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Abstract In this study, we investigated the bioactive substances of the Alcalase hydrolysate 
obtained from fishery processing by-products in Jeju by measuring bioactivities including radical 
scavenging acitivty, cytoprotective activity against 2,2-azobis-(2-amidino-propane) dihydrochloride 
(AAPH), and ACE inhibitory activity. This study is important because of utilization of unused 
fishery processing by-products in Jeju. The Alcalase hydrolysate was prepared through the hot 
water extraction and enzymatic hydrolysis, and then further separation of the Alcalase hydrolysate 
was performed by ultrafiltration using 10 kDa molecular weight cut-off membrane. The Alcalase 
hydrolysate showed the relatively higher DPPH and peroxyl radical scavenging activity (IC50 value; 
1.30 mg/ml and 0.888 mg/ml, respectively). Also, the Alcalase hydrolysate showed the ACE　in-
hibitory activity with 1.87 mg/ml of IC50 value. These biological activities are increased over 
1.2 or 2.5 times through the ultrafiltration of the Alcalase hydrolysate. Therefore, the Alcalase 
hydrolysate obtained from fishery processing by-products in Jeju and the different molecular weight 
fractions should be given consideration for food and cosmetics ingredient. Furthermore, this re-
search on the utility of fishery processing by-products might be a useful tool into the industry.  

Keywords : Alcalase hydrolysate, Fishery processing by-products, Radical scavenging activity, ACE 
inhibitory activity, Ultrafiltration

서 론

 우리나라 국민 1인당 연간 수산물 소비량이 2001

년에는 42.2 kg, 2004년에는 48.9 kg, 2006~2007년에

는 56.5 kg으로 기록되었으며, 2009년에 49.8 kg 까

지 감소하였다가 다시 2012년에 54.9 kg으로 증가하

여 현재까지 지속적으로 증가하는 추세를 보이고 있

다. 이처럼 수산물 소비가 늘어나는 것은 국민소득의 

향상과 건강에 대한 사회 전반의 관심이 높아져, 수

산물이 건강식품으로서 소비자의 선호가 높아졌기 

때문이라고 분석되고 있다 [12]. 또한 수산물의 수요

가 증가함에 따라 국내 수산업의 수산물 자급률은 

2007년부터 꾸준히 75% 내외를 기록하고 있다 [12].
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 우리나라 수산업은 냉장, 냉동, 조리 및 보존처리, 

염장 등 단순 가공제품이 주를 이루고 있는 실정이

다. 또한 수산가공공장에서 상품으로 가공되어 사용

되는 양은 우리나라 수산물 총 생산량의 61%에 불과

하며, 가공 후에 발생하는 어두, 어피, 어뼈, 내장, 

자숙액, 패각 및 갑각류의 껍데기와 같은 수산가공

부산물은 극히 일부만이 사료로 이용될 뿐, 대부분

이 버려지고 있다 [8]. 이에 따라 수산가공부산물을 

처리하는 과정에서 수산업 종사자들의 비용부담이 

가중되고 있으며, 올바른 절차로 처리되지 않을 경

우 환경오염을 야기하는 등의 추가적인 피해가 발생

하고 있는 실정이다. 그러므로 수산가공부산물의 회

수 및 활용은 미이용·폐자원의 이용이라는 측면뿐

만 아니라 환경보호의 측면에서도 매우 중요하다. 

 사실 이러한 수산가공부산물은 다양한 기능성 물

질들을 함유하고 있다. 문어 자숙액에 포함되어 있

는 타우린 [5], 수산가공부산물 유래 콜라겐 또는 젤

라틴 [3,6], 갑각류 부산물 유래의 키틴 [1], 홍어류 

껍질에서 분리한 collagenase-1 저해 펩타이드 [11] 

등 수산가공부산물 유래의 다양한 기능성 물질이 연

구되어 있다. 따라서 버려지는 미이용 수산가공부

산물은 잠재적 가치가 충분하며, 이를 고부가가치 

상품으로 활용할 수 있는 연구가 필요하다.

 제주도에서 생산되는 주요 어종은 갈치, 옥돔, 넙

치, 고등어 등이 있으며, 전국 생산량 대비 갈치는 

30% 이상, 옥돔은 74% 이상, 넙치는 50% 이상이 생

산되고 있다 [7,13]. 최근 10년 동안 제주지역의 수산

물 생산실적은 연평균 7.0%, 생산금액은 9.8%씩 증

가하였다. 이에 따라 2011년 가공부산물 발생량이 

187.4 톤으로 집계되었으며, 현재까지 지속적으로 

증가하고 있는 추세이다. 따라서 이 연구에서는 제

주 수산가공부산물의 자원화 및 고부가가치화를 위

해 수산가공부산물 유래 가수분해물의 기능성을 탐

색함으로써 재이용 가능성을 확인하였다. 

