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Identification and application of antioxidant

yellowfin tuna (Thunnus albacare) muscle

hydrolysates

Se Young Jung

School of Marine and Fisheries Life science (Major in Biotechnology)

Abstract

Fish consumption is increasing worldwide, and the consumption of

preserved foods such as tuna cans is rapidly increasing due to

COVID-19 pandemic, resulting in a significant amount of tuna waste.

Efficient treatment means to solve environmental problems caused by

such wastes are required. Fish waste is rich in protein and is a

valuable raw material for reutilization. In this study, as a means of

reutilization yellowfin tuna waste, antioxidant activity peptides were

extracted from tuna hydrolysate and plants with high antioxidant

activity were cultivated. Among several hydrolysis methods, enzymatic

hydrolysis produced tuna hydrolysate with the highest antioxidant

activity with 93.75% (DPPH radical scavenging activity). Antioxidant

peptide fraction (< 2 kDa) from which impurities were removed by

solvent extraction and ultrafiltration was separated. Then, the active

antioxidant fraction was applied to an Ultra High Resolution Q-TOF LC
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MS/MS system, followed by MS/MS analysis. The antioxidant peptide

had linear structure consisting of amino acids with sequence

NH-GLLGAP-COOH. Since antioxidant activity helps improve plant

growth, it was used for hydroponic cultivation of wheat sprouts as

liquid fertilizer. As a result of hydroponic cultivation for 7 days, wheat

sprout growth was improved by 9.89% in the fraction with the highest

antioxidant activity (< 2 kDa) compared to the control (DW). Therefore,

tuna hydrolysate is a useful resource for the production of antioxidant

peptides and has a plant growth-promoting effect, which is valuable in

that it can be applied as a natural liquid fertilizer.
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Ⅰ. 서론Ⅰ. 서론

전 세계 수산물 소비(조류 제외)는 인구 성장률 1.6%에 비해 1961년 이

후 연평균 3.0% 증가했으며, 1인당 수산물 소비량은 1960년대 평균 9.9 kg

에서 증가하기 시작하여 2020년에는 20.2 kg을 달성하였다. 소득 증가와

도시화, 수확 후 개선 관행과 식이 경향의 변화로 인해 수산 식품 소비는

15% 증가하여 2030년에는 1인당 평균 21.4 kg을 공급할 것으로 예상된다

(FAO, 2022). 2020년 전 세계 참치, 가다랑어, 청어 수출액은 146억 달러로

전체 수산물 수출액의 9.7%에 해당한다. 이 비율은 참치의 인기가 지속되

어 왔기 때문에 수십 년 동안 안정적으로 유지되고 있다 (FAO, 2022).

수산물은 거래량의 약 90%가 보존제품으로 구성되며, 그 대부분은 냉동

된다(FAO, 2022). 그러나 신선 수산물 수요와 포장 및 물류기술의 발달은

시간이 지남에 따라 교역량에서 신선 제품의 비중이 증가하고 있었지만

COVID-19 펜데믹으로 인해 식품 서비스 중단과 봉쇄 제한 대상 소비자의

구매 형태 변화를 가져오고, 참치 통조림 같은 유통기한이 긴 식품을 서둘

러 비축하기 위해 참치캔 등 참치 제품 판매가 폭발적으로 증가했다

(FAO, 2022). 이 때문에 참치캔을 접하는 신규 소비자가 늘면서 소비자들

의 참치 수요가 지속적으로 증가하고 있다 (FAO, 2022). 이처럼 참치의 인

기는 점차 증가하고 있으며 앞으로의 참치 시장은 더욱 커질 것으로 예상

한다.

황다랑어는 지중해를 제외한 전 세계 열대, 온대해역에 분포하고 있으며,

고급 통조림과 저렴한 횟감 등 다양하게 이용되고 있어 상업적 가치가 높

고, 그 소비는 꾸준히 증가하고 있다. 2020년 한국 생산량 2위를 차지하고
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있으며 2019년 세계 참치 어획량에서도 1,578,830 t으로 2위를 차지하며 점

차 증가하는 추세다 (ATUNA, 2022). 그러나 황다랑어는 피부를 포함한

황색 참치 가공 노폐물은 보통 버려져 환경 문제를 일으킨다 (Seo et al.,

2012). 이러한 이유로 참치 폐기물의 양이 점차 증가하고 있으며, 이 폐기

물로 인한 관련 환경 문제를 해결하기 위한 효율적인 수단이 필요하다.

환경 문제를 해결하기 위해서는 어류 폐기물 관리의 개선이 필요하며,

어류 폐기물의 대체 사용은 경제 성장과 지속 가능한 발전에 기여하고 있

다. 생선 노폐물은 양질의 단백질과 지방의 풍부한 공급원이기 때문에 콜

라겐, 효소, 생체 활성 펩타이드, 오메가-3 지방산, 바이오디젤 등을 얻을

수 있다. 또한 비타민 (A, B, D 등)과 미네랄 (칼슘, 요오드, 아연, 철, 셀

레늄 등)은 어류 폐기물 (Lall and Kaushik, 2021)에서 회수될 수 있어 광

범위한 적용이 가능하다. 현재 제약 및 생명공학 산업에서 다양한 생리활

성 화합물(단백질, 단백질 가수분해물, 지질, 아스타잔틴, 키틴)의 제조를

위한 가치 있고 새로운 자원으로 여겨지고 있다 (Caruso, 2015). 특히 특이

적 또는 다기능적 생리활성을 가지며 높은 수준의 구조적 다양성을 갖는

다양한 신규 펩타이드를 얻을 수 있는데, 항산화 (Jung and Kim, 2016),

항균(Mhina et al., 2020), 항염증(Chakrabarti et al., 2018), 항암

(Suarez-Jimenez et al., 2012), 항고혈압(Je et al., 2009), 오피오이드(Kitts

and Weiler, 2003), 항당뇨병(Nhung and Hsu, 2021), 항응고(Jo et al.,

2008), 항알레르기(Song et al., 2017), 식물성장(Kim et al., 2021), 면역조

절(Rajanbabu and Chen, 2011) 및 프리바이오틱(Betoret et al., 2011) 활성

등을 가질 수 있다.

생리 활성 펩타이드의 활성은 주로 분자 크기, 아미노산 조성 및 배열에
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의존한다. 대부분의 생리 활성 펩타이드는 2-20개의 아미노산 잔류물을 가

지고 있으며, 일부 경우 펩타이드로는 더 이상일 수 있다. 항산화 펩타이드

의 경우 아미노산의 짧은 사슬이 긴 사슬보다 우수한 라디칼 소거 활성을

보이는 것으로 보고되었다(Ajibola et al., 2011).

