
 

 

저작자표시-비영리-동일조건변경허락 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

l 이차적 저작물을 작성할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

동일조건변경허락. 귀하가 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공했을 경우
에는, 이 저작물과 동일한 이용허락조건하에서만 배포할 수 있습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/2.0/kr/


工學碩士 學位論文

물리적 처리에 의한 초임계

이산화탄소 처리 밀가루 및 밀반죽의

항원성 변화

2011 8年 月

釜慶大學校 大學院

食 品 工 學 科

郭 智 姬



工學碩士 學位論文

물리적 처리에 의한 초임계

이산화탄소 처리 밀가루 및 밀반죽의

항원성 변화

指導敎授 安 東 賢

이 을 으로 함論文 工學碩士 學位論文 提出

2011 8年 月

釜慶大學校 大學院

食 品 工 學 科

郭 智 姬



의 으로 함郭智姬 工學碩士 學位論文 認准

2011 8年 月

주 심 수산학박사 조 영 제  

위 원 공학박사 전 병 수  

위 원 농학박사 안 동 현  



- i -

목 차

Abstract

서 론 1······················································································

재료 및 방법 5·················································································

실험재료1. 5···················································································

원료1-1. 5············· ············ ············ ············ ············ ···

표준항원 및 항체1-2. 5·················································

방법2. 5························································································

2-1. Competitive indirect enzyme linked immunosorbent

assay 의 실험조건(Ci-ELISA) 5·········································

2-2. 의Ci-ELISA titration curve 6·········································

2-3. 의Ci-ELISA standard curve 6·········································

물리적 처리2-4. 7·································································

초임계 이산화탄소 처리2-4-1. 7············································

감마선 처리2-4-2. 7··························································

초고압 처리2-4-3. 7··························································

가압가열 처리2-4-4. 8··························································

처리2-4-5. Microwave 8······················································

밀가루의 반죽2-5. 8································································

추출 및 농도 측정2-6. Gliadin 8············································



- ii -

및2-7. SDS-PAGE Native-PAGE 9········································

2-8. Immunoblotting 10···························································

통계처리2-9. 10······································································

결과 및 고찰·················································································12

1. Ci-ELISA ································································································· 12

1-1. Titration curve ·············································································· 12

1-2. Standard curve ·············································································· 12

물리적 처리에 의한 밀가루 및 밀반죽의 항원성 변화2. ·················· 15

초임계 이산화탄소 처리에 의한 변화2-1. ········································ 15

2-2. 초임계 이산화탄소와 감마선 병행 처리에 의한 변화 ············ 18

2-3. 초임계 이산화탄소와 초고압 병행 처리에 의한 변화 ············ 24

2-4. 초임계 이산화탄소와 가압가열 병행 처리에 의한 변화 ········ 30

2-5. 초임계 이산화탄소와 병행 처리에 의한 변화microwave ··· 37

초임계 이산화탄소 가압가열 및 병행 처리에 의2-6. , microwave

한 변화 ······························································································ 43

요 약 52·····················································································

참 고 문 헌 55·············································································



- iii -
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Pukyong National University

Abstract

Food allergies involve severely hypersensitive reactions to the

consumption of certain allergic foods. Some foods such as milk,

eggs, fish, peanuts, wheat and seafood commonly induce the

allergic reactions after ingestion. Recently, wheat flour has been

reported as a causative agent of allergic reactions. Gliadin,

component of gluten, is known as a important allergen which

cause allergic reactions to patients who have wheat allergy.

Currently, the best way to reduce the allergenicity is the

elimination diet for the avoidance, but it causes the nutritional

problems. So far, various food processing techniques have been

used to reduce the allergenicity of allergic food. However, the

allergenicity of wheat after physical processing is not

well-known. For this purpose, this study was conducted to
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investigate the effect of physical treatments on the antigenicity

of gliadin in wheat flour and dough. The wheat flour was

treated with supercritical carbon dioxide (SC-CO2) and knead

dough. Then the flour and dough were treated with gamma

irradiation (1, 5, 10, 20 kGy), high hydrostatic pressure (HHP)

(100, 300, 500 MPa, 3 min), autoclave (5, 10, 30, 50 min at

121 °C, 1 atm) and microwave (1, 5, 10 min) and

autoclave/microwave (10, 30, 50 min/5, 10 min). After

treatments, the conformational changes were observed by

SDS-PAGE and the binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin

was examined by Ci-ELISA and immunoblotting. Furthermore,

the binding ability of wheat-allergic patient's serum to gliadin

was measured by Ci-ELISA. The results showed that gamma

irradiation and HHP treatments were not able to decrease the

binding ability of gliadin in wheat flour and dough. Also, the

microwave treatment didn't effect the antigenicity of gliadin in

wheat flour and dough although conformational changes were

observed at 14, 27 and 30 kDa in wheat dough. On the other

hand, an important reduction in antigenicity after autoclaving at

121°C over 30 min was observed. When wheat flour was

treated with autoclave after SC-CO2 treatment, it showed slight

decrease in the binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin, and

there was also a little decrease as it treated with SC-CO2,
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autoclave and microwave. In case of SC-CO2 treated wheat

dough, it revealed more decreased binding ability as it was

treated with autoclave and microwave than autoclaved.

Especially, it showed the lowest binding ability of wheat flour

(50 min autoclaved and 5 min microwave heated, about 84%)

and dough (the binding ability of gliadin in all samples was

decreased more to below 40%) as treated with SC-CO2,

autoclave and microwave. In conclusion, the results indicated

that SC-CO2, autoclave and microwave treatments on wheat

flour and dough were the most effective method to reduce

antigenicity of gliadin. Therefore, these methods may be useful

for applying to produce hypoallergenic wheat foods.
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서 론

알레르기 는 특정 항원에 의해 항체가 생산된 결과 항원에 대(allergy)

한 이상한 병적 반응을 나타내는 현상을 말하며 최근 경제성장으로,

인한 환경과 식습관의 변화 스트레스 증가 등으로 인해 지속적으로,

그 발생이 증가하고 있다 그 중 식품알레르기는 항원이 되는 특정 식.

품을 섭취 후에 발생하는 비정상적인 반응을 통칭하는 것이며 항, IgE

체가 관여하는 전형적인 알레르기 반응과 항체외의 면역학적 기전IgE

에 매개되는 과민반응으로 구분하고 있다(Sampson, 1999; Lee,

2006).

식품알레르기는 영유아에서 주된 알레르기 증상을 나타내는 것으로,∙

유아에서는 약 성인에서는 약 정도로 나이가 어릴수록 발8-10%, 2%

생빈도가 높으며 연령의 증가와 함께 감소하는 경향이 있다(Bock et

식품이 장관을 통과하면 소화효소에 의해 저분자로 분해되al., 1987).

어 알레르기를 발생시키지 않는다고 본다 그러나 유아(Hefle, 1996).

는 장이 완전히 완성되어 있지 않기 때문에 분해되지 않은 상태로 장

관을 통과해서 유아기에 알레르기가 많이 일어난다 이는(Shon, 2000).

성인이 될수록 장관이 성숙하게 되면서 자연적으로 없어지거나 체질적

으로 특이한 사람에게서는 계속 일어난다(Han et al., 2004).

