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Nitrite Scavenging Abilities and Inhibitory Action on 

N-Nitrosoproline Formation by  Yellowfin Tuna 

(Thunnus albacares) Skin Gelatin Hydrolysates

Sangh-Hun Byun

Department of Food Science and Technology, Graduate School, 

Pukyong National University

A bstract

  This study includes extraction of gelatin from yellowfin tuna skin, 

manufacturing of hydrolysate by means of subcritical water and enzyme, 

and examination of DH (degree of hydrolysis), nitrite scavenging ability, 

reducing power, and inhibitory action on N-nitrosoproline formation.

  As a result of measuring DH of gelatin hydrolysate by means of 

subcritical water, it turned out that in reaction to tuna skin gelatin at 

250℃ for 3 hours, DH was 92.5%, and in reaction to pig skin gelatin, 

87.5% respectively. As the temperature and time of hydrolysis increased, 

DH increased accordingly. In addition, the values of yellowfin tuna skin 

gelatin hydrolysate were higher than those of pig skin gelatin 
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hydrolysate at each section. In hydrolysis of yellowfin tuna skin gelatin 

with Alcalase among enzyme hydrolysates, DH was 83.4%, which was 

the highest, and with Flavourzyme, 82.4%, with Protamex, 81.9%, and 

with Neutrase, 79.9% respectively. As to pig skin gelatin, in hydrolysis 

with Alcalase, DH accounted for 81.3%, with Flavourzyme, 79.8%, with 

Protamex, 79.2%, and with Neutrase, 78.8% respectively. In hydrolysate 

of yellowfin tunas and pig skin gelatin, DH ranged from 75.2% to 

83.4% in general. DH was somewhat high when Alcalase was used, 

while somewhat low when Neutrase was used.

  As a result of measuring nitrite scavenging ability, it turned out that 

the rate was the highest at pH 1.2 and that among gelatin hydrolysates 

using subcritical water, when the hydrolysis temperature was 250℃, the 

highest, and the sample processing lasted for 3 hours, the rate of the 

nitrite scavenging ability was 93.2±1.29%, while pig skin gelatin 

hydrolysate showed 89.3±1.04% of the rate of nitrite scavenging ability, 

which was lower than that of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysate. 

Likewise, enzyme hydrolysate showed the highest nitrite scavenging 

ability at pH 1.2, and the sample that went through hydrolysis with 

Alcalase for 6 hours showed 60.7±1.42% while that with pig skin 

gelatin, 55.7±1.40% respectively. Besides, it turned out that the 

scavenging ability was less than the case of subcritical water 

hydrolysate. Both yellowfin tunas and pig skin gelatin hydrolysate 

showed more increase of nitrite scavenging ability at lower pH, which 
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indicates the dependency on pH.

  The reducing power of subcritical water hydrolysate with yellowfin 

tuna skin gelatin accounted for 0.740±0.005∼1.429±0.007, while that 

with pig skin gelatin 0.417±0.005∼1.140±0.006, which was somewhat 

low compared to tuna skin gelatin subcritical water hydrolysate. The 

reducing power of yellowfin tuna skin gelatin enzyme hydrolysate 

accounted for 0.369±0.005∼0.942±0.006, while that of pig skin gelatin 

enzyme hydrolysate 0.287±0.008∼0.726±0.006. It also turned out that 

when the rate of nitrite scavenging was high, the reducing power also 

tended to be high accordingly. In the case of subcritical water 

hydrolysate with yellowfin tuna skin gelatin, the NPRO controlling 

effect accounted for 25%∼33.2% in comparison with the control group, 

while the inhibitory action on NPRO formation of the subcritical water 

hydrolysate with pig skin gelatin accounted for 17.1%∼28.8%. In the 

case of enzyme hydrolysate with yellowfin tuna skin gelatin, the 

inhibitory action on NPRO formation accounted for 16.3%∼37.8% in 

comparison with the control group, and that with pig skin gelatin, 

15.5%∼23.9% respectively.
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서 론

아질산염(nitrite)은 식육 및 수산가공품 제조 시 사용되는 첨가물로서 육

제품의 발색 및 색의 안정화에 기여하며,유해한 세균인 Clostridium

botulinum의 성장 및 독소 생성에도 억제효과가 있는 것으로 알려져 있다

(Christiansenetal.,1974).아질산염은 식품첨가물로서 뿐만 아니라 음료

수,타액 등에도 소량 존재하고 있다고 알려져 있으며 (Haradaetal.,

1974),또한 야채류나 과실에 다량 존재하고 있는 질산염도 질산환원효소

나 질산환원세균에 의하여 아질산염으로 환원 되어진다고 한다 (Hayashi

etal.,1988,Takagietal.,1991).

