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Optimized pH condition of protein extraction of Gastrodia elata Blume 
by alkaline method
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알칼리에 의한 천마 단백질 추출의 최적 pH 조건
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Abstract

This study investigated the optimum pH condition for the efficient extraction of protein from Gastrodia elata Blume. 
Five extraction pH values (8, 9, 10, 11, and 12) and three precipitation pH values (2, 4, and 6) were used. The 
protein content, browning degree, and recovery yield of the protein obtained under each pH condition were determined. 
Most of the G. elata Blume was made up of carbohydrates, and its protein content was also high. The amount 
of the extracted protein increased according to the increase in the extraction pH, but did not significantly differ 
between pH 8 and pH 9. The browning degree of the protein significantly increased as the extraction pH increased. 
The greatest amount of protein was precipitated at pH 4, the recovery yield of which was also the highest. As 
a result, it was found that the combination of extraction pH 9 and precipitation pH 4, which resulted in a 38.7% 
recovery yield and a low browning degree, is the optimum condition for the efficient extraction of protein from 
G. elata Blume.
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서 론
1)

천마(Gastrodia elata Blume)는 난초과에 속하는 다년생

식물로 한국을 비롯하여 일본, 중국에서 널리 자생하고 있

다(1,2). 마와는 달리 엽록소가 없어 탄소동화작용을 하지

못하기때문에다른기주식물로부터영양분을받아생장한

다(3). 예로부터 고혈압, 중풍, 두통, 신경성질환, 당뇨병

등에 효능이 있다고 알려져 한약재로 이용되고 있으며, 이

와 관련된 성분으로 gastrodin, 페놀성 배당체, 유황 함유

페놀성 화합물 등의 페놀성 화합물과 sterol류, cholesterol,

vanillin 등이 보고되고 있다(4,5).

천마는 칼륨, 인, 칼슘, 마그네슘 등의 무기질을 많이 함
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유하고 있으며, 필수아미노산과 아르기닌, 히스티딘이 골

고루 존재하고, 아스파르트산의 함량이 높다(4,6). 특히, 타

작물에 비해 단백질 함량이 매우 풍부하여 인체에서 여러

가지생체조절기능을나타낼수있기때문에상업적응용가

치가높은작물이다. 또한여러매체를통해다양한효능이

알려지면서이를 이용한가공식품개발에 관심이집중되고

있다(7). 그러나 천마는 2000년 이전까지 식품으로 사용할

수 없는 원료로 지정되어 이용이 제한되어 왔으며, 2000년

9월부터 규제가 풀림에 따라 식품원료로의 사용이 가능해

지긴 하였으나 식품가공 분야에서 사용할 수 있는 연구

자료가 여전히 미흡한 실정이다.

일반적으로단백질은출처에따라식물성단백질과동물

성 단백질로 분류된다. 동물성 단백질은 분해 시 생성되는

독성물질 때문에 섭취 시 아토피나 각종 알레르기 등이

발생할 수 있다. 이에 따라 소비자들은 식물성 단백질에

대한 관심이 증가하고 있으며, 다양한 식물성 식품으로부

터 양질의단백질을얻기 위한연구가다수진행되고있다.

그러나단백질은 그자체로 용해성, 기포성, 유화성과 같은
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기능성이 낮아 식품가공 적성이 떨어진다. 이를 향상시키

기 위해 여러식품가공 분야에서는 물리·화학적 또는 효소

적 추출법을 사용하여 단백질을 추출하고 있으며, 얻어진

양질의 단백추출물은 다양한 식품에 첨가물로 이용되고

있다(8). 대표적인단백질추출방법중하나인알칼리추출

법은다른효소적방법이나물리적방법보다수율은낮으나

비용이 저렴하여여러가지식품에서단백질을 추출하는데

사용된다(9-12). 또한 효소적 추출 시 단백분해효소의 작용

을 용이하게 하기 위한 전처리 방법으로도 이용되고 있다.

그러나알칼리추출시사용되는용출및침전 pH는시료에

따라 차이가 있으며, 추출되는 단백질의 종류와 양 뿐만

아니라단백질의품질저하에미치는영향이크므로단백질

추출조건을 정확히 확립하는 것이 무엇보다 중요하다

(10-12).

