability

3) Effect on bio- availability of iron

3. Res ults & Discuss ion - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Effective w ay of producing transferrin ex tract- - - - - - - -

2) Properties of trans ferrin ex tract- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

S tability tow ard pHs and diges t ive enzymes- - - - - - - - -

Heat s tability- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

3) Effect on bio- availability of iron- - - - - - - - - - - - - - - - - -

Chapter 4- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1. Introduction- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2. Materials & Methods - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Production of iron- transferrin ex tract- - - - - - - - - - -

2) Effect on bio- availability of iron

3) Process ing iron- fort ified dairy products

Iron- fort ified milk

Iron- fort ified yoghurt

3. Res ults & Discuss ion - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

1) Effective w ay of producing iron- transferrin extract- - - - - - - -

2) Effect on bio- availability of iron

3) Process ing iron- fort ified dairy products

Iron- fort ified milk

Iron- fort ified yoghurt

References- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

- 19 -



목 차

제 1 장 서 론

제 2 장 도축혈액으로부터 트렌스페린 분리 정제 및 특성 연구 분야----

제1절 서 설-----------------------------------------------------

제2절 연구수행방법--------------------------------------------

1. 혈액채취 및 혈장분리----------------------------------

2. 트렌스페린의 분리 및 동정--------------------------------

3. 전기영동-----------------------

4. 혈장단백질 분획물의 단백질 농도-----------------------

5. 트렌스페린의 철분결합능-----------------

6. 트렌스페린의 철분가용화능----------------------

7. 트렌스페린이 철분의 흡수에 미치는 영향------------------

제3절 결과 및 고찰--------------------------

1. 도축혈액으로부터 트렌스페린의 분리 및 정제------------

2. 트렌스페린의 특성

가. 철분결합능-----------------

나. 철분가용화능----------------------

다. 트렌스페린의 철분 생이용성 향상 효과------------------

제 3 장 트렌스페린 추출물의 생산 system 개발 및 특성 연구 분야---

제1절 서 설----------

제2절 연구수행방법--------------------------------------------

1. 트렌스페린 추출물의 생산--------------------------

2. 트렌스페린 추출물의 특성----------------------------

- 20 -



가. 소화효소 및 pH에 대한 안정성-----------------------

나. 열에대한 안정성----------------------

3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진 효과--------------

제3절 결과 및 고찰--------------------------

1. 트렌스페린 추출물의 효율적인 생산 방법-----------

2. 트렌스페린 추출물의 특성 조사----------------------------

가. 소화효소 및 pH에 대한 안정성-----------------------

나. 열에대한 안정성----------------------

3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진 효과--------------

제 4 장. 철분-트렌스페린 추출물의 제조 및 기능성 연구 분야----------------

제1절 서 설----------

제2절 연구수행방법--------------------------------------------

1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조--------------------------

2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상 효과-------------

3. 철분강화 유제품 제조

가. 철분강화 우유 제조

나. 철분강화 요쿠르트 제조-----------------------

제3절 결과 및 고찰--------------------------

1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조-----------

2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성 향상 효과-------------

3. 철분강화 유제품 제조

가. 철분강화 우유 제조

나. 철분강화 요쿠르트 제조-----------------------

참 고 문 헌

- 21 -



제 1 장 서 론

제1절 연구개발의 목적과 범위

1. 철분(iron)

철분은 모든 형태의 생물에 있어서 필수적인 영양소로서 대부분

이 단백질과 결합되어서 여러 가지 중요한 생리적 작용에 관여한다. 체내 철분

량 중 약 60-75%가 헤모글로빈 중에 존재하고 3%는 마이오글로빈에 함유되어 산

소와 이산화탄소의 운반에 관여하고 있다. 저장철은 간, 비장, 골수에 개체의

영양상태에 따라서 0-30%를 차지하고 약 1% 정도가 혈액중의 트렌스페린으로 존

재하며 약 5-15%는 cytochrome oxidase, catalase 등으로 존재하여 electron

transport system에서 전자를 기질로부터 산소로 이동함으로서 adenosine

triphosphate 생성에 중요한 역할을 한다(Zubay, 1983). 이와 같은 기능과 관련

하여 철분상태가 정상이하이면 energy 생산이 감소되어 피로감을 빨리 느끼고

일의 능률저하를 수반(Edgerton, 1972)하며 특히 유아기 때의 철분결핍은 뇌에

손상을 줄 수 있다고 보고된다.

2. 철분의 생이용도(bio-availability)

철분은 산화상태에 따라 2가(ferrous) 또는 3가철(ferric) 형태로 존

재하며 생체에서는 거의 대부분이 복합체를 형성하여 pH가 3 이상일 때는 용해

도가 매우 낮은 ferric hydroxides를 형성하기 때문에 ferric iron의 용해도가

감소된다. 소화흡수시 이와 같이 용해도가 매우 낮은 hydroxides나 phosphate

복합체를 형성하는 것을 방지할 수 있도록 어떤 complexes나 chelates의 형성이

가능하다(Kaltwasser 등, 1987). 철분이 결합된 복합체로부터의 생이용도는 복
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합체의 안정도에 따라 달라지며 장관내를 통과하는 동안 여러 조건에 노출시 안

정한 가용성 염이 흡수에 가장 유용한 것으로 알려져 있다. 복합체의 안정도가

낮을 경우 복합체로부터 철분이 분리되기 쉽고, 높을 경우는 장내에서 어느 정

도 철분이 분리되느냐에 따라 체내 이용율이 달라지며 chelate 복합체의 경우

ligands의 성격이 철분 흡수의 중요 결정요인이 된다(Valberg 등, 1983).

3. 철분강화(iron fortification)

영양학적인 측면에서 철분결핍을 예방하는 방법으로 식품에 철분을

강화하여 충분한 양의 철분을 공급하는 방법이 오래 전부터 가장 보편적으로 실

행되어 왔지만, 그 효과에 관하여 문서화된 것은 거의 없는 실정이다. 이와같은

방법은 철분결핍이 덜 심각한 선진국에서는 효과적으로 실행되어질 수 있지만

개발도상국에서는 그렇지 못하다(Hallberg, 1981).

철분결핍은 흔히 볼 수 있는 영양상태 현상으로 철분강화를 통하여 이를 극복하

려는 연구가 많이 이루어졌으나 철분 첨가시 식품 등에 발생될 수 있는 해로운

영향 (지방산패촉진, 변색, 이취 등) 으로 아직도 많은 측면에서 연구가 필요하

다. 어떤 철분complex를 사용하느냐는 강화제품에 미치는 품질변화와 흡수율에

중요한 요인으로 상대적 생이용도가 낮을수록 많은 철분이 필요하고 이에 따라

비용이 증가함은 물론 바람직하지 못한 효과가 유도된다. 강화시 사용하는 철분

의 종류는 1) 상대적 생이용도, 2) 변색 또는 이취를 유발하는 반응성 정도, 3)

제품의 제조, 저장중의 안정성, 4) 다른 영양소들과의 조화 등을 고려해야 한

다. 그러나 현실적으로 이와 같은 요인들을 모두 만족시킬만한 것을 찾는 것은

매우 어려운 문제이다(Cook 등, 1983).

따라서 철분에 대하여 결합력이 강하고 체내에서 이들의 흡수를 촉진

시켜 줄 수 있는 철분 carrier로서의 생리 기능성 식품 첨가제의 개발이 전 세

계적으로 시급한 실정이다.
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4. 트렌스페린(transferrin)

소나 돼지의 도살시 대부분 폐기되는 혈액에는 약 16-18% 정도의

단백질이 함유되어 있어 이들을 식품소재로 이용하자는 연구가 현재 활발히 진

행중에 있다. 혈장 단백질(blood plasma protein)에는 다양한 생물학적 활성인

자가 포함되어 있으며 병원성 미생물로부터 질병의 감염을 억제하는 항체를 제

공하는 면역단백질이 하나의 예이며 혈장단백질의 유화특성, protease 저해활성

등의 기능적 특성이 밝혀지고 이들을 이용한 식품소재 이용방안도 신중히 검토

되고 있다.

