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ABSTRACT Effects of extraction methods on reducing concentrations of pro-oxidants (total iron and protein) of 
salmon was determined. For development of the extraction process, the effectiveness of several extraction methods 
was determined and compared, including heat treatment (60, 80, and 100°C), ion exchange and carboxymethyl 
(CM)-cellulose column chromatography, and ultrafiltration (UF). Protein, total iron, and anserine contents of salmon 
extracts were 23.64 mg/mL, 16.20 μg/mL, and 5.47 mg/mL in non-heated extracts, 7.40 mg/mL, 2.32 μg/mL, and 
5.20 mg/mL in heated extracts at 60°C, 7.64 mg/mL, 1.20 μg/mL, and 5.21 mg/mL at 80°C, and 7.04 mg/mL, 0.68 
μg/mL, and 4.04 mg/mL at 100°C, respectively. Heating and UF decreased contents of protein and total iron, whereas 
only UF slightly decreased anserine content. Application of the primary ion exchange method increased the content 
of anserine up to 16%. Protein and total iron contents by the primary ion exchange method decreased by 70 and 
98%, respectively. Secondary ion exchange (CM-cellulose) treatment after primary ion exchange and UF resulted in 
lower anserine content than the primary ion exchange method. However, the content of impurities (protein, total iron) 
was lower than in all other salmon extracts. Therefore, primary ion exchange, UF, and secondary ion exchange method 
were the best extraction processes in this study. 
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서   론

Anserine은 β-alanine과 1-methylhistidine이 결합한 

히스티딘계 저분자 펩타이드로 거위 근육에서 처음으로 발

견되었다(1). Anserine은 특히 연어, 다랑어, 가다랑어와 같

은 회유성 어류의 백색육에 많이 존재하며(2-4), 조류와 파

충류에서도 다량으로 함유된 것으로 보고되었다(5). 주로 

anserine과 같은 저분자 펩타이드의 추출은 축육 및 가금류

를 대상으로 이루어져 왔으며 이러한 anserine과 같은 저분

자 펩타이드의 자유라디칼 소거능과 지질산화 억제능 등 항

산화능에 대해 보고된 바 있다(6). 

근육 추출물 중에는 이러한 anserine 외에도 철과 heme

을 함유한 화합물이 존재하며, 비단백질과 결합한 철, 즉 저

분자 철의 경우 지방 산화를 촉진하는 superoxide anion, 

hydrogen peroxide, hydroxyl radical을 생성시키며 hem-

in, metmyoglobin과 methemoglobin과 같은 heme 함유 

화합물은 in vitro에서와 생체막에서 지방 산화의 촉매작용

을 한다(7,8). 현재 유리철과 철단백질과 같은 산화촉진물의 

함량 감소를 위해 가열처리, 한외여과처리(9) 등이 사용되고 

있으나, 이러한 방법은 유리철과 철단백질과 같은 산화촉진

제의 함량 감소와 함께 anserine의 농도도 감소하여, an-

serine의 농도는 높이 유지하면서 유리철과 철단백질과 같

은 산화촉진제의 함량을 감소시킬 수 있는 좀 더 효과적인 

추출방법이 필요하다. 

또한, 추출 시 축육을 이용할 경우 구제역 및 광우병에 대한 

우려로 이용 가능성에 다소 제약을 받는다는 단점이 있으며, 

현재 해양생물자원인 수산물을 이용한 연구는 상대적으로 

극히 미비한 실정으로 anserine의 효율적인 추출방법 또한 
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아직 보고된 바가 없는 실정이다. 이에 수산물을 이용하여 

산화촉진물의 함량은 낮추면서 anserine의 함량을 높이 유지

할 수 있는 더욱 효과적인 추출방법이 필요하다고 생각한다.

이에 본 연구에서는 수산물 중 한국산 연어를 이용한 기능

성 천연 저분자 펩타이드 추출방법 개발을 통해 상업적인 

적용 가능성을 검토하고자 하였으며, 이에 다양한 방법으로 

anserine을 추출 후 각 추출 방법에 따른 산화촉진물의 함량

을 비교하였다.

재료 및 방법

시료 및 시약

본 실험에서 사용한 한국산 연어(Oncorhynchus keta, 

11월, 동해안, 강릉산)는 평균 길이 62.80±4.89 cm, 둘레 

30.85±2.52 cm, 무게 2.28±0.42 kg으로 -80°C에 동결하

여 사용하였다.