따라서 본 연구에서는 알칼리 사용에 따른 갈변을 최소

화하고 영양적으로 우수한천마 단백질을보다 효율적으로

추출하기위하여용출및침전 pH 조건을설정하고자하였

다. 즉, 천마단백질의용출및 침전 pH를달리하여단백질

을 추출 및 침전시키고, 각 pH에 따른 단백질의 갈변도와

함량을 측정하여 알칼리 추출의 최적 pH 조건을 설정하고

자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에서는 2012년 4월 전라북도 무주군에서 수확하

여 건조시킨 건천마를 믹서기(M-1211, Starion, Busan,

Korea)로 곱게 간 다음, 60 mesh의 체에 통과시켜 –40℃에

보관하면서 실험에 사용하였다.

일반성분 분석

천마의일반성분은수분, 조지방, 조회분, 조단백, 조섬유

의 함량을 측정하여 평가하였다. 즉, 수분은 수분자동측정

기(FD-720, Kett, Tokyo, Japan)를, 조지방은 조지방자동추

출기(Soxtec 2050, Foss, Hoganas, Sweden)를 이용하여 측정

하였으며, 조회분은 직접회화법으로, 조단백질은 Micro

Kjeldahl 장치(Distillation Unit B-323, Buchi, Flawil,

Switzerland)를 이용하여 측정하였다. 조섬유는 조섬유자동

추출기(Fiber test F-6, Raypa, Barcelona, Spain)를 이용하여

측정하였으며, 탄수화물은시료전체를 100%로하고수분, 조

단백, 조지방, 조회분 함량(%)을 감한 것으로 산출하였다.

탈지 천마 제조

지질과결합되어있는단백질을분리하기위해천마분말

의 지질을 Ju 등(13)의 방법을 약간 변형하여 제거하였다.

즉, 천마분말과 n-hexane(Duksan Co., Ansan, Korea)을 1:1

비율로 섞어 25℃에서 48시간 동안 교반시켰으며, 교반 후

감압농축기(R-124, Buchi, Flawil, Switzerland)로 hexane을

날려 보내고 동결건조(FD-1, Eyela, Tokyo, Japan)하여 단백

질 추출에 이용하였다.

탈지 천마 단백질의 알칼리 추출

탈지 천마 단백질의 알칼리 용출은 Gnanasambandam과

Hettiarachchy(9)의 방법을 약간 변형하여 추출하였다. 용출

pH에따른단백질추출정도를비교하기위해각각의탈지

천마를다양한 알칼리 조건에서용출시켰다. 즉, 탈지 천마

10 g에 80 mL의 증류수를 넣고 1 N NaOH를 이용하여

pH를 8, 9, 10, 11및 12로조정하였다. 이혼합물을상온에서

60분간 교반하여 10,000 rpm에서 30분 동안 원심분리

(Supra-21K, Hanil, Incheon, Korea)한 다음 상등액을 취하

였다.

알칼리 추출 단백질의 등전점 침전

다양한 알칼리 조건에서 추출된 탈지 천마 단백질은 등

전점 침전 pH에 따른 단백질 추출 정도를 비교하기 위해

용출 pH당각각의침전 pH를 2, 4및 6으로조정하여침전시

켰다(10). 즉, 추출된 단백질 분획을 1 N HCl을 이용하여

pH를 조정하였으며, 30분 동안 상온에서 방치한 다음

10,000 rpm에서 원심분리(Supra-21K, Hanil)하여 침전 단백

질을 얻었다. 얻어진 침전 단백질은 중량대비 1:2(w/v)의

증류수를 가하여 여러 차례 수세한 후, 다시 원심분리하여

침전물을얻었고 다시증류수를가하여충분히균질화하였

다. 균질화한단백질수용액의 pH를 7로중화시켰으며, 얻은

단백질 수용액의 단백질 함량을 측정하는데 사용하였다.

갈변도 측정

알칼리 용출에 의해 얻은 탈지 천마 단백질의 갈변도는

Song 등(14)의 방법에 따라 흡광도를 측정(U-2900, Hitachi,

Tokyo, Japan)하여 나타내었다. 즉, 각 시료에 단백질 응집

으로 인한 파장의 산란을 최소화하기 위해 16%(w/v)

sodium dodecyl sulfate(SDS)를 첨가하였으며, 대조구는 증

류수에 16% SDS를 첨가하여 측정하였다.

