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Abstract
The aim of this research was to investigate the potential application of casein phospho-
peptide (CPP)/chitosan oligosaccharide (CSO) nanocomplexes to dairy foods. The physical 
stability of CPP/CSO nanocomplexes during storage in model dairy foods including milk 
and yogurt was assessed by measuring the size and polydispersity index of the nanocom-
plexes. Encapsulation efficiency and in vitro vitamin D release from CPP/CSO nanocomplexes 
during gastrointestinal digestion were determined using HPLC. CPP/CSO nanocomplexes 
with increased CPP concentrations and decreased pH displayed significantly increased 
average particle size. During storage in model dairy foods, CPP/CSO nanocomplexes pre-
pared with lower CPP concentrations and raised pH exhibited excellent physical stability. 
Vitamin D encapsulation efficiency increased significantly (p<0.05) as CPP concentration 
and/or pH decreased. Less than 3% vitamin D were released under gastric digestion 
conditions in vitro, while 91% of encapsulated vitamin D was released by 2 h of incubation 
under intestinal conditions, indicating that CPP/CSO nanocomplexes could effectively 
protect vitamin D from gastric conditions for delivery to the intestines. In conclusion, 
CPP/CSO nanocomplexes can be applied to dairy foods as an effective vitamin D delivery 
system.

Keywords
casein phosphopeptide, chitosan oligosaccharide, nanocomplex, dairy food application, in 
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서 론

우리나라는 2017년 이미 고령사회에 진입하였고, 2025년에는 전체 인구대비 노인인구 구성비가 

20%가 넘어서는 초고령사회에 진입할 것으로 예상되고 있다[1]. 특히, 보건복지부 통계에 따르면 

우리나라 만 65세 이상 성인의 칼슘 섭취량은 권장섭취량 대비 82% 수준이다. 본 연구진의 기존 

연구에서는 칼슘 흡수를 증진시키기 위한 전달체로서 food-grade biopolymer인 카제인포스포펩

티드(casein phosphopeptide, CPP)와 키토올리고당(chitosan oligosaccharide, CSO)을 이용하

여 약 187–280 nm 크기를 지니는 나노 복합체를 성공적으로 제조하였다[2]. 그러나 CPP/CSO 나

노 복합체를 포함한 food-grade 나노 전달체의 유식품 적용성 및 생리활성 물질의 위장관 내 전달 

특성에 관한 연구는 매우 부족한 실정이다. 

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.22424/jdsb.2021.39.1.27&domain=pdf&date_stamp=2021-3-31
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본 연구에서는 체내 칼슘 흡수 증진을 극대화하기 위해 기존에 칼슘 흡수 증진효과가 있다고 알려

진 CPP[3,4]와 CSO[5]를 사용하여 제조한 나노 복합체 내에 비타민 D를 포집하고자 하였다. 지용성 

생리활성물질인 비타민 D는 체내 칼슘흡수를 조절하고, 뼈 건강 증진 및 골다공증 예방에 효과가 

있는 호르몬으로 대부분은 자외선 노출에 의해 피부에서 합성되지만, 현대인의 부족한 비타민 D 합성

으로 인해 음식 또는 보충제 형태로 비타민 D를 섭취하고 있다[6,7]. 그러나 비타민 D를 포함한 생리

활성물질은 유식품공정(제조 및 저장)과 위장관 내에서 빛, 산소, 열 등에 노출되어 쉽게 활성이 소실

된다[8]. 따라서 비타민 D를 효과적으로 포집하여 장 내로 안전하게 전달할 수 있는 Food-grade 

나노 전달체 개발이 필요한 실정이다. 따라서 본 연구의 목적은 주요 제조 공정 요인인 CPP 농도 

및 pH를 조절하여 제조한 CPP/CSO의 나노복합체의 유식품 적용 후 저장 기간 동안의 물리적 안정

성을 평가하고, 제조공정 요인인 CPP 농도와 pH에 따른 나노 복합체 내 비타민 D의 포집 효율을 

측정하며, 포집된 비타민 D의 위장관 내 in vitro release를 평가하는 것이다.

