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서   론

 Histidine 함유 저분자 peptide의 추출에 있어 수용성 근육
추출물에는 철과 헴을 함유한 dipeptide가 일정량 존재하고 있
으며, 비단백질과 결합된 철, 즉 저분자량의 철은 superoxide 
anion, H2O2·OH을 만들 수 있고, 이것이 지방산화를 촉진시킬 
수 있는 것으로 알려져 있다(Decker, 1990; Kanner et al., 1991; 
Chan, 1993; Stefanie et al., 2010). 효과적인 천연항산화제를 
얻기 위해서는 dipeptide의 농도는 높이 유지하면서 산화촉진
물로 작용할 수 있는 저분자량의 철 화합물이나 단백질의 함량
은 낮출 수 있는 기술의 개발이 필요 하다고 보고하였다(Chan 
et al., 1993; Bussayarat, 2005). 

 어류의 근육에는 고농도의 유리 histidine과 이에 유래된 di-

peptide를 포함하며(Crush, 1970), 그 중 가장 많은 것은 car-
nosine과 anserine이다(Koizumi et al., 1983; Abe, 1991; Abe, 
2000; Wu, et al., 2003). Carnosine은 β-alanine과 L-histidine, 
anserine은 β-alanine과 π-methyl-histidine이 peptide 결합을 
이루고 있는 dipeptide 화합물이며, carnosine의 methylation
을 유도한 methyl-carnosine이 anserine이다(Shinichi et al., 
2014). 이러한 화합물들은 그 구조가 유사한 것 이외에도 유사
한 생리 활성을 나타낸다. 기능성 저분자 peptide에 대한 연구
에 있어서 돼지 골격근 추출물에 함유된 기능성 저분자 pep-
tide의 검색에 대한 연구(Gopalakrishnan,1999), 닭 가슴살에
서 CBEXTM (Chicken Breast Extract) carnosine과 anserine 함
유 추출물의 안정성 평가에 관한 연구는 이루어 진 바 있으며
(Sato et al., 2007), 수산 가공부산물인 가다랑어 자숙액을 대
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We investigated methods for extracting histidine-containing low-molecular-weight (LMW) peptides such as anserine, 
carnosine and histidine from the edible meat of tuna byproducts. Extracts were treated by several methods including 
heat treatment (80℃, 10 min), DOWEX ion exchange (IEC), ultrafiltration (UF), and carboxymethyl (CM)-cellulose 
column chromatography (IEC+CMC); then the levels of protein, total iron, histidine, carnosine, and anserine were 
measured. Extracts treated with IEC+CMC using CM-cellulose were analyzed for total iron, protein, histidine, and 
anserine content, which were 6.27±0.26 mg/mL, 5.20±0.21 μg/mL, 0.80 mg/mL, 0.208 mg/mL, and 4.40 mg/mL, 
respectively, in yellowfin tuna; and 9.05±0.82 mg/mL, 4.06±0.20 μg /mL, 1.62 mg/mL, 0.012 mg/mL, and 7.28 mg/
mL in bigeye tuna. By comparison in IEC-UF treated extracts, protein, total iron, and histidine content decreased by 
43%, 73%, and 27% in yellowfin and 0.4%, 54%, and 23% in bigeye tuna, wheres carnosine and anserine content in-
creased by 22% and 17%, respectively. Freeze-dried (FD) extracts exhibited similar trends as non-dried extracts, i.e., 
dipeptide content increased with purification steps, whereas pro-oxidant (total iron and protein) content decreased. 
IEC+CMC treated FD extracts had the highest anserine, content, and the greatest reductuion in pro-oxidants.
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상으로 histidine 함유 저분자 펩타이드의 추출가능성에 대한 
보고는 있지만(Cheong, 2007),  수산어류를 대상으로 효율적
인 기능성 peptide 추출과 관련 제품을 개발한 사례는 아직 보
고되지 않고 있다. 따라서 본 연구에서는 histidine 함유 저분자 
peptide인 anserine과 carnosine의 함량은 유지하면서 산화촉진
물로 작용할 수 있는 고분자량의 단백질이나 철 화합물의 함량
은 감소시킬 수 있는 효과적인 추출방법을 검토하고자 잔 뼈 등
이 많아 비 가식 부위로 분류되는 황다랑어와 눈다랑어 가슴살
로 부터 가열처리 및 이온교환법과 한외여과방법을 이용한 분
자량 조절 방법으로 추출한 후, histidine 함유 저분자 화합물 함
량 및 산화촉진물질의 함량을 비교하고, 미 이용 수산가공 부산
물의 고부가가치의 기능성 식품소재로써의 이용가능성 여부를 
검토하였다.