그러나 아질산염은 단백성 식품,의약품 및 잔류농약 등에 존재하는 2급,

3급 아민류와 반응하여 발암물질인 니트로사민을 생성하는 것으로 알려져

있으며 (Crosby et al.,1976),그 중 일부는 체내에서 diazoalkane

(CnH2nN2)으로 전환되어 핵산,단백질 또는 세포내의 성분을 alkyl화하여

암을 유발하며,대부분의 니트로사민이 발암성을 나타내는 것으로 알려져

있다 (Bartshetal.,1988).또한 아질산염은 일정농도 이상 계속 섭취하게

되면 혈액중의 헤모글로빈이 산화되어 메트헤모글로빈을 형성하여 메트헤

모글로빈증 (methemoglobinemia)을 일으키는 것으로 알려져 있다 (Peter

etal.,1975).

니트로사민의 합성은 pH,미생물,전구물질,공존화합물에 의해 영향을

받으며,합성량은 전구물질의 첨가량에 비례하나 아민류보다는 아질산염의

농도에 의해 더 큰 영향을 받는다.합성의 적정 pH는 3～4정도이나 미생

물이 공존할 경우에는 중성에서 약알칼리성까지도 생성이 가능하다

(Ayanabaetal.,1973).또한 N-nitrosodimethylamine으로부터 diazonium

ion의 생성과정에 있어서 N-nitrosodimethylamine은 P-450의 isozyme인
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P-450 2E1에 의해 대사활성화 되어지며,또한 acetyl transferase는

diazonium ion의 생성을 촉진시킨다고 보고하였다 (Yamazakietal.,1992).

이와 같이 니트로사민은 식품성분과의 상호반응으로 식품 내에서도 생성

이 가능하며,인체 내 위의 pH와 유사한 범위에서 최적조건을 가지기 때

문에 니트로사민의 전구물질인 아질산염과 아민을 함유한 식품 섭취 시 위

내에서 니트로사민이 생성될 가능성이 매우 높다고 할 수 있다.

식품에서 일어나는 니트로사민 생성반응은 nitrite와 반응할 수 있는 화

합물에 의해 억제될 수 있다고 알려져 있다.니트로사민의 생성억제를 위

한 연구로는 Mirvish등에 의해 최초로 ascorbicacid의 니트로사민 생성

억제작용이 밝혀졌으며 (Mirvishetal.,1970),tannicacid유도체 (Gray

etal.,1975)및 sorbicacid(Tanakaetal.,1978)에서도 니트로사민 생성

억제효과가 있음이 보고되었다.또한 Maillard반응 생성물인 melanoidin

(Katoetal.,1987),gallicacid(Walkeretal.,1975),caffeicacid와 ferulic

acid(Kuenzigetal.,1984)에서도 니트로사민 생성을 억제한다고 알려져

있으며,식품중에 phenolicguaiacol,resorcinol등의 phenol계 물질들도

nitro화반응을 강력하게 억제하는 것으로 보고 되었다 (Cooney etal.,

1987).

또한 니트로사민의 생성인자인 아질산염의 분해에 대한 연구로는 마늘에

서 추출한 diallylsulfide(Wargoviceetal.,1988)를 비롯하여,결명자 추

출물 (Parketal.,1995),녹즙 추출물 (Chungetal.,1999),죽초액 (Lee

etal.,2002)및 대나무 추출물 (Lim etal.,2004),해조류 추출물 (Park,

2005),머루 과피 추출물 (Choietal.,2006),쑥갓 스테롤배당체 (Choet

al.,2007),참나물 추출물 (Leeetal.,2008)등 아질산염 분해작용에 대한

많은 연구결과들이 보고되고 있다.

다랑어 (skipjack,yellowfin,bigeyeetc.)는 전 세계의 열대 및 아열대
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해역에 널리 분포하고 있으며,세계적으로 매우 선호도가 높은 어종이다.

전 세계적으로 연간 다랑어 총 어획량은 2005년 기준으로 약 440만 톤이

며,그 중 가다랑어 (skipjacktuna)가 약 236만 톤,황다랑어 (yellowfin

tuna)가 약 131만 톤,눈다랑어가 약 44만 톤으로 가다랑어와 황다랑어가

어획량의 대부분을 차지하고 있다 (2007KoreanFisheriesYearbook).다

랑어의 어획량은 매년 증가하고 있는 추세이며,어획된 다랑어류의 대부분

은 횟감이나 통조림으로 이용되고 있다.

그러나 다랑어 가공 중 머리,내장,껍질,비늘 등의 가공부산물이 대량

으로 발생하게 되고,이들 대부분이 그대로 버려지고 있어 가공부산물로

인한 환경오염 문제가 심각한 실정이다.따라서 참치 가공부산물을 이용한

유용 성분의 추출은 환경오염을 줄이면서,동시에 경제적이면서 대량의 원

료를 공급받을 수 있다는 장점을 가진다.