재료 및 방법

수산가공부산물

제주도내 수산식품 회사인 ㈜청룡수산으로부터 

갈치 머리, 갈치 꼬리, 고등어 뼈, 옥돔 비늘 등의 

가공부산물을 건조된 상태로 제공받았으며, 가공부

산물 (30 kg)을 고상발효장치 (Biofeeda BF-30, 

Mitsbish, Japan)하에서 호기성 고온 균주인 Bacillus 
(Seiwa co., Japan) (3 g)을 이용하여 80~90℃에서 

6~10 시간동안 고상발효한 후, 실험에 사용하였다.  

수산가공부산물의 효소가수분해

 수산가공부산물의 가수분해물은 Ahn et al., (2009)

의 방법을 사용하여 열수 및 효소적 추출법을 이용

하여 제조하였다 [2]. 여러 가지 식품 및 산업용 단백

질 분해효소 중에서 가격이 저렴하고 가수분해 수율

이 높아 산업적으로 자주 이용되는 Alcalase를 선택

하였다. 우선, 수산가공부산물을 10% (w/v)로 24시

간동안 열수추출을 하였으며, 유용성분을 최대로 확

보하기 위해 이를 다시 Alcalase의 최적 활성조건 

(pH 8.0, 50℃)에서 10%의 기질 대 효소비로 효소가

수분해를 수행하였다. 가수분해 반응 후, 효소 불활

성화를 위해 100℃에서 10분간 끓이고, 원심분리 (35

00 rpm, 10분) 및 감압여과를 수행하여 상층액을 분

리한 후, 이를 동결건조하여 실험에 사용하였다. 

수산가공부산물 효소가수분해물의 분자량별 분획

효소로서 Alcalase를 이용하여 얻어진 Alcalse 가수

분해물의 분자량별 분획은 Ahn et al., (2009)의 방법

을 사용하였다 [2]. 10 kDa의 막을 장착한 한외여과막 

분리 시스템 (Ultrafiltration membrane)을 이용하여 

10 kDa 이상 및 10 kDa 이하의 분획물을 제조하였다. 

전자스핀공명흡수분광기(Electorn Spin Resona-

nce Spectrometer(ESR))를 이용한 라디칼 소거활

성 측정

 가수분해물의 라디칼 소거활성은 Nanjo et al., (199

6)의 방법을 변형하여 전자스핀공명흡수분광기(JES

-FA machine, JOEL, Tokyo, Japan)로 측정하였다 [1

0]. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소

거활성은 효소가수분해물 60 μl와 DPPH (60 μmol/l 

in MeOH) 60 μl를 반응시킨 후, ESR spectrometer에

서 측정하였다. Hydrolxyl 라디칼 소거활성은 효소가

수분해물 20 μl와 0.3 M DMPO (in 0.1 M phosphate 

buffer pH 7.4) 20 μl, 10 mM FeSO4 20 μl, 10 mM H2O2 

20 μl 를 반응시킨 후, ESR spectrometer에서 측정하였

다. Peroxyl 라디칼 소거활성은 효소가수분해물 20 μl, 

40 mM 2,2-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (A
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APH) (in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4) 20 μl, 40 mM 

POBN (in 0.1 M phosphate buffer pH 7.4) 20 μl를 37℃

에서 반응시킨 후, ESR spectrometer에서 측정하였다. 

in vitro 상에서의 항산화 활성 검증

 원숭이 유래 상피세포인 Vero 세포 (한국세포주은

행)를 사용하였으며, 세포 생존율에 대한 가수분해

물의 효능은 Ko et al., (2013)의 방법을 사용하여 MT

T assay를 통해 검증하였다 [9]. Vero 세포를 10% 

fetal bovine serum (FBS)와 1% antibiotics를 포함하

는 DMEM 배지에 1×105 cells/μl의 농도로 희석한 

후, 96 well plate에 접종하여 16시간 동안 37℃, 5% 

CO2 배양기에서 배양하였다. 이 후 효소가수분해물

을 처리하고, 2시간 뒤에 10 mM의 AAPH를 각 well

에 처리한 후, 24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에

서 배양한다. 배양이 종료되면 50 μl의 3-[4,5-dimeth

ylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazolium bromide (M

TT) (2 mg/ml)를 각 well에 처리한 후, 살아있는 세포

에 염색되어 형성된 formazan의 양을 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다.

