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서   론

Allergy라는 말은 1906년 Clemens von Pirquet가 최초로 

사용한 용어로서 현재까지 전 세계적으로 널리 사용되고 있

으며, ‘이물질에 대한 신체의 잘못 변화된 능력’으로 정의되

고 있다(1). 최근 우리나라에서 식품이나 화분, 진드기, 먼지 

등 서로 다른 원인으로 인한 알레르기 환자가 급격히 증가하

고 있는 추세이다(2). 알레르기는 알레르기를 유발시키는 물

질(allergen)과의 반복되는 접촉으로 발생되는 신체 과민반

응(hypersensitivity)으로 다음과 같은 세 단계를 거쳐 진행

된다. 우선, allergen과의 처음 접촉에서 allergen을 인식하는 

면역물질(antibody)이 체내에서 생성되고, 이 면역물질이 알

레르기에 관여하는 세포에 부착되어 이후 allergen과의 반복 

접촉에서 면역물질과 allergen이 결합함으로써 알레르기 관

여세포에서 화학매개체가 세포 밖으로 분비되어 조직에서 

여러 가지 알레르기 증상을 일으킨다(3). Food allergy는 지

역에 따른 식생활 문화나 종족간의 차이 등에 따라 질환의 

빈도나 원인음식에 차이가 있을 수 있다. 그 빈도는 성인에

게서는 1.5%, 3세 미만에서는 5∼6%로 알려져 있으나, 아토

피질환이 있는 소아의 경우 질환에 따라서 10∼30%의 높은 

빈도를 나타낸다(4). 식품에는 다양한 단백질이 함유되어 있

는데 그 중 일부 단백질은 알레르기를 유발시키는 allergen

으로 알려져 있으며(5), IgE 매개성 음식물 알레르기와 관련

이 있는 주요음식물 및 음식물군은 땅콩, 콩, 우유, 계란, 생

선, 갑각류, 밀, 견과류 등이 있다(6). 식품에 의한 이상반응

은 면역학적, 비면역학적으로 발생할 수 있고 미지의 요인에 

의해 일어날 수 있기 때문에 정확한 진단을 위해 보통 두 

세 가지의 방법을 병용하여 실시하고 있다. Food allergy를 
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Abstract

This research was conducted to evaluate the changes in allergenicity of shrimp by physical treatments using 
competitive indirect enzyme⁃linked immunosorbent assay (Ci⁃ELISA). Shrimp was subjected to physical 
treatments such as high hydrostatic pressure (HHP), sonication, autoclave and microwave. Heat⁃stable protein 
(HSP) purified from raw shrimp was used as a major allergen. The binding ability of monoclonal IgG and 
shrimp⁃allergic patients' IgE to HSP treated with HHP decreased, increasing the pressure up to 400 MPa. 
Especially, it  became less than 50% at 400 MPa. The binding ability of mAb to HSP treated with sonication 
(10, 20, 30 and 60 min) decreased with the treated time. Especially, it became less than 60% with the treatment 
for 60 min. The allergenicity change of HSP treated with autoclave and microwave little decreased. The binding 
ability of mAb to HSP during the treatment for 20 min became more than 70%. The results suggest that 
allergenicity of HSP in raw shrimp be more easily lost by HHP or sonication treatment than by autoclave 
or microwave treatment. 
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진단하기 위해 보편적으로 사용되고 있는 방법은 skin test, 

제한 식이요법(elimination diet), radioallergosorbent test 

(RAST)(7), enzyme linked immunosorbent assay(ELISA) 

(8), ELISA inhibition test(9) 등이 있으며, 특히 ELISA를 

이용한 sandwich ELISA, competitive indirect ELISA가 자

주 이용되고 있다. 

새우는 food allergy를 잘 일으키는 주요 식품군에 해당되

며, 주요 allergen은 tropomyosin으로 열에 매우 안정하여 

가열 후에도 그 항원성을 그대로 유지하는 열안정성 단백질

(heat-stable protein, HSP)로 보고되고(10) 있으며 새우항

원에 관한 국내연구는 1997년 Jeong 등(11)이 우리나라에서 

흔히 섭취되는 새우(대하, 중하, 꽃새우, 돗대기새우)의 알레

르기 항원성에 관하여 보고하였으며 분자량이 36 kDa인 성

분이 주 알레르겐이라고 보고하였다. 외국에서는 Hoffman 

등(12)이 분자량이 8∼36 kDa인 6개의 항원을 밝혔고, 이 

중 열에 불내성인 새우의 주 알레르겐을 최초로 분리하였다.