재료 및 방법

시료 및 시약

본 연구에 사용한 눈다랑어(Thunnus obesus)와 황다랑어
(Thunnus albacares) 육은 ㈜서영티엔비에서 제공받아 histi-
dine 함유 저분자 peptide의 분리정제용 시료로 사용하였다. 다
랑어 육은 갈비살 부위로 10 kg 단위로 포장하여 -80℃의 심온
에 저장하면서 사용하였다. Anserine과 carnosine, L-histidine, 
Iron stock standard, p-bromoaniline, ferrozine, DOWEX 
2×8-400 Chloride 등은 Sigma chemical Co. (St. Louis. MO, 
USA)에서 구입하였고 그 외 모든 시약은 분석용 등급 이상의 
것을 사용하였다.

시료 전처리

Histidine 함유 저분자 peptide 추출을 위해 동결상태의 다랑
어 육을 일정시간 냉수에 해동 시켜 외부의 젤라틴 성분을 제거
한 후 뼈와 혈액을 제거하여 histidine 함유 저분자 peptide의 추
출용 시료로 사용하였다. 

일반성분 분석

일반성분 정량은 AOAC방법에 따라 수분함량은 105℃ 상압
건조법, 조단백질 함량은 Kjeldahl법, 조지방 함량은 Soxhlet법, 
조회분은 직접회화법으로 정량하였다

유리아미노산 분석

유리아미노산 함량은 Song et al. (2006)의 방법에 따라 육 10g
에 5-sulfosalicylic acid 1 g을 첨가하여 제단백 시킨 후 원심분
리 (3,000 g, 20분, 4℃)하였다. 상층액을 0.2 μm membrane 
filter로 여과한 후 lithium citrate buffer (pH 2.2)로 희석하여 
분석용 시료로 사용 하였다. 이온교환방법을 이용한 추출물은 
액상 상태의 추출물을 취해 0.02 N HCl로 희석시켜 아미노산 
자동 분석기 (Hitachi Amino Acid Analyzer L-8900, Hitachi 
Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 분석하였다. 

Histidine계 저분자 peptide의 추출

가열 추출

다랑어의 가열추출 처리는 Chan et al. (1993)의 방법에 따라 
육 중량대비 2배의 탈이온수를(4℃) 가해 grinder (51BL30, 
Warning Co, USA)에서 2분간 2회 마쇄한 후 homogenizer 
(PH-91, Ultrasonic, Japan)로 균질화(10,000 g, 2분, 4회)하
여 원심분리(8,000 g, 20분, 4℃)시켜 침전물을 제거한 후 이를 
다시 80℃에서 10분간 가열처리 후 원심 분리(8,000 g, 10분, 
4℃)하여 침전물을 제거한 후 Whatman No. 5A 필터(What-
man, London, England)로 여과 한 후 0.45 μm 필터로 재 여과
하였다(Fig. 1). 
이온교환 처리

이온교환 처리는 William and Stanford (1954)와 McManus 
(1959)의 방법에 따라 육 일정량에 2배 분량의 1% picric acid를 
가하여 grinder에서 2분간 2회 마쇄한 후 homogenizer (12,000 
g, 2분, 4회)로 균질화하여 원심분리 (10,000 g, 20분, 4℃)시켜 
산 침전물을 제거한 후 상층 액을 DOWEX 2×8-400 (Sigma, 
St. Louis. USA) Chloride column (2.5×30 cm)을 이용하여 불
용성 염과 picric acid 잔여물을 제거하였다 (Fig. 1). 
한외여과 처리

각각 가열처리한 추출물과 이온교환 처리한 추출물의 분자량 
조절은 한외여과 장치 stirred cell ultrafiltration (Amicon Co., 
Beverly, MA, USA)을 이용하였다(Maikhunthod and Intarapi-
chet, 2005). 가열 처리 및 이온교환 처리한 시료를 한외여과막
(YM30, YM10, YM3, YM1, YC05)을 이용하여 분자량을 최
종 500 MWCO (molecular weight cut off)이하까지 조절 하였
다(Fig. 1). 

CM-cellulose 크로마토그래피

한외여과장치를 이용하여 분자량을 조절한 추출액을 대상
으로 철과 헴을 포함한 화합물을 제거하기 위해 CM-cellulose 
column (2.5×30 cm) ion chromatography를 행하였다(Chan 
et al., 1993). 컬럼 용적 10배의 pH 3.5 sodium phosphate buf-
fer (1 mM)로 미리 평형된 컬럼에 추출물을 통과시킨 후 so-
dium phosphate buffer (pH 8.5, 10 mM)를 이용하여 2 mL/
min의 유속으로 칼럼으로부터 녹여서 용출시켜 활성을 띄는 분
획을 모아 TLC (thin layer chromatography)로 확인 후 분석용 
시료로 사용하였다(Fig. 2). 

