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Abstract The Maillard reaction is a non-enzymatic reaction between amino and carbonyl groups. During milk processing,
lactose reacts with milk protein through this reaction. Infant formulas (IFs) are milk-based products processed with heat-
treatments, including spray-drying and sterilization. Because IFs contain higher Maillard reaction products (MRPs) than
breast milk, formula-fed infants are subject to higher MRP exposure than breast milk-fed ones. In this study, we
investigated the optimization of conditions for minimal MRP formation with the addition of L-carnitine (L-car), pyridoxine
hydrochloride (PH), and DL-α-tocopheryl acetate (α-T) in an IF model system. MRP formation was monitored by response
surface methodology using fluorescence intensity (FI) and 5-hydroxymethylfurfural (HMF) content. The optimal condition
for minimizing the formation of MRPs was with 2.3 µM L-car, 15.8 µM PH, and 20.6 µM α-T. Under this condition, the
predicted values were 77.4% FI and 248.7 ppb HMF.
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서 론

조제분유는 영유아들이 모유를 먹을 수 없는 경우 또는 영양

보충의 목적을 위해 우유를 바탕으로 영유아가 필요로 하는 각

종 영양소를 첨가하여 만든 식품으로 미생물학적 안전성과 제품

의 보존성을 높이기 위해 살균, 농축 및 분무건조와 같은 열처리

제조공정을 거쳐 생산된다(1). 초고온 단시간 가열법(UHT, Ultra-

high temperature sterilization, 130-135oC, 2-3초) 또는 멸균(110oC

이상, 10-30분)처리를 하면 유통기한이 수개월로 연장될 수 있지

만(2) 이러한 고온의 열처리와 분무건조, 긴 저장기간은 조제분

유의 조성 간 화학적 반응을 야기 시킬 수 있다(3). 그 중 대표

적인 화학적 반응인 마이얄반응은 식품에서 가열 또는 저장 시

환원당의 카르복실기와 단백질의 아미노기의 비효소적 축합반응

으로 일어나고 마이얄 반응생성물(MRPs, Maillard reaction prod-

ucts)을 생성한다(4). 우유에 열처리를 가하면 환원당인 유당과 우

유단백질의 아미노기(주로 라이신잔기의 ε-아미노기)가 반응하여

다양한 MRPs를 생성한다. 마이얄반응의 초기단계에서는 주로 아

마도리 생성물인 lactulosyllysine이 생성되고 이 생성물은 아미노

산 분석방법으로 측정할 수 있지만 시간이 많이 소요되는 단점

이 있어 furosine 분석이 초기 마이얄생성물 지표로서 더 많이 사

용된다(5,6). Furosine은 산가수분해로 생성되고(7) HPLC와 이온

교환 크로마토그래피를 이용하여 쉽게 분석이 가능하다(8,9). 반

응이 지속되면서 아마도리 생성물로부터 5-hydroxymethylfurfural

(HMF), lysylpyrraline, 3-deoxypenulose, galactosyl-β-pyranone 등과

같은 다양한 MRPs가 생성된다. HMF, lysylpyrraline, galactosyl-β-

pyranone은 HPLC (High performance liquid chromatography) 를

이용하여 쉽게 분석이 가능하다(10-14). 3-Deoxypenulose는 스펙

트럼분석과 크로마토그래피 기술을 이용하여 분석이 가능하고

Troyano 등(15)은 가스크로마토그래피를 이용하여 상업적으로 살

균된 우유 속 3-deoxypentulose함량을 측정하였다. 또한, 마이얄

반응 중 갈색색소가 만들어지기 전 단계에서 형광을 띈 MRPs가

생성되는데 형광도 측정을 통해 우유의 최종당화산물(AGEs,

Advanced glycation end products) 생성 정도를 스크리닝 할 수 있

다(16,17). 조제분유는 유당과 단백질의 함량이 높고 필수불가결

하게 살균, 분무건조와 같은 열처리공정이 반드시 필요하기 때문

에 마이얄 반응이 더 활발히 진행되고 많은 함량의 MRPs가 생

성된다. 조제분유는 모유보다 100-400배 높은 AGEs 함량을 가지

고 있으며(18) 실제로 분유를 섭취한 영유아가 모유를 섭취한 영
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유아 보다 혈청 내 AGEs함량이 더 높다고 보고되었다(19). AGEs

