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Abstract 

Alginate lyases have gained significant attention as biocatalysts for the 

preparation of functional oligosaccharides. Alginate lyases have become 

the focus of numerous studies aimed at the efficient utilization of alginate, 

with one approach being its degradation into smaller molecules. Crude 

enzyme was prepared from strain for further research. Sargassum miyabei 

belongs to the brown algae and contains various polysaccharides, including 

alginate, fucoidan, and mannitol. This study aimed to elucidate the alginate 

degradation patterns of a crude enzyme extracted from Shewanella 

oneidensis PKA 1008 and examine the characteristics of extracts 

prepared by incubating this enzyme with S. miyabei. To determine 

substrate specificity, alginate, polyM, and polyG were incubated at 30°C 

for 0-48 h in a 1:1 (v/v) ratio with the crude enzyme, and changes in 

reducing sugars and thin-layer chromatography (TLC) of the reactants 

were measured. The reducing sugar of polyM showed the maximum 

increment, reaching 171.72 μg/mL at 12 h, while polyG increased slightly. 

In comparison to alginate, the activity of polyM was observed to be 76 

times that of alginate, while the activity of polyG demonstrated a value of 

2.9 times that of alginate. After 12 h of incubation, polyM was mainly 
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degraded to trisaccharides, while polyG degraded to a mixture of di-, tri-, 

and tetrasaccharides. To confirm the precise degradation patterns, 

purified alginate oligosaccharides (DP2-6) were reacted with the crude 

enzyme. In the case of mannuronic acid oligomers, hexamer (DP6) was 

degraded to a trisaccharide. In the case of guluronic acid oligomers, 

tetramer (DP4) was degraded to disaccharides, pentamer (DP5) to di- 

and trisaccharides, and hexamer (DP6) to di-, tri-, and tetrasaccharides. 

To characterize the brown algae extract, S. miyabei and the crude enzyme 

were mixed and reacted at 30°C for 0-72 h. The reducing sugar of S. 

miyabei increased significantly to 2421.60 μg/mL at 72 h. Significant 

decreases in pH and viscosity were observed at 72 h compared to initial 

measurements, and TLC revealed that di-, tri-, and tetrasaccharides 

were the primary products. These results indicated that the crude enzyme 

from Shewanella oneidensis PKA 1008 exhibits specificity for polyM and 

partial activity against polyG. The minimum substrates that could act were 

M6 and G4 also G5 and G6 could be degraded, suggesting that guluronate 

may have a broader substrate selectivity. It can act on both types of 

polysaccharides and be effectively degraded polysaccharides contained in 

S. miyabei.
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서    론 

 

21세기에 들어 국민소득이 증대되어 생활 수준이 향상되면서 고급, 

다양, 간편화된 식품을 찾게 되었고, 특히 웰빙(well-being) 문화가 

확산되며 건강식품에 대한 소비가 크게 증가되고 있다(Sloan, 2002). 특히 

비만, 암, 고혈압, 당뇨 등 성인병 발병률이 증가하면서 식이섬유소 

공급원으로써 해조류가 주목받고 있다(Han et al., 2002). 해조류는 

식품산업, 화장품산업, 의학산업 등 여러 산업의 원료로 이용되고 

있으며(Gacera, 1988), 해조류 성분을 식품 산업에 응용하기 위해 

항산화(Kim et al., 2013), 항염증(Lee et al., 2011), 면역 증진(Cho et al., 

1990), 항암(Cumashi et al., 2007), 항바이러스(Nakashima et al., 1987) 

등 생리활성 연구가 활발히 진행되고 있다. 해조류는 색소 성분의 조성에 

따라 갈조류(brown algae), 홍조류(red algae) 및 녹조류(green algae)로 

나뉜다. 해조류의 기능성 물질은 세포벽의 골격, 구성, 저장 다당류에서 

기인하며, 대표적으로 미역, 다시마, 감태, 톳, 모자반류와 같은 갈조류에는 

알긴산 및 후코이단이 풍부하고 김, 우뭇가사리, 꼬시래기와 같은 

홍조류에는 한천 및 카라기난이 풍부하다. 

미역, 다시마, 감태, 톳, 모자반류와 같은 갈조류의 세포벽을 구성하는 

알긴산은 우론산 단량체로 이루어져 있으며, β-D-mannuronic acid가 

β-1, 4 글리코시드 결합한 형태인 polymannuronate (polyM), α-L-

guluronic acid가 α-1, 4 글리코시드 결합한 형태인 polyguluronate 

(polyG) 또는 β-D-mannuronic acid와 α-L-guluronic acid가 교대로 

배열된 polyMG 형태로 존재한다(Gaserod et al., 1998; Wong et al., 

2000). 알긴산의 분자량, M/G 비율, M과 G 잔기의 배열 등에 따라 겔 

형성능, 점도 및 수분 흡수능, 유화능 등의 물리화학적 특성이 변하는 

것으로 알려져 있다(Gaserod et al., 1998; Horn et al., 1999; Kim et al., 

2011). 이처럼 다양한 물리화학적 특성을 가져 유화제, 안정제, 증점제, 
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보습제 등의 형태로 식품, 화장품, 의약품 분야에 널리 사용되고 

있다(Rehm et al., 1997; An and Lee, 2000; Goh et al., 2012). 그러나 

알긴산은 상온에서 용해되는데 오래 걸리며, 농도 비례적으로 점도가 

높아져 산업적으로 이용에 한계가 있다. 이러한 문제를 해결하고자 

다당류를 저분자화하는 연구가 진행되고 있다(Rehm et al., 1997). 또한 

알긴산을 저분자화하여 생산한 알긴산 올리고당은 비만 억제(Terakado et 

al., 2012), 혈당수치감소(Zhang et al., 2008), 세포 증식 촉진 및 식물 

성장 조절(Yokose et al., 2009) 등의 기능을 가진다. 현재까지 다당류의 

저분자화 방법으로 가열가수분해, 화학적 분해, 방사선 조사, 효소에 의한 

분해법 등이 알려져 있다(Song et al., 2007). 효소에 의한 분해법은 높은 

비용과 열 안정성, 느린 생산 속도 등의 단점은 있으나 타겟으로 하는 

올리고당을 선택적으로 분해 및 생성할 수 있고 부산물 생성을 줄일 수 

있는 등의 장점이 있어 알긴산 분해 효소에 관한 연구가 활발히 진행되고 

있다(Kim et al., 2012). 

