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Abstract: This study aimed to develop and optimize a demu-

cilaging process of Opuntia ficus-indica var. saboten (OFI)

fruit to increase its usability as functional food ingredient and

food additive. Viscozyme and Novozym 33095 as multi-

enzyme complex having a broad spectrum of carbohydrases

and pectolytic enzymes, respectively, were used in enzymatic

dissolution along with high hydrostatic pressure liquefaction.

To optimize the liquefaction process using high hydrostatic

pressure liquefying extractor, response surface methodology

with 3-factor central composite design was employed with re-

action factors such as temperatures (25, 32, 40, 48, and 55oC),

pressures (20, 40, 60, 80, and 100 MPa), and times (15, 30,

45, 60, and 75 min). At optimum conditions (25oC, 100 MPa,

and 58.275 min) for high hydrostatic pressure liquefaction

process, the processed OFI fruit juice was predicted to have

viscosity at 2.917 poise, partly due to the release of free sug-

ars such as fructose and glucose detected using HPLC-ELSA

system. The results above suggests that the OFI fruit juice

with decreased viscosity may be used for various manufactur-

ing processes of food, beverage, ice cream, and cosmetics.

Keywords: Carbohydrases, HPLC-ELSD, Pectolytic enzymes,

Response surface methodology, Viscosity

1. INTRODUCTION

백년초 (Opuntia ficus-indica var. saboten)는 세계적으로 널리

분포되어 있는 선인장과의 식물로서, 국내에서는 제주도를

비롯한 남부지방에서 자생한다. 식용으로 사용되는 열매는

다량의 씨앗과 점질물을 띠는 펄프와 질긴 껍질로 이루어져

있다. 해외 품종의 경우 열매의 색상이 노란색, 주황색 등 다

양하나, 국내산의 경우 붉은색을 띠는 자주색 품종이 주로 재

배되고 있다. 이러한 색상은 식용색소인, 노란색의 베타잔틴

(betaxanthin)과 붉은색의 베타시아닌 (betacyanin)으로 구분

되는 베타레인 (betalain)으로부터 유래한다 [1]. 비타민, 무기

질, 폴리페놀 등을 함유하고 있으며 이러한 특성으로 인해 두

부, 젤리 등에서 식품첨가물로서 백년초의 연구가 활발하게

진행되어 왔다 [2]. 민간에서는 소염, 해열, 천식, 관절염, 위

궤양 등의 치료제로서 열매와 줄기 모두가 사용되었고, 알러

지 [3], 당뇨 [4], 염증 [5], 궤양 [6] 등의 다양한 질병에 관한
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효능이 보고되었다.

백련초는 선인장과 (Cactaceae) 식물 특유의 점질물 때문에

산업적 이용이 제한되어 왔다. 중성 다당류 및 우론산 (uronic

acid) 등으로 이루어진 선인장 점질물 [7]은 높은 함수성, 점

성으로 인해 점증제 (thickener) 등의 식품첨가물로 사용 가능

하나, 음료 및 식품 색소 등에 활용될 경우에는 물에 녹지 않

고 서로 뭉쳐져 끈적한 겔 (gel) 혹은 점액의 형태를 띄기 때

문에 가공적, 관능적으로 나쁜 영향을 끼칠 수 있다. 또한 농

축, 여과 등의 공정에서 공정 편의성을 저해하기 때문에, 다

양한 분야로의 산업적 이용을 고려할 때 점질물은 제거되거

나 저분자 물질로 분해되어야 한다. 많은 연구들이 천, 필터

등을 이용한 물리적 분리 [8], 알콜 등을 이용한 침전 [9]의 방

법으로 백년초 내의 점질물을 분리해내지만, 수율 저하와 더

불어 다당류 구조물에 둘러싸여 있을 수 있는 부가적인 생리

활성 물질 등의 손실이 우려된다. 실제로 미세여과 (microfil-

tration)와 한외여과 (ultrafiltration)를 사용하여 백년초의 점

질물을 물리적으로 분리한 연구 [8]에 의하면, 여과박 (filter

cake)에 잔존하는 백년초 점질물의 경우 플라보노이드 (fla-

vonoid), 베타시아닌, 베타잔틴 등의 지표물질이 대부분 보존

되었으나, 여과 (filter)를 통하여 점질물이 제거된 백년초 주

스의 경우 약 20~100%의 지표물질 손실 및 약 10% 가량의

총 항산화능 손실이 확인되었다. 또한 칼슘, 칼륨 등의 무기

질이 점질물에 다량 함유되어 있는 것으로 보고된 바가 있다

[10].

