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Abstract

As byproducts of chicken slaughtering, chicken feathers are produced and mostly discarded without proper treatment, 
which results in serious environment pollution. Therefore, the appropriate treatment and utilization of chicken feathers 
are needed. In particular, chicken feathers can be used as protein sources for the preparation of protein hydrolysates, 
considering that chicken feathers have a large amount of proteins. In this study, chicken feather protein hydrolysates 
were prepared and their iron-binding peptides were isolated. Chicken feather protein was extracted from feathers 
of slaughtered chicken, and its hydrolysates were prepared via hydrolysis with Flavourzyme for 8 h. Then the 
chicken feather protein hydrolysates were ultra-filtered to obtain small peptide fractions and fractionated using 
Q-Sepharose and Sephadex G-15 columns to isolate their iron-binding peptides. Two major fractions were produced 
from each of the Q-Sepharose ion exchange chromatography and the Sephadex G-15 gel filtration chromatography. 
Among the fractions, the peptide fraction with a high iron-binding activity level, F12, was isolated. These results 
suggest that chicken feather protein hydrolysates can be used as iron supplements.
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서 론
1)

닭고기의 소비가 지속적으로 증가하고 있고, 그에 따른

도계장의 부산물로써 생산되는 닭털 또한 증가하고 있는

상황이다(1). 세계적으로 매년 도계 후 부산물인 닭털이

약 9억 톤 이상 발생하는데(2), 국내에선 대부분 특별한

처리 없이 버려지는 등 환경오염 문제가 되고 있다. 닭털은

약 91%가 단백질로 구성되어 있는데(3), 단백질 구성에 있

어서 높은 함량의 시스틴과 수산기 함유 아미노산을 갖는

특징이 있다(4). 이러한 특성 때문에 닭털 단백질은 낮은

용해성을 가지고 있고, 단백질을 추출하기 위해서는 이황

화 (S-S) 결합과 수소결합을 파괴해야 한다(5). 그래서 닭털

단백질의 활용방안으로써 효소적 가수분해를 통한 생리활

성을 갖는 펩타이드의 생산이 제시된다.

*Corresponding author. E-mail：kbsong@cnu.ac.kr
 Phone：82-42-821-6723, Fax：82-42-825-2664

생리활성 펩타이드는 일반적으로 생리적 활성을 가지는

분자량이 작은 펩타이드로 정의되는데(6). 보통 3-20개의

아미노산으로 구성되어 있고 아미노산의 조성이나 서열에

따라 펩타이드의 활성이 다양하다(7). 특히 단백질에 비해

크기가 작은 생리활성 펩타이드는 생체내로 쉽게 흡수될

수 있으며, 다양한 기능적 특성을 갖는다(8). 생리활성 펩타

이드의 효과로는 미네랄 운송(9,10), 항고혈압(11), 항혈전

(12), 항균활성(13) 등이 있으며, 일부 생리활성 펩타이드는

다기능적인 특성을 가지고 있다고 보고되었다(14).

필수 미량원소 중 하나인 철분은 헤모글로빈 같은 단백

질의 구성요소와 여러 효소의 기능에서 중요한 역할을 한다

(15). 그러나 철분의 낮은 생체 내 이용률로 인해 전 세계

여성과 어린이의 약 25%정도가 철분 결핍을 겪고 있는데,

철분 결핍은 빈혈과 관련이 있으며 어린이의 정신적, 신체

적 성장을 지연시킨다고 알려졌다(16). 이러한 이유로 인하

여 철분 강화 제품이 출시되고 있지만, 대부분 염 형태의

제품이기 때문에 다른 성분들과의 반응으로 인하여 낮은
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생체 이용률을 갖는다(9). 반면에, 연구 결과에 의하면 낮은

분자량을 갖는 펩타이드에 킬레이트 된 철분의 경우 생체

내 흡수 및 이용률이 향상될 수 있다고 보고되었다(17).