단백질 함량 측정

용출단백질과침전단백질의단백질함량은 bicinchoninic

acid(BCA)법(15)으로 측정하였다. 시료 20 μL에 BCA

reagent(bicinchoninic acid solution : copper(Ⅱ) sulfate

pentahydrate 4% solution=50 : 1, v/v) 160 μL를 혼합하여

37℃에서 30분간반응시켰으며, 560 nm에서 흡광도를 측정

(Epoch microplate spectrophotometer, BioTek, Winooski,

VT, USA)하였다. 이 때 단백질 함량은 bovine serum

albumin(BSA)을 표준품으로 작성한 검량곡선을 이용하여

산출하였다.
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통계분석

본 연구의 결과는 3회 이상 반복 실험으로 얻어진 값의

평균과 표준편차로 나타내었으며, 각 실험결과에 대한 통

계분석은 SPSS 통계 프로그램(Statistics Package for the

Social Science, 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하

여분석하였다. 즉, 각 실험군간의 차이를유의수준 p<0.05

에서 one-way ANOVA(Analysis of Variation)로 분석한 뒤

Duncan’s multiple range test로 평균치간의 유의적 차이를

검증하였다.

결과 및 고찰

천마의 일반성분

천마의 일반성분을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 수분

은 15.17%로 Chung과 Ji(4)의 11.8%, Kim 등(16)의 3.25%,

Kim 등(17)의 7.44%에 비해 높은 함량을 보였으며, 이는

유통되는 천마의 건조방법에 따른 차이로 판단된다. 수분

을 제외한 천마의 주성분은 탄수화물과 단백질로 각각

73.81%, 5.95%를 차지하였다. 대부분의 연구결과 천마의

주성분은 탄수화물로 조사되었으며, 타 작물에 비해 단백

질 함량이 높은 것으로 확인되었다(1,4,16,17). 조지방 함량

은 약 2%로 측정되었으며, 무기질이 3.10%로 Shin 등(1)

및 Chung과 Ji(4)의 연구 결과와 유사하였다. 조섬유는

0.09%로 가장 적은 함량을 나타내었으며, 약 3%로 측정되

었던 Kang 등(18)의 연구 결과에 비해 낮은 것으로 확인되

었다.

Table 1. Proximate composition of the Gastrodia elata Blume

Component Contents (%)

Moisture 15.17±0.04

Carbohydrate 73.81±0.06

Crude protein 5.95±0.01

Crude fat 1.97±0.02

Crude ash 3.10±0.01

Crude fiber 0.09±0.01

Mean±SD (n=3).

알칼리 용출 pH가 단백질 추출에 미치는 영향

알칼리추출시 pH변화에따른단백질함량및갈변도를

살펴보기 위해 용출 pH에 따른 단백질 함량과 갈변도를

측정하였으며, 결과는 Fig. 1에 나타내었다. 단백질 함량은

대부분 용출 pH가 증가할수록 유의적으로 증가하였으나

pH 9와 pH 10에서는유의적인차이를보이지않았다. pH가

높아짐에따라단백질추출량이점차증가하는것은누에번

데기의 pH에 따른 단백질 함량을 측정한 Kwon 등(8)의

연구 결과와 미강의 pH에 따른 단백질 용출량을 측정한

Kim 등(10)의 연구 결과와 유사하였다. 단백질의 갈변도는

pH가 증가함에 따라 모든 구간에서 급격한 증가를 보였으

며, pH 9 이후부터는 색이 확연히 진해지기 시작하였다.

높은 알칼리 조건은 당과 필수아미노산인 lysine의

glycosylamine 반응을 촉진시켜 비효소적 갈변을 증가시키

며, lysine의 구조적 변형으로 체내에서 단백질의 흡수를

감소시킨다(19,20). Kim과 Park(21)은 단백질 추출 pH가

증가할수록 용해도가 증가하며 영양저해인자인 phytate를

감소시킨다고 하였으나, 단백질의 색이 어두워 적절한 추

출 pH를 설정하는 것이 중요하다고 보고하였다. Wang 등

(22)은 단백질 추출에 있어 높은 알칼리 조건은 섬유질과

같은 다른 성분들도 함께 용출되어 품질을 떨어뜨리고

lysinoalanine과 같은 잠재독소물질이 생성될 수 있다고 보

고하였다. 따라서 탈지 천마 단백질의 용출 pH는 단백질

함량과 갈변정도를 고려하여 pH 9가 적절한 것으로 판단

된다.

Fig. 1. Protein content and browning degree of the extracts
obtained at different extraction pH values.

The values represent the mean±SD (n=3). The means followed by the same letter did
not significantly (p<0.05) differ in Duncan’s multiple range test.