식품 알레르기의 증상으로는 두드러기 천식 구토 설사 혈관부종, , , , ,

아토피피부염 등이 있는데 이외에도 심한 경우는 전신증상으로 아나,

필락시스의 증상이 나타나기도 한다. 이러한 식품 알레르기의 원인 물

질이 되는 항원은 일반적으로 의 당단백질로 다른 식품 단10-70 kDa
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백질에 비해 비교적 열에 안정하고 소화효소의 영향을 덜 받는다(Lee,

따라서 일부 식품들에 한정되어 있으며 국가마다 식생활의 차2006). ,

이로 인해 다르기는 하지만 주로 알레르기를 일으키는 식품으로는 우

유 계란 밀 갑각류 생선 콩 및 견과류 등이 있다고 알려져 있다, , , , ,

우리나라의 알레르기(Food and Agriculture Organization, 1995).

유발식품에 대한 표시제도에 따르면 계란류 우유 메밀 땅콩 대두, , , , ,

밀 고등어 게 새우 돼지고기 복숭아 및 토마토의 개 식품이 한, , , , , 12

국인에 주로 알레르기를 유발하는 것으로 밝혀졌다(Korean Food and

또한 손 등 의 연구에서는 환자마Drug Administration, 2011). (2002)

다 차이가 있지만 주로 계란 우유 대두 메밀 및 밀이 주요 대 알레, , , 5

르기 원인 식품인 것으로 밝혀졌다.

한편 국민 소득 및 생활수준의 향상으로 우리나라에서도 서구식 식,

생활이 보급되어 밀은 쌀에 이어 제 의 주식으로 자리 잡게 되었으2

며 밀 가공 제품이 차지하는 비율이 점점 높아지고 있다 이렇게 밀의, .

섭취율의 증가와 함께 밀 알레르기 발생 빈도 또한 증가하고 있는 추

세이다 밀의 주요 알레르기 항원으로는 유럽 지역에서 밀가루를 취급.

하는 사람들에게서 주로 발견되는 질병인 라고 하는'Baker's asthma'

천식의 원인 물질인 가 동정되어 있-amylase inhibitor(20-25 kDa)α

다 또한 과 으로 구성되어 있는 이 밀 알레르기. gliadin glutenin gluten

를 일으키는 주요 단백질로 알려져 있다 은 글루(Shon, 2000). Gluten

텐 과민성 장질환을 일으키는데 단백질 내에 있는 이 소gluten gliadin

장 점막을 손상시켜 영양소 흡수에 장애가 되는 만성질환을 일으킨다.

알코올에 녹는 은 및 으로 나뉘어지며 각gliadin -, -, - -gliadin ,α β γ ω
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각의 두드러기 아나필락시스 등 다양한 증상을 가진 환자의 와 반, IgE

응하는 주요 가 밝혀져 있다epitope (Battais et al., 2005).

현재까지 식품알레르기의 치료 방법으로는 원인이 되는 식품을 직접

제거 식이 방법 항히스타민제 스테로이드제 등의 약물 치료 및 면역, ,

치료법 등이 알려져 있다 그러나 이러한 치료법은 지속적(Lee, 2004).

인 치료가 불가능하며 또한 우유 계란 대두 밀 등의 알레르기를 일, , , ,

으키는 식품들은 대부분 단백질 공급원이기 때문에 이를 기피할시 영

양학적으로 문제가 된다 식품 알레르기 환자들은 알레르기 원인이 되.

는 식품을 소량 섭취하더라도 알레르기 증상이 나타나는 경우가 빈번

하다 특히 밀은 현재 우리나라에서 주식으로 자리 잡고 있으며 빵. , ,

면 과자 등 다양한 가공품으로 이용되기 때문에 섭취의 회피에 한계,

가 있다 알레르기를 저감화시키기 위해서는 원인 물질인 단백질의 제.

거가 효과적인데 단백질 분자 중에서도 항체와 결합하는 등 실제로,

알레르기 반응에 관여하는 부분인 에피토프 라고 불려지는 부epitope( )

분을 파괴 또는 제거함으로써 단백질 항원을 저감화시킬 수가 있다

이에 최근 감마선 조사 가압가열 및(Kim et al., 2003). , , microwave

초고압 처리와 같은 물리적 방법과 효소처리와 같은 화학적 방법 등을

이용하여 단백질 특히 부분을 변성시킴으로써 식품알레르기, epitope

를 억제시키는 연구가 시도되고 있다 그러나 밀의 알레르기 저감화에.

관한 연구로는 국외의 경우 주로 효소적 처리 방법을 이용하였으며

특히 물리적 처리(Kumagai et al., 2007; Maruyama et al., 1999),

로는 에 대해 감마선과 처리를 하여 항원성을 감소gliadin microwave

시키기 위한 시도를 하였지만 큰 효과를 얻지 못한 것으로 보고되었다
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이에 반(Leszczynska et al., 2003a; Leszczynska et al., 2003b).

해 국내에서는 효소분해에 의한 밀가루의 항원성 변화(Park et al.,

에 대한 보고가 되어 있을 뿐 물리적 처리를 이용한 연구는 미2004)

비한 실정이다.

식품 가공 중에 이용되는 고온 또는 고압 처리는 단백질의 변성을

가져옴으로서 식품의 항원성을 변화시킨다고 알려져 있어(Davis et

알레르기를 저감화시키기 위해 열al., 1998; Gross et al., 1994), ,

고압 및 초고압 처리 기술 등이 주로 사용되autoclave, microwave,

고 있다 또한 초임계 유체 기술은 무독성 친환경 저에너지 용매를. , ,

사용하는 기술로서 최근 식품산업에서의 그 중요성이 확대되고 있다.

특히 추출분리 분획 및 살균 등의 식품가공기술에 사용되고 있으며, ,

초임계 이산화탄소 처리에 의해 단백질의 구조적 변화에도 영향을 미

친다고 알려져 있어 그 응용(Winters et al., 1995; Xu et al., 2011),

범위가 넓어지고 있다.

식품 항원이 식품가공에 중요한 역할을 하는 단백질인 경우 그것,

의 제거나 분해에 의해 제조된 저알레르기 식품의 가공 특성은 원재료

에 비해 저해된다는 점을 고려해야 한다 밀 알레르기를 일으키는 주.

요 항원은 밀 가공 제품 개발시 가공 특성과 밀접한 연관이 있는 단백

질이므로 가공 특성에 큰 영향을 미치지 않는 알레르기 저감화를 위한

방법이 필요하다 이에 본 연구에서는 초임계 이산화탄소 등 물리적.

처리에 의한 밀가루와 밀가루 반죽에서 의 항원성 변화에 대해gliadin

알아보기 위해 단백질 및 항원성 변화를 측정하여 저알레르기gliadin

밀가공 제품 개발을 위한 최적 조건을 탐색하고자 연구를 수행하였다.
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재료 및 방법

실험 재료1.

원료1-1.

본 실험에 사용한 밀가루는 주 영남제분에서 제공받은 것으로 등( ) 1

강력밀가루를 사용하였다.

표준항원 및 항체1-2.

표준 항원으로 사용된 차항체로 사용된gliadin, 1 anti-gliadin IgG

및 차항체로 사용된2 anti-rabbit IgG peroxidase antibody

는 사 에conjugate Sigma (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo, USA)

서 구입하여 사용하였다.

방법2.

