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요 약

난백에 있는 40여 가지의 단백질의 기능적 특성에 대한 연구가 폭 넓게 진행되고 있지만, 그 특성이 모두 확인되지

않았다. 난백에서 순수하면서 변성되지 않은 단백질을 분리하는 방법을 연구하기 위해 본 연구에서는 난백 중 함량이

많은 lysozyme, ovotransferrin, ovalbumin을 분리했다. 난백에서 단백질을 다른 분리 방법보다 선택적으로 분리가 가

능한 이온 교환 크로마토그래피를 이용했다. 그리고 분리된 단백질을 동정하기 위해서 Reversed-phase HPLC (RP-

HPLC)를 사용했다. 이온 교환 크로마토그래피에서 HI Trap ion exchange cartridge (GE Healthcare, USA)를 사용했고,

그 중에서 양이온 교환 수지 SP (완충용액 pH 8.0, pH 5.2)와 음이온 교환 수지 Q (완충용액 pH 8.0)로 난백 단백질

을 분리하였다. 분리한 난백 단백질들의 동정용 RP-HPLC에서는 C18 컬럼(Phenomenex, USA)을 사용했고 등용매 용

리에서 이동상으로 acetonitrile (ACN)/distilled water (DW)/trifluoroacetic acid (TFA)의 부피비를 50/50/0.1로 사용했

다. 이온 교환 크로마토그래피에 의해 각 단계에서 분리된 용출용액을 RP-HPLC으로 분석한 크로마토그램과 표준시

료의 크로마토그램의 체류시간을 비교하여 난백에 포함된 ovotransferrin, ovalbumin, lysozyme이 순차적으로 용출됨을

알았다.

Abstract − Approximately forty proteins in egg white have been widely studied for their functional properties. To

develop a procedure of separation for pure and non-altered proteins from egg white, purification study was conducted to

isolate lysozyme, ovotransferrin, and ovalbumin. Ion exchange cartridge can selectively separate proteins from egg

white, and reversed-phase HPLC (RP-HPLC) could identify separated proteins. Proteins in egg white were purified by

HI trap ion exchange cartridge SP and Q with buffers pH 8.0 and 5.2. C18 column (Phenomenex, USA) was used for

RP-HPLC analysis and isocratic mobile phase was used with acetonitrile (ACN)/distilled water (DW)/trifluoroacetic

acid (TFA) in the ratio of 50/50/0.1. Comparing the retention times of standards in RP-HPLC experiments showed that

ovotransferrin, ovalbumin, and lysozyme in egg white were eluted successively in the RP-HPLC column after the pre-

treatment in SP and Q ion exchange cartridges.
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1. 서 론

식품으로 유통되고 있는 조류의 알은 달걀, 메추리알, 오리알 등을

들 수 있으나 이중 달걀이 주종을 이루고 있다. 우리나라에서 달걀

의 가격과 공급이 안정화 된 것은 효율적인 배합사료의 개발, 사육

기술의 개량 등으로 집약적인 대량생산이 가능하게 된 1950년대 이

후의 일이다. 현재 달걀 생산량은 91억 4천만 개로 이것은 1인당 180

여개(연간)에 해당된다.

계란 중 난백은 자연에서 쉽게 얻을 수 있는 완전식품으로 단백질,

탄수화물, 지방, 무기질, 비타민 등이 포함되어있어 음식산업 분야에

서 필수적 성분으로 많이 사용되어져 왔다[1]. 특히 생체에 필요한

활성 단백질을 많이 포함하고 있어 생물학적이고 기술적인 분야에서

연구 되어져왔다. 난백에는 효소억제제, 면역단백질, 비타민결합단백

질, 철분결합단백질 등의 다양한 단백질이 있다. 그 중 난백의 주요

단백질은 lysozyme, ovotransferrin, ovalbumin으로 특히 중요한 의

미가 있다. pI가 10.7인 lysozyme은 난백에 3.4~3.5%정도 포함되어

있으며 분자량은 약 14.3 kDa이다. 주된 생물학적 특성은 면역용균

촉진작용, 백혈구의 번식능 증강, 면역능 증강효과, 항생물질의 작용

증강, 염증의 조직 수복과정의 촉진, 농점액의 분해와 배출의 촉진

†To whom correspondence should be addressed.
E-mail: ihkim@cnu.ac.kr
‡이 논문은 KAIST 홍원희 교수님의 정년을 기념하여 투고되었습니다.



