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명태 껍질 유래 콜라겐의 분자량에 따른 이화학적 특성 및 생리활성
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ABSTRACT This study was conducted to investigate the physicochemical properties and biological activities of colla-
gens with different molecular weights from Alaska pollack (Theragra chalcogramma) skin as well as their efficacies 
as functional materials. The molecular weights of collagens were between 1～10 kDa (below 1 kDa (AP1), 1～3 
kDa (AP2), 3～10 kDa (AP3), and above 10 kDa (AP4). The protein content of AP4 (40.19 g/100 g) was the highest. 
Collagen contents of AP1, AP2, AP3, and AP4 were 36.43, 32.23, 19.23, and 14.89%, respectively. The free amino 
acid and essential amino acid contents of AP1 were higher than those of AP2, AP3, and AP4. Fourier transform 
infrared spectroscopy spectra of collagens with different molecular weights showed wavenumbers representing the 
regions of amide Ⅰ, amide Ⅱ, amide Ⅲ, and amide A, respectively. The electron-donating ability (29.51%) and 
SOD-like activity (38.45%) of AP1 were higher than those of AP2, AP3, and AP4. Tyrosinase inhibition activity 
of AP1 improved with higher treatment concentration. The rate of inhibition of MMP-1 production in HS68 cells 
exposed to UVB was suppressed by treatment with AP1 (29.78%) and AP2 (26.49%) at 1 mg/mL. Furthermore, there 
was a strong correlation between DPPH, superoxide dismutase, tyrosinase activity, and MMP-1 inhibition rate of colla-
gens with different molecular weights. 
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서   론

콜라겐은 동물성 기원의 섬유상 구조단백질로 척추 및 무

척추 동물의 총 단백질 중 30%를 차지하고 3중 나선구조를 

이루며 주로 피부, 뼈, 치아 유기물질의 대부분을 형성하는 

역할을 한다(1). 피부조직에 있어서 콜라겐은 진피층의 세포 

간 기질(extracellular matrix)을 채우고 있으며, 노화에 의

한 주름 생성 및 탄력 저하 등 피부 상태와 밀접한 관련이 

있다(2). 콜라겐을 이루는 기본단위는 tropocollagen으로 

분자 내 또는 분자 간 공유결합성 가교결합을 이룸으로써 

물리적 또는 생물학적 안정성을 가지며(3), 콜라겐을 이루는 

아미노산의 조성은 그 타입에 따라 다소 차이가 있으나 보통 

glycine이 전체의 1/3 정도이며, proline이 1/4, hydroxy-

proline이 1/7 정도 차지하고 있다(4). 콜라겐을 구성하는 

아미노산인 hydroxyproline은 hydroxylysine과 함께 일정

비율(12.5∼14%)을 구성함으로써 콜라겐을 정량하는 지표

성분으로 활용되고 있으며(5), 콜라겐의 구성 비율은 생물의 

종류와 연령에 따라 차이가 있는 것으로 알려져 있다(6). 

콜라겐은 의약품, 화장품 및 식품 분야에서 다양하게 이

용되어 왔으며 최근에는 항 피부 노화 및 피부 탄력 개선, 

관절염 예방 등으로 확대되고 있다(7). 또한 콜라겐 및 그 

변성물인 젤라틴을 섭취할 경우 소화효소에 의해서 분해되

어 대부분 아미노산 형태로 흡수된다(8). 현재 유통되고 있

는 콜라겐 제품은 주로 소, 돼지 등 육상동물에서 유래한 

것으로 최근 광우병 및 구제역 발생으로 인해 안정성을 확보

하기 위하여 동물 이외의 해양생물 자원으로부터 제조된 콜

라겐의 수요가 증가되고 있다. Yoo 등(9)은 황다랑어 복부 

껍질을 이용하여 콜라겐을 제조하였으며, Kim 등(10)은 말

쥐치피의 콜라겐에 대한 물리화학적 특성을 조사하였고, 

Kwon 등(11)은 오징어 껍질 콜라겐의 UV 보호능 및 미백

효과에 대해 연구하였다. 콜라겐의 급원이 부족한 상황에서 

많은 수산물을 소비하고 있는 우리나라는 어패류 가공 처리 

시 배출되는 어류가공잔사가 증가하고 있다. 명태는 소비량

이 약 40만 톤이며 그중 껍질이 8∼10%로 상당량의 부산물

이 배출되고 있으나 대부분 이용도가 낮아 폐기되어 자원 

낭비는 물론 환경오염의 원인이 되기도 한다. 이러한 부산물

로 콜라겐을 산업적 소재로 이용할 수 있다면 그 의미는 매
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우 클 것으로 생각된다. 

