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Abstract
The objectives of this study were to manufacture casein phosphopeptide (CPP)/chitosan 
oligosaccharide (CSO) nanocomplexes and to investigate the impacts of manufacturing 
variables, such as CPP concentration and pH, on their morphological and physicochemical 
characteristics. Transmission electron microscopy (TEM) and particle size analysis were 
used to assess the morphological and physicochemical properties of the CPP/CSO nano-
complexes, respectively. Based on the images obtained by TEM, the spherical shapes of the 
CPP/CSO nanocomplexes ranged from 50 to 150 nm. As the concentration of CPP was 
increased and the pH was decreased, the average particle size of the nanocomplexes 
significantly (p<0.05) increased. The CPP/CSO nanocomplexes had a highly uniform dis-
tribution with a polydispersity index value of less than 0.3. In addition, they had a negative 
surface charge with a zeta-potential value between —17 and —26 mV. The CPP/CSO 
nanocomplexes showed good stability during the freeze-drying process. In conclusion, 
CPP/CSO nanocomplexes were successfully manufactured, and the CPP concentration and 
pH were found to be key factors that affected their morphological and physicochemical 
properties.
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서 론 

우리나라는 출산율 저하와 평균 수명 증가로 인해 고령화가 빠르게 진행됨에 따라 시니어들의 노년기 

질환 문제가 크게 대두되고 있다. 당뇨병, 암, 우울증, 치매 등 다양한 노인성 질환 중 작은 충격에 

의해서도 쉽게 골절로 이어질 수 있는 골다공증과 같은 뼈 질환 문제는 더욱더 심각하게 인식되고 

있다. 사람의 몸에 존재하는 가장 많은 무기질 중 하나인 칼슘은 뼈의 주요 구성 요소로 체중의 약 

2%를 차지하고 있는데, 칼슘이 체내에 부족하게 되면 구루병이나 골절, 골다공증과 같은 뼈 질환 

문제의 발생 위험이 커지게 된다(Cilla et al., 2011; Cao et al., 2017). 국민건강영양조사의 통계에 

따르면 우리나라 만 65세 이상 성인의 골관절염 유병률은 32.7%이며, 연간 전체 뼈 무게의 약 0.3%

가 소실되는 것으로 알려져 있다(KCDC, 2015). 또한 칼슘을 부족하게 섭취하는 사람의 비율은 74%

인데, 특히 65세 이상 성인 83%가 칼슘 섭취가 부족하다고 보고되었다(KCDC, 2016). 따라서 뼈 

질환 문제를 예방하고 이를 통한 노년기 삶의 질 향상을 위해서는 충분한 칼슘 섭취가 반드시 이루어
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져야 한다. 

현재 칼슘 섭취를 위해 이용되어지는 칼슘 보충제로는 calcium carbonate, calcium gluconate, 

calcium lactate와 같은 이온화 칼슘(ionized calcium)이 있다. 칼슘이 장 내에서 흡수되기 위해서

는 용해된 상태로 존재해야 하는데, 이온화 칼슘은 소장에서의 용해도 저하로 인한 침전 생성으로 

인해 칼슘 흡수가 저하되고, 결과적으로 생체이용률이 낮은 문제점이 있으며, 또한 변비나 복부 팽창 

등과 같은 부작용이 발생할 수 있다(Sun et al., 2016). 본 연구에서는 기존의 이온화 칼슘 이용 

시 나타나는 문제점들을 개선하기 위해 새로운 칼슘 이용률 향상을 위한 식품 소재로 케이신포스포펩

티드, casein phosphopeptide(CPP)와 키토올리고당, chitosan oligosaccharide(CSO)가 선택되

었다. CPP는 우유 단백질인 케이신이 분해되어 만들어진 펩티드로 음전하를 띠는 아미노산인 3개의 

인산화 세린과 2개의 글루탐산으로 구성되어 있어 칼슘과 효율적으로 결합할 수 있다(Ferraretto 

et al., 2001). 또한 CSO는 분자량이 커서 물에 잘 녹지 않는 키토산을 분해한(<20 kDa) 물질로 

수용해성이 높아 식품 적용성이 뛰어나며(Bharathiraja et al., 2018), paracellular pathway를 

통해 이루어지는 칼슘의 장내 흡수 과정에서 세포 사이 공간인 tight junction을 열어 paracellular 

uptake를 증진시켜 칼슘의 흡수를 향상시킬 수 있다(Ranaldi et al., 2002). 

