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Ⅰ. Introduction 

  Vitamins, probiotics, bioactive peptides 및 

antioxidant 등과 같은 bioactive compounds를 

food system에 incorporate 할 경우 기능성 식품 

개발을 가능하게 하여 생리학적 이득을 주고, 질

병에 대한 위험을 감소시킬 수 있다. 식품 내에서 

중요한 영양원으로서, 단백질은 gel이나 emulsion

을 형성할 수 있는 등의 독특한 기능성을 지니고 

있으며, 이로 인해 이들은 bioactive compounds를 

encapsulation 할 수 있는 이상적인 물질로서 작용

할 수 있다. 단백질의 물리화학적 성질을 기본으

로 하여, 본문에서는 식품 단백질이 nutraceutical 

delivery systems을 개발하는데 있어서 기질 

(hydrogel, micro-, nano-particles 등)로서 사용에 

관한 잠재적 기능을 설명한다. 또한, 이러한 식품 

단백질의 적용 및 delivery-sensitive nutraceutical 

compounds에 관해서 설명되어 있으며, 입자 크기

가 용출 양상에 미치는 영향에 관해서 강조되어 

있다. 

  Health benefits를 가지고 있는 dietary compounds

가 나오면서 인간의 건강을 증진시키기가 용이해

졌다. Nutraceutical로 알려진 이물질은 최근 몇 

년간 학계, 소비자 및 식품 제조자 등으로부터 많은 

관심의 대상이 되어 왔다. Nutraceutical compounds

의 종류 (vitamins, probiotics, bioactive peptides, 

antioxidants 등)는 무한대이며, 이들이 건강을 증

진시키는 food ingredients로 사용되는 연구 결과들

이 많이 보고되고 있다 (Wildman, 2001). Nutraceutical 

substances들이 생리학적 기능에 관여한다는 것에 

대해서는 완전히 알려진 바가 없으나, 이들을 식

품에 첨가하게 될 경우 질병에 대한 위험도가 감

소할 것이라는 전망에 관해서는 잘 알려져 있다. 

학계는 혁신적인 기능성 식품을 개발하여 생리학

적 이득을 얻고, 오랜 기간 알려진 질병을 감소시

킬 수 있도록 노력해야 한다 (Elliot & Ong, 

2002). 예를 들어, 지난 20 여년간 다양한 형태의 

암에 관해서 많은 연구가 되어져 왔음에도 불구하

고, 여전히 대부분의 암은 치유되기 어려우며 오

랜 기간 예방이 필요하며, 특히 세포 분화로부터 

종양의 발견까지는 약 10-15년이 소요된다. 
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  질병 예방 차원에서의 nutraceutical products의 

효과는 active ingredients의 생체이용율을 얼마나 

보존 가능한가에 달려 있다. 경구투여 시 극소량 

만이 이용 가능하게 되는데, 이에 대한 이유로는 

위 안에서의 체류시간 부족, 장내 낮은 투과도 및 

용해도 등을 비롯하여 식품 가공 중 (온도, 산소, 

빛)에서나 gastro-intestinal (GI) tract (pH, 효소, 

다른 영양성분의 존재)내에서의 안정성 결여 등을 

들 수 있다. 이러한 것들로 인해서 nutraceutical 

molecules의 활성 혹은 건강적 이점 등을 제한하

는 요소가 된다 (Bell, 2001). 따라서 이러한 물질

을 delivery 하기 위해서는 조직 내 protective 

mechanism에 의해서 active molecular form이 생

리적인 target 물질을 향해 소비되는 동안 유지되

어야 한다. 고분자를 기본으로 한 delivery system

에 관해서는 의약품 분야에서 활발하게 연구되어 

bioactive compounds를 보호 수송하는데 이용되어 

왔다 (Langer & Peppas, 2003; Peppas, Bures, 

Leobandung, & Ichikawa, 2000). Delivery system

에 많은 합성 고분자를 이용하였음에도 불구하고 

GRAS (Generally Recognized As Safe)에 적합하

지 않으면 식품에 적용하기 어렵다. 

  식품 생물고분자, 특히 식품 단백질의 경우 영

양적 가치가 높고 GRAS에 적합하기 때문에 

formulated food에 광범위하게 사용된다. 많은 저

명잡지에서는 식품 단백질들의 기능성, 즉 

emulsification, gelation, foaming, water binding 

capacity 등을 비롯하여 식품 산업에 있어서 구성

성분으로의 적용 등에 관해서 강조한다 (Bryant 

& McClement, 1998; Clark, 1998; Dickinson, 

2003; Walstra, 2003). 이러한 기능성 중에서 특히 

젤 형성 능력 (gel forming property)은 많은 관심

의 대상이 되어 왔다. 젤의 다양한 기계적 미세구

조적 성질은 단백질의 molecular chain의 조합을 

조절함으로써 형성 가능하기 때문에, 이를 통해서 

다양한 종류의 식품 중 sensitive nutraceuticals의 

경구 투여를 위한 GRAS biocompatible carrier의 

개발 가능성을 제시할 수 있다. Protein hydrogel

이 food application에 있어서 가장 편리하고 광범

위하게 사용되는 matrix라고 하는 것에는 의문의 

여지가 없다. 그러나, non-solid 및 semi-solid 

foods의 경우, food sensory quality에 영향을 주지 

않고 incorporation 시키기 위해 matrix size를 작

게 하는 것이 중요하다 (Augustin, 2003). 더욱 중

요한 것은 마이크로 크기에서 나노 크기로 matrix 

size를 작게 함으로써 개선된 delivery property를 

갖는 새로운 protein vehicle이 형성된다는 것이다. 