콜라겐의 추출 공정은 주로 산 용액에 장시간 침지시켜 

용출하기 때문에 제조시간이 오래 걸리며 다량의 산 처리로 

인하여 폐수처리 및 환경오염의 문제가 발생된다. 또한 산 

또는 알칼리에 의한 가수분해물은 중화에 의한 염의 생성으

로 맛의 변화와 탈색 등 정제 과정이 복잡하며 강한 조건에

서 가수분해를 수행하는 관계로 영양분의 파괴가 일어나는 

단점이 있는 반면, 효소에 의한 가수분해물은 안정적인 조건

에서 진행되어 영양분의 파괴가 거의 일어나지 않으므로 효

소적 가수분해에 의해 생성된 펩타이드가 다양한 생리활성

을 나타내며 어육단백질의 가수분해물이 항산화 활성을 가

진다고 보고되고 있다(12). 최근 단백질의 저분자 형태인 

펩타이드의 생체조절기능에 대한 관심이 증대하고 있으며 

이러한 기능성 펩타이드는 식품 및 화장품 소재로서의 활용

이 기대되고 있다. 

따라서 본 연구에서는 명태 껍질로부터 콜라겐을 효율적

으로 추출하기 위한 방법으로 효소 처리 공정을 적용하였으

며, 식품 및 화장품 산업에 기능성 소재로서의 활용 가능성

을 확인하기 위하여 분자량별로 분리한 후 이화학적 특성 

및 생리활성에 대하여 조사하였다. 

재료 및 방법

실험재료

본 실험에서 사용한 명태 껍질은 대구 소재 ㈜바다누리에

서 제공받았으며 -70°C deep freezer에 저장하면서 실험

재료로 사용하였다. 실험에 사용된 pepsin(Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO, USA)과 neutrase(㈜바이오시스, 부산, 

한국)의 효소 처리 최적 조건은 각각 온도 37°C, pH 2.0∼

4.0 및 온도 45∼55°C, pH 5.5∼7.5였다.

콜라겐의 추출 및 분자량별 분리

명태 껍질 유래 콜라겐의 추출은 Kim 등(4)의 방법에 따

라 다음과 같이 수행하였다. 즉 명태 껍질의 알칼리 처리는 

시료 150 g에 0.1 N NaOH 용액을 시료 대비 5배(v/w) 가한 

다음 4°C에서 24시간 동안 비 콜라겐성 물질을 제거하였고 

잔존하는 NaOH를 제거하기 위하여 수세하였다. 효소가수

분해 공정은 세척한 시료에 10배량의 0.1%(w/v) pepsin을 

함유하는 0.1 M acetic acid 용액을 가하여 24시간 동안 

37°C에서 교반하여 분해하였고, 여과 후 85°C에서 20분 

동안 가열하여 효소를 불활성화한 다음 동결건조 하였다. 

콜라겐을 분자량별로 분리하기 위하여 동결건조 시료에 

10배량의 증류수를 가하고 0.1%(w/v)의 neutrase를 가한 

다음 24시간 동안 55°C에서 교반하였으며 이후 centrifugal 

filter와 dialysis를 통하여 1 kDa 이하, 1∼3 kDa, 3∼10 

kDa 및 10 kDa 이상으로 분리한 다음 동결건조 하여 실험에 

사용하였다.

수율 측정

추출 수율은 콜라겐을 함유하는 추출액을 감압농축(Ro-

tavapor R-123, Buchi, Flawil, Switzerland) 한 다음 건조

오븐(Forced Convection Oven, Jeio Tech, Seoul, Korea)

을 이용하여 105°C 상압가열건조법(13)으로 항량이 될 때

까지 건조한 후 원료 건물량에 대한 고형분 함량(%, d.b.)으

로 나타내었다.

단백질 함량 측정

단백질 함량은 Lowry 등(14)의 방법으로 측정하였으며 

BSA(bovine serum albumin, Sigma-Aldrich Co.)를 표준

품으로 한 표준곡선에 의하여 계산하였다.

콜라겐 함량 측정

콜라겐 함량은 Bergaman과 Ioxley(15)의 방법을 수정하

여 측정하였다. 즉 동결건조 한 분자량별 콜라겐 300 mg에 

6 N HCl 3 mL를 가한 후 발생하는 가스를 흔들어 제거한 

다음 110°C에서 24시간 가수분해한 후 50 mL로 정용하여 

분석용 시료로 사용하였다. 가수분해 용액 0.3 mL에 0.6 mL

의 isopropanol을 가한 후 7% chloramine T 용액과 0.25 

M sodium acetate, 0.13 M trisodium citrate, 0.03 M cit-

ric acid 및 0.3% isopropanol 용액을 1:4(v/v)의 비율로 

혼합한 용액 0.3 mL를 가하여 상온에서 4분 동안 산화시켰

다. 이후 Ehrlich 시약과 isopropanol을 3:13(v/v)의 비율로 

혼합한 용액 4 mL를 가하고 60°C의 water bath에서 25분

간 반응시킨 후 558 nm에서 흡광도를 측정하였고 hydroxy-

proline(Sigma-Aldrich Co.)으로 작성한 표준곡선에 의하

여 아래의 계산식으로 콜라겐 함량을 계산하였다.