본 연구에서는 수산가공부산물인 황다랑어 껍질을 유용하게 이용하기 위

하여 껍질에서 젤라틴을 추출하여,아임계수 및 효소를 이용하여 가수분해

물을 제조하였다.가수분해물의 가수분해도,아질산염 분해작용,환원력 및

N-nitrosoproline생성 억제작용을 측정하였으며,모든 실험은 육상동물 유

래의 porcineskin젤라틴과 비교하여 나타내었다.
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실험 재료 및 방법

1.실험 재료

시료로 사용된 황다랑어 (Thunnusalbacares)껍질은 동원산업(부산,한

국)에서 비늘이 붙어 있는 상태로 제공받았다.비늘을 제거한 후 껍질을

실험에 이용하였으며,실험이 행해지기 전까지 -18℃ 동결상태로 보관하였

다.황다랑어 껍질로부터 추출한 젤라틴의 특성을 알아보기 위해 육상동물

유래 젤라틴인 porcineskin 젤라틴(G2500,EC No 232-554-6,Gelatin

from porcineskin,TypeA,Sigma,U.S.A)을 사용하여 비교 하였다.본

연구에 사용된 모든 시약은 analyticalgrade이다.

2.실험방법

2.1젤라틴의 제조

황다랑어 껍질 젤라틴의 제조는 조 등의 방법 (Choetal.,2005)에 준하

여 실시하였다.먼저 젤라틴을 추출하기 위해 비늘이 붙어 있는 상태로 제

공받은 황다랑어 부산물의 비늘을 제거하여 껍질만을 따로 수집하였다.수

집된 껍질을 마쇄하여 깨끗이 수세한 후 8배 (v/w)의 알칼리용액 (1.89%

NaOH)을 가한 후 shakingincubator(HB-201SF,HanbaekScientificCo.,

Korea)를 이용하여 10℃,200rpm에서 70시간 처리하여 비콜라겐 단백질

의 제거 및 조직을 팽윤시켰다.알칼리 처리 후 알칼리 용액의 제거를 위

하여 흐르는 물로 수세를 한 다음 6N HCl을 이용하여 중화하였다.시료

의 6배 (v/w)의 증류수를 가한 후 60℃에서 5시간 열수 추출하였다.열수
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추출액을 30℃,900×g로 30분간 원심분리 한 후,상층액은 여과지 (5A 110

mm,Advantec,Japan)를 이용하여 감압여과 하였다.여과된 액을 감압농

축기를 이용하여 60℃에서 10brix로 농축하였다.농축된 액을 열풍건조기

(WFO-601SD,EYELA,Japan)를 이용하여 24시간 건조한 후 분말로 분쇄

하였다 (Fig.1).

2.2가수분해물의 제조

2.2.1아임계수 가수분해물의 제조

아임계수를 이용한 젤라틴의 가수분해는 HC276 200 mL Stirred

AutoclaveSystem 장비를 이용하였다.시료인 황다랑어(yellowfintuna)

껍질에서 추출한 젤라틴 5g을 초순수 100g(중량비 1:20)으로 준비하고

반응기에 주입한다.공기탱크 (100bar)압력으로 예비압력 주입 후,전열

기로서 가열하여 실험온도 150℃ (4bar),200℃ (15bar),250℃ (38bar)

에 도달하였을 때 1시간 및 3시간 가수분해 하였으며,충분히 방냉한 후

반응물을 회수하였다.돼지 껍질 젤라틴도 동일한 방법으로 가수분해물을

제조하였다.

2.2.2효소 가수분해물의 제조

효소를 이용한 가수분해는 참치 껍질로부터 추출한 젤라틴을 Alcalase,

Flavourozyme,Protamex,Neutrase등의 단백질 분해효소를 이용하여 각

효소별 최적의 온도 및 pH (Alcalase,55℃ 및 pH 7.0;Flavourzyme,5

0℃ 및 pH 6.0;Protamex,40℃ 및 pH 6.0;Neutrase,45℃ 및 pH 6.0)에

서 일정시간 (0.5,1,2,3,6시간)반응시켰으며 기질대 효소비는 1:1

(w/w)이 되도록 하였다.효소반응의 정지는 100℃에서 10분간 가열처리하

여 효소를 실활시켰다.
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Alkali treatment   
with NaOH solution in shaking

incubator at 200 rpm, 10°C

Neutralization   
repetition of washing with water

Hot-water extraction   
with distilled water in water bath

Centrifugation   
at 900×g for 30 min

Vacuum filtration   
filter paper 

(Advantec, 5A, 110 mm)

Vacuum concentration   
10 brix at 60°C

Hot-air drying   
at 60°C for 24 hr

Fig. 1. Flow of gelatin processing from yellowfin tuna (T. albacares) 