혈장의 트렌스페린은 당단백질로서 혈액을 통한 철분의 각 기관으

로의 이송역활을 담당하고 분자량은 약 77,000 dalton에 이르며 정상적인 혈액

의 pH에서 한분자당 2개의 3가철(ferric ion)과 결합한다고 알려 져 있으며

tyrosine이 결합에 관여하는 것으로 추측된다. 사람의 혈액에는 이들 트렌스페

린이 혈장 1 liter당 약 2.3g의 농도로 존재한다. 트렌스페린은 적혈구의

hemoglobin, 근육기관의 myoglobin, 그 외 cytochrom이나 cytochrom oxidase등

의 합성에 필요한 철분을 혈액으로부터 이송하는 중요한 역활을 하며 유청

(whey)의 락토페린(lactoferrin)처럼 트렌스페린이 철분을 생육에 필수적으로

요구하는 미생물에 대하여 항균효과도 있을 가능성이 제기되고 있다.
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제 2 장 도축혈액으로부터 트렌스페린

분리 정제 및 특성 연구 분야

제1절 서 설

현재까지 lactoferrin이나 난백의 ovotransferrin에 특유의 철분결합

능을 가진 식품소재로서 연구가 활발히 진행되고 있으나 이들과 같은 계열인 트

렌스페린에 대한 기능성 식품소재로서의 개발은 거의 이루어져 있지 않은 상태

이다. 따라서 본 chapter에서는 도축혈액으로부터 트렌스페린을 효과적인 방법

을 이용하여 분리 정제하고 이들의 철분결합능과 철분가용화능 등의 특성을 조

사하여 이를 이용한 철분제제 개발에 대한 연구의 기초를 확립하고자 한다.

제2절 연구수행방법

1. 혈액채취 및 혈장분리

본 실험에서 사용한 혈액은 서울시 송파구 가락동 소재 축협공판장 산

하 도축장에서 도축 즉시 수거한 소와 돼지 혈액을 사용하였다. 혈장단백질의

분리를 위해 항응고제로 사용된 10% sodium citrate를 전체 혈액 의 1%가 되게

첨가하여 1시간 이내에 원심분리(3,000 x g, 20분)하여 상등액을 취하였으며 혈

장단백질을 냉동건조시켜 냉동실에 보관하면서 이후의 트렌스페린 분리 정제를

위하여 사용하였다.
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2. 트렌스페린의 분리 및 동정

FPLC(Pharmacia Co.)상에서 chelating sepharose fast flow(IDA

sepharose, Pharmacia. Co.)에 Cu2+를 결합시키고(그림 1) Cu2+와의 친화력 정도

에 따라 혈장의 단백질을 분획하는 IMAC법을 이용하여 트렌스페린의 분리를 시

도하였다. 단백질을 gel에 흡착시키는 흡착액(binding buffer)으로 0.02M

Na2HPO4, 0.5M NaCl(pH 8.2)을 사용하였으며 흡착용액과 조성은 같으나 pH를 3.4

로 조정한 1차용출액(elution buffer), 그리고 0.01M imidazole의 2차용출액을

순차적으로 적용하여 단백질을 분획하였다.

CH2COOH

Matrix-O-CH2-CH-CH2-O-CH2-CH-CH2-N Cu2+

OH OH CH2COOH

그림 1. Cu2+가 결합된 chelating sepharose fast flow의 구조

각 분획에서의 단백질농도는 Sigma사에서 구입한 phenol reagent 법을

이용하여 측정하였으며 각 분획에서의 트렌스페린의 농도는 SDS-PAGE상에서

laser densitometer(ultrascan XL, Pharmacia Co.)를 사용하여 행하였다. 2차용

출용매에 의해 분획된 트렌스페린이 함유된 분획을 한외여과(MWCO 30Kdal)로 농

축하고 HPLC(model LC-900, Jasco. Co.)상에서 역상 column(crestpak C18S,
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Jasco. Co.)을 이용하여 재차 분리하였다. HPLC분석조건은 이동상으로 0.1%

trifluroacetic acid/H2O(A)와 0.1% trifluroacetic acid/acetonitrile(B)을 이

용하였으며 유속 60ml/hr로 25분간에 걸쳐 70/30(A/B)에서 50/50(A/B)로

gradient를 주어 280nm에서 단백질의 분리를 시도하였다. 분리된 트렌스페린의

확인은 표준품과의 SDS-PAGE상에서의 mobility, 아미노산조성 등의 비교실험을

통하여 행하였다.

3. 전기영동

혈장단백질 분획의 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)는 Hoefer Mighty Small II(SE 250 MINI-Vertical Gel

Electrophoresis Unit, Pharmacia Biotech)와 EPS 600 Power Supply (Pharmacia

Biotech)를 사용하였으며, Gel은 9% SDS-PAGE, sample buffer에는

-mercapthoethanol을 첨가하였고 100W, 200mA에서 전기 영동한 후 coomassie

blue로 염색하였다.

4. 혈장단백질 분획물의 단백질 농도

각 용출용매에 의해 분획된 혈장단백질의 농도를 SDS-PAGE상에서

laser densitometer(Ultroscan XL, Pharmacia LKB, 기초과학지원연구소 서울분

소 생명과학실)를 이용하여 구하였다. 총 단백질양은 micro protein

determination 방법으로 구하였다. 즉, 0.85% NaCl로 혈장을 희석하여 0.2ml씩

취한 후 2.2ml Biuret Reagent(Sigma)넣어 혼합하여 상온에 10분간 정치시킨다.

Folin and Ciocalteu's Phenol Reagent(Sigma) 0.1ml을 넣고 혼합하여 30분간

정치시켜 570nm에서 흡광도를 측정하고, Protein standard(Sigma)를 희석하여

표준곡선을 작성한 후 혈장의 총 단백질양을 구하였다.
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5. 트렌스페린의 철분결합능

IMAC에 의해 분리된 각 분획, 트렌스페린 그리고 락토페린의 철분결합

능은 alkali(pH 8.5)에서의 단백질의 철분에 대한 결합력을 나타내는 것으로서

Sigma사의 kit를 이용하여 이들의 total iron concentration (TIC)과

unsaturated iron binding capacity(UIBC)를 더한 값을 total iron binding

capacity(TIBC)로 측정하였다.

6. 트렌스페린의 철분가용화능

IMAC에 의해 분리된 각 분획, 트렌스페린 그리고 락토페린의 철분가용

화능은 이들 일정량에 7.5 g Fe/ml을 FeCl3의 형태로 첨가하고 pH와 온도를 위

(pH 2, 37℃)와 십이지장의 조건(pH 6, 37℃)으로 조절하여 2시간 동안

incubation시킨 후 원심분리하여 침전되지 않고 상층부에 남아있는 가용성 철분

의 양을 ferrozine법을 사용하여 측정하였다. Ferrozine법은 1.25ml의 ascorbic

acid soln을 0.5ml의 시료와 혼합하고 10분간 방치한 후 1ml의 10% ammonium

acetate와 1.25ml의 ferrozine reagent를 첨가하여 10분간 암소에 방치한 다음,

562nm에서 흡광도를 측정하여 철분량으로 환산하였다.