Anserine과 N-methyl-L-histidine, 2,2-diphenyl-1- 

picrylhydrazyl free radical은 Sigma-Aldrich Co.(St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 1-fluoro-2,4-dini-

trobenzene은 Tokyo Kasei Kogyo Co.(Tokyo, Kanto, 

Japan)에서 구입하였고 그 외의 모든 시약은 분석용 등급 

이상의 것을 사용하였다. 

시료 전처리

Anserine 추출을 위해 동결상태의 연어를 일정 시간 해동

시킨 후 두부와 껍질 그리고 뼈, 혈액 및 내장을 제거하여 

anserine 추출용 시료로 사용하였다.

일반성분 분석

일반성분 정량은 AOAC 방법에 따라 수분함량은 105°C 

상압건조법, 조단백질 함량은 Kjeldahl법, 조지방 함량은 

Soxhlet법, 조회분은 직접회화법으로 정량하였다(10). 

유리아미노산 분석

유리아미노산은 Seo 등(11)의 방법에 따라 연어육 5 g에 

5-sulfosalicylic acid 0.5 g을 첨가하여 제단백 시킨 후 원

심분리(3,000×g, 15 min, 4°C) 하였다. 상층액을 0.2 μm 

membrane filter로 여과한 다음 lithium citrate buffer(pH 

2.2)로 일정량을 희석하여 이것을 분석액으로 하였다. 이온

교환 추출물의 경우 액상 상태의 추출물을 취하여 0.02 N 

HCl로 희석해 아미노산 자동 분석기(Hitachi Amino Acid 

Analyzer L-8900, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하

여 분석하였다. 

Anserine 추출

가열추출: 연어의 가열추출처리는 Gopalakrishnan 등

(12)의 방법에 따라 연어육 일정량에 2배의 탈이온수(4°C)

를 가하여 마쇄(60 s, 2회)한 연어육을 homogenizer(PH- 

91, SMT Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 균질화(10,000 

rpm, 2 min, 4회)시킨 후 원심분리(8,000×g, 30 min, 4°C) 

하였다. 원심분리 후 Whatman No. 5A 필터(Whatman, 

London, UK)를 이용하여 여과함으로써 침전물을 제거하였

고 이 액을 각각 60°C, 80°C, 100°C에서 15분간 가열 처리

하여 다시 원심분리(8000×g, 20 min, 4°C) 시켜 Whatman 

No. 5A 필터(Whatman)를 사용하여 침전물을 제거하였다

(Fig. 1).

1차 이온교환처리: Suyama 등(13)의 방법에 따라 Fig. 

1과 같이 연어육 일정량에 2배 분량의 1% picric acid를 

첨가하여 마쇄한 후 homogenizer(PH-91, SMT Co.)를 이

용하여 균질화시켜 원심분리(8,000×g, 30 min, 4°C) 하였

다. 이를 Whatman No. 5A 필터로 여과하여 침전물을 제거

하였다. 그리고 Dowex 1×8 chloride column(2.5×30 cm; 

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 이용하여 이

온 교환함으로써 picric acid로부터 유리시켰다.

한외여과처리: 각각 가열 처리한 추출물과 1% picric 

acid를 이용하여 1차 이온교환처리 한 추출물을 Bussayarat

와 Kanokorn(14)의 방법에 따라 stirred cell ultrafiltra-

tion(Amicon Co., Beverly, MA, USA) 장치를 이용하여 50 

psi에서 한외여과 하였다. 한외여과막(XM50, YM30, YM10, 

YM3, YM1, YC05)을 이용하여 분자량을 500 이하로 조절

하였다(Fig. 1).

2차 이온교환처리: 1차 이온교환처리 및 한외여과처리 한 

추출물을 Chan 등(9)의 방법에 따라 CM-cellulose column 

(2.5×40 cm)을 이용하여 이온교환 크로마토그래피를 하였

다(Fig. 1). 먼저 1 mM sodium phosphate buffer(pH 3.5)

를 흘려 평형화시킨 뒤 10 mM sodium phosphate buf-

fer(pH 8.5)도 동일한 방법으로 충분히 흘려주어 안정화한 

후 추출액을 칼럼에 주입해 분당 2 mL씩 분취 받았으며 표

품인 anserine이 최대 흡광도 수치를 나타내는 212 nm에서 

흡광도를 측정하여 높은 값을 나타내는 분취물을 모았다

(Fig. 2).

단백질 함량 측정

각 추출조건에 따른 단백질의 함량 측정은 Gornall 등

(15)의 방법에 따라 biuret법으로 측정하였다. 추출물 1 mL

에 biuret 시약 4 mL를 혼합하여 암소에 30분 방치시킨 후 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 bovine 

serum albumin을 사용하였으며 검량식을 작성한 후 각 추

출물에 따른 단백질 함량 변화를 측정하였다.