생리 활성 펩타이드의 적용은 더 다양하다. 생체 활성 펩타이드는 수많

은 만성질환의 예방 및 관리에 유익한 기능성 식품으로서 큰 잠재력을 가

지고 있다(Alcoulumre et al., 1993). 예를 들어 카제인 유래 인산화 펩타이

드는 충치를 예방할 수 있으며, 비정질의 인산칼슘과 결합한 후 비식품 매

트릭스(구강세정제, 치약, 껌)에 포함되어 있다 (Shen et al., 2001). 또한,

thermolysin 처리 건조 가다랑어로부터 유도된 펜타펩타이드는 혈압강하

잠재력을 보였다(Hartmann and Meisel, 2007). 생리 활성 펩타이드는 기능

성 식품 또는 영양제로도 간주되며, 표준 제조 공정의 변형에 의해 보충되

거나 농축된다 (Hartmann and Meisel, 2007).

어류단백질 가수분해물은 생리 활성 화합물을 함유한 좋은 영양제이므로

다양한 대사활동에 쉽게 흡수되어 활용된다 (Nese et al., 2011). 따라서,

어류 노폐물로부터 유도된 생체 활성 펩타이드는 대사조절 및 조절에 중요

한 역할을 할 수 있다 (Jung and Kim, 2016). 전통적으로 상업적으로 제조

된 어류 단백질 가수분해물은 현재 많은 국가에서 건강식품, 기능성 식품,

영양제 등으로 사용되고 있다 (Chalamaiah et al., 2012).

유기체가 외부 환경의 유해한 자극에 노출되면 체내의 다양한 프로테아

제의 분비가 통제되지 않아 생물학적 시스템의 활성 산소종(ROS)과 항산

화 방어 시스템 사이의 불균형이 발생한다 (Zhang et al., 2016). 특히, 가
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수분해물 내의 항산화 기능을 가진 펩타이드의 경우, 저렴한 가격으로 최

근 고령화로 인한 노화와 죽상 동맥 경화증, 신경 퇴행성 질환 등 활성산

소종(ROS)에 관련된 다양한 질환의 예방 및 치료에 활용할 수 있는 고부

가가치 물질로서 주목받고 있다.

항산화 펩타이드는 수소/전자 공여 또는 금속 킬레이트 활성이 있어 연

쇄 반응을 종결시키거나 자유 라디칼의 형성을 방지할 수 있다고 알려져있

다 (Nwachukwu and Aluko, 2019). 히스티딘, 티로신, 메티오닌 및 시스테

인은 항산화 펩타이드의 구성 부분으로 종종 발견되며, 특히 히스티딘은

이미다졸 고리의 분해로 인해 비교적 강한 라디칼 소거 활성을 보인다

(He et al., 2012). 또한, 소수성 아미노산 (Val, Leu, Phe, Trp)은 강력한

항산화 활성을 나타내는데 (Virtanen et al., 2007), 이러한 아미노산은 활

성산소를 억제하거나 금속 양이온을 감소시키는데 기여하는 잉여 전자를

가지고 있기 때문으로 추정된다 (He et al., 2012).

따라서 어류 가수분해물의 항산화 펩타이드는 기능성 성분으로 영양, 의

약품, 화장품, 영양제 등에 대한 건강 증진 잠재력이 있으며 (Chalamaiah

et al., 2012), 해양자원에서 유래한 천연 항산화제는 합성 항산화제에 비해

용이한 이용 가능성, 저렴한 비용, 부작용이 없는 등의 장점이 있다. 특히,

해양수산폐기물에서 이러한 천연 항산화제를 쉽게 획득할 수 있고 저렴하

여 현재 해양자원의 항산화 물질에 관한 많은 연구가 진행되고 있다 (Jun

g and Kim, 2016).

액체비료는 식물성장에 필요한 양분을 공급하는 데 사용된다. 그러나 화

학비료는 환경에 미치는 영향이 커서 과도한 사용에 대한 우려가 커지고
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있다. 이를 해결하기 위해 대안으로 대두박과 같은 다양한 천연비료가 개

발되고 있다(Kim et al., 2021). 항산화제가 포함된 바이오비료는 식물 내

에 항산화 물질이 축적되어, 잠재적으로 인간의 건강에 이롭거나 방사선에

의한 손상으로부터 보호할 수 있는 항산화 활성을 가진 기능성 식물

(Heaton and Jones, 2008)을 생성할 수 있다. 수경재배는 토양이 없는 환

경에서 영양분, 빛 및 물 용액을 직접 공급하여 식물을 재배하는 방법으로,

악천후와 환경적 영향을 피함으로써 생산성을 높일 수 있다 (Xydis et al.,

2017). 식물의 항산화 성분은 산화 손상에 대한 저항성을 증가시키는 것으

로 알려져 있으며 (Cao et al., 2009), 수경재배는 이러한 항산화 활성이 높

은 기능성 식물을 재배하기 위한 효율적인 방법이다 (Kim et al., 2021).

따라서 황다랑어 폐기물의 가수분해를 통해 항산화 펩타이드를 생산하

고, 이를 분리하여 액체비료로 활용하면, 화학비료의 사용을 줄이는 동시에

폐수처리가 가능한 친환경 폐기물 처리방안이 될 수 있다. 또한, 항산화 활

성이 높은 기능성 식물을 재배하여 이를 섭취하면, ROS와 관련한 다양한

질환의 예방과 치료에 활용할 수 있다.
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Ⅱ. 재료 및 방법Ⅱ. 재료 및 방법

1. 황다랑어 폐수 제조

황다랑어 폐수 (Yellowfin Tuna waste water, TWW)를 준비하기 위해

현대 F&C (부산, 한국)에서 친절하게 황다랑어 폐기물을 제공해주었다. 참

치 폐기물에서 뼈와 찌꺼기를 제거하고, 살을 잘게 썰어 믹서기를 이용해

갈았다. 그 후, 갈린 폐기물을 500 mL 증류수(DW)에 1:1 (v/v) 비율로 담

가 믹서를 이용하여 혼합한 후, 121°C에서 15분간 autoclave 하였다.

Autoclave 혼합물은 부유하는 생선기름을 제거하기 위해 부드럽게 분리한

다음, 남은 액체 부분을 모았다. 채취한 용액을 4°C에서 120분 동안

homogenize하고, 균질화된 용액을 4,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상

등액을 모았다. 상등액의 화학산소요구량(COD) 농도는 10,000 ± 538.5

mg/L, pH 6.5로 조절하여 사용하기 전까지 –70°C에서 냉동 보관되었다.
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2. 가수분해 (Hydrolysis)

2.1 미생물 가수분해

미생물 가수분해는 3 L Bioreactor에서 진행하였으며, 10% (v/v)의

working volume으로 45°C, 140 rpm에서 72시간 동안 배양하여 다양한 참

치 가수분해물을 얻었다. 혼합 미생물의 구성은 퇴비로부터 분리된 7종의

호기성 분해미생물(Pknufermbacteria (Korean patent No. 10-0822239):

