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Characterization of extracellular polysaccharides from polar microalgae 

Tae Kyung Hwang 

Department of Chemistry, The Graduate School, 

Pukyung National University 

Abstract 
Arctic sea ice algae are known to produce essential proteins to prevent freezing in the ice to survive. 
However, research on sea ice algae extracellular polysaccharides (EPS) is lagging behind. 
Microalgae have been reported to be about 30,000 species currently exist in the world. The polar 
region is an area where the environment change can happen rapidly. As a result, structural change 
of sea ice will affect the ecosystem, thereby causing a large ripple effect. Therefore, reduction of 
the ice according to the global warming has become a very big issue. However, research on EPS, 

which is secreted by sea ice algae is currently very limited. So I analyzed the production of EPS 
due to changes in the environment (temperacture and salinity) and the characteristic of secreted EPS. 
As a result, microalgae EPS is abundant of fucose, rhamnose, xylose and the degree of sulfation is 
40%, so that is sulfuric acid fucan. Analyzing spectroscopic characteristics of the EPS using a FT-
IR, NMR showed similar results to the chemical analysis of the EPS. Further sea ice micro algae 
EPS has few or no ice recrystallization inhibition activity. Also this study showed that the EPS’s 
antibacterial activity is very high. EPS produced by algae and bacteria are considered different. 
Therefore, If the experiment is proceeding more, it clarifies the detailed structure of each of the EPS 
and perform research on various physiological activities, that provide an important basis for 
identifying the role of EPS in sea ice. 



- 1 - 

 

1. 서론 

1.1 극지의 환경 

극지는 북극과 남극 주변의 지역으로, 지구 자전축 및 태양 공전 궤도면

의 각도에 맞춰 북극권은 북위 66’’33’ 이북으로, 남극권은 남위 66’’33’ 이남 

지역으로 정의되었다[1]. 극지는 기온이 매우 낮으며, 일사량의 변화가 매우 급

격한 특징을 가진다. 남극해는 표층수의 온도가 연중 2~5 °C의 범위를 보이

며, 1년 내내 얼어 있는 상태인 해역과 계절에 따라 해빙을 형성했다가 녹는 

해역 또한 존재하면서 다양한 변화를 보인다. 북극해 또한 비슷한 수온을 보

이나, 염분이 남극해에 비해 약간 높으며, 심층수에 의해 영양염이 충분한 남

극해와는 달리, 식물플랑크톤의 대발생으로 인해 영양염 고갈이 일어난다는 

차이점을 가진다[2][3]. 북극 및 남극은 지리적 특성 및 생물학적 다양성이 큰 

차이를 보이나, 두 극지에서 살아가는 생물은 아주 낮은 온도환경에서 살아가

야 한다는 공통점을 가지고 있다[4]. 극지의 생태계는 보통 극한의 환경에서 

형성되는 것으로 생각되나 오랜 기간을 통하여 물리, 화학적으로 안정된 환경

이 조성되어있다[5].  
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1.2 해빙 미세조류 

해빙은 바닷물이 얼어서 형성되며, 대부분 북극 및 남극에 분포하고 있다. 

겨울철에 면적이 최대가 되며, 이 때 전 지구 표면의 약 6 %를 차지한다[5]. 계

절에 따른 해빙의 분포면적 변화는 전 지구의 기후 및 환경변화를 관찰하는

데 가장 큰 요소로 작용한다[7]. 극해는 해빙의 존재로 인해 다른 해양의 서식

지와 큰 차이를 보인다. 해빙은 해양 표면에 위치함으로써 태양광을 막아 

SIMCO (Sea Ice Microbial Community)라 불리는 식물 미세조류를 포함한 독특한 

생태계를 조성한다[8]. 또한 SIMCO는 phytoplankton의 EPS (Exopolysaccharide)분

비에 따라, brine channel이라 불리는 공극을 형성한다[9]. 이를 통해 

phytoplankton가 이동하면서 생존에 필요한 영양섭취가 원활해지고 극단적인 

탄소축적이 이루어져 주변 생태계의 생물들의 주먹이로 이용된다[8]. 이들 해

빙은 태양에너지를 반사함으로써 극지 및 지구 전체의 평균기온을 유지한다. 

그러나 최근 온난화로 인한 극지 해빙의 면적감소로 인해 흡수되는 태양에너

지가 증가되어 온난화가 더욱 가속화되고있다. 따라서 이러한 극지의 해빙변

화에 대한 관심이 더욱 증가하는 추세이다. 
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1.3 Exopolysaccharide (EPS) 

Exopolysaccharide (EPS), 즉 세포외 다당류는 미생물에 의해 주변 환경으

로 분비되는 고분자 화합물이다[10]. 이들은 생물막의 기능 및 구조적 안정성을 

높이면서 물리, 화학적 성질을 결정하는 중요한 요소이다[11]. DNA, 지질 및 부

식물질 (humic substance)과 같은 거대분자 또한 여기에 속한다. 또한 생물막 

형성과 세포 표면 부착에 중요한 역할을 하는데, 생물막에 존재하는 유기물의 

50~90 %를 차지한다[12][13]. 

세포외 다당류 (exopolysaccharides)는 해양 미생물 세포 주위에 존재하는 

고분자 탄수화물 중합체이다[14]. 그들은 세균 근처의 물리, 화학적 환경에 변

화를 줌으로써 해양 미생물의 생존율을 향상시키는데, 최근 의약, 식품, 기타 

산업용 응용을 위한 천연 고분자의 수요 증가는 미생물에 의해 생산되는 다

당류에 대한 관심으로 이어지고 있다[15]. 또한 많은 미생물이 세포외 다당류 

또는 EPS를 생산하는 것으로 알려져 있다[16]. 미생물의 EPS는 중합체가 세포 

표면에 공유결합으로 연결된 capsular polysaccharides (CPS)와, 점액질로 이루어

져 세포 외부에 느슨하게 붙어있는 두 가지 형태로 존재한다[15]. 또한, 세포 

외부로 분비된 다당류 중 일부는 세포 내부 및 외부에 존재하는 특정 분자의 

확산을 제어하여 그 세포가 살아가는데 필요한 무기물과 영양소를 분해 및 
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흡수한다. 이는 곧 미생물이 계면 활성제 및 항생제에 저항 할 수 있게끔 하

기도 한다[17].  

이러한 세포외 다당류로는 동종다당류 (homopolysaccharides), 복합다당류 

(heteropolysaccharides)가 있다. 동종다당류에는 levan, pullulan, curdlan 등이 있으

며, 복합다당류에는 xanthan, succinoglycan 등이 있다.  

Levan은 다량의 d-fructofuranos 잔기들이 β-(2–6)결합에 의해 연결된 것으

로, 세포 외부에서 합성된다. Levan은 Zymomonas mobilis 혹은 Bacillus subtilis와 

같은 saccharose를 기질로 사용하는 세균의 발효에 의해 합성된다. Levan의 합

성은 levansucras (sucrose 6-fructosyl -transferase, β-(2–6)-fructosyltransferase)이라 불

리는 세포외효소에 의해 일어난다[18].  

Pullulan은 glucose로 이루어진 선형 동종다당류이다. Pullulan은 대게 

maltotriose인데, 이는 α-(1–4)-Glu-α-(1–4)-Glu-α-(1–6)의 연결로 이루어진 삼당류

로 이루어져있다. 또다른 pullulan의 유형으로는 maltotetraose로 α-(1–4)-Glu-α- 

(1–4)-Glu-α-(1–6)-Glu-α-(1–6)로 연결된 사당류로도 존재한다. Levan과는 달리, 

cytosol에서 합성되어 세포외부로 분비된다[19]. 

Curdlan은 불용성 선형 동종다당류이다. 이는 D-glucose가 β-(1-3)-glucosid 

결합에 의해 400~500개의 잔기로 이루어져 있다. Curdlan은 Agrobacetrium 속의 
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Agrobacterium radiobacter, A. faecalis var myxogenes 와 같은 특정종에 의해서 생

산된다. 