의 실험 조건2-1. Ci-ELISA

의 항원성 변화를 알아보기 위해 등 의 방법을 변Gliadin Lee (1998)

형하여 를 실시하였다Ci-ELISA . 0.2 M bicarbonate coating buffer

를 이용하여 을 일정 농도로 희석한 뒤(pH 9.6) gliadin , costar

96-well flat bottom plate(469957; Nunc, Kamstrupvej, Denmark)

의 에 씩 분주하였다 에서 하룻밤 동안 시킨well 100 L . 4 coatingμ ℃

후 비특이적인 반응을 막기 위해 용액으로 하였, 1% gelatin blocking
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다 를 이용하여 일. 0.01 M PBS(Phosphate buffered saline, pH 7.3)

정한 농도로 희석 항원과 항체를 각각 씩 분주하여 반응시켰다50 L .μ

각각 의 비율로 희석된 차 항체를 넣은 다음1:30,000 2 OPD(ο

용액으로 발색시켰다 그-phenylenediamine, Sigma Chemical Co.) .

후 2 M H2SO4로 반응을 중지시켜 ELISA reader(Model 550,

의 파장에서 흡광도를 측정하였다 각 단Bio-rad, CA, USA) 490 nm .

계별 반응조건은 에서 시간이며 각 단계가 끝날 때마다37 2 0.01 M℃

PBST[phosphate buffered saline containing 0.1% tween 20(v/v)]

용액으로 회씩 수세하였다4 .

의2-2. Ci-ELISA titration curve

는 표준 항원과 차 항체와의 최적 결합 적정 농도를Titration curve 1

알아보기 위하여 실시한 것으로 등 의 방법을 약간 변형하Lee (1998)

여 행하였다 를 이용하여 및. Coating buffer(pH 9.6) 100, 200 400

로 희석한 표준 항원을 에 분주한 뒤 에서 하룻밤g/mL well , 4 overμ ℃

시켰다 그 다음 를 이용하여 각 농도별로night . 0.01 M PBS(pH 7.3)

희석한 차 항체를 씩 반응시켰다 이하 모든 과정은 의1 100 L . 2-1μ

실험조건과 동일하게 진행되었다.

의2-3. Ci-ELISA standard curve

과 같은 방법으로 표준항원을 시킨 에2-1 coating well 0.01 M PBS

를 이용하여 항원을 에서 까지 희석한 다음(pH 7.3) 200 0.195 g/mLμ

각각의 희석액을 에 씩 분주한 후 에서 결정well 50 L titration curveμ
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된 항체의 희석농도로 씩 분주하였다 이하 모든 과정은50 L .μ

의 실험조건과 동일하며 표준 항원과 항체의 결합을Ci-ELISA 100%

위해 항체 와 만을 에 첨가하였으며50 L 0.01 M PBS 50 L wellμ μ

로서 를 첨가하였다blank 0.01 M PBS 100 L .μ

물리적 처리2-4.

초임계 이산화탄소 처리2-4-1.

실험에 사용된 초임계 추출 장치는 식 를 사용하였다batch extractor .

시료인 밀가루를 반응기에 넣은 다음 기체상태의 이산화탄소를 냉각,

조를 통과시켜 액화시키고 고압 를 이용하여 일정한 온도로 원하pump

는 압력과 시간동안 초임계 상태의 이산화탄소를 반응시켜 주었다.

감마선 처리2-4-2.

밀가루 및 밀반죽은 한국 원자력 연구소의 감마선 조사시설Co-60

선원( : 11.1 PBq, 60 을 이용하여 실온에서 시간당 일정 선량으로Co)

및 의 흡수선량을 얻도록 조사하였다 조사한 시료는1, 5, 10 20 kGy .

냉장 보관하며 사용하였다4 .℃

초고압 처리2-4-3.

밀가루 및 밀반죽을 진공 포장한 다음 초고압기(215L-600 ULTRA,

의 에 넣AVURE Technologies Inc., WA, USA) processing chamber

어 수온 약 에서 의 정수압으로 각각 분8-10 100, 300, 500 MPa 3℃
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간 초고압 처리하였다.

가압가열 처리2-4-4.

밀가루는 일정량을 시험관에 밀가루 반죽은 수분 손실을 막기 위해,

진공포장한 뒤 가압멸균기 에, (DW-AC 920, D.W. Industries, Korea)

넣고 온도 게이지압121 , 1 kg/cm℃ 2에서 및 분 동안5, 10, 30 50

가압가열 처리하였다 처리 후 냉각시킨 뒤 을 추출하여 실험에. gliadin

사용하였다.

처리2-4-5. Microwave

증류수로 채운 에 밀가루가 들어있는 시험관 및 진공포장된beaker

밀반죽을 넣은 후 중탕하며 및 분간1, 5 10 microwave

처리하였다 이 때 사용한 주파수는(MW-272LB, LG, Seoul, Korea) .

이고 정격고주파출력은 이었다2,450 MHz 700 W .

밀가루 반죽2-5.

밀가루를 기준으로 의 염수를 첨가하였으며 최종 염농도100% 48% ,

는 이었다 그 뒤 분간 반죽하였고1% . 10 , 반죽은 약 정도의 일2 mm

정한 두께로 얇게 편 뒤 진공 포장하여 실험에 사용하였다.

추출 및 농도측정2-6. Gliadin

등 의 방법에 따라 표준항원으로 사용된Leszczynska (2003) gliadin

및 물리적 처리한 밀가루와 세절한 밀반죽에 에탄올을 비율40% 1:1
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로 가하여 분간 하여 을 추출하였다 그 후 원심분리10 shaking gliadin .

기 를 이용하여(Micro 17TR, Hanil Co., Incheon, Korea) 2,500 ⨯

에서 분간 원심분리하고 얻어진 상층액을 실험에 사용하였다 단백g 10 .

질 농도는 로 측정한 뒤 일BCA protein assay kit(Pierce, IL, USA) ,

정 농도로 희석하여 및 에 사Ci-ELISA, SDS-PAGE immunoblotting

용하였다.

및2-7. SDS-PAGE Native-PAGE

밀가루와 밀반죽 의 변화를 알아보기 위해 의gliadin Laemmli(1970)

방법을 사용하여 과 로 구성된17% separating gel 4.5% stacking gel

를 실시하SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel)

였다. 농도로 희석한 시료와1 mg/mL sample buffer(16 mM

및tris-HCl; pH 8.0, 6.2 mM EDTA, 31% glycerol, 3.1% SDS)

을 혼합한 후 분동안 가열하였다 그 후 용2-mercaptoethanol 2 . BPB

액 을 가한 후 냉동보관하며(0.1% bromophenol blue, 50% glycerol)

실험에 사용하였다 한 후의 은 용액. Loading gel CBB (50% methanol,

으로 시간10% acetic acid, 0.1% coomassie brilliant blue R-250) 1

동안 염색하고 탈색액 을 이용하여 탈, (5% methanol, 7% acetic acid)

색하였다 표준분자량 로는. marker protein marker(New England

를 사용하였으며BioLabs, MA, USA) , 분자량별 는standard B

chain(2.3 kDa), insulin A(3.4 kDa), aprotinin(6.5 kDa),

lysozyme(14.3 kDa), trypsin inhibitor(20 kDa), triosephosphate

isomerase(27 kDa), thioredoxin reductase(34.6 kDa), MBP2(42.7
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kDa), glutamic dehydrogenase(55.6 kDa), serum albumin(66.4

kDa), phosphorylase b(97 kDa), -galactosidase(116 kDa), MBP-β

을 이용하였다 또한-galactosidase(158 kDa), myosin(212 kDa) .β

는 을 사용하였으며 와Native-PAGE 10% running gel , SDS β

첨가 및 가열 처리 과정을 제외하고 와-mercaptoethanol SDS-PAGE

동일하게 진행되었다.