재료 및 방법

1. 시약

CPP는 FrieslandCampina(Netherlands)에서, CSO은 Amicogen(Korea)에서 제공받아 사용

하였다. 비타민 D3(cholecalciferol)는 Sigma-Aldrich(USA)에서 구입하였다.

2. 나노 복합체의 유식품 적용성 연구

CPP/CSO 나노 복합체는 본 연구팀의 기존 연구 방법인 modified ionic gelation 방법[2]에 

따라 제조하였다. 나노 복합체의 유식품 적용성 평가를 위해 CPP의 최종 농도는 0.1, 0.2, 또는 

0.3%(w/v)로, pH는 5.5 또는 6.5로 조절하여 나노 복합체를 제조한 후 동결건조기(FD-1000, 

Tokyo Rikakikai, Japan)를 이용하여 동결건조하였다. 그런 다음 분말 형태의 나노 복합체를 1 

mg/mL 농도로 model milk(pH 6.7) 또는 model yogurt(pH 4.6)에 분산시킨 후 4℃에서 12일간 

저장하면서 나노 복합체의 입자크기(particle size)와 다분산지수(polydispersity index)를 입도분

석기(particle size analyzer(Zetasizer Nano-ZS, Malvern, UK)로 측정하여 유식품 내 물리적 

안정성을 평가하였다[9].

3. 나노 복합체의 비타민 D 포집 효율 평가

CPP/CSO 나노 복합체의 칼슘 전달 극대화를 위한 비타민 D의 포집 효율은 high performance 

liquid chromatography(HPLC, 1290 Infinity II LC, Agilent Technologies, USA)를 이용하여 

평가하였다[10]. 포집 효율(encapsulation efficiency, EE) 평가를 위해 비타민 D3 함유 CPP/CSO 

나노 복합체를 10,000 g에서 30분간 원심분리하여 상층액의 포집되지 않은 비타민 D3를 회수한 

후 nylon syringe filter로 여과한 후 20 uL를 reverse phase C18 Column(3.5 μm, 150×4.6 

mm)에 주입하였다. 이동상(mobile phase)은 acetonitrile/methanol 혼합액(90:10)을 사용하였

으며, 유속(flow rate)은 1.0 mL/min, 검출 파장(detection wavelength)은 265 nm로 설정하였

다. CPP/CSO 나노 복합체 내 비타민 D3의 포집 효율은 아래의 식에 따라 계산하였다[11].

EE(%) =
(Total amount of vitamin D – vitamin D in supernatant)

× 100
(Total amount of vitamin D)
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4. 비타민 D의 in vitro release 평가

CPP/CSO 나노 복합체에 포집된 비타민 D의 위장관 내 조건에서의 release는 Chávarri[12]와 

García-Sartal et al.[13]의 in vitro digestion 방법을 사용하여 평가하였다. 위(stomach)와 소장

(small intestine)에서의 release 평가를 위해 simulated gastric juice(SGJ)와 simulated intes-

tinal juice(SIJ)를 준비하였다. SGJ는 증류수에 0.9%(w/v) NaCl과 0.3%(w/v) pepsin을 용해시킨 

후 pH를 2.0으로 조절하여 준비하였고, SIJ는 증류수의 pH를 7.5로 조절하여 준비하였으며, SGJ와 

SIJ 모두 0.45 μm syringe filter(Polyethersulfone, HYUNDAI Micro., Korea)로 여과한 다음 

나노 복합체와 9:1 비율로 혼합하였다. 그런 다음 SGJ/나노 복합체 혼합물과 SIJ/나노 복합체 혼합물

을 37℃에서 30분과 120분 동안 각각 배양하면서 release 되는 비타민 D의 양을 HPLC를 이용하여 

평가하였다.

5. 통계 분석

제조 공정 요인(CPP 농도 및 pH) 및 저장 기간에 따른 CPP/CSO 나노 복합체의 유식품 적용 

안정성과 비타민 D의 포집효율 및 in vitro release는 SAS software package(Version 9.1, SAS 

Institute, USA)를 사용하여 분석하였으며, 모든 실험은 3번 반복하여 평균±표준편차로 나타내었다. 