Xanthan은 일반적으로 화장품이나 식품 증점제 및 안정화제로서 성분 이

탈을 방지하기 위해 사용되며[20], 세균인 Xanthomonas campestris 에 의해 분비

되는 다당류이다[20]. glucose, sucrose 또는 lactose의 발효에 의해 생산된다. 

Pentasaccharide가 반복되는 구조로 glucose, mannose, and glucuronic acid가 2:2:1의 

몰비로 구성된다[22].  

 

1.4 엽록소 형광 방출 (Chlorophyll fluorescence emission) 

엽록소의 형광방출은 엽록소 분자가 들뜬상태에서 바닥상태로 돌아가는 

과정에서 빛으로 방출되는 것인데, 그 정도에 따라 고등 식물 및 조류, 세균

들이 광합성을 얼마나 수행하는지에 대한 지표로 사용된다. 들뜬상태의 엽록

소는 흡수된 빛에너지를 이용해 비 광화학적 형광소멸 혹은 형광복사의 방출

을 유도하여 광합성 (광화학 에너지 변환)을 수행하는데 사용한다[23]. 이와 같

이 엽록소가 빛을 흡수하는 것을 역으로 이용하여 특정 파장의 빛을 흡수하

는 정도를 측정할 수 있다면, 이를 생물이 광합성을 얼마나 수행하는지에 대

한 분석 방법으로 사용할 수 있다. 
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1.4.1 Phyto-PAM (Pulse Amplitude Modulation)  

엽록소 형광은 phytoplanktyon의 양 및 일차생산량의 측정이 가능하여 점

점 더 중요한 지표가 되고있다[23]. Phyto-PAM은 엽록소의 함량 및 이들의 효율

을 측정하기 위하여 개발되었다. Phyto-PAM은 다음 공식에 의해 광합성 효율

을 측정한다. 

Fv / Fm = (Fm’-Ft) / Fm’ = dF / (Ft+dF) 

Fv (형광변수)는 암적응 후 최대형광과 최소형광의 차이를 나타내며[25], Fv / 

Fm 는 시료에서 발산하는 형광값의 역치로, 이는 photosystem II의 광화학 반

응에 의한 광양자수율 (quantum yield)을 의미한다. dF는 형광 효율 증가치, Ft는 

순간 형광률, Fm’는 최대 형광률을 의미한다[26]. 

Pulse Amplitude Modulation (PAM)의 원리는 빛의 강도는 크지만 매우 짧은 

펄스를 선택적으로 증폭하여, 이들의 형광 신호를 측정하는 것을 기반으로 한

다. Phyto-PAM은 light emitting diode (LED)를 통해 470 nm (파랑), 520 nm (초록), 

645 nm (밝은 빨강), 665 nm (어두운 빨강)의 4가지 파장을 방출한다[27].  
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2. 연구 목적 

미세조류는 현재 전 세계적으로 약 3만여종이 존재한다고 보고되었다. 극지

는 환경변화가 급격히 일어날 수 있는 지역으로, 주변환경에 따른 해빙의 구

조변화는 생태계에 영향을 주고, 결국 지구 전환경과 생태계에 큰 파급효과를 

일으킨다. 이에 따라, 현재 대두되고 있는 온난화에 따른 해빙의 감소는 매우 

큰 이슈가 되고 있다.  

그러나 현재까지 해빙 미세조류가 분비하는 EPS에 관한 연구는 극히 제한

적이며, 이들이 해빙의 구조와 생태계에 미치는 영향에 대한 연구와 주변환경

에 따른 EPS의 분비와 관련된 실험은 진행된 바가 거의 없다. 따라서 EPS를 

생산하는 해빙 미세조류가 어떠한 종이 있는지 확인하고, 이들이 온도 및 염

분과 같은 환경변화에 의한 EPS의 생산이 어떻게 변하며, 분비된 EPS가 어떤 

특성을 가지는지 알아볼 필요성이 있다. 

이에 따라, 본 논문은 극지연구소에서 분양받은 해빙 미세조류 2종 

(Synedropsis sp., Porosira pseudodenticulata)의 온도 및 염도와 같은 배양환경에 

따른 EPS의 분비 특성과 추출한 EPS의 특성을 분석하였다.  

이는 곧 EPS가 해빙의 구조에 미치는 영향에 관한 실험의 기초자료가 될 

수 있을 것이라 생각한다. 
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3. 재료 및 방법 

3.1 균주 및 배지조성 

Synedropsis sp., Porosira pseudodenticulata 의 경우, 기본 배지 및 염도변화에 

따른 EPS 추출량 비교 실험에서 f/2 배지[28]를 사용하였다. Seed culture는 2 °C, 

34 ‰ 으로 실시하였다 

 

  

Stock  Per liter 

1) NaNO3 75 g 

2) NaH2PO4∙2H2O 5.65 g 

3) Trace elements  

 Na2 EDTA 4.16 g 

 FeCl3∙6H2O 3.15 g 

 CuSO4∙5H2O 0.01 g 

 ZnSO4∙7H2O 0.022 g 

 CoCl2∙6H2O 0.01 g 

 MnCl2∙4H2O 0.18 g 

 Na2MoO4∙2H2O 0.006 g 

4) Vitamin mix  

 Vitamin B12 0.0005 g 

 Vitamin B1 0.1 g 

 Biotin 0.0005 g 

Table 1 f/2 배지 조성 

Medium  Per liter 

1) NaNO3 1.0 mL 

2) NaH2PO4∙2H2O 1.0 mL 

3) Trace elements 1.0 mL 

4) Vitamin mix 1.0 mL 
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3.2 배양조건 

3.2.1 해빙 미세조류의 대량배양 시스템 구축 

대용량냉장고의 냉장실을 사용하여 본배양 온도인 2 °C를 유지하였고, 

냉장실 내부에 형광등을 설치하여 2000 lux의 광량을 확보하였다. 공기압축기 

(서원콤프레샤 (주), Korea) 및 공기여과기 (GSA Co., Ltd., Korea)를 통하여 냉장

실 내부에 비치한 20 L PET 카보이 (NALGENE, USA)에 멸균된 외부공기를 주

입하여 통기배양을 실시하였고, 조절벨브를 통하여 각 카보이마다 멸균공기가 

균일하게 공급되면서 조류의 순환이 잘 이루어지도록 조절하였다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 미세조류 대량배양 시스템 

① 공기압축기, ② 1차 공기여과기, ③ 2차 공기여과기, 

④ Synedropsis sp. 배양 카보이, ⑤ P.pseudodenticulata 배양 카보이 
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3.2.2 온도 

실험에 사용한 해빙 미세조류인 Synedropsis sp., Porosira pseudodenticulata 

또한 저온미세조류임으로 원래 생육조건인 2 °C와 이보다 낮은 온도인 -3 °C

에서 실험하여 본래의 조건과 보다 더 저온에서 분비되는 EPS를 각각 비교하

였다. 

 

3.2.3 염도 (NaCl) 

Synedropsis sp., Porosira pseudodenticulata 의 경우에는, 두 조류 각각 원래 

배양환경과 동일한 1) 34 ‰, 2 °C 과 2) 34 ‰, -3 °C, 3) 70 ‰, 2 °C, 4) 70 ‰, -3 °

C를 세번씩 실험하였다. 

 

3.3 EPS 추출 및 측정 

EPS추출에는 Ethanol 침전법[29], 측정에는 PSA (Phenol-sulfuric acid)법[30]을 

사용하였다.  

