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This study was conducted to evaluate the antioxidation activity of Jeju crossbred horse (Jeju native
horse × thoroughbred) leg bone extracts (HLBE) and its enzyme hydrolysates by determination of
1,1-diphenyl-2picryl-hydrazyl (DPPH), 2,2-azino-bis(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) dia-
mmonium salt (ABTS) radical scavenging activity, ferric reducing/antioxidant power (FRAP), and oxy-
gen radical absorbance capacity (ORAC). HLBE was extracted with hot water for 24 hr and
lyophilized. The lyophilized HLBE was hydrolyzed using multifect PR6L (MP), pepsin (PS), and a
pepsin and pancreatin mixture (PSPC) for 4 hr at 60, 50, and 50°C, respectively. The hydrolysates
were separated by a molecular weight of 3 kDa more or less. When the yield of HLBE was 100%,
the yield of hydrolysates less than 3 kDa of MP, PS, and PSPC was 10.86, 3.26, and 8.00%,
respectively. Enzyme hydrolysates with low molecular weight less than 3 kDa in MP and PSPC
showed significantly higher DPPH, ABTS radical scavenging activity, and ORAC compared to HLBE
and its hydrolysates with more than 3 kDa. However, the FRAP of the hydrolysates less than 3 kDa
in PS was significantly higher than in MP. These results suggest that low molecular weight enzyme
hydrolysates less than 3 kDa have more powerful antioxidation activity, especially when they are hy-
drolyzed by MP and PSPC rather than PS. Therefore, low molecular weight enzyme hydrolysates of
HLBE hydrolyzed with MP and PSPC have significant potential as antioxidants in the food industry.
Further in vivo studies are required to support the antioxidation activities of the hydrolysates in vitro.
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서 론

최근 식생활 패턴의 변화, 영양상태의 개선 및 의학의 발달

과 더불어 식품을 이용하여 노화를 지연시키기 위해 항산화

기능성 식품을 섭취하면서 건강을 관리하려는 시도가 많이

이루어지고 있다. 활성산소는 강한 산화력이 있어 인체 내에

서 제거되지 못하면 산화적 스트레스를 유발하게 되며[1], 세

포막 분해, DNA 합성 억제, 단백질 분해, 지방산화 등 생체

내에서 심각한 생리적 장애를 유발하는 것으로 알려져 있다

[2]. 이에 활성산소를 조절할 수 있는 물질로 알려진 항산화제

개발 연구가 활발히 진행되고 있을 뿐만 아니라, 섭취 시 안전

하면서도 흡수가 잘되고 합성 약물이 갖는 부작용을 감소시키

는 기능을 가지고 있는 천연 저분자 항산화 펩타이드에 대한

관심이 증가하고 있다[27].