Collagen in protein (%)=(hydroxyproline mg× 

9.75/ protein mg)×100

유리 아미노산 분석

유리 아미노산은 시료 0.2 g에 94% ethanol 10 mL를 

가하여 24시간 교반한 뒤 원심분리(4,000 rpm, 15분) 하여 

상층액과 고형분을 분리하였다. 분리된 상층액을 40°C 이하

에서 감압농축 하였으며 농축한 시료는 0.02 N HCl 10 mL

로 정용하여 여과(0.22 μm, membrane filter) 후 amino 

acid analyzer(L-8900, Hitachi Co., Tokyo, Japan)로 분

석하였다. 

FT-IR 분석

분자량에 따른 콜라겐의 FT-IR(Fourier transform in-

frared spectroscopy) 분석은 FT-IR spectrophotometer 

(FT/IR-4100, Jasco Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 600

∼4,000 cm-1까지의 데이터 포착 속도로 calf skin 유래 콜

라겐 표준품(Sigma-Aldrich Co.)과 시료를 비교 분석하였

다. FT-IR 분석 곡선은 Jasco Spectra Manager Version 

2를 이용하여 나타내었다. 
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전자공여능 측정

전자공여능은 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)

의 환원력을 이용하여 측정하였다(16). 즉 분자량별 콜라겐 

시료 100 mg을 증류수 1 mL에 용해한 다음 4×10-4 M 

DPPH 용액(99.9% ethyl alcohol에 용해) 1 mL를 가하여 

총액의 부피가 2 mL가 되도록 하였다. 이 반응액을 약 10초

간 혼합하고 실온에 30분간 방치한 후 분광광도계(Ultras-

pec 2100 pro, Amersham Co., Buckinghamshire, UK)를 

사용하여 525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능은 

분자량별 콜라겐의 첨가 전후의 차이를 백분율로 나타내었

다.

Electron donating ability (%)=[(Absorbance control－ 

Absorbance sample)/ Absorbance control]×100

Superoxide dismutase 유사 활성 측정

Superoxide dismutase 유사 활성은 Marklund와 Mar-

klund(17)의 방법을 이용하여 분석하였다. 즉 분자량별 콜

라겐 시료에 tris-HCl buffer[50 mM tris(hydroxymethyl) 

amino-methane+10 mM EDTA, pH 8.5]를 이용하여 pH 

8.5로 조절된 시료액을 만들었다. 각 시료 0.2 mL에 pH 8.5

로 보정한 tris-HCl buffer 3 mL와 7.2 mM pyrogallol 0.2 

mL를 가하고 25°C에서 10분간 방치 후 1 N HCl 1 mL로 

반응을 정지시킨 후 분광광도계를 이용하여 420 nm에서의 

흡광도를 측정하여 시료 첨가 및 무첨가구 간의 흡광도 차이

를 백분율로 나타내었다. 

SOD-like activity (%)=[(Absorbance control－ 

Absorbance sample)/ Absorbance control]×100

Tyrosinase 활성 측정

세포 내 tyrosinase 활성은 Martinez-Esparaza 등(18)

의 방법으로 측정하였다. B16/F10 세포는 한국세포주은행

(KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 10% fetal bovine 

serum(FBS), 100 unit/mL penicillin-streptomycin이 함

유된 RPMI 1640을 사용하여 37°C에서 5% CO2를 공급하

면서 3일마다 계대 배양을 하여 본 실험에 이용하였다. 

B16/F10 세포를 24 well plate에 4×104 cells/well씩 분주

한 다음 24시간 동안 배양하여 세포를 부착시킨 후, 시료와 

α-MSH 20 nM을 각각 처리하고 3일간 배양하였다. 배양이 

끝난 세포는 PBS로 세척하고 lysis buffer로 세포를 용해하

였다. 13,000 rpm에서 30분간 원심분리 하여 얻은 상층액

을 tyrosinase 활성 측정에 사용하였다. 시료 50 μL를 취하

여 0.1 M sodium phosphate buffer와 0.05% L-DOPA를 

첨가하여 37°C에서 반응시키면서 405 nm에서 흡광도를 측

정하였으며 대조군의 흡광도를 기준으로 한 백분율로 환산

하여 나타내었다. 