지금까지 보고된 알레르기 억제방법은 원인물질의 소거

나 변형에 그 초점을 맞추고 있다. 최근에 효소적 가수분해

법을 이용한 저 민감분유가 개발되어 시판되고 있으며(13- 

15), 유전자 공학기법을 이용한 유전자 변형방법이 소개되었

다(16). 이들 방법은 다양한 식품에 이용하기가 거의 불가능

하며, 특히 새우 등과 같은 식품은 위에서 언급한 기술을 

이용하기는 거의 불가능한 실정이다(17). 최근에는 물리적 

방법을 이용한 식품 알레르기 억제연구가 시도되고 있으며 

감마선조사와 같은 물리적 처리에 의해 새우의 주된 allergen

인 HSP의 작용이 효과적으로 억제되었다는 연구결과가 보

고되고 있다(18).

본 연구에서는 competitive indirect enzyme linked 

immunosorvent assay(Ci-ELISA)를 이용하여 여러 가지 

물리적 처리에 의한 새우의 allergen 및 allergenicity의 변화

를 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

실험원료 및 주요 allergen 분리 정제

본 실험에서는 대하에 존재하는 tropomyosin을 항원으로 

사용하였고, 대하는 2002년에 인근 수산매장에서 냉장상태

로 구입하였으며 냉장하면서 공시하였다. 체장은 7∼10 cm

의 것을 이용하였다.

Lee 등의 방법(19)을 변형하여 heat stable protein(HSP)

을 분리하였다. 즉 새우살을 100
oC에서 15분간 삶은 후 10배

의 0.01 M PBS(0.15 M NaCl, pH 7.3)를 가하여 10,000 rpm

에서 2분간 균질화시킨 뒤 하룻밤동안 교반하였다. 이 액을 

원심분리(7,610×g, 50 min, 4oC)하여 얻은 상층액에 황산암
모늄으로 30% 포화농도가 되도록 염석실시 후 원심분리한 

다음 상층액을 60%의 포화농도가 되도록 염석하였다. 이 

용액을 원심분리(10,000×g, 20 min, 4oC)하여 침전물을 0.01 

M PBS로 녹여 같은 용액에서 투석한 뒤 3회 등전점 침전시

켜 같은 용액으로 투석하였다. 이 용액을 0.45 μm의 filter 

paper로 여과한 다음 BCA protein assay kit으로 단백질 농

도 1.0 mg/mL로 보정하여 초고압 처리, 가압 가열 처리, 초

음파 처리, microwave 처리에 공시했다.

표준항원 및 항체

Mouse monoclonal IgG(mAb 4. 9. 5)는 한국원자력 연구

소 방사선식품기술 개발팀에서 받아 사용하였다. 그리고 환

자혈청은 일본 북해도 대학교 의학 부속병원으로부터 지원

받아 수산학부 Saeki Hiroki와 공동으로 사용하였다. Anti- 

mouse IgG conjugated horseradish peroxidase의 경우 Sigma

사(secondary IgG; A9044, Sigma Chemical Co., St Louis, 

MO, USA)에서 구입하였다. 표준항원으로는 대하로부터 Lee 

등의 방법(19)에 의해 제조한 tropomyosin을 사용하였다.

Ci-ELISA의 실험 조건

Lee 등의 방법을 변형하여 실시하였으며(20), coating, 

blocking시킨 well에 0.01 M PBS(pH 7.3)를 이용해 항원, 

항체를 일정한 농도로 희석한 다음 각각 50 μL씩 분주하여 

경합 반응시킨 뒤 2차 항체와 OPD(Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA) 용액으로 반응시켰다. 2 M H2SO4로 

반응을 중지시켜 ELISA reader(model 550, Bio-rad, USA)

로 490 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 각 단계별 반

응조건은 37
oC에서 2 hr이고 각 단계가 끝날때마다 0.01 M 

PBST(Phosphate bufferen saline containing 0.05%(v/v) 

tween 20) 용액으로 5회 수세하였다.