노출은 소아당뇨 및 이로 인한 미세혈관 합병증에 영향을 줄 수

있고(20) 인슐린 대사 이상(21), 면역이상 반응(염증발현)(22) 등

을 유발할 수 있다고 보고되었다. 많은 식품들의 MRPs 저감화

연구는 이루어지고 있으며, 특히 항산화물질은 마이얄반응 중 생

성되어 반응을 더 촉진시키는 자유라디칼과 직접 반응함으로써

마이얄반응을 억제시킬 수 있는 항당화 효과가 있다고 밝혀져 있

다(23). 따라서, 본 연구는 분유모델시스템을 구축하고 식품공전

상 조제분유의 첨가물로서 허용된 물질 중 항산화 및 항당화 효

능이 있다고 알려진 L-carnitine, pyridoxine hydrochloride, DL-α-

tocopheryl acetate (24-27)를 요인변수로 하고 열처리를 가한 우유

의 MRPs생성 정도의 지표로 사용될 수 있는 형광도와 HMF함

량을 종속변수로 설정하여 중심합성계획(CCD, Central composite

design)에 의한 반응표면분석(RSM, Response surface methodology)

(28)을 통해 분유모델시스템의 MRPs 생성을 저감화 할 수 있는

최적조건을 찾고자 하였다.

재료 및 방법

시약 및 재료

D-Lactose monohydrate, pyridoxine hydrochloride는 Sigma Aldrich

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고 sodium

caseinate는 Irish dairy board (Dublin, Ireland)에서 구입하였으며,

DL-α-tocopherylacetate은 DMS Nutritional Products Ltd. (Basel,

Switzerland)에서, L-carnitine은 CHEMCON GmbH (Freiburg,

Germany)에서 구입하였다. 시료의 전처리 및 분석용 시약으로

oxalic acid, trifluoroacetic acid (TFA)은 Sigma Aldrich에서 구입

하였고 methanol은 Burdick & Jackson Muskegon (Muskegon,

MI, USA)에서 구입하였으며, trichloroacetic acid (TCA)은 Kanto

Chemical Co., Inc. (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였고, 표준

물질로서 5-hydroxymethylfurfural (HMF)은 TCI America Inc.

(Portland, OR, USA)에서 구입하여 사용하였다.

반응 표면 분석법(Response surface methodology, RSM)

실험 설계

첨가물을 이용한 분유모델시스템의 당화생성물 저감화 연구를

위해 반응표면분석법(response surface methodology, RSM)을 사용

하였다. 독립변수는 L-carnitine (X1), pyridoxine hydrochloride (X2),

DL-α-tocopheryl acetate (X3)의 농도로 설정하였다. CCD에 의해

독립 변수들을 5단계(−1.682, −1, 0, 1, 1.682)로 부호화(Table 1)

하여 실험설계를 하였고 설정된 17개의 실험조건에 맞춰 실험을

수행하였다(Table 2). 또한 독립변수에 의해 영향을 받는 종속변

수(Yn)는 형광도(Y1), HMF 함량(Y2)으로 하였고 반응표면분석 그

래프는 Maple 7 (Waterloo Maple Inc., Waterloo, ON, Canada)프

로그램을 사용하여 나타냈다.

분유 모델시스템 구축

분유 모델시스템은 시중에서 판매되고 있는 조제분유 중 6개

월에서 24개월의 영아가 섭취하는 제품의 유단백질과 유당의 비

율인 1:2.8로 제조하였다. 유단백질로 sodium caseinate, 유당으로

D-lactose monohydrate를 사용 하였고 sodium caseinate (3 mg/mL)

