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Abstract

For the effective use of exopeptidase from squid viscera as food processing aids, the viscera of Argentina 
shortfin squid (I llex argentinus) were fractionated by various methods such as acetone treatment, ammonium 
sulfate treatment, anion exchange chromatography, and gel filtration. The positive exopeptidase fractions were 
obtained from the fraction Ⅱ treated by cold acetone (30～40%, w/w), the fraction Ⅴ by ammonium sulfate 
(60～70% saturation), the fraction Ⅱ (0.2 M NaCl) by anion exchange chromatography, and the fraction Ⅰ 
(30～50 kDa) by gel filtration. The specific activities of positive fractions from viscera of I llex argentinus 
against substrates were higher to LeuPNA than to ArgPNA. Total activity and recovery against LeuPNA of 
positive fraction by gel filtration were 1,867 U and 30.69%, respectively, which were the highest among those 
of positive fraction. The results suggested that the gel filtration chromatography method was the most efficient 
method for the fractionation of exopeptidase from viscera of I llex argentinus.
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서   론

우리나라에서 오징어는 연근해에서 2003년 이래 현재까

지 연간 약 123만1천 톤이 어획되고 있으며, 마른 오징어, 

조미 오징어, 조미 냉동식품 및 젓갈 등과 같이 다양한 형태

의 가공제품 원료로 사용되거나, 조리될 뿐만 아니라 횟감으

로 즐겨 식용되고 있다. 그러나 오징어의 수요는 국내산만으

로 부족하여 매년 아르헨티나 짧은 지느러미 오징어, 웰링톤 

오징어, 빨강 오징어 및 아메리카 대왕 오징어 등과 같은 

원양산 오징어를 매년 16만7천 톤 정도로 수입하고 있는 실

정이다(1). 따라서 국내산 및 수입산 오징어를 소재로 하여 

다양한 형태의 수산 가공품을 제조하고자 하는 경우 오징어 

가공 소재인 머리, 다리 및 몸통과 같은 근육부의 생산은 

물론이고, 근육부를 제외한 췌장, 장, 간 및 직장 등으로 구성

되어 있는 내장, 오징어 연골, 껍질 및 자숙수 등과 같은 부산

물도 다량 발생하고 있다(2-4). 이들 오징어 가공 부산물 중 

내장에는 효소, 지질 및 단백질이 다량 함유되어 있어 유용 

식품 재자원(5,6)이나 일부만이 사료 등의 원료로 이용되고, 

많은 양이 폐기되어 환경오염원으로 작용하고 있어, 이의 

유효 이용에 관한 연구가 절실한 실정이다.

한편, 일반적으로 수산동물의 내장에는 여러 가지 효소가 

다양하게 존재하고 있고, 이들의 대부분은 endoprotease가 

주를 이루고 있다(7). 하지만, 이들 endoprotease는 식품산업

에 응용하는 경우 분해 활성이 강하여 다량의 peptide를 생

산하나, 이 중 말단이 소수성 아미노산으로 이루어져 있는 

peptide가 대부분이어서 쓴맛을 나타냄으로 인하여 일부 식

품가공 분야에서는 이용에 제한을 받고 있다. 이러한 일면에

서 endoprotease를 응용한 쓴맛 가수분해물에 exopeptidase

를 적용하여 쓴맛 peptide의 말단으로부터 소수성 아미노산

을 유리하는 경우 식품가공 분야에서 이용 제한점인 쓴맛을 

개선할 수 있으리라 판단된다(8-11). 하지만, exopeptidase

는 고가이어서 식품산업에서 응용하는 경우 제조 단가가 상

승함으로 인하여 이용에 제한을 받고 있다. 이러한 일면에서 

오징어 내장과 같이 수산가공 부산물로부터 exopeptidase를 

저렴하게 추출 및 분획할 수 있는 방법을 구명한다면 식품산

업에서 보다 효율적으로 exopeptidase를 응용할 수 있을 것

이라 생각된다.

하지만 오징어 내장으로부터 exopeptidase에 관한 연구로

는 오징어 간 췌장으로부터 분리한 aminopeptidase의 정제 

및 특성(11) 및 carboxypeptidase의 정제 및 특성(12)에 관한 
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연구와 같이 대부분이 정제에 관한 연구이고, 효율적인 분획 

방법에 대한 연구는 거의 전무한 실정이다.

본 연구에서는 원양산 오징어 내장 조효소를 아세톤 법, 

황산암모늄 법, 음이온 교환 크로마토그래피법 및 겔 여과법

과 같은 4종류의 분획법으로 분획한 다음, 각 fraction들의 

단백질 함량, 합성기질(LeuPNA 및 ArgPNA)에 대한 효소 

활성(총활성 및 비활성), 정제도 및 회수율 등으로 최적 분획

조건을 구명하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

실험에 사용한 원양산 오징어 내장은 포클랜드 근해에서 

어획된 아르헨티나 짧은 지느러미 오징어(Argentine short-

fin squid, Illex argentinus, length: 51.5±1.5 cm, weight: 
488.7±55.2 g)로부터 분리한 내장(length: 28.7±5.5 cm, 
weight: 108.2±3.8 g)을 경상남도 통영시 소재의 재래식 시

장(서호시장)에서 동결상태로 2004년 3월에 구입하여, 냉동

상태(-70oC)로 보관하여 두고 실험에 사용하였다.

시약 및 buffer

Exopeptidase 활성 측정용 기질인 LeuPNA(L-Leucine- 

p-nitroanilide) 및 ArgPNA(L-Arginine-p-nitroanilide)는 

Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA) 제품을, 기타 시약

은 분석급으로 구입하여 사용하였다. 그리고 효소활성 측정

에 사용한 완충액인 0.1 M sodium phosphate buffer(pH 7.5)

는 Dawson 등(13)의 방법에 따라 조제하여 사용하였다.