말은 우리나라에서 일반적으로 승용(乘用), 태용(駄用), 만

용(輓用), 식용(食用) 등의 목적으로 사용되어 왔으며 일부 유

럽국가와 일본에서 식용으로 소비되고 있다[22]. 민간요법에

의하면 말은 주로 기억력 감퇴, 건망증, 치매, 신경통, 관절염,

골다공증에 좋다고 알려져 있어서 말고기, 말뼈 분말, 엑기스,

환등의 제품으로 제조되어 시판되고 있으나 이에 대한 연구는

주로 제주마육 사양 및 생산[18], 말고기의 영양 및 식육가치

[16, 28], 유전특성[15], 번식에 관한 연구[6]가 주로 진행되어

왔다. 말의 뼈는 국내에 흔히 사용되지는 않지만 인터넷 시장

혹은 제주지역에서 민간요법으로 소비되고 있다. 한의학에서

도 말의 뼈가 의약소재로 사용되어 왔는데 “중화본초”에서는

말의 뼈가 성질이 달고 차며 “동의보감”에서도 신경통, 관절

염, 이명 등에 효과가 있고 말의 머리뼈는 머리와 귀에 생긴

염증을 제어한다고 제시되어 있다[19]. 그러나 최근 말의 뼈를

이용한 연구는 그리 많지 않으나 현재까지 보고된 말뼈의 효

능은 36개월령의 숫말의 넙적다리 뼈를 분쇄하여 50%의 아세

톤을 이용하여 추출한 시료의 급여가 성장기 흰쥐의 성장판의

길이와 장골길이를 유의적으로 증가시키고 말뼈의 무기물 함

량이 칼슘과 인의 비율이 2:1로서 골대사에 바람직한 영향을

주는 이상적인 비율을 갖고 있음이 보고되었다[19]. 또한 말뼈



1148 생명과학회지 2013, Vol. 23. No. 9

Fig. 1. Preparation procedure of Jeju crossbred horse’s leg bone extracts and its enzyme hydrolysates.

추출물을 폐경기 골다공증 흰쥐에 급여 후 골다공증 개선이

되었음을 보고되었다[22]. 이렇듯 말뼈와 관련된 연구는 주로

골다공증, 뼈 성장 등에 관한 것이고 말뼈추출물과 저분자의

효소분해물의 항산화 기능에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

이에 본 연구에서는 시중 유통되는 제주산 마(한라마) 사골

열수 추출물을 식품 효소를 이용하여 저분자화하였고 저분자

추출물의 항산화 기능을 확인하기 위해 실시하였다.

재료 및 방법

실험재료

말뼈는 제주 재래마와 더러브렛(Thoroughbred)종 사이의

교잡종인 제주산 마(한라마)의 뒷 다리뼈를 (주)청정해에서 구

입하여 이용하였다. 1,1-diphenyl-2picryl-hydrazyl(DPPH),2,

2-azino-bis(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) diamm-

onium salt (ABTS), potassium persulfate, 2,4,6-​tris(2-​pyridyl)​

-s-triazine (TPTZ), iron (III) chloride hexahydrate, fluo-

rescein sodium salt, 2,2-azobis(2-amidinopropane) dihydro-

chloride (AAPH), 6-​hydroxy-​2,5,7,8-​tetramethylchromane-​2-​

carboxylic acid (trolox)는 Sigma Chemical Co. (USA) 제품을

구입 하여 사용하였다. 사용 효소인 Multifect PR 6L, pepsin,

pancreatin은 ㈜ 비전바이오캠(Sungnam, Korea)에서 구입하

여 사용하였으며, 그 외 사용된 용매 및 시약은 모두 일급 이상

의 등급을 사용하였다.

제주산 마(한라마) 사골 추출물 제조

본 실험에서 사용된 제주산 마(한라마) 사골 추출과정은

Fig. 1에 나타내었다. 말 사골의 핏물을 제거하기 위해 4℃ 물

에서 12시간 침수시켜 핏물을 제거하였다. 사골 중량의 10배

물을 넣고, 30분간 끓인 후 찬물로 씻어 이물질을 제거하였다.

핏물과 이물질을 제거한 말 사골 중량의 4배의 물을 다시 가한

후 8시간씩 3회 추출하여 거즈로 여과하였다. 여과액은 동결

건조(EYELA, FDU-1200, Japan)한 후 Folch 용액(Chloroform:

Methanol, 2:1, v/v)을 첨가하여 지방제거 하였고 40℃의 dry-

ing oven에서 건조하여 사용하였다. 제주산 마(한라마) 사골

추출분말에 8배의 물을 가한 후 80℃에서 1시간 수화 시킨

후, multifect PR 6L, pepsin, pepsin과 pancreatin 혼합효소

(1:1)을 사골 추출물 중량당 각각 0.2%씩 첨가하여 각각 pH

8.0, 3.0, 3.0~8.0 (pH 3.0에서 2시간 정치 후 pH 8.0에서 2시간

정치)으로 보정하였고 각각 60℃, 50℃, 50℃에서 4시간 동안

분해 하였다. 이를 3 kDa의 크기를 기준으로 분리하기 위해

멤브레인 여과 장치(3 kDa, Millipore, Ireland)를 이용하여 3

kDa 이상의 고분자 분해물과 3 kDa 이하의 저분자 분해물로

분리하였으며, 각각 MP, PS, PSPC로 표기한 후 동결건조하여

-20℃ 냉동고에 보관하여 사용하였다.