Ci-ELISA의 표준 곡선

Ci-ELISA방법으로 coating된 well에 0.01 M PBS(pH 

7.3)를 사용하여 200 μg/mL에서 0.09 μg/mL까지 희석한 항

원과 100 μg/mL에서 0.048 μg/mL까지 희석한 항원을 준비

하여 각각의 well에 50 μL씩 분주한 후 titration curve에서 

결정된 항체의 희석농도로 50 μL씩 분주하였다. 이하 모든 

과정과 조건은 Ci-ELISA의 실험조건과 같으며 표준항원과 

항체의 100% 결합을 위해 항체 50 μL와 0.01 M PBS(pH 

7.3) 50 μL만을 well에 첨가하였으며 blank로서 0.01 M 

PBS(pH 7.3) 100 μL를 첨가하였다.

10 μg/μL 농도의 항원과 2 μg/μL 희석농도의 mAb와 환

자혈청으로 standard curve를 그렸을 때 mAb, 환자혈청과 

반응하는 HSP의 농도는 다음과 같은 식에 의해서 구할 수 

있었다.

x =  e
   






0.4984 −y
0.1338

x : mAb와 반응하는 HSP의 농도

y : OD value

x = e








0 .502−y

0.1516
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x : 환자혈청과 반응하는 HSP의 농도
y : OD value

이때 mAb와 반응하는 HSP의 최적 검출농도 범위는 

0.0487 μg/μL에서 6.25 μg/μL이었으며(Fig. 1), 환자혈청과 

반응하는 HSP의 최적 검출농도 범위는 0.024 μg/μL에서 

6.25 μg/μL였고(Fig. 2), 오차 범위는 p≤1이었다.

물리적 처리 방법

초고압 처리: 생새우에서 분리한 HSP와 생새우 그 자체

를 polyethylene bag에 담아 진공포장한 후 초고압기(MFP- 

7000, Mitsubishi Heave Industries Co., Japan)의 processing 

chamber에 넣어 20∼30
oC에서 100, 200, 300, 400 MPa의 

Fig. 1.  Standard curve of mouse monoclonal IgG to protein 
(HSP) by Ci⁃ELISA. 
HSP was used as a coating Ag. Mouse monoclonal IgG was used 
for capturing HSP. HSP was serially double-diluted from 100 to 
0.024 μg/mL. The range of optimal detection was from 0.048 to 
6.25 μg/mL. 

Fig. 2.  Standard curve of shrimp⁃allergic patients' IgE to 
heat stable protein (HSP) by Ci⁃ELISA. 
HSP was used as a coating Ag. Shrimp-allergic patients' IgE 
was used for capturing HSP. HSP was serially double-diluted 
from 25 to 0.012 μg/mL. The range of optimal detection was from 
0.024 to 6.25 μg/mL. 

압력으로 각각 10 min간 처리하였다. 이때 감압시간은 5 sec 

정도로 소요되었으며 가압시간은 20∼80 sec가 소요되었다

(Fig. 3).

가압 가열 처리: HSP를 시험관에 넣고 가압멸균기(DW- 

AC 920, D.W. Industries, Korea)로 게이지압 1.4 kg/cm
2, 

온도 121oC에서 5, 10, 30, 60 min간 가열처리한 후 각각 실온

에서 5 min간 식혀 사용하였다. 이때 가열 처리시간을 제외

한 총 소요시간은 10 min으로 하였다. 

초음파 처리: HSP를 시험관에 담아 지름 1인치 tip을 사

용한 초음파 분쇄기(VC 100, Sonics＆Materials, Japan)로 

pulse 20%, 20±1 Watts, pulse on/off 5 sec의 조건하에서 
5, 10, 30, 60 min간 초음파 처리하였다. 이 때 초음파로 인한 

열 발생을 막기 위하여 시험관 주위에 얼음물을 채워 온도를 

5±1oC이하로 유지하였다. 
Microwave 처리: 증류수로 채운 beaker에 HSP가 들어

있는 시험관을 담고 중탕으로 1, 5, 10 min간 microwave 처

리하였다. 또한 열의 작용을 배제하기 위해 HSP가 들어있는 

시험관을 얼음물을 채운 용기에 넣고 1 min 간격으로 얼음

물을 교환하면서 온도를 16∼17oC로 유지시켜 1, 5, 10, 20 

min간 microwave(KOR-102KS, Daewoo, Korea) 처리하였

으며, 이 때 microwave 처리 시 사용한 주파수는 2,450 MHz

이었다.

