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Production of reducing sugar and evaluation of antioxidant activities 

from Enteromorpha intestinalis     

Dong-Hyun Kim

DepartmentofBiotechnology,TheGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity 

Abstract

Inchapter1,toevaluatetheefficacyofmarinemacro-algaeEnteromorpha

intestinalisasapotentialbioenergyresource,theeffectsofreactionconditions

(solid-to-liquid ratio,reaction temperature,and reaction time) on sugars

producedbyacombinedprocessofhydrothermalandenzymatichydrolysis

wereinvestigated.Asaresultofthehydrothermalhydrolysis,a7.3g/L(8%

yield) total reducing sugar was obtained under conditions including

solid-to-liquidratioof1:10,reactiontemperatureof170°C,andreactiontime

of 60 min.By subsequent (post-hydrothermal) enzymatic hydrolysis of

samplestreatedat170°Cfor30min,a20.1g/L(22% yield)wasachieved.

In chapter 2,to evaluate antioxidantactivities ofE.intestinalis,three

solvents(hexane,chloroform andmethanol)wereappliedtoobtainextracts.

The extraction yields are hexane (A)1.11%,chloroform (B)0.94%,and

methanol(C)8.2%.Also,thecontentsoftotalphenoliccompoundsofextract

A,B,C are 4.03%,8.15%,and 2.33%,respectively.In the results of

antioxidantactivity,extractA andB presentthehigherDPPH activitythan

thatofcontrol(BHA and ascorbic acid).The DPPH radicalscavenging

activityandSOD-likeactivityareorderedasB>C>A.However,extractC

show high value in ferric reducing antioxidant power assay.In nitrite

scavengingactivity,extractA isrelativelyhigherthanothers.However,the

antioxidantactivitiesarelowerthanthatofcontrols(ascorbicacidandBHA).

Theantioxidantactivitiesarepresentedtheincreasingpatternofincreasingby

theincreasingofextractconcentration.
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ChapterⅠ

열수 및 효소 가수분해를 통한

거대 녹조류 창자파래로부터

환원당생산
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1.서론

화석 연료를 대체하고자 하는 필요성은 중요한 문제로 받아들여지고 있

다.게다가,화석 자원을 대체 할 수 있는 새로운 자원의 발견 및 이용은

최근 생겨난 세계적으로 지속적인 쟁점으로 대두 되고 있다 [1-3].이에

따라 바이오매스의 산업적 이용을 위한 노력이 전 세계적으로 확산되고

있다.바이오매스는 그 이용에 있어 당질계 (1세대)와 목질계 (2세대),

그리고 해조류 (3세대)세 가지 세대로 분류 된다 [4-6].특히,해양 바

이오매스는 자연 친화적이며 경제적으로 지속가능한 자원으로 높은 잠재

력을 가지므로 세계적인 주목을 받고 있으며 다른 자원들에 비해 몇 가

지 이점을 가지고 있다.해조류는 육상의 식량 자원과의 경쟁을 피할 수

있으며,당질계나 목질계 바이오매스와 비교하였을 때 리그닌 성분이 존

재 하지 않으며 셀룰로오스계 구성 성분을 포함하여 전처리 공정과 당화

공정이 비교적 간단하고 쉬운 장점을 가지고 있다 [2,3,7].그리고 대부분

의 해조류는 육상 식물보다 성장속도가 빠르며 단위 면적당 생산성이 우

수하다.하지만 이러한 중요한 이점에도 불구하고,조류는 아직 화학공업

산업의 원료물질로 이용 되고 있는 실정이다 [1-3].조류 분야에서 미세

조류는 배양 및 그것의 응용에 초점이 맞춰져 있으며,반면에,거대조류

로부터 바이오연료나 chemical생산에 관한 여러 연구들이 보고되었다

[1,4-6].

거대조류는 녹조류와 홍조류 갈조류로 분류되며 주로 얕은 해안의 바위

등에 부착하여 서식 한다 [8,9].그중 녹조류는 그 세포벽에 mannose,

xylan등으로 구성된 cellulose와 carbohydrate의 저장 물질로 starch를

포함하고 있다.홍조류,갈조류와 달리 녹조류는 그 세포벽에 높은

cellulose함량을 포함하고 있다.게다가,녹조류는 육상 식물에 필적하는

함량의 광합성 색소 carotene과 xanthophylls을 함유하고 있는 것으로
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보고되었다 [9-11].해조류 중 녹조류에 속하는 파래(Enteromorpha

genus)는 녹조 식물문 갈파래목에 속하며,창자파래 (Enteromorpha

intestinalis),가시파래 (E.prolifera),잎파래 (E.linza),납작파래 (E.

compressa)등이 이에 속하며 [9,11],전 세계적으로 널리 분포하고 있으

며,조간대 해안의 바위에 부착하여 서식하고 있다 [10,11].파래에는

glucose,xylose,D-glucuronicacid,그리고 L-rhamnose등으로 구성된

다당류들이 높은 함량으로 포함되어 있는 것으로 알려져 있으며 [10],이

러한 다당류들은 바이오연료나 화학물질 생산의 원료로써 높은 잠재성을

가지고 있다.

