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Abstract
This study investigated the activity of crude enzymes obtained from Pyrus pyrifolia cv. 
Shingo on milk proteins. In the milk processing industry, there is an increasing interest in the 
addition of functional materials to dairy products or functional peptides isolated from milk 
proteins. First, Pyrus pyrifolia cv. Shingo was separated into core, flesh, and peel regions, 
and crude enzymes were obtained from the individual regions. The activity of the obtained 
crude enzymes was measured using casein and gelatin agar. The crude enzyme obtained 
from the flesh of Pyrus pyrifolia cv. Shingo decomposed gelatin, but the activity of the crude 
enzymes obtained from the peel and core regions was insignificant. On the other hand, 
the crude enzymes obtained from the flesh and core regions of Pyrus pyrifolia cv. Shingo 
had a remarkable enzymatic activity in casein agar. However, the activity of the crude 
enzyme obtained from the peel region was insignificant. In addition, the crude enzymes 
obtained from the individual regions were mixed with casein to induce reactions, and the 
degradation patterns were investigated through electrophoresis and high performance liquid 
chromatography (HPLC). According to the results, the crude enzymes from Pyrus pyrifolia 
cv. Shingo degraded milk proteins. Thus, the results of this study can be used in studies on 
functionality. Additionally, it is expected that the use of pear peels and cores in the milk 
processing industry would greatly contribute to the reduction of food waste.
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Introduction

배는 장미과 Pyrus 속에 속하며, 중국서부, 아프카니스탄, 인도북서부 및 남동유럽이 원산지이다
(Eun et al., 2012). 배는 유럽계의 서양배(Pyrus communis L.)와 동양계인 일본배(Pyrus pyrifolia N.), 
그리고 중국배(Pyrus ussuriensis M.)로 구분된다(Feron et al., 1996). 우리나라 배는 1906년 일본에서 
개량된 품종들이 도입되어 전국적으로 재배되고 있다(Hwang et al., 2006). 국내에 ’신고’는 1963년에 
도입된 품종으로, 현재 96% 이상이 ’신고’배로 있다(Lee et al., 2010; Lee et al., 2017). 배의 주요 성분
으로는 7 - 10%의 탄수화물, 0.3%의 단백질, 0.2%의 지방, 0.5%의 섬유소, 그리고 85 - 88%의 수분
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을 함유하고 있다(Lee et al., 2003). 배는 강한 알칼리식품으로 Na, K, Mg, P 등을 많이 함유하여 건강에 매우 좋은 것으로 알
려져 있다(Zhang et al., 2003). 배의 주요 기능성 성분으로는 페놀성 성분과 불용성 식이 섬유로 알려져 있다(Leontowicz et 
al., 2003; Zhang et al., 2003; Zheng and Wang, 2003). 배에서 조사된 페놀성 화합물은 arbutin, caffeic acid, catechin, 
chlorogenic acid, coumaric acid, 4-hydroxymethyl bezoic acid, epicatechin, rutin 등으로 있다(Zhang et al., 2007). 탄닌으로 
분류되는 폴리페놀은 항산화 기능으로 식물계에 다량 존재하며 친수성이고 500 - 4,000 Da의 분자량을 가지고 있다(Haslam, 
1989). 그리고 Seo et al. (2001)은 배에서 가장 중요한 폴리페놀 물질은 chlorogenic acid, epicatechin, 그리고 4-hydroxymethyl 
bezoic acid라고 하였다. 왜냐하면 chlorogenic acid는 신고배에서 흑변이 발생하였을 때 급격히 감소하여 배의 산화와 관련
이 있기 때문이다. 한편 식이섬유는 난소화성 고분자물질로 배에서도 많은 식이섬유가 존재하여 생리 및 기능적 역할을 하
는 것으로 보고되어졌다(Zhang et al., 2005). 팩틴은 수용성 하이드로콜로이드 물질로서 점증제, 겔화제 및 안정제로 식품에 
이용된다. 펙틴은 포도당 흡수를 저해시켜 당뇨병환자의 혈중 glucose tolerance를 증진시키는 것으로 알려져 있다. 이는 수
용성 식이섬유가 음식물의 점성을 높여 위에 머무르는 시간과 포만감을 제공하여 영양소의 소화와 흡수를 지연시킨 결과라
고 하였다(Torsdottir et al., 1991). 이외에 인슐린과 배추출물의 복합작용에 의한 고혈당 억제와 고혈압 억제효과가 알려져 
있다(Trejo-González et al., 1996; Femandez et al., 1994).