ACE 저해효과 검증

 효소가수분해물의 ACE 저해효과는 Cushman and Cheung 

(1971)의 방법에 따라 측정하였다. 효소가수분해물 50 μl

에 25 mU/ml ACE 효소액 50 μl를 가한 후, 37℃에서 10

분간 항온처리 한 후, 기질로서 12.5 mM HHL용액 100 μl

를 가하여 다시 37℃에서 60분간 반응시켰다. 반응용액에 

1 N HCl 0.25 ml를 가하여 반응을 종료시킨 후, ethyl 

acetate 350 µl를 가하여 교반한 다음, 원심분리 (4000 rpm, 

10분)시켜 상층액 200 μl를 분취하였다. 이 분취액을 80℃ 

드라이오븐에서 완전히 건조시켜 증류수 1 μl를 가하여 

용해시킨 후, 228 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

통계 분석

 이 연구 결과의 통계 및 분석은 SPSS 프로그램 (SPSS 

Inc. Ver.12.0)을 사용하여 One-way ANOVA-test를 실시하

여 Duncan’s multiple range test (P < 0.005)로 평균 간

의 유의성을 검정하였다. 

결과 및 고찰

수산가공부산물의 Alcalase 가수분해물의 항산화

활성

 수산가공부산물 Alcalase 가수분해물의 항산화활성

을 확인하기 위해서 ESR을 이용하여 자유라디칼 소

거 활성을 확인하였다. Table 1에 여러 가지 자유라디

칼에 대한 수산가공부산물 Alcalse 가수분해물의 IC50 

value를 나타내었다. DPPH 라디칼과 Peroxyl 라디칼 

소거활성의 경우, 각각 1.30 mg/ml, 0.888 mg/ml의 IC5

0 value를 나타내었으며, 이 수치는 가수분해물의 단

계에서 비교적 우수한 활성이라고 생각되어진다.

 또한 가장 우수한 소거활성을 나타내었던 Peroxyl 라

디칼에 초점을 두어 다음 세포실험을 진행하였다. 세

포는 Vero cells을 사용하였으며, AAPH로 유도한 산

화적 스트레스에 대한 세포보호 효과를 확인하였다. 

 먼저 세포독성을 확인한 결과, 0.8 mg/ml의 Alcalase 가수

분해물에서 90%의 세포 생존율을 나타내고 있기 때문에 

위의 농도까지는 독성이 없는 것으로 판단된다 (Figure 1). 

Table 1. Radical scavenging activities  (RSA) of the Alcalase 
hydrolysate from fishery processing by-products in Jeju. The 
results are mean of three replicates ± standard error (SE).

Radicals RSA (IC50, mg/ml)

DPPH 1.30 ± 0.005

Hydroxyl 2.01 ± 0.015

Peroxyl 0.888 ± 0.007

Figure 1. Cytotoxicity of the Alcalase hydrolysate from 
fishery processing by-products in Jeju. Vero cells were treat-
ed with the Alcalase hydrolysate at the indicated concen-
trations (0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 mg/ml). After the treatment 
for 24 h, the cell viabilities were assessed by MTT assay. 
The results are mean of three replicates ± standard error (SE).



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2014, p. 62 - 67 Vol. 6, No. 2 [Research Paper]

- 65 -

 다음은 산화적 스트레스에 대한 세포보호 효과를 

확인하기 위해 Alcalase 가수분해물을 전처리하고 

AAPH로 산화적 스트레스를 유도한 세포의 생존율

을 측정하였다 (Figure 2). AAPH를 처리한 세포의 

경우, 생존율이 control에 비해 2 배로 감소하였다. 

이때, Alcalase 가수분해물의 전처리에 의해 세포 생

존율이 다시 증가하는 경향을 보이고 있지만 유의적

인 결과를 확인하지 못하였다. 

Figure 2. Protective effects of the Alcalase hydrolysate 
from fishery processing by-products in Jeju against AAPH-in-
duced oxidative damage in Vero cells. The cells were treated 
with the Alcalase hydrolysate at the indicated concentrations 
(0.2, 0.4, 0.8 and 1.6 mg/ml). After the treatment for 24 h, 
the cell viabilities were assessed by MTT assay. The results 
are mean of three replicates ± standard error (SE). Value is 
significantly different at *P < 0.005.

수산가공부산물의 Alcalase 가수분해물의 ACE 저

해활성

 현재 고혈압 치료제로 처방되는 약품인 captopril은 

ACE 저해 메커니즘을 나타내는 합성 항고혈압제로 

매우 우수한 ACE 저해효과를 나타내지만 홍반, 마

른 기침, 단백뇨 등의 심각한 부작용을 초래하기 때

문에 사용량에 제한을 두고 있는 실정이다. 따라서 

부작용이 없는 천연 항고혈압 소재를 찾는 연구가 

매우 중요하다[2].