Ethanol 침전법의 경우, 배양액을 원심분리 (10,000 rpm, 30 min)하여 상층액

을 회수한 다음 0.45 μm filter로 filtration을 실시하여 filtrate를 회수하였다. 이 
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sample 50 mL에 cold ethanol을 3배 (150 mL) 첨가하고, 5 °C에 3시간 방치 후 원

심분리 (10,000 g, 30 min)를 실시하였다. 이를 증류수에 1:1 희석비로 녹여준 후, 

MWCO 12,000의 dialysis bag으로 dialysis하였다. 

PSA법의 경우, Dialysis 처리된 sample 2 mL에 5 % phenol solution 1 mL와 95 % 

황산 5 mL를 넣고 vortex하여 잘 섞어 주었다. 황산을 넣을 때 열이 발생하므

로 첨가 속도를 표준화하여 천천히 넣어주었다. 그 후, 30분간 반응시키고 

Spectrophotometer를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이를 standard 

curve (glucose ; 20, 40, 60, 80, 100 µg/mL)에 대입하여 농도를 측정하였다. 

 

3.4 생존률 측정 

미세조류의 생존률 측정은 다음과 같이 하였다. Tryphan Blue 1 % stock 

solution 3 mL과 PBS 7 mL을 혼합하여 Tryphan Blue working solution을 제조한다. 

세포부유액 (2~5×106 cells/mL)에 동량의 Tryphan Blue working solution은 동량을 

혼합한다. 염색된 세포부유액을 Neubauer chamber에 채우고 살아있는 세포와 

사멸 세포를 3분 이내에 감별 계수하여 세포 생존율 %를 구한다. 최소 총 

200개 이상의 세포를 계수한다.  
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3.5 Phyto-PAM을 이용한 광합성 활성 측정 

배양 시간에 따른 미세조류의 광합성효율 (Fm/Fv)은 Phyto-PAM (Walz, 

Effecltrich, Germany)을 사용하여 측정하였다. 측정 전 최소 15분간 미세조류를 

암적응시킨 후 Phyto-PAM의 조도는 8, 16, 32, 64, 90, 120, 210, 295, 350, 435 µmol 

photons m−2 s−1 로 설정하여 20초 간격으로 측정하였다. 광합성효율은 다음 식

으로 계산하였다. 

 

 

Fm= 최대형광효율, Fo= 최소형광효율 

 

3.6 당 및 단백질 함량 측정 

총 탄수화물 함량은 표준물질 D-glucose를 사용하여 Phenol-sulfuric acid 방

법으로 490 nm에서 측정하였다[29]. 간략하게 기술하면 시료 2 mL에 5 % phenol 

solution 1 mL를 첨가 후 vortex하였다. 여기에 95 % 황산 5 mL을 첨가하고 

vortex를 한 다음 상온에 30분 방치하였다. 그 다음 490 nm에서 O.D.를 측정하

였다. 표준물질 곡선은 glucose를 이용하여 위와 동일한 방법으로 수행하여 작

성하였다. 단백질의 함량은 Bradford 방법으로 정량하였다[31]. Bradford 용액 (G-

250 50 mg, methanol 50 mL, phosphoric acid (85 %, w/v) 100 mL, 증류수 850 mL) 1 
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mL와 시료 20 μL를 혼합한 다음 상온에서 5분간 방치한다. 이를 595 nm 파장

에서 흡광도를 측정한다. 표준물질 곡선은 BSA (bovine serum albumin)를 이용하

여 작성하였다. 

 

3.7 EPS의 성분 원소 분석 및 크기배제 크로마토그래피 

EPS의 탄소, 수소, 산소, 질소, 황 등 원소의 질량 백분율 분석은 Vario 

Macro/Micro (Elementar, Germany)를 이용하여 수행하였다. 건조된 EPS를 분쇄

한 후 약 1 mg을 분석에 사용하였다. 시료를 1,115 °C 정도의 고온에서 산화 

분해한 후 환원과정을 거쳐 열전도도 검출기로 원소의 종류와 함량을 측정하

였다. 설파닐아마이드 (sulfanilamide) 를 표준물질로 사용하였다. EPS의 조추출

물의 크기 크로마토그래피는 젤침투 크로마토그래피를 사용하였으며 용출물

의 크기 분석을 위해 Multi-Angle Light Scattering을 이용하였다. 

 

3.8 EPS 단당성분 및 글리코시딕 결합분석 

EPS의 단당 조성을 분석을 위해 EPS 약 10 mg을 4 M trifluoroacetic acid에 

녹인후 100 °C에서 6시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해 수용액은 NaBD4를 

이용하여 환원하였고, acetic anhydride로 아세틸화 한 후 분석하였다[32]. 시료를 

HP-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm) (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA)에 주입한 후 기체 크로마토그래피-질량 분석기 (6890N/MSD5973, 
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Agilent Technologies, Santa Clara, CA)를 이용하여 분석하였다. 

그 후 EPS의 글리코시딕 결합은 Ciucanu 와 Kerek (1984) [33]의 방법으

로 수행하였고, 앞의 장비로 분석하였다. Hakomori (1964)[34]의 방법을 약간 변

형하여 수행하였다. 시료 2~3 mg을 질소기체 하에서 0.5 ml dimethylsulfoxide 

(DMSO)에 녹인 후, CH3I 0.3 ml과 분말 NaOH로 메틸화한다. 완전히 메틸화된 

시료를 4 M trifluoroacetic acid로 100 °C에서 6시간 동안 반응하여 산 가수분해

하여 부분적으로 메틸화된 알디톨 아세테이트를 제조한다. 가수분해 산물은 

NaBD4를 이용하여 환원하였고, acetic anhydride로 아세틸화 하였다. 부분적으로 

메틸화된 알디톨 아세테이트는 HP-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 

µm) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)에 주입한 후 기체 크로마토그래피-질

량 분석기 (6890N/MSD5973, Agilent Technologies, Santa Clara, CA)를 이용하여 분

석하였다.  

 

3.9 EPS 황산 및 유론산 함량 분석 

EPS의 황산 함량은 barium chloride gelatin 방법으로 결정하였다[35]. 글리코

시딕 HP-5MS capillary column (30 m × 0.25 mm × 0.25 µm) (Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA)에 주입한 후 기체 크로마토그래피-질량 분석기 

(6890N/MSD5973, Agilent Technologies, Santa Clara, CA)를 이용하여 분석하였다.  
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3.10  EPS의 FT-IR 측정 

건조된 EPS 시료 약 2 mg을 100 mg의 KBr과 혼합한 후 7 kg cm-2의 압력

으로 투명한 펠릿을 제작하였다[36]. 시료를 Nicolet 6700 FT-IR spectrophotomer 

(Thermo Scientific, USA)에 탑재하고 스펙트럼을 기록하였다. 데이터 수집 조건

은 spectral region 4000–400 cm-1, resolution 2 cm-1, 25 °C 이었다. 스펙트럼은 10-

point 필터 하였고 베이스 라인을 교정하였다. 중복된 띠들의 파동수를 결정하

기 위하여 스펙트럼의 이차 도함수를 사용하였다. 