SDS-PAGE: 물리적 처리에 의한 HSP 변화를 살펴보기 

위하여 Laemmli의 방법(21)을 이용해 전기영동을 실시하였

으며 12% polyacrylamide gel(acrylamide:Bis=30:0.8)을 사

용하였다. Molecular weight marker는 BioLabs사(USA)의 

water 
circulater

pump

Pressurizing 
piston

Top cover

Water 
circulater
jacket

Processing 
chamber

Fig. 3. Schematic diagram of the experimental apparatus for 
high hydrostatic pressure.
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것을 이용했으며 분자량별 standard는 insulin A, B chain 

(2.3 kDa∼3.4 kDa), aprotinin(6.5 kDa), lysozyme(14 kDa), 

trypsin inhibitor(20 kDa), triosephosphate isomerase(26 

kDa), lactate dehydrogensae(36 kDa), MBP2(42 kDa), 

glutamin dehydrogensae(55 kDa), serum albumin(66 kDa), 

phosphorylase b(97 kDa), β-galactosidase(116 kDa), 

MBP-β-galactosidase(158 kDa), myosin(212 kDa)을 사용

하였다.

통계처리

통계처리는 각각의 시료에 대해 평균±표준편차로 나타
내었으며, 각 군에 따른 유의차 검정은 분산분석을 한 후 α= 

0.05 수준에서 Duncan's multiple test에 따라 분석하였다.

 

결과 및 고찰

초고압 처리에 의한 allergenicity 변화

초고압 처리효과는 4,000∼9,000 기압의 고압에서 효소와 

미생물이 불활성화 되는 것과 각종 생화학 반응이 촉진 또는 

억제되는 것으로서, 생화학 반응의 변화는 주로 부피의 증감

에 따른 변화로서 압력에 의해 분자간의 공간이 감소하거나 

연쇄반응이 증가함으로서 발생한다(22). 일반적으로 고압은 

단백질 분자의 변성을 유발하며, 이는 단백질의 구조, 압력 

범위, 온도, pH, 용매의 조성에 따라 달라질 수 있는 복합적

인 현상으로 oligomer 단백질은 비교적 저압(200 MPa)에서

도 변성되지만 monomer 단백질은 300 MPa 이상에서 변성

된다고 하였다(23). 100, 200, 300, 400 MPa로 새우에서 분리

한 HSP와 생새우 그 자체에 대하여 압력처리하였을 때 처리

압력이 높아짐에 따라 mAb에 대한 HSP의 결합력은 감소하

였으며 분리한 HSP의 allergenicity 변화가 생새우에 압력 

처리한 것보다 큰 것으로 나타났고, 특히 400 MPa의 압력처

리 시 50% 정도의 낮은 결합력을 보였다(Fig. 4). 또한, 환자

혈청을 사용한 경우에서도 비슷한 경향을 나타내었다(Fig. 

4). 식품가공에 있어서 초고압 처리는 고압 하에서 부피가 

줄어드는 방향으로 화학반응을 촉진시키며 그 결과 결합이 

파괴되면 특히 대 전체의 전하소실, 염 결합과 소수성 결합

의 파괴가 일어남으로써 결과적으로 단백질의 형태적 변화 

및 구조적 변화를 유발하여 부피가 감소하는 소수성 결합과 

이온 결합이 주로 영향을 받게 되어 일어난다고 하였다(24). 

한편 mAb와 반응하는 HSP의 항원결정기(epitope)는 대부

분이 소수성 아미노산으로 이루어진 peptide로서 초고압 처

리에 의해 이 잔기들 간의 결합이 파괴됨으로서 mAb에 의

해 인식이 되지못하게 한 것으로 추측된다. SDS-PAGE로 

초고압 처리에 의한 새우의 주요 allergen인 HSP의 변화를 

살펴본 결과 압력이 증가함에 따라 HSP가 감소하고 그 주위

에 번짐 현상이 일어난 것으로 보아 단백질의 입체적 구조변

화 및 중합되는 것으로 사료된다(Fig. 7-A).