이러한 목표를 달성하기 위해서는 현재 두 가지 

전략적 접근방법이 이용되고 있다. 첫 번째는 'top 

down' approach로서, bulk material을 작게 쪼개

는 방법이고, 두 번째는 'bottom up' approach, 

즉, self-assembly가 가능한 분자로부터 제조하는 

방법이다. 단백질의 물리화학적 성질을 기본으로 

하여, 이 review 논문에서는 단백질이 nutraceutical 

delivery system에서의 기질로 사용되는 것에 관

해서 논의하고 (Fig. 1), 이들의 용출 양상에 입자 

크기가 미치는 영향에 관해서 강조하고자 하였다. 

Fig 1. Schematic representation of food-protein- 
based materials as nutraceutical delivery 
systems.
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Ⅱ. Protein hydrogel

  Bioactive molecule을 보호하거나 수송하기 위해

서 다양한 방법들이 개발되어 왔다. 이러한 다양

한 연구들 중의 대표적인 것으로서 hydrogel 안에 

중요 물질들을 trapping 하는 것을 들 수 있다. 흔

히 hydrogel이라 하면 hydrophilic polymer가 많은 

양의 물을 함유하여 network structure는 유지하

면서 water-swollen network를 형성한 것을 말한

다 (Qiu & Park, 2001). Three-dimensional 

network는 covalent bonds, hydrogen bonding, 

van der Waals interaction 등에 의해 발생하는 

polymer chain 간의 cross-linking혹은 이들간의 

물리적 혼합 등에 의해 생성된다 (Kamath & 

Park, 1993). 지난 10년간 의학계 혹은 약학계에서 

hydrogel에 관한 많은 연구가 진행되어 왔는데, 

이는 비친화적인 환경으로부터 약물을 보호할 뿐 

아니라 원하는 곳으로 수송하는 역할이 가능하기 

때문이다 (Qiu & Park, 2001). Drug delivery에 관

련하여 hydrogel을 제조하기 위해 많은 방법이 제

시되어 왔다 (Qiu & Park, 1996; Philion, 1997; 

Qiu & Park, 2001). Drug delivery system에 있어

서는 매우 유용하나, 개인이 섭취하였을 때 GRAS

로 판단되기 어려운 물질들을 함유하고 있기 때문

에 hydrogel을 식품에 사용하는 데는 한계가 있다. 

식품 산업에서는, food protein을 nutraceutical 

delivery system에 사용하였을 경우 food texture

를 안정화시킬 수 있어 식품 제조에 있어서 매우 

바람직한 특성을 나타낸다. 또한, polypeptide 

chain 내에 존재하는 산성기 (carboylic 등) 및 알

칼리기 (ammonium 등) 등은 외부 pH의 변화에 

따라 proton을 받을 수도 있고 내놓을 수도 있는

데, 이러한 성질을 이용한다면 pH 변화를 통해 용

출 속도를 조절할 수 있다 (Qiu & Park, 2001).

식품 단백질 특히 globular protein (egg white, 

soybean, and whey protein 등)을 gelation 시키게 

되면 물리화학적 혹은 산업적 중요성이 높아지기 

때문에 지난 수년간 많은 관심의 대상이 되어 왔다 

(Bryant and McClement, 1998; Clar, Kavanagh, 

& Ross-Murphy, 2001; Clark & Ross-Murphy, 

1987; Ziegler & Foegeding 1990). 이는 열처리에 

의해서 제조가 가능한데, thermal gel은 polypeptide 

chain을 unfolding하여 속에 있던 hydrophobic 

amino acid residue를 노출시키고, 또 단백질 분자

들간의 self-aggregation을 통해서 생성된 three- 

dimensional network를 말하는데, 이때 capillary 

force에 의해 내부에 물이 entrap 된다 (Aguilera, 

1995; Twomey, Keogh, Mehra, O'Kennedy, 

1997). 이러한 aggregation process에 관련된 force

에는 hydrophobic effects, van der Waal, hydrogen 

bonding 및 covalent interactions 등을 들 수 있다 

(Ziegler & Foegeding, 1990). 제조 방법에 따라 

gel은 각기 다른 microstructural property를 나타

내는데, 이는 aggregate molecular structure와 관

련이 있다 (Lefevre & Subirade, 2000). 그러나, 

이러한 gel을 제조하는데 열이 필요하기 때문에 

heat-sensitive ingredients 등으로의 적용에 약간 

어려운 점이 있다. 