나노 복합체의 제조공정과 저장 기간에 따른 물리적 안정성은 repeated measures analysis of 

variance(ANOVA)로 분석하였다. 또한 제조공정 요인에 따른 CPP/CSO 나노 복합체 내 비타민 D의 

포집 효율 및 포집된 비타민 D의 in vitro release는 일원분산분석(one-way ANOVA)을 통해 분석

하였다. 일원분산분석의 경사별 차이 유의성은 Fisher의 최소유의차(least significant difference, 

LSD) 법으로 5% 유의수준(p<0.05)에서 검정하였다. 

결과 및 고찰

1. 나노 복합체의 유식품 적용성 연구

1) Model milk

제조공정요인인 CPP 농도 및 pH에 따른 CPP/CSO 나노 복합체의 유식품 적용성은 동결건조된 

나노 복합체를 model milk(Figs. 1 and 2)와 model yogurt(Figs. 3 and 4)에 적용 후 4℃에서 

12일 저장 기간 동안 나노 복합체의 크기 및 다분산지수 측정을 통해 평가하였다. 우선 model milk

에서 저장 기간동안 CPP 농도에 따른 나노 복합체의 크기를 repeated-measures ANOVA로 분석

한 결과, CPP 농도(p<0.0001)와 저장 기간(p<0.0001)에는 유의적 차이가 있는 반면, CPP 농도와 

저장 기간 간 상호작용(p=0.0987)에는 유의적 영향을 미치지 않았다(Fig. 1A). CPP 농도 0.2%, 

0.3%, 0.4%(w/v)로 제조한 나노 복합체는 저장 0일차에 각각 178.0, 227.2, 410.6 nm에서 저장 

12일차에 각각 234.6, 243.8, 498.6 nm로 크기가 최대 1.3배까지 증가하였다. Model milk에서 

저장 기간 동안 CPP 농도에 따른 나노 복합체의 다분산지수는 CPP 농도(p=0.0005), 저장 기간(p= 

0.0024) 및 이들 간 상호작용(p=0.0006) 모두 유의적인 영향을 받음을 알 수 있었다(Fig. 1B). 그 

중 CPP 농도 0.2%(w/v)로 제조한 나노 복합체의 경우 12일간의 저장 기간 동안 다분산지수 0.3 

이하의 균일한 입도[14]를 가졌다. 이를 통해 model milk 내에서 200 nm 초반의 작은 크기와 균일

한 입도 분포를 나타내는 CPP 농도 0.2%(w/v)에서 제조한 나노 복합체가 가장 높은 유식품 적용성

을 지니는 조건임을 알 수 있었다.

또, 다른 주요 제조 공정요인인 pH에 따른 나노 복합체의 model milk 내 적용성 평가 결과는 

Fig. 2에 제시되었다. 그 결과, pH(p=0.0001), 저장 기간(p<0.0001) 및 이들 간 상호작용(p< 
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0.0001) 모두 입자 크기에 유의적인 영향을 미치는 것을 알 수 있었다. pH 5.5와 6.5에서 제조된 

나노 복합체는 저장 0일차에 각각 178.0 및 217.6 nm에서 저장 기간이 증가함에 따라 점차 증가하

여 저장 12일차에 각각 234.6 및 339.4 nm 크기를 가졌다. pH 및 저장 기간에 따른 다분산지수 

측정 결과, pH(p=0.0012), 저장 기간(p=0.0007) 및 이들 간 상호작용(p=0.0087) 모두 다분산지수

에 유의적인 영향을 미쳤다. 특히 pH 5.5에서 제조된 나노 복합체의 경우 저장 12일차에는 0.317의 

다분산지수를 나타낸 반면, pH 6.5에서 제조된 나노 복합체는 저장 12일차에도 다분산지수 0.236으

로 균일한 입도 분포를 나타내고 있음을 확인하였다. 결과적으로 model milk에서 가장 높은 안정성

을 지닌 나노 복합체 제조 공정 조건은 CPP 농도는 0.2%(w/v), pH는 6.5임을 알 수 있었다.