MMP-1 저해 활성 측정

Ultraviolet B(UVB)로 손상된 피부 세포로부터 분자량별 

콜라겐의 영향을 조사하기 위해 사람 진피 섬유아세포주인 

HS68은 American Type Culture Collection(ATCC, Ma-

nassas, VA, USA)에서 분양받아 10% FBS 및 100 unit/ 

mL penicillin, 100 ng/mL streptomycin을 첨가한 Dul-

becco's modified Eagle's medium(DMEM) 배지를 이용하

여 37°C에서 5% CO2를 공급하면서 3일마다 계대 배양을 

하여 본 실험에 이용하였다. UVB 조사를 통한 HS68 세포의 

광노화 유도는 24 well plate에서 2×105 cells/well 농도로 

분주하고 24시간 배양하여 세포를 부착시킨 뒤 Quan 등

(19)의 방법을 변형하여 수행하였다. 즉 세포를 24시간 배

양한 뒤 배지를 제거하고 phosphate buffered saline(PBS)

으로 두 번 세척한 다음 세포에 1 mL PBS를 첨가하였다. 

UVB 조사는 UV 램프를 이용하여 UVB(280∼320 nm)를 

80 mJ/cm2 되게 조사하였다. 이때 UVB 조사량은 Chiang 

등(20)의 보고에 따라 세포 생존율에 영향을 주지 않으면서 

matrix metalloproteinase(MMPs) 유도가 일어나도록 설정

하였으며, UV-radiometer를 이용하여 조사량을 측정하였

다. 시료에 의한 MMP-1 생산 변화는 상기와 같이 UVB를 

조사한 세포에 PBS를 제거하고 10% FBS 및 100 unit/mL 

penicillin, 100 ng/mL의 streptomycin을 첨가한 DMEM 

배지와 함께 시료를 처리하고 24시간 추가 배양한 후 6,000 

rpm에서 10분간 원심분리를 하여 상등액을 회수하여 ma-

trix metalloproteinase-1(MMP-1) human biotrak에 대

해 ELISA system(Amersham Life Science, Arlington 

Heights, IL, USA)을 이용하여 MMP-1 생산량을 측정하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 얻은 결과를 평균과 표준편차

로 나타내었으며 실험결과는 SPSS 12.0 version(Statisti-

cal Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, 

IL, USA)으로 통계처리 하였고 시료 간의 유의성 검정은 

분산분석 후 P<0.05 수준에서 Duncan's multiple rage 

test에 따라 분석하였다. 또한 측정값 간의 pearson 상관계

수는 SPSS 12.0 version을 사용하여 구하였다. 

결과 및 고찰

수율, 단백질 함량 및 콜라겐 함량

명태 껍질은 0.1 N NaOH를 사용하여 알칼리 처리 후 

pepsin으로 추출하였으며, neutrase를 이용하여 2단 효소

분해 공정을 통해 콜라겐을 저분자화 하였다. 일반적으로 

콜라겐을 식품 및 산업 소재로 응용하려면 콜라겐이 1 kDa 

미만의 분자량을 가져야 한다는 연구보고(21)를 참고하여 

본 연구에서는 콜라겐을 1 kDa 이하, 1∼3 kDa, 3∼10 kDa 

및 10 kDa 이상의 네 구간으로 분리하여 분자량별 품질 특

성을 분석하였다. 분자량별 콜라겐 시료의 수율, 단백질 함

량 및 콜라겐 함량을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 추출 

수율은 분자량 10 kDa 이상에서 6.83 g/10 g으로 가장 높았
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Table 1. Yield, protein, and collagen contents of collagen with different molecular weight from Alaska pollack skin
Measurements AP11) AP2 AP3 AP4

Yields of freeze dried powder (g/10 g)
Total protein (g/100 g)
Collagen in protein (%)

0.84
17.71±0.43d2)

36.43±0.71a

0.98
27.27±0.34c

32.23±0.24b

1.35
40.19±0.72a

19.23±0.97c

6.83
36.19±0.45b

14.89±1.03d

All values are mean±SD (n=3).
1)AP1: collagen (MW<1 kDa) from Alaska pollack skin, AP2: collagen (MW 1～3 kDa) from Alaska pollack skin, AP3: collagen 

(MW 3～10 kDa) from Alaska pollack skin, AP4: collagen (MW>10 kDa) from Alaska pollack skin. 
2)Means with different superscript letters (a-d) within the row are significantly different (P<0.05).

