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〔요 약］

Egg white의 gel화에 따른 음속과 흡수의 변화가 60와 75'C에서 크게 나타난 것이 egg white 

의 어느 단백질성분에 의한 것인가를 조사하기 위해 egg white의 주요한 단백질 성분인 

ovalbumin, conalbumin, ovomucoid protein에 대해 gel화에 따른 음속 및 흡수의 변화를 온도 10 

- 95'C의 범위에서 초음파pulse법을 사용하여 측정하였다. Ovalbumin-fe 70'C, conalbumin는 5 

OP에서 gel화가 시작되었고 ovomucoid는 측정온도범위에서는 gel화가 진행되지 않았다. Gel화하 

는 이상의 온도에서 음속과 흡수에 대하여 aging측정을 행하여 gel화에 의한 음속과 흡수의 변화 

를 관측하였다. 그 결과 conalbumin는 50。, ovalbumin는 75°C에서 음속과 홉수의 변화가 많이 

일어났다. Egg white의 60와 7SC의 gel화에 의한 음속과 흡수의 큰변화는 각각 conalbumin4 

ovalbumin에 의한 것임을 알았고 Conalbumin과 ovalbumin는 aging 온도를 parameter로하여 이 

력현상이 관측되었다.

X - M ■른

초음파는 최근 의학용의 진단 및 치료장치에 많이 응용되고 있어 단백질용액의 초음파흡수 

mechanism의 해명이 대단히 중요한 문제로 되고 있다. 단백질은 가열하면 변성이 되면서 gel화 

로 진행되는데 단백질의 gel화 과정에 따른 초음파특성연구도 초음파흡수mechanism의 해명에 

기초적인 자료로 대단히 중요하다

단백질의 gel화에 대한 연구는 점성의 측정, 압축시험, 전기유동, 광산란, 그외 화학적인 분석등 

이 있다. 그러나 이 방법들은 다소의 제한이 있다. gel화의 과정을 관측하기 위해 주어진 실함조 

건마다 시료를 교체하여야 하기 때문에 gel의 전과정을 관측하는데 다량의 시료가 필요하다. 또 

한 광을 사용한 방법은 시료가 불투명하게 되는 gel영역에서는 관측이 불가능하게 된다. 그러나 

초음파를 사용하면 각 실험조건마다 시료를 교체하는 것없이 같은 시료로 sol상태에서 gel상태까 

지의 전과정을 관측할 수 있어 초음파는 gel과정을 조사하는데 유효한 수단이다.

우리는 초음파pulse법을 사용하여 온도10 - 75P의 범위에서 여러가지의 단백질 성분을 갖는 천 

연 단백질인 계란 횐자(egg white)의 gel화에 대한 음속과 흡수(흡수계수)변화를 측정하여 egg 

white가 6CTC에서 gel화가 시작되고 gel화가 진행됨에 따라 음속은 감소, 흡수는 증가하고 egg 

white의 gel화에 따른 음속 및 흡수의 변화는 60와 7SC에서 다른 온도에서 보다 많아 이들 온도 

에서 gel화가 많이 진행됨을 보고 하였다.'

본 연구는 60와 7SC에서 egg white의 gel화에 따른 음속과 흡수의 많은 변화는 egg white의 

어느 단백질 성분이 gel화에 영향을 미치는 것인가를 조사하기위해 egg white의 주요한 단백질 

성분인 ovalbumin, conalbumin, ovomucoid의 gel화의 진행에 따른 음속과 흡수의 변화를 각각 

측정하였다.

口 . 숴 헏

실험에 사용한 ovalbumin(sigma A2512), conalbumin(sigma C0755), ovomucoidfsigma T2011)의 

단백질은 결정화되고 동결건조한 순도 99%이상의 것이다. 측정한 단백질 수용액의 농도는 

100mg/ml로 시료는 실험하기 1일전에 만들어 51의 냉장고에 보존했다. 초음파측정은 본래 음속 

측정법인 pulse echo overlap법을 우리실험실에서 부분적으로 수정하여 흡수 및 음속즉정용의 
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pulse-echo overlap법으로 확립시켰다.2 그림1는 본 연구에서 사용된 장치의 block diagram이다. 