714 김현문·김아름·이창수·김인호

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 50, No. 4, August, 2012

및 출혈억제 등의 효과가 있어 수술중이나 수술 후의 출혈과 수술 후

유증으로 나타나는 혈뇨, 혈담, 코피 등의 출혈성 질환 등에 사용할

수 있다. 또 항 박테리아성 작용은 미생물 감염에 방어적인 역할을

하여 식품의 보존제와 치료제로 음식의 보존과 제약 산업에 널리 사

용된다[2]. pI 6.1인 ovotransferrin은 난백에 12~13% 포함되어 있으

며 분자량은 약 77.7 kDa이다. 난백 단백질에서 두 번째로 많이 포

함되어있으며, 열에 민감한 난백 단백질로 변성온도는 60 oC이고

70 oC에서 기능적 특성이 변한다[3]. Ovalbumin은 난백의 57%로 가

장 높은 비율을 차지하며, 분자량은 44.5 kDa이다. Ovalbumin은 인

산화의 정도에 따라 A1, A2 및 A3의 3가지 형태로 나누어지며, 각

각의 함량 비는 약 85:12:3이며 pI는 각각 4.75, 4.89 및 4.94이다. 난

백이 겔화되는데 주된 역할을 하는 당단백질로 계란 알레르기를 유

발하는 물질이다[4].

계란 난백에서 생물학적 활성을 가지는 이러한 단백질의 분리를

위한 많은 절차들이 개발되고 연구되었다. 계란 난백을 분리하는 방

법에는 직접결정화법, 크로마토그래피법 및 한외여과법 등이 있다.

난백의 물질들은 대개 성분의 양이 매우 적고, 이들 성분들과 기타

성분들 간의 화학적 친화력의 차이가 크지 않아 고도의 분리 기술이

요구된다. 그러므로 이와 같은 물질들의 분리 및 정제를 위해서는 컬

럼 기술로 대변되는 크로마토그래피가 많이 사용된다[5,6].

크로마토그래피는 실험실에서 소량성분의 정제에 이용되었던 기

술이었는데, 이 기술 특유의 우수한 선택성과 제품의 대량생산 필요

성으로 인하여 이 기술의 확대적용이 시도되고 있다. 크로마토그래

피는 컬럼 충진물인 고정상에 흡착하고자 하는 성분들의 상호작용

기작을 이용한 기술로서, 기작에 따라 다양한 기술이 있다. 대표적인

기술로는 모세관 액체크로마토그래피, 이온 교환 크로마토그래피, 크

기 배제 크로마토그래피, 초임계 크로마토그래피 등이 있다[7-9]. 이

중에서 이온 교환 크로마토그래피법은 수율 및 순도가 높아 산업적

으로 이용되고 있다[10].

난백의 정제와 분리는 이온 교환 크로마토그래피에서 주로 이루

어진다. 이온 교환 크로마토그래피는 대전된 관능기가 고정상에 존

재한다. 완충용액에서 단백질의 등전점에 따라 양이온이나 음이온화

된 단백질용액을 컬럼에 흘려 고정상의 대전 상태에 따라 단백질이

달라붙는 정도가 달라 단백질을 분리할 수 있다. 이온 교환 크로마

토그래피는 양이온 교환 크로마토그래피와 음이온 교환 크로마토그

래피 두 가지가 있다. 양이온 교환 크로마토그래피는 음이온 관능기

가 있는 고정상에 주입한 단백질 양이온이 붙어 단백질 분리가 가능

하며 음이온 교환 크로마토그래피는 양이온 관능기 고정상에 단백질

음이온이 붙어 단백질의 분리가 가능하다. 이온 교환 크로마토그래

피의 장점은 높은 처리량과 컬럼의 수명이 길고 사용이 편리한 점이

다[5]. 