조효소의 추출 및 단백질 농도

원양산 오징어 내장으로부터 조효소 추출은 Kim 등(14)

의 방법에 따라 다음과 같은 공정에 의하여 실시하였다. 냉

동상태의 원양산 오징어 내장을 부분해동 및 마쇄한 다음, 

마쇄한 오징어 내장(100 g)에 대하여 3배(v/w)의 탈 이온수

를 가하여 혼합한 후, 6시간 동안 교반(20oC)하여 추출하였

다. 이어서 조효소 추출물에 0.2배량(v/v)의 사염화탄소

(CCl4)를 가하고 혼합한 다음, 원심분리(12,000×g, 20 min)
하여 탈지된 상층액을 조효소로서 사용하였다.

조효소의 단백질 농도는 Lowry 등(15)의 비색법에 따라 

bovine serum albumin을 표준 단백질로 하여 구한 검량곡선

으로부터 측정하였다.

Exopeptidase 활성

Exopeptidase의 활성 측정은 LeuPNA 및 ArgPNA를 기

질로 사용하는 Garcia-Carreno와 Haard(16)의 방법을 약간 

수정하여 측정하였다. 즉, 10～20 μL의 조효소를 test tube에 

취하고, 여기에 0.2 mM 기질이 용해되어 있는 0.1 M sodium 

phosphate buffer(pH 7.5)를 1 mL 가한 다음 혼합 및 반응

(50oC, 1 hr)시켰다. 이어서 반응액에 0.3 mL의 33% 초산용

액을 가하여 exopeptidase를 실활 시킨 다음 정치(30 min) 

및 원심분리(146×g, 20 min)한 후 410 nm에서 흡광도를 

측정하여 exopeptidase의 활성을 검토하였다. 효소 활성 단

위는 1 mg의 효소(단백질)가 1시간 동안 변화시키는 흡광도 

0.1 digit을 1 U/mg으로 나타내었다.

효소 분획

오징어 내장 조효소로부터 exopeptidase의 분획은 4가지 

분획법(아세톤, 황산암모늄, 음이온 교환 크로마토그래피 및 

겔 여과)에 의하여 실시하였다.

유기용매에 의한 분획은 조효소에 대하여 냉 아세톤

(-20oC)을 0～30, 30～40, 40～50, 50～60 및 60～70%의 최종

농도가 되도록 순차적으로 5개의 fraction으로 분획하였다. 

이어서 순차적으로 분획한 fraction을 원심분리(12,000×g, 
20 min)한 다음 그 잔사에 대하여 최소량의 탈 이온수로 용

해 및 투석하여 fraction별 특성을 조사하기 위한 시료로 사

용하였다.

염류에 의한 분획은 조효소에 대하여 황산암모늄을 0～

30, 30～40, 40～50, 50～60, 60～70 및 70～80%의 포화농도

가 되도록 순차적으로 6개의 fraction으로 분획하였다. 이어

서 포화농도별로 분획한 fraction들을 원심분리(12,000×g, 
20 min)한 다음 그 잔사에 대하여 최소량의 탈 이온수로 용

해 및 투석하여 fraction별 특성을 조사하기 위한 시료로 사

용하였다.

이온강도 차이에 의한 분획은 조효소(50 mL)를 DEAE- 

Sepharose CL-6B column(i.d. 2.6×15 cm)에 주입하고, 탈 

이온수(200 mL)로 용출하면서 단백질을 흡착시킨 다음, 이

어서 이온강도가 다른 100 mL의 용출액(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 

0.6 및 1.0 M의 NaCl)으로 일정한 유속(25 mL/hr)으로 단계

별로 분취(25 mL)하여 1개의 비흡착 fraction과 6개의 흡착 

fraction을 얻었고, 이를 농축 및 투석하여 fraction별 특성을 

조사하기 위한 시료로 사용하였다.

분자량의 크기에 따른 분획은 조효소(5 mL)를 Sephadex 

G-50 column(i.d. 1.6×95 cm)에 주입하고, 0.1 M NaCl을 

함유하는 sodium phosphate buffer(pH 7.0)를 이용하여 일

정한 유속(40 mL/hr)으로 용출(3 mL/tube)시켜 이를 10회 

반복 실시하였다. Chromatogram 상의 단백질 농도곡선(파

장 280 nm)과 LeuPNA기질에 대한 효소활성 분포를 측정하

여 활성 fraction을 분획하였다. 이들 활성 fraction을 한외여

과막(MWCO 10 kDa, Centriplus YM-10, Millipore Co., 

USA)을 사용하여 농축한 후 fraction별 특성을 조사하기 위

한 시료로 사용하였다.

결과 및 고찰

아세톤에 의한 exopeptidase의 분획 및 특성

원양산 오징어 내장 조효소에 대하여 냉 아세톤(-20
o
C)으

로 분획한 각 fraction의 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 exo-
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Table 1. Exopeptidase activities of fractions obtained from the crude extracts of squid viscera by the acetone fractionation 
toward LeuPNA and ArgPNA as substrates

Substrate Fraction
1) Total volume 

(mL)
Protein 
(mg/mL)

Total activity
(U)

Specific activity 
(U/mg)

Recovery 
(%)

Purification 
(fold)

LeuPNA

CE
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ

140.00
 10.65
 33.50
 13.00
  7.30
  5.00

26.10
 3.78
 3.68
 5.91
 7.84
 8.95

17,033.22
   213.00
 2,071.10
  583.14
   64.97
   69.00

 4.66
 5.29
16.80
 7.59
 1.14
 1.54

100.00
  1.25
 12.16
  3.42
  0.38
  0.41

1.00
1.14
3.60
1.63
0.24
0.33

ArgPNA

CE
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ

140.00
 10.65
 33.50
 13.00
  7.30
  5.00

26.10
 3.78
 3.68
 5.91
 7.84
 8.95

8,825.60
  135.97
2,021.79
481.00
65.70
54.00

 2.42
 3.38
16.40
 6.26
 1.15
 1.21

100.00
  1.54
 22.91
  5.45
  0.74
  0.61

1.00
1.40
6.79
2.59
0.48
0.50

1)CE, crude extracts; Ⅰ, 0～30% fraction; Ⅱ, 30～40% fraction; Ⅲ, 40～50% fraction; Ⅳ, 50～60% fraction; Ⅴ, 60～70% fraction.
Total activity (U)＝total volume (mL)×protein (mg/mL)×specific activity (U/mg).
Specific activity＝total activity (U)/ total protein (mg).
% Recovery＝(total activity/ total activity of CE)×100.
Purification fold＝specific activity/ specific activity of CE.