연소,소각,열분해,그리고 가스화 등의 반응을 제외하고 바이오매스를

바이오연료나 화학물질로 전환시키기 위해서는 바이오매스의 가수분해는

필수적이다 [10].그러므로 바이오매스의 가수분해를 통한 생물전환을 위

해서는 바이오매스의 전처리 공정이 핵심적이다 [12,13].전처리는 바이

오매스의 구조적 또는 구성성분상의 장애물을 감소시킴으로써 효소 반응

을 통한 바이오매스의 다당류로부터 단당류로의 전환을 최대로 이끌어

준다.일반적으로 이러한 전처리는 열수 가수분해,증기 폭쇄,산,염기,

암모니아 섬유 폭쇄법 그리고 무기 염류등의 다양한 물리 화학적 방법들

이 알려져 있으며 [13,14],실제로 거대조류의 전처리에 관한 연구들이

수행되어 보고 되었다 [2,3,5,6,10,15-17].이러한 다양한 방법들 중에서,

전처리는 바이오매스의 특징,촉매 그리고 운전 변수 등이 고려된 가장

적절한 방법이 선택되어야 한다 [5,12,13].또한 전처리 공정에서,가혹한

운전 조건하에서는 과도한 분해 산물인 5-HMF,levulinicacid,formic

acid,furfural그리고 phenoliccompounds등이 생성되어 세포의 성장을

저해 하기도 한다 [5,12,13].열수 전처리법은 비싸거나 유해한 화학물질

을 사용하지 않으며,간단하며,안전하고,경제적이며 그리고 환경 친화
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적인 방법이다 [14].

본 연구에서는 발효 저해물질의 형성을 최소화 하고 단당 생성 효율을

증진 시키기 위해 열수 및 효소 가수분해를 결합한 방법을 통해 확인하

고자 하였다.바이오매스의 전처리 효율은 목질계 바이오매스의 전처리

평가 및 비교에 널리 사용되는 엄격 계수 (severityfactor)를 전처리 반

응 온도와 시간의 함수로 조사하여 비교 분석 하였다 [18,19].본 연구는

위와 같은 방법을 이용하여 해양 거대 조류인 창자파래(E.intestinalis)

의 바이오에너지 생산의 원료로써 이용 가능성을 확인 하고자 하였다.
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2.재료 및 방법

2.1실험재료

실험에 사용한 파래 (Enteromorphaintestinalis)는 2010년 10월 전남

진도에서 수확한 것을 건조하여 실험에 사용 하였다.건조된 파래는 분

쇄기로 분쇄하여 표준체를 사용하여 입자의 크기가 140mesh이하만을

분리하여 실험에 사용하였으며,밀봉된 상태로 실온에서 보관 하였다.창

자파래는 42.8%의 총 탄수화물,31.6%의 조단백질,1.3%의 조지질,그리

고 24.3%의 조회분으로 구성 되어 있었다 [8].효소 가수분해 반응에 사

용한 효소인 Viscozyme L과 Cellic
®
CTec2은 Novozymes

A/S(Denmark)의 제품을 사용하였으며,모든 시약들은 분석용 등급을 사

용하였다.

2.2회분식 열수가수분해

회분식 열수가수분해 반응의 연구를 수행하기 위하여 다음과 같은 방법

을 이용 하였다.Stainlesssteelreactor에 일정한 양의 바이오매스와 증

류수 40mL를 혼합하여 넣고,PID temperaturecontroller를 통해 조절

되는 oilbath에서 반응 온도를 130,150,170,190,210℃로 설정하여 수

행하였고,magneticstirring을 통해 200rpm로 교반을 실시하였다.반응

의 끝난 후 반응기는 수돗물을 이용해 즉각 실온으로 냉각 시켰다 [15].

전처리 된 바이오매스 용액은 총환원당 분석과 효소 가수분해 반응에 사

용하였다.
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2.2.1고액비의 영향

고액비가 창자파래의 열수가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여

고액비의 범위를 1:5,1:7.5,1:10,1:12.5,1:15,1:20(질량/부피)설정하여

수행하였다.증류수의 양은 40mL로 고정하였고 설정된 고액비에 따라

바이오매스 조절하여 첨가하였다.열수 가수분해는 170℃에서 30분과 60

분 동안 반응을 실시하여 생성된 환원당의 양을 측정하였다.

2.2.2반응온도의 영향

반응온도가 창자파래의 열수가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여

고액비를 1:10으로 설정한 뒤 다음과 같은 실험을 수행하였다 [5,13,20].

열수 가수분해는 130,150,170,190,210℃에서 30,60분 동안 반응을 실

시하여 생성된 환원당의 양을 측정하였다.

2.3효소 가수분해

효소 가수분해가 창자파래의 환원당 생성에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 다음과 같은 실험을 수행하였다.플라스크에 130,150,170,190,

210℃에서 열수가수분해 된 바이오매스 용액과 효소복합체 (Viscozyme

L:Cellic® CTec2=1:1,v/v)를 바이오매스 중량을 기준으로 10%를 첨가

하여 교반배양기를 이용하여 45℃,170rpm으로 48시간 동안 효소 가수

분해를 실시하였다 [21].효소 가수분해가 끝난 후,반응액은 4000rpm으

로 15분간 원심분리되어 상등액을 얻었으며 총 환원당 분석에 사용 되었

다.

2.4엄격계수
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열수 전처리 능력은 엄격 계수(Severityfactor,SF)를 통해 평가 되었으

며,엄격계수는 전처리 온도와 시간에 대한 함수로써 표현 되었다

[18,19].엄격 계수 log(Ro)는 다음과 같이 정의 하였다.

  ∙ exp
 



t는 전처리 시간 (min),T(t)는 전처리 온도 (℃),100은 기준 온도,

14.75는 고정된 임의상수 이다.

