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Abstract

Marine algae are important marine resources, with abundant reserves and a

wide variety. Algae polysaccharide is a biologically active substance. A

large number of studies have shown that Algae polysaccharides have many

biological activities such as antiviral, immune regulation, antitumor and

antioxidant. However, in many of industrial applications low viscosity of

polysaccharides is required. Alginate is the polysaccharide obtained from

brown algae and is composed of 1,4-linked β-D-mannuronic acid and α

-L-guluronic acid. In order to use alginate more effectively, alginate can

be depolymerize by acid hydrolysis, enzymatic treatment and gamma

radiation degradation and so on. The aim of this study was to investigate



- v -

the characterization and functionality of Undaria pinnatifida roots (UPT)

and Sargassum fulvellum (SF) extracts degraded using crude enzyme by

Shewanella oneidensis PKA 1008 and gamma-irradiation. Firstly, in order

to obtain the optimum degrading condition for the UPT and SF, the UPT

and SF were respectively mixed with crude enzymes from Shewanella

oneidensis PKA 1008 and incubated at ratio of 1:1 (v/v) for 0-48 h. And

the changes in pH, reducing sugar, viscosity and color were measured with

increasing incubation time. As the incubation time increased, the pH value

and viscosity were decreased. The highest reducing sugar content of UPT

and SF is respectively 250.68 μg/mL and 231.60 μg/mL at 24 h. The

effects of enzymatic extract on nitric oxide(NO) and cytokine(IL-6, TNF-α,

IL-1β) secretion. The UPT and SF production of NO, cytokine were

inhibited. Then, the UPT and SF were irradiated with gamma irradiation in

dosages ranging from 3 to 20 kGy to determine the effect of radiation on

the alginate properties of UPT and SF, such as pH value, reducing sugar,

viscosity and color. As the gamma-irradiation dosage increased, the

reducing sugar of UPT and SF were increased and viscosity were

decreased. When the UPT and SF production was irradiated by

gamma-irradiation, the UPT and SF production of NO, cytokine were

inhibited. These results indicated that crude enzyme from Shewanella

oneidensis PKA 1008 can be used to enhance the polysaccharide

degradation of UPT and SF, and 24 h was effective to produce alginate

oligosaccharide. In addition, the high gamma dosage can enhance the

polysaccharide degradation with immune activities.
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서 론

최근 건강에 대한 관심이 증가함에 따라 식생활의 건강 지향, 다양화

및 고급화로 인하여 천연 식품에 대한 요구가 증가하고 있다(Liu et al.,

2013). 특히 비만, 고혈압, 당뇨 및 심장질환 등의 성인병이 급증함에

따라 식이섬유소로써 해조류에 대한 관심이 높아지고 있으며, 세계적으

로 해조 원료를 식용자원으로 이용하고 있는 추세이다. 이에 따라 해조

원료가 건강보조식품, 생리활성물질의 공급원 등으로써 각광을 받고 있

으며, 해조류의 이용은 계속해서 증가할 것으로 전망되고 있다( Lee et

al., 2010). 해조류는 빛깔에 따라 갈조류(brown algae), 녹조류(green

algae), 및 홍조류(red algae)로 나뉘며, 전 세계적으로 약 200여 종의

해조류가 생산되고 있다. 갈조류의 대표종으로는 미역(Undaria

pinnatifida), 다시마(Laminaria japonica), 모자반(Sargassum

fulvellum) 및 톳(Hizikia fusiforme) 등이 있으며 탄수화물 함량이 약

30～60%로 alginate, fucoidan, laminararan 및 mannitol 등의 다당류

를 함유하고 있다. 녹조류는 납작파래(Enteromorpha compressa), 갈파

래(Ulva lactuca), 홑파래(Monostroma nitidum), 청각(Codium fragile)

및 매생이(Capsosiphon fulvescens)등이 대표 종으로 탄수화물 햠량이

약 48～55%로 cellulose, pectin, mannan 및 xylan 등의 다당류를 함

유하고 있다. 홍조류는 탄수화물이 약 40～75%로 agarose,

carrageenan 및 porphyran 등의 다당류를 함유하며, 김(Porphyra

tenera), 우뭇가사리(Gelidium amansii) 및 꼬시래기(Gracilaria

verrucosa)가 대표 종으로 알려져 있다(Kim et al., 2011; Kim et al.,

2012). 갈조류는 탄수화물 중 알긴산이 수확시기에 따라 약 70～80%

함유되어 있다. 알긴산은 갈조류의 세포벽을 구성하는 다당류로써 2종류

의 uronic acid인 β-D-mannuronic acid(M)와 α-L-gluronic acid(G)로
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이루어져 있으며, α-1,4 또는 β-1,4 결합을 하고 있다(Park and Jeong.

2013). 알긴산은 안정제, 농후제 및 유화제 등의 재료로 식품산업에 널

리 이용되고 있다(An and Lee, 2000). 하지만 알긴산은 상온에서 용해

되는데 시간이 많이 소요되고 농도가 증가함에 따라 점성이 커지는 등의

문제점이 있어 산업적 이용이 제한되고 있다. 이러한 문제를 해결하기

위하여 다당류의 저분자화 연구가 진행되고 있으며(Rehm et al., 1997),

현재까지 알려진 고분자 다당류의 올리고당화 방법에는 가열가수분해,

방사선 조사, 화학적 분해 및 효소에 의한 분해법 등이 있다(Song et

al., 2007).

이전 연구에서는 미생물 유래 효소를 이용한 알긴산의 저분자화 연구

(Stevens et al., 1977; Linker et al., 1984)와 감마선을 이용한 알긴산

의 저분자화 연구(Lee et al., 2003; Cho et al., 2003; Song et al.,

2007) 등이 보고된 바 있으며, 알긴산 분해효소는 β-제거반응을 통해

uronic acid 중합체의 1,4 glycosidic 결합을 분해하여 불포화성 비환원

성 말단을 발생시킨다(Woog et al., 2000; Zhu and Yin, 2015)고 밝혀

진 바 있다. Sunwoo 등(2013)의 연구에서는 녹조류 구멍갈파래(Ulva

pertusa)로부터 Shewanella oneidensis 계통의 균주를 분리하여

Shewanella oneidensis PKA 1008로 명명하였고, 알긴산 분해 조효소

생산의 최적조건과 특징에 대해 보고하였다. 또한 Kim 등(2015)은 알긴

산 분해 효소를 통해 제조된 알긴산 올리고당의 항염증 효과에 대해 보

고하였다. 감마선 조사는 β-glucan, laminarin 및 fucoidan과 같은 다당

류를 교차 결합, 접목 및 분해에 의해 저분자화시키는 유용한 물리적 방

법으로 인식되어왔다(Byun et al., 2008; Choi et al., 2011; Choi et

al., 2013 ). 이전 연구에서는 감마선 조사를 통해 전자파가 glycosidic

bond를 분열하여 다당류를 저분자화 시킬 수 있음을 보고하였다(Byun
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et al., 2008; Choi et al., 2013; Zainol et al., 2009). 감마선으로 고

분자를 분열시키는 방법은 화학물질을 첨가하지 않고 중복, 정량적으로

변화를 촉진하고 온도, 환경, 첨가제를 제어하는 특수 장비 및 기구가

필요하지 않다. 따라서 감마선 조사는 화학적 방법에 비해 처리시간이

짧고 비용이 저렴하며 친환경 등의 장점을 가지고 있다. 또한 감마선 조

사는 다당류를 저분자화할 때 멸균 기능도 있다는 보고가 있으며(Lotfy,

2009), 외톨개모자반(Myagropsis myagroides)물 추출물은 감마선 조사

를 통해 항염증 작용이 더욱 효과적으로 증가한다고 보고되고 있다(Lee

et al., 2011).