알긴산 분해 효소는 β-elimination 메커니즘을 통해 알긴산의 

글리코시드 결합을 분해하고 비환원 말단에 이중결합을 형성하면서 불포화 

올리고당을 생성한다. 알긴산 분해 효소는 기질 특이성에 따라 polyM-

특이적 효소, polyG-특이적 효소, polyMG-특이적 효소로 나뉘며, 작용 

부위에 따라 알긴산 중합체 내부를 분해하는 endo-type, 끝부분을 

분해하는 exo-type으로 분류될 수 있다(Gacesa, 1988; Wong et al., 

2000; Zhu and Yin, 2015). Endo-type 효소는 불포화 올리고당(이당류, 

삼당류, 사당류)을 생성하고(Kim et al., 2012), exo-type 효소는 단일 

올리고당 또는 불포화 단당류를 생성한다(Park et al., 2012). 

이전 연구(Sunwoo et al., 2013)에서는 녹조류 구멍갈파래(Ulva 

pertusa)로부터 알긴산 분해 활성이 있는 균을 16S rDNA 서열 분석하여 

동정한 결과 Shewanella oneidensis 계통의 균주임을 확인하고 

Shewanella oneidensis PKA 1008이라고 명명하고, 알긴산 분해 조효소 

생산 최적 조건과 특성에 대해 보고하였다. 알긴산 분해 효소에 의해 
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제조된 알긴산 올리고당의 항염증 효과(Kim et al., 2015)와 Shewanella 

oneidensis PKA 1008 조효소액을 이용한 경단구슬모자반(Sargassum 

muticum) 및 쌍발이모자반(Sargassum patens C. Agardh) 분해물의 

특성과 항염증 효과(Lee, 2021), 미역뿌리(Undaria pinnatifida Root) 및 

참모자반(Sargassum fulvellum) 분해물의 특성과 염증 억제능 효과(Xu, 

2019), 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 분해물의 특성 및 면역증진 

효과 등 해조류와 접목시킨 연구가 계속되고 있다.  

미야베모자반(Sargassum miyabei)은 일본 해안에 널리 분포하는 

갈조류이며(Umezaki, 1983), 미야베모자반의 지방산 및 지질 구성에 대한 

연구(Kulikova and Khotimchenko, 2000) 및 미야베모자반 에탄올 

추출물의 항산화 효과(He et al., 2022), 항암 효과(Surits et al., 2020), 

항비만 효과(Kim et al., 2020)에 관한 연구가 보고되어 있으나 

미야베모자반을 미생물 유래 효소 처리하여 특성을 알아본 연구는 부족한 

실정이다.  

따라서 본 연구에서는 Shewanella oneidensis PKA 1008 유래 

조효소의 기질 특이성과 알긴산 분해패턴을 환원당 함량, TLC, ESI-MS 

분석을 통해 규명하고, 미야베모자반에 함유되어 있는 다당류를 알긴산 

올리고당으로 저분자화하여 특성을 알아보고 항염증 소재로써 산업적 이용 

가치를 확인하고자 하였다.  
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재료 및 방법 

 

1. 재료 

1-1. 시험 균주 

본 실험에서 사용한 균주는 S. oneidensis PKA 1008(Sunwoo et al., 

2013)이며, 부산 연안 송정 앞바다에서 분해가 진행 중인 녹조류 

구멍갈파래(U. pertusa)로부터 획득한 균주를 이용하였다. 

 

1-2. 실험재료 및 시약 

본 실험에서 사용한 Alginic acid sodium salt from brown algae 

(sodium alginate, M/G ratio 1.56)는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 

USA)의 제품을, polymannuronic acid (polyM, M/G ratio 12.56)과 

polyguluronic acid (polyG, M/G ratio 0.11), D-mannuronic acid 

oligosaccharides (DP: 1–6, purity: over 96%) and L-guluronic acid 

oligosaccharides (DP: 1–6, purity: over 96%)는 Qingdao BZ Oligo 

Biotech Co., Ltd. (Qingdao, China)에서 구입하여 사용하였다.  

미야베모자반(Sargassum miyabei)은 2015년에 부산시 남구 

백운포에서 채취하여 담수로 깨끗이 수세하였다. 하루동안 자연건조 후, 

동결건조하여 분말화 및 진공포장상태로 –20℃에서 저장하며 사용하였다. 

Marine broth (MB)는 BD Difco (NJ, USA)에서, Sodium azide는 

Junsei Chemical Co., Ltd (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였다. 

구리시약 A 제조에 사용된 sodium carbonate anhydrous, sodium 

bicarbonate는 Samchun Chemical Co., Ltd. (Gyeonggi-do, Korea)에서, 

potassium sodium tartrate tetrahydrate는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, 

USA)에서, sodium sulfate는 Junsei Chemical Co., Ltd (Tokyo, 

Japan)에서 구입하여 사용하였다. 구리시약 B 제조에 사용된 Copper 
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sulfate pentahydrate는 Yakuri Pure Chemicals Co., Ltd. (Kyoto, 

Japan)에서 구입하여 사용하였다. 

 

2. 방법 

2-1. 조효소액 제조 

S. oneidensis PKA 1008을 최적 배양 조건인 pH 9, 2% NaCl 농도를 

갖춘 MB 배지에서 30℃ 조건으로 24시간 대량 배양하였다. 