  Globular whey protein (Barbut & Foegeding, 

1993)과 최근에는 soybean protein (Maltais, 

Remondetto, Gonzales, & Subirade, 2005)을 미리 

가열하여 단백질 suspension을 제조한 후 칼슘 이

온을 첨가함으로써 냉각유도젤화 (cold-induced 

gelation)가 가능하다는 보고가 있다. 이 방법에는 

가열과정이 필요한데, 가열하게 되면 단백질이 실

활되고 soluble aggregates로 고분자화된다. 이후 

냉각하고 염을 첨가하게 되면 칼슘 중개 반응 

(Ca2+-mediated interactions)을 통한 matrix가 형

성되게 된다. 상온에서 pre-denatured whey protein

을 gelation시키는데 있어서 Carboxyl group과 

Ca2+간의 cross-linking 기작에 관해서 보고된 바

에 의하면 이온결합의 세기가 큰 역할을 하는 것
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으로 알려졌다 (Roff & Foegeding, 1996; 

Remondetto & Subirade, 2003). Cold-set gel을 

제조함으로써 식품 단백질이 민감한 nutraceutical 

compounds에 대한 carrier로서 뿐만 아니라 

functional food ingredients를 개발하는데 기회를 

제공한 것이 된다. 이의 장점은 단백질이 실활되

면서 다양한 기능기들이 노출되어 nutraceutical 

compounds 및 polypeptide chain간의 interaction 

(hydrogen bonding, hydrophobic interaction, 

electrostatic interaction 등)이  발생하여 

nutraceutical delivery에 적용될 수 있다는 데 있다. 

최근에, 실활된 β-lactoblobulin (major whey 

protein) 용액에 ferrous salt를 첨가함으로써 cold-set 

gel을 제조하였는데, 이 경우 mineral 결핍되는 수

준이라고 한다 (Remondetto, Paquin, & Subirade, 

2002). Gel의 기계적 성질 및 미세구조적 분석의 

결과 두 가지 형태의 gel이 제조될 수 있으며, 

iron/protein ratio에 의존적이어서, iron 농도가 낮

은 경우에는 'filamentous ' gel, 즉, 다소 유동적

인 linear strands로 구성되어 elastic behavior 및 

rupture에 대한 높은 저항성을 가진 regular 

network를 가진 gel이 형성되었으며, iron 농도가 

높은 경우에는 'particulate' gel, 즉, 크고 대부분 

구형의 aggregates로 구성되어 elastic behavior 

및 rupture에 대한 저항성이 낮은 gel이 형성된다 

(Fig. 2). FTIR 및 물성적 결과 등에서 보여지듯이 

미세구조적 성질의 차이는 aggregate molecular 

structure와 강하게 연관되어 있다 (Remondetto & 

Subirade, 2003). Filamentous form은 hydrophobic 

interaction에 의해 유지된 structural unit의 linear 

aggregation에 의해서 생성되는 반면, aggregate 

form은 van der Waals force에 의해 제어된 

structural unit에 의해서 생성된다. 용출 양상을 

연구한 결과, 이러한 미세구조는 환경 조건, 즉, 

pH 및 소화효소 등에 대한 민감도 차이로 인해서 

iron delivery에 주로 영향을 주게 되며, 이러한 

filamentous gel은 iron transporting에 좋은 matrix

로 사용되어 이의 흡수에 유용하다 (Remondetto, 

Beyssac, & Subirade, 2004). Cold gelation에 의해 

gel의 미세구조 및 기능성을 조절하게 되면 

nutraceutical 및 functional food system에 대한 

water-soluble delivery device의 제조가 가능하다.

Fig. 2. Scanning electron micrographs of Fe- 
induced cold gels of blactoglobulin: 
filamentous gels (top) and particulate 
gels (bottom).

  지난 수년간, 실용적인 식품 제조로의 응용이 

가능하기 때문에 emulsion gel과 같은 composite 

system의 경우에 관해 많은 관심을 가져왔다 

(Dickinson & Chen, 1999). Whey protein과 같은 

globular protein의 경우 그들이 가진 유동성 및 

amphiphilic 성질로 인해 emulsion interface로 빠

르게 흡수되는데, 이들은 분자간의 β-sheet 

interaction을 통해서 oil droplet 주위에 연속적이

고 균질한 membrane을 형성하게 된다 (Lefevre 
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& Subirade, 2003). Oil droplet에 전하를 가진 

layer로 코팅함으로써, protein film은 electrostatic 

barrier를 제공하여 flocculation 및 coalescence를 

막는다 (Philips, whitehead, & Kinsella, 1994). 