미역(Undaria pinnatifida)은 한국에서 이용되고 있는 대표적인 식용

미역과의 갈조류이다. 미역은 무기질과 비타민 등의 영양성분을 풍부하

게 함유하고 있으며 기능성 지방산 및 광물질 함량이 풍부하다(Choi et

al., 1992; Kim and Choi, 1994). 이러한 미역은 주로 잎과 줄기만 이용되

고, 뿌리는 활용 되지 못한 채 폐기되어 바다에 버려짐으로써 환경오염

을 유발하고 있다. 미역뿌리에 관한 연구로는 에탄올 추출물의 항염증

효과에 대한 연구(Kang et al., 2014) 등이 보고되고 있지만, 미생물 유

래의 효소처리 및 감마선 조사를 통한 저분자화 등의 고부가가치 이용에

관한 연구는 부족한 실정이다.

참모자반(Sargassum fulvellum)은 한국의 연안에 분포하고 있는 난해

성 다년생 갈조식물로써 연안동물들이 먹이를 얻거나 산란하기 적합한

곳에 주로 서식하고 있는 대표적인 식용해조류이다(Jeong et al., 2012).

참모자반에 대해서는 항균 및 항산화 효과(Lee et al., 2000; Lee et al.,

1996)에 관한 일부 연구가 보고되고 있을 뿐, 미생물 유래의 효소처리

및 감마선 처리를 통한 항염증에 관한 연구는 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 쉬와넬라 오나이덴시스 PKA 1008 유래 효소처
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리와 감마선 처리에 의한 미역뿌리와 참모자반에 함유되어 있는 다당류

를 알긴산 올리고당으로 저분자화 하고자 한다. 또한 저분자화된 알긴산

올리고당의 특성 및 항염증 효과를 확인하고자 한다.



- 5 -

재료 및 방법

1. 재료

1-1. 시험균수

본 실험에서 이용한 균주는 Shewanella oneidensis PKA 1008 균주로

부산 연안 송정 앞바다에서 분해가 진행 중인 녹조류 구멍갈파래(Ulva

pertusa)로부터 분리하여 사용하였다.

1-2. 실험재료 및 시약

본 실험에서 사용한 참모자반(Sargassum fulvellum)은 2010년도 부산

송정에서 채취하고, 미역뿌리(Undaria pinnatifida roots)는 (주)석하에

제공 받았으며 담수로 깨끗하게 수세하였다. 이후 하루정도 1차로 자연

건조 후 2차 동결 건조한 다음, 이를 분말화 및 진공 포장하여 -20℃에

서 보관하며 사용하였다. 시료의 일반성분(Table 1)을 분석한 결과, 미역

뿌리 및 참모자반의 조지방은 각각 0.67%와 9.06%, 조단백질은 0.67%와

9.06%, 수분은 8.19%와 2.04%, 조회분는 20.86%와 19.58%이었다. 그리

고 미역뿌리 및 참모자반의 총당은 각각 56.81%, 63.94%이었다. Marine

broth(MB)는 Difco사의 제품을, Sodium azides는 Junsei사의 제품을 사

용하였다. 구리시약 D는 구리시약 A와 구리시약 B를 25:1의 비율(v/v)

로 혼합하여 제조하였다. 구리시약 A는 sodium carbonate anhydrous,

potassium sodium tartrate tetrahydrate, sodium bicarbonate 및

sodium sulfate로 제조하였다. 구리시약 B는 CuSO4·5H2O로 제조하였



- 6 -

다. Sodium bicarbonate는 Sigma사의 제품을 사용하였고. Sodium

carbonate anhydrous, potassium sodium tartrate tetrahydrate 및

CuSO4·5H2O는 Yakuri사에서 구입하여 사용하였다.
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Table 1. Characteristics of Undaria pinnatifida roots and

Sargassum fulvellum

(unit: %)

Characteristics

Crude lipids
Crude

protein
Moisture Crude ash Carbohydrate

Undaria

pinnatifida

roots

0.67±0.02 12.44±0.19 8.19±0.20 20.86±0.17 56.81±0.08

Sargassum

fulvellum
9.06±0.11 19.83±0.23 2.04±0.10 19.58±0.07 63.94±4.55
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2. 방 법

2-1. 효소분해

2-1-1. 조효소액의 제조

Shewanella oneidensis PKA 1008은 최적조건인 pH 9, 2% NaCl, 30℃

에서 24시간 배양하였다. 이후 원심분리기(Supra 30K, Hanil Science

Co., Korea)를 이용하여 4℃ 에서 10,000×g로 30분간 원심 분리하였고,

상층액을 조효소액으로 이용하였다. 이 때 사용한 조효소액의 활성은

490 U/mL이었다.

2-1-2. 효소분해물의 제조

미역뿌리 및 참모자반 분말을 10 mM phosphate buffer (pH 9)를 이용

하여 80 mg/mL 농도로 제조하였고, Shewanella oneidensis PKA 1008

조효소액의 최적 생육 pH는 1 N NaOH를 이용하여 pH 9로 맞추었다.

80 mg/mL의 농도로 제조된 미역뿌리와 참모자반 시료 각각은

Shewanella oneidensis PKA 1008 조효소액과 1:1의 비율(v/v)로 혼합하

였다. 이때 미생물에 오염되지 않게 sodium azide(0.02%)를 첨가하였다.

각 시료는 30℃에서 0, 3, 6, 12, 24 및 48시간 동안 반응시켰다.

2-1-3. 효소분해물의 특성

2-1-3-1. pH

미역뿌리 및 참모자반 추출분해물의 pH측정은 pH meter(HM-30V,

TOA, Kobe, Japan)를 이용하여 측정하였다.
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2-1-3-2. 색도

색도 측정은 미역뿌리 및 참모자반 추출 분해물을 액체시료용 cell에 취

한 후, 색차계(JC801, Color Technosystem Co., Tokyo, Japan)를 이용하

여 L*(명도), a*(적색도), b*(황색도) 등을 측정하였다. 측정은 최소 5회

이상 반복하여 평균값을 구하였다. 이때 사용된 표준색판의 값은

L*=98.98, a*=0.21, b*=-0.28이었다.

2-1-3-3. 환원당 및 점도

환원당의 함량 변화를 측정하기 위하여 Somogyi-Nelson 법(Nelson,

1994)을 이용하여 측정하였다. Test tube에 시료 0.5 mL와 구리시약 D

0.5 mL을 각각 넣은 후, water bath에서 20분간 가열하여 Cu2O을 생성

시키고, 몰리브덴산용액 1 mL를 산성조건하에서 첨가하여 발색시켰다.

그 다음 분광 광도계(Thermo Spectronic Rochester, NY, USA)를 이용

하여 520 nm에서 흡광도를 측정하여 표준당(glucose)으로 작성한 검량

곡선(Fig. 1)을 통해 환원당을 정량하였다. 환원당 standard curve는 1

mg/ml glucose를 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 0 μg/mL의 농도로 희석하

여 측정된 환원당 함량으로 도출하였다.

점도 변화를 측정하기 위해 점도계(LVLTDV-Ⅱ, Brookfield Co.,

Middleboro, MA, USA)를 사용하였으며, Stevens와 Levin(Steven et al.,

1976)의 방법을 참고하여 25℃, 30 rpm의 조건에서 40 cP spindle을 사

용하여 측정하였다.
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Fig. 1. Standard curve for determination of reducing sugar.
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2-1-4. 산업적 이용 가능성

2-1-4-1. 분해물의 저분자화

미역뿌리와 참모자반 시료를 조효소액과 1:1 비율(v/v)로 각각 혼합하

여 0, 3, 6, 12, 24 및 48시간 동안 반응시켰다. 각 시간별로 반응시킨 분

해액의 효소를 불활성화 하기 위해 10분간 끓는 물에 가열하였고,

10,000×g, 4℃에서 10분간 원심 분리한 후 상층액을 동결 건조하였다. 동

결 건조된 시료는 20 mg/mL로 용해시킨 후, 99.5% ethanol과 시료의 비

율이 4.1:1(v/v)이 되도록 ethanol을 시료에 첨가하여 12시간 동안 조당

을 추출하였다. 조당 추출 후 7500 rpm, 4℃에서 30분간 원심분리하여

상층액을 제거하였고, ethanol을 제거하기 위해 상온에서 건조하여 실험

에 이용하였다.