높은 온도 및 장시간의 공정 등으로 인해 산화에 약한 항산

화 물질의 특성상, 비열 및 저온열처리 등 제품에 가해지는

열을 최소화하는 공정에 대한 수요가 높아지고 있다. 효소를

이용한 공정도 그 중 하나인데, 실제로 주스의 청징 및 분리

정제 등 다양한 분야에서 효소를 이용한 공정이 사용되고 있

다. 고압의 영향을 받은 효소는 수소결합 및 전반적인 구조

가 압력으로 인해 축소되어 외부요인으로 인한 변성에 강한

내성을 가지게 되며, 또한 구조적 유연성을 갖추게 되어 기

질과의 반응 효율도 상승하게 된다. 실제로 pectin methyle-

sterase (PME) 혹은 polygalacturonase (PG)처럼 제품의 점도

조절에 영향을 주는 효소들에 대해서 고압 환경에서의 활성

및 안정성 변화가 보고되어 있다 [11].

백년초의 점질물은 대부분이 식이섬유로 이루어져 있기 때

문에, 이를 분해하였을 때 식이섬유로부터 얻을 수 있는 정장

작용, 콜레스테롤 제거 등의 효능은 미미해진다 [12]. 하지만

효소를 이용한 활성물질의 추출 효율 증대 등의 효과가 보고

되었으며 [13], 높은 압력이 가해진 효소반응에서 그렇지 않

을 때보다 더 많은 생리활성물질의 추출이 보고된 바 [14], 백

년초의 점질물 분해에 관한 적절한 접근이 이루어진다면, 건

강기능식품, 음료 등의 시장에서 경쟁력을 확보할 수 있을

것이다. 그러므로, 본 연구에서는 백련초 과실의 점질물 분해

를 위해 효소의 활성을 높여 전체적인 공정을 단축하고자 비

열처리 공정인 고압 조건에서 탄수화물 분해효소와 펙틴 분

해효소가 가미된 고압액화추출장치(high hydrostatic pressure

liquefying extrator)를 이용하였다. 점질물의 분해 (dissolution)

를 통하여 백년초가 가지고 있는 항산화 물질과 영양성분의

손실을 최소화함과 동시에 백년초 열매의 점도를 줄여 가공

편의성을 증대시키고자 반응표면분석법 (response surface

methodology)을 이용하여 효소 반응을 가속화할 고압 액화추

출 장치의 작동조건을 최적화하고자 하는게 본 연구의 목적

이다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 백년초

백년초는 제주시 한림읍에서 2011년 1월에서 2월 사이에 수

확된 것을 사용하였다. 백년초는 수세 뒤 -20oC에서 보관하였

다. 고압 액화공정을 위한 효소 처리 전 백년초를 해동하여

믹서기 (HM-331, 한일전기, 서울, 대한민국)로 150초 동안 분

쇄하였다.

2.2. 효소 처리

시판되는 다양한 탄수화물 분해효소, 펙틴 분해효소를 이용

하여 사전 실험을 진행하였고, 상온에서 가장 좋은 분해 효능

을 보인 Viscozyme (Novozyme, Denmark)과 Novozym 33095

(Novozyme)를 선별하였다. Viscozyme은 아라바네이즈 (ara-

banase), 베타-글루카네이즈 (β-glucanase), 자일라네이즈 (xy-

lanase), 셀룰레이즈 (cellulase), 헤미셀룰레이즈 (hemicellu-

lase) 등으로 이루어진 탄수화물 분해 효소 복합체 (carbohy-

drase complex)다. Viscozyme은 식물체의 비전분 다당류 (non-

starch polysaccharide)를 분해함으로써 점도를 줄이고, 세포

벽의 pectin-like substance를 분해하여 전체적인 추출 효율을

증대시키는 용도로 많이 사용된다. Novozym 33095는 식물

세포벽을 분해하는 폴리갈락투로네이즈 (polygalacturonase)