peptidase의 분해 활성과, 회수율은 Table 1과 같다. 아세톤

으로 분획한 5종 fraction의 LeuPNA에 대한 비활성 및 정제

도는 fraction Ⅱ가 각각 16.80 U/mg 및 3.60배로 가장 높았

고, 다음으로 fraction Ⅲ(각각 7.59 U/mg 및 1.63배), Ⅰ(각

각 5.29 U/mg 및 1.14배)의 순이었다. 각 fraction의 LeuPNA

에 대한 회수율은 조효소에 대한 총 회수율의 경우 17.62%

로 감소되었고, 이들 fraction 중 fraction Ⅰ, Ⅱ 및 Ⅲ의 경우 

각각 1.25%, 12.16% 및 3.42%로서 모두 16.83%가 회수되어 

전체의 96%로 대부분을 차지하였다. 그리고 각 fraction의 

총활성는 fraction Ⅱ가 2,071.10 U로 가장 높았고, 다음으로 

fraction Ⅲ(583.14 U), Ⅰ(213.00 U) 및 Ⅴ(69.00 U)의 순이었

으며, fraction Ⅳ는 64.97 U로 가장 낮았다.

한편, 아세톤으로 분획한 5종 fraction의 ArgPNA에 대한 

비활성 및 정제도는 fraction Ⅱ가 각각 16.40 U/mg 및 6.79

배로 가장 높았고, 다음으로 fraction Ⅲ(각각 6.26 U/mg 및 

2.59배) 및 Ⅰ(각각 3.38 U/mg 및 1.40배), Ⅴ(각각 1.21 

U/mg 및 0.50배) 및 Ⅳ(각각 1.15 U/mg 및 0.48배)의 순이었

다. 각 fraction의 ArgPNA에 대한 회수율은 조효소에 대한 

총 회수율의 경우 31.25%로 감소되었고, 이들 fraction 중 

fraction Ⅱ 및 Ⅲ의 경우 각각 22.91% 및 5.45%로서 28.36%

가 회수되어 전체의 91%로 대부분을 차지하였다. 각 frac-

tion의 ArgPNA에 대한 총활성는 fraction Ⅱ가 2,021.79 U

로 가장 높았고, 다음으로 fraction Ⅲ(481.00 U) 및 Ⅰ(135.97 

U)의 순이었으며, fraction Ⅳ 및 Ⅴ가 각각 65.70 U 및 54.00 

U로 대체로 낮은 편이었다.

이상의 비활성 및 정제도로 검토한 결과에서 조효소로부

터 아세톤으로 0～30%, 30～40% 및 40～50% 최종농도로 

분획 처리한 fraction의 경우, exopeptidase의 분획 효과가 

인정되었으며, 총활성 및 회수율을 고려한 최적 활성 frac-

tion은 두 종의 기질(LeuPNA 및 ArgPNA) 모두에서 frac-

toin Ⅱ이었다. 또한, fraction Ⅱ는 기질 종류 간 총활성 및 

비활성과 같은 분해활성은 차이가 인정되지 않았으나, 정제

도 및 회수율은 ArgPNA 경우가 LeuPNA 경우보다 우수하

였다. 따라서 fraction Ⅱ를 실제 가공 중에 적용하는 경우 

Leu을 말단으로 하는 peptide에보다는 Arg을 말단으로 하

는 peptide에 보다 잘 작용하리라 판단되었다.

한편, 아세톤 분획법의 단점으로는 용해도 차이에 의한 

분획방법이므로 주변온도에 따라 분획효과가 차이가 있고, 

고농도 처리 시 시료량보다 사용되는 아세톤의 양이 많아 

질수 있으며, 분획 후 폐 아세톤이 발생할 수 있다는 점 등을 

들 수 있다. 따라서 아세톤 분획방법은 탈수 및 탈지가 동시

에 이루어지기 때문에 각 fraction의 분말화가 용이한 점, 

투석과정이 필요 없다는 점 등의 장점이 있어, 폐 아세톤의 

회수 장치를 이용하고, 저온의 일정한 조건에서 단백질의 

변성을 최소화 한다면, 효과적으로 목적효소를 분획하는데 

이용 가능하리라 생각된다(7).

황산암모늄에 의한 exopeptidase의 분획 및 특성

원양산 오징어 내장 조효소로부터 황산암모늄으로 분획

한 각 fraction의 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 분해활성, 회

수율 및 정제도를 살펴 본 결과는 Table 2와 같다. 황산암모

늄으로 분획한 6종 fraction의 LeuPNA에 대한 비활성 및 

정제도는 fraction Ⅴ가 각각 57.00 U/mg 및 12.23배로 가장 

높았고, 다음으로 fraction Ⅵ(각각 43.42 U/mg 및 9.32배), 

Ⅳ(각각 34.04 U/mg 및 7.30배), Ⅰ(각각 32.02 U/mg 및 6.87

배), Ⅲ(각각 14.75 U/mg 및 3.16배) 및 Ⅱ(각각 13.55 U/mg 

및 2.91배)의 순으로 6종의 fraction 모두 분획효과가 인정되

었다. 각 fraction의 LeuPNA에 대한 회수율은 조효소에 대

한 총 회수율이 46.30%로 감소되었고, 이들 fraction 중 

fraction Ⅳ, Ⅴ 및 Ⅵ의 경우 각각 16.93%, 14.78% 및 7.94%
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Table 2. Exopeptidase activities of fractions obtained from the crude extracts of squid viscera by the ammonium sulfate 
fractionation toward LeuPNA and ArgPNA as substrates