분해물의 저분자화를 확인하기 위하여 thin-layer chromatography를 이

용하였다. 저 분자화된 sample을 3 μL씩을 silica gel F254 plate에

spotting 하였고, 1-butanol : methanol : water(4 : 1 : 2 v/v/v) 전개액

을 이용하여 전개하였다. 전개 후, 10% 황산첨가 에탄올 용액을 이용하

여 분무하였고 이를 110℃ 에서 40분간 가열하였다.

Standard mixture는 cellooligosaccharide를 사용하였으며, cellobiose,

cellotriose, cellotetraose 및 cellohexaose는 Megazyme( Megazyme Co.,

Wicklow, Ireland)에서, glucose는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하여 사용하였다.

2-1-4-2.염증억제능

세포배양
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마우스 유래의 대식세포주인 Raw264.7 cell은 한국세포주은행(KCLB,

Korea cell line bank, Seoul, Republic of Korea)에서 분양받았다. 세포

배양을 위해 100 unit/mL penicillin 및 100 unit/mL streptomycin과

10% fetal bovine serum (FBS)를 포함하는 DMEM(dulbecco’s modified

eagle’s medium, Welgene, South Korea)을 사용하였으며, 세포는 37℃,

5% CO2 incubator (Thermo, Carlsbad, CA, USA)에서 배양하였다.

Nitric oxide 생성량 측정

미역뿌리와 참모자반의 조효소액 분해물이 세포로부터 생성된 NO에 미

치는 영향을 확인하기 위하여 griess 반응을 이용하여 배양액 중에 존재

하는 NO2
-의 양을 측정하였다. DMEM 배지에서 RAW 264.7 세포를 2.5

× 105 cells/mL의 농도로 24-well plate에 접종하였고, 5% CO2

incubator에서 20시간 전배양하였다. 배양 후 배지를 교환하였고, RAW

264.7 세포에 2 μg/mL의 LPS(SIGMA, St. Louis, MO, USA)를 처리하

였다. 이후 참모자반과 미역뿌리의 시간별 조효소액 분해물을 각각 처리

하여 24시간 재배양하였다. 이후, 배양액의 상층액을 tube에 옮겨 담고

griess 시약(1% sulfanilamide +0.1% naphthylendiamine dihydrochloride,

1：1)을 1:1의 비율로 첨가하여 실온에서 10분간 반응시켰다. 각 세포 배

양액의 NO 농도는 microplate reader (Model 550, Bio-Rad, Richmond,

CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정한 후, 그 값을

sodium nitrite(NaNO2)의 농도별 표준곡선과 비교하여 산출하였다.

Pro-inflammatory cytokine 분비량 측정

세포배양액 중 IL-6, TNF-α 및 IL-1β cytokine의 분비량을 ELISA-kit

(BD Bioscience, San Jose, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. RAW
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264.7 cell은 DMEM 배지를 이용하여 2.5 × 105 cells/mL로 조절한 후

24-well plate에 접종하였고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 18 시간 전배

양하였다. 세포에 미역뿌리와 참모자반 효소분해물 시료를 각각 도포한

후, 2 μg/mL의 LPS를 도포하여 12 시간 재배양하였다. 먼저, ELISA

microplate에 capture antibady antimouse IL-6, TNF-α 및 IL-1β mAb

를 분주하여 4℃에서 하룻밤동안 coating하였고, 이를 0.05% Tween 20

이 포함된 phosphate buffered saline(PBST)로 세척하였다. 이후 10%

FBS 용액으로 blocking 하였고 PBST로 세척한 뒤, 각 microplate에 배

양 상층액을 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. 이것을 다시 PBST로 세

척한 후, 희석한 biotinylated anti-mouse IL-6, TNF-α mAb 및

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate를 microplate에 첨가하여

실온에서 1시간 동안 반응시켰다. IL-1β의 경우, biotinylated

anti-mouse IL-1β detection antibody를 첨가하고 1시간 반응시킨 후,

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate를 첨가하여 30분간 반응

시켰다. 이를 다시 PBST로 세척한 다음 OPD 용액을 첨가하여 암반응

시키고, ELISA reader을 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2-2. 감마선처리

2-2-1. 감마선 조사

미역뿌리와 참모자반 분말을 20 mg/mL의 농도로 증류수에 용해한 각

시료에 감마선을 조사하였다. 한국원자력연구원 첨단방사선연구소에 있

는 Co-60 감마선 조사시설(IR-90, Nordin Internation Ltd., Kanata, ON,

Canada)을 이용하였고, 실온(14±1℃)에서 시간당 10 kGy로 3, 5, 7, 10

및 20 kGy의 흡수선량이 되도록 조사 하였다. 감마선을 조사한 시료는

4℃ 냉장 보관된 상태로 실험에 이용하였다.
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2-2-2. 감마선분해물의 특성

2-2-2-1. pH

2-1-3-1와 동일한 방법으로 측정하였다.

2-2-2-2. 색도

색도 측정은 감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 각 시료를 3000

rpm, 4℃에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 액체시료용 cell에 취하여

2-1-3-2와 동일한 방법으로 측정하였다. 이용된 표준색판의 값은

L*=98.83, a*=0.20, b*=-0.30이었다

2-2-2-3. 환원당 및 점도

2-1-3-3와 동일한 방법으로 측정하였다.

2-2-3. 산업적 이용 가능성

2-2-3-1. 분해물의 저분자화

감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 각 시료의 저분자화를 확인하기

위하여 thin-layer chromatography를 이용하였다. 저 분자화된 각 시료

의 상층액을 3 μL씩 silica gel F254 plate에 spotting하고, 1-butanol :

methanol : water (4 : 1 : 2 v/v/v) 전개액을 이용하여 전개하였다. 전

개 후, 10% 황산첨가 에탄올 용액을 이용하여 분무하였고, 이를 110℃에

서 30분간 가열하여 결과를 확인하였다. Standard mixture는

cellooligosaccharide를 사용하였으며 cellobiose, cellotriose, cellotetraose

및 cellohexaose는 Megazyme( Megazyme Co., Wicklow, Ireland)에서,
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glucose는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사

용하였다.

2-2-3-2. 염증억제능

세포배양과 Nitric oxide 생성량 측정 및 Pro-inflammatory cytokine 분

비량 측정은 2-1-4-2과 동일한 방법으로 수행하였다.

2-3. 통계처리

실험 결과의 통계처리는 SAS software (Statistical analytical system

V8.2,SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 분산분석을 실시

하였다. 조사 항목들 간의 유의적 검정은 Duncan′s multiple range test

법에 따라 P＜0.05 수준에서 실시하였다.



- 16 -

결과 및 고찰

1. 효소분해

1-1. 효소분해물의 특성

1-1-1. pH

10 mM phosphate buffer (pH 9)를 이용하여 80 mg/mL 농도로 미역뿌

리 시료를 제조하였고, 이 시료를 Shewanella oneidensis PKA 1008 조

효소액과 1:1 비율(v/v)로 혼합하여 효소분해 하였다. 효소 분해에 최적

온도인 30℃에서 0-48시간 배양한 결과는 Table 2와 같다. pH 8.11(0 h)

에서부터 배양시간이 길어질수록 pH값이 유의적으로 감소하였고, 24시

간에서 pH 7.00로 가장 낮은 pH 값을 나타내었다. 참모자반 시료는 미

역뿌리 시료와 동일하게 실험을 실시하였고, 그 결과는 Table 3와 같다.

