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알칼리 추출법에 의한 탈지 미강 단백질 추출의 최적 pH 조건
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Abstract

For efficient extraction of protein from defatted rice bran, the 5 ranges of extraction pH (8, 9, 10, 11 and 12) and
the 3 ranges of isoelectric precipitation pH (2, 4 and 6) were used. The protein content, browning reaction, the elec-
trophoresis pattern and the recovery yield of soluble protein at each pH range were compared each other. The recov-
ery yield of soluble protein increased in proportion to extraction pH, but at the same time, browning reaction
became more conspicuous. The most amount of protein was recovered at the precipitation pH of 4. The SDS-PAGE
patterns of the extracted proteins showed no significant correlations between pH and the protein content, but the
highly alkaline condition was more advantageous to extract protein less than 35 kDa. In each pH range, the recovery
yield of soluble protein averagely reached 32.5% on the basis of extraction. In result, it was found that combination
of extraction pH 10 and precipitation pH 4, which resulted in 37.65% of recovery yield and low level of browning
reaction, was the optimum condition for the extraction of protein from defatted rice bran.
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서  론

쌀은 세계적으로 가장 많이 생산되고 소비되는 5대 작물

중의 하나이다. 왕겨를 벗겨낸 현미는 백미보다 맛과 소화

율이 떨어져서 도정을 하게 된다. 이때 현미를 도정할 때

발생하는 것을 미강이라 하며, 이는 현미의 약 8-10%정도로

, 우리나라에서 연간 약 40-50만 톤 가량의 미강이 부산물

로 얻어지고 있다(Chang et al., 2008). 미강에는 지질, 무기

질, 섬유질, 비타민 B복합체 외에도 양질의 단백질을 함유

하고 있으나 산패되기 쉬운 단점이 있다. 미강을 식품에 첨

가시 식품의 식미를 저하시키고, 저장성을 감소시켜 식품에

의 이용은 제한되어 왔다(Kim et al., 1997). 따라서 미강은

주로 미강유 추출 후 탈지 미강 형태로 사료에 이용되거나

농업폐기물로 처리되어 왔다. 

미강 단백질은 쌀 배유 단백질이나 기타 다른 곡물의 겨

보다 더 높은 라이신 함량을 가지고 있고(Juliano, 1985), 소

화율이 90% 이상이기 때문에 알레르기 유발 가능성이 적다

(Burks & Helm, 1994). 필수 아미노산의 조성이 우유의

casein과 콩 단백질과 비교해서도 손색이 없어 유아기의 기

초건강식품으로써 적합하다고 할 수 있다(Wang et al.,

1999). 또한 탈지된 미강 단백질의 가수분해물은 소화관에

서 지질가수분해효소의 활성을 억제하거나 지방의 흡수를

지체시켜, 식후의 혈중 중성지방과 LDL-콜레스테롤 수치를

감소 시키고(Tsutsumi et al., 2000) 당뇨병 2형을 예방하는

효과도 있다(Drent et al., 1995). 

미강 단백질의 영양적 가치 및 기능성이 뛰어남에도 불

구하고 산업적으로 미강 단백질의 추출 기술은 아직 미비

한 실정이다. 현재 알칼리 추출법은 미강에서 단백질을 추

출하는데 사용되는 방법 중 하나로(Gnanasambandam &

Hettiararchchy, 1995), 다른 효소적 방법이나 물리적, 화학

적 방법보다 그 추출 효율은 낮으나(Shanhu et al., 2002),

추출 비용이 저렴하여 비용대비 추출효율이 비교적 높은

장점을 가지고 있다. 최근 미강단백질의 영양학적 용도와

물성에 관계되는 기능적 용도에 대해서 많은 연구가 진행

되고 있지만 미강단백질의 추출효율 및 개선에 대한 연구

는 부족한 실정이다. 또한 미강 단백질에서 알칼리 추출시
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사용되는 용출 pH와 침전 pH는 각각의 연구 논문마다 차