2-8. Immunoblotting

등 의 방법을 참고하여 에 의해 분리된 단Towbin (1979) SDS-PAGE

백질을 methanol-activated polyvinylidene difluoride(PVDF)

에membrane(Bio-rad, CA, USA) 에서 시간 동안 전사시킨150 mA 5

후 각 을 으로 시간동안 시켰다 차 항체strip 3% gelatin 1 blocking . 1

로 를 을 사용하여 농도로 희anti-gliadin IgG 1% gelatin 128 g/mLμ

석하여 시간 분간 반응시킨 후3 30 TBST(tris buffered saline; pH

용액으로 회 세척하였다 차 항체로 를7.5) 3 . 2 anti-rabbit IgG TBST

로 의 비율로 희석시켜 시간 반응시킨 후 로 회 세척1:1,000 1 TBST 3

한 뒤, DAB(3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride, Sigma

용액을 기질로 사용하여 발색시킨 다음 반응정도를 관Chemical Co.)

찰하였다 모든 과정의 실험은 실온에서 진행되었다. .

통계처리2-9.

실험 결과의 통계처리는 SAS program(Statistical analytical

system V8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 평균
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값을 분산분석한 후, 의 다중검정법으로 수준에서 항Duncan p<0.05

목들 간의 유의적 차이를 검정하였다.
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결과 및 고찰

1. Ci-ELISA

1-1. Titration curve

표준 항원과 결합하는 항체인 와의 최적 결합 희석anti-gliadin IgG

농도를 찾기 위하여 항원과 항체를 각각 여러 농도로 희석하여

를 그렸다 그 결과 항원의 경우 로titration curve . (Fig. 1), 200 g/mLμ

항체의 경우 로 희석하였을 때 각각의 희석 항체 및 항원과64 g/mLμ

가장 강하게 반응하였다 따라서 본 실험에서 사용한 항원의. coating

희석 농도는 이었으며 항체는 이었다200 g/mL , 64 g/mL .μ μ

1-2. Standard curve

농도의 항원과 희석농도의200 g/mL 64 g/mL anti-gliadin IgGμ μ

로 를 그렸을 때 와 반응하는standard curve , anti-gliadin IgG gliadin

의 농도는 다음의 식으로 구할 수 있었다.

x = е


  


와 반응하는 의 농도x = anti-gliadin IgG gliadin

y = absorbance value

이 때 와 반응하는 의 최적 검출 농도 범위anti-gliadin IgG gliadin

는 에서 이었고 오차 범위는0.98 31.25 g/mL (Fig. 2),μ p 이었다1 .≤
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           Dilution of anti-gliadin IgG (mg/mL)

A
b

s
o

rb
a

n
c

e
 a

t 
4

9
0

 n
m

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
100 mg/mL

200 mg/mL

400 mg/mL

   
128       64         32         16         8           4          2           1           0.5

Fig. 1. Titration curves of anti-gliadin IgG against different coated

gliadin to format analytical condition of Ci-ELISA. Secondary IgG

solution was diluted to 1:30,000 with 0.01 M PBS.
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Concentration of gliadin (mg/mL)
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Fig. 2. Standard curve of anti-gliadin IgG to gliadin by Ci-ELISA.

Gliadin was used as a coating antigen. Anti-gliadin IgG was used

for capturing gliadin. Gliadin was serially diluted from 250 to 0.24

g/mL.μ
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물리적 처리에 의한 밀가루 및 밀반죽의 항원성 변화2.

초임계 이산화탄소 처리에 의한 변화2-1.

최근 식품산업계에서 추출분리 분획 및 살균 등의 식품가공기술에,

초임계 유체의 사용이 증가하고 있는 추세이다 특히 용매로써 무독성. ,

친환경 등의 장점을 가진 이산화탄소를 주로 사용하고 있으며 초임계,

이산화탄소 처리에 의해 단백질의 구조적 변화에도 영향을 미친다고

알려져 있어 그 응용 범위가(Winters et al., 1996; Xu et al., 2011),

넓어지고 있다 등 은 단백. Winters (1996) trypsin, lysozyme, insulin

질의 마이크로 분말화 과정에서 초임계 이산화탄소를 반용매로 사용하

였을 때 단백질의 차 구조가 변하였다고 보고하였다 또한 등, 2 . Xu

의 연구에 의하면 의 조건으로 초임계 이산(2011) 20 MPa, 30-60℃

화탄소 처리를 하였을 때 유청단백질의 차 구조가 변화되었다고 하, 2

였다 이러한 단백질 변화는 항원성의 변화를 야기하기도 하는데 알레. ,

르기 억제를 위한 물리적 처리로 초임계 이산화탄소를 이용한 연구는

미비한 실정이다 따라서 본 실험에서는 밀 알레르기 억제를 위한 방.

법을 찾기 위해 밀가루에 시간 시간200 bar 60 5 , 250 bar 60 5 ,℃ ℃

시간의 조건으로 초임계 이산화탄소 처리를 한 뒤250 bar 60 12 ,℃

을 추출하였다 추출액을 이용하여 에 대한 항원성 변화gliadin . gliadin

를 알아보기 위해 를 실시하였다 그 결과 모든 처Ci-ELISA . (Fig. 3),

리구에서 무처리구와 같이 높은 결합력을 유지하였으며 처리 압력과,

시간에 따른 차이도 보이지 않아 초임계 이산화탄소 처리와 다른 물리

적 처리 병행에 의한 항원성의 변화에 대해 알아보고자 하였다 따라.
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서 본 실험에서는 시간의 조건으로 초임계 이산화탄200 bar 60 5℃

소를 처리한 뒤 밀가루와 반죽을 이용하여 다른 물리적 처리를 병행하

여 실험을 진행하였다.
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 Supercritical CO2 treartment condtions         
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Fig. 3. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2. The binding ability was

measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo x 100. Bt; binding

ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour treated with

supercritical CO2, Bo; binding ability of anti-gliadin IgG to

gliadin in wheat flour non-treated.
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초임계 이산화탄소와 감마선 병행 처리에 의한 변화2-2.

감마선 조사에 의한 밀가루 및 밀반죽의 항원성 및 단백질 변화를

알아보기 위해 초임계 이산화탄소 처리한 밀가루 및 밀반죽을 각각 1,

및 의 선량으로 감마선 조사하였다 감마선 조사한 밀가5, 10 20 kGy .

루 및 밀반죽 과 항체와의 결합력을gliadin anti-gliadin IgG

를 통해 알아본 결과 밀가루와 반죽 모두 무처리Ci-ELISA (Fig. 4, 5),

구와 비슷하게 높은 결합력을 유지하였다 감마선 조사한 밀가루 및.

밀반죽 분자량 약 단백질 변화를 알아보기 위해gliadin( , 14-50 kDa)

를 실시하였다 그 결과 전체적으로 큰 변화를 보이지는SDS-PAGE . ,

않았고 밀가루의 경우 약 및 부근 반죽의 경우 약14 30 kDa , 14,

및 부근 단백질 의 강도가 다소 약해졌으며20 30 kDa gliadin band ,

특히 처리구에서는 약 부근 단백질 의 굵기도20 kGy 14 kDa band

감소한 것으로 나타났다(Fig. 6, 7).

식품조사에서 방사선은 살균 살충 발아억제 및 환자용 무균 식품, , ,

장기보관용 군용식품 우주식품 등의 특수목적 식품 등에 다양하게 이,

용되고 있다 방사선의 종류로는 감마선 전자선 선(Kwon, 1997). , , X

등이 있으며 그 중에서도 감마선이 주로 이용되고 있다 방사선 에너, .