본 연구에서 CPP와 CSO를 이용하여 제조할 나노 복합체는 입자 크기가 ∼200 nm 이하로 표면적이 

상대적으로 넓어 장 상피세포와 같은 target 세포와 상호작용할 수 있는 가능성이 높으며, 이로 인해 

칼슘을 포함한 여러 생리활성물질들의 흡수율 및 생체이용률을 향상시킬 수 있을 것으로 기대된다

(Ha et al., 2015). 또한 칼슘 결합 부위를 지닌 CPP와 paracellular enhancer인 CSO를 이용하여 

제조한 나노 복합체가 칼슘의 용해도뿐만 아니라, 칼슘의 흡수를 증진시킬 수 있을 것으로 가정하였

다. 본 연구의 목적은 칼슘 흡수를 향상시키기 위한 CPP/CSO 나노 복합체를 제조하고, 나노 복합체 

제조 공정 요인인 CPP 농도와 pH가 나노 복합체의 형태학적, 물리화학적 특성에 미치는 효과를 

연구하는 것이다.

재료 및 방법

1. 시약

케이신포스포펩티드는 FrieslandCampina에서, 키토올리고당은 Amicogen Inc.에서 제공 받아 사

용하였다. Hydrochloric acid(HCL)는 Sigma-Aldrich에서 구입하였다.

2. 나노 복합체 제조

Casein phosphopeptide(CPP)/chitosan oligosaccharide(CSO) 나노 복합체는 modified 

ionic gelation 방법(Ha et al., 2013)을 사용하여 제조하였다. 우선 케이신포스포펩티드와 키토올

리고당을 증류수에 용해시켜 0.4%, 0.6%, 0.8%(w/v) 농도의 케이신포스포펩티드 수용액과 0.006% 

(w/v) 농도의 키토올리고당 수용액을 준비하였다. 케이신포스포펩티드 수용액과 키토올리고당 수용

액을 혼합하여 다양한 농도의 케이신포스포펩티드(최종농도: 0.2, 0.3, 0.4%(w/v))/키토올리고당(최

종농도: 0.003%(w/v)) 혼합용액을 준비한 후, 0.2M HCl을 이용하여 CPP/CSO 혼합액의 pH를 조

절하였다(최종 pH: 5.5, 6.0, 6.5). 

3. 나노 복합체의 물리화학적 특성 분석

CPP/CSO 나노 복합체의 입자 크기(particle size), 다분산지수(polydispersity index), 제타 전위

(zeta-potential)는 입도 분석기(particle size analyzer, Nano-ZS, Malvern, UK)를 이용하여 측

정하였다. 나노 복합체를 증류수를 이용하여 20배 희석한 후 173°의 scattering angle에서 입자 
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크기와 다분산지수를 측정하였다. 또한 제타 전위는 나노 복합체를 증류수를 이용하여 10배 희석한 

후 측정하였다.

4. 나노 전달체의 형태학적 특성 평가

나노 복합체의 형태학적 특성은 투과전자현미경(transmission electron microscopy, TEM, 

Phillips Tecnai 12, Phillips, Netherlands)을 이용하여 측정하였다. 제조된 나노 전달체를 탄소-

코팅된 200-mesh copper grid 위에 올린 다음 2% uranyl acetate를 이용하여 45초간 염색하였

다. 그런 다음 염색된 그리드를 투과전자현미경에 삽입하여 120 kV에서 나노 복합체의 형성 유무와 

형태를 관찰하였다.

5. 나노 복합체의 동결 건조

동결건조기(FD-1000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd, Japan)를 이용하여 나노 복합체의 식품 적용성 

향상을 위한 분말화를 수행하였다. 제조된 나노 복합체 현탁액을 —80°C에서 12시간 동결시킨 후 

동결건조기를 이용하여 분말화 된 나노 복합체를 1 mg/mL 농도로 증류수에 분산시킨 후, 투과전자

현미경을 이용하여 입자의 형태학적 특성을 측정하였다.