 수산가공부산물 Alcalase 가수분해물의 ACE 저해활

성을 Figure 3에 나타내었다. Alcalase 가수분해물은 

1.87 mg/ml의 IC50 value를 나타내며, ACE를 농도의존

적으로 저해하였다. Positive control로 실험에 사용된 

captopril은 2.5 μg/ml의 매우 낮은 농도에서도 80% 

이상의 매우 우수한 활성을 나타내었다. Captopril의 

활성과 비교했을 때, Alcalase 가수분해물은 낮은 활

성을 나타내지만, 식품 부산물로부터 획득한 가수분

해물이라는 점에서 활용도가 높다고 판단된다. 

Figure 3. ACE inhibitory activity of the Alcalase hydro-
lysate from fishery processing by-products in Jeju. ACE in-
hibitory activity of the Alcalase hydrolysate (0.5, 1 and 2 
mg/ml) was measured. The results are mean of three repli-
cates ± standard error (SE). a-bMeans not sharing a common 
letter are significantly different between groups (p < 0.005).

분자량별 분획물의 항산화활성

 한외여과 후 얻어진 10 kDa 이상과 10 kDa 이하의 

분획물을 가지고, Alcalase 가수분해물에서 비교적 

우수한 활성을 나타내었던 DPPH, peroxyl 라디칼 소

거활성을 확인하였다. 그 결과, DPPH radical 소거활

성은 10 kDa 이하의 분획물이 Alcalase 가수분해물

보다 2.5배 가량 증가한 0.485 mg/ml의 IC50 value를 

나타내었다 (Figure 4). 또한, peroxyl radical 소거활

성은 두 개의 분획물 모두 Alcalase 가수분해물보다 

2배 가량 증가하여 각각 0.409 mg/ml, 0.411 mg/ml의 

IC50 value를 나타내었다 (Figure 5).

 결론적으로 Alcalase 가수분해물의 분자량별 분획

을 통해 라디칼 소거 활성이 증가하였으며, 특히 DP

PH 라디칼 소거 활성에 대해서 저분자의 10 kDa 이

하의 물질이 보다 우수한 활성을 나타내었다. 이 결

과들은 수산가공부산물 Alcalase 가수분해물을 구

성하는 단백질 또는 펩타이드들이 한외여과에 의해 

분자량 별로 분리되었을 때, 효율적인 항산화 활성

을 나타낸다는 것을 설명한다.   
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Figure 4. DPPH radical scavenging activity of the different 
molecular weight fractions from the Alcalase hydrolysate 
from fishery processing by-products in Jeju. The results are 
mean of three replicates ± standard error (SE). a-fMeans not 
sharing a common letter are significantly different between 
groups (p < 0.005).

Figure 5. Peroxyl radical scavenging activity of the differ-
ent molecular weight fractions from the Alcalase hydrolysate 
from fishery processing by-products in Jeju. The results are 
mean of three replicates ± standard error (SE). a-dMeans not 
sharing a common letter are significantly different between 
groups (p < 0.005). 

분자량별 분획물의 ACE 저해활성

 한외여과 후 얻어진 10 kDa 이상의 분획물, 10 kDa 

이하의 분획물의 ACE 저해활성을 Figure 6에 나타

내었다. 두 분획물은 각각 1.51 mg/ml, 1.49 mg/ml의 

IC50 value를 나타내며, 1.87 mg/ml의 IC50 value를 갖

는 Alcalase 가수분해물보다 활성이 1.2배 가량 증가

하였다. 마찬가지로 수산가공부산물 Alcalase 가수

분해물이 분자량별로 존재할 때, ACE를 효율적으로 

저해하는 것을 확인할 수 있다.

Figure 6. ACE inhibitory activity of the different molecular 
weight fractions from the Alcalase hydrolysate from fishery 
processing by-products in Jeju. ACE inhibitory activities of 
the Alcalase hydrolysate (1 and 2 mg/ml) were measured. 
The results are mean of three replicates ± standard error (SE). 
a-bMeans not sharing a common letter are significantly differ-
ent between groups (p < 0.005).

결 론

수산물의 소비가 증가함에 따라 수산가공부산물

의 발생량이 증가하고 있으며, 이의 효율적인 활용

을 위해 수산가공부산물의 생리활성 검증이 요구되

고 있다. 이 연구에서는 제주 특산 수산물인 갈치, 
고등어, 옥돔 등을 포함하는 수산가공부산물을 고상

발효시킨 후, Alcalase 가수분해물을 제조하였으며, 
이 가수분해물의 항산화 및 항고혈압 활성을 확인하

였다. 또한 한외여과막 분리를 통한 분자량별 분획

이 가수분해물의 기능성을 최대 2.5배 가량 증진시

킴을 확인하였다. 결론적으로 가수분해 및 한외여과 

공정을 통해 버려지는 미이용 수산가공부산물을 활
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용하여 기능성 식품 및 화장품 소재로 이용할 가치

가 있다고 판단되며 이를 통해 수산가공부산물의 고

부가가치화를 이끌 수 있을 것으로 생각된다. 
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