Table 2. Free amino acid contents of collagen with different
molecular weight from Alaska pollack skin   (unit: mg/100 g)

  Free amino acid AP11) AP2 AP3 AP4
Taurine
Urea
Aspartic acid
L-Hydroxyproline
L-Threonine*

L-Serine
L-Glutamic acid
L(-)-Proline
Glycine
L-Alanine
L-Citrulline
DL-2-Aminobutyric 

acid
L-Valine*

L-Methionine*

L-Isoleucine*

L-Leucine*

L-Tyrosine
L-Phenylalanine*

β-Alanine
DL-3-Aminoisobutyric 

acid
2-Aminoethanol
Ammonium chloride
L-Ornithine
L-Lysine*

L-1-Methylhistidine
L-Histidine
L-Carnosine

 49.68
 77.50
 19.37
 11.25
 19.40
 11.71
 38.04
 10.12
 49.78
 40.01
 24.48
  0.00

 92.22
 61.75
 71.90
259.86
203.94
443.43
  0.00
  0.00

  0.00
 44.15
 29.03
 12.63
 15.18
 11.02
  7.24

 25.99
 31.73
  4.63
  9.10
  9.36
  4.71
 15.43
  8.94
 43.80
 22.50
  2.87
  0.00

 56.34
 37.30
 43.91
162.87
119.86
331.69
  0.00
  0.00

  0.00
 31.29
 17.01
  7.37
  9.17
  0.00
  4.68

 10.72
 83.02
  4.95
  6.28
  3.82
  3.36
  6.36
  5.01
 36.02
  6.68
  0.00
  0.00

 20.50
 14.98
 17.00
 62.15
 44.07
126.48
  0.00
  0.00

  0.00
 15.41
  4.92
  1.51
  1.46
  0.34
  0.00

13.30
22.03
 2.65
 6.11
 3.78
 2.20
 6.69
 4.55
36.15
 8.63
 0.00
 9.16

12.90
 9.82
10.10
48.16
35.24
97.30
12.05
39.11

 5.32
16.57
 6.77
 2.52
 2.72
 1.47
 0.43

　Total 1,603.69
(961.19)2)

1,000.55
(648.84)

475.04
(246.44)

415.73
(219.82)

1)AP1: collagen (MW<1 kDa) from Alaska pollack skin, AP2: 
collagen (MW 1～3 kDa) from Alaska pollack skin, AP3: col-
lagen (MW 3～10 kDa) from Alaska pollack skin, AP4: colla-
gen (MW>10 kDa) from Alaska pollack skin. 

2)Total residue of essential amino acids. 
*Essential amino acids in children.

으며 분자량이 작아질수록 수율이 감소하는 경향을 나타내

었다. 단백질 함량을 측정한 결과, 분자량 3∼10 kDa에서 

40.19%로 가장 높게 나타났으며 1 kDa 이하에서 17.71%

로 가장 낮은 함량을 보였다. 그러나 hydroxyproline으로 

산출한 콜라겐 함량은 분자량이 작을수록 높은 함량을 보였

으며 분자량별로 AP1, AP2, AP3 및 AP4가 각각 36.43%, 

32.23%, 19.23%, 14.89%였다. Kim 등(3)은 대구피를 

collagenase로 가수분해 시킨 가수분해물의 분자량이 10∼

20 kDa 범위였고 collagenase로 분해 후 pronase로 다시 

분해시킨 것은 7∼10 kDa 범위로 나타나 2단 효소분해 공

정을 통하여 평균 분자량이 작아지는 것을 확인하였다.  