침전 pH가 단백질 함량에 미치는 영향

다양한 알칼리 조건에서 추출된 시료를 각각 pH 2, 4

및 6에서침전시킨후회수한상등액과침전단백질의단백

질 함량을 비교한 결과는 Fig. 2와 같다. pH 12에서 용출된

단백질을 제외한 모든 시료에서 pH 4로 침전시킨 pellet의

단백질 함량이 유의적으로 많았으며, pH 12에서 용출시켜

pH 4로 침전시킨 pellet의 경우 유의적인 차이는 보이지

않았으나 가장 많은 단백질을 함유하고 있었다. 또한 상등

액의단백질함량은 pH 8에서용출된시료를제외하고모든

실험군에서 pH 4로침전시킨것이가장적은것으로확인되

었다. 용출 pH가 증가할수록 상등액에 남아있는 단백질의

비율이약 45%에서 15%로 30% 감소하는경향을보였으며,

pH 4에서침전된단백질은전체단백질의약 10%만이상등
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액에 포함되어 있었다. 반면 pH 2 또는 6에서 침전 시

20% 정도의 단백질이 상등액에남아있는 것으로 확인되었

다. Kim 등(10)은 미강단백질의 침전 pH 조사 결과, pH

4의상등액에남아있는단백질의양이다른 pH에비해가장

적었다고보고하여 본 연구 결과와 유사하였다. 반면, 회수

한 단백질의 약 15~30%가 상등액에 여전히 남아있는 것으

로보고하여본연구결과와차이를보였다. 즉, 미강단백질

에비해천마 단백질은 pH 4에서단백질추출효율이크게

증가했음을 확인할 수 있었다.

Fig. 2. Comparison of the protein contents of the pellet and the
supernatant obtained at different extraction pH and precipitation
pH values.

The values represent the mean±SD (n=3). The means followed by the same letter did
not significantly (p<0.05) differ in Duncan’s multiple range test.

용출 및 침전 pH에 따른 단백질 회수율

탈지천마단백질의용출및침전 pH에따른단백질회수

율을 나타낸 결과는 Fig. 3과 같다. 모든 용출 pH에서 침전

pH가 4일때가장많은단백질을회수할수있었으며, 침전

pH가 2인경우에는대부분가장낮은회수율을나타내었으

나용출 pH가 8과 9인조건에서는침전 pH가 6인경우보다

더 높은 회수율을 보였다. 단백질을 구성하는 아미노산은

전기적 성질에 따라 등전점이 달리 나타나며, 이에 따라

산성, 중성, 염기성으로 나눌 수 있다. 대부분 중성이나

glutamic acid는 등전점의 pH가 약 4로 대표적인 산성아미

노산이다. 천마 단백질의 주요 아미노산인 glutamic acid의

등전점이 pH 4이므로 용해도는 pH가 4일 때 가장 낮고

단백질의침전이가장많이일어난다(22). 따라서탈지천마

단백질의회수율은 용출 pH에 상관없이 pH가 4일 때 가장

높은 것으로 확인되었다. 비록 용출 pH 12, 침전 pH 4에서

단백질 회수율이 58.5%로 가장 높았으나 심한 갈변으로

인해 단백질의 추출 조건으로는 바람직하지 않은 것으로

나타났다. 또한 용출 pH 10과 11, 침전 pH 4의 경우도

각각 56.9%, 55.1%의 높은 회수율을 보이고 있으나 갈변이

심하여 단백질의 품질이 떨어질 것으로 판단된다. 따라서

38.7%의 회수율을 보인 용출 pH 9와 침전 pH 4가 천마

단백질 추출을 위한 최적 추출 pH로 판단된다.

Fig. 3. Recovery yield of the protein according to the extraction
pH and the precipitation pH.

요 약

본 연구에서는 알칼리 사용에 따른 갈변을 최소화하고

영양적으로우수한천마단백질을보다효율적으로추출하

기위하여용출및침전 pH에따른단백질의갈변도와함량

을 측정함으로써 탈지 천마 단백질 알칼리 추출의 최적

pH 조건을 설정하고자 하였다. 천마의 수분은 약 15%로

측정되었으며, 대부분 탄수화물로 구성되어 있었고, 단백

질의 함량이 높은 것으로 확인되었다. 이러한 단백질을 다

양한 pH에서 용출시킨 결과 pH가 증가함에 따라 용출된

단백질의 양이 증가하였으며, 갈변도 또한 증가함을 보였

다. 침전 pH에따른단백질함량은 pH 4에서침전된 pellet이

가장 많은 함량을 나타내었으며, 상등액의 단백질 함량 또

한 대부분 pH 4로 침전시킨 경우가장적은 것으로확인되

었다. 뿐만 아니라 단백질의 회수율도 침전 pH가 4일 때

가장 높은 값을 나타내었다. 따라서 갈변도와 단백질 함량

을 고려한 탈지 천마 단백질 추출을 위한 최적조건은 용출

pH 9와 침전 pH 4로 결정되었다.
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