지는 대부분 식품을 통과하지만 일부는 분자에 의해 흡수 또는 산란되

어 자유 을 생성한다 이 이 단백질을 공격하여 단백질radical . radical

의 차 구조 변화가 일어나는데 방사선에 의한 단백질 변성은2, 3, 4 ,

주로 단백질 응집으로 인한 중합이 많이 발생한다(Lee et al., 2003).

최근 이러한 감마선 조사 기술이 식품의 항원성을 감소시키는데 이

용되고 있으며 감마선 조사에 의해 식품 항원의 구조적 변화에 의한,
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파괴로 항원성이 감소된다는 연구결과가 많이 보고되고 있다epitope

반면 감마선(Shin et al., 2008; Li et al., 2007;, Lee et al., 2001).

조사에 의해 오히려 항원성이 증가한다는 연구 결과도 있었는데,

등 은 과 밀가루에 의 감마선Leszczynska (2003) gliadin 2.2-12.7 kGy

조사가 오히려 과 항체와의 결합력을 증가시켰다고 하였다-gliadin .ω

이는 감마선 조사시 생성된 에 의해 유발된 밀가루의 다른 성radical

분과 의 교차반응에 의한 것이라고 설명하였다 본 실험에서는gliadin .

감마선 조사에 의해 일부 단백질 의 강도가 약간 감소하gliadin band

였으나 항원성이 변화되지 않은 것으로 보아 밀가루나 밀반죽에 감마

선 직접 조사는 단백질의 항원성 감소에 큰 영향을 미치지 않gliadin

는 것으로 판단된다.
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Fig. 4. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2 and gamma irradiation. The

binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo

x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2 and gamma irradiation, Bo;

binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour

non-treated.
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Fig. 5. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and gamma irradiation. The

binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo

x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and gamma irradiation, Bo;

binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat dough

non-treated.
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Fig. 6. SDS-PAGE of wheat flour extracts treated with

supercritical CO2 and gamma irradiation. Samples are (*) protein

marker, (1) gliadin, (2) untreated, (3) supercritical CO2 treated,

(4) 1 kGy, (5) 5 kGy, (6) 10 kGy, (7) 20 kGy.
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Fig. 7. SDS-PAGE of wheat dough extracts treated with

supercritical CO2 and gamma irradiation. Samples are (*) protein

marker, (1) gluten, (2) gliadin, (3) untreated, (4) supercritical

CO2 treated, (5) 1 kGy, (6) 5 kGy, (7) 10 kGy, (8) 20 kGy.
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초임계 이산화탄소와 초고압 병행 처리에 의한 변화2-3.

식품 가공에 있어서 초고압 처리는 압력의 을 이용하는 방potential

법으로 높은 정수압 하에서 나타나는 식, (high hydrostatic pressure)

품의 물리적 생화학적 변화를 이용하는 것이다 식품에 대한 압력 처, .

리는 미생물의 사멸 효소의 불활성화 단백질의 젤화 및 전분의 호화, ,

등과 같은 현상을 가져온다 특히 고압처리에 의해 단백질은 입체구조.

가 붕괴되어 독특한 젤을 형성하고 분자의 소수성 또는 이온결합을,

분해시켜 단백질의 구조가 풀어지면서 단백질의 부피도 감소한다(Son,

1997).

따라서 이러한 단백질 변화를 이용하여 최근에는 알레르기 유발 식

품의 항원성 변화를 위해 고압 기술을 이용한 연구가 활발히 진행되고

있다 등 은 에 대한 고. Yamamoto (2010) wheat -amylase inhibitorα

압 처리에 의해 와의 반응성이 감소되었다고 보고하였으며 한 등IgE ,

에 의해서도 우육추출물 중의 단백질이 초고압 처리에 의(2006) BGG

해 전기영동상 가 감소하였고 항원성 역시 감소한 것을 알 수 있band ,

었다 한편 알레르겐인 에 대한 고압 처리에서는 단백. , celery rApi g1

질 구조의 변화가 관찰되었으나 항원성에는 큰 변화가 없었다,

(Houska et al., 2009).

본 연구에서는 초임계 이산화탄소 처리한 밀가루 및 밀반죽에 각각

및 의 정수압을 이용하여 분간 초고압 처리한 뒤100, 300 500 MPa 3

의 항원성 및 단백질 변화를 살펴보았다 결과gliadin . Ci-ELISA (Fig.

밀가루와 밀반죽 모두 처리구에서 높은 결합력을 유지한 것으8, 9),

로 나타나 까지의 초고압 처리에 의해서도 의 항원성500 MPa gliadin
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감소에는 큰 효과가 없는 것을 알 수 있었다 또한 초고압 처리한 밀.

가루 및 밀반죽의 분자량 약 단백질 변화를 알아gliadin( , 14-50 kDa)

보기 위해 를 실시한 결과 밀가루에SDS-PAGE (Fig. 10, 11), 500

으로 초고압 처리하였을 때 약 부근 단백질의 굵기가 약MPa , 14 kDa

간 감소하였고 그 외 단백질들은 무처리구와 비교하여 큰 차, gliadin

이를 보이지 않았다 또한 밀반죽의 경우에도 전체적으로 무처리구와.

비교하여 큰 차이가 나타나지 않았다 이상의 결과를 통해. 100, 300

및 의 초고압 처리는 밀가루 및 밀반죽의 항원성 변화에 큰500 MPa

효과를 보이지 않는 것을 알 수 있었다.



- 26 -

High hydrostatic pressure (MPa)
100 300 500

B
in

d
in

g
 a

b
ili

ty
 (

%
)

0

20

40

60

80

100   a                                     b                                    ab

Fig. 8. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2 and high hydrostatic

pressure(HHP). The binding ability was measured by Ci-ELISA.

Binding ability=Bt/Bo x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin

IgG to gliadin in wheat flour treated with supercritical CO2 and

HHP, Bo; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour non-treated.
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Fig. 9. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and high hydrostatic

pressure(HHP). The binding ability was measured by Ci-ELISA.

Binding ability=Bt/Bo x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin

IgG to gliadin in wheat flour treated with supercritical CO2 and

HHP, Bo; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough non-treated.
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Fig. 10. SDS-PAGE of wheat flour extracts treated with

supercritical CO2 and high hydrostatic pressure(HHP). Samples

are (*) protein marker, (1) gliadin, (2) untreated, (3)

supercritical CO2 treated, (4) 100 MPa, (5) 300 MPa, (6) 500

MPa.
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Fig. 11. SDS-PAGE of wheat dough extracts treated with

supercritical CO2 and high hydrostatic pressure(HHP). Samples

are (*) protein marker, (1) gluten, (2) gliadin, (3) untreated, (4)

supercritical CO2 treated, (5) 100 MPa, (6) 300 MPa, (7) 500

MPa.
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초임계 이산화탄소와 가압가열 병행 처리에 의한 변화2-4.