단백질 함량 측정

단백질 농도는 Kim 등[12]이 제시한 대로 bovine serum

albumin (BSA)를 표준용액으로 사용하였고, bicinchoninic

acid (BCA) 단백질 분석 kit (Sigma Chemical Co., USA)를
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Tabe 1. Yields of crossbred Jeju horse’s leg bone extracts and their hydrolysates (%)

Treatment Horse leg bone extracts Hydrolysates over 3 kDa Hydrolysates less than 3 kDa

MP

PS

PSPC

100.00

70.81

89.63

80.87

10.86

3.26

8.00

MP, hydrolysates by multifect PR 6L; PS, hydrolysates by pepsin; PSPC, hydrolysates by combination of pepsin and

pancreatin.

이용하여 측정하였다.

SDS-PAGE 전기영동

SDS-PAGE는 Laemmli [17]의 방법을 일부 변형하여 이용

하였다. Prosi prestained protein marker (GenDEPOT, USA)

를 사용하여, 5% stacking gel과 12% separating gel을 만들어

사용하였으며 시료는 제주산 마(한라마) 사골 추출물을 분말

화하여 단백질 함량 정량 후, 2X sample buffer와 1:1로 혼합한

후 100℃에서 5분간 열처리하여 사용하였다. 전기영동장치

(PageRun, AE-6531, ATTO, Japan)를 이용하여 100 V로 전기

영동 하였으며, 0.25% Coomassie brilliant blue R-250, 5%

methanol와 7.5% acetic acid으로 제조한 염색액을 이용하여

젤을 염색하였고, 7.5% acetic acid와 25% methanol로 만든

탈색액으로 탈색하여 분리된 단백질 밴드를 확인하였다.

DPPH 라디칼 소거활성 측정

DPPH 라디칼 소거능은 Blois [5] 방법을 변형하여 측정하

였다. 농도를 제주산 마(한라마) 사골추출분말 20 mg/ml로

조정한 각 시료 1 ml와 0.2 mM DPPH solution (in methanol)

1 ml를 혼합하여 암실에서 30분간 반응시킨 뒤, microplate

reader (SpectraMax M2e, Molecular Devices, USA)을 이용하

여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 사용한 tro-

lox 농도에 상당하는 mM trolox equivalent로 계산하여 결과

를 나타내었다.

ABTS 라디칼 소거 활성 측정

ABTS 라디칼 소거능은 Re 등[26]의 방법을 변형하여 다음

과 같이 측정하였다. 7 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium

persulphate 용액을 혼합하고, ABTS+ 라디칼을 만들기 위해

실온에서 16시간 동안 암소 반응시켰다. 라디칼이 생성된 용

액을 735 nm에서 흡광도 값이 0.700±0.02가 되도록 희석하여

사용하였다. 시료 또는 표준시약(trolox) 50 μl와 ABTS
+
용액

950 μl을 혼합하여 30℃ 암실에서 30분간 반응시킨 뒤, micro-

plate reader (SpectraMax M2e, Molecular Devices, USA)을

이용하여 735 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 사용

한 trolox 농도에 상당하는 mM trolox equivalent로 계산하여

결과를 나타내었다.

Ferric reducing/antioxidants power (FRAP)

FRAP 활성은 시료 중의 항산화 물질에 의해 Fe(Ⅲ)-TPTZ

가 Fe(Ⅱ)-TPTZ 혼합물로 환원되는 원리에 의한 Benzie와

Strain [4]의 방법으로 측정하였다. 반응용액은 300 mM ace-

tate buffer (pH 3.6), 40 mM HCl에 녹인 10 mM TPTZ (2,4,6-​

tris(2-​pyridyl)​-s-triazine), 20 mM FeCl3.6H2O를 각각 10:1:1의

비율로 섞어 37℃로 유지하면서 사용하였다. 시료 또는 표준

시약인 trolox 25 μl와 미리 만들어놓은 반응용액 175 μl를 혼

합하여 암실에서 30분간 방치한 후, 590 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 환원력은 표준물질로 사용한 trolox 농도에 상당하

는 mM trolox equivalent로 나타내었다.