2.5분석방법

총 환원당 양의 분석은 3.4-dinitrosalicylicacid(DNSA)법을 변형하여

사용하였다 [22].적절히 희석된 시료 100 μL,증류수 0.9mL 그리고

DNSregent3mL를 혼합하여 항온수조에서 끓는 물에 5분간 반응 시

킨 뒤에,즉각 실온 부근으로 냉각 시킨 뒤,분광광도계 (Spekol1300,

AnalytikJena,Germany)를 이용하여 580nm 파장에서 흡광도를 측정

하였다.표준물질로는 glucose를 이용하였다.총 환원당 수율은 생성된

환원당의 농도를 초기 기질의 농도로 나누어 구하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1 열수 가수분해를 통한 환원당 생성

 산 또는 알칼리 용매를 사용하지 않고 물을 이용한 열수 전처리/가수분

해 반응을 120에서 200℃ 사이에서 진행 하였다. 이러한 온도 범위는 

바이오매스의 가수분해 반응에 유리한 조건이나 또한, 동시에 생성된 당

의 분해 반응 생성물이 형성 된다. 따라서 이러한 반응에서 최대로 당을 

확보하고 효소 가수분해 효율을 높이기 위해서 매우 신중하고 적절한 운

전 변수들이 선택되어져야 한다고 알려져 있다 [14]. 따라서 본 연구에

서는 창자파래의 열수 가수분해 반응이 환원당 생산에 영향을 알아보기 

위해 고액비, 반응 온도 그리고 반응 시간의 반응 변수를 설정하였다. 

3.1.1 고액비의 영향

 고액비가 창자파래의 가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하여 고액

비의 범위를 1:5, 1;7.5, 1;10, 1;12.5, 1;15, 1:20 (질량/부피) 설정하여 

수행 하였다. Fig. 1A는 170℃에서 60분 동안 생성된 환원당의 농도를 

비교해 나타낸 것이다. 고액비가 증가 할수록, 전체적인 환원당 생성 양

은 감소하는 경향을 나타내었다. 30분 반응 시간과 60분 반응 시간의 

전체적으로 비슷한  환원당 생성 경향을 나타냈다. 고액비가 1:5인 조건

에서 60분의 반응 시간 동안 11.8 g/L 의 환원당이 생성되었다. 이와 

비교하여 Fig. 1B는 각각 다른 고액비에서 생성된 환원당의 수율을 비

교해 나타낸 것이다. 30분 반응 시간에서는 가장 높은 수율을 고액비 

1:7.5 와 1:10에서 얻을 수 있었으며, 그러나 고액비 1:10을 넘어서면 
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생성된 환원당의 수율이 약간의 감소하는 경향이 나타났다. 60분의 반응 

시간에서 고액비가 증가 할수록 생성된 환원당의 수율도 증가하는 경향

을 나타내었지만, 고액비 1:10 이후로는 큰 변화를 나타 내지 않았다. 

고액비가 1:10에서 8.26%의 환원당이 생성되었다. 하지만 낮은 고액비 

에서는 높은 환원당 농도가 생성 되었지만 상대적으로 낮은 환원당 생성 

수율 나타내는 경향이 나타났다. 이와 비슷한 결과로, Jang 등 [20]은 

다시마 (Saccharina japonica)의 동시당화발효에 관한 연구에서 높은 점

도로 인한 슬러리의 조작에 따른 어려움의 이유로 바이오매스의 양(고액

비)을 일반적으로 10% (w/v)로 제한을 했으며, Meinita 등 [5]은 

Kappaphycus alvarezii 의 황산 및 염산 가수분해에서 최적 

Kappaphycus alvarezii의 양을 10%로 보고 하였다. 이러한 모든 결과

에 비추어 고액비 1:10을 적정 고액비로 선정하였다.
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Fig.1.Effectofsolid-to-liquid (S/L)ratio on hydrothermal

hydrolysisof E.intestinalis.(A)Totalreducingsugar

(TRS),(B)Yield
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3.1.2반응온도의 영향

반응온도가 창자파래의 열수 가수분해에 미치는 영향을 알아보기 위하

여 고액비 1:10그리고 반응온도 범위 130,150,170,190,210℃에서 열

수가수분해된 시료의 생성된 환원당의 양,pH 변화 그리고 잔존하는 고

형물의 양을 분석하였다.Fig.2A는 각각 다른 반응온도에서 생성된 환

원당의 양을 나타낸 것이다.가장 낮은 반응온도 130℃에서는 1.57-1.72

g/L의 환원당이 생성되었다.반응온도가 증가할수록 많은 양의 환원당이

생성되는 경향을 나타내었다.30분의 반응 시간에서는 190℃의 반응온도

에서 가장 높은 7.16g/L의 환원당이 생성되었다.60분의 반응 시간에서

는 170℃의 반응온도에서 가장 높은 7.3g/L의 환원당이 생성되었다.그

리고 190℃의 반응온도에서는,30분의 반응시간에서 생성된 7.16g/L의

환원당이 60분의 반응시간에서 4.37g/L로 감소가 나타났다.210℃의 반

응온도에서 생성된 낮은 농도의 환원당의 결과와 함께 이것은 당의 분해

(탈수)반응이 일어난 것으로 판단된다.그러므로 환원당의 과분해반응은

장기간 높은 온도에서 반응이 지속될 경우 발생하는 것으로 판단된다.