Substrate Fraction
1) Total volume 

(mL)
Protein 
(mg/mL)

Total activity
(U)

Specific activity 
(U/mg)

Recovery 
(%)

Purification 
(fold)

LeuPNA

CE
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
VI

200.00
  5.40
 10.40
 11.10
 35.70
 15.70
  6.40

26.10
 1.04
 4.65
 4.79
 3.39
 4.02
 6.95

24,333.17
  179.82
  655.20
  784.40
 4,119.78
 3,597.39
 1,931.52

 4.66
32.02
13.55
14.75
34.04
57.00
43.42

100.00
0.74
2.69
3.22
16.93
14.78
7.94

 1.00
 6.87
 2.91
 3.16
 7.30
12.23
 9.32

ArgPNA

CE
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
Ⅵ

200.00
  5.40
 10.40
 11.10
 35.70
 15.70
  6.40

26.10
 1.04
 4.65
 4.79
 3.39
 4.02
 6.95

12,608.00
  180.36
  414.96
  446.22
 1,720.74
 1,370.61
  656.00

 2.42
32.12
 8.58
 8.39
14.22
21.72
14.75

100.00
1.43
3.29
3.54
13.65
10.87
5.20

 1.00
13.30
 3.55
 3.47
 5.89
 8.99
 6.11

1)
CE, crude extracts; Ⅰ, 0～30% saturated fraction; Ⅱ, 30～40% saturated fraction; Ⅲ, 40～50% saturated fraction; Ⅳ, 50～60% 
saturated fraction; Ⅴ, 60～70% saturated fraction; Ⅵ, 70～80% saturated fraction.

로서 39.65%가 회수되어 전체의 86%로 대부분을 차지하였

다. 각 fraction의 LeuPNA에 대한 총활성은 fraction Ⅳ가 

4,119.78 U로 가장 높았고, 다음으로, fraction Ⅴ(3,597.39 

U), Ⅵ(1,931.52 U), Ⅲ(784.40 U) 및 Ⅱ(655.20 U)의 순이었

으며, fraction Ⅰ이 179.82 U로 가장 낮았다. 이상의 결과로 

미루어 보아 원양산 오징어 내장 조효소 유래 황산암모늄으

로 분획한 fraction의 LeuPNA에 대한 총활성 및 회수율은 

fraction Ⅳ가 우수한 반면, fraction Ⅴ는 비활성 및 정제도

가 우수하였다.

한편, 황산암모늄으로 분획한 6종 fraction의 ArgPNA에 

대한 비활성 및 정제도는 fraction Ⅰ이 각각 32.12 U/mg 

및 13.30배로 가장 높았고, 다음으로 fraction Ⅴ(각각 21.72 

U/mg 및 8.99배), Ⅵ(각각 14.75 U/mg 및 6.11배), Ⅳ(각각 

14.22 U/mg 및 5.89배), Ⅱ(각각 8.58 U/mg 및 3.55배)의 순

이었으며, fraction Ⅲ의 경우 각각 8.39 U/mg 및 3.47배로 

다른 fraction들에 비하여 낮았다. 이와 같이 황산암모늄 분

획 fraction의 ArgPNA에 대한 비활성 및 정제도로 미루어 

보아 조효소를 황산암모늄으로 분획 처리하는 경우 전 frac-

tion에서 exopeptidase의 정제 효과가 확연히 인정되었고, 

그 중에서도 특히 0～30% 포화농도 범위에서 황산암모늄으

로 분획 처리하는 경우 그 효과가 가장 우수하였다. 각 frac-

tion의 ArgPNA에 대한 회수율은 조효소에 대한 총 회수율

의 경우 37.98%로 감소되었고, 이들 fraction 중 fraction Ⅳ, 

Ⅴ 및 Ⅵ의 경우 각각 13.65%, 10.87% 및 5.20%로서 29.72%

가 회수되어 전체의 78%로 대부분을 차지하였다. 각 frac-

tion들의 ArgPNA에 대한 총활성은 fraction Ⅳ가 1,720.74 

U로 가장 높았고, 다음으로 fraction Ⅴ(1,370.61 U), Ⅵ

(656.00 U), Ⅲ(446.22 U), Ⅱ(414.96 U) 및 Ⅰ(180.36 U)의 

순이었다.

이상의 결과로 미루어 보아 조효소로부터 황산암모늄으

로 60～70% 포화농도가 되도록 분획한 fraction Ⅴ는 나머지 

5종 fraction에 비하여 두 종의 기질(LeuPNA 및 ArgPNA) 

모두에서 비활성 및 정제도 면에서 우수하였고, 두 종의 기

질 간에는 LeuPNA의 분해활성이 ArgPNA 분해활성에 비

하여 높은 것으로 나타났다.