Whey protein isolate (WPI)에 의해 안정화되어 

열처리에 의한 o/w emulsion의 gel 형성 능력에 

관해 많은 연구결과가 보고되어 있는데, 이는 새

롭게 개선된 organoleptic properties를 가진 식품 

제조의 가능성을 제시한다 (Chen & Dickinson, 

1998; Dickinson, Hong, & Yamamoto, 1996 Jost, 

Baechler, & Masson, 1986; Jost, Dannenberg, & 

Rosset, 1989; McClements, Monahan, & Kinsella, 

1993). 최근에, β-globulin emulsion이 상온에서 

gel화될 수 있으며, 이 gel의 미세구조, 최종 특성 

및 기능성은 oil과 calcium 농도를 통해 조절 가능

하다고 보고되었다 (Leung Sok Line, Remondetto, 

& Subirde, 2005). 본 연구실에서도 열에 민감하고 

fat-soluble한 항산화제를 보호하기 위해서 이러한 

matrix의 사용이 적합한 지 여부에 관해서 연구 

중에 있다. 특히, cold-set emulsion gel 미세구조

가 α-tocopherol의 용출 제어에 미치는 영향에 관해서 

연구하여 왔다 (Leung, Remondetto, & Subirade, 

2005). 따라서 cold-set β-lactoglobulin emulsion 

gel이 GI condition에서 α-tocopherol을 보호할 수 

있으며, α-tocopherol의 용출이 두 가지 형태의 

emulsion gel에 대한 matrix degradation과 관련이 

있다는 것을 증명하였는데, 이는 molecule delivery

가 gel biodegradation에 의해 조절된다는 것을 나

타낸다. 더 나아가, gastric step 중 이러한 gel의 

degradation은 20%에 불과한데, 이는 matrix들이 

gastro-resistant한 것을 의미한다. 이는 분산상 oil 

droplet이 gel matrix와의 반응에 관련이 있으며, 

three dimensional network를 강화하는 것으로 판

단된다 (Leung Sok Line et al., 2005). 이에 대한 

연구는 아직 미비한 단계이긴 하지만 가능성은 매

우 높다.

  Globular protein을 gel화하는 것은 과학적 혹은 

상업적 적합성에 있어서, 다양한 review의 주제가 

되어 왔다 (Totosaus, Montejano, Salazar, % Guerrero, 

2002). 이러한 단백질로 만들어진 hydrogel이 가진 

역할, 즉, 높은 fat-soluble 및 water-soluble food 

components (높은 health impact를 가지고 있음)

를 entrap하고, 이러한 components의 활성형태를 

유지하는 능력은 혁신적인 functional solid foods

를 개발하는데 이용되어야 한다. 그럼에도 불구하

고, gel molecular formation에 있어서 nutraceutical 

ingredients의 역할을 이해하고 단백질 network내

에서 그들의 반응을 연구하는 것은 용출 양상을 

예상하는데 필수적인 요소이다.

Ⅲ. Micro- and nano- particles

  Hydrogel 뿐만 아니라 고분자를 기본으로 한 

particulate system도 active molecule delivery 

system에 많은 관심의 대상이 되어 왔다 (Brannon- 

Peppas, 1995 Kumar, 2000; Varde & Pack, 2004). 

Micro (sub-micro) particle이란 일반적으로 1000

㎛이하의 물질로서, polymer matrix 안에 solid, 

liquid 혹은 gaseous materials 등이 encapsulation 

되어 있거나, 표면에 부착 혹은 conjugation된 것

을 의미한다 (Allemann, Lerous, & Gurny, 1998; 

Langera, Coestera, Webera, Briesenb, & Kreuter, 

2000). 예전에는 불쾌한 맛을 내는 특정 ingredient

를 masking하거나 liquid를 solid로 전환하기 위해

서 사용되었으나 최근 들어서는 이러한 particles

를 이용하여 nutraceutical compounds를 delivery

하는데 이용되고 있다 (Gouin, 2000; Shahidi & 

Han, 1993). 이들을 사용하였을 때 가장 큰 장점

은 incorporated materials의 용출 속도를 제어할 

수 있으며 적절한 곳으로 적절한 시간에 deliver가 

가능하다는 것이다 (Schafer et al., 1992). 이 경우 
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미세하게 입도를 조절함으로써 가능하다. 따라서 

particles는 core materials (한 개 혹은 여러 개의 

ingredient로 이루어진)가 wall 혹은 barrier 물질 

(균일 혹은 불균일한 single-layer 혹은 multi-layer

로 이루어진)로 둘러싸인 형태로 존재한다 (Pothakamury 

& Barbosa-Gnovas, 1995). Matrix 붕괴, 이어서 

core의 용출은 각기 다른 시간에 걸쳐서 나타난다. 