와 D-lactose monohydrate (8.4 mg/mL)를 0.1 M sodium phos-

phate buffer (pH 7.0)에 용해한 후 혼합액의 최종 부피를 5 mL로

하였다. Ukeda 등(29)은 UHT열처리를 가한 우유 모델시스템을

구축하기 위해 유당과 카제인 혼합물을 항온수조 또는 가압멸균

기를 이용하여 120oC에서 20분간 반응시켰다. 따라서, 본 연구에

서는 유단백질-유당 혼합물을 항온수조를 이용하여 100oC에서 30

분간 반응하여 UHT 열처리를 가한 분유 모델시스템을 구축하였

다. 분유 모델시스템의 MRPs 생성여부는 형광도 측정을 통해 확

인하였다. 형광도는 분광형광계(VICTOR3TM, Perkin Elmer,

Waltham, MA, USA)를 사용하여 excitation 370 nm, emission

440 nm에서 측정하였고 결과는 열처리 반응종결 후 측정한 형광

도 값에서 열처리 반응 전 측정한 형광도 값을 뺀 값으로 나타

내었다(30).

HMF 분석

시료 500 µL과 0.2 M oxalic acid 500 µL를 혼합 후 항온수조

에서 90oC에서 30분간 반응하였다. 실온에서 식힌 후, 300 µL

40% (w/v) TCA 용액을 가하여 격렬히 섞어주었다. 그 후에

10,000×g에서 10분간 원심분리 한 후 상등액을 0.45 µm syringe

filter로 여과 하였다. 본 연구의 HMF 분석을 위해 검출기가 장

착된 기기 high performance liquid chromatography system (HPLC)

(1200 series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사

용하였으며, 분석컬럼은 YMC-Triart C18 (4.6×250 mm)을 사용하

였고 시료 주입량은 10 µL로 하였다. 이동상으로는 Table 2에 나

타낸 조건과 같이 이동상A (0.05% trifluoroacetic acid in distilled

water)와 이동상B (methanol)을 각각 0.45 µm cellulose nitrate

Table 1. Independent variables and their levels used in the response surface design

Independent variables Symbol
Levels

-1.682 -1 0 1 1.682

L-carnitine (µM) X1 1.7 2.2 3.0 3.8 4.3

Pyridoxine hydrochloride (µM) X2 9.9 14.0 20.0 26.0 30.1

DL-α-tocopheryl acetate (µM) X3 19.9 24.0 30.0 36.0 40.1

Table 2. HPLC1) operating conditions for the determination of
HMF2)

Instrument
Agilent Series 1200 (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA)

Column
C18 (4.6×250 mm, S-5 µm, Analytical column, 
YMC, Kyoto, Japan)

Mobile phase 0.05% TFA in distilled water/methanol

Wavelength 280 nm

Injection volume 10 µL

Flow rate 1 mL/min

1)High performance liquid chromatography
2)5-Hydroxymethylfurfural
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membrane filters (Whatman, Dassel, Germany), 0.45 µm polytet-

rafluoroethylene (PTFE) membrane filters (Advantec Toyo Kaisha

Ltd., Tokyo, Japan)로 여과하고, 초음파 세척기로 탈기하여 사용

하였다. 기울기 용리 조건은 이동상 A와 B의 비율을 100:0 (0

min), 0:100 (22 min)로 하였고 유속은 1.0 mL/min로 하였으며 측

정파장은 280 nm였다.

표준용액 제조는 500 mg/L HMF 원액을 0.15-5 µg/mL의 농도

로 희석한 용액으로 검량선을 작성한 후 다음시료에 대한 농도

를 측정하였다.

통계분석

첨가물 L-carnitine, pyridoxine hydrochloride, DL-α-tocopheryl

acetate를 분유모델시스템에 적용하였을 때의 MRPs 저감화 특성

은 통계프로그램(MINITAB statistical software Version 13, Minitab

Inc., State College, PA, USA)을 이용하여 반응표면회귀분석으로

통계 처리하였다. 독립변수 Xi, Xj에 대한 종속변수Y의 2차 회귀

모형은 다음과 같이 나타낼 수 있고, β0는 상수이며 βi, βii, βij는

회귀계수이다.

종속변수 형광도(Y1), HMF 함량(Y2)에 대한 회귀 계수는 Table

3와 같이 나타내었고 이를 통해서 반응표면 회귀식으로 나타내

었다(Table 4). 반응표면분석에 의한 MRPs 저감화 조건의 최적화

는 MINITAB statistical software를 이용하여 각각의 반응변수의

특성 값에 대한 목표 값을 설정하여 목표 값을 만족시키고 합성

된 만족도(D)를 최대화하는 인자의 최적 조합으로 결정하였다.