원심분리기(Supra 30K, Hanil Sciecne Co., Korea)를 이용하여 4℃에서 

10,000×g로 30분간 원심 분리하여 균체를 분리하고 상층액을 

조효소액으로 하였다.  

 

2-2. 알긴산, PolyM 및 PolyG 효소 분해물의 제조 

10 mM phosphate buffer (pH 9)를 이용하여 세 가지 기질(sodium 

alginate, polyM 및 polyG)을 각각 0.5% 농도로 제조하였다. S. 

oneidensis PKA 1008 조효소액을 최적 활성 pH 9로 맞추기 위해 1 N 

NaOH를 이용하였다. 0.5% sodium alginate, polyM 및 polyG를 S. 

oneidensis PKA 1008 조효소액과 1:1 비율(v/v)로 각각 혼합하였다. 

이때 미생물 오염을 방지하기 위해 sodium azide 0.02%를 첨가하였다. 각 

시료를 30℃에서 0, 12, 24 및 48시간 동안 교반하며 반응시켰다. 

 

2-3. 효소 분해물의 특성 

2-3-1. 환원당 

Somogyi-Nelson 법(Nelson, 1994)을 이용하여 환원당을 정량하였다. 

구리시약 A와 구리시약 B를 25:1의 비율(v/v)로 제조하여 구리시약 D로 

사용하였다. 15 mL conical tube에 시료 0.15 mL와 구리시약 D 0.15 mL를 

넣은 후, 100℃에서 20분간 가열하여 copper(I) oxide를 생성시키고, 

산성 조건하에서 몰리브덴산 용액 0.3 mL를 첨가하였다. 그 후, UV 분광 
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광도계(Genesys 10SUV, Thermo Spectronic Rochester, NY, USA)를 

이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였고, glucose 검량 곡선(Fig. 1)을 

이용하여 환원당을 정량하였다. 환원당 standard curve는 glucose를 0, 

6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 측정하여 환원당을 

정량하였다. 

 

2-3-2. 저분자화 및 알긴산 분해패턴 파악 

0.5% sodium alginate, polyM 및 polyG 기질과 조효소액을 1:1 비율로 

혼합하여 30℃에서 0, 12, 24, 48시간 동안 반응시킨 분해물의 효소를 

불활성화시키기 위해 100℃ 물에 10분간 가열하고 원심분리(10,000×g, 

30 min, 4℃) 한 후, 상층액을 동결건조 하였다. 

PKA 1008의 분해 기작을 규명하기 위해 다양한 DP의 올리고당을 

사용하였다. 10 mM phosphate buffer (pH 9)를 이용하여 D-mannuronic 

acid oligosaccharides (DP: 2–6), L-guluronic acid oligosaccharides (DP: 

2–6) 기질을 각각 0.5% (w/v) 농도로 제조하였다. S. oneidensis PKA 

1008 조효소액을 최적 활성 pH 9로 맞추기 위해 1 N NaOH를 

이용하였다. 0.5% D-mannuronic acid oligosaccharides (DP: 2–6), L-

guluronic acid oligosaccharides (DP: 2–6)를 S. oneidensis PKA 1008 

조효소액과 1:1 비율(v/v)로 각각 혼합하였다. 이때 미생물 오염을 

방지하기 위해 sodium azide 0.02%를 첨가하였다. 각 시료를 30℃에서 

48시간 동안 교반하며 반응시켰다. 

저분자화 및 알긴산 분해패턴 파악을 위해 TLC (Thin Layer 

Chromatography) 분석을 진행하였다.  

TLC는 Silica gel F254 plate에 시간별로 용해된 sample 10 μL씩 

spotting 하였고, 전개용매는 1-butanol : formic acid : water (4 : 6 : 1 

v/v/v)로 제조하여 사용하였다. 1시간 20분 전개 후 10% 황산에탄올 

용액을 분무한 후 110℃, 30분간 가열하여 시각화하였다. Standard 

mixture는 alginic acid oligosaccharides (DP: 1–6)을 사용하였다. 
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2-3-3. 저분자화 특성 분석 

효소 분해물을 저분자화 특성을 분석하기 위해 ESI-MS (Electrospray 

Ionization Mass Spectrometry), TGA (Thermogravimetric Analysis), 

DSC (Differential Scanning Calorimetry)를 진행하였다. 

ESI-MS는 액체크로마토그래피 고성능 혼합형 질량분석기(maXis HD, 

Bruker Daltonics GmbH & Co. KG, HB, GER)를 사용하여 분석하였다. 

동결건조한 alginate 분해물 시료 1 mg을 0.1% formic acid에 용해한 후 

필터링하여 질량 분석기에 직접 주입하였다. 질량 스펙트럼을 얻기 위해 

음이온화 모드로 50-1000 m/z의 스캔 범위로 측정하였다. 

TGA와 DSC는 동시측정열분석기(SDT 650, TA Instruments, New 

Castle, USA)를 사용하여 분석하였다. 동결건조한 alginate 분해물 시료 

1 mg을 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 상온에서 800℃까지 

10℃/min의 승온 속도로 가열하였다.  

 

2-4. 미야베모자반 효소 분해물의 제조 

10 mM phosphate buffer (pH 9)를 이용하여 미야베모자반(S. 

miyabei)을 20 mg/mL 농도로 제조하였다. S. oneidensis PKA 1008 

조효소액을 최적 활성 pH 9로 맞추기 위해 1 N NaOH를 이용하였다. 20 

mg/mL 농도로 제조한 미야베모자반 시료를 S. oneidensis PKA 1008 

조효소액과 1:1 비율(v/v)로 혼합하였다. 이때 미생물 오염을 방지하기 

위해 sodium azide 0.02%를 첨가하였다. 각 시료를 30℃에서 0, 6, 12, 24, 

48 및 72시간 동안 교반하며 반응시켰다. 