그러므로 본 연구에서는 저렴한 단백질 원료로써 이용 가능

한 도계 부산물인 닭털의 효소적 가수분해를 통해 얻어진

닭털 단백질 가수분해물로부터 철분 결합 펩타이드를 분리

하고자 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에서 사용된 닭털은㈜하림(Iksan, Jeonbuk, Korea)

에서 제공받아 사용하였고, Flavouryzme(from Aspergillus

oryzae, activity 500 LAPU/g protein)은 Novo Nordisk

Co(Bagsvaerd, Denmark)에서 구입하였다. 실험에 사용된

모든 시약은 일급 이상의 등급을 사용하였다.

닭털의 전처리

닭털의 오염물질을 제거하기 위해 물로 세척한 후, 실온

에서 72시간 동안 건조하였다. 세척된 닭털을 분쇄기(Osaka

Chemical Co, Osaka, Japan)를 이용하여 30,000 rpm으로

75-700 μm 크기로 절단하고, 절단된 닭털의 지방을 제거하

기 위하여 헥산과 1:50 (w/v)의 비율로 혼합하여 30분 동안

추출하고 정치시켜 상층액을 제거하였으며, 이를 3회 반복

하여 수행하였다. 탈지된 닭털은 실온에서 24시간 동안 건

조하였다.

닭털 단백질의 추출

탈지된 닭털로부터의 단백질 추출은 Nomura 등(18)의

방법을 변형하여 수행하였다. 닭 털과 증류수를 1:1(w/v)의

비율로 섞어 준 뒤 1 N NaOH 300 mL를 첨가하여 24시간

동안 실온에서 교반하여 추출한 다음, 불용성물질을 제거

하기 위해 10,000 g에서 1시간 동안 원심 분리하였다. 이렇

게 얻어진 상층액을 1 N HCl을 사용하여 중화하였고, 중화

된 용액을 탈염하기 위하여 투석막(Regenerated cellulose,

MWCO, 3.5 kDa, Spectrum Laboratories, Inc., Rancho

Dominguez, CA, USA)에 넣고 72시간 동안 투석하였다.

투석된 용액은 다음 실험에 사용하기 위해 동결 건조한

다음 -20℃에서 저장하였다.

닭털 단백질 가수분해물의 제조

닭털 단백질 가수분해물을 제조하기 위하여 Lee와

Song(9)의 방법을 참고하여 가수분해를 실시하였다. 가수

분해를 위한 기질로 사용될 2%(w/v) 닭털 단백질 용액을

제조하기 위하여 동결건조된 닭털 단백질을 10 mM sodium

phosphate buffer(pH 7.0)에 용해하였다. 단백질 가수분해

효소로써 Flavourzyme을 기질 대비 효소 30:1(w/w)로 첨가

하여 50℃, pH 7.0에서 8시간 동안 가수분해를 진행하였다.

가수분해 종료 시, 효소의 반응을 정지시키기 위하여 95℃

에서 10분간 가열하여 효소를 불활성화 하였고, 5,000g에서

20분 동안 원심 분리하여 상등액을 얻어 가수분해물을 얻

었다.

닭털 단백질 가수분해물로부터 철분 결합 펩타이드의 분리

분자량이 작은 철분 결합 펩타이드를 분리하기 위하여,

닭털 단백질 가수분해물을 먼저 Amicon 8200(Millipore Co,

Billerica, MA, USA)을 이용하여 분자량 3 kDa 이하로 한외

여과를 하였는데, 한외여과막으로는 Ultracel PL-3

(Millipore Co., Billerica, MA, USA)을 사용하였다. 한외여

과 된 닭털 단백질 가수분해물을 10 mM Tris-HCl buffer(pH

8.0)에 용해하여 용액(3 mg/mL)을 제조하였고, Q-Sepharose

fast flow 컬럼(5 cm x 10 cm, GE Healthcare Co., Uppsala,

Sweden)을 이용하여 2 mL/min의 유속으로 분획하였고, 이

때 용출은 10 mM Tris buffer(pH 8.0)에 0.5 M NaCl을 첨가

하여 선형구배를 사용하였다. 분획된 시료는 214 nm에서

흡광도를 측정하여 검출하였고, 분획에 존재하는 염들을

제거하기 위하여 regenerated cellulose로 제조된 투석막

(MWCO, 0.1-0.5 kDa, Spectrum Labroatories, Inc, Rancho

Dominguez, CA, USA)을 이용하여 24시간 동안 투석을 한

후, 분리된 각 분획에 대해 철분 결합력과 펩타이드농도를

측정하였다. 얻어진 분획들 중 가장 철분 결합력이 높은

분획을 더 분리하기 위해 Sephadex G-15 컬럼(1.5 cm x

100 cm, GE Healthcare Co, Uppsala, Sweden)을 사용하였다.