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

ORAC 분석은 hydroxyl기나 peroxyl기와 같이 짧은 시간

동안 존재하는 라디칼에 대한 항산화 반응을 검정할 수 있는

방법이다[10]. ORAC은 Gillespie 등[7]의 방법에 따라 다음과

같이 측정하였다. Black 96 well plate에 25 μl 표준시약(trolox)

또는 시료를 넣고, 150 μl fluorescein (80 nM)을 넣어 혼합한

뒤 37℃ incubate에서 15분 동안 방치하였다. 이 후 25 μl

AAPH (150 mM)을 넣고 완전하게 혼합한 뒤 fluorescent mi-

croplate reader (SpectraMax M2e, Molecular Devices, USA)

를 사용하여 37℃에서 excitation wavelength 485 nm 그리고

emission wavelength 520 nm에서 60분 동안 1분 간격으로

측정하였다. 표준시약(trolox)과 시료의 area under the curve

(AUC)를 측정하였으며, 표준시약 농도와 AUC 간의 회귀곡선

을 이용하여 mM trolox equivalent으로 나타내었다.

통계분석

본 실험의 모든 결과는 SAS 프로그램(ver. 9.2 Statistics

Analytical System)의 General Linear Model을 이용하여 분산

분석하였다. 처리군의 평균값 간의 비교를 위해 Duncan’s

multiple range test를 이용하여 5% 수준에서 유의성 검정을

실시하였다.

결과 및 고찰

제주산 마(한라마) 사골 추출물의 수율과 단백질 함량

제주산 마(한라마) 사골 추출물을 효소분해하여 3 kDa 보다

큰 분획과 작은 분획을 회수하였으며 각각의 수율을 Table 1에
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Tabe 2. Protein contents of of crossbred Jeju horse’s leg bone extracts and their hydrolysates (mg/ml)

Treatment Horse leg bone extracts Hydrolysates over 3 kDa Hydrolysates less than 3 kDa

MP

PS

PSPC

0.60±0.004
Aa

0.60±0.004Aa

0.60±0.004Aa

0.30±0.002
Bb

0.37±0.011Ba

0.29±0.007Bb

0.21±0.001
Ca

0.23±0.009Ca

0.17±0.007Cb

All values are mean ± SE
a-b Mean ± SE with different letters within a same row differ significantly at p<0.05.
A-C

Mean ± SE with different letters within a same column differ significantly at p<0.05.

MP, hydrolysates by multifect PR 6L; PS, hydrolysates by pepsin; PSPC, hydrolysates by combination of pepsin and pancreatin.

Fig. 2. SDS-Page profile of Jeju crossbred horse’s leg bone
extracts and enzyme hydrolysates sized over 3 kDa. M,
protein marker; HLBE, horse leg bone extracts; MP,
hydrolysates by multifect PR 6L; PS, hydrolysates by
pepsin; PSPC, hydrolysates by combination of pepsin
and pancreatin.

나타내었다. 제주산 마(한라마) 사골 추출물 분말의 수율을

100으로 하였을 때 효소분해 후 3 kDa 이상의 크기의 분획

수율은 PS와 PSPC 처리군에서 각각 89.63과 80.87%을 보였으

나 MP 처리군에서는 70.81%을 나타내었다. 저분자인 3 kDa

이하의 분획에서는 각 효소분해에 의한 수율이 각각 3.26과

8.00%으로 나타나 크게 감소함을 보였다. 반면에 MP 처리군

에서는 저분자 분획의 수율이 가장 높음을 나타내었다. Kim

등[13]은 돈피에 flavorzyme을 처리하여 얻은 3 kDa 이하의

저분자 펩타이드 분획의 수율이 11.73%라고 보고하여 본 연구

에서 도출한 MP 저분자 분획의 수율인 10.86%와는 유사하였

으나 PS와 PSPC 처리구에서는 각각 3.26, 8.00으로 나타나 처

리효소와 조건에 따라 단백질 분해 및 3 kDa 이하의 저분자

펩타이드 분획의 수율이 달라짐을 나타내었다. 본 연구에서는

multifect PR 6L 효소처리가 가장 높은 수율을 얻을 수 있는

것으로 판단된다. 제주산 마(한라마) 사골 추출물과 분자크기

에 따른 효소 분해물의 단백질함량은 Table 2에 나타내었다.