실제로,목질계 바이오매스와 해조류의 산 가수분해에서 위와 같은 환경

에서 바이오매스의 노출은 당의 과분해로 인해 5-HMF,levulinicacid,

formic acid 그리고 char등이 생성된다는 연구 결과가 보고되었다

[4-6].Kim [9]은 Ulvapertusa의 열수전처리와 마이크로파를 이용한

전처리를 통한 환원당 생산에 관한 연구에서,열수가수분해 시 100-15

0℃의 반응온도 중 150℃의 반응온도에서 가장 높은 효과를 얻었다.그

러나 마이크로파를 통한 전처리에서는 마이크로파의 전력(50W,100

W)에 비해 전처리 온도에 대한 영향이 더 높다고 보고 하였다.그러나

Yoon등 [17]은 U.pertusa의 5% 과산화수소를 사용한 전처리에서 반응
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온도 60℃에서 3시간 동안 전처리를 실시하였을 때 가장 높은 glucose

수율을 얻었다고 보고하였다.또한 Lee등 [2,3]에 의하면 Pichiastipitis

를 통한 바이오에탄올 생산하는 연구에서 100 g/L의 U.Pertusa를

condensation을 통해 반응온도 150℃에서 15분간의 가수분해하여 주로

glucose와 xylose로 구성된 30g/L의 가수분해 산물을 얻었다고 보고하

였다.

Fig.2B에 각각 다른 반응 온도에 따른 파래의 열수가수분해 중 생성된

환원당의 수율을 비교하여 나타내었다.수율은 생성된 환원당의 농도에

비례하는 경향을 나타냈다.170℃의 반응온도에서 60분의 반응 시간에

8%의 수율을 나타냈지만 190℃의 반응온도에서 30분의 반응 시간에

7.87%의 수율을 나타냈다.

Fig.2C에 각각 다른 온도에서 열수가수분해 후 변화된 pH를 비교하여

나타내었다.열수가수분해 전 반응물의 pH는 5.3이었으나 열수가수분해

후 모든 조건에서 pH는 감소하는 경향을 나타냈다.가장 낮은 pH는 19

0℃의 반응온도에서 4.05를 나타냈다.이러한 낮은 pH로 인해 다른 촉매

의 첨가 없이 창자파래의 가수분해가 유도되는 결과로 판단된다.또한,

고온의 반응온도에서 환원당의 분해로 생성된 levulinic acid,formic

acid등이 반응액의 pH를 감소시키는 것으로 판단된다.다른 한편, 21

0℃의 반응온도에서는 과분해 결과 생성된 5-HMF,levulinicacid그리

고 formicacid등이 축합반응을 일으켜 생성된 부산물들로 인해 용액의

pH의 증가를 일으킨 것으로 판단된다 [23-25].Fig.2D에 각각 다른 온

도에서 열수가수분해 후 잔존하는 고형물의 양을 비교하여 나타내었다.

잔존하는 고형물의 양은 반응온도가 감소할수록 증가하는 경향을 나타내

었다.또한 30분에서 60분 동안 반응시간이 지속되는 동안 잔존하는 고

형물의 양은 반응시간이 증가할수록 감소하는 경향을 나타내었다.
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(A) (B)

 (C)                                  (D)

Fig.2.Effectsofreactiontemperatureandtimeon

hydrothermalhydrolysisofE.intestinalis.

(A)TRS,(B)Yield,(C)pH,(D)Solidresidue
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3.2효소 가수분해에 대한 열수처리의 영향

효소 가수분해가 창자파래의 환원당 생성에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 130,150,170,190,210℃의 반응온도에서 30분의 반응시간 동안 열

수가수분해된 용액(Fig.2)에 효소복합체 (ViscozymeL:Cellic® CTec2=

1:1,v/v)를 전처리된 중량을 기준으로 10%를 첨가하여 교반배양기를 이

용하여 45℃,170rpm으로 48시간 동안 효소 가수분해를 실시하였다

(Fig.3).생성된 총 환원당의 양은 반응시간이 증가할수록 증가하는 경

향을 나타내었다.170℃의 반응온도에서 열수가수분해된 시료는 48시간

의 효소 가수분해에서 20.1g/L의 가장 높은 환원당 양을 나타내었다.