skin.
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2.3가수분해도 측정

가수분해물에 20% TCA를 첨가한 후 원심분리 하여 상층액의 단백질농

도를 측정함으로서 가수분해도를 측정하였다.가수분해도는 단백질 분석

키트(Proteinassaykit)를 사용하여 측정하였다.먼저 시료 1mL에 Lowry

reagentsolution을 1mL첨가한 후,잘 혼합하고,실온에서 20분간 반응시

켰다.반응액에 Folin& Ciocalteu'sphenolreagent0.5mL를 첨가함과 동

시에 섞어준 후,30분 동안 실온에서 발색 시켰다.발색된 후,30분 이내에

750nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.4아질산염 분해작용 측정

아질산염 분해작용은 Kato등의 방법 (Katoetal.,1987)에 따라 일정

농도의 가수분해물 시료 1mL에 1mM NaNO2용액 1mL를 가하고,이

용액에 0.1N HCl(pH 1.2)완충용액과 0.2M citricacid(pH 3.0,4.2,

6.0)완충용액을 사용하여 반응용액의 pH를 각각 1.2,3.0,4.2,6.0으로 각

각 조정한 후 반응용액의 부피를 10mL로 하였다.이 반응용액을 37℃에

서 1시간 반응시킨 다음 반응용액을 1mL씩 취하여 2% 초산용액 5mL와

Griess 시약 (30% 초산용액으로 제조한 1% sulfanilic acid와 1%

naphthylamine의 1:1혼합액)을 0.5mL를 가하여 잘 혼합한 후 실온에서

15분간 방치시킨 후 분광광도계를 사용하여 520nm에서 흡광도를 측정하

였다.대조구는 Griess시약 대신 증류수 0.5mL를 첨가한 후,동일한 방

법으로 측정하여 시료를 첨가한 경우와 첨가하지 않은 경우의 백분율로 나

타내었다.

2.5환원력 측정

환원력 측정은 시료 1mL에 0.2M phosphate완충용액 (pH6.6)및 1%



- 8 -

potassium ferricyanide각 1mL를 첨가한 다음 50℃에서 20분간 반응시켰

다.여기에 10% trichloroaceticacid용액을 1mL를 가한 다음 3,000rpm

에서 원심분리 하여 얻은 상층액 1mL에 증류수 1mL및 FeCl31mL를

가한 후,700nm에서 흡광도를 측정하였다.시료의 환원력은 흡광도 값으

로 나타내었다.

2.6N-nitrosoproline생성 억제작용 측정

N-nitrosoproline(NPRO)생성 억제작용은 Fig.2와 같이 실험하였다.

0.1 M proline 5 mL에 소정의 시료 1 mL를 첨가하고,여기에 25%

perchloricacid(PCA)로 pH를 1.2로 조정한 다음 60mM NaNO2를 200

µL첨가함으로서 반응을 시작하였다.1시간 반응시킨 후 10% ammonium

sulfamate용액 1mL를 첨가함으로써 반응을 종결시킨 다음 Table1과 같

은 조건 하에서 HPLC로 NPRO의 생성량을 측정하였다.NPRO의 정량은

Lijinsky등 (Lijinskyetal.,1970)의 방법에 의하여 합성한 NPRO로써 표

준검량곡선을 작성하여 정량하였다.

2.7통계 처리

모든 실험은 최소 3회 반복을 실시하였으며,각 군에 따른 유의차 검증

은 분산분석을 한 후 α=0.05수준에서 Duncan'smultiplerangetest를 사

용하여 유의적 차이를 검증하였다 (p<0.05).
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5 mL, 0.1 M proline soln. 1 mL, Sample

Mixing

Adjusting pH 1.2 with 25% 

perchloric acid

Adding 200 µL, 60 mM 

NaNO2

Stirring vigorously 30 sec

Incubating for 1 hr, at 37℃

Adding 1 mL, 10% 

ammonium sulfamate soln.

HPLC analysis

Fig. 2. Schematic procedure for the determination of N-nitrosoproline.
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Table 1. Instrumental condition for HPLC analysis of N-nitrosoproline 

(NPRO)

Instrument Hitachi HPLC system

Column μBondapak TM C18 ( 3.9 × 300 mm )

Detector UV 238 nm

Mobile Phase 0.02% H3PO4 : CH3CN = 80 : 20

Flow rate 0.7 mL/min
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결과 및 고찰

1가수분해도

황다랑어 (yellowfintuna)껍질에서 추출한 젤라틴과 대조구인 돼지 껍

질 젤라틴을 아임계수 및 효소 가수분해하여 가수분해도를 측정하였다.

먼저 아임계수를 이용한 젤라틴 가수분해물의 가수분해도를 Fig.3에 나

타내었다.가수분해 온도 및 시간을 증가시킬수록 가수분해도 또한 증가하

였으며,참치 껍질 젤라틴을 250℃에서 3시간 반응시켰을 경우 92.5%로 가

장 높은 값을 나타내었다.돼지 껍질 젤라틴도 황다랑어 껍질 젤라틴과 마

찬가지로 가수분해 온도와 시간이 증가할수록 가수분해도 또한 증가하였으

며,250℃,3시간 가수분해하였을 때 87.5%로 가장 높게 나타났다.두 젤라

틴 가수분해물의 가수분해도를 비교 하였을 때,황다랑어 껍질 젤라틴 가

수분해물이 각각의 구간에서 돼지 껍질 젤라틴 가수분해물보다 더 높게 나

타났다.

효소로 가수분해하기 위하여 단백질분해효소 Alcalase,Flavourzyme,

Protamex,Neutrase를 이용하였으며,각 효소별 최적 온도 및 최적 pH의

조건에서 반응시간을 각각 다르게 하여 가수분해하였다.

Fig.4는 효소 가수분해물의 가수분해도를 나타낸 것이다.먼저 황다랑어

껍질 젤라틴을 Alcalase로 가수분해 하였을 때 가수분해도가 최초 0.5시간

에서 80.9%를 나타내었고 최종 6시간일때 83.4%로 가장 높게 나타났다.