오랫동안 식육의 연화에 배를 이용하게 된 것은 배에 함유되어 있는 단백질 분해효소의 작용 때문이라고 하였다(Choe et 
al., 1996). 고기의 품질 평가 시 가장 중요한 요소 중의 하나인 연도는 actomyosin toughness와 background toughness에 의
해 결정 된다 (Locker, 1960; Marsh and Leet, 1966). 고기를 연하게 하는 방법은 저온에서 오랫동안 숙성을 하거나, 열을 가
하는 방법, 그리고 단백질을 분해하는 효소를 이용하는 방법 등이 알려져 있다(Dransfield and Etherrington, 1981; Macfarlane, 
1985; Elkhalifa and Marriot, 1990). 그러나 이러한 방법은 고기를 변색시키거나, 변질 또는 연화의 과다 등이 문제될 수 있
다. 이처럼 식육산업에 있어서 질긴 고기의 연화방법으로는 다양한 방법이 이용되고 있다. 반면 유제품 산업에 있어서는 유
산균, 효모 및 곰팡이에 의한 단백질 분해에 의존하고 있다. 유제품에 있어서 단백질분해는 다양한 생리기능을 가지는 
peptide 들을 기대할 수 있다. 그러나 과일의 효소를 이용한 우유 단백질 분해에 대한 연구와 그 분해물로부터 얻어진 peptide

들의 기능에 관한 연구 논문은 보고된 바 없다. 따라서 본 연구는 Pyrus pyrifolia cv. Shingo (신고배)로부터 얻어진 조효소의 
우유단백질에 대한 분해를 조사하였다. 우유단백질이 과실의 효소에 의해서 다양한 peptide로 분해 된다면, 얻어진 peptide

들의 생리적 기능 또한 기대할 수 있다.

Materials and Methods

시약

Amresco (USA)사로부터 tris, TEMED (tetramethylethylenediamine), SDS (sodium dodecyl sulfate), NaCl (sodium 
chloride), 그리고 glycine을 사용하였다. TNT research (Korea)사로부터 urea, acrylamide, 그리고 CBB-R250을 사용하였다. 
Acetic acid, ethanol, methanol과 glycerol은 Daejung Chemicals & Metals (Korea)사의 것을 사용하였다. 그 외 casein은 
Calbiochem, EMD Biosciences (USA), gelatin은 Difco (USA)사의 것을 사용하였다.

신고배로부터 조효소의 분리

경기도 안성시 한경대학교 부속농장에서 생산된 신고배를 실험에 이용하였다. 배는 멸균 증류수로 깨끗이 세척한 후, 껍
질, 속살, 그리고 심부분으로 분리하였다. 각각의 분리된 부위는 50 mM Tris-Hcl buffer (pH 8)와 함께 무균 백에 넣고 시료
분쇄기(IKA, China)로 파쇄하였다. 파쇄된 각 부위는 원심분리기(Hanil, Korea)에서 4,000 rpm/20 min/4℃ 조건으로 원심
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분리 하였다. 얻어진 상층액은 0.45와 0.22 μm syringe filter (Toyo Roshi Kaisha, Japan)을 이용하여 여과하였다. 여과된 상
층액은 - 20℃에 냉동 보관하면서 실험에 이용하였다.