Bacillus subtilis (DQ219358), Bacillus licheniformis (AY468373), Bacillus

coagulans (AF466695), Bacillus circulans (Y13064), Bacillus anthracis

(AY138279), Bacillus fusiformis (AY548950) 및 Brevibacillus agri

(AY319301))과 지렁이 내장으로부터 분리된 4종의 호기성 분해미생물

(Wormbacteria (Korean patent No. 10-1058245): Bacillus licheniformis

(EF113324), Bacillus cereus (DQ923487), Brevibacillus agri (AJ586388)

및 Brevibacillus parabrevis (AB215101)이다. 혼합 배양에서 모든 미생물

사이에 길항작용은 없으며, 각 미생물은 사용할 때까지 agar plate에 냉장

보관하고 2주마다 새 plate로 옮겨졌다. 미생물 가수분해를 위해, 모든 미

생물은 main culture 이전에 참치 배지에 적응했다. 적응 과정은 영양 배

지(Nutrient medium)와 참치 배지(Tuna medium)의 비율에 따라 4단계로

구분되었다. 1단계는 10:0에서 12시간, 2단계는 8:2에서 10시간, 3단계는

5:5에서 8시간, 4단계는 2:8에서 6시간 동안 배양한 후 main culture에 접

종하였다. 미생물 가수분해 공정에서 얻어진 모든 시료는 15분 동안 8,000

rpm으로 원심분리하고 상등액을 채취하여 사용하기 전까지 –70°C에서 냉

동 보관되었다.
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2.2 열산 가수분해

열산 가수분해는 (Gao et al., 2006)에서 설명한 방법을 수정하여 진행했

다. 미리 준비된 TWW 50 mL에 6-N HCl을 3.2 mL 첨가하여 pH를 1로

맞춘다. pH를 조절하는 과정은 모두 교반기 위에서 진행되었으며, 마그네

틱 바를 이용하여 용액이 균일하게 혼합되도록 하였다. pH 1로 맞춰진 참

치폐수 슬러리는 121°C에서 각각 5, 10, 20 min 동안 autoclave를 진행하

였고, 10 N NaOH를 사용하여 pH 7로 중화시켰다. 중화된 용액을 4,000

rpm으로 15분간 원심분리하고 상등액을 채취하여 사용하기 전까지 –70°C

에서 냉동 보관되었다.
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2.3 효소 가수분해

미리 준비된 TWW 200 mL을 500 mL flask에 담고 정해진 양의

Protamex를 첨가하여 50°C 및 200 rpm으로 1시간 동안 반응시켰다. 초기

pH는 6.3-6.5이며, 반응 중 pH는 조절하지 않았다. Enzyme/Substrate

(E/S) 비율은 1-12% (w/v)로 각각 반응시켜 참치 가수분해물을 제조하였

다. Protamex® (from Bacillus sp, St. Louis, MO, Sigma-Aldrich, USA,

(EC 번호: 3.4.21.14))는 식품 단백질의 가수분해를 위해 개발된 Bacillus

sp.의 단백질 분해효소이다. 반응이 종료된 후, 효소의 불활성화를 위해

90°C에 10분 동안 deactivation 시킨 후 ice에서 식혔다. 그 후 8,000 rpm

에 15분 동안 원심분리하였고 상등액을 채취하여 사용하기 전까지 –70°C

에서 냉동 보관되었다.
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2.4 가수분해도 측정 (Degree of hydrolysis, DH)

2.4.1 Lowry 단백질 정량법 (Lowry protein assay)

미생물 및 열산 가수분해를 통해 얻은 참치 가수분해물의 가수분해 정도

를 측정하였다. 0, 12, 24, 48 and 72 h of biodegradation sample들은

15,000 rpm에 15분 동안 centrifuged 하고, 1 mL의 상등액에 5 mL의 0.5

N NaOH와 1 mL의 1 M Folin & Ciocalteu’s phenol reagent를 넣고

voltexing 하였다. 그 후 이 mixture는 water bath 안에서 30°C에 15분 동

안 incubate 했다. Incubated mixture는 surfactant-free cellulose acetate

syringe filter (0.2 µm, Ministart NML, Sartorius, Germany)를 사용하여

여과하고, 큐벳에 1.5 mL을 담고 UV-Vis spectrophotometer (Opron-3000,

Hanson Technology, Korea)를 사용하여 578 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 가수분해도 (DH)는 알려진 공식에 의해 계산되었다.

DH는 다음 공식에 따라 계산되었다.

  

 
× (1)

A0은 참치 폐수(Blank)의 흡광도이고, A는 참치 가수분해물의 흡광도이

다.
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2.4.2 Trichloroacetic acid 침전법 (TCA precipitation)

효소 가수분해를 통해 얻은 참치 가수분해물의 DH를 측정하였다. TCA

는 단백질을 침전시키는 성질이 있어 효소와 같이 크기가 큰 단백질을 제

외한 펩타이드의 양을 측정할 수 있다. DH는 총 단백질의 양에 대한 펩타

이드양의 비율로부터 계산하였다. 참치 가수분해물과 20% TCA를 1:1

(v/v) 비율로 섞어 10분간 voltexing 하였다. 그리고 이 혼합물을 4°C에서

15,000 rpm으로 20분간 원심분리하고, TN(Total Nitrogen) kit를 사용하여

상등액에 용해된 펩타이드의 양을 측정하였다.

DH는 다음 공식에 따라 계산되었다.

  

 
× (2)

B는 sample 상등액의 TN값, BT는 참치 폐수 상등액의 TN값, B0는 참치

폐수(Blank) 원액의 TN값이다.
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3. 정제 및 동정

3.1 항산화 물질 추출

참치 가수분해물을 4°C 및 4,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상등액

1 volume를 차가운 아세톤 4 volume (1:4 v/v; Guaranteed Reagent

(GR) grade, Junsei, Japan)과 혼합하여 15분 동안 voltexing 하였다. 혼합

물을 -20°C에서 1시간 동안 정치한 뒤, 4°C 및 9,500 rpm에서 20분 동안

원심분리하여 상등액과 pellet 분획으로 나누었다. 각 분획의 아세톤을 증

류시킨 후 동결건조하여 항산화 활성시험용 분말로 사용하였다. 최종 추출

물은 사용할 때까지 -70°C에서 보관하였다. 충분한 양의 참치 가수분해물

이 얻어질 때까지 추출 단계를 여러 번 반복했다.
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3.2 Molecular weight cut off (MWCO)

항산화 활성시험에 기초하여 펠릿을 DW 15 mL에 녹인다음 5 kDa

membrane (Vivaspin turbo 15, VS15T11; Hanover, Germany)과 2 kDa

membrane (Vivaspin 15R, VS15RH91)으로 30분간 MWCO를 실시하였다.