결과 및 고찰

마이얄반응생성물(MRPs) 확인

형광을 띈 MRPs는 주로 마이얄 반응 중 갈색색소가 만들어지

기 전 단계에서 환원당과 아미노기의 비가역적인 결합으로 생성

되고(31) 당의 이성질화와 분해로부터 기인될 수 있으며 형광을

나타내는 정도와 형성 기작은 아미노산의 종류와 존재여부에 따

라 달라 질 수 있다. 또한, 이 물질은 우유의 열처리 정도의 지

표로 사용될 수 있다(30). Morales (30) 등은 유당과 유단백질-유

당 혼합물에 열처리를 가하고 형광도 측정을 하였을 때 유단백

질-유당 혼합물이 더 높은 형광도를 나타냈고 이를 통해 유당과

유단백질을 이용한 모델시스템에서도 마이얄 반응 중 형광을 띈

MRPs가 생성되는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구에서는 유단

백질 sodium caseinate와 유당 lactose monohydrate를 이용하여 분

유모델시스템의 MRPs를 제조하고 이를 형광도 측정을 통해 확

인하고자 하였다. 유단백질(C), 유단백질과 유당을 1:2.8 비율로

섞은 혼합물(LC)을 항온수조를 이용하여 100oC에서 30분간 반응

시켜 형광도를 측정한 결과(Fig. 1) LC는 C보다 약 6.5배 높은

형광도를 나타내었다. 따라서, 이를 통해 분유모델시스템에서

MRPs가 생성됨을 확인 할 수 있었다.

형광도에 대한 첨가물들의 영향

중심합성계획에 의해 설정된 구간범위에서 분유모델시스템에

생성된 MRPs의 형광도를 측정한 결과는 Table 5에 나타내었다.

중심합성계획에서 ANOVA상의 lack of fit은 0.05 이상인 경우 모

형이 적합한 것으로 판단하고, R2는 1에 가까운 수치일수록 좋은

모델임을 나타낸다(32). Y1에 대한 lack of fit은 P=0.691로써 모

형이 적합하였고, R2는 0.942이었다(Table 6). t-Statistic에 근거한

종속변수 Y1의 상수, 일차항(X1, X2, X3), 이차항(X1
2, X2

2, X3
2),

상호항(X1X2, X1X3, X2X3)의 계수와 유의성을 나타낸 결과(Table

3)에서 상수항(p<0.01), X1 (p<0.05), X2, X3 (p<0.01), X1
2, X2

2

(p<0.05), X1X3 (p<0.05)항이 통계적으로 유의성이 있었고 이를 제

외한 나머지 항에서는 유의성이 인정되지 않았다. 또한, ANOVA

분산분석 결과(Table 6) 일차항(p<0.01), 이차항(p<0.01), 상호항

(p<0.05) 모두 통계적으로 유의성이 있는 것으로 나타났다. 각 첨

가물 L-carnitine (X1), pyridoxine hydrochloride (X2), DL-α-toco-

pheryl acetate (X3)의 농도가 형광도 변화에 미치는 영향을 알아

보기 위해 반응표면분석 그래프로 나타내었다(Fig. 2). L-carnitine

의 농도가 높을 때 pyridoxine hydrochloride 20 µM 이하 농도에

서 형광도가 급격히 감소하였고, L-carnitine 의 농도가 낮을 때

DL-α-tocopheryl acetate의 농도가 감소할수록 형광도가 감소하다

가 20 µM일 때 최저치를 나타냈다. 또한, pyridoxine hydrochloride

의 농도가 높을 때 형광도는 DL-α-tocopheryl acetate 농도에 영향

을 받지 않았으나 pyridoxine hydrochloride의 농도가 낮을 때는

DL-α-tocopheryl acetate의 농도가 감소할수록 형광도가 감소하였

다. 위 결과를 종합하였을 때, 세 첨가물들을 병행처리 할 경우

Y β0= βiXi

i 1=

3

∑ βiiXi

2

i 1=

3

∑ βijXiXj

j i 1+=

3

∑
i 1=

2

∑+ + +

Table 3. Regression coefficients and significance of the quadratic

polynomial equation for different responses based on t-statistic

Variables1)
Y1 (fluorescence intensity, 

% of LC)
Y2 (5-hydroxymethylfur-

fural content, ppb)