활성 등 광범위한 펙틴 분해 효소 활성을 갖는 펙틴 분해효소

(pectin lyase)이다. 각각의 효소는 시료와의 혼합이 용이하도

록 25oC의 물에 10% 농도로 혼합하였다(물: Viscozyme : No-

vozym 33095 = 80:10:10 (v/v)). 이 효소 혼합액을 백년초 주

스에 전체 농도의 10%가 되게 섞어 준 후 150초 동안 추가로

교반하여 고압 액화 추출 공정에 사용하였다.

2.3. 고압 액화 추출공정

효소 반응을 가속화하기 위해 백년초-효소 혼합물을 고압액

화추출장치 (TFS-2L, High hydrostatic pressure liquefying ex-

tractor, Toyo Koatsu Co., Ltd., Hiroshima, Japan)에 넣고 반응

표면분석법에 의해 다양한 반응조건에서 반응시켰다.

2.4. 실험 설계

반응표면분석법은 중심합성계획 (central composite design)

을 이용하여 고압액화추출장치의 작동요소인 온도 (25, 32,

40, 48, 55oC), 압력 (20, 40, 60, 80, 100 MPa), 반응시간 (15,

30, 45, 60, 75 min)을 독립변수로 하는 실험을 설계하였다.

독립변수는 각각 0, ±1, ±2로 부호화하였고 (Table 1), 이를



고압 효소 액화 장치를 이용한 백년호 점질물 분해 공정의 최적화 65

조합하여 총 15개의 실험군을 생성하였다 (Table 2). 상기 독

립변수를 근거로 한 실험 결과 생성된 백년초 주스의 점성

(Y1)을 종속변수로 설정하였다. 공정의 최적화를 위해 종속

변수의 최저값을 목표로 설정하고, 이를 만족하는 온도, 압

력, 시간을 회귀분석을 통하여 구하였다. 최적조건의 예측은

SAS (ver. 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA)를 이용하여 3차

원 반응표면분석으로 나타내었다. 사용한 회귀식은 아래와

같다.

2.5. 점도 측정

고압 액화 추출 반응을 통해 얻어진 백년초 주스의 점도는

AR-2000 advanced rheometer (TA Instrument, New Castle, DE,

USA)를 이용하여 측정하였다. 점도는 25oC에서 측정되었으

며, 지름 40 mm의 cross-hatched plate를 센서로 이용하였다.

전단률을 1~10/s의 측정 범위로 하여 멱수법칙 (power law)을

이용하고 겉보기 점도 (apparent viscosity)를 구하였다.

2.6. HPLC-ELSD 분석

HPLC-ELSD system (Agilent 1100, Hewlett Packard, Palo Alto,

CA, USA)과 carbohydrate column (4.6×250 mm, 5 µm, Waters,

Milford, MA, USA)를 이용하여 단당류 함량을 측정하였다.

물 (용매 A)과 아세토나이트릴 (용매 B)을 이용하여 0분,

10% A/90% B; 3분, 10% A/90% B; 20분, 40% A/60% B; 25

분, 40% A/60% B; 27분, 10% A/90% B; 30분, 10% A/90% B

과 같은 조건에서 분석하였다. 유속 (flow rate)은 1 mL/min

이고, 시료 주입량 (injection volume)은 20 µL였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 점도 측정

설계된 반응조건에 의해 얻어진 백년초 주스의 점도는 Table

2와 같다. 반응표면분석법을 통해서 얻어진 15개의 모든 조

건에서 대조군보다 점도가 감소하였다. 조건 6 (40oC, 20

MPa, 45 min)에서 가장 낮은 점도 (4.646 P)를 얻을 수 있었

으며, 이는 대조군 (9.511 P)과 비교하였을 때 약 51%의 점도

감소를 보였다. 조건 9 (40oC, 60 MPa, 15 min)에서 가장 높은

점도 (8.054 P)가 도출되었으며 이는 대조군과 비교하였을

때 약 15%의 점도 감소를 보였다.