일반적으로 이온 교환 크로마토그래피는 컬럼이 장착된 FPLC

(Fast Protein Liquid Chromatography)와 같은 시스템으로 실험한다.

컬럼은 고정상의 관능기에 따라 다양하며 DEAE, SP, Q, CM 관능

기 컬럼이 시판되고 있다. 컬럼을 사용할 때는 고정상을 빈 칼럼에

충진시키거나 고가의 충진된 칼럼을 구입하여야 한다. 하지만 소형

의 저가 카트리지를 사용하면 유리 컬럼의 단점인 평형화 시간을 줄

일 수 있고, 겔 및 이동상의 양도 줄일 수 있어 분리비용이 절감된다.

실험에서 사용한 양이온 교환 카트리지 SP는 CH
2
CH

2
CH

2
SO

3
의

작용기와 1 mL의 용량을 가지고 있고, 음이온 교환 카트리지 Q는

CH
2
N+(CH

3
)
3
의 작용기와 1 mL의 용량을 가지고 있다.

RP-HPLC는 역상 HPLC를 의미하며 단백질의 소수성 차이를 이

용하여 높은 분리도로 단백질을 분리하거나 확인하는데 사용한다.

이동상은 고정상의 특성을 변화시키지 않고 단백질을 잘 용해하는

acetonitrile을 사용한다. 컬럼은 고정상의 관능기에 따라 다양하며 단

백질 분리에는 C-4, C-8, C-18 컬럼을 사용한다. 그 중에 C-18 컬럼은

Si 표면위에 C
18

H
37
의 관능기를 가지고 있고, 단백질 분리에 가장 많

이 사용한다[11]. 

본 실험의 목적은 난백 단백질을 FPLC 용 카트리지로 신속히 분

리하여 RP-HPLC로 확인하는데 있다. 이온 교환 카트리지에서

lysozyme과 ovotransferrin을 양이온 교환 카트리지를 사용하여 분리

했고, ovalbumin을 음이온 교환 카트리지를 사용해서 등전점이 다른

세 가지 난백 단백질을 등전점이 높은 단백질부터 순차적으로 분리

했다. 분리한 단백질은 RP-HPLC를 이용하여 표준 단백질과 비교하

여 단백질을 동정하였다. 

2. 실 험

2-1. 실험재료 및 시약

시료는 시중에서 구입한 달걀과 무수 인산수소 나트륨(Sigma,

USA), 무수 인산이수소 나트륨(Sigma, USA)를 사용했다. 이온 교환

크로마토그래피에서는 이동상으로 인산 완충 용액, 트리스 완충 용

액(Sigma, USA)을 사용했고, 용리용액으로는 완충 용액에 염화나트

륨(Duksan, Korea)을 넣어서 사용했다. RP-HPLC에서 이동상은

Acetonitrile (J.T. Baker, USA), 증류수(Younglin, Korea), Trifluoroacetic

acid (Sigma-Aldrich, USA)를 사용했다. 그리고 시료를 여과하는데

종이 여과지(No. 1, Watman, Germany)와 0.22 µm 주사기 필터

(Advantec, Toyo, Japan)를 사용했다. 표준시료로는 lysozyme (Sigma,

L6876-5G, USA), ovalbumin (Sigma, A5378-5G, USA)을 사용했다.

2-2. 기기 및 장치

이온 교환 크로마토그래피에서는 FPLC 펌프(P-500, P-50, Phamarcia

Biotech, USA), 펌프 제어기(LCC-500, Phamarcia Biotech, USA), 카

트리지(Hi Trap ion exchange cartridge, GE Healthcare, USA), 그리

고 자외선 검출기(UV-1, Pharmacia Biotech, USA)를 사용했다.