단백질 함량 측정

각 추출조건에 따른 단백질의 함량 측정은 Anita et al. (2009)
의 방법에 의거하여 biuret법으로 측정하였다. 추출물 1 mL에 
biuret 시약 4 mL를 혼합하여 암소에 30분간 방치시킨 후 540 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 bovine serum al-
bumin (BSA)을 사용하였으며 검량식을 작성한 후 각 추출물에 
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Fig. 1. Procedure for extraction of histidine containing low molecular weight peptide. 1Filtrate, water extract (Raw); 2Filtrate, heat extract 
(80℃); 3Filtrate, ion exchange extract (IEC); 4Filtrate, water extract permeated ultrafiltration (Raw-UF); 5Filtrate, heat extract permeated 
ultrafiltration (80℃-UF); 6Filtrate, ion exchange treated ultrafiltration and CM -Cellulose chromatography (IEC+CMC).

Fig. 2. Elution profile of yellowfin Thunnus albacares and bigeye tuna Thunnus obesus IEC-UF on CM-cellulose column chromatography 
and activated fraction of TLC. A, Yellowfin tuna elution profile on IEC+CMC and activated fraction of TLC; B, Bigeye tuna elution profile 
on IEC+CMC and activated fraction of TLC. IEC-UF, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and 
permeate ultrafiltration ; TLC, thin layer chromatography; IEC+CMC, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 
ion exchange and permeate ultrafiltration and CMC ion exchange; Car, carnosine standard; Ans, anserine standard; His, histidine standard. 
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따른 단백질 함량 변화를 측정하였다.

총철 함량 측정

총철 함량의 측정은 Stookey (1970)의 방법에 따라 추출물 3 
mL에 10 mM ferrozine 용액 300 μL를 첨가하고 환원시약 (2 
mol HCl에 hydroxylamine hydrochloride를 1.4 mol의 농도로 
제조) 450 μL를 가하여 교반 후 10분간 반응시켰다. 그리고 10 
M ammonium acetate buffer (pH 9.5) 150 μL 첨가 후 562 nm
에서 흡광도를 측정하였으며 검량식에 대입함으로서 각 추출물
의 총철 함량을 측정하였다.

Histidine 함유 dipeptide 함량 측정

추출방법 및 분자량 조절에 따른 histidine 함유 저분자 pep-
tide인 carnosine, anserine, histidine 성분의 함량변화를 알아보
기 위해 아미노산 자동 분석기(Hitachi L-8900, Rigong INC., 
Japan)를 사용하여 생체분석법으로 분석하였다. 

TLC 분석

추출 방법에 따른 단백질 물질의 정제도 확인을 위해 1차적으
로 Thin layer chromatography (TLC)를 이용하여 추출물을 동
정하였다. silica gel을 흡착제로 사용하였으며, n-Butanol: Ace-
tic acid:Water (v/v/v, 4:2:1)의 혼합액을 제조하여 전개용매로 
사용하였다. TLC 판을 9.5×20 cm으로 자른 뒤 밑에서 2-3 cm 
되는 지점에 연필로 줄을 긋고, 점을 찍은 후 sample을 spot하여 
TLC판을 전개조에 넣어 전개 하였다. 전개 후 풍건하여 전개 용
매를 날려 보낸 후 1% ninhydrin을 발색제로 하여 dry oven에
서 건조 후 Rf (retention factor)값을 구하였다.   

HPLC 분석

 각 추출조건에 따른 histidine 함유 저분자 peptide의 정성 분
석 및 기타 단백질 잔여물의 변화를 살펴보기 위해 Hector et al. 
(1995)의 방법에 따라 HPLC를 이용하여 분석하였다. 추출물 
25 μL에 탈이온수 25 μL를 가한 후 50 μL NaHCO3 buffer (100 

mM, pH 8.3)와 200 μL의 Dabsyl-Cl 용액(4 mM)을 첨가하고 
70-72℃에서 15분간 반응시킨 다음 700 μL의 Na2HPO4 buf-
fer (50 mM; pH 7.0)를 첨가한 후 0.22 μm membrane filter로 
여과한 액을 HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies, CA, 
USA)에 10 μL를 주입하였으며 column은 Capcell Pak C18 (5 
μm; 4.6 mm×150 cm, Shiseido)을 사용하였다. 이동상 용매
는 sodium acetate buffer (25 mM; pH 6.5)와 acetonitrile을 사
용하였고 유속은 1 mL/min, column 온도는 40℃ 검출파장은 
436 nm에서 분석하였다.     