이가 있으며 추출되는 단백질의 종류와 양이 다르다(

Jiamyangyuen et al., 2005; Kumagai et al., 2006; Cao et

al., 2009; Pinciroli et al., 2009). 따라서 추출 방법에 따라

회수한 단백질의 소화흡수가 용이한 정도나 필수아미노산의

함량에 따른 영양학적 가치의 차이가 날 수 있다. 그러므로

본 연구에서는 알칼리 사용에 따른 갈변을 최소화하고 영양

적으로 우수한 미강 단백질을 보다 효율적으로 추출하기

위하여 여러 구간의 용출 pH를 이용하여 단백질을 추출하

고 여러 구간의 침전 pH를 사용하여 단백질을 침전시켰다.

또한 사용한 각 pH에 따라 회수된 단백질들의 양, 갈변도,

추출효율, 단백질의 전기영동 패턴을 분석하여 알칼리 추

출의 최적 pH 조건을 조사하였다.

재료 및 방법

미강 단백질의 알칼리 추출

탈지 미강은 중국에서 생산된 쌀의 건조 미강으로, CJ제

일제당 공장에서 생산된 것을 사용하였다. 시료는 분쇄기로

분쇄한 후 4oC에서 보관하며 사용하였다. 알칼리 추출 미강

단백질은 Gnanasambandam과 Hettiarachchy(1995) 의 방법을

변형하여 추출하였다. 용출 pH에 따른 단백질 추출 정도를

비교하기 위해 본 실험에서는 각각의 샘플을 pH 8, 9, 10,

11 및 12로 나누어 용출 하였다. 먼저 비이커에 각 샘플들

과 중량대비 1:8(w/v)의 멸균증류수를 넣고 60분간 교반한

다음, 1에서 5N 범위의 NaOH를 천천히 주입하여 각각의

샘플을 pH 8, 9, 10, 11 및 12로 일정하게 유지시켰다. 상온

에서 60분간 단백질을 용출 시킨 후, 13000 rpm에서 30분

간 원심분리(SorvallR RC 5C Plus Centrifuge, MD, USA)하

여 상등액을 취하였다.

알칼리 추출 단백질의 등전점 침전

다양한 pH로 알칼리 추출한 각 미강단백질 분획에 대해

등전점 침전 pH에 따른 단백질의 추출 정도를 비교하기 위

해서, 각 시료를 용출 pH당 중량대비 1:1:1(w/w/w) 세 개의

시료로 나누어 상온에서 1에서 3N 범위의 HCl 용액을 이

용하여 pH를 2, 4 및 6으로 조정하여 30분 동안 반응시켜

단백질을 침전시킨다. 각 샘플들을 13000 rpm에서 30분간

원심분리하여 침전 단백질을 얻었다. 얻어진 단백질 침전물

의 중량대비 1:2(w/v)의 멸균증류수를 가하여 수세를 한 후,

재차 원심분리를 통하여 얻은 침전물에 멸균증류수를 5 mL

가하여 Homogenizer(Tissue Tearor, Biospec Products, Bar-

tlesville, OK, USA)로 충분히 균질화 시켰다. 균질화된 단

백질 수용액의 pH를 7.0으로 중화시키고, 각 샘플에

Protease inhibitor(Protease Inhibitor Cocktail Set I,

Calbiochem, CA, USA)를 1%(v/v) 첨가하여 4oC에서 보관하

며 사용하였다.

용출 pH에 따른 갈변도 측정

용출 pH에 따른 갈변의 정도를 알아보기 위해, 용출하여

얻은 단백질 수용액의 흡광도를 분광광도계를 이용하여

420 nm 에서 측정하였다(Song et al., 1966). 각 샘플들에 16%

(w/v) sodium dodecyl sulfate(SDS)를 첨가하여 단백질 응집으

로 인한 파장의 산란을 최소화 하여 측정하였고, 대조구는 멸

균증류수에 16% SDS(v/v)를 첨가하여 사용하였다.