식품 가공 중에 가장 많이 사용되는 열처리는 식품의 조리뿐만 아니

라 안전성이나 저장성을 증진시키기 위해서도 사용되는데 단백질 변,

성을 유도함으로써 식품의 항원성 변화를 초래하는 것으로 알려져 있

다 땅콩에 대한 열처리의 경우 에 의해 항(Kim et al., 2006). , boiling

원성이 감소되었고 에 의해 땅콩 알레르기 환자의 와 정, roasting IgE

제된 알레르겐과의 결합력이 증가한 것으로 나타났다(Mondoulet et

등 의 연구에서는 가압가열 처리에 의해 대al., 2005). Shibata (2008)

두 단백질의 변성이 일어났지만 항원성은 그대로 남아있었고, lupine

의 경우 에서 분간 가압가열 처리하였을 때 항원성이 감flour 138 20 ,℃

소되었다 또한 등 은(Álvarez-Álvarez et al., 2005). Varjonen (1996)

를 통해서 및 에서 및 분간 가압RAST test 80, 100 120 10, 20 60℃

가열 처리한 뒤 산성 중성 추출한 밀가루 단백질의 항원성이 감소되,

었다고 보고하였다.

밀은 베이킹 쿠킹 등과 같은 고온의 열처리가 없이는 소비되지 않,

는 전형적인 식품 중의 하나이다 그러나 밀 알레르기 환자들이 밀 가.

공제품 섭취 후에도 알레르기 반응을 일으킨다는 것은 오븐과 같은 고

온의 열처리에 의해서도 항원성이 그대로 남아있다는 증거이다 따라.

서 이를 저감화시키기 위해 가압가열 처리와 같은 다른 가공 처리 방

법의 필요성이 대두되고 있다 본 실험에서는 초임계 이산화탄소 처리.

한 밀가루와 밀반죽 의 가압가열 처리에 의한 항원성 변화를gliadin

알아보기 위하여 밀가루와 밀반죽을 게이지압 1 kg/cm2 에서, 121℃

및 분간 가압가열 처리한 후 를 실시하였다5, 10, 30 50 Ci-ELISA .
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그 결과 밀가루의 경우 가압가열 분 이상 처리시(Fig. 12), , 30 gliadin

과 anti-gliadin IgG 항체와의 결합력이 다소 감소하는 경향을 보였고,

특히 분 처리구에서 약 의 결합력을 보였다 밀반죽의 경우50 89% .

모든 처리구에서 항체와의 결합력이 이하로 감소하였(Fig. 13), 40%

으며 가압가열 분 처리시 정도로 가장 낮은 결합력을 보였다, 30 14% .

또한 가압가열 처리한 밀가루 및 밀반죽의 분자량 약gliadin( ,

단백질 변화를 알아보기 위해 를 실시하였다14-50 kDa) SDS-PAGE .

밀가루에 대한 결과 초임계 이산화탄소를 처리SDS-PAGE (Fig. 14),

한 경우 무처리구와 비교하여 큰 차이가 없었지만 가압가열을 병행 처

리시 전체적으로 단백질 의 강도가 약화된 것을 알 수 있gliadin band

었다 특히 약 및 부근의 단백질은 및 분 처리구에. 14 20 kDa 30 50

서 약 부근의 단백질은 분 처리구에서 의 강도가 약, 35 kDa 50 band

해진 것을 알 수 있었다 의 결과를 비추어 볼 때 분 처. Fig. 22, b , 50

리구는 약 부근의 단백질이 가압가열에 더욱더 영향35 kDa gliadin

을 받아 가장 낮은 결합력을 보인 것으로 사료된다 가압가열 처리한.

반죽의 단백질 변화를 를 통해 측정한 결과gliadin SDS-PAGE (Fig.

가압가열 병행 처리시 단백질이 상당히 소실된 것으로 관15), gliadin

찰되었다 특히 약 의 단백질이 가압가열 처리에 의해 영향을. 35 kDa

받아 반죽 의 항원성이 감소한 것으로 판단된다gliadin .

등 이 보고한 연구결과에 의하면 와Rumbo (2001) 3B4H1 mAb anti

과 의 결합력이 밀가루의 경우 및gliadin serum gliadin , -, -, -α β γ ω

에 대해 분 가열처리시 정도로 항원성-gliadin fraction 100 , 20 70%℃

이 감소되었다 또한 및 에서 분간 가열 처리한 밀. 100, 130 160 20℃
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반죽의 경우 열처리한 밀반죽에서 단백질 용출도가 감소되었으며, ,

과 과의 결합력이 모두 온도3B4H1 mAb, anti gliadin serum gliadin

가 높아질수록 낮아지는 경향을 나타내었다 이러한 밀반죽 의. gliadin

항원성 감소는 열처리로 인한 용출의 감소 및 단백질 구조 변gliadin

화에 의한 결과라고 하였다.

한편 은 황을 많이 함유하고 있으며, -, -, -gliadin , thioredoxinα β γ

처리로 인한 결합 파괴로 의 항원성이 감소되었다는 연구가S-S gliadin

보고되어 있다 단백질의 결합은 고온 처리에(Waga et al., 2008). S-S

변화되기도 하는데 등 에 의하면 열처리는, Schofield (1983)

에서 분자 사이의 결합을 촉진시키고sulfur-rich gliadin ,

간의 상호교환을 증가시킨다고 하였다 또한 대두disulfide-sulfhydryl .

단백질 유청단백질 및(Shimada et al., 1988), (Shimada et al., 1989)

등에서 가열 처리에Bovine Serum Albumin(Steinrauf et al., 1958)

의해 가 변화되었다고 보고하고 있다 따라서 본 실험disulfide bond .

에서는 가압가열 처리시 단백질의 결합 변화로 인해 항원gliadin S-S

성이 다소 감소된 것으로 예상된다.

이상의 결과를 종합해볼 때 밀가루의 경우 단백질이 가압가, gliadin

열 처리에 의해 분해되었으나 항원 항체 결합력에 영향을 미치는 약-

단백질에는 크게 작용하지 않아 결합력이 감소하는 경향을 보35 kDa

이긴 하였으나 높게 유지되었다 반면 반죽의 경우 약 부근의. 35 kDa

단백질 또한 소실이 되어 결합력이 감소한 것으로 사료된다.
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Fig. 12. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2 and autoclave. The binding

ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo x 100.

Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour

treated with supercritical CO2 and autoclave. Bo; binding ability

of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour non-treated.
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Fig. 13. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and autoclave. The binding

ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo x 100.

Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat dough

treated with supercritical CO2 and autoclave. Bo; binding ability

of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat dough non-treated.
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Fig. 14. SDS-PAGE of wheat flour extracts treated with

supercritical CO2 and autoclave. Samples are (*) protein marker,

(1) gliadin, (2) untreated, (3) supercritical CO2 treated, (4) 5

min, (5) 10 min, (6) 30 min, (7) 50 min.
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Fig. 15. SDS-PAGE of wheat dough extracts treated with

supercritical CO2 and autoclave. Samples are (*) protein marker,

(1) gluten, (2) gliadin, (3) untreated, (4) supercritical CO2

treated, (5) 5 min, (6) 10 min, (7) 30 min, (8) 50 min.
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초임계 이산화탄소와 병행 처리에 의한 변화2-5. microwave

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루 및 밀반죽을 및 분간1, 5 10

처리한 후 를 실시하여 에 대한microwave , Ci-ELISA gliadin

와의 결합력을 알아보았다 밀가루와 반죽 모두anti-gliadin IgG .

처리구에서 과 항체와의 결합력이 무처리구와 비슷microwave gliadin

하게 높게 유지되어 항원성 감소에는 큰 효과가 없는 것으로 나타났다

(Fig. 16, 17).

밀 분자량 약 의 단백질 변화 정도를 알아보기gliadin( , 14-50 kDa)

위해 를 실시한 결과 밀가루의 경우 초임계SDS-PAGE (Fig. 18, 19), ,

이산화탄소 처리구와 병행 처리구 모두 무처리구와 비교microwave

하여 단백질 에 큰 차이가 없는 것을 알 수 있었다 하지만 반죽band .