LC/MS를 이용한 질량 분석

최종 정제한 추출물의 질량분석은 LC/MS (API 2000, Ap-
plied Biosystems, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 분자
량을 확인하였다. 이동상은 Water/ACN/MeOH=35/30/35 (4 
mM AF, pH 2.6)를 사용하였고, 컬럼은 Symmetry (150×3.9 
mm, 5 μm, 1 mL/min)를 이용하였다.

통계 처리

실험결과의 통계처리는 one way ANOVA로 검사한 후 Dun-
can's multiple test로 각 군의 평균 간의 유의성을 검정하였다. 
연구 결과의 통계 처리는 SAS version 9.1 (SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA)을 이용하여 수행하였다. 

결과 및 고찰

다랑어육의 성분 조성 

황다랑어 및 눈다랑어 갈비살의 일반성분을 분석한 결과 황
다랑어 및 눈다랑어의 수분함량은 각각 71.82±0.32%, 75.51 
±0.11%이며, 단백질은 26.06±0.04%, 23.34±0.11%로 황다
랑어 갈비살의 함량이 약간 높게 나타났다. 또한, 다랑어 가슴
살의 유리아미노산 함량을 분석한 결과, anserine이 황다랑어와 
눈다랑어 모두 57.42%와 57.77%로 가장 많은 함량을 나타내었
으며, Histidine은 24.98%와 28.93%로 높은 함량을 나타내었다. 

Table 1. Protein, total iron, histidine, carnosine and anserine contents of yellowfin Thunnus albacares and bigeye tuna Thunnus obesus 
extracts which had been subjected to heat and ion exchange treatment

Undried extracts
Contents

Protein (mg/mL) Total iron (μg/mL) Histidine (mg/mL) Carnosine (mg/mL) Anserine (mg/mL)

Yellowfin Tuna 
Raw 76.19±5.39a 67.37±6.37a 4.93 0.353 5.21
80℃ 52.03±3.93b 16.71±1.02d 4.89 0.352 4.91
IEC 25.51±0.36c 13.52±1.48e 2.00 0.158 4.94

Bigeye Tuna
Raw 79.25±4.83a 60.36±5.31b 4.23 0.092 7.80
80℃ 53.73±0.23b 17.29±1.40c 3.48 0.077 6.72
IEC 23.89±0.43c 15.94±0.68d 3.23 0.110 6.90

Raw, represent the sample which had been extracted by water; 80℃, represent the sample which had been extracted by heated 80℃, 10min; 
IEC, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange. Data are expressed as mean±SD (n=3).
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Carnosine은 2.11%와 1.56%로 다소 낮은 편이지만 기타 아미노
산에 비해 높은 함량을 나타내내어 histidine 함유 저분자 dipep-
tide의 추출용 시료로서 적합하다고 판단되며, 그 외에도 면역조
절활성과 심혈관계질환에 관여한다고 알려진 alanine과 glycine, 
taurine, lysine 등의 순으로 함유되어져 있는 것으로 나타났다(결
과 미제시). 이러한 결과는 가다랑어류의 유리아미노산 함량을 측
정한 결과와 비슷한 결과를 나타내었다(Oh et al., 1987; Choi et 
al., 1996; Song et al., 2006).

추출방법에 따른 함량 변화

가열처리 

Histidine 함유 저분자 dipeptide 추출 시 단백질 및 철과 같
은 잔여물 제거에 많이 사용되고 있는 가열처리방법과 이온교
환 처리방법에 따른 함량변화를 나타낸 결과는 Table 1과 같다. 
Histidine 함유 저분자 dipeptide 추출과 관련된 연구 결과를 살
펴보면 돈육 추출물을 60-80℃로 가열 처리시 histidine 함유 저
분자 dipeptide의 농도와 항산화능이 80℃로 가열처리 한 경우 
가장 높게 나타났으며(Gopalakrishnan et al., 1999), 닭 가슴살 
추출물을 60, 80, 100℃로 가열처리 시 60℃에 비해 80, 100℃
가 더 높은 Histidine 함유 저분자 dipeptide의 농도를 나타내
었으며(Maikhunthod and Intarapichet, 2005), 80℃와 100℃
를 비교하였을 경우 Histidine 함유 저분자 dipeptide의 농도와 
항산화능 모두 유의한 차이를 나타내지 않는다고 하였다. 이에 
80℃로 가열처리한 경우 황다랑어와 눈다랑어의 단백질 함량