Flavourzyme을 이용하여 가수분해한 경우 0.5시간일 때 80.2%에서 6시간

일 때 82.4%로 나타났다.Protamex의 경우는 0.5시간 가수분해 시켰을 경

우 79.8%의 값을 나타내었고,6시간 가수분해 시켰을경우 81.9%의 가수분

해도를 나타냈다.마지막으로 Neutrase의 경우 0.5시간일 때 76.4%에서
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(a) Yellowfin tuna skin gelatin
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(b) Porcine skin gelatin

Fig. 3. Degree of hydrolysis of gelatin hydrolysates by subcritical water.
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Fig. 4. Degree of hydrolysis of gelatin hydrolysates by proteolytic 

enzymes.
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6시간일 때 79.9%로 나타났으며 다른 효소에 비해 다소 낮게 나타났다.돼

지 껍질 젤라틴의 경우 Alcalase로 가수분해 하였을 때 0.5시간일 때

77.7%,6시간일 때 81.3%로 나타났다.Flavourzyme을 이용하여 가수분해

한 경우 0.5시간일 때 76.5%에서 6시간일 때 79.8%로 나타났으며,

Protamex의 경우는 76.4%와 79.2%의 값을 나타내었다. 마지막으로

Neutrase의 경우 0.5시간일 때 75.2%에서 6시간일 때 78.8%로 나타났다.

황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴의 가수분해물은 전체적으로 75.2～ 83.4%

의 가수분해도를 나타내었으며,가수분해 시간이 증가할수록 가수분해도도

높아졌으며,Alcalase 효소를 사용하였을 때 다소 높게 나타났으며,

Neutrase를 사용하였을 때 낮게 나타났다.

2아질산염 분해작용

젤라틴 가수분해물의 아질산염 분해작용을 알아보기 위하여 반응 pH를

1.2,3.0,4.2,6.0으로 하여 아질산염 분해작용을 측정하였다.

pH 1.2에서 아임계수를 이용한 젤라틴 가수분해물의 아질산염 분해작용

의 결과를 Fig.5에 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 아임계 가수분해물

중 가장 낮은 온도인 150℃ (1hr,3hr)에서 가수분해 한 것이 각각

28.4±1.12%와 41.5±1.20%로 낮게 나타났으며,가수분해 온도별 중 가장 높

은 250℃ (1hr,3hr)에서는 87.8±1.35%와 93.2±1.29%의 높은 아질산염 분

해작용을 나타내었다.돼지 껍질 젤라틴 가수분해물은 150℃ (1hr,3hr)

에서 각각 16.4±1.42%와 17.4±1.21%로 아질산염 분해작용이 현저히 낮게

나타났으며,가장 높은 온도인 250℃에서는 85.6±1.27%와 89.3±1.04%로 황

다랑어 껍질 젤라틴의 결과와 마찬가지로 250℃,3시간 가수분해한 시료가

가장 높은 아질산염 분해작용을 나타내었다.pH 3.0의 조건에서 황다랑어

및 돼지 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물의 아질산염 분해작용의 결과를
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(a) Yellowfin tuna skin gelatin
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(b) Porcine skin gelatin

Fig. 5. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by subcritical 

water at pH 1.2.
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각각 Fig.6에 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 가수분해물을 보면 250℃

(1hr,3hr)에서 70.6±1.17%와 79.5±1.26%로 높게 나타났으며,돼지 껍질

젤라틴 가수분해물도 250℃ (1hr,3hr)에서 68.9±0.94%와 73.8±1.15%로

가장 높게 나타났다.pH 1.2의 결과와 비교해볼 때 아질산염 분해작용이

다소 낮게 나타났다.pH 4.2에서도 황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 가수분

해물 모두 250℃ (1hr,3hr)에서 높게 나타났으며 (Fig.7),pH 6.0에서도

같은 경향을 나타내었다 (Fig.8).황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 아임계수

가수분해물 모두 가수분해 온도가 높고 시간이 긴 시료의 아질산염 분해작

용이 높았으며,pH가 낮을수록 아질산염 분해작용이 증가하는 pH 의존성

을 나타내었다.

pH 1.2에서 황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 효소 가수분해물의 아질산염

분해작용의 결과를 Fig.9에 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴에서는

Alcalase로 6시간 가수분해한 시료가 60.7±1.42%로 가장 높게 나타났으나,

같은 pH 조건에서 아임계수 가수분해물에 비해서는 분해효과가 떨어지는

것으로 나타났다.Flavourzyme과 Protamex는 3시간 가수분해하였을 때

50.4±1.14%,44.7±1.18%로 나타났다.Neutrase는 6시간 가수분해물에서는

30.7±1.41%로 나타났다.돼지 껍질 젤라틴은 각 효소별 모두 6시간 가수분

해하였을 때 Alcalase 55.7±1.40%,Flavourzyme 47.8±1.29%,Protamex

42.8±1.33% Neutrase32.7±1.21%로 그 중 가장 높게 나타났으나,같은 조

건의 아임계수 가수분해물의 비해서는 아질산염 분해효과가 크게 떨어지는

것으로 나타났다.pH 3.0,4.2,6.0에서는 pH 1.2에 비해 아질산염 분해효과

가 크게 감소하여 분해효과가 미약한 것으로 나타났으며,아임계수 가수분

해물과 마찬가지로 효소 가수분해물도 pH 의존성을 나타내었다 (Fig.