7. 트렌스페린이 철분의 흡수에 미치는 영향

트렌스페린이 철분의 생이용성에 미치는 영향을 연구하기 위해 표 1의

조성으로 만들어진 철분결핍식이를 SD rat에 8주간 섭취시켜 철분결핍을 유도한

후, 5마리씩 3그룹으로 나누어 sodium pentabarbital을 피하주사하여 마취시켰

다. 마취된 SD rat을 개복하여 십이지장 구간의 양끝을 실로 묶고 표 2의 조성

에 따라 일정량의 59Fe를 함유한 조제액 1ml을 주사기를 통하여 십이지장에 주입

한 후 봉합하여 1시간 동안 실온에 방치하였다.
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표 1. 철분결핍식이 조성

성 분
조 성

(g/kg 건물)

Casein

Corn starch

Cellulose

DL-methionine

Mineral mixa

Vitamin mixb

Choline bitartarate

Sucrose

Corn oil

200

150

50

3

35

10

2

500

50

a Mineral mix의 조성(g/kg) : CaHPO4 500.0, NaCl 74.0, C6H5K3O7̇ H2O 220.0, K2SO4 52.0, MgO 24.0, MnCO3 H2O 3.5, ZnCO3 H2O 1.6,

CuCO3 0.3, KIO4 0.01, Na2SeO3 H2O 0.01, CrK(SO4)2 12H2O 0.55, finely ground sucrose 124.03.

b Vitamin mix의 조성(g/kg) : thiamin HCl 0.6, riboflavin 0.6, pyridoxine HCl 0.7, Niacin 3.0, calcium pantothenate 1.6, folic

acid 0.2, biotin 0.02, vitamin B12 1.0, dry vitamin A palmitate 0.8, dry vitamin E acetate 10.0, vitamin D3 0.25, menadione

sodium bisulfite complex 0.15, sucrose fine powder 981.08.

표 2. In situ ligated segment 실험시 십이지장에 주사된 주사액의 조성

실험구

성 분

대조구

(ml)

트렌스페린-10

(ml)

트렌스페린-20

(ml)

FeCl31) 0.3 0.3 0.3

트렌스페린 - 10mg 20mg

0.01mol HCl/L 0.1 0.1 0.1

3차 증류수 0.542 0.542 0.542
0.25mol/L Tris buffer

(pH 8.5)
0.058 0.058 0.058

Final pH : 7.2

1)80mg Fe/L in 0.01mol HCl/L & 59FeCl3(0.5 Ci/ml)
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실온에서 한시간 방치 후 십이지장 양끝을 잘라서 분리하고 내부를 3

차 증류수로 깨끗하게 세척한 후, 세척한 액과 십이지장을 모아 잔존하는 59Fe양

을 서울 중앙병원의 gamma counter(Packard Auto-Gamma Model 2000 series)를

이용하여 측정하였다.

제3절 결과 및 고찰

1. 도축혈액으로부터 트렌스페린의 분리 및 정제

Chelating sepharose fast flow에 cupric ion을 결합시키고 이와 친

화력이 있는 정도에 따라서 단백질을 분리하는 IMAC법을 통하여 혈장단백질을

분획하였다(그림 2). 각 분획의 단백질 농도는 phenol reagent법을 이용하여 측

정하였으며 그림 3은 단백질농도에 대한 phenol reagent법의 표준곡선을 나타낸

그림이다. 흡착용매(0.02M Na2HPO4, 0.5M NaCl, pH 8.2)에 의해서 전체 혈장단백

질의 13.0%가 용출되었으며 1차용출용매(0.02M Na2HPO4, 0.5M NaCl, pH 3.5)에

의해서는 70.3%, 2차용출용매(0.01M immidazol)에 의해서는 전체 혈장단백질의

16.7%가 각각 용출되었다(표 3). 각 분획의 혈장단백질조성을 SDS-PAGE상에서

확인해 본 결과, 1차용출용매에 의해서는 혈장중의 알부민이 대부분 용출되었으

며 2차용출용매에 의하여서는 트렌스페린, IgG 등이 주로 용출되었다(그림 4).

각 분획의 혈장단백질 중 트렌스페린이 차지하는 비율을 조사하기 위하여

SDS-PAGE결과를 laser densitometer로 측정한 결과, 혈장단백질 중에는 약

10.4%의 비율로 트렌스페린이 존재하였고 혈장에 포함된 트렌스페린의 76.7%가

2차용출용매에 의하여 분리되었다(표 4).
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표 5. 트렌스페린 표준품과 본 연구를 통해 정제된 트렌스페린의

아미노산 조성 비교

아미노산

MOL %

트렌스페린

(표준품)
트렌스페린

(정제)

ASX**

GLX**

SER

GLY

HIS

ARG

THR

ALA

PRO

TYR

VAL

MET

ILE

LEU

PHE

TRP

LYS

13.65

9.45

6.17

8.58

2.58

3.83

5.53

8.58

5.51

3.90

5.02

1.83

2.62

8.13

4.39

0.00

10.26

13.94

10.04

6.77

8.87

2.11

3.62

5.64

8.24

5.98

3.03

5.22

1.15

2.61

7.85

4.41

0.00

10.53

TOTAL 100.00 100.00

** ASX, GLX mean the sum of asparagine ＆ aspartic acid and glutamine ＆ glutamic acid.
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십이지장의 조건에서 FeCl3외 아무것도 첨가하지 않은 control의 경

우, 첨가한 철분의 2.2%만이 가용성의 상태로 존재하였으며 1차용출용매분획, 2

차용출용매분획, 트렌스페린, 락토페린 등을 첨가하였을 경우에는 첨가된 철분

의 9.5, 42.3, 47.0, 53.0%가 가용성의 상태로 존재하였다(표 8). 트렌스페린

표준품과 비교해 볼 때, 2차용출용매분획의 철분가용화능도 우수한 것으로 간주

되며 이는 트렌스페린 뿐만 아니라 IgG도 철분가용화에 어느정도 영향을 미친

결과라고 사료된다.

표 8. 트렌스페린 및 각 혈장분획의 십이지장(pH 6, 37℃)의 조건에서의

철분가용화능

첨가 철분량 가용성 철분량

( g) ( g)

Control 0.17

트렌스페린 3.50

(1mg/ml)

1차용출용매 분획 7.5 0.76

(1mg/ml)

2차용출용매 분획 3.17

(1mg/ml)

다. 트렌스페린의 철분생이용성 향상효과

철분의 체내흡수는 여러 가지 요인들에 의해 좌우되는 복잡한

mechanism에 의하여 이루어진다. 정상적인 혈중 hemoglobin농도의 성인인 경우,

대체적으로 섭취한 철분의 5∼10% 정도가 체내로 흡수되는 것으로 알려져 있다.

그러나 철분의 체내축적 정도에 따라 체내흡수정도가 크게 변화할 수 있기 때문
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에 본 실험에서는 실험용 쥐에게 철분 결핍을 유도시켜 체내 철분축적 상태가

유사하도록 조절한 후, 트렌스페린 첨가구와 무첨가군 사이의 철분 체내흡수 정

도를 십이지장에 59Fe를 주입하여 조사하였다.

표 9. In situ ligated segment 실험에 의한 트렌스페린 첨가군과 무첨가군

사이의 체내에 흡수되지 않고 십이지장내에 남아 있는 철분양의 비교

십이지장과 세척액에 잔존하는 59Fe량(CPM)

대조군 트렌스페린-10 트렌스페린-20

1

2

3

4

5

137,788

124,885

126,816

142,822

106,056

95,587

83,143

83,525

85,676

91,049

86,689

43,652

107,067

108,757

86,026

평균(A)

총(T)

잔존 59Fe량(%)1) =

｛(A/T)×100｝

흡수된 59Fe량(%) =

｛100 - 잔존 Fe｝

127,693

156,480

81.60%

18.40%

87,796

170,449

51.51%

48.49%

86,438

168,685

51.24%

48.76%

1)잔존 59Fe 량 = 총 주입 59Fe 중 십이지장과 십이지장 세척액에 잔존하는 59Fe.