총철 함량 측정

총철 함량의 측정은 Viollier 등(16)의 방법을 변형하여 실

험하였다. 추출물 3 mL에 10 mM ferrozine 용액 300 μL를 

첨가하고 환원시약(2 M HCl에 hydroxylamine hydro-

chloride를 1.4 M의 농도로 제조) 450 μL를 가하여 교반 

후 10분간 반응시켰다. 그리고 10 M ammonium acetate 
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Fig. 1. Extraction procedure for anserine from chum salmon.

A B

   

Fig. 2. CM-cellulose ion exchange chromatography pattern of salmon anserine. A, O.D of anserine standard; B, O.D of salmon 
anserine extracts. 

buffer(pH 9.5) 150 μL를 첨가한 후 562 nm에서 흡광도를 

측정하였으며 검량식에 대입함으로써 각 추출물의 총철 함

량을 측정하였다.

Anserine 함량 측정

Anserine 함량 측정은 Parker(17)의 방법에 따라 실험하

였다. 추출물 1 mL에 4% NaHCO 0.8 mL와 FDNB 용액 

0.2 mL를 가한 후 55°C에서 30분간 반응시키고 10 N 

NaOH 0.1 mL와 20% HCl 1 mL를 혼합시켰다. 에테르 2 

mL를 가한 후 가온함으로써 에테르층을 휘발시키고 430 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 anserine(Sig-

ma-Aldrich Co.)을 이용하여 검량식을 작성하였으며 각 추

출물에 대한 anserine 함량을 분석하였다.
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Table 2. Free amino acids composition of chum salmon muscle
Free amino acids Content (mg/100 g)

O-Phosphoserine
Taurine
L-Threonine
L-Serine
L-Glutamic acid
L-Proline
Glycine
L-Alanine
L-Citrulline
DL-3-Aminoisobutyric acid
L-Valine
L-Cystine
L-Methionine
Cystathionine
L-Isoleucine
L-Leucine
L-Tyrosine
β-Alanine
L-Phenylalanine
Urea
2-Aminoethanol
L-Aspartic acid
L-Ornithine
L-Lysine
L-Histidine
L-Anserine
L-Carnosine
L-Arginine
O-Phosphoethanolamine
L-2-Aminoadipic acid
DL-2-Aminobutyric acid
4-Aminobutyric acid
DL-plus-allo-δ-Hydroxylysine

   5.24
  94.58
  53.15
  68.47
  90.50
  54.52
  54.45
 130.75
  11.68
   4.39
  67.62
   9.13
  52.37
   7.83
  61.40
 124.34
  58.76
   3.77
  72.70
  19.82
   2.00
  67.09
   6.37
 153.68
  39.29
1,070.51 
   2.68
  76.12
   1.40
   7.26
   6.98
   1.67
   5.37

Total 2,485.91

Table 1. Proximate composition of chum salmon (O. keta)

Ingredient Content (%)

Moisture
Crude protein
Crude lipid
Crude ash

 76.34±0.311)

20.45±0.04 
 3.75±1.20
 1.26±0.04

1)Data are expressed as mean±standard deviation (n=3).

SDS-PAGE

연어 추출물 각각의 정제 정도를 알아보기 위해 SDS 전기

영동을 하였다. 전기영동은 Laemmli(18)의 방법에 따라 

Mini-Protein 3(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA)을 사용하여 실험하였다. 20% polyacrylamide gel을 

사용하였으며 시료를 각각 20 μL씩 주입하고 25 mM Tris- 

192 mM glycine 완충용액(pH 8.3)을 전극액으로 사용하여 

전기영동을 하였다. 전기영동 후 SDS-gel의 염색은 Coo-

massie blue R-250(Bio-Rad Laboratories, Richmond, 

VA, USA)을 사용하였으며 염색이 끝난 겔은 glacial acetic 

acid/MeOH/H2O 혼합액(v/v/v=1:1:8)으로 탈색하였다. 