Heu와 Ahn(7)은 멸치, 넙치, 고등어 및 참돔의 내장 조효

소로부터 30～70% 황산암모늄 fraction의 ArgMNA에 대한 

exopeptidase 분해활성의 경우 혈합육 어류인 멸치와 고등

어가 백색육 어류인 넙치 및 참돔에 비하여 매우 강하다고 

보고하여, 어류 종에 따라 분포하는 효소에 차이가 있음을 

암시하였으며, 분획방법(아세톤 및 황산암모늄 분획법) 간

에도 exopeptidase의 활성분포에 차이가 있다고 보고한 바 

있다. 또한, Raksakulthai와 Haard(11)는 오징어(Illex ill-

ecebrosus) 간췌장(Hepatopancreas) 조효소의 20～80% 황

산암모늄 fraction의 LeuPNA 기질에 대한 정제도 및 회수율

의 경우 각각 2.84배 및 34.97%로 보고한 바 있고, Chiou 등

(17)은 숭어알의 30～60% 황산암모늄 fraction의 LeuPNA 기

질에 대한 정제도 및 회수율의 경우 각각 1.1배 및 75%라고 

보고한 바 있다. 그리고 Nishimura 등(18)은 소 골격근의 

45～65% 황산암모늄 fraction의 LeuNA 기질에 대한 정제도 

및 회수율의 경우 2.0배 및 67.6%라고 보고한 바 있고, 

Nishiwaki와 Hayashi(19)는 흰 잎새버섯(Grifola frondosa)

의 0～70% 황산암모늄 fraction의 LeuPNA 기질에 대한 정

제도 및 회수율의 경우 각각 2.0배 및 48.8%이었다고 보고한 

바 있다. 이상의 보고로 미루어 보아, 황산암모늄 분획의 경

우, 효소 기원의 차이, 포화농도 범위에 따라 exopeptidase의 

정제도 및 회수율에 차이를 보였으며, exopeptidase의 정제

도가 높을수록 회수율은 낮은 경향이었다.

따라서, 오징어 내장 조효소로부터 황산암모늄을 이용하

여 peptide의 말단 중 Leu 및 Arg의 절단 특성이 강한 exo-
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Table 3. Exopeptidase activities of fractions obtained from the crude extracts of squid viscera by the anion exchange 
chromatography toward LeuPNA and ArgPNA as substrates

Substrate Fraction1)
Total volume 
(mL)

Protein 
(mg/mL)

Total activity
 (U)

Specific activity 
(U/mg)

Recovery 
(%)

Purification 
(fold)

LeuPNA

CE
UF
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
Ⅵ

50.00
 7.00
 6.50
 8.00
 1.70
 0.70
 0.50
 0.20

26.10
 2.81
 1.46
 2.34
 1.80
 2.80
 4.90
 4.30

6,076.19
317.80
241.80
645.60
64.52
22.54
14.93
4.27

 4.66
16.16
25.48
34.49
21.08
11.50
 6.09
 4.97

100.00
5.23
3.98
10.63
1.06
0.37
0.25
0.07

1.00
3.47
5.47
7.41
4.53
2.47
1.31
1.07

ArgPNA

CE
UF
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ
Ⅵ

50.00
 7.00
 6.50
 8.00
 1.70
 0.70
 0.50
 0.20

26.10
 2.81
 1.46
 2.34
 1.80
 2.80
 4.90
 4.30

3,156.50
195.30
178.75
393.20
40.72
16.66
11.55
4.83

 2.42
 9.93
18.84
21.00
13.31
 8.50
 4.71
 5.62

100.00
6.19
5.66
12.46
1.29
0.53
0.37
0.15

1.00
4.10
7.79
8.68
5.50
3.51
1.95
2.32

1)
Fractions are the same as explained in footnote of Fig. 1.

peptidase를 주로 하는 fraction을 분획하고자 하는 경우 총

활성, 회수율, 비활성 및 정제도를 같이 고려하여, 오징어 

내장 조효소에 황산암모늄의 60～70%(fraction Ⅴ) 포화농

도가 되도록 가하고 염석 및 투석하여 조제하는 것이 적절하

리라 판단되었다.

한편, 황산암모늄 분획법은 용해도 차이에 의한 분획법이

므로 주변 온도의 영향을 받아 분획 효과에 차이를 보이고, 

고형상의 황산암모늄을 사용함으로써 목적하는 포화농도로

의 평형화에 시간이 다소 걸리며, 황산암모늄 입자주위에 

과포화가 일어날 수 있고, 용해 과정 중에 과도한 교반으로 

단백질 변성이 야기될 수 있으며, 염을 사용함으로써 각 

fraction에 염이 함께 존재함으로써 탈염조작이 필요하고, 

분획 후 황산암모늄 용액이 부산물로 발생하는 점 등의 단점

이 있다(7). 따라서 황산암모늄에 의한 분획방법은 대량처리

를 위한 분획에 이용 가능하나, 이로 인한 폐 염류용액 처리 

및 회수 방법 그리고, 탈염을 위한 방안을 마련해야 할 것으

로 생각된다.

음이온 교환 크로마토그래피에 의한 exopeptidase의 

분획 및 특성

원양산 오징어 내장 조효소를 음이온 교환 크로마토그래

피에 흡착시킨 다음, 비흡착 fraction(UF)과 흡착 단백질을 

NaCl 용액으로 이온강도별로 분획한 fraction들의 chroma-

togram은 Fig. 1과 같다. 원양산 오징어 내장 조효소로부터 

음이온 교환 크로마토그래피를 통하여 흡착되지 않은 1개의 

fraction(UF)과 NaCl 용액의 이온강도 차이에 의한 6종의 

fraction을 분획하였다.

 비흡착 fraction인 UF 및 이온강도별 6종 fraction(Ⅰ-

Ⅵ)들의 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 분해활성, 회수율 및 

정제도의 결과는 Table 3에 나타내었다. 비흡착 fraction인 

UF

VI

V

IV
III

II
I
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Fig. 1. DEAE-Sepharose CL-6B anion exchange chromato-
gram of the crude extracts of squid viscera.
Crude extracts were eluted with 100 mL of 10 mM sodium phos-
phate buffer, pH 7.0 containing different NaCl concentration by 
stepwise elution. Fraction volume and flow rate were 25 mL and 
25 mL/hr, respectively. Each fractions were pooled and con-
centrated by salting-in with 0～80% saturated ammonium 
sulfate. CE, crude extracts; UF, unabsorbed fraction; Ⅰ, 0.1 M 
NaCl fraction; Ⅱ, 0.2 M NaCl fraction; Ⅲ, 0.3 M NaCl fraction; 
Ⅳ, 0.4 M NaCl fraction; Ⅴ, 0.6 M NaCl fraction; Ⅵ, 1.0 M NaCl 
fraction.