Fig. 4.  Binding ability to high hydrostatic pressure (HHP). 
A: mouse monoclonal IgG to HSP, B: mouse monoclonal IgG to 
HSP prepared from shrimp, C: shrimp-allergic patients' IgE to 
HSP prepared from shrimp. The binding ability was measured 
by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo×100. Bt, binding ability of 
HSP prepared from shrimp treated HHP; Bo, binding ability of 
HSP non-treated. a-eMeans bearing different superscript are sig-
nificantly different (p<0.05).

가압 가열 처리에 의한 allergenicity의 변화

일반적으로 식품의 안정성이나 저장성을 증진시키기 위

해 가열처리를 하는데 이러한 가열처리는 식품 내 조직의 

연화나 단백질의 변성을 초래하는 것으로 알려져 있다. HSP

에 게이지압력 1.4 kg/cm2, 온도 121oC로 가압 가열처리한 

결과 HSP의 allergenicity는 5, 10, 30 min 처리 시 각각 mAb

와 80% 이상의 결합력을 보였으며 60 min간 처리 시에는 

이보다 약간 낮은 70% 정도의 결합력을 보였다(Fig. 5). 

SDS-PAGE로 가압 가열처리에 의한 HSP의 변화를 조사해 

본 결과 36 kDa의 HSP는 낮은 분자량대로 분해되거나 더 

Fig. 5.  Binding ability of mouse monoclonal IgG to HSP 
treated sonication and autoclave. 
The binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding abil-
ity=Bt/Bo×100. Bt, binding ability of HSP treated autoclave; Bo, 
binding ability of HSP non-treated. 

a-e
Means bearing different 

superscript are significantly different (p<0.05).
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높은 분자량대로 중합하여 고분자 형태로 남아있는 것으로 

나타났다(Fig. 7-B). 새우의 주요 allergen인 tropomyosin은 

열에 매우 안정한 물질로 알려져 있으며 삶은 후에도 특이 

IgE와 결합할 뿐만 아니라 다른 갑각류와 교차 결합하는 것

으로 밝혀졌다(25). 본 결과에서도 가압 가열처리에 의한 

HSP의 epitope는 열에 매우 안정하여 1시간정도 가압 가열

처리하였음에도 불구하고 쉽게 allergen으로서의 성질을 잃

지 않는다는 것을 알 수 있으며 이는 Kim 등의 결과(17)와도 

일치한다.

초음파 처리에 의한 allergenicity 변화

최근 들어 제품의 품질증진을 위해 개발되고 있는 비가열 

처리 방식인 초음파는 인간의 가청범위(20 Hz∼20 kHz)이

상인 1∼25 MHz의 주파수 범위를 말하며, 단백질의 분해, 

가수분해, 단세포의 용해, 단백질의 미립자화, 멸균, 고온 생

촉매 반응이 일어날 정도로 충분한 기술로서 보고되고 있다

(26). 다른 산업에서는 많이 이용되고 있지만 식품산업에서 

초음파 처리는 물질의 추출(27), 저온에서의 미생물 사멸

(28) 및 상승작용(29), 식품기구의 세척(30), 가열 닭고기의 

품질향상(31)이나 쇠고기의 연도에 미치는 영향(32) 등이 연

구된 바가 있다. 새우의 주요 allergen인 HSP에 초음파 처리

한 결과 처리시간이 길어짐에 따라 HSP의 allergenicity가 

감소하였다. 5, 10, 30 min간 초음파 처리한 경우 mAb와 

80% 이상의 높은 결합력을 보였는데 이는 가압 가열처리에 

의한 수치와도 유사했다. 반면에 60 min간 초음파 처리 시에

는 약 60% 정도의 비교적 낮은 결합력을 보였다(Fig. 5). 

SDS-PAGE 결과 초음파 처리시간이 증가함에 따라 새우의 

주요 allergen인 HSP는 감소하는 것으로 나타났다. 특히 30, 

60 min간 초음파 처리 시 HSP가 크게 감소하였으며 60 min

간 처리 시에는 HSP가 거의 사라졌다(Fig. 7-C). 본 결과에

서는 HSP의 epitope가 초음파 처리에 의해 분해되어 mAb

에 의해 인식이 되지 못한 것으로 고분자 용액에 초음파 처

리할 경우 큰 크기의 고분자들이 작은 크기의 고분자 용액에 

비해 쉽게 절단되며 장시간의 초음파 절단반응에 의해 

limiting size에 도달한다는 보고와도 일치한다(33).