 

2-5. 효소 분해물의 특성 

2-5-1. pH 

미야베모자반 효소 분해물의 pH 측정은 pH meter (HM-25R, TOA, 

Kobe, Japan)를 사용하여 3반복 측정하였다. 
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2-5-2. 색도 

미야베모자반 효소 분해물의 색도 측정은 시료를 액체 시료용 cell에 

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

사용하여 명도(lightness, L*), 적색도(redness, a*), 황색도(yellowness, 

b*)를 최소 5회 이상 반복 측정하였다. 이때 사용된 표준색판의 값은 

L*=98.76, a*=0.22, b*=-0.62이었다. 

 

2-5-3. 환원당 및 점도 

Somogyi-Nelson 법(Nelson, 1994)을 이용하여 환원당을 정량하였다. 

구리시약 A와 구리시약 B를 25:1의 비율(v/v) 로 제조하여 구리시약 D로 

사용하였다. 15 mL conical tube에 시료 0.15 mL와 구리시약 D 0.15 mL를 

넣은 후, 100℃에서 20분간 가열하여 copper(I) oxide를 생성시키고, 

산성 조건하에서 몰리브덴산 용액 0.3 mL를 첨가하였다. 그 후, UV 분광 

광도계(Genesys 10SUV, Thermo Spectronic Rochester, NY, USA)를 

사용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였고, glucose 검량 곡선(Fig. 1)을 

이용하여 환원당을 정량하였다. 환원당 standard curve는 glucose를 0, 

6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 측정하여 환원당을 

정량하였다. 

효소 분해물의 점도 측정은 점도계(DVNXLV, Brookfield Co., 

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

1976)의 방법을 참고하여 40 cP spindle을 장착한 뒤 25℃, 30 rpm의 

조건으로 측정하였다. 

 

2-5-4. 저분자화 및 저분자화 특성 분석 

미야베모자반 시료를 조효소액을 1:1 비율로 혼합하여 30℃에서 0, 12, 

24, 48 및 72시간 동안 반응시킨 분해물을 원심분리(10,000×g, 30 min, 

4℃)한 후, 상층액을 동결건조 하였다. 동결건조된 시료를 20 mg/mL로 
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용해시킨 후, 99.5% Ethanol을 시료의 4.1배만큼 첨가하여 4℃에서 

12시간 동안 조당을 추출하였다. 조당 추출 후 6,220×g, 4℃에서 30분간 

원심분리하여 상층액은 제거하고 침전물만 상온건조시켜 사용하였다. 

저분자화 및 효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 TLC (Thin 

Layer Chromatography), ESI-MS (Electrospray Ionization Mass 

Spectrometry), TGA (Thermogravimetric Analysis), DSC (Differential 

Scanning Calorimetry) 분석을 진행하였다.  

TLC는 Silica gel F254 plate에 시간별로 용해된 sample 10 μL씩 

spotting 하였고, 전개 용매는 1-butanol : formic acid : water (4 : 6 : 1 

v/v/v)로 제조하여 사용하였다. 1시간 20분 전개 후 10% 황산에탄올 

용액을 분무한 후 110℃, 30분간 가열하여 시각화하였다. Standard 

mixture는 alginic acid oligosaccharides (DP: 1–6)을 사용하였다. 

ESI-MS는 액체크로마토그래피 고성능 혼합형 질량분석기(maXis HD, 

Bruker Daltonics GmbH & Co. KG, HB, GER)를 사용하여 분석하였다. 

동결건조한 미야베모자반 분해물 시료 1 mg을 0.1% formic acid에 용해한 

후 필터링하여 질량 분석기에 직접 주입하였다. 질량 스펙트럼을 얻기 

위해 음이온화 모드로 50-1000 m/z의 스캔 범위로 측정하였다. 

TGA와 DSC는 동시측정 열분석기(SDT 650, TA Instruments, New 

Castle, USA)를 사용하여 분석하였다. 동결건조한 미야베모자반 분해물 

시료 1 mg을 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 상온에서 

800℃까지 10℃/min의 승온 속도로 가열하였다. 

 

2-5-5. 항염증 효과 

세포배양 

mouse의 대식세포인 RAW 264.7 (KCLB 40071)을 

한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였으며, 10%     

inactivated fetal bovine serum (FBS)와 1% penicillin-streptomycin 
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(PS)를 첨가한 DMEM을 배양액으로 하여 37℃, 5% CO2 incubator 

(MCO-15AC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 실험 과정의 모든 

세포는 80~90% 밀도로 자랐을 경우 계대 배양하였고, 20 passages 

이하의 세포만 실험에 사용하였다. 

 

세포 독성 측정 

RAW 264.7 세포에 대한 미야베모자반 분해물의 세포독성을 평가하기 

위해 Park 등(2006)의 방법을 약간 변형하여 MTT assay를 실시하였다. 

RAW 264.7을 96 well plate에 2.5x105 cells/mL의 농도로 분주하고 

20시간 전배양하였다. 0.1 μg/mL LPS와 미야베모자반 분해물을 농도 

별(0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL)로 각각 처리하여 37℃, 

5% CO2 incubator (MCO-15AC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 24시간 본 

배양하였다. 배양 후 5 mg/mL MTT reagent (thiazol blue tetrazolium 

bromide, Sigma-Aldrich)를 20 μL 첨가한 뒤 2시간 재배양하였다. 

2시간 후 상층액을 제거하고 DMSO 100 μL를 분주한 뒤 차광하여 

20분간 shaking 하였다. 이를 microplate reader (Model 550, Bio-rad, 

Richmond, USA)를 사용하여 540 nm에서 흡광도(optical density 

(O.D))를 측정하였다. 세포증식능은 다음 식을 이용하여 산출하였다.  