UF를 포함한 7종 fraction들의 LeuPNA에 대한 비활성 및 

정제도는 fraction Ⅱ가 각각 34.49 U/mg 및 7.41배로 가장 

높았고, 다음으로 fraction Ⅰ(각각 25.48 U/mg 및 5.47배), 

Ⅲ(각각 21.08 U/mg 및 4.53배), UF(각각 16.16 U/mg 및 

3.47배) 및 Ⅳ(각각 11.50 U/mg 및 2.47)의 순이었으며, frac-

tion Ⅴ(각각 6.09 U/mg 및 1.31배) 및 Ⅵ(각각 4.97 U/mg 

및 1.07배)의 경우 조효소와 큰 차이가 없어 LeuPNA를 분해

할 수 있는 exopeptidase에 대한 분획 효과를 기대할 수 없었

다. 7종 fraction의 총 회수율은 21.59%이었고, 여기서 UF, 

fraction Ⅰ 및 Ⅱ의 총 회수율은 19.84%로 전체의 약 92%를 

차지하여 대부분을 차지하였다. 각 fraction들의 LeuPNA에 
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대한 총활성은 fraction Ⅱ가 645.60 U로 가장 높았고, 다음

으로 UF(317.80 U) 및 fraction Ⅰ(241.80 U) 등의 순이었으

며, 나머지 fraction들의 경우 4.27～64.52 U 범위에 있었다. 

이상에서 검토한 총활성, 비활성 및 회수율은 음이온 교환 

크로마토그래피로 분획한 fraction 중 fraction Ⅱ가 가장 높

아, fraction Ⅱ가 LeuPNA를 분해할 수 있는 exopeptidase가 

가장 다량 함유되어 있다고 판단되었다.

한편, 6종 fraction과 비흡착 fraction인 UF의 ArgPNA에 

대한 비활성 및 정제도는 fraction Ⅱ가 각각 21.00 U/mg 

및 8.68배로 가장 높았고, 다음으로 fraction Ⅰ(각각 18.84 

U/mg 및 7.79배), Ⅲ(각각 13.31 U/mg 및 5.50배), UF(각각 

9.93 U/mg 및 4.10배), Ⅳ(각각 8.50 U/mg 및 3.51배) 및 Ⅵ

(각각 5.62 U/mg 및 2.32배)의 순이었으며, fraction Ⅴ의 경

우 각각 4.71 U/mg 및 1.95배로 가장 낮았다. 이들 fraction의 

총 회수율은 26.65%이었고, fraction UF, Ⅰ 및 Ⅱ의 총 회수

율은 24.31%로 전체의 91%로 대부분을 차지하였다. 음이온 

교환 크로마토그래피로 분획한 fraction들의 ArgPNA에 대

한 총활성은 fraction Ⅱ가 393.20 U로 가장 높았고, 다음으

로 UF(195.30 U), fraction Ⅰ(178.75 U) 등의 순이었으며, 

나머지 fraction들의 경우도 4.83～40.72 U 범위에 있었다. 

이상에서 검토한 ArgPNA 기질에 대한 총활성, 비활성 및 

회수율은 fraction Ⅱ 가장 높아, ArgPNA를 분해할 수 있는 

exopeptidase가 다량 함유되어 있으리라 판단되었다.

이상의 결과로 미루어 보아 fraction Ⅱ가 나머지 6종 

fraction에 비하여 두 종의 기질(LeuPNA 및 ArgPNA)에 대

한 분해활성, 회수율 및 정제도 면에서 우수하였고, 두 종의 

기질 간에는 LeuPNA를 기질로 한 경우가 ArgPNA를 기질

로 한 경우보다 분해활성, 회수율 및 정제도가 높았다.

한편, Vo 등(20)은 정어리 내장 조효소로부터 ion ex-

change chromatography로 분획한 fraction의 LeuBNA에 

대한 정제도 및 회수율의 경우 각각 36배 및 79%라고 보고

한 바 있고, Umetsu 등(21)은 가리비(scallop, Patinopecten 

yessoensis)의 중장선(midgut gland) 조효소로부터 이온 교

환 크로마토그래피로 분획한 fraction의 LeuPNA에 대한 정

제도 및 회수율의 경우 각각 16배 및 46.7%라고 보고한 바 

있다. 이들 보고로 미루어 보아 aminopeptidase는 0.1～0.2 

M의 저염 농도에서 LeuPNA에 대한 분해활성이 높은 frac-

tion이 검출되었으며, 본 연구 결과의 fraction Ⅱ(0.2 M 

NaCl)와도 유사한 경향을 나타내었다.

따라서 음이온 교환 크로마토그래피에 의하여 peptide의 

말단 중 Leu 및 Arg의 분해 특성이 강한 exopeptidase를 

주로 하는 fraction을 분획하고자 하는 경우 음이온 교환 수

지에 오징어 내장 조효소를 흡착시킨 다음 여기에 0.2 M 

NaCl 용액으로 분획하고 염석 및 투석하여 조제하는 것이 

적절하리라 판단되었다.

한편 이온교환크로마토그래피 분획방법의 장점은 대량

처리를 위한 회분식 분획의 경우, 상온에서 비교적 단시간

에 이용 가능하며, 용해도 차이에 의한 분획방법보다 분획

효과가 있는 반면, ion exchange matrix가 고가인 점, 하전

에 의한 분획방법이므로 분획을 위하여 각기 이온강도가 다

른 용액을 사용하여야 하고, 상온에서의 단백질변성을 최소

화하기 위해 저온에서 실행하여야 하며, 1회 처리 후 재사용

을 위해 ion exchange matrix의 regeneration 과정을 거쳐

야 하고, 분획 후 이온강도의 차이를 위해 사용한 염이 각 

fraction에 함께 존재함으로써 탈염조작이 필요하며, 경우에 

따라 fraction의 농축과정이 필요한 점 등과 같은 단점이 있

어, 탈염 및 농축을 위한 방안을 마련하여야 할 것으로 생각

된다.