Microwave 처리에 의한 allergenicity 변화

Microwave 처리를 실시하여 HSP의 allergenicity 변화를 

살펴보았다. 먼저 수분증발을 막기 위해서 중탕으로 HSP에 

대하여 1, 5, 10 min간 microwave 처리한 결과 HSP는 1, 

5 min에서는 allergenicity가 감소하는 것으로 나타났으나 

10 min에서는 거의 유지되었다(Fig. 6). 한편 열을 배제한 

microwave 처리에서 HSP의 allergenicity 변화를 살펴보았

을 때 처리시간이 증가함에 따라 약간 감소하는 것으로 나타

났다(Fig. 6). Microwave 처리에 의한 HSP의 변화를 SDS- 

PAGE로 조사한 결과에서도 처리시간이 증가함에 따라 

HSP가 약간 감소하는 것으로 나타났으나 전체적으로 볼 때 

큰 변화를 보이지 않았다(Fig. 7-D). 일반적인 식품의 가열

Fig. 6.  Binding ability of mouse monoclonal IgG to HSP 
treated microwave indirectly and non⁃heat. 
The binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding abil-
ity=Bt/Bo×100. Bt, binding ability of HSP treated microwave; 
Bo, binding ability of HSP non-treated. 

a-d
Means bearing different 

superscript are significantly different (p<0.05).

Fig. 7. Changes of the allergen treated (A) high hydrostatic 
pressure, (B) autoclave, (C) sonication, and (D) microwave. 
Arrow indicates an purified tropomyosin of shrimp. 



물리적 처리에 의한 새우유래 Allergen 및 Allergenicity 변화 995

원리는 유도와 대류의 작용으로 외부의 가열에 의한 것이지

만 microwave는 내부에서 열이 발생하여 가열되는 방식이

다. 즉 모든 식품의 분자는 쌍극자로 구성되어 한쪽은 양극, 

다른 한쪽은 음극전하를 띠고 있다. 여기에 물체의 분자들이 

전계를 받게 되면 양전하는 음극으로, 음전하는 양극으로 

평형상태를 이루어서 전계방향의 변화에 따라 진동을 시작

하는데 이 분극진동이 분자간의 마찰로 되어 마찰열이 발생

하게 된다(34). Microwave는 이런 원리를 이용한 내부가열

방식으로 널리 실용화되고 있으나 본 실험의 경우 micro-

wave에 의한 분자들간의 상호운동은 HSP분자간의 결합 및 

분자 내 3차원 구조에 영향을 미치지 않아 allergenicity 변화

에 큰 영향을 주지 않는 것으로 판단된다. 

요   약

Ci-ELISA를 이용하여 여러 가지 물리적 처리(초고압, 가

압가열, 초음파 및 microwave 처리)에 의한 새우 allergen 

및 allergenicity의 변화를 살펴본 결과는 다음과 같다. 초고

압 처리에 의해 새우의 allergenicity는 압력이 400 MPa까지 

증가함에 따라 새우 allergen과 mAb, 환자혈청과의 결합력

이 감소하였으며, 특히 400 MPa로 압력 처리했을 때 mAb와 

새우 allergen과의 결합력이 50% 이하로 감소하였다. 새우 

allergy의 allergenicity 변화를 알아보기 위해 5, 10, 30, 60분

간 초음파 처리한 결과는 5, 10, 30분간 초음파 처리 시 처리

시간이 길어짐에 따라 새우 allergen과 mAb와의 결합력이 

감소하였으며 특히 60분간 처리한 경우에 있어서는 결합력

이 60% 이하로 감소하였다. 가압 가열 처리(121
oC, 1.4 

kg/cm
2)와 microwave 처리(2,450 MHz)에 의한 새우 allergy

의 allgergenicity 변화를 살펴본 결과 처리시간이 증가하여

도 새우 allergen과 mAb와의 결합력이 크게 감소하지 않았

다. 즉 20분간 microwave 처리 시 85% 이상의 높은 결합력

을 보였으며 60분간 가압 가열처리에 의해서는 70% 이상의 

결합력을 보였다. 
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