유리 아미노산 조성

콜라겐의 아미노산 조성은 Gly-X-Y 배열이 반복되는 특

징을 가지고 있다. 일반적으로 Gly-X-Y가 glycine-pro-

line-hydroxyproline(Gly-Pro-Hyp)일 때 hydroxypro-

line 잔기는 콜라겐 triple helix의 열 안정성을 높여준다

(22). 또한 hydroxyproline의 함량은 콜라겐으로부터 유도

되는 젤라틴의 중요한 기능적 특성인 겔 강도와 같은 물리적 

특성에 중요한 영향을 미치며, 함량이 높을수록 좋은 물리적 

특성을 가진다고 보고되고 있다(23). 따라서 amino acid인 

proline, hydroxyproline 잔기의 함량은 콜라겐에 있어서 

매우 중요하다고 알려져 있다. 분자량별 콜라겐의 아미노산 

조성은 Table 2와 같다. 콜라겐의 분자량에 따른 아미노산 

함량은 AP1, AP2, AP3, AP4가 각각 1,603.69, 1,000.55, 

475.04, 415.73 mg/100 g으로 분자량이 작을수록 아미노

산의 함량이 높았으며 콜라겐의 구성 아미노산인 Gly-Pro- 

Hyp도 AP1에서 71.15 mg/100 g으로 AP2(61.84 mg/100 

g), AP3(47.31 mg/100 g), AP4(46.81 mg/100 g)보다 높

은 함량을 나타내었다. Ha(24)는 해파리 콜라겐 효소 가수

분해물을 한외여과 후 각각의 분획물의 구성 아미노산을 분

석한 결과 10 kDa 이상의 고분자보다 3∼5 kDa 사이의 분

획에서 Pro, Gly, Hyp의 함량이 가장 높게 나타나 고분자보

다는 저분자에서 콜라겐 펩타이드가 많다고 보고하여 명태 

껍질 콜라겐의 분자량별 hydroxyproline 함량에 대한 결과

와 유사한 것으로 나타났다. 분자량별 콜라겐의 필수아미노

산 함량도 AP1, AP2, AP3, AP4가 각각 961.19, 648.84, 

246.44 및 219.82 mg/100 g으로 분자량이 작을수록 필수

아미노산의 함량이 높았으며 이 중 L-phenylalanine, L- 

leucine의 함량이 특히 높았다. Yamaguchi 등(25)은 어종 

간에 아미노산의 조성 차이가 다소 나타나지만 청어 및 대구 

메기의 근경막 및 어피 콜라겐 사이에 아미노산 조성에는 

차이가 거의 없다고 보고하였는데, 본 실험에서도 분자량이 

작을수록 아미노산의 함량은 높아졌지만 아미노산 조성의 

차이는 AP1, AP2, AP3 및 AP4가 유사한 것으로 확인되었
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      A  B

      C  D

      F

Fig. 1. Fourier transform infrared spectra of collagen with different 
molecular weight from Alaska pollack skin. Standard (A), AP1 
(B), AP2 (C), AP3 (D), and AP4 (E).

다. 

FT-IR 스펙트럼 특성

분자량별 콜라겐 및 콜라겐 표준품의 FT-IR 스펙트럼을 

Fig. 1에 나타내었다. 콜라겐의 아미노산 조성은 glycine- 

proline-hydroxyproline으로 이루어져 있으며 콜라겐 펩

타이드의 분자구조는 glycine의 –NH amino group과 pol-

ypeptide chain의 carbonyl group인 C=O로 이루어져 있다

(26). 본 실험에 사용한 분자량별 콜라겐의 FT-IR 스펙트럼

은 콜라겐 표준품과 유사하였다. 콜라겐 표준품의 최대 

peak band는 1,636 cm-1과 1,542 cm-1, 1,200 cm-1 및 

3,312 cm-1로 각각 amide Ⅰ, amide Ⅱ, amide Ⅲ와 amide 

A의 peak band를 나타내었다. Amide Ⅰ, Ⅱ와 A 영역은 

polypeptide의 형태와 직접적으로 연관이 있고 amide B 영

역의 peak는 CH2의 stretching vibration을 나타내며, 

amide Ⅰ은 1,600∼1,700 cm-1에서 carbonyl group의 

stretching vibration을 나타내고 amide Ⅱ는 1,500∼

1,550 cm-1에서 NH bending 및 CN stretching, amide A

는 3,200∼3,600 cm-1에서 N-H stretching vibration과 

관련이 있음을 보여준다고 보고되고 있다(27). 본 연구에서 

사용한 분자량별 콜라겐은 amide Ⅰ, amide Ⅱ, amide Ⅲ, 

amide A의 범위에서 wavenumber 속에 포함되어 콜라겐 

표준품과 유사한 peak band 값을 나타내어 화학구조가 동

일함을 알 수 있었다. Matmaroh 등(28)은 spotted folden 

goatfish에서 산 가용성 및 pepsin으로 콜라겐을 추출하였

으며 pepsin으로 추출한 콜라겐의 FT-IR 스펙트럼을 분석

한 결과 amide A, Ⅰ, Ⅱ 및 amide Ⅲ 영역의 최대 peak 

band는 각각 3,294 cm-1(amide A), 1,631 cm-1(amide 

Ⅰ), 1,536 cm-1(amide Ⅱ) 및 1,234 cm-1(amide Ⅲ)이라

고 보고하여 본 연구 결과와 유사하였다. 

전자공여능 및 superoxide dismutase 유사 활성

명태 껍질유래 분자량별 콜라겐의 전자공여능은 Table 

3과 같다. 전자공여능은 20.91∼29.51%로 1 kDa 이하에서 

가장 높은 항산화 활성을 나타내었으며 분자량이 커질수록 

항산화능이 낮아지는 것을 확인할 수 있었다. Superoxide 
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Table 3. Electron donating ability and SOD-like activity of collagen with different molecular weight from Alaska pollack skin
      Measurements AP11) AP2 AP3 AP4
Electron donating ability (%)
SOD-like activity (%)

29.51±0.27a2)

38.45±0.89a
27.82±0.32b

37.26±1.69b
24.27±0.61c

25.26±0.49c
20.91±0.12d

24.61±0.79c

All values are mean±SD (n=3).
1)AP1: collagen (MW<1 kDa) from Alaska pollack skin, AP2: collagen (MW 1～3 kDa) from Alaska pollack skin, AP3: collagen 