10-12).이것은 Kang등 (Kangetal.,1995)과 Park(Park,2005)이 보고

한 pH가 상승할수록 아질산염 분해효과가 감소한다는 결과와 같은 경향을

나타내었다.
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Fig. 6. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by subcritical 

water at pH 3.0.
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Fig. 7. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by subcritical 

water at pH 4.2.
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Fig. 8. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by subcritical 

water at pH 6.0.
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Fig. 9. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by proteolytic 

enzymes at pH 1.2.
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Fig. 10. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by proteolytic 

enzymes at pH 3.0.
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Fig. 11. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by proteolytic 

enzymes at pH 4.2.
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Fig. 12. Nitrite scavenging ability of gelatin hydrolysates by proteolytic 

enzymes at pH 6.0.
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3환원력

황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물의 환원력을 Table

2에 나타내었으며,흡광도값이 클수록 환원력이 뛰어남을 의미한다.황다랑

어 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물의 환원력은 0.740±0.005～1.429±0.007

의 범위였으며,250℃ (3hr)시료의 환원력이 가장 높게 나타났다.돼지

젤라틴 가수분해물의 환원력은 참치 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물보다

다소 낮은 0.417±0.005～1.140±0.006의 범위였으며,200℃ (3hr)시료에서

높은 환원력을 보였다.아질산염 분해작용과 환원력 측정 결과를 비교하여

볼 때,아질산염 분해작용이 높은 구간에서 대체적으로 환원력도 높게 나

타났으며,이것은 강한 환원력에 의해 nitrite가 NO 또는 NO3로 환원되면

서 아질산염 분해작용 및 nitrosamine 생성 억제효과를 나타낸다는

Mirvishi등 (Mirvishetal.,1970)과 Kato등 (Katoetal.,1987)의 보고와

일치하였다.

Table3에는 황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 효소 가수분해물의 환원력

을 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 효소 가수분해물의 환원력은

0.369±0.005～0.942±0.006의 범위로 나타났으며,Alcalase(6hr)가수분해물

이 다른 효소 가수분해물에 비해 높은 환원력을 나타내었다.돼지 껍질 젤

라틴 효소 가수분해물의 환원력은 0.287±0.008～0.726±0.006의 범위로 나타

났으며,황다랑어 껍질 젤라틴 가수분해물에서와 마찬가지로 Alcalase(6

hr)가수분해물이 다른 효소 가수분해물에 비해 높은 환원력을 나타내었

다.그러나 효소 가수분해물의 환원력이 아임계수 가수분해물의 환원력에

비해 다소 낮게 나타났다.

4N-nitrosoproline(NPRO)생성 억제작용

NPRO의 정량은 Lijinsky등 (1970)의 방법에 의하여 합성한 NPRO로써
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Table 2. Reducing power of gelatin hydrolysates by subcritical water

Condition of hydrolysis Reducing power

Temperature (℃) Time (hr)
Yellowfin tuna skin

gelatin

Porcine skin 

gelatin

150
1 0.740±0.005h1) 0.417±0.005j

3 0.862±0.003g 0.556±0.006i

200
1 1.151±0.004c 0.976±0.004f

3 1.403±0.004b 1.140±0.006c

250
1 1.405±0.007b 1.025±0.007e

3 1.429±0.005a 1.115±0.008d

1)Means with different letters are significantly different (p<0.05)
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Table 3. Reducing power of gelatin hydrolysates by protease

Condition of hydrolysis Reducing power

Enzyme Time (hr)
Yellowfin tuna skin

gelatin

Porcine skin 

gelatin

Acalase

0.5 0.563±0.008j1) 0.415±0.007op

1 0.640±0.004g 0.485±0.006m

2 0.815±0.006c 0.675±0.005f

3 0.887±0.005b 0.687±0.007f

6 0.942±0.006a 0.726±0.006e

Flavourzyme

0.5 0.484±0.005m 0.375±0.005qr

1 0.526±0.005l 0.406±0.006p

2 0.622±0.004h 0.478±0.005m

3 0.780±0.006d 0.542±0.008k

6 0.779±0.007d 0.569±0.007j

Protamex

0.5 0.429±0.004on 0.341±0.006s

1 0.441±0.005n 0.347±0.007s

2 0.442±0.006n 0.352±0.005s

3 0.590±0.008i 0.389±0.008q

6 0.624±0.004h 0.431±0.007on

Neutrase

0.5 0.369±0.005r 0.287±0.008u

1 0.378±0.007qr 0.291±0.006u

2 0.385±0.005q 0.295±0.008u

3 0.389±0.006q 0.317±0.007t

6 0.421±0.005o 0.326±0.006t

1)Means with different letters are significantly different (p<0.05)
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표준검량곡선을 작성하여 정량하였으며,반응시간에 따른 NPRO의 peak를

Fig.13에 나타내었다.