 

Proliferation index (%)= sample의 O.D/control의 O.D * 100 

 

Nitric oxide 생성량 측정 

미야베모자반 분해물의 항염증 효과를 확인하기 위해 RAW 264.7 

세포에서의 NO (Nitric oxide) 생성에 대한 억제효과를 Griess 반응(Lee 

et al., 2000)을 이용하여 측정하였다. DMEM 배지에 RAW 264.7 세포를 

2.5x105 cells/mL의 농도로 24 well plate에 접종하고 20시간 전배양 후 

PBS로 세척하였다. 새 배지에 0.1 μg/mL LPS와 미야베모자반 분해물 0, 

0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL을 각각 처리하여 24시간 본 
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배양하였다. 이를 원심분리(3000 rpm, 10 min, 4℃)하여 얻은 상층액을 

동량의 griess 시약(0.1% naphthylendiamine dihydrochloride + 1% 

sulfanilamide)과 microplate에 함께 첨가하여 37℃에서 10분간 반응한 

뒤 microplate reader를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정한 후, 그 

값을 sodium nitrite (NaNO2)의 농도별 표준곡선과 비교하여 산출하였다. 

 

염증성 cytokine 분비량 측정 

미야베모자반 분해물의 항염증 효과를 측정하기 위해 pro-

inflammatory cytokine인 TNF-α, IL-6의 분비량을 ELISA-kit 

(Mouse ELISA set, BD Bioscience, San Diego, CA, USA)을 이용하여 

sandwich ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 방법(Enavall 

and Perlmann, 1972)으로 측정하였다. TNF-α, IL-6 측정을 위해 RAW 

264.7 세포를 2.5x105 cells/mL 농도로 plate에 접종하여 18시간 

전배양하였다. 이후, 0.1 μg/mL LPS와 미야베모자반 분해물(0, 0.3125, 

0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL)을 각각 처리하여 18 시간 본 배양한 

뒤 배양액의 상층액을 취했다. Anti-mouse TNF-α, IL-6를 capture 

antibody로 microplate에 각각 분주하고 4℃에서 하룻밤 동안 

coating시켰다. 0.05% Tween 20 이 포함된 phosphate buffered saline 

(PBST)으로 coating buffer를 제거하고 10% FBS 용액을 분주하고 

1시간 동안 blocking 하였다. 이를 PBST를 이용하여 세척한 후 

microplate에 각 상층액을 분주하여 2시간 반응시켰다. 다시 PBST로 

세척하고 biotinylated anti-mouse TNF-α, IL-6 detection antibody와 

SAv-HRP를 첨가한 후 실온에서 1시간 반응시켰다. 이를 다시 PBST로 

세척한 다음, O-phenylenediamine Dihydrochloride (OPD)용액 첨가 후 

30분간 실온에서 암반응시켰다. 2 N H2SO4를 첨가하여 반응을 종료시킨 

후, microplate reader를 이용하여 490 nm에서 O.D값을 측정하였다.  
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2-6. 통계 처리  

실험결과에 대한 통계처리는 SAS software (Statistical analytical 

system V8.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 통해 Duncan's 

multiple range test 법에 따라 분산분석을 하였으며, 항목들 간의 유의적 

검정은 p <0.05 수준에서 분석하였다. 
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Fig. 1. Standard curve for determination of reducing sugar. 
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결과 및 고찰 

 

1. 알긴산, PolyM, PolyG 분해물의 특성  

1-1. 기질 특이성  

S. oneidensis PKA 1008 유래 조효소액을 alginate 및 polyM, polyG 

기질과 각각 혼합한 후, 30℃에서 0-48시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 

시간별 분해물의 환원당 측정 결과를 Table 1-3에 나타내었다.  

Alginate 분해물의 환원당 측정 결과, 환원당 함량이 반응 

전(0시간)에서 14.42 μg/mL로 비교적 낮았다. 반응 시간이 증가할수록 

유의적으로 완만하게 증가하여 반응 24시간 후 16.82 μg/mL로 

측정되었고, 이후 시간에서는 유의적인 차이가 없었다. polyM 분해물의 

환원당 측정 결과, 반응 전(0시간)에서 56.72 μg/mL로 측정되었고, 반응 

12시간 후 급격히 증가하여 171.72 μg/mL로 측정되었으며, 이후 

시간에서는 유의적인 차이가 없었다. polyG 분해물의 환원당 측정 결과, 

반응 전(0시간)에서 96.12 μg/mL로 비교적 높았다. 반응 시간이 

증가할수록 유의적으로 소량 증가하여 반응 24시간 후 102.82 μg/mL로 

측정되었고, 이후 시간에서는 유의적인 차이가 없었다. 

각 기질의 상대적 활성도를 비교하여 알긴산 분해 효소의 기질 특이성을 

분석한 연구가 있다. Kam 등(2011)의 연구에서는 Pseudomonas sp. 

strain KS408에서 분리한 효소는 polyM 특이적이며, polyMG도 일부 

활성을 가지지만 polyG에 대해서는 활성이 거의 없는 것으로 보고하였다. 

Park 등(2012)의 연구에서는 Sphingomonas sp. MJ-3에서 분리한 

효소는 polyM 특이적이며 polyG, polyMG에 대해 모두 활성을 가졌다고 

보고하였다. Cheng 등(2020)의 연구에서는 Streptomyces ecolicolor 

A3(2)에서 분리한 효소는 polyM 특이적이며 polyG도 일부 활성을 

가지는 것으로 보고하였다. Wang 등(2023)의 연구에서는 Vibrio sp. 
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W2에서 분리한 효소는 polyG 특이적이며 polyM도 활성을 가진다고 

보고하였다. 