Coefficient p value Coefficient p value

Intercept 99.314 0.000 323.935 0.000

X1 1.669 0.040 2.157 0.589

X2 3.295 0.002 11.682 0.018

X3 3.985 0.001 13.215 0.010

X1X1 -2.933 0.005 -8.973 0.070

X2X2 -3.450 0.002 -17.469 0.004

X3X3 -1.486 0.081 -5.562 0.227

X1X2 1.843 0.071 2.139 0.681

X1X3 -2.432 0.026 -6.963 0.205

X2X3 -1.601 0.107 -5.416 0.313

1)X1: L-carnitine, X2: pyridoxine hydrochloride, X3: DL-α-tocopheryl
acetate

Table 4. Polynomial equations for responses calculated by RSM1) program

Responses2) Quadratic polynomial models3)

Y1 Y1=Y1=99.314+1.669X1+3.295X2+3.985X3–2.933X1
2–3.450X2

2–1.486X3
2+1.843X1X2–2.432X1X3–1.601X2X3

Y2 Y2=323.935+2.1567X1+11.682X2+13.215X3–8.973X1
2–17.469X2

2–5.562X3
2+2.139X1X2–6.963X1X3–5.416X2X3

1)Response surface methodology
2)Y1: fluorescence intensity (% of LC), Y2: 5-hydroxymethylfurfural content (ppb)
3)X1: L-carnitine (µM), X2: pyridoxine hydrochloride (µM), X3: DL-α-tocopheryl acetate (µM)
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L-carnitine은 1.7-3.0 µM, pyridoxine hydrochloride은 9.9-15.4 µM,

DL-α-tocopheryl acetate는 19.9 µM일 때 형광도 값이 감소할 것으

로 예상된다. 항산화물질들은 라디칼을 소거함으로써 마이얄반응

의 산화적인 가속화 반응을 억제시키고 형광을 띄는 MRPs와 최

종당화산물의 생성을 감소시킬 수 있다(33,34). 본 연구에 사용된

L-carnitine, pyridoxine hydrochloride, DL-α-tocopheryl acetate의 라

디칼 소거 능력은 여러 연구를 통해 보고된 바 있다. Glin 은 L-

carnitine의 항산화 능력을 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 소

거능력, 활성산소 소거능력, 과산화수소 소거능력, 환원력, 금속

킬레이트성 활성 등을 통해 확인한 바 있다(26). Pyridoxine hydro-

chloride는 비타민 B6의 식이보조제이고 비타민 B6는 높은 당함량

에 노출된 적혈구 세포에서 라디칼 생성을 억제시켜줌으로써 지

질산화와 글라이코실화 반응을 억제시킬 수 있다(35). DL-α-

tocopheryl acetate (또는 DL-α-tocopherol)은 비타민 E의 여덟 개의

입체 이성질체의 혼합물로 이루어진 합성 비타민 E로서 페놀 구

조의 수소원자를 라디칼에 제공함으로써 항산화 능력이 있는 것

으로 잘 알려져 있고 산화방지제 및 비타민 보조제로 이용되고

있다(36-38). 따라서, 첨가물들은 라디칼을 소거함으로써 형광을

띄는 MRPs의 생성을 감소시켰을 것으로 생각된다.