사골 추출물의 단백질 함량은 0.6 mg/ml로 가장 높았으며 모

든 효소 처리군에서 3 kDa 이상의 분획이 3 kDa 이하의 저분

자 분획보다는 유의적으로 높은 단백질 함량을 나타내었다.

특히 PSPC 처리군의 3kDa 이하의 분획은 0.17 mg/ml로서

가장 낮은 함량을 나타내었다. 이는 효소에 의해 제주산 마(한

라마) 사골 단백질이 효과적으로 분해되어 저분자화되어 단백

질 함량이 감소함을 나타낸 것으로 판단된다. 단백질의 절단

혹은 분해는 가수분해에 의해 이루어지는데 효소를 처리하여

생성되는 펩타이드 및 저분자 단백질들은 주로 2-20개의 아미

노산으로 구성되어 있으며 분자량의 크기는 6 kDa 이하의 크

기를 보이며 처리한 효소에 따라 각각의 고유한 기능과 특성

을 가지게 되므로 새로운 생물활성 소재로 이용하기 위해 다

양한 효소가 이용되고 있다[9, 13, 21]. 본 연구에 이용되었던

효소들의 특성을 살펴보면 multifect PR 6L은 Bacillus lichen-

iformis에서 유래된 것으로 endo-type의 중성-약염기에서 단백

질 분해를 위해 이용된다. Pepsin은 주로 동물의 위장에서 유

래한 것을 이용하며 산성 조건에서 단백질을 분해하는데 이용

되며 특히 단백질의 펩타이드 결합을 endo-type으로 분해하

여 peptide와 amino acid을 생산하는데 이용한다. Pancreatin

은 소나 돼지의 췌장에서 추출한 것으로 중성-약염기성 조건

에서 단백질 펩타이드 결합을 분해하며 amylase와 lipase의

기능을 함유하는 효소이다.

제주산 마(한라마) 사골 추출물과 효소분해물의 SDS-

PAGE

제주산 마(한라마) 사골 추출물을 식품효소인 multifect,

pepsin, pepsin과 pancreatin (1:1) 혼합물을 이용하여 분해한

분해물인 MP, PS, PSPC의 SDS-PAGE profile을 Fig. 2에 나타

내었다. 효소분해전의 사골 추출물 자체와 3 kDa 이상의 크기

의 효소분해물의 SDS-PAGE profile에서 보여주는 바와 같이

효소분해 전 사골 추출물은 정확한 크기의 단백질 밴드가 나
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Fig. 3. DPPH radical scavenging activities of Jeju

crossbred horse’s leg bone extracts and

enzyme hydrolysates sized over 3 kDa and

less than 3 kDa. All values are mean ± SE.
a-d Bars with different superscript differ

significantly at p<0.05. MP, hydrolysates by

multifect PR 6L; PS, hydrolysates by pepsin;

PSPC, hydrolysates by combination of

pepsin and pancreatin.

타나지는 않았으나 34 kDa 이상의 거대 단백질로 이루어져

있음을 알 수 있다. 반면에 MP와 PSPC처리구는 거대단백질

보다는 17 kDa 이하의 단백질 및 펩타이드로 구성되어 있음을

나타내었다. 그러나 PS처리구는 170 kDa에서 6 kDa에 이르기

까지 넓은 범위의 크기로 분해되었음을 나타내었다.