은 원료육에 비해 각각 32%, 30%가 감소되었으며 철 함량은 각
각 75%, 74% 감소하는 결과를 나타내었다. 이러한 단백질 함
량의 감소는 가열 처리를 통해 단백질의 열변성이 야기되고 변
성이 일어난 단백질은 구상단백질의 응집현상에 의해서 용해성
이 감소하게 되며 윈심분리를 통해서 변성 단백질을 침전시킴
으로써 효율적으로 단백질의 함량을 감소시킬 수 있는 것으로 
알려져 있으며, 이러한 단백질 침전을 통해 산화촉진제로 작용
할 수 있는 철 단백질 및 유리 철 또한 감소되는 것으로 알려져 
있다(Bussayarat, 2005).
이온교환 처리 

이온교환법을 이용한 추출물 중의 단백질 및 총철, 그리고 
histidine 함유 저분자 dipeptide의 함량을 조사한 결과 이온교
환 처리구의 경우 황다랑어와 눈다랑어의 단백질 함량은 원료
육에 비해 67%, 68%의 감소를 나타내었으며 철 함량은 79%, 
76%의 감소를 나타내어 가열처리구에 비해 높은 감소율을 나
타내었다. 이온교환 처리구의 경우 공정 중 강산인 picric acid
를 이용하여 단백질을 침전시키고 불용성 침전물을 제거시키
게 되는데 이로 인해 단백질 함량이 가열처리방법에 비해 상대
적으로 낮아짐에 따라 고분자 및 저분자량의 철 화합물 등의 농
도가 상대적으로 낮아진 것이 원인이라 사료된다.  또한 가열처
리와 이온교환처리에 따른 histidine, carnosine, anserine의 함
량 변화를 살펴보면 원료육에 비해 가열처리구와 이온교환 처
리구 모두 약간의 감소가 있었으나 이온교환 처리구의 경우 가
열처리구에 비해 carnosine, anserine의 함량은 비슷한 반면에 

Table 2. The effect of ultrafiltration on pro-oxidants and histidine containing dipeptides contents of yellowfin Thunnus albacares and bigeye 
tuna Thunnus obesus  extracts with different treatments

Undried extracts
Contents

Protein (mg/mL) Total iron (μg/mL) Histidine (mg/mL) Carnosine (mg/mL) Anserine (mg/mL)

Yellowfin tuna 

Raw-3000 26.51±1.05b 28.56±1.37a 4.75 0.330 4.95
Raw-500 16.90±1.11d 18.62±1.20b 3.95 0.276 4.15
80℃-3000 23.69±0.92c 15.30±0.36cd 4.36 0.311 4.26
80℃-500 15.37±0.74d 10.52±0.51fg 2.82 0.062 3.56
IEC-3000 13.01±0.35e 11.92±0.40e 1.75 0.151 4.68
IEC-500 10.93±0.30f 9.48±0.27gh 1.09 0.170 3.75

Bigeye
tuna

Raw-3000 34.17±2.06a 29.02±1.45a 4.10 0.086 7.78
Raw-500 16.90±1.11d 18.97±1.53b 3.89 0.090 7.04
80℃-3000 24.04±0.33c 19.15±0.52c 3.10 0.088 6.52
80℃-500 15.40±1.93d 10.95±0.71ef 2.84 0.112 5.32
IEC-3000 13.27±0.33e 14.29±0.52d 2.40 0.086 6.73
IEC-500 9.09±0.13f 8.87±1.25h 2.10 0.077 5.53

Raw-3000, represent the sample which had been permeate ultrafiltration (3,000 MWCO); Raw-500, represent the sample which had been 
permeate ultrafiltration (500 MWCO); 80℃-UF, represent the sample which had been extracted by heated 80℃, 10min and permeate ul-
trafiltration; IEC-UF, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and permeate ultrafiltration. Data are 
expressed as mean±SD (n=3).
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histidine의 감소가 더욱 큰 것으로 조사되었다(Table 1). 
한외여과 처리 