결과 및 고찰

1. Casein phosphopeptide(CPP) 농도에 따른 나노 복합체의 형태학적, 물리화학적 특성

CPP/CSO를 이용한 나노 복합체의 제조 공정 확립을 위해 제조 공정 요인(CPP 농도, pH)에 따른 

나노 복합체의 물리화학적, 형태학적 특성을 평가하였다. 투과전자현미경을 사용하여 CPP 농도에 

따른 나노 복합체의 형성 유무와 형태학적 특성을 측정한 결과, CPP 농도가 0.2%에서 0.4%(w/v)로 

증가함에 따라 좀 더 큰 응집체가 형성됨을 확인하였고, 약 50∼100 nm 크기의 구형의 입자가 형성

되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 1). CPP 농도에 따른 나노 복합체의 물리화학적 특성 평가 결과, 

우선 CPP 농도가 0.2에서 0.4%(w/v)로 증가 함에 따라 CPP/CSO 나노 복합체의 크기가 187에서 

280 nm로 유의적(p<0.05)으로 증가하였다(Fig. 2A). 그러나 CPP 농도가 0.6%(w/v) 이상이었을 

경우 침전이 발생하였다(data not shown). Hu 등(2012)의 연구에 따르면 단백질과 탄수화물을 이

용하여 복합체를 제조할 경우, 단백질의 농도가 증가할수록 형성되는 복합체의 입자 크기가 증가한다

고 보고되었다. 본 실험 조건인 pH 6.5에서는 유단백질인 CPP가 음의 전하를 지니며, CSO는 양의 

전하를 지녀 정전기적 상호작용(electrostatic attraction)에 의해 나노 복합체가 형성되었다. CPP 

Fig. 1. TEM images of CPP/CSO nano complexes. Nano complexes were prepared with 0.2% (A), 
0.3% (B), and 0.4% (C) (w/v) CPP concentration levels at pH 6.5 (CSO concentration: 0.003%, 
w/v). Scale bar=100 nm.
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Fig. 2. Effects of casein phosphopeptide (CPP) concentration level on the particle size (A), poly-
dispersity index (B), and zeta-potential (C) of CPP/CSO nano complex. CPP solutions with various 
concentration levels (0.2%, 0.3%, and 0.4%, w/v) was mixed with 0.003% (w/v) CSO solution and 
then adjusted to pH 6.5. Different letters on a column indicate significant differences (p<0.05).

의 농도가 증가할수록 더 많은 CPP가 CSO와의 정전기적 상호작용에 관여하여 결과적으로 더 큰 

복합체를 형성하였다고 사료된다.

다분산지수(PDI)의 경우, CPP 농도가 0.2에서 0.4%(w/v)로 증가함에 따라 유의적인 차이는 없었다

(Fig. 2B). 그러나 0.2%, 0.3%(w/v) CPP 농도로 제조된 CPP/CSO 나노 복합체는 0.3 이하의 PDI 

값을 가진 반면, 0.4%(w/v) CPP 농도로 제조된 나노 복합체의 PDI 값은 0.3 이상이었다. 결과적으

로 PDI 값이 0.3 이하인 0.2와 0.3%(w/v) CPP 농도 조건에서는 상대적으로 균일한 나노 복합체가 

생성되었음을 알 수 있었다(Lippacher et al., 2001). CPP 농도에 따른 제타 전위 실험의 경우, CPP 

농도가 0.2에서 0.4%(w/v)로 증가함에 따라 나노 복합체의 제타 전위가 —19.0에서 —25.7 mV로 

유의적(p<0.05)으로 감소함을 알 수 있었다(Fig. 2C). 본 연구를 위한 예비 실험에서 CPP의 pI(등전

위점)는 pH ∼3.1이었고(data not shown) 따라서 pH 6.5에서 CPP는 음의 전하를 가지게 된다. 

즉, CPP의 농도가 증가할수록 나노 복합체는 더 많은 음전하를 띠게 되어 결과적으로 나노 복합체의 

표면 전하 역시 감소된다고 사료된다.