HMF 함량에 대한 첨가물들의 영향

HMF는 마이얄 반응 시 생성되는 중간생성물로써 3-deoxyglu-

cosone의 분해 생성물로 잘 알려져 있고(39) sulfotransferases

(SULT)에 의한 설폰화 반응으로 5-sulfoxymethylfurfural (SMF)로

변환된다. SMF의 황산염은 기질에서 쉽게 떨어져나갈 수 있는

탈리기로서 반응성이 매우 큰 중간생성물을 생성하고 DNA 및

다른 고분자들과 결합하여 독성 또는 돌연변이를 일으킬 수 있

다고 알려져 있다(40,41). HMF생성은 열처리 온도, 시간에 영향

을 많이 받기 때문에 우유에 가해진 열처리 정도에 대한 지표로

사용될 수 있고 우유에 열처리를 가해 발생하는 마이얄반응의 대

표적인 지표로 사용된다(42-44). Gkmen과 Senyuva(45)는 우유를

바탕으로 한 영유아 식품의 HMF함량을 측정한 결과 0.18-0.25

mg/kg (180-250 ppb)이 생성됨을 확인하였고, Morales와 Jimenez-

Perez(39)는 우유의 열처리방법에 따른 HMF 함량을 측정한 결과

UHT우유에서 약 3.46 µmol/L (436.34 ppb)이 생성됨을 확인하였

다. HMF 함량은 비색법과 HPLC분석을 이용하여 측정할 수 있

다. HPLC를 이용한 HMF함량 분석은 1984년에 개발되었고 비색

법 보다 더 정확하고 감도가 높으며 빠르게 측정할 수 있다(46,47).

따라서, 본 실험에서는 분유모델시스템의 HMF함량을 HPLC분석

을 이용하여 측정하였다. C와 LC의 HMF함량을 측정한 결과, C

에서는 HMF가 검출되지 않았고(data not shown) LC의 HMF 함

량은 323.5±9.5 ppb였기 때문에 HMF 함량을 분유모델시스템에서

생성된 MRPs 함량의 지표로 적합하다고 판단하였다(Fig. 3).

중심합성계획에 의해 설정된 구간범위에서 분유모델시스템에

생성된 HMF 함량을 측정한 결과는 Table 5에 나타냈다. Y2 에

대한 lack of fit은 P=0.281, R2는 0.861로써 모형이 적합하였고

(Table 6) t-statistic에 근거한 종속변수 Y2의 상수, 일차항(X1, X2,

X3), 이차항(X1
2, X2

2, X3
2), 상호항(X1X2, X1X3, X2X3)의 계수와 유

의성을 나타낸 결과(Table 3)에서 X2, X3 X2
2 (p<0.05)항이 통계적

으로 유의성이 있는 것으로 나타났고 이를 제외한 나머지 항에

서는 유의성이 인정되지 않았다. 또한, ANOVA 분산분석 결과

(Table 6) 일차항과, 이차항(p<0.05)에서 통계적으로 유의성이 있

는 것으로 나타났고 상호항은 유의성이 인정되지 않았다.

각 첨가물 L-carnitine (X1), pyridoxine hydrochloride (X2), DL-

α-tocopheryl acetate (X3)의 농도가 HMF 함량 변화에 미치는 영

향을 알아보기 위해 반응표면분석 그래프로 나타내었다(Fig. 4).

L-Carnitine의 농도는 HMF함량에 크게 영향을 미치지 않았고

pyridoxine hydrochloride의 농도가 20 µM에서 10 µM로 감소할수

록 HMF 함량이 크게 감소했다. L-Carnitine와 pyridoxine hydro-

Fig. 1. Fluorescence intensity of infant model system. C: sodium
caseinate (3 mg/mL), LC: lactose monohydrate (8.4 mg/mL)+
sodium caseinate (3 mg/mL). Sodium caseinate (3 mg/mL) in the
presence of lactose monohydrate (8.4 mg/mL) in sodium phosphate
buffer (pH 7.0) was glycated at 100oC for 30 min. Control was
prepared in the same ways, without lactose monohydrate. To
measure advanced glycation end products (AGEs) fluorescence
intensity, AGEs were measured by fluorescence at excitation 370 nm
and emission 440 nm. Values are mean±standard deviation of three
replicate experiments. **p<0.001: significantly different from
control group. 

Table 5. Central composite design and responses of dependent

variables for anti-glycation effect

Exp.
no.