(MW 3～10 kDa) from Alaska pollack skin, AP4: collagen (MW>10 kDa) from Alaska pollack skin. 
2)Means with different superscript letters (a-d) within the row are significantly different (P<0.05).
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Fig. 2. Effect of Alaska pollack skin collagen with different mo-
lecular weight on tyrosinase in B16/F10 cells. Each values are
mean±SD of triplicate determinations. Means with different let-
ters above the bars are significantly different (P<0.05).
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Fig. 3. Effect of MMP-1 inhibition in HS68 cells treated UVB
of collagen with different molecular weight from Alaska pollack
skin. Each values are mean±SD of triplicate determinations. 
Means with different letters above the bars are significantly dif-
ferent (P<0.05).

dismutase 유사 활성도 전자공여능과 비슷한 결과로 1 kDa

에서 38.45%로 가장 높은 활성을 나타내었으며 10 kDa 이

상에서 24.61%로 가장 낮은 활성을 나타내었다. Kim 등

(29)은 상어 껍질 및 육조직으로부터 추출한 콜라겐을 이용

하여 전자공여능을 측정한 결과 14.91∼17.21%의 활성을 

나타내었으며, Kim 등(30)은 가자미 콜라겐을 한외여과막

을 이용하여 10 kDa, 5 kDa, 1 kDa의 막을 차례로 통과시켜 

얻은 가수분해물 중 분자량이 1,800∼2,000 Da의 가수분해

물이 천연 항산화제인 α-tocopherol보다 항산화력이 10% 

정도 더 높았다고 보고하였는데, 저분자에서 항산화능이 높

은 경향은 본 연구 결과와 유사하였다. 

Tyrosinase 저해 활성

분자량별 콜라겐이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 조사하

기 위하여 본 연구에서는 먼저 멜라닌 합성의 속도 조절 효

소로 작용하는 tyrosinase의 활성을 측정하였다(Fig. 2). α- 

MSH 처리 시 262±20%로 대조군에 비하여 tyrosinase 활

성이 증가하였지만, 저분자 콜라겐을 같이 처리한 구간에서

는 α-MSH 단독 처리한 경우에 비해 tyrosinase의 활성이 

억제되는 것으로 나타났다. 분자량별 콜라겐을 1,000 μg/ 

mL 농도로 처리한 경우 α-MSH군에 비하여 tyrosinase 활

성도가 AP1, AP2, AP3 및 AP4가 각각 92.9%, 86.5%, 

49.2%, 22.3%로 분자량이 작아질수록 tyrosinase 활성이 

감소하였으며 AP1에서는 농도 의존적으로 유의성 있게 감

소하였다. Tyrosinase는 tyrosine을 기질로 하여 DOPA로 

전환시키는 DOPA hydroxylase와 DOPA를 DOPA qui-

none으로 전환시키는 DOPA oxidase로서 멜라닌 합성의 

처음 두 단계 반응을 촉매 한다. 따라서 DOPA 염색을 이용

하여 멜라닌 세포의 tyrosinase의 활성을 관찰한 결과, α- 

MSH 처리 시 대조군에 비하여 tyrosinase의 활성이 현저히 

증가하였으며, α-MSH와 분자량별 콜라겐 처리군은 α- 

MSH 단일 처리군에 비하여 tyrosinase의 활성이 감소하였

음을 알 수 있었다. Park 등(8)의 연구에 의하면 불가사리 

콜라겐 효소 가수분해물은 0.5 mg/mL의 농도에서 13.6%

의 tyrosinase 저해 활성을 가진다고 보고하여 본 연구에서 

사용한 콜라겐의 tyrosinase 저해 활성이 우수하다고 사료

된다.

MMP-1 활성 저해능

피부의 광노화에 의한 피부 주름 생성에 중요한 역할을 

담당하고 있는 MMP-1의 발현은 UV에 의해 세포에서 

JNK/p38 활성도가 증가하고 전사인자인 AP-1의 활성도가 

증가되는 신호전달 경로를 통해 MMP-1 발현을 증가시켜 

피부에서 교원질의 결핍을 초래한다고 알려져 있다(31). 이

러한 UVB에 의해 발현이 증가되는 MMP-1에 미치는 명태 

유래 콜라겐의 분자량에 따른 영향을 확인하고자 HS68 cell

에 UVB를 조사하여 콜라겐의 전처리가 UVB 조사된 피부 

세포에 미치는 세포 보호 효과를 측정하였다. 그 결과 Fig. 

3의 세포 보호 효과로 AP4에서는 MMP-1 저해율이 나타나

지 않았으며 AP3은 1 mg/mL 농도에서 11.63%의 감소율을 
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Table 4. Correlation coefficients among electron donating ability, SOD-like activity, tyrosinase activity, and MMP-1 inhibition of 
collagen with different molecular weight from Alaska pollack skin

DPPH SOD-like activity Tyrosinase activity MMP-1 inhibition rate
DPPH
SOD-like activity
Tyrosinase activity
MMP-1 inhibition rate

 1.000
 0.927**

-0.979**

 0.987**

－
 1.000
-0.948**

 0.966**

－
－

 1.000
-0.993**

－
－
－

1.000
**Significant at P<0.01.