각 여과액을 채취하여 동결건조한 뒤 얻은 powder를 항산화 활성 테스트

에 사용하였다.
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3.3 역상 액체 크로마토그래피 (Reversed-phase liquid chromatograp

hy, RP- HPLC)

활성이 있는 분획을 정제하기 위해 역상 액체 크로마토그래피

(RP-HPLC)가 수행되었다. 0.2 μm Cellulose Acetate filter (CORNING®,

Germany)를 사용하여 여과된 시료 1 mL을 Shim-pack GIS C18 column

(4.6 × 250 mm, 5 μm)에 0.5 mL/min의 유량으로 100% Water (solution

A; HPLC grade, J.T.Baker®)과 100% Methanol (solution B; HPLC

grade, J.T.Baker®)을 사용하여 주입하였다. 시료는 0%에서 100%까지 용

액 B의 선형 구배로 50분 동안 용출하였다. 결과 피크는 214 nm에서 관찰

되었다. 항산화 활성 분획을 수집하고 동결 건조하였으며, RP-HPLC는 충

분한 양의 항산화 활성 물질이 수집될 때까지 여러 차례 수행되었다.
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3.4 액체 크로마토그래피 고성능 혼합형 질량분석 (Ultra High

Resolution Q-TOF LC MS/MS, Q-TOF MS)

항산화 활성을 나타낸 분획의 총 분자량을 확인하기 위해 부산 부경대학

교 연구시설센터에 의뢰하여 Ultra High Resolution Q-TOF LC MS/MS

system(Q-TOF MS)에 연결되었다. UPLC 시스템에 연결된 maXis

HD(Bruker Daltonics, Bremen, Germany)를 사용하여 UPLC, C18 column

(100 × 2.1cm, 1.7μm, Waters)을 0.1% formic acid/Water (이동상 A,

LC-MS grade, Honeywell) 및 0.1% formic acid/acetonitrile (이동상 B,

LC-MS 등급, Honeywell)과 함께 사용하여 0.2 mL/min 의 유속으로 진행

하였다. 0.2-μm filter로 여과된 샘플 20 μL을 로딩하고 0%에서 100%까지

용액 B의 선형 구배로 용출했다. 생성된 피크는 214 nm에서 관찰되었다.

MS 스캔 분석은 ESI를 이용하여 positive 모드에서 수행되었다. Capillar

y voltage와 End plate offset은 각각 4500V와 –500V이고, Scan 분석은

m/z 범위 50–3000에서 수행되었다. MS 스캔의 이온은 daughter and par

ent scan mode 에서 MS/MS 분석을 위해 선택되었다. 질소(99.9%, KOSE

M, Korea)를 탈용매화 가스로 200°C, 8.0 l/min에서 사용하였고, 수집된 모

든 데이터는 활성 물질 확인을 위해 Bruker Compass Data Analysis soft

ware (버전 4.2, Bruker Daltonics)를 사용하여 변환 및 분석되었다. 이 분

석을 위해 특정 펩타이드에 대한 정보는 non-set, ESI에 의한 missed clea

vage는 1, 질량 허용 오차는 2 ppm으로 설정하였다. 원시 데이터를 peak

목록 파일로 내보내고 변환한 후 BioTools(버전 3.2, Bruker Daltonics)를

사용하여 새로운 펩타이드 서열을 추론하였다. 이온 formula, MS/MS 데

이터 및 아미노산 서열은 다른 database (Norine (http://bioinfo.lifl.fr/norin
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e)과 UniProt (http://www.uniprot.org/))에서도 검색되었다. 항산화물질 동

정을 위한 UPLC-ESI-MS/MS 분석은 5회 수행하였다.

정제된 펩타이드의 확인은 Genome Net( http://www.ncbi.nlm.gov/BLA

ST ) 에서 BLASTP 2.2.10를 이용하여 상동성 검색을 수행하였다. PEP-F

OLD(https://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PE

P-FOLD) 프로그램을 사용하여 정제된 항산화 펩타이드의 2차구조를 예측

하였다. 식별된 펩타이드의 물리화학적 매개변수를 분석하기 위해 ExPAS

y(Expert Protein Analysis System, Swiss Institute of Bioinformatics)의

ProtParam 알고리즘을 사용했다.
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4. 응용

4.1 식물독성 평가 (Phytotoxicity test)

참치 가수분해물의 식물독성을 평가하기 위해 Jung and Kim, 2020에서

보고한 방법을 사용하여 종자 발아 테스트를 수행하였다. 비료로 사용하기

위해 멸균 페트리 접시 안에 여과지(Whatman #1, Sigma-Aldrich, St.

Louis)에 비료 용액 5 mL을 주입하여 식물 독성 검사를 수행하였다. 본

연구에서는 cress의 씨앗 (Lepidium sativum)을 사용하여 어두운 곳에서

25°C 12시간 동안 배양하고 각 페트리 접시에 10개의 씨앗을 무작위로 배

치하고 DW를 대조군으로 사용하였다. 판은 25°C, 습도 60%의 어두운

Plant Growth Chamber에서 배양하였으며 72시간 배양 후 각 판에서 성장

한 종자의 발아 횟수와 뿌리 길이를 측정하였다.

식물독성은 GI 값을 통해 표현하였으며, 다음과 같이 계산하였다.

      

     
× (3)

      

     
× (4)

 

×
(5)

(RSG : 상대적 종자 발아율, RRG : 상대적 뿌리 성장률, GI : 발아지수)
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4.2 수경재배 (Hydroponics)

참치 가수분해물의 비료 효능을 측정하기 위해, 미니 수경재배 화분(5 ×

12 × 8 cm3)에서 밀싹 (Triticum astivum)을 재배하는 수경재배 시스템을

사용하였다. 참치 폐수원액, 참치 가수분해물 그리고 대조군으로 DW를 사

용하여 시험을 수행하였다. 식물독성 평가 결과에 근거하여 각 시료는 50

배 희석하여 비료로 사용하였다. 각 화분에는 희석된 각각의 용액 350 mL

을 채운 뒤 플라스틱 씨앗 받침대를 놓고 밀 씨앗 20개를 배치하였다. 씨

앗은 이전에 어두운 곳에서 이틀 동안 25°C에서 배양한 후. 살아있는 씨앗

을 선택하여 사용하였다. 화분은 25°C, 명/암 주기 14/10 시간, 상대습도

60%로 Growth chamber에서 재배하였다. 비료 용액은 3일마다 교체해주었

고, 7일간의 수경재배 후 각 식물의 길이, 무게, chlorophyll a, b와

carotenoid 농도 및 항산화 활성을 측정하였다.
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4.3 엽록소(chlorophyll a, chlorophyll b) 및 carotenoids(car) 농도

식물 건강을 추정하기 위해 7일 동안 자란 밀싹의 잎에서 chl a, b 및

car의 함량을 측정했다. 80% 아세톤 1 mL과 밀싹 잎 50 mg을 혼합하여

4°C에서 밤새 chl과 car를 추출하였다. 추출물은 13,000 rpm에서 5분 동안

원심분리하고 상등액을 채취하여 470, 645 및 663 nm에서 흡광도를 측정

하였다.

chl a, chl b 및 car의 함량(in mg per g of plants)은 다음 공식을 사용하

여 추정했다.