제주산 마(한라마) 사골 추출물과 분자크기에 따른 효소분

해물의 항산화 활성

식품내 구성성분의 항산화활성 측정은 식품제품 내 항산화

물질의 함량을 측정하여 산화에 대항하는 능력과 식품의 섭취

후 생체 내부에서 항산화 활성을 갖는지에 대한 정보를 제공

할 수 있다[27, 29]. 화학적 반응식에 의한 항산화 활성 측정법

은 크게 2가지로 나눌 수 있는데 electron transfer (ET)와 hy-

drogen atom transfer (HAT)에 근거한 방법이다[8]. ET에 근

거한 분석법은 항산화 물질의 활성을 산화제의 환원력을 측정

하는 것으로 반응을 모니터링하기 위한 probe와 반응 종결점

을 나타내는 indicator로서의 역할을 한다. 대표적인 측정방법

에는 trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC), the fer-

ric ion reducing antioxidant power (FRAP), 2-2-diphenyl-

1-picrylhydrazyl radical scavenging capacity (DPPH)이 있다.

HAT에 근거한 방법은 경쟁적 반응을 측정하는 것으로 항산

화 물질과 기질이 열에 의해 발생한 peroxyl radicals에 대해

경쟁적으로 작용하는 것을 측정한 방법으로 oxygen radical

absorbance capacity (ORAC)가 대표적인 예이다[27]. 이들 분

석법을 이용하여 제주산 마(한라마) 사골 추출물과 효소분해

물의 항산화 활성은 다음과 같다.

DPPH 라디칼 소거활성

DPPH는 보라색을 띄는 비교적 안정한 자유 라디칼로서

항산화제, 방향족 아민류에 의해 전자나 수소를 받아 환원되

어 안정한 분자를 형성하게 되는데 이것은 다양한 천연소재로

부터 항산화 물질을 탐색하는데 많이 이용되고 있으며[3, 14],

비교적 짧은 시간 내에 간단하게 항산화활성을 측정할 수 있

는 장점이 있으나[25] DPPH가 pH, 빛, 온도에 매우 민감하게

영향을 받는 단점이 있다. 제주산 마(한라마) 사골 추출물과

효소분해물 분말을 20 mg/ml의 농도로 고정한 후 DPPH 라

디칼 소거활성 측정 결과는 Fig. 3에 나타내었다. 소거능은

trolox의 표준물질로 하여 trolox의 항산화효과를 나타내는 농

도(mM)와 비교하여 표시하였다. 제주산 마(한라마) 사골추출

물 자체는 PS 처리군의 3 kDa 이상의 분획과 함께 가장 낮은

DPPH 소거능을 보였다(p<0.05). 그러나 사골 추출물을 multi-

fect PR 6L, pepsin, pepsin과 pancreatin 혼합효소(1:1)를 이용

하여 분해한 후 분리한 3 kDa이하의 펩타이드는 0.14 mM tro-

lox equivalent에 해당하는 효과를 나타내어 분자 크기가 3

kDa 이상 되는 분획보다 강한 DPPH 라디칼 소거능을 나타내

었다(p<0.05). Kim 등[13]은 flavorzyme으로 분해한 저분자 돼

지껍질 추출물을 50 mg/ml의 농도로 하여 DPPH 소거능을

측정한 결과 91.97%의 억제율을 보여 1 mg/ml의 비타민 C와

동일한 항산화 효과를 나타내었고 3 kDa 이상의 분획보다 유

의적으로 높은 라디칼 소거능을 보고하여 동물성 단백질의

효소분해물의 경우 분자량의 크기가 작을 경우 보다 효과적으

로 DPPH 라디칼을 소거함을 보여 본 연구결과와 유사한 결과

를 제시하였다.

ABTS+ 라디칼 소거활성

ABTS radical은 비교적 안정한 자유 라디칼로서, potas-

sium persulfate와의 반응에 의해 생성된 ABTS·
+
이 시료 중의

항산화성 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의 청록색이 탈색

되는 것을 이용하여 항산화력을 측정하는 방법으로 항산화

활성을 측정하는데 많이 이용된다[20, 31]. DPPH와 같은 라디

컬 소거법에 의한 항산화 활성 측정법이라는 점에서 유사하나

화학반응을 거쳐 프리라디컬을 유발시킨 용액에 시료를 넣어

항산화 활성을 측정한다는 점에서 다르며 프리라디컬을 유발

시키는데 시간이 소요되지만 측정 시에는 빠르게 측정이 가능

하며 pH 변화에 다소 민감하지 않다는 장점이 있다[30]. ABTS

라디칼 소거활성 측정 결과는 Fig. 4에 나타내었다. 효소분해
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Fig. 4. ABTS radical scavenging activities of Jeju