Coded levels of variable1) Responses2)

X1 X2 X3 Y1 Y2

1 -1 -1 -1 082±2.73) 249.2±9.30

2 1 -1 -1 85±4.3 265.6±17.0

3 -1 1 -1 86±4.0 275.4±18.7

4 1 1 -1 097±14.5 290.0±10.8

5 -1 -1 1 97±6.8 314.0±14.5

6 1 -1 1 091±15.1 292.1±11.0

7 -1 1 1 95±7.8 308.2±7.90

8 1 1 1 96±7.0 3052±13.3

9 -1.68 0 0 87±6.2 298.0±9.10

10 1.68 0 0 096±11.2 311.8±20.8

11 0 -1.68 0 82±6.5 250.6±17.0

12 0 1.68 0 98±7.9 311.1±13.3

13 0 0 -1.68 88±1.7 302.3±20.3

14 0 0 1.68 103±6.60 326.7±1.50

15 0 0 0 97±7.9 329.3±20.3

16 0 0 0 102±4.10 327.8±20.3

17 0 0 0 99±6.1 312.5±13.6

1)X1: L-carnitine (µM), X2: pyridoxine hydrochloride (µM), X3: DL-α-
tocopheryl acetate (µM)
2)Y1: fluorescence intensity (% of LC), Y2: HMF content (ppb)
3)Results are mean of triplicates±standard deviation.
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chloride의 농도가 높을 때 DL-α-tocopheryl acetate의 농도는

HMF함량에 크게 영향을 미치지 않았지만 L-carnitine의 농도가

낮을 때는 DL-α-tocopheryl acetate의 농도가 감소할수록 HMF 함

량이 급격히 감소했다. 또한, pyridoxine hydrochloride 농도가 낮

고 DL-α-tocopheryl acetate의 농도가 20 µM일 때 HMF함량이 최

저값을 나타냈다. 위 결과를 종합하였을 때, 세 첨가물들을 병행

처리 할 경우 L-carnitine은 1.7-2.2 µM, pyridoxine hydrochloride

은 9.9-17.4 µM, DL-α-tocopheryl acetate는 19.9 µM일 때 HMF

함량이 감소할 것으로 예상된다. 마이얄반응의 초기단계에서는

아마도리 전위가 발생하기 전 당분해반응과 프리라디칼 생성반

응이 일어날 수 있고 환원당과 아미노기의 축합반응으로 생성된

Shiff’s base가 아마도리 전위를 통해 아마도리 화합물을 생성할

Fig. 2. Response surface plot for fluorescence intensity. X1 (L-carnitine, µM), X2 (pyridoxine hydrochloride, µM), X3 (DL-α-tocopheryl
acetate, µM), Y1 (fluorescence intensity, % of LC), Y2 (5-hydroxymethylfurfural content, ppb).

Fig. 3. Chromatographic determination of 5-hydroxymethylfurfural. (A) HMF standard 5 µg/mL, (B) HMF in infant formula model system.

Table 6. Analysis of variance (ANOVA) for response of dependent variables (Y1, Y2)

Responses1) Sources DF SS MS F-value p-value

Y1

Model 9 677.55 075.28 12.52 0.002

Linear 3 403.14 134.38 22.35 0.001

Quadratic 3 179.43 059.81 09.95 0.006

Cross-product 3 094.98 031.66 05.27 0.033

Residual 7 042.09 006.01 - -

Lack of fit 5 026.29 005.26 00.67 0.691

Pure error 2 015.79 007.90 - -

Total 16 719.63 - - -

Y2

Model 9 8593.720 954.86 04.81 0.025

Linear 3 4311.970 1437.320 07.24 0.015

Quadratic 3 3622.620 1207.540 06.08 0.023

Cross-product 3 659.13 219.71 01.11 0.408

Residual 7 1390.200 198.60 - -

Lack of fit 5 1218.050 243.61 02.83 0.281

Pure error 2 172.15 086.07 - -

Total 16 9983.910 - - -

1)Y1: fluorescence intensity (% of LC), Y2: 5-hydroxymethylfurfural content (ppb)
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수 있다(48,49). 마이얄 반응이 계속 진행되면서 아마도리 화합

물의 1,2 enolization과 당분해 반응으로 HMF가 생성될 수 있다

(50,51). 항산화물질들은 라디칼과 반응함으로써 마이얄반응을 지

연시킬 수 있고 α-tocopherol, BHT, BHA, propyl gallate와 같은

항산화물질들의 마이얄반응 지연과 마이얄 초기반응의 대표적

물질인 furosine 함량 감소 효과가 보고된 바 있다(23). 따라서,

L-carnitine, pyridoxine hydrochloride, DL-α-tocopheryl acetate와

같은 항산화물질들은 HMF가 생성되기 전 단계에서 라디칼을 제

거함으로써 마이얄반응의 진행을 지연시켜 HMF생성을 감소시

켜줄 것으로 예상된다.