Gelatin과 casein에 대한 조효소 활성 측정

각각의 삼각플라스크에 gelatin과 casein 1 g 넣고, agar (1.5%)를 첨가하여 용해하였다. Casein은 0.1 N NaOH를 첨가하
면서 용해하였다. 그리고 autoclave에 멸균 한 후, 각각의 petri dish에 20 mL씩 부어 굳혔다. 굳어진 gelatin과 casein agar위
에 준비된 배의 껍질, 속살, 심으로부터 얻어진 조효소를 20 μL씩 스며들게 분주하였다. 각각의 샘플은 37℃ 항온기에 넣어 
12시간 반응을 측정하였다.

Zymography와 SDS-PAGE

배의 각 부위로부터 얻어진 조효소에 의한 casein과 gelatin의 Zymography 활성은 Caballero et al. (2001)의 방법에 따라 
수행하였다. 그리고 SDS-PAGE는 Laemmli (1970)의 방법에 따라 10% 또는 12% gel을 이용하여 수행하였다. 탈색은 탈색
액(67.5% milli Q water, 7.5% acetic acid, 25% methanol)으로 수행하였다.

우유단백질에 대한 조효소 반응시험

Casein과 신고배의 각 부위로부터 분리된 조효소를 각각 1 : 1로 혼합하였다. 혼합된 각 시료는 37℃에서 6, 12, 그리고 24

시간 반응시켰다. 반응 종료 후, 각 시료는 - 20℃에 보관하면서 HPLC분석과 전기영동 분석을 수행하였다.

HPLC분석

Casein과 반응시킨 각 시료의 분석은 prominence liquid chromatograph system (Shimazu, Japan)을 이용하였다. Column

은 shim-pack GIS-ODS column (4.6 mm × 150 mm)을 사용하였다. 검출기는 SPD-M20A를 이용하여 파장 190 - 330 nm

의 범위에서 검출하였다. 용액 A는 증류수에 0.1% (V/V) trifluoroacetic acid (TFA)와 용액 B는 acetonitrile에 0.1% (V/V) 
TFA를 첨가한 두 용액을 용매로써 이용하였다. 각 시료의 주입량은 100 μL로 하였으며, 유속은 A용액과 B용액 모두 1 mL/
min으로 하였다.

Results and Discussion

Gelatin과 casein agar에 배의 껍질, 속살, 심으로부터 얻어진 조효소를 각각 20 μL씩 스며들게 분주 한 후, 37℃ 항온기에 
넣어 12시간 반응을 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. Gelatin에서는 배의 속살로부터 얻어진 조효소가 가장 현저한 활성을 나
타내었다(Fig. 1A-2). 그리고 나머지 배 껍질(Fig. 1A-1)과 배심(Fig. 1A-3)에서는 뚜렷한 반응을 나타내지 않았다. 한편 
casein에 있어서 껍질, 속살, 심으로부터 얻어진 조효소의 반응의 결과는 Fig. 1B에 나타내었다. Casein에 있어서 조효소의 
현저한 반응을 나타낸 곳은 배의 속살과 심 부분이었으며, 배심에서 보다 더 높은 활성을 나타내었다(Fig. 1B, 2, and 3). 그
러나 배 껍질 부위에서는 반응이 명확하게 나타나지 않았다(Fig. 1B-1).

배의 각부위로부터 얻어진 상층액의 전기영동 패턴은 Fig. 2와 같다. 전기영동상에서 26 kDa 부근에 명확한 밴드가 각각 
확인되었다. 한편, 조효소의 분자량을 측정하기 위하여 Zymography를 실시하였다. 그러나, Zymogram에서 조효소의 활성
은 나타나지 않았다(data not shown).

Casein과 배의 심, 속살, 그리고 껍질 부위의 조효소가 함유된 상층액을 각각 1:1로 혼합하여 37℃에서 24시간 동안 반응
시킨 후 전기영동으로 분석한 결과는 Fig. 3에 나타내었다. 전기영동상으로 조효소에 의한 casein의 분해 정도는 명확하게 
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나타나지 않았다(Fig. 3). 따라서 배의 조효소가 함유된 상층액과 casein을 혼합하여 24시간동안 반응시킨 후, HPLC를 이용
하여 casein의 분해를 측정하였다 (Fig. 4 - 6). Fig. 4는 배 껍질로부터 얻어진 조효소 함유 용출액, casein, 그리고 껍질로부터 

Fig. 1. Enzyme activity of gelatin (A) and casein (B) of supernatant obtained from the three parts 
of Pyrus pyrifolia cv. Shingo. 1, Peel; 2, Flesh; 3, Core.