 

3.11  EPS의 NMR 측정 

NMR 실험은 60 °C에서 JEOL JNM ECP-600 spectrometer를 사용하여 측정하

였다. NMR spectrometer의 기본 주파수는 프로톤 (1H) 600.13 MHz이다. EPS 시료 

내 교환가능한 양성자는 중수 (D2O)로 2회 동결건조를 실시하여 중수소로 치

환하였다. 최종 시료는 건조 시료 약 10 mg을 99.9% D2O 0.5 ml에 녹여 제조하

였다 화학적 이동은 TMS (tetramethyl silane)를 표준물질로 하여 상대적 값으로 

나타내었다. DOH 신호는 이완되는 동안 낮은 전력의 펄스를 조사함으로써 억

제하였다. 1D 1H NMR 스펙트럼은 JEOL사에서 제공하는 펄스프로그램을 사용

하여 수집하였다. 
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3.12  EPS의 항산화 활성 측정 

3.12.1  DPPH 자유 라디칼 소거능 

DPPH 자유 라디칼 소거능 측정은 Xiong et al. (2013)[37]에 기술된 방법을 

수정하여 사용하였다. 500 μL (1 mg/ml와 0.5 mg/ml) EPS 용액을 500 μL의 DPPH 

(0.1 mM)의 에탄올 용액에 첨가하였다. 대조구로 ascorbic acid (JUNSEI, Japan) 

(10 µg/ml와 8 µg/ml, 4 µg/ml, 2 µg/ml, 1 µg/ml)와 xanthan gum (SIGMA, USA) (1 

mg/ml와 0.5 mg/ml)을 사용하였다. 10초간 격렬하게 혼합한 후, 용액을 2.5 ml 

cuvette (Kartell, Italy)에 옮기고, EPS의 DPPH 라디칼 소거능을 BioDrop Touch 

Duo (BioDrop, England)을 이용하여 517 nm에서 측정하였다. DPPH 라디칼 소거

능은 아래 방정식으로 계산하였다. 

 

 

A; 시료와 DPPH 반응 후 흡광도 

Ab; 시료의 흡광도 

A0; DPPH의 흡광도 

 

  



- 17 - 

 

3.12.2 과산화수소 라디칼 소거능 

과산화수소 라디칼 소거능 측정은 Xiong et al. (2013)[37]에 기술된 방법을 

수정하여 사용하였다. 측정에 사용된 시료는 Na2HPO4-NaH2PO4 용액에 녹여 

수용액 상태로 사용하였다. 측정 시료는 EPS_S와 EPS_P를 각각 1 mg/ml과 0.5 

mg/ml로 준비하였고, 대조구로써 ascorbic acid (JUNSEI, Japan)를 600 µg/ml와 

400 µg/ml, 200 µg/ml, 100 µg/ml, 50 µg/ml을 준비하였고, xanthan gum (SIGMA, USA)

의 경우 1 mg/ml와 0.5 mg/ml을 준비하였다.  

측정은 시료 400 μL에 hydrogen peroxide (SAMCHUN, Korea) 1 μL를 첨가하여 

10분간 상온에서 반응 후 측정하였다. 반응시간 동안 30초씩 총 6회 pipetting

을 통하여 섞어주었다. 반응 후 측정은 BioDrop Touch Duo (BioDrop, England)를 

사용하여 230 nm에서 측정하였고, 수산화 라디칼 소거능은 아래 방정식으로 

계산하였다. 

 

 

A; 시료와 H2O2 반응 후 흡광도 

Ab; 시료의 흡광도 

A0; H2O2의 흡광도  
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3.13  EPS의 얼음 결합 특성 분석 

3.13.1  온도 이력 활성 

EPS에 의한 얼음결정의 형태 변화는 디지털 카메라가 장착된 나노리터 

삼투압계 (nanoliter osmometer, Otago osmometers, New Zealand)로 관찰하였다. 약 

1, 0.1, 0.01 mg/ml EPS 용액 2 μL를 시료 디스크내 구멍에 주입한 다음, 시료 디

스크를 콜드 스테이지에 탑재한다. 콜드 스테이지의 온도를 –20 °C로 급속으

로 내려 큰 크기의 다결정성 얼음을 만든다. 수 초~수 분 후 시료 구멍내 얼

음의 형태를 관찰하면서 콜드 스테이지의 온도를 –20 °C에서 천천히 얼음의 

녹는점 근처까지 높인다. 녹는점 부근에서 얼음의 단일 결정이 관찰되면 이번

에는 반대로 천천히 온도를 내리면서 얼음 구조의 변화를 관찰한다. 결빙방지

단백질의 경우 온도가 하강해도 얼음 결정이 커지지 않고 일정한 형태를 유

지하는 것을 관찰할 수 있는데, 용액의 온도가 어는점 이하로 내려가면 그때

부터 급격하게 얼음 결정이 성장하는 것을 볼 수 있다. 대조구로 f/2 배지 또

는 증류수를 사용하였다. 
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3.13.2  얼음재결정화 억제 

EPS의 얼음 재결정화 억제는 splat assay이용하여 측정하였다. 0.1, 0.01, 

0.001 µg/ml을 함유한 수용액 10 μL를 약 2 미터 높이에서 드라이 아이스를 이

용하여 –80 °C까지 냉각시킨 알루미늄 블록 위에 떨어뜨린다. 이때 떨어진 용

액은 알루미늄 표면에 충돌하는 순간 얼어붙는데 두께 약 20 µm 이하, 직경 

약 1 cm의 얇은 웨이퍼 형태가 된다. 이 웨이퍼를 조심스럽게 떼어서 두 개의 

커버 글라스 사이에 넣고 최대한 빠르게 –8 °C로 고정된 콜드 스테이지에 올

려 어닐링 (annealing) 시킨다. 그리고 60~120분 동안 얼음의 크기 변화를 현미

경으로 관찰하고 디지털 카메라로 기록하였다. 대조구로 f/2, xanthan gum을 사

용하였다. 각 시료의 얼음재결정화 억제 활성 비교는 –8 °C에서 30분간 어닐

링한 시료의 이미지를 획득한 후 분석하였다. 이미지 분석은 Image J를 이용하

여 각 시료에서 크기가 최대인 10개의 결정을 취한 후 면적을 계산하고 평균

입자 크기 (MGS) 를 구하였다. 이 값들을 대조구로 사용한 f/2의 평균입자 크

기와 비교하여 상대적으로 비교하였다. 얼음재결정화 억제 활성은 f/2 대조구

의 상대적 백분율로 보고하였다. 높은 백분율 값은 평균입자 크기가 크다는 

것으로 얼음재결정화 억제 활성이 약함을 의미한다.  
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3.13.3  얼음흡착 유지 

해빙 형성시 EPS가 해빙내에 얼마나 흡착 유지되는지 알아보기 위하여 

추출한 다당의 흡착유지 실험을 콜드핑거가 장착된 장치를 사용하여 수행하

였다. 콜드핑거 장치는 냉각수 (–5 °C)가 지속적으로 흐르는 콜드핑거와 약 –

1.9 °C가 유지되는 단열된 상자로 구성하였다. 약 2 °C 시료 200 ml 이 들어있

는 비이커를 얼음으로 채워진 –2 °C의 단열 상자 내에 위치한 다음, 실험이 

진행중인 동안 마그네틱 바를 이용하여 계속 교반하였다. 콜드핑거를 시료에 

담근 후 약 5시간 동안 얼음이 자랄 수 있도록 방치하였다. 시료의 온도를 지

속적으로 모니터링 하였다. 각 실험이 끝난 후 콜드핑거를 제거하고 형성된 

얼음을 제거하였다. 제거된 얼음을 녹인 후 그 부피와 염분의 농도와 당함량

을 측정하였다. 대조구로 f/2배지와 xanthan gum을 사용하였다. 얼음에 흡착 유

지되는 세포외 다당을 정량적으로 기술하기 위하여 Ewert와 Deming (2011) 

[38]의 공식을 이용하였다. 간단히 설명하면 먼저 얼음에 흡착된 염의 비율은 

염 유효분리계수 (effective segregation coefficients, )로 나타내었다.  

여기에서 는 얼음에 흡착된 염의 농도이며 는 시

료에 들어있던 총 염분의 농도를 말한다. 이 공식을 좀 더 확장하면 EPS의 
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유효분리계수를 구할 수 있다. 

여기에서 는 얼음에 흡착된 EPS의 농도이며 

는 용액 내에 들어있던 총 EPS의 농도를 말한다. 바닷물속의 용존 

용질 (본 연구에서는 EPS)이 얼음과 결합하지 않는다면, 일반적인 염분의 분

리되는 정도에 비례할 것이다. 따라서 용질의 얼음흡착 유지 정도는 염과 비

교함으로써 보정할 수 있을 것이다.  