Fig. 1. Effects of casein phosphopeptide (CPP) concentration level on the size (A) and polydispersity 
index value (B) of CPP/chitosan oligosaccharide (CSO) nano complexes during storages in model 
milk at 4℃ for 12 days. CPP/CSO nano complexes were prepared with 0.2 (○), 0.3 (■), or 0.4% 
(△) (w/v) CPP solution and 0.003% (w/v) CSO solution at pH 6.5. The error bars on each point 
indicate the standard deviations of three replicates. Significant effects of CPP concentration level 
over time were determined by using repeated-measures ANOVA. Time, storage time in days; treat, 
CPP concentration level; time×treat, interaction between time and treat; ANOVA, analysis of variance.

Fig. 2. Effects of pH on the size (A) and polydispersity index value (B) of casein phosphopeptide 
(CPP)/chitosan oligosaccharide (CSO) nano complexes during storages in model milk at 4℃ for 
12 days. CPP/CSO nano complexes were prepared with 0.2% (w/v) CPP solution and 0.003% (w/v) 
CSO solution at pH 5.5 (○) or 6.5 (■). The error bars on each point indicate the standard 
deviations of three replicates. Significant effects of CPP concentration level over time were determined 
by using repeated-measures ANOVA. Time, storage time in days; treat, CPP concentration level; 
time×treat, interaction between time and treat; ANOVA, analysis of variance.
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2) Model yogurt

Fig. 3은 CPP 농도 및 저장 기간에 따른 model yogurt 내 CPP/CSO 나노 복합체의 입자크기와 

다분산지수를 나타낸다. 입자 크기의 경우, CPP 농도는 유의적인 영향(p<0.0001)을 미치는 반면, 

저장 기간(p=0.7786) 및 CPP 농도와 저장 기간 간 상호작용(p=0.2405)은 유의적인 영향을 미치지 

않음을 알 수 있었다(Fig. 3A). 또한 다분산지수의 경우, CPP 농도(p<0.0001) 및 CPP 농도와 저장 

기간 간 상호작용(p=0.0294)은 유의적인 영향을 미치는 반면, 저장 기간(p=0.1171)은 유의적인 영

향을 미치지 않았다(Fig. 3B). 특히 CPP 농도 0.2%(w/v)에서 제조된 나노 복합체의 경우, model 

yogurt에서 12일간 저장 후에도 200 nm 초반대의 작은 크기와 다분산지수 0.3 이하의 균일한 입도 

분포를 유지하고 있어 가장 높은 유식품 적용성을 지닌 제조 공정 조건임을 확인하였다.

pH 및 저장 기간에 따른 model yogurt 내 CPP/CSO 나노 복합체의 입자 크기와 다분산지수는 

Fig. 4에 나타내었다. Repeated-measures ANOVA로 분석한 결과, pH(p=0.0012), 저장 기간

(p<0.0001) 및 이들 간 상호작용(p=0.0040)은 모두 입자 크기에 유의적인 영향을 미쳤다(Fig. 4A). 

pH 5.5에서 제조된 나노 복합체의 경우 저장 0일차에 251.0에서 저장 12일차에 368.2 nm로 크기

가 약 1.5배로 크게 증가한 반면, pH 6.5에서 제조된 나노 복합체는 저장 0일차에 180.4에서 저장 

12일차에 223.9 nm로 약 1.2배로 소폭 증가하였다(Fig. 4A). 다분산지수의 경우, pH(p=0.0968)는 

유의적인 영향을 미치지 않았으나, 저장 기간(p=0.0058) 및 pH와 저장 기간의 상호작용(p=0.0013) 

경우 유의적인 영향을 나타냈다. 특히, pH 5.5에서 제조된 나노 복합체는 저장 12일차에 다분산지수

가 0.3 이상(0.312)으로 증가한 반면 pH 6.5에서 제조된 나노 복합체는 저장 12일차 이후에도 0.3

이하(0.245)의 다분산지수로 균일한 입도 분포를 유지하는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 

결과적으로 model milk뿐만 아니라, model yogurt에서도 가장 작은 입자 크기와 균일한 입도 

분포를 유지하고 있는 CPP 0.2%(w/v) 및 pH 6.5가 유식품 적용시 높은 안정성을 유지할 수 있는 

나노 복합체를 제조할 수 있는 최적 제조 공정요인임을 알 수 있었다.