   × × (6)

  × × (7)

  × ×× (8)
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5. 항산화 활성

밀싹의 항산화 성분을 측정하기 위하여 수경재배에서 7일간 재배한 밀싹

의 잎에 대하여 항산화 활성을 추정하였다. 밀싹 잎 1 g을 에탄올 96% 10

mL에 24시간 동안 담아 추출하고 0.2 µm 아세테이트 필터를 통해 여과한

후 분석에 사용하였다.
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5.1 2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거 분석

시료와 0.1 mM DPPH 용액을 80% 에탄올에 1:2 (v/v)로 반응시켜

DPPH 유리 라디칼 소거 활성을 분석하였다. 혼합물을 어두운 곳에서 30분

동안 반응시켰으며, 흡광도는 517 nm에서 blank에 대해 측정하였다. 대조

군은 80% 에탄올을 이용하여 상기 방법으로 수행하였으며, 필요에 따라

DPPH 용액을 80% 에탄올로 치환한 후 시료에 위와 같은 것을 혼합하여

시료 blank를 측정하였다. Positive control은 0.1 mM L-ascorbic acid를

사용하였다.

DPPH radical scavenging 활성은 다음 공식을 사용하여 계산되었다.

    

      
×(9)
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5.2 2, 2'-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABT

S) 라디칼 양이온 탈색 분석

ABTS 라디칼 양이온에 대한 항산화 활성은 탈색 분석을 사용하여 평가

되었다. ABTS 항산화 분석을 위해 ABTS 라디칼 양이온 시약은 미리 5

mL의 7 mM ABTS와 5 mL의 4.9 mM 과황산칼륨(K2S2O8)을 혼합하여

준비하였다. 혼합물을 암실에서 16시간 동안 정치한 후, 80% 에탄올로 734

nm에서 흡광도를 0.72로 조정하였다. 그 후 시료 100 µL를 준비된 ABTS

라디칼 양이온 시약 900 µL와 혼합하고 최종적으로 6분간 정치한 혼합물

의 흡광도를 734 nm에서 측정하였다. 대조군은 상등액을 DW로 교체하여

준비하였고, 0.3 mM L-ascorbic acid를 양성 대조군으로 사용하였다.

Blank는 ABTS 시약을 80% 에탄올로 교체하였다. ABTS 항산화 활성은

다음 공식을 사용하여 계산된 억제 백분율 값으로부터 결정되었다.

    

      
× (10)
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Ⅲ. 결과 및 고찰Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 황다랑어 폐수 가수분해

황다랑어 폐수(TWW) 가수분해물을 얻기 위해 생분해, 열산 가수분해

및 효소 가수분해 방법을 이용하였다. 참치 폐수는 대부분 단백질로 구성

되어있어, 단백질을 분해하기 위해 각각의 방법에는 단백질 분해효소를 합

성하는 미생물, 단백질 변성을 위한 산과 열처리 및 단백질 분해효소를 사

용하였다. 이러한 가수분해를 통해 폐기물을 가치 있는 product로 전환하

여 폐기물의 재활용 및 환경오염의 감소효과를 가져올 수 있다.
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1.1 미생물 가수분해

단백질의 생분해는 세 단계로 나눌 수 있다. 첫 번째로 미생물이 고분자

의 표면에 결합하는 Biodeterioration, 두 번째로 단백질 분해효소의 분비로

고분자를 저분자로 단편화시키는 Biofragmentation, 마지막으로 생성된 저

분자를 흡수하는 Assimilation로 이루어진다. 이러한 생분해 방법은 폐수의

화학적 및 물리적 처리 방식보다 경제성과 안전성 측면에서 우수하다.

TWW의 생분해 정도를 확인하기 위해 DH를 측정하였다(Table 1). DH

값은 6, 12, 24 및 48 h에서 12.96, 16.47, 17.59, 19.44%이고, 그에 따른 항

산화 활성은 85.62, 86.85, 88.78, 86.16%였다. 따라서 혼합 미생물은 시간이

지남에 따라 TWW에서 증식 및 단백질 분해효소 합성으로 TWW 단백질

을 분해시켰고 이로 인해 점차 DH 값이 높아졌음을 나타낸다. Bioactive

peptide의 활성은 주로 분자 크기, 아미노산 구성 및 서열에 따라 달라지는

데, 항산화 펩타이드의 경우 짧은 잔기의 펩타이드가 긴 잔기의 펩타이드

보다 우수한 라디칼 소거 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다(Ajibola et

al., 2011). 따라서 DH 값이 증가함에 따라 항산화 활성을 가지는 펩타이드

의 양이 증가하면서 항산화 활성이 높아졌고, 48 h에서 항산화 활성이 감

소한 것은 과도한 가수분해로 인해 활성을 가지는 펩타이드까지 분해되었

기 때문이다.
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Table 1. 미생물 가수분해물의 DH 및 항산화 활성

가수분해 시간 (h) DH (%) DPPH 항산화 활성* (%)

0 0 70.54 ± 1.84c

6 12.96 ± 0.25d 85.62 ± 0.54b

12 16.47 ± 0.34c 86.85 ± 0.31ab

24 17.59 ± 0.57b 88.78 ± 0.80a

48 19.44 ± 0.48a 86.16 ± 0.96b

Positive control (0.1mM Ascorbic acid) : 83.72 ± 2.26%
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1.2 열산 가수분해

열산 가수분해는 산 가수분해보다 짧은 시간 내에 가수분해가 가능하고,

열 처리로 인해 적은 양의 산으로 가수분해할 수 있다. 참치 폐수의 열산

가수분해를 위해 6N HCl을 첨가하고 autoclave 시간을 달리하여 가수분해

정도를 측정하고 그에 따른 항산화 활성을 확인했다(Table 2).

DH 측정값이 점차 증가함을 통해, Autoclave 시간이 증가할수록 열과

산에 의한 분해 정도가 더 높아짐을 알 수 있다. 그러나 항산화 활성은

DH 값이 증가함에 따라 함께 증가하지 않았다. 참치 폐수원액의 항산화

활성과 비교하여 열산 가수분해물의 항산화 활성은 더 낮았다.