보정된 강화 지수는 로 나타낼 수 있다. 여기에서 는 

용질 x의 분리계수이다. 만약 이라면 둘 다 얼음에서 배출되는 정도가 

같다는 것이고, 만약 이라면 용질이 선택적으로 얼음 내에서 흡착 유

지되는 것을 의미한다. 
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3.14  EPS의 동결보존 활성 측정 

동결보호제로서 EPS의 활성을 측정하였다[39]. 동결보존 활성은 대장균인 

E.coli DH5α에 일정량의 EPS를 넣고 –20 °C에서 24시간, 48시간 동결한 후 생

존한 대장균의 수를 상대적으로 나타내었다. 대조구로 생리식염수, 20 % 글리

세롤, xanthan gum을 사용하였다. 약술하면, E.coli DH5α를 LB 배지에 접종한 후 

37 °C에서 하룻밤 동안 배양하였다. 이튿날 1:100으로 희석하여 동일배지에 접

종하고 O.D.600 = 1.2에 이를 때 까지 배양하였다. 균을 생리식염수로 10-4배 

희석하였다. 희석한 균 100 µl를 1.5 ml 마이크로튜브에 분주하고 최종 농도가 

각각 1 mg/ml, 10 mg/ml이 되도록 EPS 용액을 첨가하였다. 생리식염수를 이용

하여 최종 부피가 500 µl가 되도록 한 후 잘 혼합하였다. 혼합된 균 시료를 –

20 °C에서 24시간, 48시간 보관하였다. 보관된 시료를 꺼내고 상온에서 해동시

킨 후 LB한천 배지위에 일정량 도말한 후 37 °C에서 하룻밤 동안 배양하였다. 

각 시료의 콜로니수는 대조구와 비교하여 상대적으로 나타내었다. 
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4. 결과 및 고찰 

4.1 극지 해빙 미세조류의 배양 조건에 따른 EPS 생산 

4.1.1 해빙 미세조류 2종의 성장곡선 

해빙 미세조류 두 종 (Synedropsis sp., Porosira pseudodenticulata)을 대량배양 

시스템으로 f/2 배지 20 L 에 2 °C , 34 ‰, 2000 lux 에서 23 일간 배양하였다. 그 

결과, Synedropsis sp.는 2.4E+6 cells/mL (Figure 2), Porosira 는 1.4E+4 cells/mL 

(Figure 3) 배양되었다.  
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Figure 3 Synedropsis sp.의 배양일에 따른 세포수 

Figure 2 Porosira pseudodenticulata의 배양일에 따른 세포수 
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4.1.2 해빙 미세조류의 환경에 따른 EPS 생성량 

해빙 미세조류의 온도 및 염도에 따른 EPS 생성량을 온도와 염도는 두 

해빙 미세조류가 생육하는데 적합한 2 °C 와 34 ‰을 기초로 환경적 스트레스 

배양조건인 –3 °C 와 70 ‰을 추가하여 총 4 가지 조건으로 14 일간 실험하였다.  

실험결과 두 조류 모두 환경적 스트레스 배양조건인 –3 °C 와 70 

‰에서는 EPS 를 거의 생성하지 않거나 적은 EPS 를 생성하였다 (Figure 4, 5, 8, 

9). 온도에 의한 경우 –3 °C 의 조건에서 Synedropsis sp.는 염도에 관련없이 

EPS 를 거의 생성하지 않는 것을 확인하였고 (Figure 4, 5), P.pseudodenticulata 는 

14 일차에서 적은 EPS 를 생성하는 것을 확인하였다 (Figure 8, 9 ).  

또한 염도에 의한 차이 (34, 70 ‰)는 두 조류 모두 14 일차에서 34 ‰이 70 

‰에 비해 약 2 배의 EPS 를 더 생성하였다 (Figure 6, 7, 10, 11). 이는 낮은 

온도에 의해 EPS 를 생성하는 효소의 활성이 낮아져 이러한 결과를 나타내는 

것으로 보인다. 
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(1)  Synedropsis sp.의 온도 및 염도에 따른 EPS 생성량 

 

 

  

Figure 5 Synedropsis sp. -3 °C, 70 ‰의 EPS 생성량 

Figure 4 Synedropsis sp. -3 °C, 34 ‰의 EPS 생성량 
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  Figure 6 Synedropsis sp. 2 °C, 34 ‰의  EPS 생성량 

Figure 7 Synedropsis sp. 2 °C, 70 ‰의 EPS 생성량 
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(2)  Porosira pseudodenticulata 의 온도 및 염도에 따른 EPS 생성량 

 

 

  

Figure 9 Porosira pseudodenticulata -3 °C, 70 ‰의 EPS 생성량 

Figure 8 Porosira pseudodenticulata -3 °C, 34 ‰의 EPS 생성량 
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Figure 10 Porosira pseudodenticulata 2 °C, 34 ‰의 EPS 생성량 

Figure 11 Porosira pseudodenticulata 2 °C, 70 ‰의 EPS 생성량 
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4.1.3 해빙 미세조류의 환경에 따른 광합성효율 

해빙 미세조류의 온도 및 염도 환경에 따른 광합성효율을 측정하기 

위하여 Phyto-PAM을 이용하였다. 측정 전 조류를 15분간 암적응시킨 후 

측정하였으며, 조도는 8, 16, 32, 64, 90, 120, 210, 295, 350, 435 µmol photons m−2 s−1 

로 설정하여 20초 간격으로 측정하였다. 두 조류 모두 원래의 염도환경인 34 

‰에서 광합성 효율이 가장 높게 나타났으며 (Figure 12, 14, 16, 18), 환경적 

스트레스 배양조건인 70 ‰에서는 상대적으로 낮은 수치를 나타내었다 (Figure 

13, 15, 17, 19). 그러나 온도에서는 유효한 차이를 보이지 않았다. 이는 –3 °C 

또한 광합성에 관련된 효소의 활성이 떨어지지 않기 때문인 것으로 보인다. 
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(1)  Synedropsis sp.의 온도 및 염도에 따른 광합성 yield 

 

 

Figure 12 Synedropsis sp. -3 °C, 34 ‰의 광합성 yield 

Figure 13 Synedropsis sp. -3 °C, 70 ‰의 광합성 yield 
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  Figure 14 Synedropsis sp. 2 °C, 34 ‰의 광합성 yield 

Figure 15 Synedropsis sp. 2 °C, 70 ‰의 광합성 yield 
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(2)  Porosira pseudodenticulata 의 온도 및 염도에 따른 광합성 yield  

  
Figure 16 Porosira pseudodenticulata -3 °C, 34 ‰의 광합성 yield 

Figure 17 Porosira pseudodenticulata -3 °C, 70 ‰의 광합성 yield 
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  Figure 18 Porosira pseudodenticulata 2 °C, 34 ‰의 광합성 yield 

Figure 19 Porosira pseudodenticulata 2 °C, 70 ‰의 광합성 yield 
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4.2 극지 해빙 미세조류의 EPS 추출 및 특성 분석 

4.2.1 해빙 미세조류의 EPS 및 기타 성분 정량 

Ethanol을 이용한 EPS를 추출하는 과정 중 수행한 정량을 아래 Figure 20, 

21에 나타내었다. 추출을 진행하는 동안 당의 농도는 증가함을 보이나 반대

로 단백질의 양은 줄어듦을 알 수 있다. 추출을 진행하는 동안 최소한의 용

매만을 사용하여 농축을 실시하였기 때문에 당의 농도가 증가한 것으로 판

단된다. 투석 후 단백질이 줄어든 것은 당에 비하여 단백질의 크기가 작기 

때문에 투석하는 동안 대부분의 단백질이 멤브레인을 빠져 나갔을 것으로 

생각된다. 
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Figure 20 Synedropsis sp 의 EPS 추출 과정 중 정량 

Figure 21 Porosira pseudodenticulata 의 EPS 추출 과정 중 정량. 
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4.2.2 해빙 미세조류의 EPS 성분 및 특성 분석 

(1)  성분 원소 분석 

미세조류 Synedropsis sp.와 P. pseudodenticulata에서 추출한 세포외 다당을 

각각 EPS_S와 EPS_P로 명명하였다. 추출한 EPS_S, EPS_P의 네 가지 성분원소 

분석을 실시하였다. EPS_S와 EPS_P 각각의 경우 탄소는 26.3 %와 6.25 %, 수소

는 3.88 %와 1.96 %, 질소는 1.57 %와 0.09 %, 황은 5.43 %와 7.9 %였다 (Table 2). 