0시간 pH 8.04에서 배양시간이 길어질수록 pH의 값이 감소하여 배양시

간 24시간에서 pH 7.37로 가장 낮게 나타나, 미역뿌리와 참모자반 시료

모두 배양시간 24시간에서 가장 낮은 pH 값을 보였다. 이것은

Park(2017)의 연구에서 밝힌 바, 큰잎모자반(Sargassum coreanum)에

Shewanella oneidensis PKA 1008 조효소액을 첨가하여 분해물이 증가

할수록 pH가 점점 감소한 결과와 일치한다. 이러한 결과에 따라, 알긴산

분해 효소인 Shewanella oneidensis PKA 1008 조효소액을 미역뿌리와

참모자반 각 시료에 첨가함으로 인해 각 시료의 알긴산이 저분자화된 것

을 확인할 수 있었다. 그 외, 배양 시간이 증가함에 따른 미생물의 성장

과 오염으로 인한 pH 감소가 원인이 될 수 있지만, 효소분해물 제조 시

미생물의 오염을 방지하기 위하여 sodium azide(0.02%)를 첨가하였기에
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미생물 오염으로 인한 pH의 감소 영향은 미미하다고 사료된다.

Table 2. Changes in of pH enzymatic extracts of Undaria

pinnatifida roots with incubation time

Time (h) pH

0 8.11±0.00a1)

3 7.97±0.01b

6 7.87±0.01c

12 7.74±0.01d

24 7.00±0.01e

48 7.06±0.01f

1)Means in the same column (a-f) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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Table 3. Changes in of pH enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time

Time (h) pH

0 8.04±0.01a1)

3 7.59±0.01b

6 7.43±0.02c

12 7.40±0.01c

24 7.37±0.01c

48 7.38±0.08d

1)Means in the same column (a-d) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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1-1-2. 색도

조효소액과 해조류 시료의 반응시간을 달리하여 분해물의 색도를 측정

한 결과는 Table 4, Table 5와 같다. 미역뿌리 분해물의 색도는 배양 0

시간에서 적색도(a*)와 황색도(b*)가 각각 5.41, 60.16로 가장 낮았으며,

배양시간이 길어질수록 그 값이 증가하는 경향을 보여 48시간 배양 시

10.22, 75.47로 측정되었다. 명도(L*)의 경우 배양 0시간에서 55.09였으며,

배양시간이 길어질수록 명도가 감소하여 점점 어두워지는 경향을 보였는

데, 24시간에서 조금 증가하다가 48시간에서 다시 감소하였다. 참모자반

분해물의 경우, 배양 0시간에서 적색도(a*)와 황색도(b*)가 각각 5.17,

52.50로 가장 낮게 나타났다. 배양시간이 길어질수록 적색도가 증가하는

경향을 보여 3시간 및 6시간에서 9.98로 측정되었고, 그 후에 점점 감소

하였으며 48시간에서 8.29임을 확인할 수 있었다. 황색도(b*)의 경우는 6

시간에서 9.98로 가장 높게 나타났다. 명도(L*)의 경우, 0시간에서 59.28

로 나타났으며 배양시간이 길어질수록 감소하였다. 12시간에서 가장 낮

은 값인 39.48로 나타났으며 그 후 증가하여 48시간에서 44.96로 나타났

다. 해조류의 색은 주로 엽록소와 카로티노이드계로 특히 갈조류에서는

엽록소 및 푸코잔틴 색소가 많이 함유되어 있어 이들 색소에 의하여 독

특한 색을 나타내게 된다. Han 등(1984)의 연구에서는 해조류의 색에 저

장조건 또는 가공 등의 물리적 요건이 크게 영향을 미치는 것으로 나타

났다. 또한 Shin 등(1998)의 연구에서는 건조 또는 가공과정 중 갈변현

상 등을 일으켜 전반적으로 어두운 색을 띄게 된 다는 것을 보고하였다.

따라서 배양이 끝난 분해물의 색도는 미역뿌리와 참모자반 분말 자체에

서 유래되는 색소 성분에 의한 영향이 색도의 변화에 큰 부분으로 작용

한다고 사료된다.
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Table 4. Changes in chromaticity of enzymatic extracts of

Undaria pinnatifida roots with incubation time

Time (h) L* a* b*

0 55.09±0.01a1) 5.41±0.01e 60.16±0.02e

3 38.20±0.04b 8.37±0.15d 63.77±0.27d

6 35.81±0.01d 8.57±0.15c 63.61±0.62d

12 35.30±0.06e 9.09±0.10b 64.52±0.11c

24 36.32±0.03c 10.24±0.08a 69.85±0.04b

48 34.13±0.00f 10.22±0.02a 75.47±1.07a

1)Means in the same column (a-f) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).

Table 5. Changes in chromaticity of enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time

Time (h) L* a* b*

0 59.28±0.04a1) 5.17±0.04c 52.50±0.07f

3 43.68±0.02c 9.98±0.05a 63.95±0.15a

6 41.35±0.02e 9.98±0.05a 61.85±0.67b

12 39.48±0.05f 9.92±0.14a 60.60±0.09c

24 43.03±0.11c 8.27±0.12b 57.90±0.17e

48 44.96±0.03b 8.29±0.06b 59.15±0.46d

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples
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are significantly different (P<0.05).

1-1-3. 환원당 및 점도

Shewanella oneidensis PKA 1008 균주를 이용하여 조효소액을 제작하

였으며 미역뿌리와 참모자반 시료를 각각 혼합한 후 30℃에서 48 시간

배양하였다. 그 후 환원당 및 점도를 측정한 결과(Table 6, Table 7) 미

역뿌리와 참모자반 시료의 환원당은 0시간에서 각각 94.82 μg/mL, 84.37

μg/mL로 환원당 함량이 비교적 낮았고, 배양시간이 길어질수록 그 함량

이 유의적으로 증가하였다. 24시간에서 미역뿌리와 참모자반 시료의 환

원당 함량은 각각 250.68 μg/mL와 231.60 μg/mL로 가장 높게 나타났다.

미역뿌리와 참모자반 시료의 점도 변화는 초기 0시간에서 각각 1.31 cP,

1.27 cP였으며, 반응시간이 길어질수록 유의적으로 감소하여 반응 48시

간에서 각각 1.13 cP, 1.06 cP로 아주 낮은 점도를 보였다. 이러한 결과

는 Alginate를 가열하여 저분자화 할 때, 가열시간이 길어질수록 점도는

급격하게 감소한다는 연구(Kim, 2000)와 Alginate 기질에 알긴산 분해

효소액을 첨가하여 0-60시간 배양하였을 때, 반응시간이 증가할수록 환

원당 함량이 증가하고 점도가 감소한다는 연구(Sunwoo et al., 2013) 결

과와 일치함을 보였다. 또한 Park(2017)의 연구에서는 Shewanella

oneidensis PKA 1008 유래 조효소액이 48시간 이후 큰잎모자반에 함유

되어 있는 다당류를 가장 효율적으로 분해할 수 있다고 보고하였다. 본

연구에서는 Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 조효소액과 반응한

미역뿌리와 참모자반 추출물 모두 24시간 반응에서 가장 높은 환원당 함

량과 낮은 점도를 나타내었다. 이러한 결과에 따라 Shewanella

oneidensis PKA 1008 유래 조효소액이 미역뿌리와 참모자반에 함유되

어 있는 다당류를 저분자화 시킬 수 있는 가장 효율적인 반응시간이 24

시간임을 확인할 수 있었으며, 이때 단당과 올리고당이 많이 분해된다는
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것을 예상 할 수 있었다.

Table 6. Changes in reducing sugar assay and viscometry

of enzymatic extracts of Undaria pinnatifida roots with

incubation time

Time (h)
Reducing sugar

(μg/mL)
Viscosity (cP)

0 94.82±0.83c1) 1.31±0.02a

3 193.33±1.25b 1.26±0.04b

6 201.69±2.10b 1.25±0.03b

12 202.29±5.45b 1.24±0.02b

24 250.68±1.78a 1.23±0.02b

48 243.73±1.73a 1.13±0.04c

1)Means in the same column (a-d) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).