미강 단백질의 정량

총 알칼리 용출 단백질과 등전점 침전 단백질은 Advanced

Protein Assay Reagent ADV01(Cytoskeleton, Denver, CO,

USA)을 사용하여 정량 하였다(Bradford, 1976). 검정곡선은

bovine serum albumin을 표준시료로 사용하여 작성하였다.

미강 단백질의 전기 영동

미강 단백질 분석은 용출 pH와 침전 pH에 따른 각각의

단백질 수용액을 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(PAGE)로 분리하여 비교 분석하였다. 각 pH조건에 따라 추

출한 단백질 용액을 2배 농도의 sample buffer(125 mM

Tris-HCl, pH 6.8, 20% glycerol, 2% β-mecaptoethanol,

0.04% bromophenol blue, 4% SDS)와 1:1(v/v)로 섞은 후

끓는 물에서 5분간 중탕 가열하였다. 각 샘플을 10%

separating gel과 2% stacking gel에 주입하여 running

buffer(0.025 M Tris-HCl, pH 8.3, 0.192 M glycine, 0.1%

SDS)으로 100 V에서 90분간 Bio-Rad Mini PROTEIN 3

system(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)으로 전

개 하였다. 분자량 marker로는 Pre-stained Protein Size

Marker(Broad-range dual color, DokDo-Mark, Daejeon,

Korea)를 사용하였다. 전기영동 후에 gel은 Coomassie R250

staining solution(1 g Brilliant R250, 450 mL methanol,

100 mL acetic acid, 450 mL DW)으로 1시간 동안 염색 후

destaining solution(450 mL methanol, 100 mL acetic acid,

450 mL DW)으로 3시간 동안 탈색하여 분석하였다.

결과 및 고찰

알칼리 용출 pH가 단백질 추출에 미치는 영향

알칼리 추출시 pH 변화에 의한 단백질 추출 함량의 변화

를 살펴보기 위해 각 시료를 pH 8, 9, 10, 11 및 12로 나누

어 용출하고 단백질을 정량 하였다. 용출 pH가 증가할수록

단백질의 용출량이 증가 하였으며 pH 12에서 용출량은 상

대적으로 다른 pH보다 급격히 증가하였다(Fig. 1). 그러나

용출 pH가 증가할수록 갈변도가 증가하는 경향을 나타냈으

며, pH 10 이후부터는 미강으로부터 용출된 단백질이 매

우 진한 갈색을 나타내기 시작했다. Ajandouz등(2001)의

연구에 따르면 높은 알칼리 조건은 포도당 및 과당과 필수

아미노산인 lysine과의 glycosylamine 반응을 촉진시켜 비
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효소적 갈변화를 증가시킨다고 보고 하고 있으며, 특히 필

수아미노산인 lysine은 glycolysine으로 변형 되어 체내 단백

질의 흡수량을 감소시킨다고 하였다. 그리고 높은 알칼리

용출 조건은 lysinoalanine과 같은 잠재독소물질을 생성시킬

수 있으며, 섬유질과 같은 다른 성분들도 함께 용출 되어

단백질의 품질을 떨어뜨린다(Wang et al., 1999). 따라서 미

강 단백질의 알칼리 용출 pH는 갈변화가 본격적으로 증가

하기 이전 구간인 pH 9-10이 적절한 것으로 보인다.

등전점 침전 단백질의 함량 측정

pH 8, 9, 10, 11 및 12 에서 용출시킨 각각의 시료를 분

획당 세가지로 나누어 pH 2, 4 및 6 에서 등전점 침전으

로 단백질을 회수하였다. 회수한 단백질을 세척 후 멸균 증

류수에 균질화 시킨 미강 단백질 수용액의 최종 단백질 함

량을 측정하여 용출 단백질 대비 수용성 단백질의 비율을

표시하였다(Fig. 2). 각각의 용출 pH 에서 침전 pH 가

4일 때가 가장 많은 수용성 단백질을 회수할 수 있었다.