이 결과는 두 EPS 모두에 황산염 그룹이 존재한다는 것을 의미한다. 하지만 

EPS_P의 경우 다른 성분원소가 다량 혼합되어 있음 나타내고 있다. 따라서 

EPS_P에 대한 성분당 분석, 분자량 분석, 황산 및 유론산 함량 분석 등은 수

행하지 아니하였다. 

   

Element Theoretical 
composition (% w/w/) 

Experimental 
Composition (% w/w) 

Experimental 
Composition (% w/w) 

  Sulfanilamide EPS_S EPS_P 

% C 41.81 26.3 6.25 
% H 4.65 3.88 1.96 
% N 16.25 1.57 0.09 
% S 18.62 5.43 7.9 

Table 2 EPS_S와 EPS_P의 원소 분석 
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(2)  유론산과 황산의 함량 및 구성당의 조성 및 분자량 측정 

Table 3에서 EPS_S의 각 성분 분석을 정리하였다. EPS_S는 5.9 % 유론산, 

40.4 % 의 황산 에스터를 각각 함유하고 있다. 이 데이터는 이 세포외 다당이 

매우 황산화된 다당임을 보여준다. 카라기난이 40 % 가량 황산화된 다당이다

[40]. 이는 다른 규조류의 다당류 분석의 결과와 일치한다. Table 3과 같이, 구성 

단당류의 조성을 살펴보면 fucose, rhamnose, xylose가 주요 성분당으로 각각 

36.2 %, 27.9 %, 23.2 %를 차지하며 galactose, glucose가 미량 성분당으로 각각 

11.2 %, 1.4 % 존재한다. 미세조류에서 세포외 다당으로 fucose, rhamnose, xylose 

등은 주요 구성당으로 알려져있는데[41] 극지 호냉성 규조류인 Synedropsis도 

유사한 구성 성분당으로 생합성된 세포외 다당을 분비하는 것으로 판단된다. 

높은 황산 함량과 단당류의 구성을 볼 때 Synderopsis가 분비하는 세포외 다당 

(EPS_S)은 황산 퓨칸 (sulfated fucans)으로 생각된다. 

EPS_S의 분자량을 MALS (Multi-Angle Light Scattering) 디텍터가 장착된 젤 

침투 크로마토그래피로 추정하였다. Figure 23과 같이 조추출물인 EPS_S는 크

로마토그램에서 크게 두 개의 봉우리가 나타났는데 첫 번째 봉우리는 35~38

분 사이에, 두 번째 봉우리는 약 48~51분 사이에 용출되었다. 이는 조추출물

이 균질한 시료가 아니라는 것을 의미한다. 각 봉우리에 해당하는 EPS 성분

을 MALS 데이터로 분석해 본 결과, 각각 8.3 × 105 Da, 7.9 × 105 Da이었다. 또한 
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각 봉우리 내의 당 폴리머들의 다분산성 지수 (polydispersity index)를 보면 약 

1.1~1.3으로 질량의 다분산 정도가 크지 않은 것으로 나타났다. 

 

 

 

 

  

 

Table 3 EPS_S 유론산, 황산 함량 및 구성당 조성 
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Figure 22 EPS_S의 주요 구성당의 화학 구조 (A) 및 EPS_S 성분당 분석의 용출 프로파일(B) 
왼쪽부터 rhamnose, fucose, xylose, mannose, glucose, galactose 

Figure 23 EPS_S의 젤침투 크로마토그래피의 용출 프로파일 
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4.2.3 EPS의 분광학적 분석 

(1)  FT-IR 분석 

추출한 EPS_S, EPS_P의 FT-IR 스펙트럼을 Figure 24에 나타내었다. 시료의 

FT-IR 스펙트럼 파수 지정은 문헌을 참고하였다[42]~[46]. 두개의 스펙트럼을 보

면, 1219 and 1211 cm-1 파수에 강하고 넓은 적외선 띠들이 보이는 데, 이는 황

산 에스터의 O=S=O에 의한 비대칭적 신장 진동과 COH, CC, CO 진동들이 기

여하는 것으로 해석 할 수 있다. 이 띠들의 강도가 황산화 전도와 비례한다[47]. 

또한 840 cm-1의 신호는 galactopyranosyl 잔기의 황산 에스터가 축 방향으로 향

한 것을 나타낸다[43]. 하지만 840 cm-1의 신호가 넓고 또 어깨 부분이 존재하기 

때문에 galactose 단위에 6-sulfate와 3,6 anhydrogalactosyl 단위에 2-sulfate ester 

그룹이 있을 가능성을 완전히 배제할 수 없다[48]. 586과 587 cm-1의 적외선 피

크는 sulfate O=S=O의 대칭 비대칭 변형에 의한다. 그리고 1200-970 cm-1의 적

외선 띠들은 주로 피라노이드 고리의 CC, CO 신장과 글리코시딕 결합의 COC 

신장에 의한다. 모든 다당류는 흔히 이 지역에서 강하게 흡수한다[46].  
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Figure 24 FT-IR spectrum. (A) EPS_S, (B) EPS_P 
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(2)  핵자기분광법 (NMR) 분석 

Figure 25의 EPS_S 1H NMR 스펙트럼 데이터를 분석해 보면 fucose, 

rhamnose, xylose의 특성을 잘 보여줌으로써 앞서 분석한 성분당 데이터를 지

지해 준다. 각 당과 유론산의 아노머 양성자는 5.0 ppm 부근 (A)에서 나타나며, 

또한 각 당의 메틸 그룹이 1.2~1.4 ppm 지역 (E)에 나타났다[49][50]. 황산화된 H2, 

H3, H4, H5 신호들은 4.10에서 4.66 ppm (B 상자)에서 나타난 반면 황산화되지 

않은 H2, H3, H4, H5 신호들은 3에서 4.2 ppm 사이 (C 상자)에서 나타났다. 특

히 아세틸화 그룹은 D 지역에서 주로 나타났다. 
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Figure 25 EPS_S의 1H NMR 스펙트럼 (600 MHz, 99.9 % D2O). (A) 각 성분당의 아모머 양성자, 
(B) 황산화된 당의 H2, H3, H4, H5  (C) 비황산화된 당의 H2, H3, H4, H5 (D) 당의 메틸그룹 양성

자 (H6) 
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4.3 EPS 얼음결합 및 생리활성 특성 분석 

4.3.1 EPS의 얼음결합 특성 

(1)  EPS의 온도 이력 활성 

일반적으로 용액은 녹는점과 어는점이 같아, 같은 온도에서 응고와 융해

가 같이 일어난다. 그러나 저온에서 살아가는 생물의 경우 주변 환경의 온도

가 낮기 때문에, 그에 적응하기 위해 어는점을 낮추는 물질을 생성한다. 알려

진 것이 결빙방지단백질이다. 결빙방지단백질의 경우 얼음과 결합해 성장을 

저해하기 때문에, 활성에 따라 낮춰진 어는점까지는 얼음 결정이 성장하지 않

는 모습을 나타내나 그 온도보다 낮아지는 경우 급격하게 얼음이 커지는 것

을 관찰할 수 있다[51]. 대조구로 사용한 f/2배지의 경우, 얼음 결정이 크기를 

유지하는 구간 없이 서서히 커지는 모습을 관찰할 수 있었다.  