HPLC 분석

각 추출조건에 따른 차이를 알아보기 위해 Song 등(19)의 

방법에 따라 HPLC(Agilent 1100, Agilent Technologies, 

Palo Alto, CA, USA) 분석을 하였다. 추출물 25 μL에 동량

의 탈이온수를 첨가한 후 50 μL NaHCO buffer(100 mM, 

pH 8.3)와 4 mM의 Dabsyl-Cl 용액 200 μL를 혼합하여 70 

~72°C에서 15분간 방치시켰다. 방치 후 700 μL의 NaHPO4 

buffer(50 mM, pH 7.0)를 첨가하고 0.2 μm membrane fil-

ter로 여과한 다음 HPLC에 10 μL를 주입하였다. 칼럼은 

C-18(5 μm, 4.6 mm×25 cm)을 사용하였으며 이동상 용매

는 sodium acetate buffer(25 mM, pH 6.5)와 acetonitrile

을 사용하였다. 유속은 1 mL/min, 칼럼의 온도는 40°C, 검

출파장은 436 nm로 분석하였다.

LC/MS를 이용한 질량 분석

최종 정제한 물질을 LC/MS(API 2000, Applied Biosys-

tems, Santa Clara, CA, USA)를 이용하여 분자량을 확인하

였다. 이동상은 water/ACN/MeOH=35/30/35(4 mM AF, 

pH 2.6)를 사용하였고, 칼럼은 Symmetry(150×3.9 mm, 

5 μm, 1 mL/min)를 이용하였다.

통계처리

실험결과의 통계처리는 SAS version 9.4(SAS Institute 

Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여 분산분석을 하였으며 조

사 항목 간의 유의성 검정은 Duncan의 다중검정법으로 

P<0.05 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

일반성분 분석

연어의 일반성분 분석 결과는 Table 1과 같다. 수분 76.34 

±0.31%, 단백질 20.45±0.04%, 지질 3.75±1.20%, 회분 

1.26±0.04%로 나타났으며, 이는 연어의 종류에 따른 일반

성분을 분석한 Heu 등(20)의 연구 결과와 유사한 결과를 

나타내었다.

유리아미노산 분석

연어육의 유리아미노산 조성은 Table 2와 같이 모두 33

종의 아미노산이 검출되었으며 총 함량은 2,485.91 mg/100 

g으로 분석되었다. 각각의 유리아미노산 함량을 살펴보면 

anserine, lysine, alanine, leucine, taurine, glutamic acid 

등의 순으로 나타났으며, 그중 anserine이 전체 유리아미노

산의 약 43.06%를 차지하였고 histidine과 carnosine은 각

각 1.58%, 0.11%로 나타났다. 따라서 히스티딘계 저분자 

펩타이드 중 histidine과 carnosine의 함량은 낮으면서 상

대적으로 anserine의 함량이 높으므로 anserine 추출용 시
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Table 3. Effects of heat treatment and ultrafiltration on the con-
tents of protein, iron and anserine in salmon extracts

Treatments
Contents

Protein 
(mg/mL)

Iron 
(μg/mL)

Anserine
(mg/mL)

Unheated
Unheated-1
Unheated-2
Unheated-3
Unheated-4

23.64±0.21a1)

 6.00±0.64d

 5.42±0.13de

 5.22±0.12ef

 4.46±0.04f

 16.20±0.09a

  2.94±0.06b

  1.60±0.07f

  0.64±0.02ghi

  0.42±0.03ijk

5.47±0.22a

4.46±0.26abc

4.35±0.56abc

4.32±0.32abc

3.09±0.08bc

60°C
60°C-1
60°C-2
60°C-3
60°C-4

 7.40±0.39bc

 7.50±0.23b

 5.40±0.44de

 4.98±0.28ef

 5.16±0.31ef

  2.32±0.02c

  0.48±0.02hijk

  0.50±0.05ghijk

  0.34±0.01jkl

  0.34±0.02jkl

5.20±0.63ab

4.93±0.56ab

4.67±0.60abc

4.16±0.57abc

2.58±0.52c

80°C
80°C-1
80°C-2
80°C-3
80°C-4

 7.64±0.04b

 6.76±0.20c

 6.78±0.29c

 4.98±0.09ef

 4.48±0.28f

  1.20±0.12e

  0.94±0.02f

  0.74±0.03fg

  0.52±0.02ghijk

  0.30±0.01kl

5.21±0.15ab

4.15±0.21abc

4.86±0.50ab

4.03±0.34abc

3.26±0.24abc

100°C
100°C-1
100°C-2
100°C-3
100°C-4

 7.04±0.28bc 
 5.40±0.48de

 6.06±0.04d

 4.68±0.07ef

 4.68±0.22ef

  0.68±0.02gh

  0.58±0.01ghij

  0.42±0.02ijk

  0.40±0.01ijk

  0.14±0.01l

4.04±0.31abc

5.22±0.28ab

4.51±0.35abc

3.78±0.28abc

2.49±0.24c

1)Data are expressed as mean±standard deviation (n=3).
Means within a measurement with different letters were sig-
nificantly different (P<0.05).
Untreated: sample without heated treatment and water extract.
60°C, 80°C, 100°C: samples which had been water extracted 
by heating to 60, 80, 100°C for 15 minutes.
1, ultrafiltration (molecular weight cut off 30,000<); 2, ultrafil-
tration (molecular weight cut off 10,000<); 3, ultrafiltration 
(molecular weight cut off 3,000<); 4, ultrafiltration (molecular 
weight cut off 500<).