표 9의 결과에서 볼 수 있듯이 트렌스페린 첨가구의 십이지장 내부에

서 체내로 흡수되지 못하고 잔존하는 철분량이 무첨가군에서의 잔존량보다 월등

히 낮았다. 10mg의 트렌스페린을 첨가로 인하여 철분의 체내흡수가 2.6배 증가
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하였다. 이와 같은 결과는 트렌스페린의 첨가로 인하여 철분의 십이지장을 통한

체내흡수가 원활히 이루어졌다는 것을 보여주고 있다. 그러나 트렌스페린을

10mg 투여한 실험군과 20mg 투여한 실험군 간의 철분흡수는 거의 차이가 없었

다.

- 43 -









IEC와 IMAC에 의해 분리된 트렌스페린 추출물에 포함된 트렌스페린

의 농도는 SDS-PAGE상에서 laser densitometer를 이용하여 측정하였다. 트렌스

페린 추출물의 단백질 농도에 따른 철분가용화능의 변화는 이들 일정량에 7.5 g

Fe/ml을 FeSO4의 형태로 첨가하고, pH와 온도를 십이지장의 조건(pH 6, 37℃)으

로 조절하여 2시간 동안 incubation시킨 후 원심분리하여 침전되지 않고 상층부

에 남아있는 가용성 철분의 양을 ferrozine법을 사용하여 측정하였다. 트렌스페

린 추출물의 철분결합능은 total iron binding capacity (TIBC)로 측정하였다.

2. 트렌스페린 추출물의 특성

가. 소화효소 및 pH에 대한 안정성

트렌스페린 추출물의 소화효소와 pH에 대한 안정성은 Miller 등의

simulated digestion 방법을 본 연구목적에 맞게 일부 변형시켜서 조사하였다.

그림 12에 대략적으로 제시된 바와 같이 본 연구에서 행한 simulated digestion

방법은 우유에 철분(10mg/dL) 또는 철분과 트렌스페린 추출물(500mg/dL)을 함께

첨가하여 이들이 소화과정을 거치면서 체내로 흡수되는 철분양을 유추할 수 있

게 설계되었다. Simulated digestion은 크게 pepsin digestion과 pancreatin

digestion으로 나뉘어지고 이들 효소에 대한 최적환경을 HCl과 NaHCO3로 보정하

여 실제 소화과정과 유사한 조건하에서 pore size 6,000∼8,000 dalton의

dialysis membrane을 통과한 철분을 체내에서 십이지장을 통과하여 흡수된 철분

으로 간주하여 통과된 양을 ferrozine법으로 측정하였다.
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우유 + 철분

Pepsin incubation (2hrs, 37℃)

Dialysis bag 첨가
(pH가 5에 가까울 때까지 37℃에서 저장)

Pancreatin-bile incubation
(2hrs, 37℃)

Dialysis bag 제거
(내용물은 비이커에 옮겨서 무게를 측정)

Dialysis bag 내부의 철분량을
Ferrozine법으로 측정

그림 12. Simulated digestion 실험 개요.

나. 열에 대한 안정성

트렌스페린 추출물의 HTST(73℃, 30초)와 LTLT(63℃, 30분)가열살균

후 철분가용화능과 철분결합능의 변화를 가열전과 비교 검토하였으며, 단백질의

열변성 유무는 SDS-PAGE를 이용하여 조사하였다. 가열에 의한 미생물의 변화는

SPC배지를 이용하여 총균수를, VRB배지를 이용하여 대장균수를 측정하여 행하였

다.

3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진효과

생후 3주된 SD rat을 일반 식이군과 철분 결핍식이군으로 나누어 사

료를 먹이고 철분결핍구의 경우에는 철분결핍사료(표 10)를 4주간 먹여 철분결
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핍성 빈혈을 유도하였다. 철분결핍구는 gavage tube를 이용한 forced feeding방

식으로 실험쥐에게 매일 일정량의 FeSO4(25, 50, 100, 200 g Fe/day)를 급여한

군과 FeSO4 + 트렌스페린 추출물｛ Fe : 트렌스페린 추출물(w/w) = 1 : 50, 100,

200 ｝을 급여한 군으로 나누고, 이들 각각 철분원의 생이용성은 매주 혈액을

안와정맥(orbital vein plexus)에서 채취하여 hemoglobin과 hematocrit을 측정

하여 조사하였으며 총 hemoglobin의 양은 다음 공식에 의해서 측정하였다 :

총 hemoglobin(g) = 체중(g) × 0.067 × Hb(g/dL) / 100

철분 mg당 증가한 hemoglobin량은 증가한 총 hemoglobin량을 투여한 철분량으로

나누어 산정하였다.

표 10. 철분결핍사료의 조성

성 분
조 성

(g/kg 건물량)
Casein
Corn starch
Cellulose
DL-methionine
Mineral mixa
Vitamin mixb
Choline bitartarate
Sucrose
Corn oil

200
150
50
3
35
10
2
500
50

a Mineral suppliment의 조성(g/kg) : CaHPO4 500.0, NaCl 74.0, C6H5K3O7̇ H2O 220.0, K2SO4 52.0, MgO 24.0, MnCO3 H2O 3.5, ZnCO3 H2O

1.6, CuCO3 0.3, KIO4 0.01, Na2SeO3 H2O 0.01, CrK(SO4)2 12H2O 0.55, finely ground sucrose 124.03.

b Vitamin suppliment의 조성(g/kg) : thiamin HCl 0.6, riboflavin 0.6, pyridoxine HCl 0.7, Niacin 3.0, calcium pantothenate

1.6, folic acid 0.2, biotin 0.02, vitamin B12 1.0, dry vitamin A palmitate 0.8, dry vitamin E acetate 10.0, vitamin D3 0.25,

menadione sodium bisulfite complex 0.15, sucrose fine powder 981.08.

- 49 -







표 11. Batch type IEC에 의해 분획된 혈장단백질의 조성

혈장 흡착용매
용출용매

1차 2차 3차 4차

총단백질

(mg/ml)
70.1 21.7 13.2 21.2 5.6 1.1

알부민

IgG

트렌스페린

기타

단백질

30.0
(100)
15.7
(100)
7.3
(100)

17.1

0.6
(2.0)
10.2
(65.0)
6.6

(90.4)

4.3

7.6
(25.3)
3.4

(21.7)
0.7
(9.6)

1.5

15.6
(52.0)
1.3
(8.3)
-

4.3

5.2
(17.2)
0.3
(1.9)
-

0.1

1.1
(3.5)
-

-

-

*Data in parentheses are yield(%) of each plasma protein eluted by different eluting buffers.

IMAC를 이용할 경우, 대부분의 혈장단백질은 Cu2+ ion과 비교적 강

한 결합을 보여 흡착용매와 1차용출용매에 의해서는 거의 용출되지 않고 금속이

온과 chelating을 형성하였다(그림 14, 표 12). 그러나 2차용출용매에 의해서는

loading한 혈장단백질의 37.5%에 해당하는 혈장단백질이 분획되었으며 이들 분

획된 단백질의 73.4%가 알부민으로 구성되어 있었다. 3차용출용매에 의해서는

31.8%의 혈장단백질이 용출되었으며 용출된 단백질 중 알부민, IgG 그리고 트렌

스페린이 각각 47.1%, 28.7% 그리고 24.2% 구성하고 있었다. 용출되지 않은 나

머지 단백질을 분획하기 위하여 washing soln을 사용하였으며 이때 용출된 단백

질의 82.9%가 IgG였다. 결론적으로 IMAC에 의해서는 3차용출용매에 의해서 총
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표 12. Batch type IMAC에 의해 분획된 혈장단백질의 조성

혈장 흡착용매
용출용매

1차 2차 3차

washing

soln.