최근 기술의 발달로 인해서 다양한 입도를 가진 

particle의 제조가 가능하게 되면서, core 물질의 

용출 속도, 체내 흡수 및 분포뿐만 아니라 polymer 

matrix의 붕괴 속도의 제어도 가능하게 되었다 

(Amidon, Levy, & Labhasetwar, 2003; Berkland, 

King, Cox, Kim, & Pack, 2002; Hori, Onishi, 

Hiraku, Machinda, & Yoshiharu, 2005; Torrado, 

Illurn, & Davis, 1989). 입도가 큰 particles는 일

반적으로 오랜 시간 동안 천천히 core 물질을 용

출시키는데 반해 입도를 작게 할 경우 생-부착 개

선 (bio-adhesive improvement) 관련 인자가 나타날 

수 있는데, 예를 들어, adhesive force의 증가 및 

지연된 GI transit time 등을 들 수 있으며 이로 

인해서 약물의 생체 적합성을 높일 수 있다. 

  식품 내 필수 영양성분이 될 뿐 아니라, 단백질

은 높은 유용한 기능성을 가지고 있다. 이러한 기

능성으로 인해 단백질은 bioactive compound를 

encapsulation 하는 좋은 코팅 물질로서 사용이 가

능하다. 지난 20여 년 간 delivery system으로써 

단백질 microparticle에 관해서 많은 관심을 가져 

왔고, gelatin (Franz, Pokorova, Hample, & 

Dittrich, 1998; Paynea, Yaszemskib, Yaskoc, & 

Mikos, 2002), collagen (Alex & Bodmeier, 1990; 

Rossler, Kreuter, & Scherer, 1995; Swatcheka, 

Schattona, Mullerc, & Kreuter, 2002), casein 

(Latha, Lal, Kumary, Sreekumar, & Jayakrishnan, 

2000; Latha, Rathinam, Mohanan, Jayakrishnan, 

1995), albumin (Sokoloski & Royer, 1984; 

Tomlinson & Burger, 1985; Yeo, Lee, Lee, & 

Kim 2003) 및 whey protein (Beautieu, Savoie, 

Paquin, & Subirade, 2002; Picot & Lacroix, 2004; 

Rosemberg & Young, 1993)을 비롯한 다양한 

animal protein 뿐만 아니라 soy glycinin (Lazko, 

Popineau, & Legrand, 2004), zein (Liu, Sun, 

Wang, Zhang, & Wang, 2005) 및 wheat gliadin 

(Ezpeleta et al., 1996) 등의 plant protein이 사용

되어 왔다. Protein-polysaccharide (Chen & 

Subirade, 2005a,b; Guerin, Vuillemard, & 

Subirade, 2003) 및 protein-synthetic polymer 

(Arbos, Arangoa, Campanero, & Irache, 2002; 

Kasper, Kushibiki, Kimura, Mikos, & Tabata, 

2005) 등 두 가지 이상의 성분으로 구성된 matrix

를 이용한 particle도 제조되었다.

  단백질을 기본으로 한 micro (sub-micro) particle 

제조를 위한 다양한 공정이 개발되었다. 가장 일

반적인 기술은 spray-drying (bruschi, Cardoso, 

Lucchesi, & Gremiao, 2003), emulsifying- crosslinking 

(Ishizaka & Koishi, 1981) 혹은 coacervation 

(Mauguet et al., 2002) 등을 들 수 있다. 하지만 

이러한 기술들을 적용하기 위해서는 공정 중에 가

열 혹은 유기물을 필요로 하기 때문에 민감한 

core material의 경우 파괴가 발생할 뿐 아니라 잔

류 유기물로 인한 독성 문제도 야기될 수 있다 

(Birnbaum, Kosmala, Henthorn, Brannon-Peppas, 

2000; Bodmeier & McGinity, 1987). 앞에서 언급한 

바와 같이 최근에 cold-gelatin method가 개발되면

서 식품 산업에서의 단백질 microparticle 제조에 

많은 기여를 하게 되었다. 이 방법을 사용할 경우 

유기 용매가 필요하지 않으며, mild한 조건에서 

encapsulation이 가능하기 때문에 core 물질인 

nutraceutical compound의 파괴도 최소화할 수 있

다는 장점이 있다. 더욱 중요한 것은, whey protein과 

같은 globular protein의 경우 pH, 이온세기, 및 온

도 둥의 다양한 조건에 따라 denature, dissociate 

및 aggregate되기 쉽기 때문에 40 nm에서 2 mm
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까지 다양한 입도를 가지는 particle의 제조가 가

능하다. 이러한 성질을 이용하여 특정 입도를 가

지는 active molecule-loaded particle의 제조가 가

능하다. 

Ⅳ. Microparticles

  단백질을 기본으로 하여 제조된 microparticle은 

다양한 적용 가능성이 있기 때문에 ingredient가 

hydrophobic, hydrophilic, 심지어는 microbial 인지 

여부에 관계없이 사용 가능하다. 이어서 나오는 

단원에서는 cold-gelation 방법에 의해 제조된 다

양한 구조 및 입도를 가진, 단백질을 기본으로 한 

microparticle이 얼마나 제대로 target 부위에 전달

이 되며 얼마나 보호 능력이 있는지에 관해서 다

루고자 한다(Fig. 3).