료로서 연어가 적합하다고 판단된다.

Lukton과 Olcott(21)의 연구 결과에 의하면 연어류의 근

육에는 anserine이 풍부하며 연어 이외에도 다랑어류, 상어

류, 고래류에도 많이 분포하는 것으로 보고하였다(22). 또

한, Park 등(23)의 연구에서 본 연구와 같은 종의 한국산 

연어(O. keta)의 유리아미노산을 분석한 결과 724~1,242 

mg으로 유사한 결과를 나타냈다. 

추출방법에 따른 함량 변화

가열처리: 가열처리에 따른 추출물의 단백질, 총철, an-

serine의 함량 변화는 Table 3과 같다. 단백질 함량의 경우 

60°C, 80°C, 100°C로 가열 처리하였을 때 각각 7.40±0.39 

mg/mL, 7.64±0.04 mg/mL, 7.04±0.28 mg/mL로 비가열

처리구에 비해 각각 약 69%, 68%, 71% 정도 감소하였으며, 

총철 함량 또한 온도 증가에 따라 86%, 93%, 96% 정도 

감소하는 것으로 나타났다. Maikhunthod와 Intarapichet 

(14)은 가열처리가 구상 단백질의 응집현상에 의해 변성을 

일으키고 이러한 변성 단백질은 용해성이 감소하여 원심분

리를 통해 침전, 분리함으로써 단백질의 함량을 감소시킬 

수 있으며, 그리고 산화촉진제로 작용할 수 있는 철 함유 

단백질 또한 제거됨으로써 총철 함량도 감소한다고 보고하

였다. Anserine 함량은 비가열처리구에 비해 60°C와 80°C 

가열처리구가 약 5% 정도 감소하였으나 80°C의 경우 비가

열처리구와 유의적으로 큰 차이는 없었으며 100°C 가열처

리구는 anserine의 함량이 26% 정도 감소하는 것으로 분석

되었다. 각 온도에서 가열 처리한 결과 100°C 가열처리구가 

총철과 단백질 등 불순물 제거에 가장 효과적이었으나 an-

serine 함량의 감소가 큰 것으로 나타났다. Igene 등(24)과 

Chen 등(25)은 쇠고기육 추출물을 가열할 경우 총철 제거에 

효과적이라 보고하였고 Chan 등(9)은 60°C, 100°C 가열처

리구가 비가열처리구에 비해 총철 함량을 감소시켰다고 하

였으며, Gopalakrishnan 등(12) 또한 가열처리를 함으로써 

단백질과 총철을 감소시켰다고 보고하였는데 이는 본 실험 

결과와 유사한 결과를 나타냈다.