산을 이용하는 가수분해는 seaweed와 같이 bonding (α-helix, β-sheet)

이 많아 구조가 복잡한 carbohydrate와 같은 물질은 분해하기 어렵지만,

아미노산의 단순한 연결구조로 이루어진 단백질은 상대적으로 분해하기 쉽

다. 그러나 산을 이용한 단백질의 가수분해는 hydroxyamino acids들이 파

괴된다는 단점이 있다. 항산화 활성에 기여하는 아미노산 중 cysteine,

methionine은 산 처리에 의해 완전히 파괴되고, tyrosine은 부분적으로 파

괴되는 것으로 알려져 있다. 따라서 산 처리로 인한 낮은 항산화 활성은

항산화 활성에 기여하는 아미노산의 손상으로 인한 것이다. 더욱 효과적인

항산화 활성 물질을 생산하기 위해서는 이러한 amino acid의 파괴를 막을

수 있는 가수분해 방법이 필요하다.
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Table 2. 열산 가수분해물의 DH 및 항산화 활성

Sample 고압멸균 시간 (min) DH (%) DPPH 항산화 활성* (%)

Tuna waste (control) 0 - 71.72 ± 0.17

After acid treatment

5 52.35 ± 1.79c 61.22 ± 0.58c

10 57.72 ± 3.93b 62.61 ± 0.29b

20 59.73 ± 1.54a 65.14 ± 0.02a

30 61.07 ± 1.48a 62.95 ± 0.31b

*Positive control (0.1mM Ascorbic acid) : 83.72 ± 2.26%
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1.3 효소 가수분해

수산 폐기물의 효소 가수분해는 최종 제품에 잔류 유기물이나 화학물질

이 없어서 선호되는 방법 중 하나다. 효소 가수분해는 기능성과 영양가가

높은 화합물을 생산할 수 있으므로 특히 식품 산업에서 단백질 회수에 사

용된다. 높은 비용과 효소 회수의 까다로움 등의 단점이 있지만, scale up

이 쉽고 반응시간이 짧아 적절한 온도와 pH 조건에서 효소 가수분해를 수

행하면 다양한 활성과 크기를 가진 가수분해물을 생성할 수 있다.

효소 가수분해는 Protamex를 1, 3, 5, 8, 12% (w/v)의 E/S ratio로 같은

환경조건에서 수행하여 효소량에 따른 다양한 DH를 얻었다(Table 3). 최

대 DH 값은 27.48%까지 얻어졌으며, DH가 25.49%를 나타내는 시료에서

가장 높은 DPPH 라디칼 소거 활성(93.75%)과 ABTS 라디칼 양이온 탈색

활성(98.12%)을 얻었다. 이는 펩타이드 서열 또는 amino acid의 성분이 항

산화 활성에 영향을 미쳤음을 의미한다. 항산화 펩타이드는 화학 구조의

다양한 특성에 따라 활성이 달라진다. 특히 저분자량(< 1 kDa), His, Trp,

Phe, Pro, Gly, lys, Ile 및 Val과 같은 소수성을 갖는 아미노산,

Indole/imidazole/pyrrolidine ring, C 또는 N-말단에 위치한 일부잔기 등의

영향이 항산화 활성이 많은 영향을 미친다고 알려져 있다. 특히, Histidine

은 imidazole ring의 분해로 인해 상대적으로 강한 라디칼 소거 활성을 나

타내는데(He et al., 2012) 이러한 Histidine은 참치, 고등어와 같은 등푸른

생선에 풍부하다. 또한, 소수성 아미노산은 자유 라디칼을 억제하거나 금속

양이온을 감소시키는 데 기여하는 잉여 전자를 보유하고 있어 강력한 항산

화 활성을 나타낸다(He et al., 2012).
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Protamex는 Bacillus sp.의 단백질 분해효소이며 제약, 식품 및 폐기물

처리 산업에서 광범위하게 사용된다. 이러한 Protamex는 소수성 아미노산

에 대해 더 넓은 특이성을 가지고 있어, 소수성 아미노산의 N-말단을 끊

는 것으로 추정된다 (Fernandez and Kelly, 2016). 항산화 활성 펩타이드에

서 C와 N 말단에 존재하는 아미노산 잔기는 항산화 활성에 중요한 역할을

한다(Zou et al., 2016). 따라서 이러한 Protamex는 항산화 활성 펩타이드

를 제조하기에 적합한 효소이다.
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Table 3. 효소 가수분해물의 DH 및 항산화 활성 (concentration: 80 mg/mL)

E/S ratio (%) DH (%)

항산화 활성* (%)

DPPH ABTS

1 17.82 ± 0.85a 86.54 ± 0.84d 90.20 ± 0.45d

3 22.87 ± 0.66b 89.71 ± 0.31c 95.50 ± 0.48c

5 23.97 ± 0.87cd 92.43 ± 0.96ab 97.10 ± 0.24b

8 25.49 ± 0.48de 93.75 ± 0.45a 98.12 ± 0.16a

12 27.48 ± 0.79e 91.48 ± 0.80bc 97.55 ± 0.34ab

*Positive control (0.1mM Ascorbic acid) : 83.72 ± 2.26%
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2. 항산화 물질의 정제 및 동정

2.1 추출

용매 추출은 처리비용이 적고 조작이 쉽다는 장점이 있다. 그중 아세톤

침전법은 가장 보편적인 단백질 침전 방법으로, 복잡한 물질로부터 단백질

을 분리하는 방법이다. 참치 가수분해물의 활성 펩타이드를 정제하는 방법

으로 차가운 아세톤 추출법을 통해 가수분해물을 친수성/소수성 성질에 따

라 분리하여 상등액 및 pellet 상을 형성하였다. 두 분획의 항산화 활성을

측정한 결과, pellet 분획에서 더 높은 활성을 나타내었고, 이러한 결과는

소수성 성질을 가지는 항산화 활성 펩타이드가 차가운 아세톤에 의해 적절

하게 침전되었음을 나타낸다.
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2.2 Molecular weight cut off

항산화 활성 펩타이드의 추가 정제를 위해 pellet 부분을 선택하여 DW

에 녹여 추출 전 시료의 농도(80 mg/mL)와 같은 항산화 물질 용액으로

제조하였다. 그 후, 5 kDa 및 2 kDa 크기의 막으로 Molecular weight cut

off (MWCO)을 진행하여, 항산화 펩타이드의 대략적인 분자량을 추정하였

다. MWCO는 비용 효율적이며 빠른 시간 내에 여과할 수 있다는 장점이

있다. > 5 kDa, 2-5 kDa 및 < 2 kDa 의 세 분획으로 나누어, 항산화 활

성을 시험한 결과, 가장 높은 항산화 활성을 나타낸 < 2 kDa 부분을 선택

하였다(Table 4). 항산화 활성 펩타이드는 주로 3개 이상의 아미노산 잔기

를 가지고 있으며, < 1 kDa의 분자량을 가지는 3-6개의 아미노산으로 구

성되어있다고 알려져 있다 (Cai et al., 2022). 펩타이드의 크기가 클수록

라디칼 소거활성을 나타내는 펩타이드의 희석효과가 증가하기 때문이다.