3.2. HPLC-ELSD 분석

HPLC-ELSD를 이용하여 Viscozyme과 Novozym 33095 혼합

효소로 처리 후 가장 낮은 점도를 보였던 6번 실험군 (40oC,

20 MPa, 45 min)과 효소 비처리 군인 대조군에서의 유리당을

분석한 결과는 Table 3과 같다. Figure 1의 HPLC 크로마토그

램 (chromatogram)에 보이는 것처럼, 효소를 처리하지 않은

대조군에서 볼 수 없었던 주요한 피크 (peak)가 Viscozyme

과 Novozym 33095의 혼합 효소를 처리한 실험군에서 나타

났다. 이들 새로운 피크는 포도당 (glucose)과 과당 (fructose)

인 것으로 HPLC-ELSD 분석을 통해 확인하였다 (Fig. 1B). 고

압 효소 액화 반응을 40oC, 20 MPa, 45 min의 조건에서 수행

한 결과, 환원당인 포도당과 과당이 각각 2.69 g/L와 2.70 g/L

이 생성이 되었다 (Table 3). 포도당, 과당 등과 같은 유리당의

생성은 Viscozyme과 Novozym 33095 혼합 효소의 반응에 의

해서 기질인 고분자의 다당류가 저분자의 당류로 분해가 되

는 과정에서 발생을 했을 것으로 생각된다. HPLC-ELSD를

이용한 유리당 분석을 통해 백련초 주스의 점도 감소는 백년

초 다당류의 분해에 의한 단당류의 생성 때문인 것으로 확인

되었다. 본 연구의 결과와 유사하게, 발효 쌀겨에 펙틴 및 셀
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Table 1. Variables and levels for central composite design of surface

response method for high hydrostatic pressure liquefying process

Variables Symbols
Coded-variables

-2 -1 0 1 2

Temperature (oC) X1 25 32 40 48 55
Pressure (MPa) X2 20 40 60 80 100
Time (min) X3 15 30 45 60 75

Table 2. Viscosity of Opuntia ficus-indica var. saboten fruit juices

under central composite design of surface response method using

high hydrostatic pressure liquefying extraction with Viscozyme and

Novozym 33095 mixtures

Sample
No.

Temperature Pressure Time Viscosity (P)

1 -2 0 0 5.937±0.187
2 -1 -1 -1 6.076±0.234
3 -1 -1 1 5.549±0.085
4 -1 1 -1 5.539±0.165
5 -1 1 1 5.342±0.151
6 0 -2 0 4.646±0.114
7 0 2 0 5.202±0.349
8 0 0 0 6.614±0.437
9 0 0 -2 8.054±0.324
10 0 0 2 6.742±0.512
11 1 -1 -1 6.379±0.028
12 1 -1 1 6.524±0.385
13 1 1 -1 6.656±0.159
14 1 1 1 6.922±0.091
15 2 0 0 5.551±0.030

Control - - - 9.511±0.910

Table 3. Contents of fructose and glucose of Opuntia ficus-indica

var. saboten fruit juices under high hydrostatic pressure liquefying

conditions (40oC, 20 MPa, and 45 min) with Viscozyme and No-

vozym 33095 mixtures

Treatment Fructose (g/L juice) Glucose (g/L juice)
Liquefied 2.70±0.10 2.69±0.17

Control1) U.D. 2) U.D.
1)No treatment with Viscozyme and Novozym 33095 mixtures.
2)U.D.: Under detection limit.
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룰로스 분해효소 처리와 병행한 고압 공정을 통해서 환원당

의 생성이 증가하였다 [14].

3.3. 회귀 방정식

반응표면분석법의 중심합성계획 (central composite design)

을 이용하여 각각의 독립변수와 반응변수에 대한 회귀분석

을 수행한 결과, 아래와 같은 회귀식을 얻을 수 있었다.