의 경우 분 처리구에서는 무처리구와 비교하여 큰 변화, microwave 1

가 없는 반면에 및 분 처리구에서는 약 및 부근5 10 14, 27 30 kDa

의 단백질 의 강도가 약해졌으나 약 의 는 큰 변화를band 35 kDa band

나타내지 않았다.

는 단시간에 조사물체의 온도를 높일 수가 있기 때문에Microwave

식품의 조리 건조 해동 및 가공에 널리 이용되고 있다 식품이나 물, , .

은 를 흡수하며 흡수된 에너지는 식품 중의 물이나 다른microwave ,

쌍극자 물질들의 극성 회전운동이나 이온성 성분들의 전도현상에 의해

열에너지로 바뀌게 되어 가열현상이 일어난다 이러한(Mullin, 1995).

열처리와 분자간의 상호운동에 따라 단백질의 구조도 변화하게 된다.

따라서 최근에는 식품의 항원성을 감소시키기 위한 물리적 처리 방법

중의 하나로 를 사용하고 있다 등microwave . Venkatachalam (2002)
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의 연구에서는 분 처리에 의해 아몬드 단백질의 항원성microwave 3

이 감소되었고 우유단백질에서도 에 의한 단백질 구조 변, microwave

화로 인한 항원성이 감소되었다고 하였다 반면(Hanane et al., 2006).

의 경우 처리 후에도 항원성에 큰 변화가 없lupine flour , microwave

었으며 등 의 연(Álvarez-Álvarez et al., 2005), Leszczynska (2003)

구에서는 과 밀가루에 대한 및 의 전력으로gliadin 70, 200 500 W 1,

및 분간 처리가 오히려 항원성을 증가시킨다는 것2, 3 5 microwave

을 알 수 있었다 이는 열처리에 의해 단백질의. microwave gliadin

구조가 항체와 더 잘 결합할 수 있는 구조로 변했기 때문이라고 하였

다 이와 같이 식품의 종류에 따라 다른 양상을 보이는 것은 항원에.

따라 단백질의 구조 및 열 안정성에 대한 특징이 다르기 때문에

열처리에 대한 감수성이 다르게 나타나기 때문이라고 생microwave

각된다.

이상의 결과를 종합해 볼 때 본 실험에서는 밀반죽에 의 전, 700 W

력으로 를 및 분 처리시 단백질의 변화가 일microwave 5 10 gliadin

어났으나 의 결과를 비추어 항원성 변화와 가장 관계되어Fig. 22, b

있는 것으로 예상되는 약 에 해당하는 단백질에는35 kDa microwave

의 작용이 미치지 않아 항원성에는 큰 변화를 보이지 않은 것으로 생

각된다.
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Fig. 16. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2 and microwave. The binding

ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo x 100.

Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour

treated with supercritical CO2 and microwave. Bo; binding ability

of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour non-treated.
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Fig. 17. Binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and microwave. The

binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo

x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2 and microwave. Bo; binding

ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat dough non-treated.
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Fig. 18. SDS-PAGE of wheat flour extracts treated with

supercritical CO2 and microwave. Samples are (*) protein

marker, (1) gliadin, (2) untreated, (3) supercritical CO2 treated,

(4) 1 min, (5) 5 min, (6) 10 min.
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Fig. 19. SDS-PAGE of wheat dough extracts treated with

supercritical CO2 and microwave. Samples are (*) protein

marker, (1) gluten, (2) gliadin, (3) untreated, (4) supercritical

CO2 treated, (5) 1 min, (6) 5 min, (7) 10 min.
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초임계 이산화탄소 가압가열 및 병행 처리에 의2-6. , microwave

한 변화

최근에는 두가지 이상의 물리적 방법을 병행 처리하거나 물리적 화,

학적 방법을 병행 처리하여 항원성 변화에 대해 살펴본 연구가 보고되

고 있다(Kim et al., 2002; Izquierdo et al, 2008; Grar et al.,

따라서 본 연구에서는 감마선 초고압2009; Bonomia et al., 2000). , ,

가압가열 및 처리 중에 의 항원성 감소 및 단백질microwave gliadin

의 변화가 관찰된 가압가열과 를 병행 처리한 뒤 항원성microwave

및 단백질 변화를 살펴보았다 초임계 이산화탄소 처리한 밀가루 및.

밀반죽을 각각 에서 분 가압가열 처리 직후 분121 10, 30, 50 5, 10℃

간 를 처리하였으며 그 결과를 및 에 나타내었microwave , Fig. 20 21

다.

밀가루 의 항원성 변화를 살펴보기 위해 를 실시한gliadin Ci-ELISA

결과 모든 처리구에서 결합력이 약간 감소하였으며 가압가열 처리 시,

간이 길어질수록 결합력이 감소하는 경향을 보였다 특히 가압가열. 50

분과 분 처리시 항원과 항체와의 결합력이 무처리구가microwave 5

인 것에 비해 약 정도로 항원성이 감소된 것을 확인하였다100% 84% .

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루를 이용하여 반죽한 후 가압가열과,

를 병행 처리하였을 때 모든 처리구에서 이하의 결합microwave , 30%

력을 보였으며 특히 가압가열 분 분 처리시 약, 30 , microwave 5 10%

로 가장 낮은 결합력을 보였다 또한 같은 조건의 가압가열 처리시.

시간이 짧을 때 더 낮은 결합력을 보인 것으로 나타났다microwave .

밀가루 추출액 중 약 사이의 단백질 변화를 알아14-50 kDa gliadin
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보기 위한 결과 가압가열 처리 시간이 증가SDS-PAGE (Fig. 22, a),

될수록 단백질 가 전체적으로 약화되었으며 특히 가압가열을band , 50

분 처리하였을 때 단백질 가 가장 많이 소실되었다 특히 약band . 35

에 해당하는 단백질은 가압가열 분 및 분 처리구에서는 변화kDa 10 30

가 없었으나 분 처리구에서 의 강도가 약간 감소되었다 또한, 50 band .

와 결과 약 부근의 단백질 의 강Ci-ELISA SDS-PAGE , 35 kDa band

도가 약해졌을 때 에서 항체와의 결합력이 감소되어 두 실험, ELISA

결과가 일치하는 경향을 보였다 반죽의 경우 가압가열과. , microwave

병행 처리에 의해 전체적으로 단백질의 소실이 관찰되었다(Fig. 23,

와 항체와의 결합 유무를 판단하기 위해a). Gliadin band SDS-PAGE

후 을 실시하였다 밀가루의 경우 단백질 중, immunoblotting . , gliadin

약 에 해당하는 단백질이 처리 후에도 와 반응하여 이 단35 kDa IgG

백질의 구조변화가 의 항원성 변화에 큰 영향을 주는 것으로gliadin

판단된다 또한 반죽의 경우 약 부근의 단백질도(Fig. 22, b). , 35 kDa

모두 소실되어 에서도 항체와 결합하지 않은 것으로immunoblotting

보인다(Fig. 23, b).