Table 7. Changes in reducing sugar assay and viscometry

of enzymatic extracts of Sargassum fulvellum with

incubation time

Time (h)
Reducing sugar

(μg/mL)
Viscosity (cP)

0 84.37±4.53e1) 1.27±0.01a

3 153.94±0.03d 1.26±0.04ab

6 181.48±0.07c 1.22±0.03bc

12 213.28±0.68b 1.20±0.05cd

24 231.60±1.53a 1.17±0.02d

48 216.19±4.24b 1.06±0.03e

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples
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are significantly different (P<0.05).

1-2. 산업적 이용 가능성 

1-2-1. 분해물의 저분자화

Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 조효소액을 이용한 미역뿌리와

참모자반 각 시료 분해물의 저분자화를 확인하기 위해 thin layer

chromatography(TLC) 분석을 이용하였으며, 그 결과는 Fig. 2와 Fig. 3

에 나타내었다. 미역뿌리 시료에 조효소액 추출물을 첨가하였을 때, 반응

0시간에서는 저분자화가 관찰되지 않았다. 반응 3시간 이후 monomer 위

치에서 1개의 spot을 관찰할 수 있었고, 해조 다당인 알긴산이 서서히

분해됨을 확인하였다. 최종 반응 48시간까지 spot의 농도가 서서히 짙어

지는 것을 관찰할 수 있었고, 반응 48시간에 monosaccharide로 분해됨을

확인하였다(Fig. 2). 참모자반의 경우, 반응 0시간에서는 전개용매에 의

한 이동이 나타나지 않았으나, 반응 3시간 이후 2개의 spot을 관찰하였

고, 해조 다당인 알긴산이 분해됨을 확인할 수 있었다. 반응 24시간에는

dimer과 monomer로 분해되는 것을 확인하였고, 최종 48시간에서

monosaccharide로 분해됨을 확실히 확인할 수 있었다(Fig. 3). Kim 등

(2015)의 연구에서는 Shewanella oneidensis PKA 1008이 생성하는 분해

효소가 알긴산을 올리고당 및 단당으로 분해시키고, 반응 48시간 이후부

터는 monosaccharide까지 분해됨을 보고하였다. 이 실험의 결과에 따라

해조류 시료에 Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 조효소액을 처리

하여 반응시켰을 때, 미역뿌리 및 참모자반의 다당류가 단당 및 올리고

당으로 분해된다는 것을 확인 할 수 있었으며, 이와 더불어 각 시간별

시료들을 이용하여 항염증 실험을 실시하였다.
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Fig. 2. TLC analysis of alginate hydrolysate of Undaria

pinnatifida roots by crude alginate degrading enzyme with

various incubation time.

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 3 h; lane 4, 24 h; lane 5,

48 h.
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Fig. 3. TLC analysis of alginate hydrolysate of Sargassum

fulvellum by crude alginate degrading enzyme with various

incubation time.

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 3 h; lane 4, 24 h; lane 5,

48 h.
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1-2-2. 항염증 효과

Nitric oxide 생성량 측정

대식세포는 세균과 같은 항원이 침입할 때 초기 면역반응을 불러오는

세포로서, 이러한 세균을 사멸시키기 위하여 TNF(tumor necrosis

facter), IL-1(interleukin 1)등의 여러 가지 물질을 분해하여 염증반응 및

면역반응을 일으킨다. 이 중 nitric oxide(NO)는 생체 내에서 NO

synthase(NOS)라는 효소의 촉매 작용을 통해 L-arginine으로부터 생성

되는 반응성이 강한 자유라디칼로써 면역반응, 신경전달, 세포독성 및 혈

관확장 등의 생리적인 기능 조절에 중요한 역할을 하는 신호전달 물질이

다(Moncada et al.,1991).

본 연구에서는 Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 조효소액을 처

리한 미역뿌리 및 참모자반 각 분해물의 NO 생성에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 대식세포인 RAW 264.7 세포에 LPS로 염증반응을 유도

시키고 NO 생성량을 측정하였다. RAW 264.7 세포를 LPS로 활성 시킨

결과, LPS 처리구는 비처리구에 비하여 NO농도가 7배 이상 유의적으로

매우 높아진 것을 확인할 수 있었다. 미역뿌리 시료에 조효소액 처리한

시료군에서는 NO생성이 크게 억제되었는데, 특히 반응 12시간 이후에

크게 억제되었고 48시간에 약 69% 이상 감소함을 보였다. 이를 통해 미

역뿌리 시료가 어느 정도 분해된 후, 염증 억제효과가 크게 증진된다는

것을 알 수 있었다. 참모자반의 경우도 효소 반응 이후 NO생성이 크게

억제되었는데, 특히 반응 6시간 처리구에서 79%이상 억제가 되었으며

가장 높은 NO 저해효과를 보였다. 이러한 결과는 Kang 등(2014)의 미역

뿌리 에탄올 추출물의 항염증 활성 연구에서 미역뿌리 에탄올 추출물이

세포독성 없이 NO의 생성을 감소시켜 항염증 효과에 기여한다는 보고

와 Jeong 등(2012)의 참모자반 물 추출물의 염증 억제 활성 연구에서 참
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모자반의 농도가 증가할수록 NO 생성량이 유의성 있게 감소함을 보고

한 결과와 일치한다.
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Fig. 4. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Undaria

pinnatifida roots with incubation time on the production of

NO in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 5. Inhibitory effect of enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time on the

production of NO in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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염증 관련 사이토카인(IL-6, TNF-α, IL-1β)의 분비량 변화

대식세포는 LPS와 같은 항원의 자극을 받아 활성화 되면 IL-6, TNF-

α 및 IL-1β 사이토카인 등의 분비를 촉진하여 면역반응을 조절한다

(Kim et al., 2015). IL-6는 T세포에서 분비되는 사이토카인이며, 자극에

의한 면역 반응 활성화 등의 역할을 하는 물질이다(Kishimoto et al.,

1995; Dienz and Rincon, 2009). TNF-α는 종양 괴사인자(TNF, Tumor

Necrosis Factor)로 알려진 물질로 종양세포를 파괴시키는 사이토카인이

며, IL-1β는 국소 염증반응을 일으키며 혈관 내피세포에 작용하여 백혈

구의 부착을 매개하거나 표면 분자의 발현을 증가시키는 사이토카인이다

(Kim et al., 2013). 본 연구에서는 미역뿌리와 참모자반 조효소 분해물

시료의 염증성 사이토카인 저해 효과를 배양 시간별로 확인하였다. 미역

뿌리 조효소 분해물은 배양 0시간에서 IL-6 분비량이 LPS 처리구보다

더 많았고, 배양 3-48 시간에서 IL-6 분비량이 유의적인 감소를 보였으

며, 특히 24시간에서는 약 97% 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 6). 참모

자반의 경우, IL-6 분비량은 반응 3-48시간에서 약 85% 이상 감소하여

유의적인 저해활성을 보였다(Fig. 7). 또한 미역뿌리 조효소 분해물의

TNF-α의 분비량은 배양 시간이 경과함에 따라 감소하는 경향을 보였

고, 특히 반응 24시간에서 약 85%의 감소효과를 확인할 수 있었다(Fig.