Fig. 2. Electrophoresis pattern of supernatant obtained from the three parts of Pyrus pyrifolia cv. 
Shingo. SDS-polyacrylamide electrophoresis was performed on a 12% gel. M, standards molecular 
weight; 1, Peel; 2, Flesh; 3, Core.

Fig. 3. Electrophoresis pattern obtained after reaction between casein and supernatant of Pyrus 
pyrifolia cv. Shingo for 24 hours at 37℃. SDS-polyacrylamide electrophoresis was performed on 
a 12% gel. M, standards molecular weight; 1, casein + core extract solution/6 hr; 2, casein + core 
extract solution/12 hr; 3, casein + core extract solution/24 hr; 4, casein.
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얻어진 용출액과 casein을 반응 시킨 후 얻어진 HPLC 결과로 있다. Fig. 4A는 배 껍질부터 얻어진 용출액을 HPLC로 분석
한 결과이다. 그리고 Fig. 4B는 casein을 HPLC로 분석된 결과를 나타내었다. Casein과 배 껍질로부터 얻어진 조효소 함유 
상층액을 1 : 1로 혼합 후, 24시간 반응시킨 결과는 Fig. 4C에 나타내었다. Casein (Fig. 4B)에서 용출 18 - 20분 사이의 단백

Fig. 4. HPLC obtained after reaction between casein and supernatant of peel of Pyrus pyrifolia 
cv. Shingo for 24 hours at 37℃. A, Peel extract solution; B, casein solution; C, mixture solution of 
casein and peel, Injection volume, 100 μL.

Fig. 5. HPLC obtained after reaction between casein and supernatant of flesh of Pyrus pyrifolia 
cv. Shingo for 24 hours at 37℃. A, flesh extract solution; B, casein solution; C, mixture solution of 
casein and flesh, Injection volume, 100 μL.
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질부분(red circle)이 배 껍질 조효소와 반응시킨 후, Fig. 4C에서 보는 것과 같이 Fig. 4B의 18 - 20분 사이 단백질(red circle)
이 분해된 것이 확인되었다. Fig. 5는 casein과 배 속살로부터 얻어진 조효소 함유 상층액을 1 : 1 혼합 후, 24시간 반응시키고 
분석한 결과이다. 배의 속살에서도 껍질과 동일하게 용출 18 - 20분 사이의 단백질(red circle)이 분해된 것이 확인되었다(Fig. 
5B and 5C). 또한 이러한 결과는 배의 심에서 얻어진 상층액에서도 같은 결과를 나타내었다(Fig. 6). HPLC 분석결과 배의 3
부위(껍질, 속살, 심)로부터 얻어진 조효소는 casein을 충분히 분해하는 것으로 분석되었다.