를 통해 단백질 변화를 측정한 결과 밀가루의 경우Native-PAGE ,

무처리구와 초임계 이산화탄소 처리구에서 단백질 를(Fig. 24), band

확인하였으며 초임계 이산화탄소 처리시 전기적 이동 속도가 가장 빠, ,

른 부분의 단백질 의 아래 부분 의 강도가 약해지고 고분자의band(gel )

새로운 가 생성되었다 또한 가압가열 분 처리시 확연한 단백band . 10

질의 변성이 나타났으며 여러개의 새로운 고분자 가 관찰되어 단, band

백질의 중합이 일어난 것으로 생각된다 반면 가압가열 및 분. 30 50
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처리시에는 처리 시간과 관계없이 단백질이 거의 관찰되microwave

지 않아 중합되었던 단백질이 분해된 것으로 생각된다 반죽의 경우.

무처리구에 비해 초임계 이산화탄소 처리구에서는 전기적(Fig. 25),

이동도가 큰 부분의 단백질 의 강도가 약해졌으며 가압가열과band ,

처리구에서는 단백질이 관찰되지 않았다 단백질은 고온처microwave .

리에 의해 분자사이의 결합 소수성 작용 등에 의하여 형태, polymer

로 중합이 일어나기도 하며 결합 등의 파괴로 인해 분해되기도, S-S

한다 따라서 본 연구(Restani et al., 2004; Schofield et al., 1983).

결과 가압가열과 를 연속적으로 처리함으로써 단백질이 분, microwave

해되어 나타나지 않았거나 중합되어 용출이 되지 않은 것으로 예상된

다.

이상의 결과를 종합해볼 때 밀가루 및 밀반죽에 대해 가압가열 및,

병행 처리시에 약 의 단백질이 영향을 받아microwave 35 kDa

의 항원성이 감소한 것으로 사료되며 반죽에 단독으로 가압가gliadin ,

열과 를 처리하는 경우보다 병행 처리시 반죽의 항microwave gliadin

원성 감소에 더욱 효과적인 것을 확인하였다.
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Fig. 20. Binding ability of anti- to gliadin in wheat flour

treated with supercritical CO2, autoclave and microwave. The

binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo

x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

flour treated with supercritical CO2, autoclave and microwave.

Bo; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat flour

non-treated.
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Fig. 21. Binding ability of anti- to gliadin in wheat dough

treated with supercritical CO2, autoclave and microwave. The

binding ability was measured by Ci-ELISA. Binding ability=Bt/Bo

x 100. Bt; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat

dough treated with supercritical CO2, autoclave and microwave.

Bo; binding ability of anti-gliadin IgG to gliadin in wheat dough

non-treated.
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(a) (b)

Fig. 22. SDS-PAGE(a) and immunoblotting(b) of wheat flour

extracts treated with supercritical CO2, autoclave and

microwave. Samples are (*) protein marker, (1) gliadin, (2)

untreated, (3) supercritical CO2 treated, (4) 10+5 min, (5) 30+5

min, (6) 50+5 min, (7) 10+10 min, (8) 30+10 min, (9) 50+10

min.
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(a) (b)

Fig. 23. SDS-PAGE(a) and immunoblotting(b) of wheat dough

extracts treated with supercritical CO2, autoclave and

microwave. Samples are (*) protein marker, (1) gluten, (2)

gliadin, (3) untreated, (4) supercritical CO2 treated, (5) 10+5

min, (6) 30+5 min, (7) 50+5 min, (8) 10+10 min, (9) 30+10

min, (10) 50+10 min.
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Fig. 24. Native-PAGE of wheat flour extracts treated with

supercritical CO2, autoclave and microwave. Samples are (1)

gliadin, (2) untreated, (3) supercritical CO2 treated, (4) 10+5

min, (5) 30+5 min, (6) 50+5 min, (7) 10+10 min, (8) 30+10

min, (9) 50+10 min.
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Fig. 25. Native-PAGE of wheat dough extracts treated with

supercritical CO2, autoclave and microwave. Samples are (1)

gluten, (2) gliadin, (3) untreated, (4) supercritical CO2 treated,

(5) 10+5 min, (6) 30+5 min, (7) 50+5 min, (8) 10+10 min, (9)

30+10 min, (10) 50+10 min.
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요 약

밀 알레르기 억제를 위한 최적의 물리적 처리 조건을 찾기 위하여 초

임계 이산화탄소 등 다양한 물리적 처리를 한 후 밀가루 및 밀반죽,

의 항원성 변화에 대해 알아보기 위해 의 단백질 및 항gliadin gliadin

원성의 변화를 측정하였다.

초임계 이산화탄소 처리에 의한 변화1.

밀가루에 시간 시간200 bar 60 5 , 250 bar 60 5 , 250 bar 6℃ ℃

시간의 조건으로 초임계 이산화탄소 처리를 한 뒤 에0 12 , gliadin℃

대한 항원성 변화를 알아보기 위해 를 실시하였다 그 결과Ci-ELISA . ,

모든 처리구에서 무처리구와 같이 높은 결합력을 유지하였으며 처리,

압력과 시간에 따른 차이도 보이지 않았다.

초임계 이산화탄소와 감마선 병행 처리에 의한 변화2.

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루와 밀반죽에 대해 감마선 조사(1,

를 병행한 뒤 단백질 및 항원성 변화를 측정5, 10, 20 kGy) , gliadin

하였다 그 결과 모든 처리구에서 의 항원성 변화를 보이지 않. gliadin

아 감마선 조사가 밀 알레르기 감소에 효과적이지 않음을 알 수 있었

다.

초임계 이산화탄소와 초고압 병행 처리에 의한 변화3.

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루와 밀반죽에 대한 초고압 처리의

영향을 알아보기 위해 밀가루에 밀반죽에 및 의100, 300 500 MPa

정수압으로 분간 초고압 처리하였다 초고압 처리 후 의 항원3 . gliadin
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성 변화를 측정한 결과 항원 항체 결합력이 무처리구와 비교하여 큰, -

차이를 보이지 않아 초고압 처리는 의 항원성 감소에는 효과가gliadin

없는 것으로 나타났다.

초임계 이산화탄소와 가압가열 병행 처리에 의한 변화4.

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루와 밀반죽 의 항원성 변화를gliadin

알아보기 위하여 게이지압 에서 및 분간1 kg/cm, 121 5, 10, 30 50℃

가압가열 처리한 후 를 실시하였다 그 결과Ci-ELISA . 밀가루의 경우,

가압가열 분 이상 처리시30 항체와의 결합력이 다소 감소하는 경향을

보였고 특히 분 처리구에서 약 로 가장 낮은 결합력을 보였다, 50 89% .

밀반죽의 경우 가압가열 분 처리시 정도로 가장 낮은 결합력, 30 14%

을 보였다.

초임계 이산화탄소와 병행 처리에 의한 변화5. microwave

처리 및 분 에 의해 반죽의 경우 일부 단백질Microwave (1, 5 10 )

의 소실이 관찰되었으나 밀가루와 반죽 모두 처리구band , microwave

에서 과 항체와의 결합력이 높게 유지되어 항원성 감소에는 효gliadin

과가 없었다.

초임계 이산화탄소 가압가열 및 병행 처리에 의한 변6. , microwave

화

초임계 이산화탄소 처리한 밀가루 및 밀반죽에 대한 가압가열(10, 30

및 분 과 분 의 영향을 알아본 결과 밀가루에서50 ) microwave(5, 10 ) ,

가압가열 분과 분 처리시 항원과 항체와의 결합력이50 microwave 5
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약 정도로 가장 많이 감소되었다 반죽의 경우 가압가열 분84% . 30 ,

분 병행 처리하였을 때 약 정도의 낮은 결합력을microwave 5 , 10%

보여 가압가열과 병행 처리가 밀반죽 의 항원성 감microwave gliadin

소에 효과적임을 알 수 있었다.
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