참치 껍질 및 돼지 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물을 일정한 농도로

첨가하였을 때 NPRO의 peak를 Fig.14,15에 나타내었으며,NPRO의 생성

량을 산출하여 Table4에 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 아임계수 가

수분해물의 경우 대조구에 비해 25%∼33.2%의 NPRO 생성 억제 효과를

나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물에서는 17.1%∼

28.8%의 NPRO생성 억제 효과를 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 아임

계수 가수분해물이 돼지 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물보다 다소 높게

나타났으나,전체적으로 낮은 억제 효과를 나타내었다.

참치 껍질 젤라틴 효소 가수분해물을 일정한 농도로 첨가하였을 때

NPRO의 peak를 Fig.16-19에 나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 효소 가수

분해물의 NPRO의 peak는 Fig.20-23에 나타내었다.그리고 효소 가수분해

물의 NPRO의 생성량은 Table5에 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 효

소 가수분해물의 경우 대조구에 비해 16.3∼37.8%의 NPRO 생성 억제 효

과를 나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 효소 가수분해물에서는 15.5∼23.9%

의 낮은 NPRO생성 억제 효과를 나타내었다.황다랑어 껍질 젤라틴 효소

가수분해물이 돼지 껍질 젤라틴 효소가수분해물에 비해 다소 높기는 하였

으나,큰 억제 효과가 나타나지는 않았다.이것은 Lee등(Leeetal.,1993)

의 ascorbicacid와 chlorogenicacid를 제외한 플라보노이드 화합물들은 아

질산염 분해에는 큰 효과가 있지만 N-nitrosoproline생성 억제작용에는 거

의 영향을 미치지 않거나 오히려 그 생성을 촉진시킨다는 연구결과와 마찬

가지로 황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 가수분해물도 아질산염 분해작용에

는 상당히 효과가 있으나 N-nitrosoproline생성 억제작용에는 그 효과가

낮게 나타났다.
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    0 hr            1 hr            2 hr

Fig. 13. HPLC chromatogram of N-nitrosoproline by incubation time.

NPRO

↓
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               control                         150℃

                   200℃                          250℃

Fig. 14. Effect of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysates by subcritical 

water on N-nitrosoproline formation.

3 hr1 hr

1 hr 3 hr 1 hr 3 hr



- 30 -

               control                         150℃

                   200℃                          250℃

Fig. 15. Effect of porcine skin gelatin hydrolysates by subcritical water 

on N-nitrosoproline formation.

1 hr 3 hr

1 hr 3 hr 1 hr 3 hr
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Table 4. Inhibitory action of gelatin hydrolysates by subcritical water on 

N-nitrosoproline formation

Condition of hydrolysis
Yellowfin tuna skin

gelatin
Porcine skin

gelatin

Temperature(℃) Time(hr)
NPRO

(%)
Formation

(ng)
NPRO

(%)
Formation

(ng)

Control 100 718.4

150
1 74.8 537.0 78.7 565.3

3 66.8 480.0 81.2 583.1

200
1 72.7 522.2 71.2 511.2

3 73.0 524.7 76.0 545.7

250
1 75.0 538.8 77.6 557.2

3 73.1 524.8 82.9 595.2
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 16. Effect of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysates by Acalase 

on N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 17. Effect of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysates by 

Flavourzyme on N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 18. Effect of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysates by Protamex 

on N-nitrosoproline formation.



- 35 -

               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 19. Effect of yellowfin tuna skin gelatin hydrolysates by Neutrase 

on N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 20. Effect of porcine skin gelatin hydrolysates by Alcalase on 

N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 21. Effect of porcine skin gelatin hydrolysates by Flavourzyme on 

N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 22. Effect of porcine skin gelatin hydrolysates by Protamex on 

N-nitrosoproline formation.
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               control                 0.5 hr           1 hr

                   2 hr            3 hr            6 hr

Fig. 23. Effect of porcine skin gelatin hydrolysates by Neutrase on 

N-nitrosoproline formation.
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Table 5. Inhibitory action of gelatin hydrolysates by protease on 

N-nitrosoproline formation

Condition of hydrolysis
Yellowfin tuna skin

gelatin
Porcine skin

gelatin

Enzyme Time (hr)
NPRO

(%)
Formation 

(ng)
NPRO

(%)
Formation 

(ng)

Control 100 718.4

Alcalase

0.5 78.9 566.7 80.2 576.3

1 83.7 601.2 83.9 602.4

2 77.2 554.8 84.2 604.9

3 68.5 492.1 76.6 550.0

6 62.2 446.8 76.5 549.6

Flavourzyme

0.5 80.2 576.3 77.7 558.4

1 82.6 593.6 84.1 604.2

2 80.1 575.5 84.5 607.4

3 79.5 571.1 82.0 589.2

6 75.7 544.0 78.8 566.4

Protamex

0.5 79.4 570.2 79.2 568.6

1 72.5 520.6 76.1 546.5

2 74.1 532.3 77.8 558.7

3 72.7 522.1 77.8 559.1

6 71.2 511.4 80.3 576.8

Neutrase

0.5 81.3 584.1 77.4 555.8

1 76.4 549.0 80.3 576.7

2 76.5 549.9 81.6 585.9

3 73.3 526.6 77.7 558.3

6 71.1 510.6 78.4 563.2
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요 약

본 연구에서는 황다랑어 껍질로부터 젤라틴을 추출하여 아임계수 및 효소

를 이용하여 가수분해물을 제조한 후 가수분해도,아질산염 분해작용,환원

력,N-nitrosoproline생성 억제작용을 살펴보았다.