총단백질

(mg/ml)
70.1 8.8 - 26.3 22.3 7.0

알부민

IgG

트렌스페린

기타

단백질

30.0
(100)
15.7
(100)
7.3
(100)

17.1

0.2
(0.7)
-

-

8.6

-

-

-

-

19.3
(64.3)

-

1.0
(13.7)

6.0

10.5
(35.0)
6.4

(40.8)
5.4

(74.0)

-

-

5.8
(36.9)
0.2

(12.3)

1.0

*Data in parentheses are yield(%) of each plasma protein eluted by different eluting buffers.

이상의 결과들로부터 혈장을 batch type의 IMAC와 IEC의 방법으로

돼지혈액으로부터 분획할 때 얻어진 각각의 트렌스페린 분획을 비교하여 보면,

IEC의 흡착용매분획(순도 30.4%, 회수율 90.2%)이 IMAC의 3차용출용매분획(순도

24.2%, 회수율 74.0%)에서 보다 트렌스페린의 순도와 회수율면에서 우수함을 알

수 있었다(표 13).

표 13. Batch type의 IMAC와 IEC를 통하여 얻은 트렌스페린 분획의 비교

총단백질

(mg/ml)

트렌스페린

(mg/ml)

순도

(%)
회수율

(%)

IEC(흡착용매) 21.7 6.6 30.4 90.4

IMAC(3차용출용매) 22.3 5.4 24.2 74.0
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표 14. 돼지혈액으로부터 분리 정제된 트렌스페린의

아미노산 조성

아미노산 MOL %

ASX**
GLX**
SER
GLY
HIS
ARG
THR
ALA
PRO
TYR
VAL
MET
ILE
LEU
PHE
TRP
LYS

9.31
8.99
7.91
8.77
2.12
3.85
6.27
9.33
6.85
2.53
7.99
0.87
3.60
9.01
4.36
0.00
8.23

TOTAL 100.00

돼지혈액으로부터 분리된 트렌스페린의 아미노산 조성은 1차년도의

소혈액으로부터 분리한 트렌스페린의 아미노산조성과 비교해 볼 때 유의성이 많

았음을 알 수 있다.

IEC로부터 효율적으로 트렌스페린 추출물을 생산하기 위하여 사용

될 IEC gel량 대비 혈장의 양(v/v)을 비교해 본 결과, gel과 혈장의 비율이 1 :

0.5일 때 트렌스페린의 분리능이 가장 우수하였으며 1 : 2 이상에서는 트렌스페

린의 분리가 거의 이루어지지 않았다(그림 16).
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가열살균 전 트렌스페린 추출물의 총균수는 3.1×106 CFU/ml 이었

으며 대장균수는 9.3 CFU/ml이었으나 HTST가열살균에 의해서는 총균수가 2×104

CFU/ml로 감소하였으며 LTLT 처리후에는 3×104 CFU/ml의 미생물이 검출되었다.

3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진 효과

트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상효과를 조사하기 위하여 혈장

으로부터 트렌스페린 추출물을 분획하고 이를 12시간 동안 증류수를 이용하여

dialysis시킨 후, 0.45 m membrane을 이용하여 여과살균 하였다. 의약용 또는

식품첨가용으로 개발된 철분제제는 많으나 통상 FeSO4가 체내로의 철분흡수에 가

장 효과적이라고 알려져 있다. 따라서 트렌스페린 분획의 철분생이용성 향상효

과를 측정하기 위해 가장 흡수력이 좋은 FeSO4를 단독으로 투여할 때와 FeSO4를

트렌스페린 추출물과 혼합하여 투여하였을 때의 철분의 체내 이용률을 조사하였

다. 우선, 실험을 위하여 3주령 SD rat을 구입하여 철분결핍식이를 4주간 경구

투여하여 혈액 100ml 당 hemoglobin농도를 6g이하의 철분결핍성 빈혈을 유도하

였다. FeSO4와 트렌스페린 분획을 1(Fe 양 기준) : 200(단백질량 기준)으로 혼합

하여 gavage tube를 이용하여 매일 일정량 먹였을 때 트렌스페린 추출물의 철분

생이용성 향상효과를 각 실험구별 10∼15마리의 rat을 이용하여 1주일 단위로

혈중 hemoglobin농도 변화, % hematocrit의 변화, 체중변화 등을 근거로 철분급

여량 당 hemoglobin의 증가량을 산출하여 FeSO4만 투여한 대조군과 비교 조사하

였다(표 15).

SD rat에 철분을 매일 25 g씩 투여한 group의 hemoglobin농도는 실험

기간 동안 지속적으로 감소하였으며 철분을 매일 100 g씩 투여한 group에서는

서서히 증가하였다. 그러나 철분을 매일 50 g씩 투여한 group의 hemoglobin농도

는 실험기간 동안 거의 일정하게 유지되어 쥐 한 마리 당 50 g씩 투여하는 것이

marginal dosage인 것으로 나타났으며 따라서 트렌스페린 추출물의 효과도 50 g
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의 철분과 혼합한 실험구에서 가장 정확하게 확인해 볼 수 있을 것이다.

표 15. 철분 급여량에 따른 철분결핍 실험쥐의 총 hemoglobin

함량 변화

일수 Hg(g)/dl

Fe25 g

0 5.70 0.94

7 5.56 0.71

14 5.28 0.95

21 5.19 0.70

Fe50 g

0 5.70 0.94
7 5.78 0.84
14 5.82 0.82

21 5.99 1.52

Fe100 g

0 5.70 0.94

7 6.15 1.07

14 6.05 1.04

21 6.96 1.33

트렌스페린 추출물을 50 g의 철분과 혼합하여 매일 경구투여시킨 실

험구에서 hemoglobin농도와 체중증가량을 감안해서 산출한 철분 mg 투여량 당

총 hemoglobin의 변화는 1주 후의 0.42g에서 3주 후에는 0.55g으로증가한 반면,

체내 철분흡수에 가장 효과가 있다고 알려진 FeSO4만 투여한 group에서는 1주 후

의 0.39g에서 3주 후에는 0.41g으로 거의 변화가 없었다(표 16). 이와 같은 결

과는 식이 중 첨가된 트렌스페린 추출물이 철분 체내흡수를 꾸준히 촉진시키고

있다는 사실을 잘 나타내 주고 있다.
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표 16. 철분 생이용성에 미치는 트렌스페린 추출물의 영향

일수
체중

증가량(g)
Hg(g)/dl %Ht 총 Hg(g)

△Hg(g)/

Fe(mg)

Fe50 g

0 5.70 0.94 16.20 3.77 0.561

7 32.74 27.88 5.78 0.84 13.80 1.92 0.696 0.3857

14 70.41 29.25 5.82 0.82 16.00 3.79 0.848 0.4100

21 98.80 26.63 5.99 1.52 15.09 3.30 0.986 0.4048

Fe50 g

+

트렌스

페린추

출물

(10mg)

0 5.70 0.94 16.20 3.77 0.578

7 34.84 23.74 5.81 0.86 15.80 1.92 0.725 0.4200

14 71.01 23.33 6.15 0.57 17.25 3.49 0.916 0.4829

21 98.49 20.07 6.90 2.10 20.44 3.78 1.155 0.5495
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제 4 장 철분-트렌스페린 추출물의 제조 및

기능성 연구 분야

제1절 서 설

2차년도의 연구를 통하여 효율적인 방법으로 생성된 트렌스페

린 추출물에 본 chapter에서는 철분을 결합시켜서 철분-트렌스페린 추출물을 제

조하는 방법을 개발하고 제조된 철분-트렌스페린의 철분체내에 미치는 영향 등

의 특성을 연구하여 의약용으로 활용될 수 있는 새로운 type의 단백질성 철분제

제를 생산하고자 하며 또한 이들을 함유한 철분강화 유제품을 제조하여 철분-트

렌스페린 추출물의 식품첨가제로서의 가능성도 조사하였다. 2차년도의 트렌스페

린 추출물의 제조기술을 이용하여 철분-트렌스페린 추출물을 제조하기 때문에

이 기술 또한 이미 업체에 기술이전이 이루어진 상태이다. 따라서 본 최종보고

서에는 대략적인 제조방법만 나타내고자 한다.