8). 참모자반의 경우도 반응 시간이 경과함에 따라 TNF-α의 분비량이

감소하였고, 특히 반응 12시간에서 약 56%의 가장 높은 염증억제효과를

나타내었다(Fig. 9). IL-1β 분비량은 미역뿌리와 참모자반 조효소 분해물

두 경우 모두 전반적으로 낮게 나타났다(Fig. 10, Fig. 11). 이는 미역뿌

리 에탄올 추출물과 참모자반 물 추출물은 염증성 cytokine인 IL-6,

TNF-α 및 IL-1β 분비를 감소시켜 항염증 효과를 가진다는 연구결과

(Kang et al., 2014; Jeong et al., 2012)와 비슷한 결과이다. 미역뿌리와
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참모자반 조효소 분해물의 염증성 사이토카인 저해 효과를 보여주는 이

러한 결과는 조효소 분해물이 항염증 효과를 증대시키는 물질로 작용할

수 있음을 뒷받침한다. 또한 조효소를 이용하여 저분자화한 해조류 추출

물을 항염증성 소재로 개발한다면 유용하게 활용할 수 있을 것으로 사료

된다.
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Fig. 6. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Undaria

pinnatifida roots with incubation time on the production of

IL-6 in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 7. Inhibitory effect of enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time on the

production of IL-6 in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 8. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Undaria

pinnatifida roots with incubation time on the production of

TNF-α in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 9. Inhibitory effect of enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time on the

production of TNF-α in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 10. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Undaria

pinnatifida roots with incubation time on the production of

IL-1β in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 11. Inhibitory effect of enzymatic extracts of

Sargassum fulvellum with incubation time on the

production of IL-1β in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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2. 감마선 조사에 의한 저분자화

2-1. 감마선분해물 의 특성

2-1-1. pH

3-20 kGy 선량의 감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 분해물의 조사

선량에 따른 pH 변화는 Table 8과 Table 9와 같다. 미역뿌리와 참모자

반 분해물의 pH는 각각 약 5.52-5.80, 4.75-4.94의 범위로 나타났으며, 감

마선 조사선량에 따른 pH 변화에 유의적인 차이는 없었다. 이는 3-20

kGy 선량의 감마선을 조사한 외톨개 모자반 물 추출물의 pH가

4.98-4.87의 범위로 보고된 Lee 등(2011)의 연구 결과와 유사한 결과이

다. 또한 조사선량에 따른 저장 중 양념 갈비의 pH 변화에 유의적인 차

이가 없었다고 보고한 Kang 등(2004)의 연구 결과와 일치하였다. 또한

Lee 등(2011)의 연구에서는 감마선 조사한 외톨개 모자반 물 추출물의

pH의 변화가 유의적인 차이를 보이지 않았다. 본 연구결과를 통해 감마

선 조사는 미역뿌리와 참모자반 분해물의 pH에 영향을 미치지 않는 것

으로 확인되었다.



- 39 -

Table 8. Effect of gamma radiation on the pH in Undaria

pinnatifida roots

Radiation dose (kGy) pH

0 5.80±0.02a1)

3 5.65±0.01b

7 5.52±0.01d

10 5.57±0.01c

20 5.66±0.01b

1)Means in the same column (a-d) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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Table 9. Effect of gamma radiation on the pH in

Sargassum fulvellum

Radiation dose (kGy) pH

0 4.77±0.04bc1)

3 4.75±0.01c

7 4.78±0.01bc

10 4.81±0.01bc

20 4.94±0.01a

1)Means in the same column (a-c) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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2-1-2. 색도

미역뿌리와 참모자반 분말을 각각 20 mg/mL의 농도로 증류수에 용해

하여 만든 수용액에 3-20 kGy 선량의 감마선을 조사한 후, 색차계를 이

용하여 명도(L값), 적색도(a값) 및 황색도(b값)를 측정하였다. 그 결과,

비 조사 시 미역뿌리 분해물의 명도(L*)는 90.04로, 전반적으로 높은 명

도 값이 측정되었으며 조사량에 따라 명도의 증감은 있으나 특별한 경향

은 관찰되지 않았다. 적색도(a*)의 경우, 비조사 시 -0.61로 측정되었으며

7 kGy 선량에서 -0.16으로 그 값이 증가하였다. 하지만 10 kGy와 20

kgy 선량에서는 각각 -0.48과 -0.45 값으로 측정되어 적색도가 다시 감

소하는 경향을 보였다. 황색도(b*)는 비 조사 시 11.80로 나타났고 감마

선 조사에 의해 증가하는 경향을 보였으며, 특히 7 kGy 선량에서 17.80

으로 가장 높은 값으로 확인되었다(Table 10). 참모자반 분해물의 경우

3-20 kGy의 법위에서 감마선 조사선량이 증가함에 따라 적색도와 황색

도가 감소하는 경향이 뚜렷이 나타났다. 명도는 3, 7, 10 및 20 kGy 감

마선 조사구에서 각각 71.29, 73.43, 72.59 및 76.67로 비 조사구(65.19)에

비해 유의적으로 높은 값을 나타내었으며, 조사선량이 증가함에 따라 명

도가 증가하는 경향을 보였다. 이러한 결과는 감마선 조사에 의해 녹차

내 엽록소와 플라보노이드 색소 성분이 파괴되어 명도는 증가하고 적색

도와 황색도는 감소하였다는 결과와 유사하였다(Son et al., 2001).
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Table 10. Effect of gamma radiation on the chromaticity in

Undaria pinnatifida roots

Radiation dose

(kGy)
L * a* b*

0 90.04±0.01b1) -0.61±0.05c 11.80±0.04e

3 89.75±0.01c -0.79±0.02d 13.85±0.02c

7 84.64±0.04e -0.16±0.02a 17.80±0.02a

10 90.94±0.01a -0.48±0.02b 13.40±0.01d

20 88.02±0.01d -0.45±0.04b 16.50±0.01b

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).

Table 11. Effect of gamma radiation on the chromaticity in

Sargassum fulvellum

Radiation dose

(kGy)
L * a* b*

0 65.19±0.03e1) 7.28±0.07a 64.27±0.03a

3 71.29±0.02d 5.17±0.04b 60.75±0.03b

7 73.43±0.02b 4.62±0.04c 59.87±0.05c

10 72.59±0.01c 4.24±0.04d 58.63±0.02d

20 76.67±0.01a 3.11±0.02e 55.64±0.03e

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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2-1-3. 환원당 및 점도

감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 분해물의 환원당 함량은 비조사

구에 비해 눈에 띄게 증가하는 경향을 보였다. 감마선을 조사하지 않은

미역뿌리 분해물의 환원당 함량은 134.91 μg/mL로 측정되었으나, 감마선

을 조사한 미역뿌리 분해물의 환원당 함량은 비조사구에 비해 증가하였

으며, 특히 조사선량이 증가함에 따라 환원당 함량도 증가하는 추세를

보여 20 kGy 조사 시 가장 높게 나타났다. 참모자반 분해물의 경우, 감

마선 조사선량이 증가할수록 환원당 함량이 유의적으로 증가하였고, 20

kGy 조사 시 가장 높은 값인 283.40 μg/mL을 나타냈다. 미역뿌리와 참

모자반 분해물의 점도는 비 조사의 경우, 각각 1.26 cP, 1.21 cP였으며

감마선 조사선량이 증가함에 따라 분해물의 점도가 감소하여 최종적으로

20 kGy 조사에서 각각 0.91 cP, 0.83 cP로 점도가 가장 낮음을 확인할

수 있었다. Song 등(2008)의 연구에서는 알긴산을 감마선 조사하여 저분

자화 하였을 때, 감마선 선량이 증가 할수록 점도와 분자량이 감소하는

것은 점도와 분자량 사이에 서로 유의적인 상관관계가 있기 때문이라고

보고하였다. 또한 고선량의 감마선 조사에 의해 구성 다당류가 소당류

및 단당류로 분해됨에 따라 환원당이 증가할 가능성이 있다고 보고 하였

다(Elias et al., 1977). Noh등(2001)의 연구에서는 팥과 녹두의 수침 용출

액을 1-30 kGy 선량범위에서 감마선을 조사하였을 때 조사선량의 증가

에 따라 환원당 함량이 유의적으로 증가됨을 보고하기도 하였다. 이러한

결과와 마찬가지로 본 연구에서는 미역뿌리와 참모자반 분말을 용해하여

만들어진 각 수용액에 물리적인 방법인 감마선을 조사하여 미역뿌리와

참모자반에 함유되어있는 다당류를 저분자화 시킬 수 있음을 확인할 수

있었다.
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Table 12. Effect of gamma radiation on the reducing sugar

assay and viscometry in Undaria pinnatifida root

Radiation dose

(kGy)

Reducing sugar

(μg/mL)
Viscosity (cP)

0 134.91±0.05e1) 1.26±0.06a

3 223.48±1.27d 1.05±0.03b

7 268.68±0.11b 0.94±0.02a

10 240.92±0.30c 0.96±0.02c

20 283.40±1.81a 0.91±0.04c

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).