 

2. 나노 복합체 내 비타민 D 포집 효율 평가

Biopolymer 전달체를 이용한 생리활성물질의 포집시 사용되는 biopolymer의 구조, 작용기, 전

Fig. 3. Impacts of casein phosphopeptide (CPP) concentration level on the size (A) and polydispersity 
index value (B) of CPP/chitosan oligosaccharide (CSO) nano complexes during storages in model 
yogurt at 4℃ for 12 days. CPP/CSO nano complexes were prepared with 0.2 (○), 0.3 (■), or 
0.4% (△) (w/v) CPP solution and 0.003% (w/v) CSO solution at pH 6.5. The error bars on each 
point indicate the standard deviations of three replicates. Significant effects of CPP concentration 
level over time were determined by using repeated-measures ANOVA. Time, storage time in days; 
treat, CPP concentration level; time×treat, interaction between time and treat; ANOVA, analysis of 
variance.
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하뿐만 아니라, pH 및 biopolymer의 비율 등과 같은 제조 공정요인이 큰 영향을 미친다고 알려져 

있다[15]. 본 연구에서 제조 공정요인으로 사용된 CPP 농도 및 pH에 따른 CPP/CSO 나노 복합체의 

비타민 D 포집 효율 결과는 Fig. 5에 제시되었다. 그 결과, CPP 농도가 0.4에서 0.2%(w/v)로 감소

함에 따라 비타민 D 포집 효율이 약 68.7%에서 90.0%로 유의적으로(p<0.05) 증가하였다(Fig. 5A). 

pH 6.5에서 제조된 CPP 나노 복합체는 약 –19.0 mV에서 –25.7 mV의 제타전위를 지니고 있고, 

CPP 농도가 0.2%에서 0.4%(w/v)로 증가함에 따라 음전하가 증가하였다[2]. 즉, CPP 농도 증가는 

양전하를 지니는 CSO 대비 음전하를 지니는 CPP의 비율을 증가시키게 되고, 이에 따라 CSO와 

CPP 간 정전기적 상호작용 극대화로 인해 전하의 불균형을 초래하게 되어 결과적으로 높은 CPP 

농도에서 낮은 비타민 포집 효율을 보인 것으로 사료된다[16]. 단백질(gelatin)과 다당류(cress seed 

m mucilage)를 이용하여 비타민 D를 포집한 Jannasari et al.[16]의 연구에서도 다당류 대비 단백

질 비율 증가는 전하의 불균형을 초래하여 비타민 D의 포집 효율을 감소시킨다고 보고하였다.

Fig. 4. Impacts of pH on the size (A) and polydispersity index value (B) of casein phosphopeptide 
(CPP)/chitosan oligosaccharide (CSO) nano complexes during storages in model yogurt at 4℃ for 
12 days. CPP/CSO nano complexes were prepared with 0.2% (w/v) CPP solution and 0.003% (w/v) 
CSO solution at pH 5.5 (○) or 6.5 (■). The error bars on each point indicate the standard 
deviations of three replicates. Significant effects of CPP concentration level over time were determined 
by using repeated-measures ANOVA. Time, storage time in days; treat, CPP concentration level; 
time×treat, interaction between time and treat; ANOVA, analysis of variance.