RP-HPLC에서는 펌프(110B, Beckman, USA), 자외선 검출기

(783A, Applied Biosystems, USA), 데이터 수집 장치(Autochro Data

Module, Younglin, Korea), 그리고 C-18 column (4.6×250 mm, Agilent,

USA)를 사용했다.

2-3. 실험 방법

계란에서 난황을 분리하여 제거한 후 난백 20 mL를 0.05 M pH

8 인산 완충용액에 5배 희석한 후 12시간 냉장 보관했다. 보관한 용

액을 원심분리기(Centrifuge 5412, Eppendorf, Germany)로 3분간

15000 rpm으로 원심분리했다. 원심분리한 용액의 상등액을 종이 여

과지로 여과하여 이온 교환 크로마토그래피의 시료로 사용했다. 

이온 교환 크로마토그래피의 정제실험은 Fig. 1에 보인 것처럼 난

백에서 lysozyme, ovotransferrin, ovalbumin의 분획을 얻었고, 분획

의 분리 실험은 평형, 시료 주입, 세척, 용리의 과정을 거쳤다. 실험

조건은 Table 1과 같은데, 이 실험 조건에 따라 유량과 시간을 조절

하여 각각 단계별로 용액과 시료를 주입하였다. 이때 용리 단계에서

나온 용액은 모아서 다음 실험의 시료와 HPLC에서의 확인용 용액
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으로 사용했다. 이때 lysozyme과 ovotransferrin 분리에는 양이온 교

환 카트리지 SP를 사용했고, ovalbumin의 분리에는 음이온 교환 카

트리지 Q를 사용했다. 

HPLC의 확인실험은 이온 교환 크로마토그래피에서 난백과 분리

후 나온 용출 용액, 그리고 표준시료로 진행했는데, 각 실험별 시료는

주사기 필터로 여과 후 20 µL를 주입하였고 lysozyme과 ovalbumin

표준시료의 농도는 각각 2 g/L, 20 g/L였다. 이동상은 등용매 용리를

위해 ACN과 증류수, TFA의 부피조성을 50/50/0.1 (v/v%)로 유속은

1 mL/min 이었다. 그리고 자외선 검출기의 파장은 280 nm로 했다.

각각의 완충용액과 용리용액, 이동상은 혼합 후 sonicator (Brason,

USA)로 15분간 초음파처리, 10분간 탈기 후 사용했다.

3. 결과 및 고찰

Fig. 1은 Gúerin-Dubiard 등이 사용했던 난백에서 lysozyme,

ovotransferrin, ovalbumin를 분리하는 방법[12]을 카트리지를 사용하는

방법으로 수정한 흐름도이다. pI 10.7의 lysozyme은 난백 단백질 중

pI 값이 가장 크기 때문에 pH 8.0의 0.05 M 인산 완충용액에서 양이

온으로 변화시켜 양이온 교환 카트리지 SP를 사용해서 분리했다. pI

6.1의 ovotransferrin은 lysozyme을 분리 후 나머지 단백질만 포함된

시료를 pH 5.2의 0.05 M 인산 완충용액으로 양이온으로 변화시켜

양이온 교환 카트리지 SP를 사용해서 분리했다. 그리고 pI 약 4.7의

ovalbumin은 pH 8의 0.05 M 트리스 완충용액으로 음이온으로 변화

시켜 음이온 교환 카트리지 Q를 사용해서 분리했다. 용리단계에서

염화나트륨 용액을 주입해서 각각의 단백질을 용리시킨 용리액을

RP-HPLC 장치에서 C-18 컬럼으로 분석을 했다. 

흐름도에서 보인 것처럼 난백에서 lysozyme을 분리하는 실험을

먼저 한다. Fig. 2는 이온 교환 크로마토그래피 장치에서 양이온 교

환 카트리지 SP로 난백 시료로부터 lysozyme을 분리하는 단계의 크

로마토그램이다. pH 8의 0.05 M 인산 완충 용액으로 카트리지 내부

를 평형화 시킨 후 같은 완충용액에 용해된 난백 시료를 주입했다.