Fig 3. Fluorescent micrographs of food-protein-based 

microparticles: (a) microbeads (1–-2 mm); 

(b) protein granules (10–-20 mm); (c) 

proteinalginate beads.

  Fig. 3a는 emulsification/cold gelation process에 

의해 제조된 micro-bead를 나타낸다 (Beaulieu et 

al., 2002). 이 방법은 emulsifying step을 거친 후 

pre-denatured whey protein의 칼슘에 의한 gelation

을 하는 방법을 기본으로 하고 있다. Bead는 전형

적으로 'top down' approach에 의해서, drop-wise 

extrusion 시킨 후 calcium chloride(CaCl2) solution

에 떨어뜨림으로써 제조된다. 제조 조건에 의해서 

micro-bead의 sphericity 및 homogeneity 등이 달

라질 수 있으며, CaCl2의 농도가 증가할수록 더 

균일한 형태를 갖는다. TEM (Transmission Electron 

Microscopy)에 의해서 bead의 내부 미세구조를 

관찰한 결과 gel protein network 내부에 균일하

게 oil globule이 분포하는 것을 볼 수 있었다. 실

제로, CaCl2 농도를 높이게 되면 fat globule의 크

기도 작아지고 더욱 균일한 network를 갖게 된다. 

Ca
2+
 양이 증가하게 되면 gelation kinetics가 촉진

되어, 빠른 entrapment가 가능하게 되고, protein 

network 내의 droplet 안정성이 증가된다. Ca
2+
양

이 많아지게 되면 droplet에 흡착된 단백질과 Ca
2+

간의 attractive electrostatic interaction이 증가하

게 되어 표면에서 단백질의 파괴없이 bridge가 형

성되어 aggregation이 일어나게 되어 droplet 

coalescence가 발생하지 않게 되는 것이다. Swelling, 

elasticity, deformability 및 파괴에 대한 저항성 

등의 성질은 pH 및 제조 조건에 영향을 받게 된

다. FTIR spectroscopy 분석 결과 bead를 형성할 

경우 whey protein의 secondary structure에 영향

을 주어 분자간 수소 결합된 β-sheet structure가 

형성된다. 최종적으로 효소에 의해 가수분해한 결

과 bead는 gastroresistant하고, 지용성 bioactive 

molecule (retinol 등)을 보호하는 matrix로서 사용 

가능할 것으로 판단된다. 그들은 pepsin에 대해 강

한 저항성을 나타내어 소수성인 aromatic amino 

acid에 선택적으로 반응하지만 pancreatin에 의해

서는 완전히 분해되지 않고, bioactive compounds

의 완전한 용출을 유도한다. 이러한 성질로 인해

서 protein microparticle를 제조함으로써 위(intestine)

의 pH에 민감한 물질을 보호할 수 있어 위로의 

물질 전달이 가능하다. 또한 whey protein의 경우 

산화에 민감한 비타민이나 ω-3 지방산 등의 물질

보호에도 사용 가능하다고 한다. 

  Fig. 3b는 emulsification/cold gelation 방법에 

의해 제조된 microsphere를 형광현미경으로 관찰

한 것을 나타낸다(Chen & Subirade, 2005b). Alginate 

matrix 안에 균일하게 whey protein이 분포되어 
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있는 것을 보여준다. 이 방법은 산용해성 칼슘 염

으로부터 칼슘 이온이 단백질 용액에 용출되는 것

을 기본으로 하고 있다. 이는 지용성 산으로 산화

시킴으로써 발생되는데, 이것이 분산상으로 이동

되어 칼슘을 용출시키고 gelation이 시작된다 

(lencki, Neufeld, & Spinney, 1989). 이 방법을 사

용함으로써 작은 입도를 갖는 단백질 bead를 대량

생산할 수 있다. 예를 들면, emulsification 조건을 

조절하거나, emulsion 생성 반응내의 dispersive 

force를 조절하거나, 혹은 물과 oil 표면간의 

interfacial tension을 낮추기 위해 surfactant를 첨

가함으로써 bead size는 조절될 수 있다. 대부분의 

microparticle에 대해서 약 80% 이상의 높은 

encapsulation efficiency를 얻을 수 있었다. 

  Fig 3c는 transacylation 반응에 의해 공유결합

으로 연결된 protein-alginate composite bead를 

보여주는 사진이다 (Guerin et al., 2003; Levy & 

Edward-Levy, 1996). 이 반응으로 인해서 단백질

과 alginate 간의 amide bond가 형성되고 bead 표

면에 membrane이 만들어져서 gastric pH 및 

pepsin 활성에 저항을 갖게 되는 것이다. 이러한 

연구 결과 bifidobacteria를 혼합 gel에 immobilization 

시킨 결과 simulated human GI tract 조건에 훨씬 

더 저항성이 강한 것을 확인하였다. 이는 membrane- 

coated gel에 encapsulation 시킬 경우 probiotic 

bacterial의 생존률도 높일 수 있다는 것을 의미한

다. 실제로, 이 matrix는 carrier food에서 뿐만 아

니라 인간의 위에서도 세균을 보호할 수 있다. 