제2절 연구수행방법

1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조

철분-트렌스페린 추출물의 제조는 아래 그림 에 제시된 대략적

인 제조방법에 의해 이루어졌다.
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돼 지 혈 액

← 원심분리

혈 장

← IEC
← 한외여과

트렌스페린 추출물

← 철분첨가

← 멸균

철분-트렌스페린 추출물

그림 21. 대략적인 철분-트렌스페린 추출물 제조 공정

2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성 향상 효과

먼저, 철분-트렌스페린 추출물의 소화효소와 pH에 대한 안정성을 검

토하기 위해 1, 2차년도와 유사한 방법의 simulated digestion법을 사용하였다.

즉, 우유 100g 중에 5mg의 철분량에 해당하는 FeSO4, FeCl3, FeCl3 + 트렌스페린

추출물, 또는 철분-트렌스페린 추출물을 첨가하여 소화조건에서의 이들 철분의

가용화능을 비교하였다.

철분-트렌스페린 추출물의 철분생이용성 향상효과를 연구하기 위하여

3주령의 수컷 SD rat을 구입하여 철분결핍 식이를 먹여 식이 4주후에 철분결핍

성 빈혈을 유도한 후, 이들을 10마리씩 5 group으로 나누어 control group에는

철분 결핍식이만 계속 먹이고 철분-트렌스페린 추출물 group에는 37 g의 철분에

해당하는 철분-트렌스페린추출물을, 그리고 FeCl3, FeSO4, FeCl3 + 트렌스페린 추

출물은 각각 50 g Fe에 해당하는 양을 철분 결핍식이와 더불어 매일 gavage

tube를 이용하여 경구투여 시켰다. 이들 각각 철분원의 생이용성은 매주 혈액을
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안와정맥(orbital vein plexus)에서 채취하여 hemoglobin과 hematocrit을 측정

하여 조사하였으며 총 hemoglobin의 양은 다음 공식에 의해서 측정하였다 :

총 hemoglobin(g) = 체중(g) × 0.067 × Hb(g/dL) / 100

3. 철분강화 유제품 제조

가. 철분강화 우유 제조

철분이 강화된 우유를 제조하기 위하여 신선한 원유에 철분-트렌스

페린 추출물, FeCl3, FeSO4를 23ppm의 철분량에 해당하는 농도로 첨가하고 잘 혼

합한 후 60℃까지 예열하였다(그림 23). 예열된 우유를 150mmHg에서 균질한 후,

72℃에서 30분동안 살균, 냉각 후 멸균된 용기에 충진하였다. 제조된 우유를

4℃에 보관하며 관능검사와 첨가한 철분의 지방산패에 미치는 영향에 대한 실험

을 실시하였다. 관능검사는 맛과 종합적 기호도에 대하여 아주 나쁨(1점), 보통

(5점), 아주 좋음(9점)의 9점법을 이용하여 7일간 실시하였다. 첨가된 철분의

지방 산패에 미치는 영향을 측정하기 위해서 TCD 검출기를 부착한 GC를 이용하

여 우유와 각 철분 source를 50ml vial에 무균적으로 첨가하고 sealing하여 4℃

에 저장하면서 head space내의 공기 중 산소농도의 감소되는 정도로 우유 내에

서 일어나는 지방산화를 측정하였다.
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원유 + 철분(23ppm)

↓

예열(40℃)

↓

균질화(150 mmHg)

↓

살균(72℃ / 30 min)

↓

냉각

↓

병장(250ml plastic bottle)

그림 22. 철분강화 우유의 제조 공정

나. 철분강화 요구르트 제조

각종 철분원을 첨가하여 철분이 23배 강화된 요구르트를 제조하기

위해 먼저, 고형분의 함량이 10%가 되도록 탈지분유를 물에 용해하고 지방함량

이 전체의 3%가 되도록 cream을 혼합하였다(그림 24). 잘 혼합된 환원유를 72℃

에서 30분 동안 살균한 후 42℃로 냉각하여 상업용 유산균주 0.02%(롱프랑,

ABT-B)를 첨가하여 pH4.7이 될 때까지 42℃에서 배양하였다. 배양이 완료된 후

4℃로 냉각하여 철분-트렌스페린 추출물, FeCl3, FeSO4를 철분 23 ppm 농도로 첨

가하고 잘 혼합한 후 멸균된 용기에 충진하여 4℃에 보관하며 관능검사, 적정산

도, 총 유산균 수 등을 조사하였다.
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탈지유(13%) + Cream(3%)

↓

살균(70℃ / 30min.)

↓

냉각(42℃0

↓

유산균접종(0.02%)

↓

발효(42℃에서 pH가 4.7로 저하될 때 까지)

↓

냉각(4℃)

↓

철분첨가(23 ppm)

그림. 23. 철분강화 요쿠르트의 제조 공정

제3절 결과 및 고찰

1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조

트렌스페린 추출물과 철분이 안정된 결합력을 유지할 수 있게하기

위하여 batch type의 IEC에 의해 분리된 트렌스페린 추출물과 철분(FeCl3)을 혼

합하고 제품에 안전성을 부여하기 위하여 멸균공정을 거쳤다. 투여한 총 철분의

농도(8,948ppm) 중 37% (3,314ppm)가 트렌스페린 추출물과 결합된 상태로 존재
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하였으며 멸균공정을 거친 후 철분-트렌스페린 추출물은 투명하고 깨끗한 액체

상태를 유지하였으며 멸균과정을 거친 후 혈장 특유의 비린내는 전혀 느껴지지

않았다. 또한 철분이 흡수되는 십이지장의 조건(pH 6, 37℃)에서 incubation한

후, 가용성의 상태로 남아있는 철분의 양을 측정하였을 때 투석 후 멸균 처리한

경우에서 결합된 철분의 37.4%가 가용성의 상태로 존재하여 높은 가용성율을 나

타내었다.

2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성 향상 효과

위와 같은 공정을 거쳐 제조된 철분-트렌스페린 추출물의 위장관상태

에서의 가용화 정도를 측정하기 위하여 simulated digestion법을 적용한 결과,

우유에 철분-트렌스페린 추출물을 첨가한 경우, chelating된 총 철분의 5.9%가

pepsin과 pancreatin digestion 과정을 거친 후 dialysate에 존재하였으나 FeCl3

+ 트렌스페린 추출물, FeCl3, 또는 FeSO4를 첨가한 경우에는 3.2, 3.2, 4.0%가

각각 가용성의 상태로 존재하였다(표 17). 이와 같은 결과는 철분-트렌스페린

추출물이 기타 철분 source보다 체내 이용율이 높을 확률이 크다는 것을 시사하

고 있으며 특히 철분과 트렌스페린 추출물을 각각 우유에 첨가한 경우보다 철분

을 트렌스페린 추출물에 chelating시킨 후 첨가하는 경우가 철분의 생이용성을

크게 향상시킬 수 있음을 보여주고 있다.