한외여과처리: 가열처리 추출물의 공정을 개선하기 위하

여 한외여과를 통해 추출물의 분자량을 조절하였으며 각 추

출물의 단백질, 총철, anserine의 함량 변화를 측정하였다

(Table 3). 단계적으로 한외여과를 한 추출물이 가열처리 

추출물보다 단백질과 총철 함량이 감소하는 경향을 나타냈

으며 비가열처리구의 경우 한외여과를 함으로써 단백질의 

함량이 4.46±0.04 mg/mL로 약 81% 감소하였다. 60°C, 

80°C, 100°C 가열-한외여과 처리구의 단백질 함량은 각각 

5.16±0.31 mg/mL, 4.48±0.28 mg/mL, 4.68±0.22 mg/ 

mL로 가열처리구에 비해 각각 30%, 41%, 34% 정도의 단

백질 함량의 감소를 나타냈다. 비가열-한외여과 처리구의 

총철 함량은 0.42±0.03 mg/mL로 약 97% 정도의 감소를 

나타냈으며, 60°C, 80°C, 100°C 가열-한외여과 처리구에

서도 한외여과를 통한 총철 함량의 감소를 확인할 수 있었

다. Anserine 함량의 경우 비가열-한외여과 처리구는 3.09 

±0.08 mg/mL로 약 43%의 감소를 나타냈으며, 60°C, 80 

°C, 100°C 가열-한외여과 처리구의 경우 각각 2.58±0.52 

mg/mL, 3.26±0.24 mg/mL, 2.49±0.24 mg/mL로 약 50%, 

37%, 35% 정도 각각 감소하였다. 이러한 anserine의 감소

는 한외여과 시 단백질과 같은 고분자 물질들이 anserine과 

같은 저분자 물질의 여과막 통과를 방해한 것으로 생각하며, 

Chan 등(9)은 쇠고기를 이용하여 carnosine 추출 시 한외여

과를 행하였을 때 무처리 추출물보다 28% 정도 감소하였다

고 하였고 Gopalakrishnan 등(12) 또한 한외여과 처리 시 

약 42% 감소하였다고 보고한 논문을 통해 본 실험과 유사한 

경향을 확인하였다. 

이온교환 및 한외여과처리: 이온교환법을 이용한 추출물 

중의 단백질, 총철, anserine의 함량을 조사한 결과는 Table 

4와 같다. Picric acid를 이용하여 육을 추출한 뒤 Dowex 

1×8 수지를 이용하여 1차 이온교환을 하고 이온교환한 추

출물을 이용하여 MW 500까지 한외여과처리를 한 후 CM- 

cellulose를 이용하여 2차 이온교환을 하였다. 1차 이온교환

을 한 결과 단백질, 총철, anserine 함량이 각각 7.30±0.26 
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Table 4. Effects of ion exchange chromatograpy and ultrafiltra-
tion on the contents of protein, iron and anserine in salmon ex-
tracts

Treatments
Contents

Protein
(mg/mL)

Iron
(μg/mL)

Anserine 
(mg/mL)

IEC-A
IEC-A-1
IEC-A-2
IEC-A-3
IEC-A-4
IEC-B

 7.30±0.26a1)

6.78±0.16b

5.34±0.17c

5.01±0.20d

4.74±0.06e

3.90±0.11f

0.46±0.01a

0.40±0.01b

0.40±0.01b

0.22±0.01c

0.14±0.01d

0.04±0.01e

6.38±0.31a

6.19±0.79a

4.61±0.87b

3.35±0.25d

4.22±0.09bc

3.72±0.21c

1)Data are expressed as mean±standard deviation (n=3).
Values with different letters (a-f) within a column are sig-
nificantly different (P<0.05).
IEC: Ion exchange chromatography treated.
A: Primary ion exchange chromatography (Dowex 1×8) treated.
1, ultrafiltration (molecular weight cut off 30,000<); 2, ultra-
filtration (molecular weight cut off 10,000<); 3, ultrafiltration
(molecular weight cut off 3,000<); 4, ultrafiltration (molecular 
weight cut off 500<).
B: Secondary ion exchange chromatography (CM-cellulose) treated.

A kDa B C D E F G H I

205
97

55

20

14

6.5

3

A kDa B C D E F G H I

205
97

55

20

14

6.5

3

Fig. 3. SDS-PAGE patterns of each purification step of sal-
mon extracts. A, water extract; lane 1, B, molecular weight 
marker; lane 2, C, water extracted and ultrafiltration per-
meation (UFP) 500 cut off; lane 3, D, water extracted by 
heating to 60°C and UFP 500 cut off; lane 4, E, water 
extracted by heating to 80°C and UFP 500 cut off; lane 
5, F, water extracted by heating to 100°C; lane 6, G, water 
extracted by heating to 100°C and UFP 500 cut off; lane 
7, H, Ion exchange chromatography treated with Dowex 
1×8 and UFP 500 cut off; lane 8, I, CM-cellulose ion 
exchange chromatography treated.

mg/mL, 0.46±0.01 μg/mL, 6.38±0.31 mg/mL로 분석되

었다. 단백질, 총철 함량의 경우 비가열 처리구보다 약 69%, 

97% 감소하였으나 anserine 함량의 경우 약 17% 증가하였

다. 그리고 60°C, 80°C, 100°C 가열처리구에 비해 단백질 

함량은 큰 차이가 없었으나 총철 함량의 경우 80%, 61%, 

32% 감소하였으며 anserine 함량은 22%, 22%, 37%의 증

가를 나타냈다. 이온교환-한외여과 처리구의 단백질, 총철, 

anserine 함량은 각각 46%, 91%, 34% 감소하였는데 이는 

비가열처리구와 가열처리구보다 낮은 단백질, 총철 함량을 

나타냈지만 anserine 함량은 가장 높은 수치를 나타냈다. 