이동상 용매로 탈이온수를 사용하여 0.75 mL/min의 유속으

로 분획하였고, 용출된 시료는 214 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 분리된 각 분획에 대해 철분 결합력과 펩타이드

농도를 측정하여 비교, 분석하였다.

펩타이드 함량 측정

펩타이드 함량의 측정은 지표로 사용되는 available 아미

노기 농도를 trinitrobenzene sulfonic acid(TNBS) assay를 이

용하여 측정하였다(9,19). 시료에 0.1 M sodium borate

buffer(pH 9.2)를 첨가한 후 5 mM TNBS 용액과 혼합하여

30분 동안 실온에서 반응시키고, 반응을 정지시키기 위해

18 mM sodium sulfite(Na2SO3)와 2 M monobasic sodium

phosphate(NaH2PO4)를첨가한후, spectrophotometer (UV-2450,

Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 사용하여 420 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

철분 결합력 측정

시료를 20 mM sodium phosphate buffer(pH 7.0)에 용해시

킨 뒤, 5 mM ferrous chloride(FeCl2)를 첨가하여 실온에서

1시간 동안 반응시켰다. 침전물을 제거하기 위해 3,500

g에서 20분간 원심 분리하여 상등액을 얻은 후, free Fe을
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제거하기 위하여 투석막(regenerated cellulose, MWCO,

0.1-0.5 kDa, Spectrum Laboratories, Inc.)에 넣고 6시간 동안

투석을 수행하였다. 이렇게 얻어진 용액의 철분 함량을

ortho-phenanthroline을 이용한 발색법(20)을 이용하여 측정

하였다(9).

결과 및 고찰

닭털 단백질로부터 가수분해물의 제조

닭털 단백질로부터 철분 결합력이 높은 저분자량 펩타이

드를 분리하기 위하여, 상업적으로 널리 사용되는 단백질

가수분해 효소인 Flavourzyme을 이용하여 닭털 단백질 가

수분해물을 제조하였다. Flavourzyme의 최적 가수분해 조

건인 50℃, pH 7.0에서 8시간 동안 가수분해를 실시하여

가수분해물을 얻었는데, 가수분해 시간 8시간은 기존 연구

결과(9,21)를 토대로 충분히 가수분해되는 시간으로 판단

하여 결정하였다. 가수분해 시간이 증가함에 따라, 펩타이

드 농도에 비례하는 available 아미노기 농도(0 h, 5.90; 1

h, 16.68; 4 h, 21.94; 6 h, 25.73; 8 h, 29.43 mM)가 증가하는

등 기존 문헌 보고(9,21)와 유사한 경향을 나타내었다. 이렇

게 얻어진 가수분해물로부터 저분자량 펩타이드를 얻기

위해 한외여과막을 이용하여 한외여과를 하였다. 가수분해

물 중 체내 흡수율과 이용률이 높은 펩타이드가 저분자량이

어서(22), 3 kDa 이하로 한외여과 하였다. Huang 등(23)의

새우 가공 부산물로부터 철분 결합 펩타이드를 동정한 결과

699 Da의 분자량을 가진 펩타이드가 보고되었고, 최등(29)

의 면실박단백질로부터 철분 결합 펩타이드의 분리에 관한

실험에서도 철분 결합력을 갖는 분획이 3 kDa 이하였으며,

Vattem과 Mahoney(25)의 연구에서도 닭 근육단백질로부

터 철분 결합력을 가지는 주요 분획이 2-3.5 kDa에 존재하

였다고 보고한 바 있다.