본 연구에서는 alginate 분해활성을 100%를 기준으로 하였을 때, 

polyM의 활성은 alginate의 76배, polyG의 활성은 alginate의 2.9배를 

나타내 polyM, polyG, alginate 순으로 높은 활성을 보였다. 따라서 S. 

oneidensis PKA 1008 유래 조효소는 polyM 특이적이며, polyG 기질에도 

일부 활성을 가지는 것으로 확인하였다. 
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Table 1. Changes in reducing sugar of enzymatic extracts of sodium 

alginate with incubation time 

Time (h) Reducing sugar (μg/mL)  

0  14.42±0.28c1) 

12 15.92±0.42b 

24 16.82±0.28a 

48 17.32±0.99a 

 

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

are significantly different (p <0.05). 
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Table 2. Changes in reducing sugar of enzymatic extracts of 

polymannuronic acid (polyM) with incubation time 

Time (h) Reducing sugar (μg/mL)  

0 56.72±0.42b1) 

12 171.72±0.99a 

24 172.02±0.85a 

48 172.22±0.28a 

 

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

are significantly different (p <0.05). 
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Table 3. Changes in reducing sugar of enzymatic extracts of 

polyguluronic acid (polyG) with incubation time 

Time (h) Reducing sugar (μg/mL)  

0 96.12±0.42c1) 

12 100.52±0.14b 

24 102.82±0.57a 

48 103.12±0.214a 

 

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

are significantly different (p <0.05). 
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1-2. 저분자화 및 알긴산 분해패턴 파악 

S. oneidensis PKA 1008 조효소액을 이용한 alginate, polyM, polyG 

분해물의 저분자화를 시각적으로 확인하기 위해 Thin Layer 

Chromatography (TLC) 분석을 실시하였으며, 그 결과를 Fig. 2-4에 

나타내었다.  

Alginate 분해물의 TLC 분석 결과, 반응 전(0시간)에서는 저분자화가 

관찰되지 않았으며, 반응 12시간 이후부터 trimer로 저분자화된 것을 

확인하였다. polyM 분해물의 TLC 분석 결과, 반응 전(0시간)에서는 

저분자화가 관찰되지 않았으며, 반응 12시간 이후부터 trimer 위치에 

1개의 spot을 확인하였다. polyG 분해물의 TLC 분석 결과, 반응 

전(0시간)에서는 저분자화가 관찰되지 않았으며, 반응 12시간 이후 

trimer, tetramer로 분해되었고, 반응 24시간 이후부터 dimer, trimer, 

tetramer로 분해되었다. polyM, polyG 분해물의 TLC 결과는 반응 

12시간 이후부터는 큰 변화 없이 환원당 결과의 경향과 일치하였다. 

Kam 등(2011)의 연구에서는 Pseudomonas sp. strain KS408에서 

분리한 효소를 이용한 분해물의 TLC 분석을 진행한 결과, alginate, 

polyM, polyMG 분해물은 dimer, trimer, tetramer로 저분자화 되었으나, 

polyG 분해물은 저분자화되지 않은 것을 확인할 수 있었다. Li 

등(2011)의 연구에서는 Pseudoalteromonas sp. SM0524에서 분리한 

효소를 이용한 분해물의 TLC 분석을 진행한 결과, alginate와 polyM의 

주요 분해 생성물은 dimer, trimer이었고, polyG의 주요 분해 생성물은 

trimer, tetramer라고 보고하였다. 

본 연구 결과는 alginate, polyM, polyG 기질에 대한 S. oneidensis 

PKA 1008 조효소의 분해패턴을 TLC로 분석하였을 때 polyM의 주요 

분해 생성물은 trimer였으며, polyG는 dimer, trimer, tetramer로 

저분자화될 수 있음을 확인할 수 있었다. alginate는 M block과 G 

block으로 구성되어 있는데, 알긴산 표품의 M block의 비중이 높고 

polyM 특이적인 환원당 결과로 보아 M block이 효율적으로 분해되어 
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trimer 위치의 spot만 나타난 것으로 사료된다. 추가적인 분석을 위해 

시간별로 저분자화된 분해물을 이용하여 ESI-MS, DSC 및 TGA 분석을 

진행하였다. 
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Fig. 2. TLC analysis of enzymatic extracts of sodium alginate by 

alginate-degrading crude enzyme with various incubation time.  

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 12 h; lane 4, 24 h; 

lane 5, 48 h. 
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Fig. 3. TLC analysis of enzymatic extracts of polymannuronic acid by 

alginate-degrading crude enzyme with various incubation time.  

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 12 h; lane 4, 24 h; 

lane 5, 48 h. 
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Fig. 4. TLC analysis of enzymatic extracts of polyguluronic acid by 

alginate-degrading crude enzyme with various incubation time.  

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 12 h; lane 4, 24 h; 

lane 5, 48 h. 
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S. oneidensis PKA 1008 조효소의 알긴산 분해패턴을 확인하기 위해 

D-mannuronic acid oligosaccharides (DP: 2–6)와 L-guluronic acid 

oligosaccharides (DP: 2–6)를 기질로 하여 각각 30℃에서 48시간 동안 

반응시켰다 이후 Thin Layer Chromatography (TLC) 분석을 

실시하였으며, 그 결과를 Fig. 5-6에 나타내었다.  

D-mannuronic acid oligosaccharides 분해물의 TLC 분석 결과, M2-

5의 경우 효소 처리를 하여도 저분자화가 나타나지 않았으며 M6는 

분해되어 trimer를 생성하였다. L-guluronic acid oligosaccharides 

분해물의 TLC 분석 결과, G2-3의 경우는 효소에 의해 분해가 되지 

않았으며 G4는 저분자화되어 dimer를 생성하였고, G5는 분해되어 dimer, 

trimer를 생성하였고, G6는 분해되어 dimer, trimer, tetramer를 

생성하였다. 

Liang 등(2023)의 연구에서는 Pichia pastoris GS115 유래 알긴산 

분해효소의 기질분해패턴은 D1-4, G1-4는 저분자화되지 않았고, D5와 

G5가 효소가 작용할 수 있는 가장 짧은 기질이었고 monomer, dimer, 

trimer, tetramer로 분해되었다고 보고하였다. Zheng 등(2023)의 

연구에서는 Rubrivirga marina 유래 알긴산 분해효소의 기질분해패턴은 

D2, G2는 저분자화되지 않았고, D3, G3의 경우 monomer와 dimer로 

분해가 되었으나 효율적으로 분해하지 못했다. 따라서 D4와 G4가 효소가 

작용할 수 있는 가장 짧은 기질이었고 dimer 또는 monomer 및 trimer로 

분해가 되었는데 주로 dimer로 분해가 되었다. D5, G5는 dimer 및 trimer 

또는 monomer 및 tetramer로 분해가 되었는데 주로 dimer 및 trimer로 

분해가 되었다고 보고하였다. 