  위에서 보여진 예와 같이, micron 단위까지 세

밀하게 particle 제조공정을 조절할 수 있다면 식

품 단백질 등을 이용하여 활성 물질의 in vivo 

delivery의 개선에 기여할 수 있다. 

Ⅴ. Nano-particle

  1980년대의 'micro'에서와 같이 'nano' 역시 현

재의 dimension-reducing technology를 나타내는 

말이다 (The Royal Society, 2004). Nanotechnology

란 100 nm이하의 기능성 물질을 개발하는 것을 말한

다(Lan et al., 2005; Vo-Dinh, 2005). 비록 nano-scale 

particle이 therapeutic system 등에 많이 적용되었

으며 이 이외에 다양한 system 들이 개발되어 왔

으나, 식품 산업에 있어서 이 nanotechnology는 

상대적으로 매우 새로운 분야이다. Subcellular size

를 나타내기 때문에 nanoparticle는 nutraceutical 

compounds, 특히 functional lipids (e.g. carotenoids, 

phytosterols, ω-3 fatty acids), 천연 항산화제 및 

다양하게 식품에 사용되는 화합물과 같은 용해도

가 낮은 물질들의 생체적합성을 개선하는데 매우 

유익하다. 이들은 intestinal clearance mechanisms

의 영향을 감소시킴으로써 GI tract 내에서의 

residence time을 지연시킬 수 있다 (Kawashim, 

2001; Peppas, 1995; Arbos, Arangoa, Campanero, 

& Irache et al., 2002). 이들은 fine capillaries를 

통해서 조직 깊숙한 곳까지 침투할 수 있다.

  천연 혹은 합성 고분자를 기본으로 한 nanoparticulate 

system 중 식품산업에서 이용 가능한 것으로 단

백질을 기본으로 한 nanoparticle이 많은 관심의 

대상이 되어왔는데, 이들은 제조가 매우 쉽고 입

도 분포를 제어할 수 있기 때문이다 (macadam, 

Shafi, James, Marriot, & Martin, 1997). 이들을 

응용하여 polysaccharide, lipids, 혹은 다른 고분자

와 함께 composite을 제조할 수 있다 (Weyermanna, 

Lochmanna, Georgensa, 'Zimmer, 2005). 

  Nutraceutical compounds의 bioavailability를 개

선하기 위해서, 최근 식품 산업에서는 기존의 

nano carrier를 GI tract에서 순환하는 시간을 증

가시키려고 노력하고 있다. 이를 위해서 단백질로 

표면을 코팅하는데, 이 경우 nano carriers의 

adhesive properties 및 GI tract 내에서의 역할 등

이 개선된다. 이 이유는 몇몇 단백질들이 sugar- 
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residue-bearing sites에 specific 하게 bind하기 때

문이다 (Goldstein, Hughes, Monsigny, Osaa & 

Sharon, 1980).

  Nanoparticle에 단백질을 코팅하게 되면 민감한 

nutraceutical compounds를 보호하는데 큰 역할을 

하게 된다. 본 연구실에서는 chitosan nanoparticle

에 β-lactoglobulin (βlg)을 코팅한 바 있다. βlg의 

코팅 능력은 pH에 매우 민감한 것을 확인하였다. 

단백질의 흡착은 주로 βlg와 chitosan 간의 

electrostatic, hydrophobic 및 hydrogen bonding 

interaction 등에 의해 이루어진다. Simulated GI 

tract를 통해서 이들 nanoparticle의 용출 양상에 

관해서 조사하였다. Native βlg-coated nanoparticle

의 경우 gastric environment 조건에서 용출 저해 

효과가 있는 것으로 보고되었다. Pepsin 분해 

assay를 통해서 native βlg의 경우 denatured βlg 

혹은 칼슘 이온과 cross-linked된 denatured βlg 

에 비해서 산 혹은 pepsin에 저항성이 높다는 것

이 보고되었다. 이러한 성질은 native βlg의 내부

에 hydrophobic amino acids가 내부 globular 

structure에 숨겨져 있어서 pepsin의 공격을 받지 

못하는데 기인한다 (Morr & Ha, 1993). 

  최근에 whey protein의 물리화학적인 성상이 알

려지면서 bottom-up approach를 통한 protein 

nanoparticle의 제조가 가능해졌다. Fig. 4는 thermal 

aggregation process에 영향을 주는 인자들을 조

절함으로써 얻어진 whey protein nanosphere를 나

타낸다 (Leclerc, Remondetto, Ramassamy, & 

Subirade, 2005). Submicron 크기의 aggregates는 

55℃에서 상대적으로 낮은 칼슘 및 단백질 농도 

하에서 얻어질 수 있는데, 이 온도는 β-lactoglobulin 

의 denaturation 온도(약 74℃)보다 낮은 온도이다. 