Fig. 5. Effects of casein phosphoppeptide (CPP) concentration level (A) and pH (B) on the 
encapsulation efficiency of vitamin D in CPP and chitosan oligosaccharide (CSO) nano complexes. 
CPP/CSO nano complexes were prepared with 0.2, 0.3, or 0.4% (w/v) CPP solution and 0.003% 
(w/v) CSO solution at pH 5.5 or 6.5. Different letters on a column indicate significant differences 
(p<0.05).
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나노 복합체 제조 시 pH가 6.5에서 5.5로 감소함에 따라 비타민 D 포집 효율은 약 82.3%에서 

98.7%로 유의적으로(p<0.05) 증가하였다(Fig. 5B). 기존의 다양한 전달체 연구에 있어 단백질(펩티

드)와 다당류를 함께 사용할 경우, 포집된 생리활성물질의 diffusion을 감소시키는 barrier effect를 

향상시켜 생리활성물질을 효과적으로 포집, 보호할 수 있다고 보고되었다[17,18]. 본 연구에서는 등

전위점(isoelectric point, pI)이 3.1인 CPP와 pKa가 6.3인 CSO[2]를 사용하여 나노 복합체를 제

조하였다. 따라서 제조 공정 요인인 pH가 6.5에서 5.5로 감소할 경우, CPP 표면의 음전하(negative 

charges)가 감소하여 CPP 분자간 electrostatic repulsion이 감소하고 CSO 표면의 양전하

(positive charges)가 증가하게 되기 때문에 CPP와 CSO간 상호작용이 증가하게 되고 결과적으로 

포집된 비타민 D의 diffusion을 감소시켜 더 많은 양의 비타민 D를 나노 복합체 내에 포집할 수 

있게 된 것으로 사료된다.

3. 비타민 D의 in vitro release 평가

위장관 내 소화과정 중 CPP/CSO 나노 복합체 내 포집된 비타민 D의 in vitro release 평가 결과

는 Fig. 6에 제시되었다. 그 결과, 위 조건(SGJ, 37℃)에서 30분간의 배양 시간 동안 유의적인 차이 

없이 3% 이내의 비타민 D만이 release 되었다. 또한 CPP는 위에서 분해가 되지 않기 때문에[19] 

CPP/CSO 나노 복합체는 위에서의 소화과정 중 비타민 D를 효과적으로 보호할 수 있을 것으로 사료

된다. 

비타민 D를 포함한 영양소 및 생리활성 물질이 흡수되는 소장 조건에서 release 측정 결과, 배양 

시간이 증가함에 따라 비타민 D의 release 되는 양이 점진적으로 증가하였으며, 120분 배양 후 

90.9%의 비타민 D가 release된 것을 확인하였다. 이를 통해 본 연구에서 제조한 CPP/CSO 나노 

복합체는 비타민 D와 같은 생리활성물질들이 쉽게 파괴되는 위에서 이들을 효과적으로 포집 및 보호

하고, 이들이 흡수되는 소장에서 release하여 소장에서 흡수되는 생리활성물질들의 효과적인 전달 

시스템으로 활용될 수 있음을 규명하였다. 

요 약

본 연구에서는 CPP와 CSO를 사용하여 제조한 나노 복합체의 유식품 적용성 및 포집된 생리활성

물질인 비타민 D의 in vitro release를 평가하였다. 그 결과, CPP/CSO 나노 복합체는 model milk 

Fig. 6. in vitro release of vitamin D from casein phosphoppeptide (CPP)/chitosan oligosaccharide 
(CSO) nano complexes during digestion in simulated gastric (A) and intestinal condition (B). CPP/CSO 
nano complexes were prepared with 0.2% (w/v) CPP solution and 0.003% (w/v) CSO solution at 
5.5. Different letters on a column indicate significant differences (p<0.05).
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및 model yogurt 적용 후 12일간의 저장기간 동안 높은 물리적 안정성을 지녀 식품 적용성이 뛰어

남을 규명하였다. 또한 제조 공정 요인인 CPP 농도와 pH 조절을 통해 비타민 D를 90% 이상 포집할 

수 있었으며, in vitro release 평가를 통해 비타민 D를 위에서 보호하고, 장에서 release 하는 나노 

복합체의 특성을 규명하였다. 결론적으로 본 연구에서 제조된 CPP/CSO 나노 복합체는 뛰어난 유식

품 적용성을 지닐 뿐만 아니라, 칼슘흡수 증진을 위한 비타민 D를 효과적으로 포집할 수 있으며, 

포집된 비타민 D를 소장까지 안전하게 전달할 수 있는 효과적인 나노 전달체로 활용될 수 있을 것으

로 기대된다.
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