본 연구는 S. oneidensis PKA 1008 조효소가 작용할 수 있는 최소 

기질을 파악하고 그에 따른 분해산물을 알아보았다. D-mannuronic acid 

oligosaccharides 분해물의 경우 M6이 최소 인식 기질이었으며, 주요 

분해산물은 trimer이었다. L-guluronic acid oligosaccharides 분해물의 

경우 G4가 최소 인식 기질이었으며, 주요 분해산물은 dimer이었다. G5와 
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G6도 저분자화될 수 있었으며, G6의 경우 trimer 2분자 또는 dimer 및 

tetramer로 분해가 되었는데, G4가 dimer로 분해된 것으로 보아 G6 

분해산물인 tetramer도 추가 반응이 일어난다면 dimer로 한 번 더 

분해될 수 있음을 암시할 수 있다. 또한 D-mannuronic acid 

oligosaccharides보다 더 폭 넓은 기질 선택성을 가질 수 있음을 

시사한다. 이러한 결과와 polyM, polyG TLC 결과와 종합해 봤을 때, 

polyM 기질에 대해서는 trimer만 생성이 되었으므로 비환원 

말단에서부터 trimer 단위로 자르는 exo-type 효소임을 확인할 수 

있었고, polyG 기질에 대해서는 dimer, trimer, tetramer까지 다양한 

올리고당으로 자르므로 endo-type 효소임을 확인할 수 있었다. 이는 

다양한 효소가 복합되어 있는 조효소의 특성상 두 가지 타입의 효소가 

모두 포함되어 있는 것으로 사료된다. 
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Fig. 5. TLC analysis of the degradation products of D-mannuronic acid 

oligosaccharides (DP: 2–6) for determination of substrate 

binding sites of alginate-degrading crude enzyme. 

(−Enz: enzyme free; +Enz: enzyme added).  
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Fig. 6. TLC analysis of the degradation products of L-guluronic acid 

oligosaccharides (DP: 2–6) for determination of substrate 

binding sites of alginate-degrading crude enzyme.  

(−Enz: enzyme free; +Enz: enzyme added). 

  



28 

 

1-3. 저분자화 특성 분석 

효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 alginate 분해물 0 h, 48 

h을 각각 0.1% formic acid에 용해한 후 필터링하여 질량 분석기에 직접 

주입하여 전기 분무 이온화 질량 분석(ESI-MS)를 진행하였다. 

Alginate 분해물의 ESI-MS 결과, 모두 단일 전하 음이온이 

검출되었으며, monomer는 175.02 m/z ([ΔDP1-H]-), dimer는 351.06 

m/z ([ΔDP2-H]-) 및 373.04 m/z ([ΔDP2-2H+Na]-), trimer는 

527.09 m/z ([ΔDP3-H]-), 549.07 m/z ([ΔDP3-2H+Na]-) 및 571.05 

m/z ([ΔDP3-3H+2Na]-), tetramer는 703.12 m/z ([ΔDP4-H]-), 

pentamer는 879.15 m/z ([ΔDP5-H]-)로 검출되었다.  

Alginate 반응 전(0시간) 분해물의 경우, 초기부터 다량의 monomer와 

dimer부터 pentamer까지 다양한 올리고당이 검출되었다. 반응 48시간 

이후 trimer가 급격히 증가하였으며, 이는 알긴산의 구성이 guluronic 

acid보다 mannuronic acid가 많은 점과 polyM 특이적인 결과에 기인하여 

이러한 결과가 나타난 것으로 사료된다. 또한 trimer 위치에 1개의 

spot이 형성된 alginate TLC 결과와 일치하였다. 동시에 tetramer는 약간 

감소하였고 dimer는 약간 증가하였는데 ESI-MS의 측정 감도가 높아 

TLC 결과에는 나타나지 않은 것으로 추정된다. Monomer는 초기에 많은 

양이 검출되었는데, Zhang 등(2006)의 연구에 따르면 ESI-MS 측정 시 

monomer의 환원말단에서 탈카르복실화가 일어나면 175 m/z 이온이 

생성될 수 있다는 점과 반응 전(0시간) 분해물은 효소 작용이 일어나기 

전의 상태이므로, 효소에 의한 생성이 아닌 것으로 사료된다. Monomer가 

검출된 ESI-MS 결과와 다르게 TLC 측정 결과에서는 monomer위치에 

spot이 나타나지 않았는데, 이는 10% 황산에탄올을 사용하여 발색하는 

경우 포화 또는 불포화 당류는 잘 나타나지만, 불포화 단당(DEH : 4-

deoxy-L-erythro-5-hexoseulose uronic acid)은 발색 되지 않는 

결과와 일치하였다. 
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Fig. 7. ESI-MS analysis of enzymatic extracts of sodium alginate by 

alginate-degrading crude enzyme with 0 h incubation time 

(prior to enzymatic reaction).  

The oligosaccharides are described by their degree of polymerization 

(DPx).  

Unsaturated oligosaccharides are denoted in this study as ΔDPx. 
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Fig. 8. ESI-MS analysis of enzymatic extracts of sodium alginate by 

alginate-degrading crude enzyme with 48 h incubation time.  

The oligosaccharides are described by their degree of polymerization 

(DPx).  

Unsaturated oligosaccharides are denoted in this study as ΔDPx. 
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효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 동결건조한 Alginate 

분해물 0 h, 48 h을 각각 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 

상온에서 800℃까지 10℃/min의 승온 속도로 가열하여 시차 주사 열량 

분석(DSC)을 진행하였다. 