반응표면분석법의 결과로써 25oC, 100 MPa, 58.275분에서

점도 감소율이 최대를 이루며 동일한 반응조건에서의 백년

초 주스의 점도는 2.917 P로 예측되었다. 이는 실온에서 어떠

한 처리도 하지 않은 백년초 주스에 비해 약 70%의 점도 감

소를 가지는 것으로 확인되었다. 반응표면분석법을 통해 온

도와 압력에서는 최저점 (minimum point)을, 시간에서는 안

장점 (saddle point)을 갖는 결과를 보였다 (Fig. 2). 온도가 낮

아질수록, 압력이 높아질수록 점도가 최저점을 보이는 것을

확인하였으며, 반응시간은 약 45분에서 60분 사이의 범위에

서 안장점을 보였다. 이는 반응에 사용된 효소의 활성온도 (약

25~45oC), 고압처리를 통한 반응 가속의 최대화, 효소반응을

위한 충분한 시간 확보 및 반응 완료 후 aggregation의 방지를

통한 점도 유지 등의 이유에 의한 것으로 예상할 수 있다. 고

압 처리를 통해서 알로에 [15], 토마토 퓨레 [16]에서 점도 증
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Fig. 1. HPLC-ELSD chromatograms of Opuntia ficus-indica var. saboten fruit juice under non-treatment (A) and treatment (B) with the
mixtures of Viscozyme and Novozym 33095. peak 1, fructose; peak 2, glucose.
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가가 이루어졌으며, 펙티나아제 배합 (pectinase formula-

tion)을 함께 사용한 200~300 MPa의 고압 처리의 경우에서도

펙틴용액 (pectin solution)의 점도가 감소하였다 [17].

4. CONCLUSION

본 연구에서는 반응표면분석법을 통해 고압액화추출장치와

탄수화물 분해효소와 펙틴 분해효소의 혼합 효소를 이용하

여 백년초 주스의 점질물 분해 공정에서 최적 조건을 확립하

였다. 3요소 중심합성 계획을 통해 온도 (25, 32, 40, 48, 55oC),

압력 (20, 40, 60, 80, 100 MPa), 반응시간 (15, 30, 45, 60, 75

min)에서 15가지 실험 조건을 설계하였다. 조건 6 (40oC, 20

MPa, 45분)에서 가장 낮은 점도를 얻을 수 있었다. 반응표면

분석법의 회귀분석 결과를 통해서 25oC, 100 MPa에서 약

58.275분 반응시켰을 때 최적의 점도인 2.917 P로 효소 비처

리 대조군에 비해 70% 가량의 점도 감소가 된 백년초 주스

를 얻을 수 있는 것으로 예측되었다. 이로 인한 가공 편의성

증대는 기능성 식품소재 및 식품 첨가물로서의 백년초의 활

용 범위를 넓힐 수 있을 것으로 보인다. 또한 고압 환경에서

과산화효소 (peroxidase), 폴리페놀 산화효소 (polyphenol oxi-

dase)와 같이 영양적 손실을 초래하는 효소들의 불활성화가

보고되었고 [18], 안토시아닌 등의 생리활성물질 추출 수율

의 증가 또한 알려진 바 [19], 백년초의 항산화능 및 베타레인

같은 주요 생리활성물질의 추출 수율 등의 관점에서 고압 효

소 분해에 대한 추가 연구가 이루어진다면, 백년초가 가지고

있는 색상, 영양성분 등의 장점을 살릴 수 있는 아이스크림,

음료, 건강기능식품 분야 등에서 이용 가능한 식품소재로서

의 백년초의 경쟁력을 더욱 강화시킬 수 있을 것으로 예상한

다.
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Fig. 2. 3-D response surface analysis of viscosity of Opuntia ficus-indica var. saboten fruit juice with respect to each independent variable.
(A) temperature (x-axis) vs. pressure (y-axis), (B) temperature (x-axis) vs. time (y-axis), (C) pressure (x-axis) vs. time (y-axis).
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