이러한 이유로 < 2 kDa 분획에 항산화 펩타이드가 가장 많이 존재함을 알

수 있다.
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Table 4. 정제과정에 따른 분획 별 항산화 활성 비교

정제과정 분획 DPPH 항산화 활성* (%)

아세톤 추출

(80 mg/mL)

Supernatant 27.06 ± 0.54b

Pellet 96.86 ± 0.80a

MWCO

> 5 kDa 16.16 ± 1.39c

2-5 kDa 20.89 ± 0.97b

< 2 kDa 55.65 ± 1.14a

*Positive control (0.1mM Ascorbic acid) : 83.72 ± 2.26%
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2.3 역상 액체 크로마토그래피

항산화 물질의 정제를 위해 RP-HPLC를 진행하였다 (Fig. 1). 앞선 정제

과정에서 소수성이 높은 물질을 정제하였으며, 소수성 아미노산 잔기 구성

에 영향을 받는 항산화 펩타이드의 특징에 따른 적절한 정제 방법으로

RP-HPLC를 선택하였다. LC의 분해능은 column, 이동상의 구성과 유속,

농도구배 속도, 펩타이드 자체의 크기 및 구성에 따라 달라진다(Meek and

Rossetti, 1981). 이런 요인들을 고려하여 이동상의 농도구배, 유속을 변경

하는 등 더 나은 분리를 위한 시도가 이루어졌다. 여과된 < 2 kDa 시료

20 µL을 주입한 결과 retention time 5, 7.5, 11분에서 크게 3가지의 peak를

확인하였고, 용출되는 3 peak의 항산화 활성을 측정한 결과 11분에 용출되

는 peak에서 항산화 활성이 측정되었다. 충분한 양의 활성분획을 모으기

위해 RP-HPLC를 여러 차례 수행하였고, 활성분획은 F11로 명명되었다.

이 이 과정을 통해 목적 물질을 완전히 분리하지는 못했지만, 순도가 향상

된 분획물을 채취할 수 있었다.
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Fig. 1. < 2 kDa 분획의 RP-HPLC 결과
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2.4 액체 크로마토그래피 고성능 혼합형 질량분석

RP-HPLC에서 얻은 활성 분획을 Q-TOF MS 시스템에 적용하여 시료

내에 존재하는 물질을 분석하였고. 총 31개의 peak가 확인되었다(Fig. 2).

펩타이드로 예측되는 물질을 찾기 위해, 항산화 펩타이드의 분자량 범위(4

00-700 Da) 및 물질 내의 농도를 고려하여 peak 24, 25, 26, 28로 총 4개의

적절한 peak를 선택하였다.
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Fig. 2. F11 분획에 대한 Q-TOF MS 분석 결과
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2.5 항산화 물질의 동정

펩타이드로 예측되는 4개의 peak(peak 24, 25, 26 및 28)를 MS/MS로

분석하였다. peak 24를 발생시키는 펩타이드 서열은 충돌 에너지가 24-36e

V, peak 25, 26은 32-48eV, peak 28은 16-24eV로 설정되었을 때 결정되었

다. 이들의 분자량은 각각 527.2833, 654.2375, 677.2893 및 467.2142이다. Bi

oTools를 사용한 라이브러리 데이터와 비교한 결과 4가지 물질 모두 펩타

이드인 것으로 나타났고, 각각의 서열은 GIIGPA/GILGPA/GLLGAP/GIIGA

P, DGDGGSF/DGGDGSF, AGTAPNF, SDVF로 확인되었다. 항산화 펩타

이드를 찾기 위해 이전에 보고된 항산화 펩타이드의 특징과 비교하였다.

항산화 펩타이드의 길이와 순서는 다양하지만, 소수성이 강할수록 더 좋은

활성을 나타낸다(Zou et al., 2016). 또한 양이온성일수록 막과의 상호작용

이 쉬워 세포에 작용하기에 용이하다(Nguyen et al., 2011). 펩타이드 서열

내에서 Proline의 pyrrolidine ring은 hydrogen donor로서 hydroxyl radical

scavenger 역할을 수행할 수 있으며(Zou et al., 2016), 2차구조의 구성을

파괴하여 막 내 유입을 돕는다(Li et al., 2020). Val, Leu, Ile과 같은 Bran

ced-chain 아미노산의 잔기는 hydrogen donor로서 작용할 수 있어 펩타이

드의 항산화 활성을 높이는데 기여한다고 알려져있다(Kawashima et al., 1

979). 따라서 이러한 특징들을 고려하였을 때, 서열 GLLGAP가 위의 기준

을 가장 잘 충족하였다. Fig. 3(A)는 peak 24에 대한 MS/MS 스펙트럼을

나타낸 결과이며, peak 24의 혼합물 중 하나가 펩타이드로 확인되었다. Fi

g. 3(B)는 peak 24의 단편으로부터 유추된 항산화 펩타이드의 De novo se

quencing을 나타내었다.

식별된 펩타이드의 신규성을 조사하기 위해 Norine, BIOPEP 및 Uniprot
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데이터베이스의 아미노산 서열을 비교하였다. 그러나 라이브러리의 어떤

서열도 식별된 펩타이드의 서열과 일치하지 않았으므로 식별된 펩타이드는

신규한 황다랑어 유래 펩타이드인 것으로 결론지었다.
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A

B

Fig. 3. peak 24의 MS/MS 스펙트럼(A)과 peak 24의 단편에서 추론된

항산화 펩타이드의 De novo sequencing(B)
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2.6 Hexapeptide의 2차 구조 예측

PEP-FOLD 프로그램을 사용하여 hexapeptide의 2차구조를 예측하였고,

그 서열은 α-나선 또는 β-시트 구조보다는 선형 구조를 형성할 가능성이

가장 높았다. ProtParam 알고리즘의 결과에 따라, 식별된 펩타이드는 분자

식 C24H42N6O7, 분자량 526.63, 소수성 66.67%, 등전점 6.0을 가지는 것으로

나타났다.
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Fig. 4. Hexapeptide의 예측된 2차 구조



43

3. 식물재배로의 응용

3.1 식물 독성

참치 폐수 가수분해물에는 항산화 활성을 나타내는 물질이 많고, 이는

항산화 활성이 높은 식물을 재배하기 위한 비료로 사용될 수 있다. 수경재

배에 앞서 참치 폐수원액과 참치 가수분해물을 대상으로 식물 독성시험을

실시하여 비료용액의 적정 희석도를 결정하였다(Fig. 5). 본 실험에서는 참

치 폐수와 참치 가수분해물의 비료로서의 능력을 비교하고, 농도에 따른

독성을 평가하였다.

대조군(DW)과 비교하여 참치 폐수를 비료로 사용하여 자란 잎의 길이는

10배, 50배와 100배 희석에서 각각 33.37, 65.75 및 93.79% 증가하였고, 참

치 가수분해물에서 각각 36.75, 97.10 및 154.25% 증가하였다. 희석배수의

증가에 따라 독성물질의 양이 감소하고, 이에 따른 생육효과가 증가하였다.

참치 가수분해물은 가수분해 작용으로 인해 참치 폐수보다 식물 독성이 완

화되었으며, 식물 독성이 없는 기준 (GI > 50%)에 따라 두 시료 모두 50

배 이상 희석되어야 식물 독성이 없어짐을 알 수 있다(Zucconi, 1985). 이

결과를 바탕으로 50배 희석된 시료(200 mg/L)를 밀싹의 수경재배에 사용

하였다.



44

Fig. 5. 참치 폐수원액과 참치 가수분해물의 독성평가 비교
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3.2 참치 가수분해물의 액체비료 능력

독성실험 결과를 바탕으로 시료의 희석배수를 50배로 설정하여 수경재배

를 진행하였고, 참치 원액과 참치 가수분해물의 밀싹에 대한 비료 능력을

추정하기 위해 7일 동안 수경재배한 밀싹 잎의 길이와 무게를 나타내었다.