나타내었지만 농도별로 저해율은 크게 감소되지 않았다. 하

지만 3 kDa 이하의 분자량에서는 농도별로 유의적으로 

MMP-1 활성을 저해시켰으며 1 mg/mL의 농도에서는 AP1

과 AP2가 각각 29.78% 26.49%로 높은 저해율을 나타내어 

UVB에 대한 효과가 있음을 확인하였다. Kwon 등(32)은 

불가사리 콜라겐을 이용하여 UVA 처리를 이용하여 MMP- 

1 저해 활성을 측정한 결과, 1 mg/mL에서 62.4%의 높은 

저해율을 나타내었으며 UVA에 의해 발생된 JNK/p38에서 

AP-1의 활성도를 증가시키는 과정을 억제한 것으로 볼 수 

있으며 결과적으로 MMP-1의 발현을 효과적으로 조절한 

것이라고 보고하였는데, 본 연구 결과도 분자량이 작을수록 

MMP-1 발현 저해능을 나타내어 피부 주름 개선에 영향을 

줄 것으로 사료된다.

콜라겐의 분자량과 생리활성 간의 상관성

콜라겐의 분자량과 전자공여능, superoxide dismutase 

유사 활성, tyrosinase 저해 활성 및 MMP-1 활성 저해능 

간의 상관성을 분석하여 각각의 상관계수 값을 Table 4에 

나타내었다. 분석 결과 콜라겐의 분자량과 생리활성 값 간에

는 유의적인 상관관계를 나타내었다(P<0.01). 전자공여능

은 superoxide dismutase 유사 활성 및 MMP-1 활성 저해

능과 유의적인 상관관계(r=0.927, r=0.987)가 인정되었으

며, tyrosinase 저해 활성과는 높은 음의 상관관계(r=-0.979)

를 나타내었다. Superoxide dismutase 유사 활성과 ty-

rosinase 저해 활성 간의 상관계수는 r=-0.948로 유의적인 

음의 상관관계가 존재하는 것으로 나타났으며, MMP-1 활

성 저해능과의 상관계수는 r=0.966으로 높은 양의 상관관

계를 보였다. 이상의 결과를 미루어 볼 때 명태 껍질로부터 

분리한 콜라겐의 생리활성은 분자량에 따라 매우 높은 의존

성을 보여주었다.

 

요   약

어류 부산물인 명태 껍질에서 콜라겐을 추출하기 위하여 

0.1 N NaOH로 알칼리 처리 후 pepsin으로 효소 처리하였

고 저분자화를 위해 neutrase를 이용하여 분자량별로 콜라

겐을 제조하였다. 콜라겐은 1 kDa 이하, 1∼3 kDa, 3∼10 

kDa 및 10 kDa 이상으로 분자량별로 분리하여 이화학적 

특성 및 생리활성을 조사하였다. 분자량에 따른 콜라겐 함량

은 1 kDa 이하에서 36.43%로 가장 높았으며 유리 아미노산 

조성은 1 kDa 이하, 1∼3 kDa, 3∼10 kDa 및 10 kDa 이상

에서 각각 1,603.69, 1,000.55, 475.04, 415.73 mg/100 

g으로 분자량이 작을수록 유리 아미노산의 함량이 높게 나

타났다. 콜라겐의 분자구조를 Fourier transform infrared 

spectroscopy로 측정한 결과 분자량에 따른 콜라겐 모두 

amide A, amide Ⅰ, amide Ⅱ, amide Ⅲ의 범위에 wave-

number 속에 포함되었으며 콜라겐 표준품과 유사한 peak 

band 값을 나타내어 화학구조가 동일함을 알 수 있었다. 전

자공여능과 superoxide dismutase 유사 활성은 1 kDa 이

하에서 각각 29.51%, 38.45%로 가장 높았으며 분자량이 

커질수록 그 값은 감소하였다. 멜라닌 합성에 미치는 영향을 

확인하기 위해 α-MSH를 첨가한 tyrosinase 활성 측정은 

1 kDa 이하에서 농도 유의적으로 tyrosinase 활성을 저해

시키는 것을 확인할 수 있었으며, 광노화에 의한 피부 주름 

개선 효과는 HS68 cell을 이용하여 MMP-1 저해 활성을 

측정하였고 그 결과 10 kDa 이상에서는 MMP-1 저해 활성

이 나타나지 않았으나 3 kDa 이하에서는 MMP-1 저해 활성

이 나타나 세포 보호 효과가 있음을 확인하였다. 콜라겐의 

분자량은 항산화 활성 및 생리활성과 유의적인 상관관계를 

나타내어 저분자 콜라겐은 기능성 식품 및 화장품 소재로서 

활용 가능할 것으로 사료된다.
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