두개의 진동자는 기본주파수가 3MHz인 X-cut의 수정진동자이다. 이 진동자들은 똑 같은 크기를 

가지고 있고 길이 62mm의 초음파cell의 양측면에 고정시켰다. cell의 양측면은 l/100mm이하의 

평행도를 갖도록 제작하였다. 액체중을 전파한 pulse와 echo pulse들은 수파측의 수정진동자에 

의해 수신되고 감쇠기와 증폭기를 통하여 oscilloscope화면상에서 관측된다. 제Ipulse와 제2pulse 

만을 oscilloscope상에서 관측되도록 pulse를 가한다. 시간측 trig의 주파수를 CW oscillator로 조 

절해서 제Ipulse와 제2pulse의 carrier파형이 중복되어 보이도록 하면 trig의 주기는 초음파pulse 

가 일회왕복하는 시간과 같다. 이 주기는 counter에 의해 정밀히 측정되어지므로 정확도 높은 음 

속 즉정이 가능하다. 홉수는 제Ipulse와 제2pulse의 pulse진폭의 비로부터 얻어진다’ 두 진폭의 

비는 O.ldB까지 정확히 조정할 수 있는 가변 step attenuator에서 결정된다. Echo의 파형은 수정 

진동자에서 반사할때 변형이 일어나고 이 변형은 겉보기의 손실올 초래한다. 이 효과는 기준시료 

로 상대측정에 의해 엄격히 교정되어진다. 회절에 의한 손실계산은 음원의 반경 (5mm) 과 주파수 

3MHz 을 schoch 식에 대입하여 수치적으로 행하였다’ 이 측정법의 홉수의 상대정확도는 1%, 음 

속은 0.001%이다. 이 장치는 아주 간단하며 음속과 흡수를 동시에 측정할 수 있어 매우 편리하고 

여러 온도에서 음속 및 흡수측정을 동시에 행하는 본 실험에 적합하다. Gel화는 일반적으로 시간 

변화를 나타내기 때문에 일정온도에서 5분마다 음속, 흡수를 측정해서 gel화에 의한 음속, 홉수변 

화를 측정했다’ 초음파 cell 은 l/50°C 이내로 온도제어 되어 있는 수조에 넣어 온도를 monitor 했다. 

초음파ceU의 온도제어를 하나의 수조에서 행하면 측정하고자 하는 온도까지 상승하는 과정에서 

cell내의 단백질이 gel화하기 때문에 2개의 수조를 사용하여 수조의 온도상승시의 gel화되는 과정 

을 방지하였다.

m. 결과 尖 r■차•

Egg white는 88%의 물과 10%의 단백질로 구성되어 있고 주요한 단백질 성분은 ovalbumin, 

conalbumin, ovomucoid이다. 그림2는 ovalbumin의 sc>l과 gel상태에 대한 초음파흡수치의 온도변 

화를 나타낸것으로 •표시는 sol, 그외 표시는 gel상태에서의 흡수치를 나타낸다. 그림에서 a 는 

흡수계수, f는 주파수를 나타낸다• 실험은 우선 sol상태의 10°C 에서 온도를 상승시키면서 음속, 

홉수를 측정하면 70°C 에서 gel 화가 시작된다. 기호로 표시하면 그림2에서 a-b* 가 된다. * 표시 

는 시간변화의 측정 (aging) 를 나타낸다. 70°C 에 온도를 고정해서 음속, 흡수의 시간변화를 거의 

변화가 없을때까지 측정하면 b의 ▲표시까지 상승한다. b*는 흡수과 음속 모두 거의 시간적으로 

포화치에 달할때 까지 3-4시간 측정한 값이다. 시간변화의 측정은 75°C에서도 똑같이 측정한다. 