높은 반응온도에서 열수 가수분해 된 시료는 이어진 효소 가수분해에서

전체적으로 낮은 환원당 양을 나타내었다.효소 가수분해 결과와 낮은

반응온도에서의 열수 가수분해 결과(Fig.2A)를 비교해 보면,분명하게

높은 환원당의 양이 효소 가수분해로 인해 생성된 결과를 나타낸다.그

것은 Fig.2D에서 볼 수 있듯이,낮은 반응온도에서 열수 가수분해한 경

우 잔존하는 고형물의 양이 증가하므로 효소 가수분해로 인해 많은 양의

환원당이 생성된 것으로 판단된다.다시 말해,효소 가수분해에 의해 생

성되는 환원당의 양은 선행되어진 열수 가수분해 후 잔존하는 고형물의

양에 비례하는 결과를 나타내었다.Fig.3B은 130-210℃의 반응온도에서

60분간 열수 가수분해한 시료의 48시간 동안 효소 가수분해한 결과를

비교해 나타낸 것이다.24그리고 48시간의 효소 가수분해에서 낮은 온

도에서 열수 가수분해 된 시료는 효소가수분해 반응시간이 길수록 생성

되는 환원당의 양이 증가하는 경향을 나타내었다.130℃ 의 반응온도에

서 60분의 반응시간 동안 열수 가수분해 된 시료에서 20.1g/L의 가장

높은 환원당이 생성되었다.이것은 같은 조건에서 30분의 반응시간동안



15

열수 가수분해된 시료보다 더 높은 결과로,낮은 반응온도의 열수 가수

분해 처리 후에 잔존하는 고형물은 효소 반응에 의해 쉽게 가수분해되는

것을 나타내었다.Fig.3A 결과에는 높은 반응온도에서 열수 가수분해가

진행될수록 효소 가수분해 수율이 낮은 경향을 보여준다.그리고 효소

가수분해에 의해 증가된 환원당의 양을,170-210℃의 반응온도에서 60분

간 열수 가수분해 처리된 시료의 (Fig.3B)24,48시간 동안 효소 가수분

해에 의해 증가된 환원당의 양 비교하였을 때,170℃의 경우에만 48시간

에서 증가 한 후 이후에는 감소하거나 증가하지 않는 경향을 나타내었

다.이러한 현상은 효소 가수분해 역시 당의 과분해 산물인 5-HMF,

levulinic acid 그리고 formic acid와 이들의 축합반응으로 생성된

hum:ns또는 다른 부산물에 의해 저해 받는 것으로 판단된다 [26].또한

Kim [9]은 마이크로파 전처리 된 U.pertusa 효소 가수분해에서 α

-amylase만을 사용하였을 때보다 α-amylase, cellulase 그리고 β

-glucosidae가 함께 포함된 효소 복합체를 사용하였을 때,가수분해 수

율을 10% 정도 향상시켯다고 보고하였다.그리고 Jung 등 [27]은 U.

pertusa의 효소 가수분해를 위한 산 전처리에 관한 연구에서,0.1M의

염산으로 121℃의 반응온도에서 15분의 반응시간동안 전처리 한 시료를

Viscozyme과 xylanase를 2:1의 비율로 섞은 효소복합체를 이용하여

58.8%의 효소 가수분해 수율을 얻었다고 보고 하였다.
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Fig.3. Post-hydrothermalenzymatic hydrolysis ofE.intestinalis

hydrolysate.(A)After30 min hydrothermalpretreatment;

(B)After60minhydrothermalpretreatment;

EH (Enzymatic Hydrolysis); IA after EH (Increasing

AmountafterEnzymatic Hydrolysis)
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3.3엄격 계수의 영향

창자파래의 열수 가수분해와 효소 가수분해를 통한 환원당 생성에 엄격

계수가 미치는 영향을 조사하였다.엄격계수에는 열수 가수분해의 반응

온도와 반응시간이 결합되어 있는 함수로 표현하였다.열수 가수분해에

서(전처리)총 환원당 농도는 엄격계수 3.84까지 선형적으로 증가하는

경향을 나타내었다.그러나 4.1이후로는 총 환원당 농도는 감소하는 경

향을 나타내었다.엄격계수 3.6과 4.1사이의 열수 가수분해 반응온도는

190-210℃이며 반응시간은 30-60분이다.이 결과를 통해 높은 엄격계수

는 Fig.3A에 나타나 있듯이 탄수화물의 과 분해를 유도하는 것으로 판

단된다.열수 가수분해 후 효소 가수분해에서 총 환원당의 농도는 엄격

계수 3.84까지 20g/L를 유지하며 3.84이후에는 급격히 감소하는 것으

로 나타났다.Fig.3A에서 볼 수 있듯이 반응온도와 시간이 증가할수록

엄격 계수는 증가하였으며,가혹한 반응 조건은 총 환원당 농도의 감소

를 일으키는 것으로 나타났다.또한 낮은 엄격계수의 열수반응 조건에서

형성된 잔여하는 고형물은 효소 반응에 의해 쉽게 가수분해 될 수 있다

고 판단된다.
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4.결론

본 연구에서는 해양바이오매스 자원인 녹조류 창자파래(E.intestinalis)

의 바이오에너지 생산의 원료로서 가능성을 조사하였다.열수 가수분해

및 효소 가수분해가 결합된 방법을 통해 파래로부터 환원당을 생성하였

다.열수 가수분해를 통해 1:10의 고액비,170℃,60분의 반응시간에서

7.3g/L의 환원당이 생성되었다.그리고 170℃,30분간 열수 가수분해 된

시료는 효소 가수분해를 통해 20.1g/L의 환원당이 생성되었다.또한,높

은 엄격계수는 열수가수분해에서 탄수화물의 과분해를 일으키는 것을 나

타내었다.이러한 결과는 해양 바이오매스인 창자파래로부터 바이오에너

지 생산 공정에 기초적인 정보를 제공할 것으로 판단된다 [28].
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ChapterⅡ

거대녹조류 창자파래 추출물의

항산화 활성 평가
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1.서론

지구상의 동·식물로부터 항균,항산화,항암,항염증 등의 효과가 있는

생리활성 물질에 관한 연구가 활발하게 진행되고 있다.식품의 변질과

부패를 막고,활성산소를 제거하기 위한 항균,항산화 물질에 대한 연구

가 육상의 식물을 비롯하여 바다의 해조류를 대상으로 한 연구가 보고되

고 있다 [1-3].

모든 생물체들은 산소를 이용하여 에너지를 생성하는 과정에서 생성되는

활성산소의 유리기로 인한 산화적 스트레스가 생체 내의 DNA,단백질,

당,지질 등에 비선택적,비가역적인 변형을 가져와 노화,암,뇌질환,심

장질환,자가 면역질환,동맥경화 등 질병의 원인이 되고 있다 [3-5].인

위적으로 활성산소의 산화작용을 억제하기 위하여 항산화 물질을 사용하

고 있다.천연 물질로부터 vitaminC,tocotrienol,flavonoid,glutathione,

carotinoid등의 항산화물질을 얻을 수 있다.또한 식품의 품질저하를 야

기하는 산화반응을 차단하기 위하여 dibuty-l-hydroxytoluene(BHT),

dl-α-tocopherol, butyl hydroxyanisole (BHA), calcium disodium

ethylenediaminetetraacetate(EDTA-Ca,Na),disodium ethylenediamine

tetraacetate (EDTA-Na),nordihydroguaiaretic acid (NDGA),propyl

gallate, erythorbic acid, isopropyl citrate, resin guaiac, sodium

erythorbate등과 같은 합성 항산화제를 사용하고 있다 [3,6].합성 항산

화제는 효과와 경제성이 우수하나,최근 안전성 문제가 제기됨에 따라

새로운 항산화 물질의 개발이 요구되고 있다 [3,7].