각 추출물의 분자량 조절에 따른 변화를 살펴보기 위해 원료
육과 가열처리, 이온교환 처리를 한 추출물을 한외여과를 이용
하여 3,000, 500 MWCO (YM3, YC05) 까지 각각 분자량을 
조절하여 추출물 중에 함유된 단백질, 철, histidine, carnosine, 
anserine의 함량변화를 측정하였다(Table 2). 단백질 함량은 한
외여과시(3,000, 500 MWCO), 원료육에 비해 각각 황다랑어 
65%, 77% 눈다랑어 57%, 78% 감소하였고 가열처리와 한외여
과를 병행한 경우, 황다랑어 69%, 80%, 눈다랑어 70%, 80% 감
소하였다. 또한 이온교환과 한외여과를 병행한 경우에는 황다
랑어가 83%, 86%, 눈다랑어가 83%, 89% 가량 감소하였다. 철 
함량의 변화는 원료육에 비해 각각 황다랑어 57%, 72%로 눈다
랑어 52%, 69% 감소하였으며, 가열처리와 한외여과를 병행한 
경우, 황다랑어 77%, 87%, 눈다랑어 68%, 81% 감소하였고, 이

온교환과 한외여과를 병행한 경우에는 황다랑어 75%, 86%, 눈
다랑어 76%, 85% 가량 감소하였다. 

 Histidine의 함량의 변화는 가열처리 없이 한외여과방법만으
로 처리한 경우 특이적인 변화가 없는 반면에 가열처리와 한외
여과(500 MWCO)를 병행한 경우에는 황다랑어, 눈다랑어 각
각 43%, 33% 감소하였고, 이온교환과 한외여과를 병행한 경우
에는 78%와 50%로 감소하였다. 또한, carnosine은 anserine과 
histidine의 함량에 비해 상대적으로 낮게 나타났으며, 원료육
에 비해 한외여과방법과 가열처리방법, 이온교환법을 병행하
였을 때 감소되는 결과를 나타내었다. anserine의 함량은 원료
육의 한외여과구는 3,000, 500 MWCO시에 원료육에 비해 각
각 황다랑어 5%, 20%, 눈다랑어 0.3%, 10% 감소하였고, 가열
처리방법과 한외여과방법을 병행한 경우, 황다랑어 18%, 32%, 
눈다랑어 16%, 32% 감소하였으며, 이온교환방법과 한외여과
방법을 병행한 경우, 황다랑어 10%, 28%, 눈다랑어 14%, 30% 

Table 3. Protein, total iron, histidine, carnosine and anserine contents of yellowfin Thunnus albacares and bigeye tuna Thunnus obesus 
extracts which had been CM-cellulose (IEC+CMC) treatment

Undried extracts
Contents

Protein (mg/mL) Total iron (μg/mL) Histidine (mg/mL) Carnosine (mg/mL) Anserine (mg/mL)
Yellowfin tuna IEC+CMC 6.27±0.26b 5.20±0.21a 0.80 0.208 4.40
Bigeye tuna IEC+CMC 9.05±0.82a 4.06±0.20b 1.62 0.012 7.28
IEC+CMC, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and permeate ultrafiltration and CMC ion 
exchange; CMC, represent the sample which had been extracted by ion exchange chromatography(CM-cellulese). Data are expressed as 
mean±SD (n=3).

Table 4. Protein, total iron, histidine, carnosine and anserine contents of yellowfin Thunnus albacares and bigeye tuna Thunnus obesus 
freeze-dried extracts which had been subjected to several treatment

Freeze-dried extracts
Contents

Protein (mg/g) Total iron (μg/g) Histidine (mg/g) Carnosine (mg/g) Anserine (mg/g)

Yellowfin tuna

Raw 179.61±6.52a 275.89±14.46a 27.07 2.21 33.33
UF 95.05±1.74c 115.55±5.80c 23.65 1.82 31.95
80℃-UF 70.86±1.56d 95.53±3.98cde 23.38 1.19 32.85
IEC-UF 66.83±1.95d 77.35±0.91de 21.78 1.37 39.19
IEC+CMC 56.83±1.95e 27.35±1.42f 5.77 0.93 40.83

Bigeye tuna

Raw 170.97±7.38b 225.83±12.25b 15.66 1.63 25.28
UF 101.66±3.16c 101.06±7.96cd 13.56 1.48 29.25
80℃-UF 71.87±2.80d 79.46±4.37de 8.79 1.46 44.52
IEC-UF 68.13±1.80d 70.50±4.66e 6.80 0.82 52.01
IEC+CMC 58.13±1.64e 26.42±2.25f 3.53 ND 51.79