본 연구는 배의 효소를 이용한 우유단백질의 생리활성 펩타이드의 획득을 목적으로 분해 가능성을 검토하였다. Korea 
Dairy Committee (2017)에 따르면 2010년부터 현재까지 분유의 재고량은 꾸준히 증가하고 있다. 따라서 우유의 다양한 이
용 및 기능성 펩타이드의 활용은 매우 필요한 실정이다. Kitts and Weiler (2003)는 생리활성 펩타이드를 신체기능과 상태에 
긍정적인 작용을 하여 궁극적으로는 인간의 건강에 도움을 주는 특정한 단백질의 단편으로 정의하였다. 우유 유래 생리활성 
펩타이드는 면역증강 작용, 항산화작용, 진정작용, 항균작용, 협압강하작용, 금속이온결합작용 등이 알려져 있다(Kim, 
2010). 치즈제조 시 응유효소인 렌넷은 κ-casein에 작용하여 105번째의 Phenylalanine과 106번째의 Methionine 사이를 절
단한다. Met106 이후의 펩타이드를 κ-caseinglycomacropeptide (GMP), 또는 caseinmacro peptide (CMP)라고 불리 운다
(Kim, 2010). Otani et al. (1992)은 마우스의 비장세포를 이용한 마이토젠 존재하에 있어서 GMP는 세포증식을 억제한다고 
보고하였다. 또한 Yun et al. (1996)에 의하면 GMP는 LPS로 자극시킨 마우스 비장세포의 세포수를 약 30%정도 감소시켰다
고 보고하였다. 그 외 GMP는 위산분비의 억제기능이 알려져 있다(Yvon et al., 1994). 락토페린은 젖 등의 외분비액 및 호중
구에 포함되어 있는 염기성 단백질로 있으며, 단일 물질로서는 폭넓은 기능을 가지고 있다(Garcia-Montoya et al., 2012). 락
토페린을 펩신으로 분해하면 락토페리신(lactoferricin)이라는 강한 항균 펩타이드가 얻어진다. Opioid peptide는 진통, 마취, 
동맥이완, 수면조절, 장관 연동 등이 알려져 있다. 이러한 opioid peptide는 우유 또는 모유의 α-casein, β-casein, α-lactalbumin, 
그리고 β-lactoglobulin으로부터 유리된 것이다. 대표적인 펩타이드로는 β-casomorphin (β-casein), exorphine (α-casein), 그
리고 casoxin (κ-casein) 등이 있다(Loukas et al., 1983; Teschemacher et al., 1997). 우유의 casein 단백질로부터 유래된 
casokinin과 유청단백질로부터 유래된 lactokinin은 혈압강하 펩타이드로 알려져 있다(Tauzin et al., 2002; Walsh et al., 

Fig. 6. HPLC obtained after reaction between casein and supernatant of core of Pyrus pyrifolia 
cv. Shingo for 24 hours at 37℃. A, core extract solution; B, casein solution; C, mixture solution of 
casein and core, Injection volume, 100 μL.
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2004). Glutathione은 cysteine, glutamate, 그리고 glycine이 결합된 tripeptide를 말한다. 이물질은 인간의 건강유지에 있어
서 체내의 면역체계가 지속적으로 작용하여, 세포내로 유입된 독성 물질을 해독시키며, 세포의 손상을 방지하는 역할을 한
다. 유청단백질은 glutathione의 구성성분인 cysteine, glutamate, 그리고 glycine이 풍부하게 함유되어 있으며, 체내에 항산
화 효과를 나타낸다고 하였다(Aimutis, 2004). 그 외 우유 casein단백질을 트립신 처리에 의해 얻어진 CPP (casein 
phosphopeptides)는 소화효소에 저항성이 높아 소장 아래까지 도달하여 칼슘과 인의 흡수를 증가시킨다고 하였다(Sun et al., 
2016).

본 연구를 통해서 배로부터 유래된 조효소는 우유단백질을 분해하는 것으로 밝혀졌다. 그리고 배 효소를 우유단백질에 적
용시켜 얻어진 결과로부터 우유단백질의 기능들이 더욱더 밝혀질 것으로 사료된다.

Conclusion

본 연구는 신고배로부터 얻어진 조효소의 우유단백질에 대한 활성을 조사하였다. 배는 심, 속살, 그리고 껍질 부위로 분리
하였고, 각 부위로부터 조효소를 획득하였다. 얻어진 조효소의 활성은 casein과 gelatin agar를 이용하여 측정하였다. 결과적
으로 gelatin에서는 속살에서 얻어진 조효소가 활성을 나타내었고, 반면 casein에서는 속살과 심에서 얻어진 조효소가 높은 
활성을 나타내었다. 또한 각 부위로부터 얻어진 조효소를 casein과 혼합하여 반응 시킨 후, 전기영동과 HPLC를 통하여 분
해 패턴을 조사하였다. 신고배의 조효소는 casein을 분해하였으며, 얻어진 결과는 우유의 기능성 연구에 대한 기회를 제공할 
것으로 사료된다.
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