미강단백질의 주요 구성단백질인 albumin(37%), globulin

(36%), glutelin(22%), prolamin(5%)의 등전점이 pH 4.1-4.6

의 범위이므로 용해도는 pH 가 4일 때 가장 낮고 단백질

들의 소수성 결합이 강해 등전점 침전이 가장 많이 일어난

다(Wang et al., 1999). 따라서 미강단백질의 회수율은 용출

pH에 상관없이 침전 pH 가 4일 때 가장 높은 것을 확인

할 수 있었다. 전체적으로 침전 pH 4에서의 수용성 단백질

의 회수율은 31-47% 로 각 용출 pH에 따라 16% 정도의

회수율 차이를 나타냈다. pH 6에서의 침전된 단백질의 수

용성 단백질은 대부분의 용출 pH에서 가장 낮았다. 

Fig. 3은 세 종류의 침전 pH에서 침전된 단백질과 그 상

Fig. 2. Recovery yield of protein at the different combination of
extraction pH and precipitation pH.

Fig. 1. Amount of precipitated protein ( ■ , mg/g) and intensity
of browning reaction ( ▲ ) at different extraction pH. 

Fig. 3. Comparison of the amounts of precipitated protein and remaining soluble protein after isoelectric precipitation step at

different pH.
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등액에 남아있는 단백질의 함량을 비교한 도표이다. 이 표

에서 pH 4의 상등액에 남아있는 단백질의 양이 다른 pH에

비해 가장 적은 것을 알 수 있었으나 회수한 단백질의 약

15-30%가 상등액에 여전히 남아 있었다. 그리고 pH 6에서

는 침전된 단백질보다 상등액에 남아 있는 양이 더 많은 것

을 알 수 있었다. 비록 용출 pH 11과 침전 pH 4에서 수용

성 단백질 회수율이 46.95% 로 가장 높았으나 심한 갈변화

로 인해 최적 조건으로 바람직하지 않다. 따라서 알칼리를

이용한 미강단백질의 추출의 최적 pH 조건은 37.65% 의 회

수율을 나타낸 용출 pH 10과 침전 pH 4로 볼 수 있었다. 

미강단백질의 전기영동 패턴의 변화

일반적으로 쌀 단백질을 SDS-PAGE할 경우 albumin의

주요 polypeptides는 18-20 kDa, globulin은 15, 25.5 및

200 kDa 이상을, glutelin은 30-39 kDa의 acidic subunit와

19-25 kDa의 basic subunit 또는 이 두 subunit의 전구체로

57 kDa의 위치에 나타난다(Borght et al., 2006). 

여러 용출 pH로 침전시킨 미강 단백질을 SDS-PAGE로

분리한 결과 주요 단백질의 분자량은 대략 50-60 kDa과

30~35 kDa, 25 kDa 이하의 세가지 영역으로 나타났다(Fig.

4). 앞에서 언급한 바와 같이 용출 pH 가 증가할수록 단백

질의 함량이 높아졌던 결과로 인해, 보다 다양한 단백질의

용출을 예상 하였으나, 주요 단백질의 변화는 거의 없었다.