샘플주입단계에서 카트리지 내부에 양이온 상태의 lysozyme이 흡착

이 되고 나머지 단백질은 카트리지를 따라 흘러나오게 된다. Fig. 2

에서 (A)의 분획 1은 위 단계에서 샘플안의 lysozyme이 카트리지에

Fig. 1. Procedure of egg white fractionation using ion exchange cartridge.

Table 1. The condition of ion exchange chromatography steps

Step
Lysozyme Ovotransferrin Ovalbumin

Flow rate (mL/min) Time (min) Flow rate (mL/min) Time (min) Flow rate (mL/min) Time (min)

Equilibration 2 3 2 3 2 3

Sample loading 1 5 1 10 1 7

Washing 2 4 2 5 2 3

Elution 1 8 1 6 1 3

Fig. 2. Chromatogram for lysozyme separation from egg white by

cation exchange cartridge (A): Fraction 1 in Fig. 1, (B):

lysozyme elution.
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흡착되고 흘러나온 나머지 단백질들이 포함된 용액이다. (A)구간에

서만 시료를 모으는 것은 (A)구간 이후 크로마토그램의 피크가 일정

한 값으로 수렴할수록 카트리지 내부에서 lysozyme의 흡착량이 포

화되고 그 이후에 흘러나오는 용액에는 lysozyme이 포함되기 때문

이다. 용리단계에서는 0.5 M 염화나트륨 용액을 사용해서 카트리지

내부에 흡착되어 있는 lysozyme을 탈착시켰다. 이때 (B)구간에서 흘

러나온 용액들을 모은 lysozyme 용리액도 RP-HPLC 장치를 사용해

서 분석을 했다.

Fig. 3은 이온 교환 크로마토그래피 장치에서 양이온 교환 카트리

지 SP로 Fig. 2에서 얻었던 분획 1로부터 ovotransferrin을 분리하는

단계의 크로마토그램이다. pH 5.2의 0.05 M 인산 완충 용액으로 카

트리지 내부를 평형화시킨 후 같은 완충용액으로 pH를 조절한 분획

1을 주입했다. 샘플주입단계에서 카트리지 내부에 양이온 상태의

ovotransferrin이 흡착되고 나머지 단백질은 관을 따라 흘러나오게 된

다. (A)의 분획 2은 위 단계에서 샘플안의 ovotransferrin이 카트리지

에 흡착되고 흘러나온 나머지 단백질들이 포함된 용액이다. Fig. 3에

서 (A)구간에서만 시료를 모으는 것은 (A)구간 이후 크로마토그램의

피크가 일정한 값으로 수렴할수록 카트리지 내부에서 ovotransferrin

의 흡착량이 포화되어 그 이후에는 흘러나오는 용액에 ovotransferrin

이 포함되기 때문이다. 용리단계에서는 0.5 M 염화나트륨 용액을 사

용해서 카트리지 내부에 흡착되어 있는 ovotransferrin을 탈착시켰다.

이때 (B)구간에서 흘러나온 용액들을 모은 ovotransferrin 용리액을

RP-HPLC 장치를 사용해서 분석을 했다.

Fig. 4는 이온 교환 크로마토그래피 장치에서 음이온 교환 카트리

지 Q로 Fig. 3에서 얻었던 분획 2로부터 ovalbumin을 분리하는 단계

의 크로마토그램이다. pH 8의 0.05 M 트리스 완충 용액으로 카트리

지 내부를 평형화시킨 후 같은 완충용액으로 pH를 조절한 분획 2를

주입했다. 샘플주입단계에서 카트리지 내부에 음이온 상태의

ovalbumin이 흡착되고 나머지 단백질은 카트리지를 따라 흘러나오

게 된다. 세척단계를 지나고 용리단계의 (A)구간에서 흘러나온 용액

들을 모은 ovalbumin 용리액을 RP-HPLC 장치를 사용해서 분석을

했다.