CM-cellulose를 이용한 2차 이온교환 추출물은 1차 이온

교환 및 한외여과처리 추출물보다 총철 함량과 단백질 함량

이 약 28%, 70% 낮아졌으며 anserine 함량은 약 12% 정도 

감소하였으나 비가열처리나 가열-한외여과 처리구보다 an-

serine 함량이 상대적으로 높은 수준이었다. 따라서 비가열

처리 추출물과 가열-한외여과 처리구보다 이온교환-한외

여과처리 추출물이 불순물의 함량은 낮추면서 상대적으로 

anserine의 함량을 높일 추출방법이라 생각한다. 

SDS-PAGE에 의한 추출물의 분자량 확인

각 추출물의 전기영동 실험결과는 Fig. 3과 같다. 비가열

처리 추출물의 경우 6.5 kDa∼205 kDa 사이에 많은 밴드가 

관찰됐지만 가열처리 추출물과 한외여과 추출물의 경우 비

가열처리 추출물에서 관찰되었던 밴드가 제거됨으로써 단

백질이 제거된 결과를 나타냈다. 100°C 가열 추출물에서는 

6.5 kDa 이하의 펩타이드들이 관찰되었으나 한외여과처리 

추출물에서는 밴드가 제거됨으로써 불순물의 감소를 확인

할 수 있었으며 1차 이온교환-한외여과처리, 2차 이온교환

처리 추출물 또한 다른 추출물에 비해 고분자량 물질이 제거

된 것으로 나타났다. 즉, 전기영동 결과 비가열처리보다 가

열처리-한외여과 처리구, 이온교환처리 추출물의 밴드가 

많이 감소한 것으로 보아 단백질 등의 불순물이 제거된 것을 

확인할 수 있었으며, 그중에서도 이온교환-한외여과처리 

추출물과 2차 이온교환처리 추출물이 가장 효과적인 방법이

라 생각한다.

기기분석을 통한 추출물의 정성 분석

기기분석을 통한 추출방법 간의 차이를 비교한 결과는 다

음과 같다. 먼저 HPLC를 이용하여 각 추출 조건에 따른 변

화를 Fig. 4와 Fig. 5에 나타냈다. HPLC 분석 결과 표준물질

인 합성 anserine의 peak는 13분대에 나타났다. 비가열처

리와 가열처리 및 한외여과처리 추출물에서 모두 13분대에 

합성 anserine과 동일한 peak가 확인되었으나 다른 peak들

이 15~19분대 영역에 나타난 것으로 분석되었다. 60, 80, 

100°C에서 가열-한외여과 처리구 추출물이 비가열 추출물

보다 peak가 감소하는 경향을 나타냈는데 이는 단백질 잔여

물의 감소에 의한 것으로 생각된다. Dowex 1×8을 이용하

여 1차 이온교환 처리한 추출물 또한 13분대에 anserine 

peak가 확인되었으며 15분대에 다른 peak가 관찰되었다. 
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Fig. 4. HPLC chromatogram of salmon extracts. 
A, anserine standard; B, represent the sample 
without heated treatment; C, represent the sample 
without heated treatment and permeate ultrafiltra-
tion (UF); D, represent the sample which had 
been extracted by heating to 60°C for 15 min; 
E, represent the sample which had been extracted 
by heating to 60°C for 15min and UF; F, repre-
sent the sample which had been extracted by 
heating to 80°C for 15min; G, represent the sam-
ple which had been extracted by heating to 80°C
for 15 min and UF; H, represent the sample 
which had been extracted by heating to 100°C
for 15 min; I, represent the sample which had 
been extracted by heating to 100°C for 15 min 
and UF.

15분대 영역의 다른 peak들은 한외여과를 함으로써 감소하

는 경향을 나타냈으나 크게 감소하지는 않았다. 그리고 CM- 

cellulose를 이용하여 2차 이온교환한 추출물에서는 1차 이

온교환보다 단백질 잔여물 제거 효과가 높았으며 anserine 

peak 외에 15분대에 관찰됐었던 peak가 제거되는 것으로 

나타났다. 이상의 결과에서 anserine 추출방법으로는 단순 

가열처리보다는 가열-한외여과처리를 병행하는 것이 좋고, 

1차 이온교환처리 후 한외여과 및 2차 이온교환을 하는 것

이 단백질 잔여물을 가장 효과적으로 제거하면서 깨끗한 

peak를 얻을 추출방법이라 사료된다. 따라서 본 연구에서는 

1차 이온교환 및 한외여과처리 후 2차 이온 교환시킨 추출

물을 이용하여 제조한 시료를 각종 기능성 평가 실험에 사용

하였다. 연어로부터 추출한 anserine이 표준물질인 합성 

anserine과 동일 물질인지를 확인하기 위하여 질량분석기

(LC/MS)로 분석한 결과는 다음과 같다. LC/MS를 이용하여 

표준물질 anserine과 본 실험에서 추출한 anserine의 분자

량을 확인한 결과(Fig. 6) 두 시료 모두 동일한 분자량(MW 

240)을 가진 물질임이 확인되었다. 