해조류 중 녹조류에 속하는 파래는 갈파래과에 속하며,전세계적으로 널

리 분포하고 있으며,주로 해안의 바위에 부착하여 서식하고 있다.우리

나라에는 납작파래 (Enteromorphacompressa),가시파래 (E.prolifera),
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잎파래 (E.linza),격자파래 (E.clathrata),창자파래 (E.intestinalis)등이

서식하고 있다 [6,8].본 연구에 사용된 창자파래 (link confertii;E.

intestinalis)는 녹조식물문 갈파래목 (Ulvales)갈파래과 (Ulvaceae)에 속

한다.형태는 둥근 대롱 모양을 하나,광합성으로 인한 산소가 모여 쪼글

쪼글하게 꼬이거나 불규칙하게 잘록해져 창자 모양을 나타내어 ‘창자파

래’라 불리고 있다 [9,10].창자파래는 식품으로서의 영양성 연구뿐만 아

니라,항산화,저분자 peptide의 기능성,항돌연변이 활성 및 암성장 억

제,angiotensin-1전환효소 저해활성 등과 같은 생리활성 성분에 대한

연구도 보고되었다 [9,11-15].

본 연구는 국내에서 양식한 창자파래 (E.intestinalis)로부터 3가지의 용

매 추출물 (hexane,chloroform,methanol)을 얻은 후,이들 추출물들의

항산화능을 조사하여 해조류 파래 유래 생리활성 물질의 개발가능성을

확인하고자 하였다.
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2.재료 및 방법

2.1.실험재료

실험에 사용한 파래 (Enteromorphaintestinalis)는 2012년에 전남 진도

에서 수확한 것을 건조한 후 분쇄하여 실험에 사용하였다.항산화 활성

실험을 위하여 사용한 butulatedhydroxyanisole(BHA)와 ascorbicacid,

1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl(DPPH),chlorogenicacid는 Sigma-Aldrich

Co.(USA)제품을,Na2CO3와 DMSO는 Kantochemical(Japan)제품을,

그 밖에 Folin-Ciocalteaureagent는 WakopurechmicalCo.(Japan)의

제품을 사용하였다.

2.2.추출 및 분획

항산화 활성 측정에 사용한 파래 추출물 시료는 파래 분말에 각각의 유

기용매를 순차적으로 Soxhlet추출기를 사용하여 추출하여 유기용매를

제거한 후,일정농도가 되도록 DMSO에 녹여,항산화 실험에 사용하였

다.사용한 추출용매로는 유전율(dielectricconstant)에 따라 용매의 극성

이 서로 다른 3가지의 용매 n-hexane(유전율 1.88)(A),chloroform

(4.18)(B),methanol(33)(C)을 이용하여 순차적으로 추출하였다.

2.3.항산화 활성

파래추출물의 항산화 활성을 측정하기 위하여 DPPH

(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl) radical 소거능, 환원력, superoxide
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dismutase(SOD)유사활성,아질산 소거능을 대조구 (BHA,ascorbic

acid)와 비교하였다.

2.3.1.DPPH radical소거능

각 추출 분획의 DPPH radical소거능 측정은 hydrazyl에 불안정한 상태

의 질소원자가 수소원자를 받아들이는 성질을 이용해 항산화 물질과 반

응하여 자체의 정색성을 소실하는 DPPH의 특성을 이용한 측정방법이다

[1-3].각 추출물 시료를 DMSO에 녹여 0.05-10mg/mL의 농도로 조절

하여 실험에 사용하였다.DPPH 용액은 DPPH3mg을 에탄올 15mL에

녹인 용액 1.5mL에 다시 에탄올 3mL와 DMSO 0.5mL를 혼합하여

제조하였다.DPPH 용액에 시료 50uL를 혼합하여 상온에서 10분간 반

응한 후 분광광도계를 이용하여 517nm에서 흡광도를 측정하였다.대조

구는 시료 대신 50uL의 DMSO를 첨가하여 반응 후 얻은 흡광도 값을

사용하였다.DPPH의 전자공여능 (electron donating ability,EDA)은

EDA (%)=(B-A)/B×100(A:시료의 흡광도,B:대조구의 흡광도)로

계산하였다.대조구로 BHA,ascorbicacid를 사용하여 항산화 활성을 비

교하였다 [1-3].

2.3.2.환원력(Ferricreducingantioxidantpower(FRAP)assay)

적당한 농도로 희석한 시료 0.2mL에 200mM sodium phosphate(pH

6.6)와 1% potassium ferricyanide0.2mL를 혼합하여 50℃에서 20분간

반응 후,10% trichloroaceticacid0.2mL를 첨가 후 혼합하여 10,000

rpm으로 10분간 원심분리하였다.0.5 mL의 상등액에 0.1% ferric

chloride0.5mL를 혼합 후 분광광도계를 이용하여 700nm에서 흡광도

를 측정하였다 [1,2].대조구로는 BHA와 ascorbicacid를 사용하였다.
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2.3.3.Superoxidedismutase(SOD)유사활성

시료 0.2mL에 10mM EDTA를 함유한 50mM tris-HClbuffer(pH

8.5)3mL와 7.2mM pyrogallol0.2mL를 가하여 25℃에서 10분간 반응

한 후,1NHCl1mL를 가하여 반응을 정지시킨 후,분광광도계를 이용

하여 420nm에서 흡광도를 측정하였다.대조구로는 BHA를 사용하였다.