FPLC에서 이온 교환 크로마토그래피 실험을 마치고 RP-HPLC 실

험을 했는데 Fig. 5는 난백 시료와 2 g/L의 lysozyme 표준시료, 20

g/L의 ovalbumin 표준시료를 RP-HPLC 장치를 통해 흡광도를 기록

한 크로마토그램이다. 이동상의 유속은 1 mL/min, 시료 주입량은 20

µL, 자외선 검출기의 파장을 280 nm로 5분 동안 흡광도를 기록했다.

이동상은 ACN/DW/TFA를 사용했는데 50/50/0.1의 부피조성에서

난백의 분리도가 가장 높기 때문이다. 실험에서 난백은 1분 51초, 2

분 3초, 2분 13초에서 큰 피크가 3개가 나타났다. 그리고 ovalbumin

의 표준시료는 2분 3초에서 피크가 나타났고, lysozyme의 표준시료

는 2분 13초에서 피크를 보였다. 세 가지 피크가 나타난 크로마토그

램에서 각각의 체류시간을 비교한 결과, 난백의 두 번째 피크는

ovalbumin이고 세 번째 피크는 lysozyme이라는 것을 알았다. 

Fig. 6은 난백 시료와 Figs. 2,3,4에서 보인 각각의 용리액들을 Fig.

5와 같은 조건으로 흡광도를 기록한 크로마토그램이다. 이 크로마토

그램에서 ovotransferrin, ovalbumin, lysozyme 용리액들은 각각 1분

51초, 2분 3초, 2분 13초의 체류시간을 보인다. 이 체류시간들은 난

백의 세 피크의 체류시간과 같고, Fig. 5에서의 표준시료의 체류시간

과 비교했을 때 ovalbumin과 lysozyme의 용리액이 예상했던 것과 맞

Fig. 3. Chromatogram for ovotransferrin separation from Fraction

1 in Fig. 1 by cation exchange cartridge (A): Fraction 2 in

Fig. 1, (B): ovotransferrin elution.

Fig. 4. Chromatogram for ovalbumin separation from Fraction 2 in

Fig. 1 by anion exchange cartridge (A): ovalbumin elution.

Fig. 5. Comparison of retention times between egg white sample

and standards (lysozyme, ovalbumin) in RP-HPLC.
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다는 것을 알 수 있다. 그리고 ovotransferrin은 난백 단백질 중 두 번

째로 함량이 많기 때문에 난백의 첫 번째 피크의 체류시간과 높이를

볼 때 ovotransferrin 용리액도 ovotransferrin이라고 사료된다. 

Lysozyme부터 ovalbumin까지의 분리 과정 중(Fig. 2에서 5) 이온

교환 크로마토그래피의 흡광도 크기가 작아지고, Fig. 5와 6 RP-

HPLC의 크로마토그램 피크 높이가 작아지는 것을 볼 수 있는데,

이것은 분리과정 중 단백질의 농도가 희석되기 때문이라고 생각

된다.

4. 결 론

FPLC에서 이온 교환 크로마토그래피 방법으로 난백에서 단백질을

분리했다. pH 8의 인산 완충용액으로 난백에서 양이온 교환 카트리

지 SP를 사용해서 lysozyme을 얻었고. lysozyme을 분리 제거한 용

액을 pH 5.2의 인산 완충용액과 양이온 교환 카트리지 SP로

ovotransferrin을 얻었다. 그리고 ovotransferrin까지 분리 제거한 용액

을 pH 8의 트리스 완충용액과 음이온 교환 카트리지 Q를 사용해서

ovalbumin을 분리했다.

RP-HPLC에서 분리한 난백 단백질과 표준품 피크를 비교하여 난

백 단백질 종류를 확인하였다. ACN, DW, 그리고 TFA 조성비 50/

50/0.1의 등용리 용매 조건에서 표준시료와 비교할 때 C-18 칼럼에

서 ovotransferrin, ovalbumin, 그리고 lysozyme 순서로 분리되었다.
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