Song 등(19)은 뱀장어로부터 carnosine과 같은 천연 저

분자 펩타이드의 추출에 있어서 이온교환과 한외여과처리

를 병행한 경우 저분자 펩타이드의 농도는 고농도로 유지하

면서 상대적으로 산화촉진물질의 제거에 더 효율적이었다

고 보고하였으며, 본 연구에서도 이러한 결과와 유사하게 

기존의 추출방법인 가열처리와 한외여과처리를 행하는 것

보다 이온교환과 한외여과처리를 병행한 추출방법이 단백

질, 철과 같은 산화촉진물질은 제거하면서 상대적으로 an-

serine의 함량을 높이는 데 효율적인 방법이라 생각한다.

요   약

본 연구는 수산동물을 원료로 한 천연 anserine의 추출을 

위해 여러 추출방법을 이용하여 연어로부터 anserine을 추

출하였으며 각 추출방법에 따른 불순물(protein, iron)과 

anserine의 함량 변화를 살펴보았다. Anserine 추출용 시

료로서 연어의 적합성을 알아보기 위해 아미노산 함량을 분

석한 결과 전체 아미노산 함량 중 anserine은 약 43.06%를 
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600 C : IEC-B Fig. 5. HPLC chromatogram of salmon ex-
tracts. A, represent the sample which had 
been extracted by ion exchange chromatog-
raphy (Dowex 1×8); B, represent the sam-
ple which had been extracted by ion ex-
change chromatography (Dowex 1×8) and 
UF; C, represent the sample which had been 
extracted by ion exchange chromatography 
(CM-cellulose).

A : Anserine standard

B : IEC-A-UF

C : IEC-B

A : Anserine standard

B : IEC-A-UF

C : IEC-B

Fig. 6. LC/MS chromatogram of salmon 
extracts. A, anserine standard: B, the sample
extracted by ion exchange chromatography 
and UF; C, the sample extracted by ion ex-
change chromatography (CM-cellulose).

연어 추출물 중의 Anserine, 단백질 및 철분 함량에 미치는 추출방법의 영향 227
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차지하는 것으로 나타나 추출용 시료로 적합한 것으로 나타

났고, 추출방법에 따른 함량 변화를 살펴보기 위해 가열처리

와 한외여과처리, 그리고 이온교환 및 한외여과처리를 이용

한 추출방법에 따른 함량 변화를 살펴본 결과 60°C, 80°C, 

100°C로 가열 처리한 경우 100°C 가열처리구가 총철과 단

백질 등 불순물 제거에 가장 효과적이었으나, anserine 함량

의 감소가 큰 것으로 나타났다. 한외여과방법을 통해 분자량

을 조절한 추출물의 함량 변화를 측정한 결과에서는 가열처

리 추출물보다 단백질 약 81%, 총철 함량이 약 97% 감소하

는 결과를 나타내었으며, anserine의 함량 변화는 가열처리

구와 비슷한 수준을 유지하였다. 또한, Dowex 1×8 수지를 

이용하여 1차 이온교환을 하고 이온 교환한 추출물을 이용

하여 MW 500까지 한외여과처리를 한 후 CM-cellulose를 

이용하여 2차 이온교환을 병행한 추출물의 함량 변화를 살

펴본 결과, 가열-한외여과처리 추출물보다 단백질 및 총철

의 함량은 감소했지만 상대적으로 높은 anserine 함량을 나

타내어 이온교환-한외여과처리 추출방법이 단백질 및 총철

과 같은 불순물의 함량은 낮추면서 상대적으로 anserine의 

함량을 높일 수 있는 추출방법이라 사료된다. 또한, 이러한 

경향은 전기영동 및 HPLC를 통해 확인할 수 있었으며, LC/ 

MS를 이용하여 표품 anserine과 1차 이온교환-한외여과처

리 추출물, 2차 이온교환 추출물을 분석한 결과 모두 동일한 

분자량(MW 240)을 가진 물질로 확인되어 1, 2차 이온교환 

및 한외여과처리를 병행한 추출법이 anserine의 추출에 있

어서 효율적인 방법으로 생각한다.
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