SOD유사활성 (%)=[1-(실험구의 흡광도/대조구의 흡광도)]×100[1,2].

2.3.4.아질산 소거능

각각의 시료 0.4mL에 1mM NaNO2 용액 1mL를 첨가하고,0.1N

HCl및 0.2M 구연산 완충용액 (pH 3,6)을 사용하여 반응액의 pH를

조정한 다음 반응액의 최종부피를 10mL로 맞추었다.반응액을 37℃에

서 1시간 동안 반응시킨 후,반응액을 각각 1mL 취하여 여기에 2%

aceticacid5mL,Griessreagent0.4mL를 가하여 잘 혼합하여 15분

간 실온에서 방치하여 반응 후 분광광도계를 이용하여 520nm에서 흡광

도를 측정하였다.아질산 소거능은 다음과 같이 계산하였다.아질산 소거

능 (%)=[1-{(시료첨가군의 흡광도–대조군의 흡광도)/시료첨가군의 흡

광도}]×100[1,2].

2.4.총 페놀성 화합물의 함량

시료 중의 총 페놀성 화합물의 함량은 Folin-Denis법을 변형하여 측정하

였다.미지의 시료 0.1 mL에 2배 희석된 Folin-Ciocalteau phenol

reagent1mL를 첨가하여 혼합 후,실온에 3분간 반응시켰다.반응 후,

Na2CO3포화용액 1mL를 가하여 혼합하고 실온에서 1시간 동안 반응시

켰다.상층액을 분광광도계를 이용하여 725nm에서 흡광도를 측정하여
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총 페놀성 화합물의 함량을 계산하였다.표준물질로는 gallicacid를 사용

하였다 [1-3].
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3.결과 및 고찰

3.1.추출 및 분획

항산화 활성 측정에 사용한 파래 추출물 시료는 각각의 유기용매

(n-hexane,chloroform,methanol)를 순차적으로 Soxhlet추출기를 사용

하여 추출하였다.추출시료 20g에 추출용매 350mL를 사용하여 색의

변화가 없을 때까지 5시간 동안 추출하였다 (Fig.1).극성이 가장 강한

methanol이 가장 많은 추출수율을 나타내었다.각각의 추출용매의 추출

수율은 hexane1.11%,chloroform 0.94%,그리고 methanol8.2%이었다.

실험에 사용한 파래 추출물은 각 용매별 추출물에서 유기용매를 제거한

후 DMSO에 녹여 일정 농도 (0-10mg/mL)가 되도록 조절하여 항균 및

항산화 활성 실험에 사용하였다.각각의 유기용매 추출물을 추출물 A

(hexane),B(chloroform),그리고 C(methanol)로 명명하였다.
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Fig.1.Effectofsolventon lipid extraction ofE.intestinalis

usingsoxhletextractor.
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3.2.총 페놀성 화합물의 함량

시료 중의 총 페놀성 화합물의 함량을 페놀성 물질이 phosphomolybdate

와 반응하여 청색을 나타내는 현상을 이용한 Folin-Denis법을 변형하여

측정한 결과 (Table.1),1mg/mL농도의 추출물 A,B,C시료 중의 총

페놀성 화합물의 함량은 각각 4.03±0.05%,8.15±0.00%,2.33±0.09%로 나

타났다.B분획 (chloroform)시료에서 가장 많은 양의 페놀성 화합물이

함유되어 있음을 확인하였다.



34

Table1.ContentoftotalphenoliccompoundsinextractsA,B

andCofE.intestinalis

Extracts Content (%)

Hexane extract (A) 4.03±0.05

Chloroform extract (B) 8.15±0.00

Methanol extract (C) 2.33±0.09
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3.3.항산화 활성

3.3.1.DPPH radical소거능

각 추출 분획의 DPPH radical소거능 측정은 항산화 물질과 반응하여

자체의 정색성을 소실하는 DPPH의 특성을 이용한 방법으로 측정하였다

[1-3].0.05mg/mL에서 10mg/mL의 농도에서 실험한 결과 (Fig.2),실

험에 사용한 추출물 A,B,C모두,대조구로 사용한 BHA,ascorbicacid

와 비교하여 항산화 활성이 낮았다.시료의 농도가 증가할수록 직선적으

로 DPPH radical소거능이 증가하는 경향을 보였다.1mg/mL에서의

DPPH radical소거능을 비교한 결과,추출물 A,B,C에서는 각각

17.2%,14.1%,3.8%를 나타내어 대조구로 사용한 ascorbicacid62.9%,

BHA 96.1%에 비하여 낮은 값을 나타내었다.추출물 A는 BHA에 비하

여 5.5배 낮은 DPPHradical소거능을 나타내었다.김 등[1]은 미역 열수

추출물의 항산화 효과를 알아보기 위하여 DPPH radical소거능을 측정

한 결과,시료의 농도가 5mg/mL까지는 거의 비슷한 낮은 값 (2.9%)를

보였으며,50mg/mL에서 70.1%의 소거능을 얻었다고 보고하였다.이때

대조구로 사용한 ascorbicacid의 소거능은 2.5mg/mL에서 92.3%를 보

고하였다.다시마 열수추출물의 경우에서는 2.5-50 mg/mL의 농도로

DPPH radical소거능을 측정한 결과,시료 농도 증가에 따라 소거능이

증가하여 1mg/mL에서는 약 6%,5mg/mL에서는 약 15%,10mg/mL

에서는 약 30%,그리고 50mg/mL에서는 86.4%가 제거되었다고 보고되

었다 [2].
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Fig.2. EffectofE.intestinalisextractsontheDPPH radical

scavengingactivity.
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3.3.2.환원력 (Ferricreducingantioxidantpower(FRAP)assay)

환원력은 항산화 활성과 밀접한 관계를 가지고 있다고 알려져 있으며,

시료의 특성과 농도,추출용매 등에 따라 다른 값을 나타낸다 [1,2].실험

에 사용한 추출물 A,B,C 모두에서 대조구로 사용한 BHA,ascorbic

acid와 비교하여 환원력이 5mg/mL이하에서는 낮게 나타났다 (Fig.3).