철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성에 미치는 영향을 연구하기

위하여 2차년도와 유사한 방법으로 동물실험을 실시하였다. 표 18은 철분이 결

핍된 실험쥐에 각각의 철분 source의 급여를 통한 몸무게 변화를 나타내고 있

다. 철분 결핍식이만 계속 섭취한 control에 비해서 철분을 매일 일정량 섭취한

group에서 지속적으로 몸무게가 증가함을 알 수 있었으며 특히 철분-트렌스페린

추출물 group에서 실제적으로 매일 섭취한 철분량은 37 g으로 다른 group의 50

g보다 적은 양이었지만 증가폭이 가장 컸다.
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표 17. Simulated digestion법에 의하여 측정된 각 철분 source의

dialyzate에 잔존하는 철분량

철분 source
Dialyzate에
잔존하는 철분

철분-트렌스페린 추출물

FeCl3 + 트렌스페린 추출물
FeCl3
FeSO4

5.85%
3.19%
3.23%
3.96%

표 18. 각종 철분원이 급여된 SD rat의 체중변화(g)

기간

(일)

실험구

0 7 14 21 28 35 42

Control 188.97 198.13 211.23 224.36 238.40 243.17 249.99

철분-트렌

스페린

추출물

189.152 207.75 231.08 257.40 278.91 294.53 306.51

FeCl3 183.17 194.88 219.41 242.89 265.86 286.30 287.73

FeSO4 177.77 192.39 212.20 235.86 257.82 271.04 284.00

FeCl3 +

트렌스페린

추출물

190.28 205.27 227.13 249.80 269.12 282.59 289.73
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이상과 같은 결과는 철분이 성장을 위하여 필수적인 영양소임을 보

여주고 있으며 특히 철분-트렌스페린 추출물에서 유래한 철분의 섭취가 체중 증

가에 가장 뛰어난 효과를 보인다는 것은 철분의 체내흡수가 가장 우수하다는 사

실을 입증해준다.

총 hemoglobin의 변화에서도 저장기간동안 철분-트렌스페린 추출물

에서 가장 높은 증가량을 보여 지금까지 체내 철분흡수에 가장 뛰어난 효과를

가졌다고 알려진 FeSO4에 비해 경구투여 42일 후에 총 hemoglobin이 60%가량 증

가하였다(표 19). FeCl3를 섭취한 group에서는 철분흡수가 가장 느렸다. 또한 트

렌스페린 추출물에 철분을 chelating 시켜서 경구투여 시킨 경우가 철분과 트렌

스페린을 chelating 시키지 않은 group에 비해 철분 체내 이용성이 우수한 것으

로 나타났다.

표 19. 각종 철분원이 급여된 SD rat의 총 hemoglobin량(g) 변화

기간

(일)

실험구

0 7 14 21 28 35 42

Control 0.8006 0.8738 0.7741 0.8031 0.7916 0.7434 0.8054

철분-트렌

스페린

추출물

0.7830 0.9168 0.9346 1.0421 1.1755 1.2733 1.3519

FeCl3 0.7265 0.8116 0.8228 0.8819 0.9442 1.0017 1.1018

FeSO4 0.7604 0.8321 0.8335 0.9178 1.0054 1.0956 1.1177

FeCl3 +

트렌스페린

추출물

0.7660 0.8450 0.8750 0.9506 1.0837 1.1378 1.1745
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철분의 생이용성 정도를 표현하는 또 다른 지표인 % hematocrit 에서

도 체중 증가 및 총 hemoglobin의 증가에서와 유사한 결과가 나타났다(표 20).

철분-트렌스페린 추출물을 급여한 group을 제외하고는 % hematocrit값이 처음과

변화가 없거나 감소하였다. 이와 같은 결과는 철분흡수로 인하여 혈액중에

hemoglobin은 증가하지만 동시에 체중도 증가하여 % hematocrit의 낮아졌기 때

문이다. 이상과 같이 철분-트렌스페린 추출물이 현재 철분의 체내흡수에 가장

효과적이라고 알려진 FeSO4보다 철분 생이용성측면에서 월등히 효율적으로 이루

어졌음을 동물실험을 통하여 알 수 있었으며 또한 철분과 트렌스페린의 전처리

를 통한 chelating이 철분의 효과적인 흡수를 위하여 반드시 필요한 공정이라는

사실을 알 수 있었다.

표 20. 각종 철분원이 급여된 SD rat의 % hematocrit 변화

기간

(일)

실험구

0 7 14 21 28 35 42

Control 15.00 15.67 15.50 13.17 11.50 12.33 13.17

철분-트렌

스페린

추출물

16.80 18.20 17.30 17.00 17.90 19.20 19.80

FeCl3 15.88 14.88 14.90 13.50 13.63 13.75 14.38

FeSO4 17.50 17.38 15.10 15.14 15.14 16.63 17.38

FeCl3 +

트렌스페린

추출물

17.38 15.75 17.50 15.50 16.63 17.00 17.75
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3. 철분강화 유제품 제조

가. 철분강화우유 제조

여러 가지 철분원을 이용하여 시유에 비해 철분을 23배 강화시킨 경

우, 제조 직후부터 맛이나 종합적 기호도면에서 무첨가군보다 관능적인 평가가

낮았으나 저장기간 동안에 심각한 품질저하는 관찰되지 않았다(표21). 전반적으

로 철분 source 중 FeCl3,철분-트렌스페린 추출물, FeSO4순으로 관능적으로 우

수하였으나 FeCl3는 철분생이용성이 FeSO4보다 낮은 것으로 알려져 있고 FeSO4는

상대적으로 FeCl3보다 지방과의 반응성이 높아 제품의 품질에 나쁜 영향을 줄 소

지가 많음으로 철분 생이용성도 뛰어나고 제품의 품질에 비교적 영향을 작게 미

치는 철분-트렌스페린 추출물의 식품첨가제로서의 가능성이 매우 밝은 것으로

사료된다.

표 21. 철분강화유의 4℃ 저장중 일어나는 관능적 변화

맛 종합적 기호도

0 일 7 일 0 일 7 일

Control

철분-트렌스페린 추출물

FeCl3

FeSO4

7.1

6.2

5.2

4.9

6.7

5.2

5.7

4.8

7.3

5.8

5.5

5.5

6.9

5.7

5.9

5.2

한편, 이들 철분원이 첨가된 시유 제품의 저장 중 지방 산패에 미치

는 영향을 살펴보기 위하여 4℃ 저장기간 동안 head space에 존재하는 공기 중

산소의 조성을 살펴본 결과, FeSO4는 저장초기부터 미량의 산소가 지방산화에 소

- 74 -



비됨을 알 수 있었으며 저장 후 30일 이후에는 급격한 산소량의 감소가 관찰되

었다(표 22). 이와 같은 결과는 FeSO4가 FeCl3보다 지방과의 반응성이 높다는 것

을 확인 할 수 있었으며 4℃에서 30일 동안 저장하여도 철분-트렌스페린 추출물

이나 FeCl3는 시유의 지방산화에 거의 영향을 미치지 않는 것으로 사료된다.

표 22. 철분강화유의 4℃ 저장중 일어나는 지방산패

head space에 잔존하는 산소(%)

0 일 10 일 20 일 30 일

Control

철분-트렌스페린 추출물

FeCl3

FeSO4

20.08

19.95

19.97

19.76

20.06

19.91

19.91

19.56

20.02

19.92

19.95

19.53

19.63

19.46

19.29

17.72

나. 철분강화 요구르트 제조

우유에서와 마찬가지로 일반요구르트에 비하여 철분이 23배 강화된

철분강화 요구르트를 제조하였다. 철분강화 요구르트의 4℃ 저장 중 관능적 변

화를 조사한 결과, FeSO4를 첨가한 군을 제외하고는 control에 비해 관능적으로

현저한 품질저하는 일어나지 않았다(표 23). FeSO4를 첨가한 요구르트는 저장 초

기부터 약간의 산패취가 감지되었으며 이러한 관능적 결함은 저장기간이 길어질

수록 심하게 나타났다. 철분-트렌스페린 추출물이 FeCl3보다 관능요원들로부터

전반적으로 낮은 평가를 받았는데 이는 단백질로 구성된 철분-트렌스페린 추출

물이 발효 중 맛과 향기에 영향을 준 결과라 사료된다.