겔 여과에 의한 exopeptidase의 분획 및 특성

원양산 오징어 내장 조효소로부터 Sephadex G-50 겔 여

과로 분획한 각 fraction의 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 총

활성과 단백질 농도에 대한 chromatogram은 Fig. 2와 같다. 

겔 여과를 통해 단백질 농도곡선(A 280)과 LeuPNA 및 

LeuPNA에 대한 분해활성 분포로부터 분자량 크기별로 

fraction Ⅰ(fraction No. 22～36, 30～50 kDa 범위) 및 Ⅱ

(fraction No. 40～54, 분자량 15～24 kDa 범위)와 같이 2종

의 fraction을 분획하였다.

오징어 내장 조효소로부터 Sephadex G-50 겔 여과로 분

획한 fraction Ⅰ 및 Ⅱ의 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 분해

활성, 회수율 및 정제도의 결과는 Table 4와 같다. 각 frac-

tion의 LeuPNA에 대한 비활성 및 정제도는 fraction Ⅰ이 

각각 35.26 U/mg 및 7.56배로, fraction Ⅱ의 각각 5.74 U/mg 

및 1.23배에 비하여 높았다. 이들 두 fraction의 조효소에 대

한 총 회수율은 33.71%이었고, 이 중 fraction Ⅰ이 30.69%로 

대부분을 차지하였으며, LeuPNA에 대한 총활성은 fraction 
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Fig. 2. Sephadex G-50 gel chromatogram of the crude ex-
tracts of squid viscera.
Crude extracts were eluted with 10 mM sodium phosphate buffer, 
pH 7.0 containing 0.1 M NaCl. Fraction volume and flow rate were 
3 mL and 40 mL/hr, respectively. Each fractions were pooled and 
concentrated by salting-in with 0～80% saturated ammonium 
sulfate. Ⅰ, 30～50 kDa fraction; Ⅱ, 15～24 kDa fraction.
Standards for gel filtration: alcohol dehydrogenase (150,000 Da), 
albumin bovine serum (66,000 Da), carbonic anhydrase (29,000 
Da), cytochrome C (12,400 Da), aprotinin (6,500 Da).
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Table 4. Exopeptidase activities of fractions obtained from the crude extracts of squid viscera by the gel filtration 
chromatography toward LeuPNA and ArgPNA as substrates

Fraction
1) Total volume 

(mL)
Protein 
(mg/mL)

Total activity
(U)

Specific activity 
(U/mg)

Recovery 
(%)

Purification 
(fold)

LeuPNA
CE
Ⅰ
Ⅱ

50.00 
16.60 
14.28 

26.10 
 3.19 
 2.24 

6,083.29 
1,867.09 
 183.45 

 4.66 
35.26 
 5.74 

100.00 
 30.69 
  3.02 

1.00 
7.56 
1.23 

ArgPNA
CE
Ⅰ
Ⅱ

50.00 
16.60 
14.28 

26.10 
 3.19 
 2.24 

3,152.00 
1,054.10 
 256.25 

 2.42 
19.91 
 8.01 

100.00 
 33.44 
  8.13 

1.00 
8.24 
3.32 

1)
CE, crude extracts; Ⅰ, 30～50 kDa fraction; Ⅱ, 15～24 kDa fraction.

Table 5. Comparison of exopeptidase activities of fractions obtained from the crude extracts of squid viscera by different 
fractionation methods toward LeuPNA and AgrPNA as substrates

Fractionation Methods Substrate Total activity (U)1) Specific activity (U/mg) Recovery (%) Purification (fold)

Crude extracts
LeuPNA
ArgPNA

6,083.29
3,152.00

 4.66
 2.42

100.00
100.00

 1.00
 1.00

Acetone 
(Ⅱ, 30～40%)

LeuPNA
ArgPNA

739.73
722.12

16.80
16.40

 12.16
 22.91

 3.60
 6.79

Ammonium sulfate
(Ⅴ, 60～70%)

LeuPNA
ArgPNA

899.11
342.62

57.00
21.72

 14.78
 10.87

12.23
 8.99

Anion exchange 
chromatography (Ⅱ, 0.2 M)

LeuPNA
ArgPNA

646.65
 392.74

34.49
21.00

 10.63
 12.46

 7.41
 8.68

Gel chromatography 
(Ⅰ, 30～50 kDa)

LeuPNA
ArgPNA

1,866.96
1,054.03

35.26
19.91

 30.69
 33.44

 7.56
 8.24

1)Total activities (U) were calculated based on the 50 mL of CE.

Ⅰ이 1,867.09 U로, fraction Ⅱ의 183.45 U에 비해 10.2배 

높았다.

Fraction Ⅰ 및 Ⅱ의 ArgPNA에 대한 비활성 및 정제도는 

fraction Ⅰ이 각각 19.91 U/mg 및 8.24배로, fraction Ⅱ의 

각각 8.01 U/mg 및 3.32배에 비하여 높았으며, 각 fraction의 

ArgPNA에 대한 총 회수율은 41.57%이었고, fraction Ⅰ이 

33.44%로 대부분을 차지하였다. 이들 fraction의 ArgPNA에 

대한 총활성은 fraction Ⅰ이 1,054.10 U로, fraction Ⅱ의 

256.25 U에 비하여 4.1배 높았다.

이상의 결과에서 원양산 오징어 내장 조효소로부터 겔 여

과로 분획한 fraction Ⅰ은 fraction Ⅱ에 비하여 두 종의 기

질(LeuPNA 및 ArgPNA) 모두에 대하여 분해활성과 회수

율이 높았고, 두 종의 기질 간에는 LeuPNA보다는 ArgPNA

의 분해활성, 회수율 및 정제도가 높았다.