기호로 표시하면 b-c*가 된다’ 2일째 식혀진 gel상의 단백질을 10°C에서 온도를 올리면서 75°C 

까지 측정을 하면 75°C에서는 전일에 측정한 홉수치와 일치한다. 즉 d~c에서 가역적으로 변화한 

다. 계속해서 80°C에서 aging측정하면 c—e*가 되고 e에서 온도를 내려 다시 올리면 f—e와 같 

이 이전과 다른 별도의 경로를 따라 홉수치가 변화한다. 이와같이 흡수는 gel의 aging온도 이상 

을 올리지 않는한 예를 들면 d~c곡선을 따라 온도와 함께 가역적으로 변화하고 최고온도를 어 

디까지 올리는가에 의해 흡수치가 다른 그림2와 같은 이력(hysteresis)현상이 관측된다. 일단 gel 

화상태로된 단백질은 식혀도 원래의 단백질상태도 돌아오지 않는다. 즉 열적으로 비가역적이다. 

이것은 제리등과 크게 다른점이다. 식혀진 단백질은 과거의 자신의 이력을 구조중에 기억하고 있 

다. 이것은 그림2와 같은 실험결과에서 알 수 있다. 그림2에서 ovalbumin는 75°C에서 gel화에 의 

한 흡수의 큰변화가 일어남을 알 수 있다. 음속의 경우는 gel화에 의해 음속이 감소되지만 똑같 

은 이력현상이 그림 3와 같이 일어났고 gel 화에 의한 음속의 변화도 75笆에서 크다는 것을 알수 

있다. 그림 4와 그림 5은 conalbumin의 초음파 흡수와 음속의 온도변화를 나타내는 것으로 •표 

시는 sol, 그 외의 표시는 gel상태의 홉수치를 나타낸다’ conalbumin은 50°C에서 gel화가 시작되 

고 ovalbumin과 같이 이 력현상이 관측된다. 그림4,5에서 conalbumin의 gel화에 의 한 음속과 흡수 

의 큰 변화는 55°C임을 알 수 있다. 그림5에서 gel화는 50°C에서 시작되지만 음속의 peak는 70°C 
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이다. 즉 음속의 극대는 물의 성질을 반영하고 gel화와는 관계없다. 이력현상은 gel상태에서 분자 

의 집합체로서 설명 할 수 있다. gel화의 온도이상에서 단백질의 분자는 열변성된 분자간에 

network가 형성되고 집합체가 만들어진다.3 이 network의 형성 때문에 음속과 홉수의 변화가 일 

어난다. 단백질의 ge】화가 어떤 온도 Tm에서 일어나면 network의 형성은 Tm에서 평형상태로 

되기까지 계속된다. 이 과정은 그림 2-5에서 나타낸 바와 같이 초음파를 이용해서 검출할 수 있 

다. Network의 구조가 일단 만들어 지면 Tm이하로 온도를 내려도 집합체의 구조는 기억되고 음 

속과 홉수는 가역적으로 변화 한다. 다시 Tm을 증가시키면 집합체는 촉진되고 network는 더욱 

조밀하게 형성되어 그 수가 증가 한다. 그것에 따라 gel의 음향특성도 변한다. 이와 같이 Tm올 

parameter로 해서 음속과 흡수의 이 력현상이 관측된다.

二•림6은 ovalbumin, conalbumin, ovomucoid의 흡수치의 온도의존성을 나타낸 것으로 그림에서 

검게 표시된것은 gel상태의 흡수치를 나타낸다. 그림에서 conalbumin은 50°C 에서, ovalbumin은 

70°C에서 각각 gel화가 시작되고 ovomucoid는 측정한 온도의 범위(10-95°C)에서는 gel화가 진행 

되지 않았다. conalbumin은 55°C, ovalbumin은 75X?에서 gel화에 의한 흡수의 큰 변화가 나타났 

다. Gel화에 의한 홉수치의 증가는 분자량(conalbumin：76,000, ovalbumin：45,000)°1 클수록 컸다. 