crossbred horse’s leg bone extracts and en-

zyme hydrolysates of sized over 3 kDa and

less than 3 kDa. All values are mean ± SE.
a-f

Bars with different superscript differ sig-

nificantly at p<0.05. MP, hydrolysates by

multifect PR 6L; PS, hydrolysates by pepsin;

PSPC, hydrolysates by combination of pep-

sin and pancreatin.

             Horse bone extracts     Hydrolysates over 3 kDa   Hydrolysates less than 3 kDa

Fig. 5. FRAP of horse leg bone extracts and enzyme

hydrolysates of Jeju crossbred horse’s leg

bone extracts and enzyme hydrolysates of

sized over 3 kDa and less than 3 kDa. All

values are mean ± SE.
a-f

Bars with different

superscript differ significantly at p<0.05. MP,

hydrolysates by multifect PR 6L; PS, hydro-

lysates by pepsin; PSPC, hydrolysates by

combination of pepsin and pancreatin.

하지 않은 말 사골 추출물은 0.30 mM trolox에 해당하는 ABTS

라디칼 소거능을 보였으나 MP와 PSPC처리군의 저분자 분획

에서 유의적으로 높은 ABTS 라디칼 소거능을 나타내었다

(p<0.05). 흥미롭게도 pepsin을 단독으로 처리하여 분해한 제

주산 마(한라마) 사골 추출물은 분해되기 전 보다도 ABTS 소

거능이 낮은 것으로 보여 효소분해에 의해 항산화 효과가 증

가하지 않음을 나타내었다(p<0.05).

Ferric reducing antioxidants power (FRAP)

FRAP은 항산화 활성을 측정하는 간단한 방법이다. 이 방법

은 혈중 항산화 효과를 측정하기 위한 방법으로 이용되었으나

현재는 식품성분의 항산화력을 측정하기 위해 자주 이용되는

방법이다[11]. 전자를 제공하는 항산화 물질에 의해 무색의 산

화된 Fe+3가 Fe+2-tripyridyltriazine 성분으로 환원되면서 발생

하는 푸른색을 측정하는 방법으로 라디컬 소거 메카니즘과는

다른 환원력 측정을 통한 측정법이다[30]. FRAP 효과는 Fig.

5에 나타내었다. DPPH 소거능과 매우 유사한 결과를 나타내

었으며 pepsin을 이용하여 분리한 3 kDa 이하의 분획에서 유

의적으로 높은 항산화 활성을 나타내었다. 반면에 3 kDa 이상

의 분획에서는 효소분해전의 사골 추출물보다도 낮은 FRAP

값을 나타내었다(p<0.05).

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

ORAC assay는 기존 여러 항산화 활성 측정방법에 비해

반응 감도가 예민하여 정확도가 높은 것으로 알려져 있다[23,

24]. ORAC의 측정 결과는 Fig. 6에 나타내었으며, 표준시약으

로 비타민 E 수용성 유도체인 trolox를 사용하여 그 효과를

비교하였다. 각 효소분해물은 분자량이 작을수록 더 강한

ORAC값을 나타내었다. 특히 3 kDa 이하의 크기의 분획이

분해 전 제주산 마(한라마) 사골 추출물보다 유의적으로 높은

ORAC효과를 보였으나 pepsin 분해물(0.12 mM trolox equiv-

alent)은 저분자 크기에서도 MP (0.20 mM trolox equivalent)