Nanosphere를 투석한 경우 zeta potential 값이 

-25mV를 나타내었으며, 이 상대적으로 높은 표면 

전하로 인해서 4℃에서 적어도 두 달간 안정한 

dispersion이 유지된다. 이러한 aggregated structure

에 관여하는 결합 인자로는 covalent bonding, 

hydrogen bonding, hydrophobic interaction, 그리고 

van der Waals force 등을 들 수 있는데 (Clark 

and Ross-Murphy, 1987), 이들의 gel 형성 능력은 

turbidity 측정을 통해서 관찰할 수 있다

Fig 4. Images of Caco-2 cells after incubation 

alone (top) or in the presence of 

FITC-labelled nanospheres (bottom). Picture 

on the right shows transmission electron 

micrographs of nanoparticles.

  이들 nanospheres들의 경구투여용 carrier로서의 

잠재성에 관해서는 fluorochrome-labeled nanospheres

간의 interaction을 관찰함으로써 연구되어 왔다. 

Fig.4는 FITC-labeled nanosphere가 있거나 (아래) 

혹은 없는 상태 (위)에서의 Caco-2 cells를 보여준

다. 흥미있게도, nanosphere는 세포의 표면에 흡착

하기만 하는 것이 아니고 세포 내부에서도 보여진

다. 이러한 실험을 통해서 whey protein nanoparticle

이 세포 내부로 들어갈 수 있으며 그 안에서 분해

되어 nutraceutical compounds를 용출시킬 수 있
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다는 것을 확인하였다. 이는 부적절한 독성 효과

를 나타내지 않고 nutracutical compounds의 생체

이용성을 개선할 수 있는 것을 의미한다.

  위의 예에서 언급한 바와 같이, 새로운 기능, 즉, 

개선된 용해도 및 targetability, 그리고 조직에의 

흡착 등은 나노 크기로부터 나온다. 그럼에도 불

구하고, 식품에 있어서의 nanotechnology의 잠재

성은 높게 평가되지 않는다. 왜냐하면 nanoparticle 

systems organization의 물리화학적 측면, bioactive 

물질과 carrier 물질간의 반응에 관한 지식이 충분

치 못하기 때문이다. 물질 수송 체계에 있어서 실

용적인 기술로서 개념 정착이 되기 위해서는 조금 

더 진보적인 노력이 필요하다. 

Ⅵ. Future trends

  식품 단백질은 새로운 GRAS 물질로서 개발되

기 위해 많은 잠재성을 띠고 있다. 따라서 이는 

경구 투여될 nutraceutical compounds를 incorporate

하고 용출 제어를 하는데 매우 유용하다. 식품 단

백질의 장점으로는 높은 영양적 가치, 재활용 가

능한 source의 다양성, 그리고 소화효소에 의해 

분해가 가능함으로 인한 식품 원소로서의 적합성 

등을 들 수 있다. 이 논문에서 언급된 바와 같이, 

식품 단백질은 hydrogel, micro 혹은 nanoparticle

의 형태로 다양하게 matrix로써 응용이 가능하기 

때문에, 특정한 응용분야에서 기능성 식품개발을 

위해 이용된다. 단백질을 이용한 particle의 입도를 

조절하게 되면 맛, 향, 조직, 외향 등에 있어서 식

품의 성상 면에서 장점을 나타낼 뿐만 아니라, 

bioactive compounds를 수성하는데 있어서 용출 

제어도 가능하게 된다. Hydrogel이나 microparticle

의 경우, nutraceutical compounds는 용출되었을 때 

intestinal wall에 흡착이 되어야 하는 반면, 

nanoparticle의 경우 GI wall에 흡착되게 하여 

residence time을 지연시키거나 intestinal epithelium

을 통해서 직접 흡수되도록 도와준다(Fig 5).

Fig 5. Schematic representation of different 

absorption mechanisms of bioactive 

molecules.

  부가적으로, 폴리펩티드 내부의 다양한 기능기 

및 이로 인해 나타나는 chain folding 구조의 다양

성으로 인해서, 식품 단백질은 nutraceutical compound

들과 다양한 반응이 가능하고 이들이 내부로 

incorporate 되었을 경우 protect하기 위해 matrix

로서 이용이 가능할 뿐만 아니라, target 부위로의 

전달이 가능하다. 이러한 물질의 제조 기술의 개

선되면 파괴되기 쉬운 nutraceuticals의 안정화에

도 기여할 수 있으며 부위 적합성 (site-specific) 

carrier targeting이 가능하기 때문에, 이러한 식품 

단백질을 기본으로 한 물질들을 이용하여 기능성 

식품의 캡슐 효율을 증대시킬 수 있는 것이다. 하

지만, 현 시점에서, 분자적 수준에서의 단백질-단

백질 및 단백질-nutraceutical interaction을 이해하

는 것과 이들이 단백질의 기능성에 미치는 영향에 

관해서 연구하는 것이 필요하다.
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