특징적인 것은 ovalbumin은 85°C, conalbumin은 60°C까지 gel화가 진행되고 그 온도이상에서는 

더 이상의 gel화의 진행은 일어나지 않고 용액의 온도의존성을 반영해서 sol상태에서와 같이 홉 

수치는 감소함을 알 수 있다. 그림7은 3종류의 단백질, egg white와 증류수의 음속의 온도의존성 

을 나타낸것으로 본 연구에서 측정한 3종류의 단백질의 음속은 굵은 실선으로 나타낸바와 같이 

거의 일치하고 증류수보다 전체온도에 대하여 각 온도에서 20m/s정도 빠름을 알 수 있다. 음속 

의 피크는 70°C부근으로 egg white의 S6°C보다 고온도, 증류수의 75°C 보다 저온도로 벗어나 있 

지만 증류수의 온도의존성을 전체적으로 반영하고 있다.

그림8은 75°C 에서 ovalbumin 의 음속과 흡수의 시간적인 변화를 나타낸 것으로 5분마다 측정을 

행하여 음속과 흡수의 변화가 거의 없을때까지(3-4시간) 측정하였다. 온도는 7SC으로 온도제어 

되어 있는 수조에 70C의 초음파cell를 순간적으로 넣었을 때이고 초음파cell내의 온도와 수조의 

온도는 4분이내에 같이된다. 시간의 경과와 더불어 gel화가 진행됨에 따라 흡수는 천천히 증가하 

는 것에 비하여 음속은 같은 시간에서 조금만 감소하고 있다. 흡수의 변화량은 47%이지만 음속 

은 0.1%이다. 그림8의 실선은 음속과 흡수치의 시간변화를 지수함수적으로 근사한 것이다. 이 

fitting에서 gel화에 의한 음속과 홉수치의 변화량과 완화시간(time constant이 구하여진다. 측 

정한 75°C의 ovalbumin의 음속과 흡수의 network가 형성되는 완화시간는 100분이고 이 실험에서 

행한 단백질의 각 aging온도의 완화시간은 거의 100±10분으로 일치하였다.

그림9은 그림8와 같이 aging측정에서 구한 ovalbumin의 gel화에 의한 음속과 흡수치의 변화량 

을 적분한 것으로 90°C부터 gel화는 진행되지 않음을 알 수 있다. O와 • 표시를 따라 그은 실 

선은 각 온도에 있으서의 gel화의 정도를 나타내고 있다. 그림에서 ovalbumin의 gel화하기 쉬운 

온도는 75°C임을 알 수 있다. Kato et aF은 0.1%의 ovalbumin수용액의 광산란실험에서 열변성이 

일어나기 쉬운 76°C부근에서 급속히 분자집합체가 일어나는 것을 보고하고 있다. 이것은 우리들 

이 75°C 에서 gel 화하기 쉬운 결과와 잘 일치하고 있다. Conalbumin 는 그림 11에서 보인 바와같 

이 gel 화에 의한 음속과 흡수변화량을 적분하면 gE 화 하기쉬운 온도는 55P 이다. 이것들에서 

egg white의 60와 75°C에서의 gel화에 의한 음속 및 흡수의 큰 변화는 각각 conalbumin고!" 

ovalbumin의 열변성에 의한 것임을 알 수 있다. Ovomucoid는 본 실험의 범위에서는 gel화가 진 

행되지 않았다. Ovomucoid는 통상의 가열의 조건하에서는 변성되지 않는다고 보고되고 있어 본 

실험과 잘 일치하고 있다3 단백질이 열변성하면 열변성된 분자는 서로 집합체로 되면서 

network가 형성되는데 gel화에 의한 초음파흡수의 증가는 gel화가 진행하면 network의 수는 증 

가하고 그것과 동시에 물과 network와의 상호작용이 많아지기 때문에 증가한다/5 Gel화에 의한 

음속의 감소는 gel의 탄성율의 변화로 설명할 수 있다. 음속은 C = ( M /p )"2와 같이 쓸 수 
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있디-. 여기서 M은 종파탄성율, p 는 밀도이다. Network상에서 p 는 gel화의 진행에 따라 변화가 