Raw, represent the sample which had been freeze dried raw material; Raw-UF, represent the sample which had been permeate ultrafiltration; 
80℃-UF, represent the sample which had been extracted by heated 80℃, 10min and permeate ultrafiltration; IEC-UF, represent the sample 
which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and permeate ultrafiltration; IEC+CMC, represent the sample which had been 
extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and permeate ultrafiltration and CMC ion exchange; CMC, represent the sample which had been 
extracted by ion exchange chromatography(CM-cellulese). Data are expressed as mean±SD (n=3).
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Fig. 3. Carnosine and anserine and tuna freeze dried (FD)-extracts on TLC. A, freeze dried extracts of yellowfin tuna Thunnus albacares;  B, 
freeze dried extracts of bigeye tuna Thunnus obesus; UF, represent the sample without heated treatment and permeate ultrafiltration(UF); 
80℃-UF, represent the sample which had been extracted by heating to 80℃ for 10 min and UF; IEC-UF, represent the sample which had 
been extracted by ion ex-change chromatography (Dowex 2×8) and UF; IEC-2, represent the sample which had been extracted by DOWEX 
2×8 ion exchange and permeate ultrafiltration and CMC ion exchange ; TLC, thin layer chromatography.
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Fig. 4. HPLC chromatogram of yellowfin Thunnus albacares and bigeye tuna Thunnus obesus extracts. A, Yellowfin tuna extracts; B, Bigeye 
tuna extracts; ans, anserine standard; UF, represent the sample which had been freeze dried raw material ; IEC, represent the sample which 
had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange ; IEC-UF, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange 
and permeate ultrafiltration ; IEC+CMC, represent the sample which had been extracted by DOWEX 2×8 ion exchange and permeate ul-
trafiltration and CMC ion exchange. .
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가량 감소하였다. 한외여과방법을 통한 분자량의 조절 시 모
든 처리구에서 3,000 MWCO에서 500 MWCO까지 histidine, 
carnosine, anserine 모두가 비슷하거나 약간의 감소하는 경향
을 나타내었으나, 철과 단백질의 함량은 크게 감소하는 결과
를 나타내었다. William et al. (1954)은 투석이나 한외여과와 
picric acid의 사용으로 아미노산의 큰 손실 없이 단백질을 효과
적으로 제거할 수 있다고 하였으며 dipeptide의 함량은 가열처
리와 비교하여 그 감소가 적다(Song et al., 2006)는 결과와 일
치하였다. 

CM-cellulose 크로마토그래피에 따른 함량 변화

Chan et al. (1993)은 단백질과 같은 고분자 전해질에 대해 교
환 용량이 크고, 변성을 최소 할 수 있는 CM-cellulose를 이용
한 이온교환을 통해 heme 화합물과 미네랄 성분을 효과적으로 
제거할 수 있다고 하였으며, 이에 단백질과 histidine의 함량은 
낮으면서 histidine 함유 dipeptide의 비율이 상대적으로 높은 
이온교환과 한외여과(500 MWCO)를 병행한 추출물을 대상
으로 CM-cellulose를 이용하여 2차 이온교환을 처리를 통하여 
분획한 추출물(IEC+CMC) 중에 함유된 단백질, 철, histidine, 
carnosine, anserine의 함량변화를 살펴보았다(Table 3). 이온교
환과 한외여과를 병행한 추출물에 비해 2차 이온교환 추출물이 
단백질과 총철, histidine의 함량이 황다랑어가 각각 43%, 73%, 
27%, 눈다랑어 0.4%, 54%, 23% 감소된 반면에, carnosine과 
anserine의 함량은 황다랑어가 22%, 17% 증가하였으며, 눈

다랑어 경우 carnosine은 약간의 감소가 있었으나, anserine은 
32% 가량 증가하였다.

동결건조에 따른 함량 변화

동결건조를 통하여 건조물 중에 함유된 단백질, 철, histidine, 
carnosine, anserine의 함량변화를 측정하였다(Table 4). 황다
랑어, 눈다랑어 모두 한외여과방법을 통해 원료육에 비해 각
각 47%, 41%의 단백질 함량의 감소를 나타내었으며, 가열처리
방법과 한외여과방법을 병행한 경우 60%, 58%, 이온교환방법
과 한외여과방법을 병행한 경우 63%, 60%, 2차 이온교환 처리
구가 68%, 66%의 단백질 함량의 감소를 나타내었다. 철 함량
은 황다랑어, 눈다랑어 각각 원료육에 비하여 한외여과처리가 
58%, 55%, 가열처리와 한외여과를 병행하였을 때 66%, 65%, 
이온교환과 한외여과를 병행하였을 때 72%, 69%, 2차 이온교
환 처리가 90%, 88%의 철 함량을 감소시켰다. Histidine은 황
다랑어, 눈다랑어 동결물 중 2차 이온교환 처리가 원료육에 비
해 각각 79%, 78%로 확연히 감소되었으며, carnosine의 경우 
원료육에 비해 각 처리구가 모두 감소되는 결과를 나타냈다. 
Anserine의 함량은 황다랑어 한외여과처리와 가열처리와 한외
여과를 병행한 동결물에서 약간의 감소가 있을 뿐, 이온교환과 
한외여과 처리구, 2차 이온교환 모두 18%, 23% 증가하였으며, 
눈다랑어 동결건조물에서는 한외여과, 가열처리와 한외여과처
리구가 각각 16%, 76% 증가 하였고, 이온교환과 한외여과 병
행처리와 2차 이온교환처리 모두 2.1배 증가하는 결과를 보였