농도가 증가할수록 직선적으로 증가하는 경향을 보였다.10mg/mL의

높은 농도에서는 B와 C의 경우에서는 대조구 (ascorbicacid)에 비해 높

게 나타났다.추출물 A,B,C의 경우에서는 DPPH radical소거능 결과

(Fig.2)와는 다르게 추출물 C가 가장 높은 환원력을 나타내었으며,추출

물 A가 가장 낮았다.미역 열수추출물의 경우에서는 5mg/mL까지는

매우 낮은 환원력 결과를 보였고,50mg/mL에서 약 3배의 환원력이 증

가되었다고 보고되었으나,대체적으로 대조구 (ascorbicacid)에 비하여

낮은 값을 보고하였다 [1].다시마 열수추출물을 0.01-100mg/mL까지

첨가하여 환원력을 측정한 결과에 의하면 시료의 농도가 증가할수록 환

원력도 증가하였고,총 페놀함량이 증가함에 따라 환원력도 증가하는 경

향을 보고하였다 [2].
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Fig.3.FerricreducingantioxidantpowerassayofE.intestinalis

extracts.
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3.3.3.Superoxidedismutase(SOD)유사활성

Superoxide dismutase (SOD)는 세포에 유해한 화학종을 과산화수소

(H2O2)로 전환시키는 효소이다 [1].이와 유사한 화학반응을 대상으로 시

료의 항산화능을 조사하였다.실험에 사용한 추출물 A,B,C는 모두 대

조구로 사용한 BHA와 비교하여 항산화 활성이 낮았다 (Fig.4).농도가

증가할수록 시료 B는 조금 증가되는 경향을 나타났다.실험에 사용한 시

료 모두에서 1mg/mL이상에서는 큰 변화 없이 일정한 값을 나타내었

다.추출물 A,B,C의 경우에는 DPPH radical소거능 결과 (Fig.2)와

유사하게 추출물 B,A,C의 순으로 SOD 유사활성이 높게 나타났다.

0.5-50mg/mL농도의 미역 열수추출물의 경우에서는 최대 약 13% 정

도로 모든 시료에서 낮았다고 보고되었다 [1].



40

Fig.4.Superoxidedismutase(SOD)-likeactivityof

E..intestinalisextracts.
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3.3.4.아질산 소거능

아질산염은 식품에 첨가하여 발색,독소생성 억제,산패 방지 등의 용도

로 사용되고 있으나,발암성 물질인 니트로사민의 생성반응 전구체로 알

려져 있어 아질산염에 대한 소거능력이 있는 물질에 대한 연구가 진행되

고 있다 [1,2].본 연구에서 사용한 시료의 아질산 소거능을 확인한 결과,

5mg/mL이하에서는 실험에 사용한 시료 B,C 모두 대조구로 사용한

BHA와 ascorbicacid에 비하여 아질산 소거능이 낮게 나타났다 (Fig.

5).실험에 사용한 시료 중 추출물 A에서 상대적으로 높은 아질산 소거

능을 보였으나,대조구로 사용한 ascorbicacid와 BHA에 비해서는 낮은

값을 나타내었다.시료의 농도가 증가할수록 아질산 소거능도 증가하는

경향을 보였다.반면에 미역 열수추출물의 아질산 소거능의 결과,1

mg/mL까지는 거의 활성을 보이지 않은 반면 5mg/mL에서는 30.1%의

소거능을 보였고,대조구로 사용한 ascorbicacid의 경우에는 5mg/mL

이상에서는 거의 100%의 소거 활성을 보고하였다 [1].또한 다시마 열수

추출물의 경우에서는 아질산염 소거능이 농도가 증가할수록 증가하여 5

mg/mL에서 47.6%,100mg/mL에서는 86.2%가 제거되었다고 보고되었

다 [2].
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Fig.5.NitritescavengingactivityofE.intestinalisextracts.
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4.결론

본 연구에서는 국내에서 양식한 창자파래 (E.intestinalis)로부터 추출한

3가지의 추출물 (hexane,chloroform,methanol)을 대상으로 항산화능을

조사하였다.추출수율은 hexane(A)1.11%,chloroform (B)0.94%,그리

고 methanol(C)8.2%이었다.추출물 A,B,C중의 총 페놀성 화합물의

함량은 각각 4.03%,8.15%,2.33%로,추출물 B (chloroform)시료가 가

장 많은 양의 페놀성 화합물이 함유되어 있었다.항산화 활성을 측정하

기 위하여 DPPH radical소거능,SOD 유사활성,환원력,아질산 소거능

에 대한 실험을 수행한 결과,DPPH radical소거능과 SOD 유사활성은

추출물 B,A,C의 순으로 높았다.반면에 환원력 측정에서는 추출물 C

가 가장 높았으며,추출물 A가 가장 낮았다.아질산 소거능에서는 시료

중 추출물 A에서 상대적으로 높았으나,대조구로 사용한 ascorbicacid

와 BHA에 비해서는 낮은 값을 나타내었다.시료의 농도가 증가할수록

항산화 활성도 증가하는 경향을 보였다.위의 연구결과로부터 창자파래

추출물의 식품소재 및 생리활성 물질로의 개발가능성을 확인하였다 [17].
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