하지만 용출 pH가 증가 할수록 35 kDa 이하에서 새로운 단

백질 밴드가 나타나기 시작하여 저분자량의 단백질 추출에

좀 더 용이한 것으로 보인다. Fig. 5는 서로 다른 등전점 침

전 pH의 사용에 따라 회수된 미강단백질의 SDS-PAGE 결

과를 나타냈다. 침전 pH 4는 pH 2나 pH 6 보다 더 많은

양의 단백질을 침전 시킨다는 것을 확인하였으며 Fig. 2와

3의 단백질 정량 결과와도 일치 하였다. 또한 침전된 단백

질 중 glutelin 전구체인 57 kDa의 단백질이 대부분을 차지

하고 30-35 kDa의 glutelin acidic subunit 과 19-25 kDa의

glutelin basic subunit이 일부 용출된 것으로 보인다. 한편

용출 pH로 13, 침전 pH로 6을 사용한 경우(Cao et al.,

2009)와 용출 pH로 8.5 침전 pH로 4.1을 사용한 경우

(Kumagai et al., 2006) 침전된 단백질이 주로 glutelin의

acidic subunit과 basic subunit이고 glutelin 전구체 및 10-16

kDa의 prolamin이 일부 차지하는 결과를 보였다. 따라서 본

실험조건하에서 glutelin 전구체 및 glutelin subunit들이 침전

된 단백질의 대부분을 차지하고 glutelin이 소화가 잘 되고

필수아미노산인 lysine의 함량이 높아 영양적으로 매우 유리

하다는 점에서 바람직한 추출조건으로 보인다(Ogawa et al.,

1987; Resurreccion et al., 1993; Siddiqui et al., 2010). 

본 연구를 통해 알칼리 추출법의 적정 pH 는 용출 pH는

10, 침전 pH는 4 일 때가 추출효율이 가장 높은 것으로 나

타났다. 이 구간에서의 수용성 단백질의 회수율은 37.65%

였으며, 침전되지 않은 단백질 또한 상등액에 많은 양 존재

하고 있다는 것을 알 수 있었다. 미강단백질의 분리는 과도

한 단백질간의 응집으로 인한 낮은 용해도와(Hamada,

1995), 단백질과 결합할 수 있는 phytate(1.7%) 와 섬유소

(12%)의 높은 함량으로 인해 다른 구성체들로부터 단백질

의 분리가 매우 어렵다(Juliano, 1985). 이처럼 미강단백질은

그 구조적 복합성 때문에 알칼리를 이용한 추출만으로는 추

출효율의 한계가 있는 것으로 보여진다. 따라서 앞으로의

연구는 미강단백질 추출효율을 높이기 위하여 기존의 알칼

리 추출법에 열 또는 초음파 등을 이용한 물리적 처리와

amylase, phytase, protease와 같은 효소처리를 사용하는 방

법 등을 접목시켜 보다 추출효율을 높이는 방향으로 진행되

Fig. 4. SDS-PAGE pattern of the proteins extracted at different

extraction pH. M, size marker; lane 1, pH 8, lane 2, pH 9; lane
3, pH 10; lane 4, pH 11; lane 5, pH 12.

Fig. 5. SDS-PAGE pattern of the proteins precipitated at

different precipitation pH. M, size marker; lane 1, pH 2, lane

2, pH 4; lane 3, pH 6.
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어야 할 것으로 보인다. 

요  약

알칼리를 이용하여 탈지미강에서 단백질을 추출하기 위해

용출 pH(8, 9, 10, 11, 12) 5개 구간과 등전점 침전 pH(2,

4, 6) 3개 구간을 설정하고 각 pH 구간에서의 회수된 단백

질 함량과 갈변, 전기영동 패턴 및 최종 수용성 단백질의

회수율을 비교 확인하였다. 용출 pH가 증가할수록 수용성

단백질의 회수율은 증가하였으나 동시에 갈변현상도 증가

하였다. 등전점 침전 pH는 4에서 가장 많은 단백질을 회수

할 수 있었다. SDS-PAGE 결과, 사용한 pH에 따라 추출된

단백질의 주요 패턴은 뚜렷한 차이가 없었으나, 높은 알칼

리조건이 35 kDa 이하의 단백질 추출에 좀 더 용이하였다.

각 pH 구간별 용출 대비 수용성 단백질 회수율은 평균

31.5% 이었다. 용출 pH 11 및 침전 pH 4 구간에서 46.95%

의 가장 높은 회수율을 나타냈으나 갈변이 급격히 증가하였

다. 따라서 37.65%의 회수율을 나타낸 용출 pH 10 과 침

전 pH 4 구간이 미강 단백질의 최적 추출조건임을 확인하

였다.
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