Table 13. Effect of gamma radiation on the reducing sugar

assay and viscometry in Sargassum fulvellum

Radiation dose

(kGy)

Reducing sugar

(μg/mL)
Viscosity (cP)

0 279.01±2.08e1) 1.21±0.01a

3 360.16±0.24d 1.04±0.03b

7 413.97±1.00c 0.95±0.03c

10 471.51±1.68b 0.90±0.03d

20 528.16±1.54a 0.83±0.02e

1)Means in the same column (a-e) bearing different superscript in samples

are significantly different (P<0.05).
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2-2.산업적 이용 가능성

2-2-1. 분해물의 저분자화

감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 분해물의 저분자화를 확인하기

위하여 TLC 분석을 이용하였으며, 그 결과는 Fig. 12와 Fig. 13에 나타

내었다. 감마선을 처리하지 않는 미역뿌리 시료는 저분자화 되지 않았고,

3 kGy 조사 시 1개 spot을 관찰함을 통해 해조 다당인 알긴산이 서서히

분해됨을 확인하였다. 또한 최고 20 kGy 조사 시 monosaccharide로 분

해됨을 확인하였다(Fig. 12). 참모자반의 경우, 감마선을 비처리 시 저분

자화를 확인할 수 없었고, 3 kGy 이상의 조사량에서 1개 spot을 관찰하

여 monomer로 분해되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 13). Cho 등(2003)

의 연구에서는 10 kGy의 선량으로 조사 할 경우, 알긴산이 급격하게 분

해된다고 보고하였다. 또한 Wasikiewicz 등(2005)의 연구에서는 감마선

을 조사함으로서 glycosidic bonds가 파괴되어 알긴산나트륨을 분해할

수 있다고 보고하였다. 효소분해를 이용한 저분자화 방법은 분해 속도가

느리고 비용이 많이 드는 단점이 있어 산업적 이용에 적합하지 않다

(Aiba, 1994; Choi et al., 2002). 하지만 방사 해중합 기술(Irradiation

depolymerization technique)을 이용하여 alginate oligomers와 monomers

를 대량 생산한다면 산업적으로 유용하게 사용할 수 있을 것으로 기대하

였다(Nagasawa et al., 2000; Hien et al., 2000). 이에 본 연구에서는 미역

뿌리와 참모자반에 함유되어 있는 다당류가 감마선 조사를 통해 단당 및

올리고당으로 저분자화 되는 결과를 도출하였고, 방사 해중합 기술의 산

업적 이용 가능성을 확인할 수 있었다. 이어서 감마선을 조사한 미역뿌

리와 참모자반 분해물의 효능 및 효과에 대한 검증을 위하여 염증관련

인자(IL-6, TNF-α, IL-1β)에 대한 항염증 효과 연구를 진행하였다.
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Fig. 12. TLC analysis of alginate degradation of Undaria

pinnatifida roots by gamma irradiated-treatment with

various radiation dose.

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 kGy; lane 3, 3 kGy; lane 4, 7 kGy;

lane 5, 10 kGy; lane 6, 20 kGy.
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Fig. 13. TLC analysis of alginate degradation of

Sargassum fulvellum by gamma irradiated-treatment with

various radiation dose.

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 kGy; lane 3, 3 kGy; lane 4, 7 kGy;

lane 5, 10 kGy; lane 6, 20 kGy.
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2-2-2. 항염증 효과

Nitric oxide 생성량 측정

NO reduction assay는 대식세포의 중요한 기능 중의 하나인 식세포 작

용(phagocytosis)과 관련된 간접적인 활성 측정의 한 방법으로 대식세포

가 그 활동을 얼마나 활발하게 하고 있는지를 알아보는 시험이다(Jang

et al., 2011). 본 연구에서는 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포를 LPS

로 활성화시켜 NO 생성을 유도하였다. 이 후 감마선을 조사한 미역뿌리

와 참모자반 시료를 처리하여 NO 생성 저해 활성 실험을 실시하였다.

그 결과, 감마선을 조사한 미역뿌리의 NO 생성 억제효과를 확인할 수

있었다(Fig. 14). 특히, 3 kGy 조사되었을 때 약 50%의 NO 생성 억제

효과를 보였다. 참모자반의 경우, NO 생성량이 약 4배 이상 낮아졌으며

특히 20 kGy 선량으로 조사한 경우, NO 생성이 약 87% 감소되는 것으

로 확인되었다(Fig. 15). Jeong 등(2012)의 참모자반 물 추출물의 염증

억제 활성에 대한 연구에서는 참모자반 물 추출물이 NO 생성을 저해한

다는 것을 보고하였다. 또한 Lee 등(2011)의 연구에서는 외톨개모자반의

추출물에 감마선을 조사한 뒤 면역 활성이 더 증가하였다고 보고하였다.

따라서 감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 시료는 감마선을 조사하지

않은 시료보다 염증억제에 높은 효과가 있을 것으로 사료된다.
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Fig. 14. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Undaria pinnatifida roots with various

radiation dose on the production of NO in RAW 264.7

cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 15. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Sargassum fulvellum with various

radiation dose on the production of NO in RAW 264.7

cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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염증 관련 사이토카인(IL-6 ,TNF-α, IL-1β)의 분비량 변화

감마선을 조사한 미역뿌리와 참모자반 분해물이 대식세포에서 LPS 처

리에 의한 염증반응으로 유도된 사이토카인의 분비에 미치는 영향을 확

인하였다. 미역뿌리의 경우, 3-20 kGy 조사구가 비조사구에 비해 IL-6의

분비량이 감소하는 것으로 나타났고, 특히 3 kGy 선량에서 IL-6 분비가

약 46% 감소하여 염증 억제효과가 가장 높은 것으로 확인되었다(Fig.

16). 참모자반의 경우에도 3-20 kGy 조사구는 IL-6의 분비량이 약 97%

이상 감소하여 염증 억제효과가 매우 뛰어난 것으로 나타났다(Fig. 17).

또한 3-20 kGy 선량으로 조사된 미역뿌리와 참모자반 시료 모두 비조사

구에 비해 TNF-α의 억제 효과가 더 증가하는 경향을 나타냈다(Fig. 18,

Fig. 19). 특히 감마선을 조산한 참모자반 시료의 경우, 3 kGy 선량에서

38%의 염증억제효과를 나타내었다. 그러나 IL-1β의 경우는 미역뿌리와

참모자반 시료 모두 조사구별로 변이가 심하여 일정한 경향을 나타내지

않았다(Fig. 20, Fig. 21). 해조류의 추출물에는 fucoidan, laminaran 및

carageenan 같은 다당류가 함유되어 있어 면역체계에 영향을 준다고 알

려져 있다(Jung et al., 2002). 또는 Lee 등(2011)의 연구에서는 갈조류인

외톨개 모자반 물 추출물을 감마선 조사하여 면역반응을 활성화 할 수

있다고 보고하였다. 이러한 결과에 따라 감마선 조사에 의한 해조류 다

당류의 저분자화가 항염증 기능의 활성에 영향을 미치는 것으로 판단되

어진다.
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Fig. 16. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Undaria pinnatifida roots with various

radiation dose on the production of IL-6 in RAW 264.7

cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 17. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Sargassum fulvellum with various

radiation dose on the production of IL-6 in RAW 264.7

cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 18. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Undaria pinnatifida roots with various

radiation on the production of TNF-α in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 19. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Sargassum fulvellum with various

radiation on the production of TNF-α in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 20. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Undaria pinnatifida roots with various

radiation on the production of IL-1β in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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Fig. 21. Inhibitory effect of extracts from

gamma-irradiated Sargassum fulvellum with various

radiation on the production of IL-1β in RAW 264.7 cells.