- 75 -



표 23. 철분강화요구르트의 4℃ 저장중 일어나는 관능적 변화

맛 종합적 기호도

0 일 7 일 0 일 7 일

Control

철분-트렌스페린 추출물

FeCl3

FeSO4

6.8

5.8

6.2

3.4

5.9

5.1

5.5

2.5

6.9

5.9

6.6

3.2

5.9

4.8

5.3

2.5

그 외, pH, 적정산도, 총 유산균수의 변화 등은 철분첨가군과 무첨가

군에서 저장기간 동안 큰 차이를 보이지 않았다(표 24).

표 24. 철분강화요구르트의 4℃ 저장중 일어나는 품질 변화

pH 산도
미생물

(×108)

0일 4일 0일 4일 0일 4일

Control

철분-트렌스페린 추출물

FeCl3

FeSO4

4.7

4.7

4.6

4.7

4.6

4.6

4.5

4.6

0.87

0.85

0.91

0.85

1.0

1.1

1.1

1.0

7.5

6.6

6.9

7.7

8.6

9.3

7.9

9.5

이상과 같이 철분-트렌스페린 추출물을 첨가하여 철분을 기존의 우유

나 요쿠르트보다 23배 강화시킨 제품을 제조하여 기타 철분원을 첨가한 제품과

관능적 특성 및 저장기간 중 품질변화를 조사하였으며 단백질첨가에 의한 이상

발효취가 제품의 품질에 나쁜 영향을 주는 요쿠르트보다 우유에 철분-트렌스페
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린 추출물을 첨가하여 부족한 철분의 보강을 강구하는 방안이 더욱 현실적이며

효율적일 것으로 판단되었다.

- 77 -



참 고 문 헌

1. Zubay, G. Aerobic production of ATP electron transport, Biochemistry

(1st ed.) pp 364-407, 1983

2. Edgerton, R.V., Bryant, S.L., Gillespie, C.A. and Gardner, G.W. Iron

deficiency anemia and physical performance and activity of rats. J.

Nutr. 102;308, 1972

3. Kaltwasser, J.P., Werner, E. and Niechzial, M. Bioavailability and

therapeutic efficiency of bivalent and trivalent iron preprations.

Drug Res. 37(1); 122, 1987

4. Valberg, L.S. and Flanagan, P.R. Intestinal absorption of iron and

chemically related metals and metal-related disease. pp 46-66, Rawen

Press. NY, USA

5. Hallberg, L. Iron nutrition and food iron fortification. Hematol.

19;31-41, 1982

6. Cook, J.D., Finch, C.A. and Smith, N.J. Evaluation of the iron status

of a population. Blood 48;449-445, 1982

7. 齊藤昌義, 新藤哲也, 門間美千子, 千國辛一. 血漿蛋白質 鐵結合能 檢討.

日本食品工業學會紙 40(7):513-518, 1993

8. Shalan Alwan Mashikhi and Shuryonakai. Separation of immunoglobulin

and transferrin from blood serum and plasma by metal chelate

interaction chromatography. J. Dairy Sci. 71:1756-1763, 1988.

9. Birger Blomback and Lars A. Hanson. Plasma proteins, John Wiley &

Sons, 1979

- 78 -



10. Finch, C.A. Iron metabolism. Nutrition reviews, present knowledge in

nutrition pp 280-289, 1976. Nutrition Foundation, NY, USA

11. Hallberg, L. Bioavailability of dietary iron in man. Annu. Rev. Nutr.

1;123-147, 1981

12. Cook, J.D. and Reusser, M.E. Iron fortification: An update. Am. J.

Clin. Nutr. 38; 648-659, 1983

13. Bullen, J.J. The significance of iron in infection. Reviews of

Infectious Diseases 3; 1127-1138, 1981

14. Reiter, B. The biological significance of lactoferrin. International

Journal of Tissue Reactions 87-96, 1983

15. 박미아, 김을상, 이규한, 문현경, 송인정, 채범석. 한국인의 식품 및 영

양섭취상태 추이(1969-1989) - 제 3보. 국민영양조사보고서에 의한 영양

섭취상태를 중심으로 -. 한국영양식량 학회지, 21(6):665-661, 1992

16. Groves, N. L. The isolation of a red protein from milk. J. Amer.

Chem. Soc. 82:3345, 1960

17. de Vet B.J.C.M. and Gool J.V. Lactoferrin and iron absorption in the

small intestine. Acta med. scand. 196:393-402, 1974

18. Masayoshi Saito, Nobuo Ichikawa, and Harue Taira. Fractionation and

emulsifying properties of plasma proteins. Agric. Biol. Chem.,

52(11): 2831-2836, 1988

- 79 -



주 의

1. 이 보고서는 농림부에서 시행한 농림수산특정연구사업의 연구보고서

입니다

2. 이 보고서 내용을 발표할 때에는 반드시 농림부에서 시행한 농림수산

특정연구사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개

하여서는 아니됩니다.

- 80 -



- 81 -


	도축혈액의 트렌스페린을 이용한 철분강화유제품 개발 연구
	요약문

	목차

	제 1 장 서론
	제1절 연구개발의 목적과 범위

	제 2 장 도축혈액으로부터 트렌스페린 분리·정제 및 특성 연구 분야
	제1절 서설
	제2절 연구수행방법
	1. 혈액채취 및 혈장분리
	2. 트렌스페린의 분리 및 동정
	3. 전기영동
	4. 혈장단백질 분획물의 단백질 농도
	5. 트렌스페린의 철분결합능
	6. 트렌스페린의 철분가용화능
	7. 트렌스페린이 철분의 흡수에 미치는 영향

	제3절 결과 및 고찰
	1. 도축혈액으로부터 트렌스페린의 분리 및 정제
	2. 트렌스페린의 특성
	가. 철분결합능
	나. 철분가용화능
	다. 트렌스페린의 철분생이용성 향상효과



	제 3 장 트렌스페린 추출물의 생산 system 개발 및 특성 연구 분야
	제1절 서설
	제2절 연구수행방법
	1. 트렌스페린 추출물의 생산
	2. 트렌스페린 추출물의 특성
	가. 소화효소 및 pH에 대한 안정성
	나. 열에 대한 안정성

	3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진효과

	제3절 결과 및 고찰
	1. 트렌스페린 추출물의 효율적인 생산 방법
	2. 트렌스페린 추출물의 특성 조사
	가. 소화효소와 pH에 대한 안정성
	나. 열에 대한 안정성

	3. 트렌스페린 추출물의 철분생이용성 증진 효과


	제 4 장 철분-트렌스페린 추출물의 제조 및기능성 연구 분야
	제1절 서설
	제2절 연구수행방법
	1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조
	2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성 향상 효과
	3. 철분강화 유제품 제조
	가. 철분강화 우유 제조
	나. 철분강화 요구르트 제조


	제3절 결과 및 고찰
	1. 철분-트렌스페린 추출물의 제조
	2. 철분-트렌스페린 추출물의 철분 생이용성 향상 효과
	3. 철분강화 유제품 제조
	가. 철분강화우유 제조
	나. 철분강화 요구르트 제조



	참고문헌