최적 저감화 조건

분유모델시스템의 MRPs저감화를 위한 최적조건을 구하기 위

해 ANOVA 분석한 결과 형광도(Y1)와 HMF함량(Y2)은 모두 lack

of fit의 값이 0.05 이상으로 반응표면분석 모델에 적합하였기 때

문에 두 종속변수를 최적화 과정에 적용시켰다. Minitab statistical

software의 Multiple Response Optimizer를 사용하여 종속변수 값

의 최소값을 목표로 하여 최적농도를 예측한 결과 L-carnitine,

pyridoxine hydrochloride, DL-α-tocopheryl acetate를 이용하여 분유

모델시스템에서 생성된 MRPs를 저감화 할 수 있는 최적 조건은

L-carnitine 2.26 µM, pyridoxine hydrochloride 15.77 µM, DL-α-

tocopheryl acetate 20.63 µM였다(Table 7). 그 결과, 형광도는

77.4%, HMF 함량은 248.7 ppb로 각각 LC대비 22.6, 23.1% 감소

시킬 수 있다고 예측할 수 있었고 이 때의 만족도 값은 1.0이었

으며, 실제 실험값으로 형광도는 79.3%, HMF함량은 247.6 ppb

로 예측 값과 비슷한 결과를 얻었다(Table 8).

요 약

본 연구는 분유모델시스템에 L-carnitine, pyridoxine hydrochlo-

ride, DL-α-tocopheryl acetate를 첨가하여 Maillard 반응에 의해 생

성된 MRPs를 저감화 시키기 위한 최적조건을 찾기 위해 RSM

의 CCD를 이용하였다. L-Carnitine (X1), pyridoxine hydrochloride

(X2), DL-α-tocopheryl acetate (X3)의 농도를 독립변수로 하고 형광

도와 HMF 함량을 종속변수로 각각 설정하였다. 종속변수 회귀

식의 결정계수(R2)는 각각 0.942, 0.861로 반응표면분석 모델에 적

합하였다. 형광도와 HMF 함량은 L-carnitine과 pyridoxine hydro-

chloride의 농도가 낮을 때 DL-α-tocopheryl acetate의 농도가 감소

할수록 그 값이 급격히 감소하였다. L-Carnitine의 농도가 높을 때

pyridoxine hydrochloride의 농도가 20 µM 이하로 감소할수록 형

광도가 감소하였고 HMF 함량은 L-carnitine의 농도에 관계없이

pyridoxine hydrochloride의 농도가 20 µM 이하로 감소할수록 감

소하는 경향을 나타냈다. 본 실험에서 분유모델시스템에서 생성

된 MRPs를 저감화 할 수 있는 최적조건으로 L-carnitine, pyridoxine

hydrochloride, DL-α-tocopheryl acetate의 농도는 각각 2.26, 15.77,

20.63 µM이었다. 이때 형광도는 77.4%였고 HMF 함량은 248.7

ppb로 각각 유단백질-유당 마이얄 반응생성물(LC, lactose+sodium

caseinate)대비 MRPs를 22.6, 23.1% 감소시킬 수 있다고 예측할

수 있었다. 또한, RSM을 통해 찾은 최적 조건의 실험값으로 형

광도는 79.3%였고 HMF 함량은 247.6 ppb로 각각 LC대비 MRPs

를 20.7, 17.8% 감소 시켰다. 따라서, L-carnitine, pyridoxine hydro-

chloride, DL-α-tocopheryl acetate의 최적화된 혼합을 통하여 분유

제조 시 MRPs 생성을 저감화 시킬 수 있을 것으로 생각된다.
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