Fig. 5. LC/MS chromatogram of anserine standard and tuna extracts. A, anserine standard; B, yellowfin tuna Thunnus albacares; extracted 
by CM-cellulose ion exchange; C, yellowfin tuna freeze-dried extracted by CM-cellulose ion exchange; D, bigeye tuna Thunnus obesus; 
extracted by CM-cellulose ion exchange; E, bigeye tuna freeze-dried extracted by CM-cellulose ion exchange.
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다. CM-cellulose 처리구가 철 함량은 가장 낮으면서 동결건조 
시 총철 함량에 대한 dipeptide의 비율이 가장 높은 함량으로 나
타났다.

TLC를 이용한 추출물의 동정 

합성 carnosine과 anserine 그리고 동결 건조한 다랑어 추출
물을 5 mg/mL의 동일 농도로 silica gel을 이용하여 spot한 결
과를 나타내었다(Fig. 3). Carnosine과 anserine의 Rf값은 각각 
0.096과 0.13으로 나타났으며, 동결건조물에서도 동일한 Rf값
을 나타내었다. 황다랑어, 눈다랑어 모두 원료육을 동결건조 하
였을 때 희미하게 발색된 것이 한외여과, 가열처리 한외여과, 
이온교환 한외여과, 2차 이온교환을 거치면서 histidine 함유 
dipeptide가 선명하게 발색되어 농도가 증가됨을 나타내었다. 

HPLC 분석  

HPLC를 이용하여 각 추출 방법에 따른 변화를 Fig. 4에 나타
내었다. HPLC 분석 결과 표준물질인 anserine과 carnosine은 
14분과 15분대에서 peak가 나타남을 확인 할 수 있었다. 황다
랑어, 눈다랑어 원액의 경우 14분과 15분 영역에서 anserine과 
carnosine의 peak가 확인되었으나 다소 분자량이 큰 것으로 추
정되는 peak들이 17-18분대와 29분대 영역에서 나타났다. 한
외여과를 거치면서 주요 peak를 제외한 기타 peak들의 감소가 
나타났으며, 가열처리와 한외여과를 병행하였을 때, 17-18분대 
사이에 존재하던 다수의 peak가 감소 하였는데 이는 한외여과
처리를 통해 분자량을 조절하였기 때문에 단백질 잔여물의 감
소에 의한 것으로 사료된다. 이온교환처리와 한외여과처리를 
병행한 경우 17-18분대 사이에 존재하던 peak의 감소가 나타났
으며, CM-cellulose를 이용하여 2차 이온교환을 하였을 때 황
다랑어와 눈다랑어 모두 anserine의 peak를 제외하고 다른 잔
기의 사라짐을 나타냈다. 이는 2차 이온교환을 하면서 활성을 
띄는 분획을 받으면서 다랑어의 대부분을 차지하는 anserine을 
위주로 분획하여 anserine을 제외한 다른 단백질의 감소를 나타
낸 것으로 사료된다. 

LC/MS를 이용한 질량분석 

 LC/MS를 이용하여 다랑어에서 추출한 anserine이 표준물질
인 합성 anserine과 동일 물질인지를 확인하기 위해 분석한 결
과는 다음과 같다. LC/MS를 이용하여 표준물질 anserine과 본 
실험에서 추출한 anserine의 분자량을 확인한 결과(Fig. 5) 시료 
모두 동일한 분자량(M.w 240)을 가진 물질임이 확인되었으며, 
또한, 분자량 260대의 물질도 미량 존재하는 것으로 나타났다. 

 이상의 결과를 종합해 볼 때 기존의 histidine 함유 dipeptide
의 추출방법인 가열처리와 한외여과를 병행하는 방법보다 이
온교환과 한외여과를 병행하는 추출방법과 CM-cellulose를 이
용한 2차 이온교환을 하는 방법이 histidine 함유 dipeptide의 농
도를 높게 유지하면서 산화촉진물의 제거에 효율적인 방법이
라 판단된다.
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