실험은 배양한 시간에 따른 배양액의 상층과 일정 농도의 정제 EPS 용액

의 온도 이력 활성을 비교해보았다. 

Porosira pseudodenticulata 보다 당의 함량이 높게 나왔던 Synedropsis sp. 의 

0일차와 14일차 배양액의 온도 이력 효과를 비교했다. 0일차와 14일차의 배양

액 상층 둘 다 약 0.03 °C 정도의 온도 이력 구간을 보였다. 또한, 대조구인 

f/2 배지의 얼음 단결정 모양이 원형으로 커지는 것에 비해 배양액은 특정한 

모양을 나타내는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 26).  
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정제한 EPS를 1 mg/ml을 만들고 이를 희석해 0.1 mg/ml, 0.01 mg/ml 의 농

도에서 측정하였다. EPS를 녹인 용액의 경우 얼음 결정이 유지 되는 구간을 

잡기가 힘들었고, 같은 온도에서도 진행되던 상태에 따라 응고되기도 융해되

기도 하는 모습을 보였다. 따라서 조류 유래 EPS의 경우에는 온도 이력 활성

이 없는 것으로 보인다.  

  

f/2 Synedropsis sp.  
0일차 

Synedropsis sp. 
14일차 

 

 

 

Xanthan gum EPS-S EPS-P 

 
  

Figure 26 배양액과 EPS 시료의 얼음 단결정 모양 
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(2)  EPS의 얼음재결정화 억제 활성 

얼음재결정화 억제 활성은 물질이 얼음에 붙음으로써 얼음결정의 성장을 

방해하기 때문에 나타나는 활성이다. 이 같은 활성을 가진 물질은 세포의 동

결보존에 사용될 수 있다. 얼음이 생성될 때 결정의 크기가 커지면서 세포의 

표면에 손상을 줌으로 세포의 소실이 많이 발생한다. 얼음재결정화 억제제를 

첨가해줌으로써 결정으로 인한 세포 손상을 막을 수 있다[52]. 

EPS_S 0.1 %의 경우 100 ± 4.4 %로 f/2와 똑같았고, EPS_P의 경우 평균 78 %

로 3가지 농도에서 모두 비슷하게 나타났다 (Figure 27). 모든 시료에서 큰 경

향성은 나타나지 않았으나 약간씩의 활성은 모두 가지고 있다고 생각된다. 
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Figure 27 Xanthan gum과 EPS 시료의 얼음재결정화 억제 활성 
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(3)  EPS의 얼음흡착 유지 

EPS의 얼음흡착 유지 실험을 콜드핑거 장치를 제작하여 실험을 수행하였

다 (Figure 28). 각 시료에 대해 동일한 실험을 3회 반복하여 실시하였다. 그리

고 EPS의 얼음흡착 실험은 EPS 시료 확보의 문제로 EPS_S 만으로 실시하였

다. 대조구로 xanthan gum을 사용하였다. 얼음 성장시 용액에 존재하는 염은 

얼음에서 배제되기 때문에 염의 Keffs 값은 항상 1보다 작다. 본 실험에서 f/2

로 실시한 대조구 실험에서도 Keffs는 0.44 ± 0.01값을 보였다 (Table 4). 이 값

은 Ewert와 Deming (2011)[38]이 제시한 0.39 ± 0.01과 거의 일치한다. 또한 세

포외 다당 용액에 들어있는 염도 f/2에 포함된 염과 같은 정도의 Keffs 값을 

보일 것으로 예상할 수 있다. 예상한 바와 같이 수용액의 조성에 상관없이 염

은 비슷한 정도로 얼음성장시 배제되었다. xanthan gum과 EPS_S는 각각 0.42 ± 

0.02와 0.44 ± 0.02를 보였다. 

 
 

 
 

 

 

 

 

aInitial은 얼음성장 전의 초기 수용액을 의미한다. 
bIce는 콜드핑거를 통해 성장한 얼음을 의미한다.  
cUnfrozen 은 얼지 않은 수용액 부분을을 의미한다. 

Solution 
Salinity (‰) 

keffs Initiala Iceb Unfrozenc 

F/2 35.5 ± 0.5 15.6 ± 0.3 44.7 ± 0.6 0.44 ± 0.01 

Xanthan gum 35.7 ± 0.3 15.3 ± 0.6 41.3 ± 1.2 0.42 ± 0.02 

EPS_S 35.8 ± 0.3 15.7 ± 0.8 45.3 ± 0.6 0.44 ± 0.02 

Table 4 얼음흡착 전·후의 염의 농도 
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세포외 다당이 얼음 성장시 흡착되지 않는다면 염과 유사한 Keffe 값을 

보일 것이고 만약 흡착이 된다면 Keffe 값이 Keffs 보다 클 것이다. 흥미롭게

도 본 실험에서 xanthan gum과 EPS_S의 Keffe는 Keffs와 거의 비슷한 각각 

0.41 ± 0.01와 0.42 ± 0.01를 보였다 (Table 5). Xanthan gum은 Xanthomonas 

campestris가 분비하는 세포외 다당이어서 해빙과 무관하므로 얼음흡착 가능성

이 거의 없는 것으로 생각되어 대조구로 사용하였고 결과 값에서 나타난 것

처럼 얼음에 대한 흡착이 이루어지지 않은 것으로 판단할 수 있다. Xanthan 

gum에 대한 Keffs와 Keffe비, 즉 Is를 보면 거의 1의 값을 나타낸다. 이는 

xanthan gum이나 염 모두 얼음 성장시 같은 정도로 배제된다는 것을 의미한다. 

즉 xanthan gum은 얼음 흡착이 이루어지지 않는 것으로 볼 수 있다. Ewert와 

Deming (2011)[38]은 호냉성 박테리아인 Colwellia psychrerythraea의 EPS-얼음 

흡착 실험을 통해 EPS가 선택적으로 얼음에 흡착된다는 의견을 제시하였다. 

해빙 미세조류인 Synedropsis 속의 EPS도 얼음과의 흡착이 어느 정도가 있을 

것으로 예상할 수 있다. 하지만 예상과 달리 EPS_S는 실제 얼음과 직접적 결

합을 하지 않는 것으로 실험 결과 밝혀졌다  
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aInitial은 얼음성장 전의 초기 수용액을 의미한다. 
bIce는 콜드핑거를 통해 성장한 얼음을 의미한다.  
cUnfrozen은 얼지 않은 수용액 부분을을 의미한다.  
 

 

  

Solution 
Carbohydratecontent (µg/mL) 

keffE Is 
Initiala Iceb Unfrozenc 

F/2 0 0 0 - - 

Xanthan Gum 62.9 ± 0.8 25.71 ± 0.4 77.71 ± 0.9 0.41 ± 0.01 0.97 ± 0.05 

EPS_S 63.3 ± 0.8 26.5 ± 0.5 76.2 ± 1.1 0.42 ± 0.01 0.95 ± 0.08 

Table 5 얼음흡착 전·후의 당의 농도 

Figure 28 EPS의 얼음흡착 유지 실험. (A) 콜드핑거 장치. (B) f/2를 이용한 얼음생성. 
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4.3.2 EPS의 생리활성 

(1)  항산화 활성 측정 

라디칼 소거는 라디칼과 항산화제가 반응할 때 항산화제의 수소원자에 의

해 라디칼이 환원됨으로써 일어난다. 여기에는 항산화제의 화학적인 작용과 

더불어 이동성과 같은 물리적인 작용도 중요한 요소로 작용한다. 이런 이유로 

인하여 중합체의 경우 고농도에서 점성이 증가하여 이동성이 떨어지므로 

ascorbic acid와 같은 분자보다 반응이 천천히 일어나게 된다[53]. 