닭털 단백질 가수분해물로부터 철분 결합 펩타이드 분리

Vegarud 등(26)의 보고에 따르면 단백질과 펩타이드가

음전하를 갖는 곁사슬을 가지고 있어야 철분이나 칼슘과

같은 2가 양이온과 효과적으로 결합한다고 하였고, Chaud

등(27) 또한 펩타이드의 전하가 철분과 결합하는데큰영향

을 준다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는, 한외여과

된 닭털 단백질 가수분해물로부터 철분 결합 펩타이드를

분리하기 위하여 음이온수지 크로마토그래피를 이용하여

분획을 실시하였다. Q-Sepharose fast flow column을 사용한

결과, 2개의주요 분획을 얻을 수 있었다(Fig. 1). 각 분획에

서 염을 제거하기 위하여 투석막을 사용하여 투석을 진행한

후 동결건조하여 각 분획에 대한 펩타이드 함량 및 철분

결합력을 측정한 결과, 2개의 분획 중 F1의 철분 결합력이

가장 높았다(Fe/Peptide; F1, 0.13; F2, 0.02). 따라서 F1을

Fig. 1. Elution profile of chicken feather protein hydrolysates from
Q-Sepharose fast flow column.

다시 켈여과크로마토그래피로써 Sephadex G-15 컬럼을 사

용하여 더 분리한 결과, 2개의 주요 분획을 얻었다(Fig. 2).

그리고 각 분획에 대한 펩타이드 함량과 철분 결합력을

측정한 결과, 2개의 분획 중 F12가 F11에 비해 철분과의

결합력이 더 높은 것으로 확인되었다(Fe/Peptide; F11, 0.06;

F12, 0.22).

Fig. 2. Elution profile of the F1 fraction (Fig. 1) from Sephadex
G-15 column.

현재 시판되고 있는 철분 보충제의 경우, phosphate,

oxalic acid, phytic acid 등과 같은 화합물에 의해 생체 내

철분의 흡수가 저해되고, 또한 다른 음이온 물질과 결합하

여 흡수가 불가능한 물질로 변형되기 쉽기 때문에 철분의

안정적인 흡수를 위해서는 펩타이드와 결합된 형태가 바람

직하며(28), 또한 펩타이드에 결합된 철분이 철분의 흡수를

저해하는 ferric hydroxides의 형성을 막아준다고 보고되었

다(29). 한편, Lee와 Song(9)의 돼지 혈청 단백질로부터 철

분 결합 펩타이드의 분리에 관한 연구에서 철분 결합력이

높은 펩타이드를 분리한 결과, Asp와 Glu이 철분 결합에

영향을 준다고 보고하였고, Gaucheron(15)의 보고에서도



한국식품저장유통학회지 제20권 제3호 (2013)438

철분 결합 부위에는 Asp, Glu 같은 아미노산으로 구성되어

있다고 보고하였다. 이러한 연구 결과들은 Asp와 Glu가

철분의 결합에 중요한 영향을 미친다는 것을 보여주는데,

닭털을 구성하는 아미노산의 조성에서도 Asp와 Glu의 함

량이 많다고 보고된 바 있다(30).

본 연구에서 닭털 단백질 가수분해물로부터 분리된 F12

는 철분과 결합력이 강한 분획으로써 향후 아미노산 서열

분석 등 더 많은 연구가 필요하지만, 기존 염 형태의 철분

보충제보다 안정적이고 생체 내 흡수 및 이용률이 높다는

장점을 가지고 있기 때문에, 앞으로 철분 보충제로써 사용

될 수 있다고 판단된다.

요 약

닭털 단백질을 단백질 가수분해 효소인 Flavouzyme을

이용하여 8시간 동안 가수분해하여 가수분해물을 제조하

였다. 닭털 단백질 가수분해물로부터 저분자량 펩타이드를

얻고자 한외여과를 하였고, 철분 결합 펩타이드를 분리하

기 위해 Q-Sepharose와 Sephadex G-15 컬럼을 사용하여

분리하였다. 그 결과, 철분 결합력이 높은 펩타이드 분획,

F12를 분리하였고, 향후 철분 보충제로써 활용이 가능하다

고 판단된다.
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