거의 없다고 생각되지만 M은 변화한다고 예상된다. M은 M = K + 4/3 G와 같이 표시되어진 

디、여 기서 K, G는 각각 체적탄성율, 강성율을 나타낸다. Gel의 network형 성 은 G를 중가시키 지 

만 gel구조의 전체의 단단함은 오히려 부드러워진다. 즉 Gel화가 진행하는 것에 의해 G는 증가하 

지만 K는 G의 증가보다 더 감소한다. 그 때문에 전체의 M은 작아지게 되고 음속은 감소한다.

2. 결 W

단백질의 g이화를 연구하는 데는 광산란, 점탄성둥의 방법이 있지만 초음파를 이용하면 단일의 

시료로 전과정올 관측할 수 있는 이점이 있다.

Egg white의 주요한 단백질 성분인 ovalbumin, conalbumin, ovomucoid의 g이화에 의한 음속과 

홉수의 변화를 조사한 결과는 다음과 같다.

1. Conalbumin은 50°C, ovalbumin은 70°C에서 gel화가 시작되고 ovomucoid는 측정한 온도의 범 

위(10-951)에서는 g이화가 진행되지 않았다.

2. 3종류의 단백질의 음속은 거의 같고 70'C부근에 peak가 나타나 증류수의 75°C보다 저온도, 

egg white의 66보다는 고온도로 벗어나 있으나 전체적으로 증류수의 온도의존성올 반영하고 있 

다.

3. Conalbumin은 55°C, ovalbumin은 75°C에서 g인화에 의한 음속과 흡수의 큰 변화가 일어났다.

4. 위의 결과에서 egg white의 60°C, 75C의 g이화에 의한 음속과 흡수의 큰 변화는 각각 

conalbumin과 ovalbumin에 의한 것임을 알았다.
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Fig. 1. Block diagram of the apparatus.
Fig. 2. Hysteresis of ultrasonic absorption in ovalbu
min. The closed circles indicate the experiment va- 
1 니es in the sol state..The closed triangles denote the 
final vakjes in the aging experiment The symbols Q. 
△ and □ represent the values obtained after aging 
at 75. 80, and 95t, respectively.

32 -



50 60 70 60 90 1。°
TEMPERATURE (D

Fig. 3. Hysteresis of ultrasonic velocity in ovalbumin. 
All symbols have the same meaning as those in Fig.
2.
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Fig. 4. Hysteresis of ultrasonic absorption in conalbu- 
min. The closed circules indicate the experiment va
lues in the sol state. The closed triangles denote the 
final values in the aging experiment. The symbols O, 
△ and □ represent the values obtained after aging 
at 50, 55, and 95t, respectively.
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Fig. 6. The ultrasonic absorption of conalbumin, oval
bumin, and ovomucoid. The open symbols indicate the 
experiment values in the sol state. The closed sym- 
b시s denote the final values in the aging experiment 
in the gel state. The symboles O, △ 그nd □ represent 
conalbumifl, ovalbumin, and ovomucoid, respectively.
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Fig. 5. Hysteresis of ultrasonic velocity in conalbumin. 
All symbols have the same meaning as those in Fig. 
4.
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Fig. 7. The velocity in ovalbumin(匚］),conalbumin 
(△), ovalbumin(S), egg white(*), and water(—) 
as a function of temperatures.
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Fig. 9. Accumulated values of the total increase in ab- 
sorption(^) and decrease in velocity(Q) in aging 
experiment, which give the degree of gelation of oval- 
mumin.
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Fig. 8. Ultrasonic absorption«) and velocity(O)山 

ovalbumin g이 observed in the aging experiment 근t 75 
t. The lines represent the exponential curves fitted 
to the experimential values.
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Fig. 10. Accumulated values of the 以차 increase in 
absorption。) and decrease in velocity(O)in 교ging 
experiment, which give the degree of g이ation of co- 
nalmumirk
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