2. pH에 따른 나노 복합체의 형태학적, 물리화학적 특성

나노 복합체 제조 공정 요인 중 하나인 pH(5.5, 6.0, 6.5)에 따른 나노 복합체의 형태학적 특성 평가 

결과, pH가 5.5에서 6.5로 증가함에 따라 좀 더 작은 응집체가 형성됨을 확인하였고, 약 50∼150 

nm 크기의 구형의 입자가 형성되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 나노 복합체의 물리 화학적 특성

에 대한 pH의 영향 평가의 경우, pH가 5.5에서 6.5로 증가함에 따라 CPP/CSO 나노 복합체의 입자

Fig. 3. TEM images of CPP/CSO nano complexes. Nano complexes were prepared with 0.3% (w/v) 
CPP concentration and 0.003% (w/v) CSO concentration at 5.5 (A), 6.0 (B), and 6.5 (C) pH levels, 
Scale bar=100 nm.
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크기가 246 nm에서 191 nm로 유의적(p<0.05)으로 감소함을 확인하였다(Fig. 4A). CPP의 pI가 

∼3.1(data not shown)이고, CSO의 pKa는 ∼6.3(Bhattarai et al., 2010)이기 때문에 pH가 5.5

에서 6.5로 증가함에 따라 CPP는 더 많은 음전하를 지니게 되고, 이에 따라 양전하를 지닌 CSO와의 

정전기적 인력작용(electrostatic attraction)이 증가되어 결과적으로 더 작은 크기의 나노 복합체를 

형성하였다고 사료된다. pH에 따른 다분산지수 값은 pH 5.5일 때 0.200, pH 6.0일 때 0.156, pH 

6.5일 때 0.189로 유의적인 차이 없이 세 조건 모두에서 0.3 이하 값을 지니고 있었다(Fig. 4B). 

따라서 본 연구에서 5.5∼6.5의 pH 조건에서 형성되는 CPP/CSO 나노 복합체의 입도 분포는 매우 

균일함을 확인하였다. 또한 pH가 5.5에서 6.5로 증가함에 따라 CPP/CSO 나노 복합체의 제타 전위 

값은 —16.8 mV에서 —24.5 mV로 유의적(p<0.05)으로 감소함을 알 수 있었다(Fig. 4C). pH가 

5.5에서 6.5로 증가함에 따라 CPP가 지니는 음전하가 증가하게 되고, 결과적으로 제조된 CPP/CSO 

나노 복합체의 표면 전하는 감소했다고 사료된다.

3. 동결건조 과정 중 나노 복합체의 물리적 안정성

제조된 CPP/CSO 나노 복합체를 다양한 종류의 식품에 적용하기 위해 동결건조기를 이용하여 분말

화를 수행하였다. 투과전자현미경을 사용하여 동결건조 전 후의 나노 복합체의 물리적 안정성을 평가

한 결과, 동결건조 후에도 매우 균일한 분포의 구형의 나노 복합체가 형성되었음을 확인하였다(Fig. 

5). 결과적으로 동결 건조 과정을 통해 생성된 나노 복합체 분말은 향후 다양한 종류의 식품에 적용 

Fig. 4. Effects of pH on the particle size (A), polydispersity index (B), and zeta-potential (C) of 
CPP/CSO nano complex. 0.3% (w/v) CPP solution was mixed with 0.003% (w/v) CSO solution and 
then adjusted to pH 5.5, 6.0, and 6.5. Different letters on a column indicate significant differences 
(p<0.05).

Fig. 5. Morphological properties of CPP/CSO nano complex before (A) and after (B) freeze drying 
process. 0.3% (w/v) CPP solution was mixed with 0.003% (w/v) CSO solution and then adjusted 
to pH 6.5. Scale bar=100 nm.
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가능한 잠재력이 높음을 알 수 있었다.

요 약

본 연구에서는 CPP와 CSO를 사용하여 약 187∼282 nm 크기의 균일한 구형의 나노 복합체를 성공

적으로 제조하였다. 나노 복합체는 제조 공정 요인인 CPP 농도와 pH 조절을 통해 입자 크기, 다분산

지수, 그리고 표면 전하와 같은 나노 복합체의 물리화학적 특성을 조절할 수 있음을 확인하였다. 또한 

CPP/CSO 나노 복합체의 분말화 공정을 통해 분말화 된 나노 복합체의 식품 적용성을 증진시킬 수 

있음을 알 수 있었으며, food-grade 물질인 CPP와 CSO를 사용하여 제조한 나노 복합체는 향후 

잠재적인 칼슘 전달체로써 식품 산업에 이용될 수 있을 것으로 기대된다.
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