와 PSPC (0.17 mM trolox equivalent)처리군 보다 유의적으로

가장 낮은 활성을 나타내었다. Kim 등[13]은 돼지껍질 추출물

을 flavorzyme으로 분해하여 얻는 3 kDa 이하의 분획물의

ORAC 활성을 측정한 결과 1 mg/ml의 농도에서 140 uM tro-

lox equivalent의 활성을 나타내었음을 보였다. 또한 본 연구

팀의 선행연구결과에 의하면 말과의 한 종류인 당나귀 사골과
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Fig. 6. ORAC of horse leg bone extracts and enzyme

hydrolysates of Jeju crossbred horse’s leg

bone extracts and enzyme hydrolysates of

sized over 3 kDa and less than 3 kDa. All

values are means ± SE.
a-d

Bars with different

superscript differ significantly at p<0.05. MP,

hydrolysates by multifect PR 6L; PS, hydro-

lysates by pepsin; PSPC, hydrolysates by

combination of pepsin and pancreatin.

껍질 추출물의 ORAC 활성은 농도의존적으로 증가하였고 10

mg/ml의 농도에서 132.53 uM trolox equivalent을 보였음을

확인하였다[12]. 반면에 본 연구결과 제주산 마(한라마) 사골

효소분해물을 1 mg/ml의 농도로 처리시 MP 처리군에서 0.20

mM trolox와 같은 항산화 효과를 보여 돼지껍질과 당나귀 사

골 추출물보다 말 사골 추출물의 ORAC 활성이 우수한 것으로

판단된다.
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초록：제주 재래마와 더러브렛종과의 교잡종인 한라마 사골추출물과 효소분해물의 항산화 효과

김동욱1․박재인1․채현석2․김영붕3․장애라1*

(
1
강원대학교 동물식품응용과학과,

2
국립축산과학원,

3
한국식품연구원)

본 연구는 제주 재래마와 더러브렛(Thoroughbred)종 교잡종인 제주산 마(한라마) 사골 추출분말(HLBE)과 효

소분해물의 항산화 효과를 DPPH, ABTS 라디칼 소거능, FRAP, ORAC 방법을 이용하여 확인하기 위해 실시하였

다. 말 사골 추출물은 열수로 8시간씩 3회 추출하여 혼합한 후 동결 건조하여 분말로 이용하였다. 동결 건조된

말 사골 추출물은 식품효소인 multifect PR 6L (MP), pepsin (PS), pepsin+ pancreatin 혼합효소(1:1, PSPC)를 첨가

하고 4시간 동안 각 효소의 최적활성 온도인 60, 50, 50℃에서 분해하였다. 분해 후 3 kDa 이상의 분획과 이하의

분획으로 분리하였다. 말 사골추출물의 수율을 100%으로 고정하였을 때 각 효소에 의해 분해되어 분리한 3 kDa

이상의 크기의 분획의 수율은 각각 10.86%, 3.26%, 8.00%이었다. 단백질 함량은 말 사골 추출물보다 3 kDa 이하의

저분자 분획에서 유의적으로 감소하였다. MP와 PSPC처리군의 3 kDa 이하의 저분자 분획은 말 사골추출물과 3

kDa 이상의 효소분해물에 비해 유의적으로 높은 DPPH와 ABTS 라디칼 소거능과 ORAC 활성을 나타내었다. 그

러나 PS처리군 내 3 kDa 이하의 저분자 분획은 MP처리군 보다 유의적으로 높은 FRAP 활성을 나타내었다. 이러

한 결과는 말 사골 추출물 자체 보다는 효소를 이용하여 분리한 3kDa 이하의 저분자 펩타이드가 더욱 강한 항산

화 효과를 갖는 것을 제시하는 것으로 특히 pepsin에 의해 생성된 저분자펩타이드 보다는 multifect와 pep-

sin+pancreatin 혼합효소(1:1)에 의해 생성된 분해물이 더욱 높은 항산화 효과를 나타내었다. 그러므로 말 사골추

출물을 multifect와 pepsin+pancreatin 혼합효소(1:1)를 이용하여 효소 분해하여 얻은 3 kDa 이하의 저분자 펩타이

드 분획은 항산화제로서 식품산업계에서 이용될 수 있을 것으로 예상되며 이를 뒷받침하기 위해 in vivo테스트가

추후 진행되어야 할 것으로 판단된다.
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