DPPH의 라디칼은 517 nm에서 안정적인 흡광도를 보여주며 항산화제와 반

응하면 흡광도가 감소한다. 대조구로 사용한 ascorbic acid의 DPPH 라디칼 소

거능 결과를 나타내었는데, 농도가 증가할수록 라디칼 소거능이 증가하였으며, 

8 μg/ml의 저농도에서 50 %이상의 라디칼 소거능을 보였다. xanthan gum과 EPS 

시료의 라디칼 소거능의 경우 Xiong et al. (2013)[37]의 측정에서는 xanthan gum은 

1 mg/ml에서 50%정도의 활성을 나타내었다. 이는 본 실험의 결과 (xanthan gum

의 경우 1 mg/ml에서 2 %)와 차이를 보였는데 그 이유는  Xiong et al. (2013)[37]

의 경우 산과 염기를 이용하여 xanthan gum을 oligo 형태로 분해하여 실험을 

하였기 때문이라고 생각한다. 우리는 추출한 polymer 형태의 EPS와 비교하기 

위하여 xanthan gum을 polymer상태에서 실험하였다. Xanthan gum과 비교하여 

EPS의 경우 1 mg/ml에서 EPS_S; 8.31 %, EPS_P; 5.17 %로 보다 높은 라디칼 소
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거능을 보였다 (Figure 30, 32). 

H2O2는 낮은 반응성을 가지고 있지만, Fe2+ 또는 Cu2+와 반응하여 수산화 라

디칼을 형성하기도 한다[37]. 이렇게 생성된 수산화 라디칼은 반응성이 매우 강

하고, 반감기가 나노초 정도로 매우 짧다. 이런 짧은 수명에도 불구하고 거의 

모든 종류의 분자들을 공격하여 필수 분자들을 없애버린다. 이를 예방하기 위

한 항산화 작용으로 H2O2가 있다. 

대조구로 사용한 ascorbic acid의 수산화 라디칼 소거능에서 ascorbic acid는 

400 µg/ml에서 50 % 이상의 수산화 라디칼 소거능을 보였으며 DPPH 라디칼 

소거능 보다는 고농도에서 활성을 보였다 (Figure 29, 31). xanthan gum과 EPS 시

료의 수산화 라디칼 소거능에서 xanthan gum은 1 mg/ml에서 15.78 %로 DPPH 

라디칼 소거능보다 높은 활성을 보였다. EPS의 경우 1 mg/ml에서 EPS_S; 

17.46 %, EPS_P; 27.66 % 로 xanthan gum보다 모두 높은 활성을 나타내었다. 

EPS_S와 EPS_P의 경우 DPPH 라디칼 소거능보다 수산화 라디칼 소거능이 더 

높았다 (Figure 30, 32). 
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Figure 29 Ascorbic acid의 DPPH 라디칼 소거능 

Figure 30 Xanthan gum(XG)과 EPS 시료의 DPPH 라디칼 소거능. 
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Figure 31 Ascorbic acid의 수산화 라디칼 소거능 

Figure 32 Xanthan gum(XG)과 EPS 시료의 수산화 라디칼 소거능 
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(2)  동결보호능 측정 

동결보호능 측정 결과는 Figure 33 (24시간)과 Figure 34 (48시간)에 나타내었다.

생존율이 나타난 모든 시료에서는 시간에 따라 생존율이 감소하는 경향을 

보였으며, EPS_S의 경우 최대 0.4 (0.1 %, 48시간)의 오차가 발생하였으나 모

두 0 %가 나타났고, EPS_P의 경우 농도에 반비례하는 결과가 나타났다 

(Figure 33, 34). 이 결과로 미루어 보아 EPS_S와 EPS_P의 경우 항균효과를 

가진 EPS가 포함이 된 것으로 생각된다. EPS_P의 경우 항균효과를 가진 

EPS가 포함이 되어 있으나 그 양이 적거나 혹은 효과가 미미한 EPS가 존재

하여 0.1 %에서는 생존율이 나타나 것으로 판단된다. 하지만 EPS_S의 경우 

항균성이 0.1 %에서도 생존율이 나타나지 않은 것으로 보아 항균성이 강한 

EPS나 다량의 항균 EPS가 포함이 된 것으로 생각된다. 
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Figure 33 Xanthan gum과 EPS 시료를 첨가한 E. coli의 생존율 (24시간) 

Figure 34 Xanthan gum과 EPS 시료를 첨가한 E. coli의 생존율 (48시간) 
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5. 요약 

극지 해빙 미세조류는 해빙내의 생존에 필수적인 결빙방지단백질을 

생산하는 것으로 알려져 있다. 하지만 그들이 생산하는 세포외 다당인 

Exopolysaccharide (EPS) 에 대한 연구는 뒤쳐져 있다. 최근에 들어서야 호냉성 

박테리아의 EPS 에 대한 연구를 일부 해외연구팀에서 수행하고 있다. 이에 

따라 본 연구는 극지 해빙 미세조류가 생산하는 EPS 의 물리화학적 특성과 

기존에 알려진 특성인 얼음결합특성과 얼음재결정화 억제 등의 특성을 

자세히 규명하고자 하였다. 

본 논문에서는 해빙 미세조류의 EPS 를 추출하여 구성당의 성분, 

분광학적 특성, 분자량 추정, 얼음결합 특성인 온도이력활성, 얼음재결정화 

억제, 얼음흡착 정도, 동결보호능에 대한 조사를 수행하였다. 그 결과 

미세조류의 EPS 는 fucose, rhamnose, xylose 가 풍부하며 황산화 정도가 약 

40%인 황산 퓨칸임을 밝혔다. FT-IR, NMR 을 이용한 EPS 의 분광학적 특성 

분석은 이 EPS 의 화학적 분석과 일치함을 보여주었다. 저자들이 조사한 

바에 따르면 해빙 미세조류의 EPS 에 대한 가장 자세한 연구는 본 연구가 

처음인 것으로 판단된다. 나아가 EPS 의 얼음 결합 특성 조사 결과, 우리가 

익히 알고 있던 내용과는 달리 미세조류의 EPS 는 얼음재결정화 억제 활성이 
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거의 없으며, 얼음에 흡착하지 않는 것으로 밝혀졌다. 또한 미세조류의 

EPS 는 박테리아를 냉해로부터 보호하는 것이 아니라 박테리아에 독성이 

높아 항박테리아 활성이 매우 높은 것으로 나타났다. 

현재까지의 연구 결과는 기존에 극지생물연구자가 생각했던 EPS 의 

동결보호능, 얼음결합 특성과는 다소 배치되는 것으로 판단된다. 극지 

해빙생태계에 서식하는 미세조류와 박테리아가 생산하는 EPS 는 그 

구성성분이나 생리적 활성이 다소 다른 것으로 본 연구결과 판단된다. 

따라서 추가연구를 통해 각 EPS 의 자세한 구조를 규명하고 각종 생리활성에 

대한 조사를 수행할 경우, 해빙 EPS 의 역할 규명에 중요한 기초자료를 

제공해 줄 수 있을 것으로 생각한다. 또한 많은 EPS 가 항산화, 항염증, 

항바이러스, 항박테리아, 항암, 면역강화 등의 생리활성을 보이는 데, 본 

연구의 해빙 EPS 예비 실험결과 항산화뿐 아니라 항박테리아 활성도 보이는 

것으로 관찰되었다. 미지의 해빙 EPS 에 대한 생리활성 연구는 EPS 에 대한 

건강보조제 등의 상용화로 이어질 수 있을 것으로 생각된다.  

따라서 미세조류의 EPS 에 대한 추가 연구는 해빙내에서 미세조류나 

박테리아가 분비하는 EPS 의 생태학적 역할에 대해 새로운 관점을 제공해 줄 

것이라 생각한다.   
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