아임계수를 이용한 젤라틴 가수분해물의 가수분해도를 측정한 결과,참치

껍질 젤라틴을 250℃에서 3시간 반응시켰을 경우 92.5%,돼지 껍질 젤라틴

은 87.5%로 나타났으며,가수분해 온도와 시간이 증가할수록 가수분해도도

증가하였다.그리고 황다랑어 껍질 젤라틴 가수분해물이 각각의 구간에서 돼

지 껍질 젤라틴 가수분해물보다 더 높게 나타났다.효소 가수분해물 중 황다

랑어 껍질 젤라틴을 Alcalase로 가수분해 하였을 때 가수분해도가 83.4%로

가장 높게 나타났으며,Flavourzyme을 이용하여 가수분해한 경우 82.4%,

Protamex의 경우는 81.9%,Neutrase는 79.9%로 나타났다.돼지 껍질 젤라틴

의 경우 Alcalase로 가수분해 하였을 때 81.3%,Flavourzyme을 이용한 가수

분해물은 79.8%,Protamex는 79.2% 마지막으로 Neutrase는 78.8%의 가수분

해도를 나타내었다.효소가수분해물의 가수분해도는 Alcalase를 사용하였을

때가 다소 높게 나타났으며,Neutrase를 사용하였을 때 다소 낮게 나타났다.

아질산염 분해작용을 측정한 결과 pH 1.2에서 분해율이 가장 높았으며,

아임계수를 이용한 젤라틴 가수분해물 중 가수분해 온도별 중 가장 높은

250℃,3시간 가수분해한 시료가 93.2±1.29%의 높은 아질산염 분해작용을

나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 가수분해물은 황다랑어 껍질 젤라틴 가수분

해물보다 다소 낮은 89.3±1.04%의 아질산염 분해작용을 나타내었다.효소 가

수분해물도 마찬가지로 pH 1.2에서 아질산염 분해효과가 가장 높았으며,

Alcalase로 6시간 가수분해한 시료가 60.7±1.42%,돼지 껍질 젤라틴은

55.7±1.40%로 가장 높게 나타났으며,아임계수 가수분해물에 비해서는 분해
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효과가 떨어지는 것으로 나타났다.황다랑어 및 돼지 껍질 젤라틴 가수분해

물 모두 pH가 낮을수록 아질산염 분해작용이 증가하는 pH의존성을 나타내

었다.

황다랑어 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물의 환원력은 0.740±0.005에서

최대 1.429±0.007로 나타났으며,돼지 껍질 젤라틴은 최대 1.140±0.006으로서

참치 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물보다 다소 낮게 나타났다.

황다랑어 껍질 젤라틴 효소 가수분해물의 환원력은 최소 0.369±0.005에서 최

대 0.942±0.006의 환원력을 나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 효소 가수분해

물의 환원력은 0.287±0.008에서 최대 0.726±0.006의 환원력을 나타내었다.아

질산염 분해작용 결과와 비교해보면 아질산염 분해작용이 높은 구간에서 환

원력도 높게 나타나는 경향을 보였다.

황다랑어 껍질 젤라틴 아임계수 가수분해물의 경우 대조구에 비해 최대

33.2%의 NPRO생성 억제 효과를 나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 아임계수

가수분해물에서는 최대 28.8%의 NPRO생성 억제 효과를 나타내었다.황다

랑어 껍질 젤라틴 효소 가수분해물의 경우 최대 37.8%의 NPRO생성 억제

효과를 나타내었으며,돼지 껍질 젤라틴 효소 가수분해물에서는 최대 23.9%

의 NPRO생성 억제 효과를 나타내었다.

이상에서 살펴본 바와 같이 황다랑어 껍질 젤라틴 및 돼지 껍질 젤라틴

가수분해물을 이용하여 아질산염 분해작용,환원력 및 NPRO생성 억제작용

등을 측정한 결과,돼지 껍질 젤라틴 가수분해물에 비해 황다랑어 껍질 젤라

틴 가수분해물이 비슷하거나 높은 활성을 나타내었으며,아임계 가수분해물

이 효소가수분해물에 비해 활성이 높게 나타났다.따라서 황다랑어 껍질 젤

라틴이 육상동물 유래 젤라틴의 대체 자원으로 가능성이 있다고 생각되어지

며,또한 수산가공부산물로 인한 환경오염을 줄임과 동시에 고부가가치를 창

출하는 경제적인 자원이용이 될 것으로 판단된다.
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