Kurokawa와 Suzuki(22)은 넙치(Paralichthys olivaceus) 

유어의 소장 brush border의 조효소로부터 겔 여과로 분획

한 fraction(170 kDa)의 LeuBNA 기질에 대한 비활성의 경

우 조효소에 대해 19.3배로 증가하였다고 보고한 바 있고, 

Perez-Guzman 등(23)은 Latococcus lactis sub sp. cre-

moris NRRL 634로부터 gel filtration으로 분획한 frac-

tion(80 kDa)의 Arg-ProPNA 기질에 대한 정제도 및 회수

율의 경우 각각 5.1배 및 50.2%이었다고 보고한 바 있다.

이상의 결과와 보고로 미루어, 겔 여과에 의한 분획이 정

제도 및 회수율 측면에서 효과적인 것으로 판단되었다. 따라

서 Sephadex G-50을 이용한 겔 여과에 의해 오징어 내장 

조효소로부터 고 활성 aminopeptidase를 분획하고자 하는 

경우 30～50 kDa 범위의 분자량 분포를 보이는 fraction Ⅰ

을 분획 및 투석하여 조제하는 것이 가장 좋으리라 판단되었다.

한편, 겔 여과 분획방법에 따른 단점은 분자량 크기에 의

한 분획방법이므로 분획효과를 높이기 위해 가늘고 긴 col-

umn을 사용하여야 하고, 1회 처리량이 본 실험에 사용한 

분획 방법 중에 가장 적으며, 상온에서의 단백질 변성을 최

소화하기 위해 저온에서 실행하여야 하고, 경우에 따라 

fraction의 농축과정이 필요한 점 등을 들 수 있다. 따라서 

gel filtration matrix를 이용한 분획방법은 재현성과 연속처

리가 가능하고, 분획 후 별도의 처리(탈염 및 농축)가 최소화

되는 점으로 미루어 보아 단백질 유용자원의 분획에 효과적

이라고 할 수 있으며, 단점인 대량처리를 위한 산업화 공정

의 개발이 필요할 것으로 생각된다.

분획방법의 상호비교

오징어 내장 조효소로부터 4종류의 분획방법(아세톤, 황

산암모늄, 음이온 교환 크로마토그래피 및 겔 여과)을 이용

하여 얻은 최적 fraction들을 대상으로 exopeptidase의 효율

적 분획방법을 검토하였다. 이를 위하여 각 분획방법별 조효

소의 1회 기준 처리량을 50 mL로 해서, 총활성, 비활성, 회수

율 및 정제도에 대해 상호 비교하여 Table 5에 나타내었다. 

분획방법에 따른 오징어 내장 조효소 유래 exopeptidase의 
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LeuPNA에 대한 총활성 및 회수율은 겔 여과 분획법이 각각 

1,866.96 U 및 30.69%로 가장 효율적이었고, 다음으로는 황

산암모늄(899.11 U 및 14.78%), 아세톤(739.73 U 및 12.16%)

의 순이었으며, 음이온교환 크로마토그래피가 각각 646.65 

U 및 10.63%로 분획효율이 가장 낮았다. 또한 분획방법에 

따른 오징어 내장 조효소 유래 exopeptidase의 ArgPNA에 

대한 총활성 및 회수율의 결과도 같은 경향을 나타내었다.

이와 같은 결과로 미루어 보아 산업성을 고려하여 오징어 

내장 조효소로부터 경제성을 가진 exopeptidase를 분획하고

자 하는 경우 탈 이온수로 원양산 오징어 내장으로부터 조효

소를 추출한 다음 겔 여과를 이용하여 분자량 30～50 kDa 

범위의 fraction을 분획하여 제조하는 것이 적절하리라 판단

되며, 이와 같은 방법으로 분획한 fraction은 그 기질 특이성

으로 보아 peptide 말단으로부터 Arg보다는 Leu에 대한 분

해능이 강하리라 추정되었다.

따라서 오징어 가공부산물인 내장으로부터 산업적 이용

을 가능하게 하기 위해서는 겔 여과의 장점인 높은 재현성과 

회수율을 실현하고, 1회 처리량이 적은 단점을 획기적으로 

개선한 연속 및 대량처리가 가능한 scale-up 공정개발이 필

요할 것으로 사료된다.
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요   약

원양산 오징어 내장 조효소로부터 아세톤법, 황산암모늄

법, 음이온교환 크로마토그래피법 및 겔 여과법을 이용하여 

exopeptidase를 분획한 다음, 각 분획방법별 fraction들의 효

소 활성(총활성 및 비활성), 정제도 및 회수율 등을 검토하여 

최적 분획조건을 구명하고자 하였다. 아세톤 분획법의 경우 

아세톤의 최종농도가 30～40%가 되도록 분획하는 것이, 황

산암모늄 분획법의 경우 황산암모늄을 60～70%의 포화농

도가 되도록 분획하는 것이, 음이온교환 크로마토그래피의 

경우 0.2 M NaCl을 이용하여 분획하는 것이, 그리고, 겔 여

과의 경우 분자량 30～50 kDa 범위의 것을 분획하는 것이 

효율적이었다. 분획방법별 최적 활성 fraction간의 상호비교

에서 LeuPNA 및 ArgPNA에 대한 총활성 및 회수율은 겔 

여과가, 비활성 및 정제도는 황산암모늄에 의한 분획법이 

가장 우수한 것으로 나타났다. 원양산 오징어 내장으로부터 

탈 이온수로 조효소를 추출한 다음, 겔 여과로 분획한 exo-

peptidase의 식품가공소재로서 산업적 이용을 위해서는 겔 

여과법의 특성을 기초로 하여 추출 조효소로부터 연속 및 

대량처리를 위한 공정개발이 필요할 것으로 사료된다.
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