Means with different superscripts are significantly different (P<0.05).
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요      약 

미역뿌리와 참모자반에 함유되어 있는 다당류를 저분자화하기 위해

Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 효소 처리와 감마선 조사를 각

각 진행하였다. 또한 저분자화 된 추출물로부터의 일반특성 및 기능적

특성 변화를 확인하였다.

1. 효소에 의한 저분자화

1-1. 효소분해물의 특성

1-1-1. 미역뿌리 조효소 분해물의 pH를 확인한 결과, 0시간(pH 8.11)에

서부터 배양시간이 길어질수록 pH 값이 유의적으로 감소하였고, 24시간

에서 pH 7.00로 가장 낮은 pH값을 나타내었다. 참모자반 조효소 분해물

의 경우, 0시간(pH 8.04)에서 배양시간이 길어질수록 pH 값이 감소하여

배양시간 24시간에서 pH 7.37로 낮은 pH 값을 확인할 수 있었다.

1-1-2. 미역뿌리 조효소 분해물의 색도측정 결과, 명도(L*)는 배양 48시

간에서 34.13으로 가장 낮은 측정값으로 나타났고, 적색도(a*)와 황색도

(b*)는 0시간에서 각각 5.41과 60.16로 가장 낮은 측정값을 보였다. 참모

자반의 경우, 명도(L*)는 12시간에서 39.48로 가장 낮은 측정값으로 나타

났고, 적색도(a*)와 황색도(b*)는 0시간에서 각각 5.17과 52.50으로 가장

낮은 측정값으로 확인되었다.

1-1-3. 미역뿌리와 참모자반의 환원당은 배양 시간이 길어질수록 그 함

량이 유의적으로 증가하였다. 배양 24시간에서 미역뿌리와 참모자반의

환원당 함량은 각각 250.68 μg/mL, 231.60 μg/mL로 가장 높게 나타났
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다. 미역뿌리와 참모자반의 점도 변화는 배양 시간이 길어질수록 유의적

으로 감소하여, 배양 48시간에서 각각 1.13 cP, 1.06 cP로 아주 낮은 점

도를 보였다.

1-2.산업적 이용 가능성

1-2-1. 미역뿌리 조효소 분해물은 반응 24시간 이후 저분자화 되었으며,

반응 48시간 까지는 monosaccharide로 분해됨을 확인하였다. 참모자반

조효소 분해물의 경우, 반응 24 시간까지는 dimer과 monomer로 분해되

는 것을 확인할 수 있다.

1-2-2. Nitric oxide 생성량 측정 결과, 미역뿌리 시료에 조효소액을 반

응시킨 경우 NO생성이 크게 억제되었는데, 특히 반응 12시간 이후에 크

게 억제되었고 48시간에 약 69% 이상 감소함을 보였다. 이를 통해 미역

뿌리 추출물이 조효소액에 의해 어느 정도 분해되었을 때, 염증 억제 효

과가 크게 증가한다는 사실을 확인할 수 있었다. 참모자반의 경우도 효

소 반응 이후 NO생성이 크게 억제되었는데, 특히 반응 6시간에서 약

79% 이상 억제가 되었으며 가장 높은 NO 저해효과를 보였다.

염증매개 사이토카인(IL-6 ,TNF-α, IL-1β)의 분비량을 측정한 결과,

미역뿌리 조효소 분해물은 배양 3-48시간에서 IL-6 분비량이 유의적으

로 감소하였으며, 특히 24시간에서는 약 97% 감소하는 것으로 나타났다.

참모자반 경우, IL-6 분비량은 반응 3-48시간에서 약 85% 이상 감소하

여 유의적인 저해활성을 보였다. 또한 미역뿌리 조효소 분해물의 TNF-

α의 분비량은 반응 24시간에서 약 85%의 감소효과를 확인할 수 있었다.

참모자반의 경우도 반응 12시간에서 약 56%의 가장 높은 염증억제효과

를 나타내었다. IL-1β 분비량은 미역뿌리와 참모자반 조효소 분해물 두

경우 모두 전반적으로 낮게 나타났다.
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이에 따라 S. oneidensis PKA 1008 유래 조효소에 의한 미역뿌리와 참

모자반 효소적 추출 분해물은 염증에 관여하는 NO와 사이토카인(IL-6

,TNF-α, IL-1β) 발현을 억제하는데 효과가 있는 것으로 사료된다.

2. 감마선 조사에 의한 저분자화

2-1. 감마선분해물의 특성

2-1-1. 감마선 조사선량(3-20 kGy)에 따른 미역뿌리 및 참모자반 분해

물의 pH 변화를 확인한 결과, 그 변화가 미미한 것을 확인할 수 있었다.

2-1-2. 미역뿌리 분해물의 명도(L*)는 감마선 비조사 시 90.04로 나타나

전반적으로 명도가 높게 나타났으며, 조사량에 따라 명도의 증감은 있으

나 특별한 경향을 보이지는 않았다. 적색도(a*)의 경우, 비조사 시 -0.61

로 측정되었으며 7 kGy 조사선량에서 -0.16으로 그 값이 증가하였다.

하지만 10과 20 kgy 조사선량에서는 각각 -0.48과 -0.45 값으로 측정되

어 적색도가 다시 감소하는 경향을 보였다. 황색도(b*)는 감마선 비조사

시 11.80으로 측정되었으며, 감마선 조사에 의해 그 값이 증가하는 경향

을 보였다. 특히 7 kGy 조사선량에서 17.80으로 가장 높은 황색도 값을

나타내었다. 참모자반 분해물의 경우, 조사선량이 증가함에 따라 적색도

와 황색도가 감소하는 경향이 뚜렷이 나타났다. 명도는 3, 7, 10 및 20

kGy 감마선 조사 시 비조사구에 비해 유의적으로 높은 값을 나타내었

다.

2-1-3. 환원당 및 점도를 측정한 결과, 미역뿌리와 참모자반 분해물의

환원당은 20 kGy 조사 시 각각 283.40 μg/mL와 283.40 μg/mL로 가장

높은 값을 보였다. 또한 감마선 조사선량이 증가함에 따라 미역뿌리와
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참모자반 분해물의 점도는 감소하여 최종적으로 20 kGy 조사선량에서

각각 0.91 cP와 0.83 cP로 가장 낮은 점도값을 나타내었다.

2-2.산업적 이용 가능성

2-2-1. 감마선 조사선량(3-20 kGy)에 따른 미역뿌리 및 참모자반 분해

물의 저분자화를 TLC를 통해 확인한 결과, 감마선을 조사하지 않는 미

역뿌리와 참모자반 각 시료에서는 저분자화를 확인할 수 없었고, 3 kGy

조사선량에서 부터 분해되기 시작하여 최종 20 kGy 조사선량에서

monosaccharide로 분해됨을 확인하였다.

2-2-2. 감마선을 조사한 미역뿌리 시료의 NO 생성 억제효과를 확인한

결과, 3 kGy 조사 시 50%의 NO 생성 억제 효과를 보였다. 참모자반의

경우, 20 kGy 선량으로 조사 시 약 87% 감소되는 것으로 확인되었다.

염증 매개 사이토카인(IL-6, TNF-α, IL-1β)의 분비량을 측정한 결과 미

역뿌리의 경우, 3 kGy 조사 시 IL-6 분비가 약 46% 감소하여 염증 억

제효과가 가장 높은 것으로 확인되었다. 참모자반의 경우에도 3-20 kGy

조사구가 IL-6의 분비량이 약 97%이상 감소하여 염증 억제효과가 매우

높게 나타났다. 또한 3-20 kGy 선량으로 조사된 미역뿌리와 참모자반

시료 모두 TNF-α의 억제 효과가 더 증가하는 경향을 보였다. 그러나

IL-1β의 경우, 조사구 별로 변이가 심하여 일정한 경향을 나타내지 않았

다.

이에 따라 감마선 조사에 의한 미역뿌리와 참모자반 분해물은 염증에

관여하는 NO와 사이토카인(IL-6 ,TNF-α, IL-1β) 발현을 억제하는데

효과가 있는 것으로 판단된다.
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