가수분해물의 액체비료로의 효능을 평가하기 위해 참치 폐수원액과 참치

가수분해물의 밀싹 수경재배를 진행하였다. 참치 폐수원액과 참치 가수분

해물은 50배 희석한 농도 (200 mg/L)로 수경재배에 적용하였다 (Fig. 6). 7

일 재배 후 밀싹의 잎의 길이와 무게를 측정한 결과, 참치 가수분해물을

처리한 밀싹은 대조군(DW)에 비해 잎의 길이와 무게가 9.2 및 17.4% 향상

되어 유의하게 높은 결과를 나타내었다. 반면, 참치 폐수원액을 처리한 밀

싹은 대조군(DW)에 비해 잎의 길이와 무게가 감소하였다. 따라서 참치 가

수분해물은 액체비료로의 효능을 가지고 있음을 나타낸다.
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Fig. 6. 50배 희석된 참치 폐수원액과 참치 가수분해물의 수경재배



47

3.3 정제된 참치 가수분해물의 액체비료 능력

참치 가수분해물의 비료효능을 확인한 후, 참치 가수분해물의 항산화 물

질을 정제하기 위해 아세톤 침전과 MWCO를 수행하였다. 항산화 활성시

험 결과를 바탕으로, 아세톤 침전으로 얻은 pellet을 MWCO 여과하여 나

눈 분획의 수경재배 결과를 나타내었다(Fig. 7). > 5 kDa, 2-5 kDa 및 <

2 kDa의 3개의 분획을 동결건조하여, 나누어진 분획의 분말 양과 비례하

게 수경재배 비료용액을 제조하였다. 3가지 분획의 분말 비율은 > 5 : 2-5

: < 2 = 1 : 2 : 10이다. 이에 따른 비료용액의 농도는 각각 20, 40 및 200

mg/L로 설정하여 식물 독성을 나타내지 않도록 하였다. 7일 동안 수경재

배한 밀싹 잎의 길이와 무게를 측정하여 성장 효과를 비교하였다(Fig. 5).

그 결과, 항산화 활성이 가장 높았던 < 2 kDa 분획이 대조군 (DW)에 비

해 10.84% 향상된 성장률로 가장 유의하게 높은 결과를 나타내었다. 따라

서, 참치의 가수분해를 통해 생성된 항산화 물질이 식물의 성장에 도움을

주는 것으로 판단하였다.
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Fig. 7. 아세톤 침전 후 MWCO 분획의 수경재배
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3.4 성장률, 건강도 및 항산화 활성

활성산소종(ROS) 또는 자유라디칼은 유기체의 호흡을 통한 산화반응에

의해 자연적으로 생성된다. 이러한 ROS의 양이 과도해지면 산화적 손상을

일으키며 여러 질환을 일으킨다. 항산화 활성 펩타이드는 이러한 ROS와의

결합을 통해 산화적 손상을 방어할 수 있다. 항산화 활성 펩타이드를 수경

재배에 이용하면 bioaccumulation을 통해 ROS로부터 잎의 산화적 손상을

방지할 수 있어, 밀싹의 성장률이 향상되고 항산화 활성이 높은 식물을 생

산할 수 있다. 또한, 식물성장과 광합성에 중요한 역할을 하는 엽록소(chl

a, b)와 카로티노이드(car)의 함량을 통해 식물 건강도를 판단할 수 있다.

따라서 항산화 펩타이드의 bioaccumulation을 통한 산화적 손상방지 효과

를 확인하기 위해, 밀싹 잎의 항산화 활성과 식물 건강을 나타내는 지표인

엽록소(chl a, b), car의 함량을 측정하였다(Table 5).

먼저 50배 희석된 참치 가수분해물을 비료로 재배한 밀싹잎의 항산화 활

성, 길이와 무게는 각각 85.52%, 15.32 cm 및 2.93 g이었고 chl a, b 및

car 함량은 3.93, 1.32 및 1.39 mg/g로 대조군에 비해 유의하게 높았다. 가

수분해를 통해 독성물질의 분해와 항산화 활성물질의 증가로 식물의 생장

을 도왔기 때문이다. 따라서 참치 가수분해물 비료의 항산화 효과는 식물

건강에 좋은 영향을 준다는 것을 알 수 있다.

참치 가수분해물에서 항산화 물질을 정제하기 위해 차가운 아세톤 침전

후, MWCO하여 분리해낸 각 분획의 식물성장 효과를 비교하였다. < 2

kDa 분획에서 자란 밀싹잎의 항산화 활성, 길이와 무게는 각각 89.05%,

15.60 cm, 2.70 g이었고, chl a, b 및 car 함량은 4.69, 1.61 및 1.49 mg/g으
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로 대조군에 비해 유의하게 높았다. 참치 가수분해물의 활성과 비교하였을

때 정제 후 분획에서 더 높은 활성을 나타내었기 때문에 이러한 차가운 아

세톤 침전과 MWCO는 항산화 물질을 추출하고 농축하는 데 효과적이었

다. 결과적으로 참치 가수분해물의 항산화 펩타이드가 식물성장에 도움을

주는 것을 확인하였다.
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Table 5. 7일간 수경재배한 밀싹 잎의 성장률, 건강도 및 항산화 활성
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Ⅳ. 결론Ⅳ. 결론

본 연구에서는 전 세계적인 참치 소비량 증가에 따라 발생하는 황다랑

어 폐기물을 항산화 활성을 가진 펩타이드로 분해하여, 액체비료로 활용하

고자 하였다. 효소 가수분해는 항산화 펩타이드를 생산하기 위한 가장 효

율적인 방법으로, 25.49%의 DH 값을 나타내는 시료에서 가장 높은 DPPH

라디칼 소거 활성(93.75%)과 ABTS 라디칼 양이온 탈색 활성(98.12%)을

얻었다. 차가운 아세톤 침전, MWCO, RP-HPLC 및 Q-TOF MS를 통해

항산화 펩타이드를 분리하여 정제하였으며. MS/MS 분석으로 항산화 펩타

이드의 서열은 GLLGAP로 나타났다. 이러한 항산화 펩타이드를 수경재배

의 비료로 활용하여 밀싹의 생장효과를 확인하였고, 항산화 펩타이드 비료

(< 2kDa)의 생장효과는 대조군(DW)과 비교하여 9.89% 향상되었으며 항산

화 활성도 함께 향상되었다. 따라서, 참치 가수분해물로부터 분리한 항산화

펩타이드는 처리비용이 많은 어류폐기물의 재사용을 가능케 하고, 항산화

활성이 높은 기능성 식물을 재배하기 위한 액체비료로 활용하여, 활성산소

종(ROS)에 관련된 다양한 질환의 예방 및 치료에 활용할 수 있을 것으로

기대된다.
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