Alginate 분해물의 DSC 결과, 반응 전(0시간) 분해물의 경우 

72.32℃에서, 반응 48시간 분해물의 경우 70.30℃에서 흡열피크가 

확인되었다. 이후 온도에서는 명확한 피크가 확인되지 않았다. Soares 

등(2004)의 연구에 따르면 알긴산 나트륨의 DSC 곡선에서 100℃에 

가까운 흡열피크는 탈수에 의해, 약 240~260℃에서 발열 피크는 

바이오폴리머의 분해에 의해, 마지막으로 300℃ 이상에서는 탄소질 

물질의 분해에 의한 결과라고 보고하였다. 또한 Yao 등(2018)의 연구에 

따르면 세 가지 분자량(2660, 3890 및 4640 kDa)을 갖는 알긴산 

나트륨이 닭가슴살 미오신 겔의 보수능(WHC)에 미치는 영향을 조사한 

결과, 고분자량일수록 수분 보유 함량 능력이 좋은 것으로 나타났으며 

이는 더 강한 분자 간 상호작용과 네트워크의 결합 효과 때문이라고 

보고하였다. 

따라서 반응 전(0시간)과 반응 48시간 분해물 모두 70℃ 부근에서 

나타난 흡열피크는 탈수에 기인한 것이며, 반응 48시간 분해물의 피크 

면적이 반응 전(0시간) 분해물의 피크 면적보다 작은 것으로 보아 효소에 

의해 저분자화된 알긴산의 수분 보유 함량 능력이 저하되어 이러한 결과가 

나타난 것으로 사료된다. 또한 이후 온도에서는 뚜렷한 피크를 확인할 수 

없었다. 
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Fig. 9. DSC thermograms of enzymatic extracts of sodium alginate by 

alginate-degrading crude enzyme.  
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효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 동결건조한 Alginate 

분해물 0 h, 48 h을 각각 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 

상온에서 800℃까지 10℃/min의 승온 속도로 가열하여 열중량 

분석(TGA)을 진행하였다. 

Alginate 분해물의 TGA 결과, 단계적인 중량 손실이 나타났으며, 200℃ 

부근에서 가장 특징적인 변화를 확인하였다. 반응 전(0시간) 분해물의 

경우 224.44℃에서, 48시간 분해물의 경우 193.42℃에서 급격한 중량 

손실이 일어났다. Pathak 등(2008)의 연구에 따르면 초기 중량 손실은 

샘플에서 수분이 증발한 것이며, 200~300℃ 동안의 중량 손실이 가장 

빠르고 생체고분자 분해에 의한 것이라고 하였다. 또한 Wu 등(2016)의 

연구에 따르면 β-O-4 글리코시드 결합이 열분해 공정에 미치는 향을 

확인하기 위해 cellulose, cellobiose 및 glucose의 열분해 특성을 확인한 

결과, 분해 개시 온도는 glucose의 경우 213℃, cellulose의 경우 

276℃로 중합도가 증가함에 따라 증가하였다고 보고하였다.  

따라서 반응 48시간 분해물의 분해개시온도가 반응 전(0시간) 

분해물보다 더 낮은 것은 효소에 의해 알긴산이 저분자화되면서 중합도가 

낮은 올리고당이 생성되어 이러한 결과가 나타난 것으로 사료된다. 또한 

200℃ 부근에서 두 개의 슬라이드 형태로 중량이 감소하는데 이는 다양한 

올리고당이 생겨남에 따라 여러 개의 단계적 중량 감소가 일어난 것으로 

사료된다.  

이러한 열분석 결과로 알긴산이 저분자화되었음을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 10. TGA thermograms of enzymatic extracts of sodium alginate by 

alginate-degrading crude enzyme. 
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2. 미야베모자반 분해물의 특성 및 항염증 특성 

2-1. 미야베모자반 분해물의 특성 

2-1-1. pH 

미야베모자반 분말과 10 mM phosphate buffer (pH 9)를 혼합하여 20 

mg/mL 농도로 제조하였다. 이를 S. oneidensis PKA 1008 조효소액과 

1:1 비율(v/v)로 혼합하여, 효소의 최적 활성 조건인 30℃에서 0-72시간 

동안 반응시켰다. 반응 후, 시간별 분해물의 pH 측정 결과를 Table 4에 

나타내었다. 

미야베모자반 분해물의 pH 측정 결과, 반응 전(0시간) pH 8.47에서 

반응 시간이 증가할수록 유의적으로 감소하였고, 반응 24시간에서 pH 

6.95로 가장 낮은 값을 나타내었다. 이러한 결과는 

큰잎모자반(Sargassum coreanum), 미역뿌리(Undaria pinnatifida roots) 

및 참모자반(Sargassum fulvellum)과 경단구슬모자반(Sargassum 

muticum) 및 쌍발이모자반(Sargassum patens C. Agardh)을 S. 

oneidensis PKA 1008 조효소액과 반응시킨 분해물의 pH가 반응 시간이 

증가할수록 감소하는 결과(Lee, 2021; Park, 2017; Xu, 2019)와 

일치하였다. 알긴산의 β-1,4-glycosidic 결합이 알긴산 

분해효소(alginate lyase)에 의해 β-제거 반응으로 분해되어 α-L-

guluronate 또는 β-D-mannuronate이 생성된다(Garron et al., 2010). 

따라서 반응 시간이 증가함에 따라 갈조류 세포벽의 주요 구성성분인 

알긴산이 효소에 의해 분해되면서 산성을 띠는 mannuronate와 

guluronate가 증가하여 pH가 감소한 것으로 사료된다.  

이로 보아 미야베모자반 분말에 S. oneidensis PKA 1008 조효소액을 

혼합함으로써 조효소에 의해 미야베모자반의 알긴산이 저분자화됨을 

확인할 수 있었다. 그 외의 원인으로 미생물의 오염 및 성장으로 인해 

pH가 감소할 수 있으나, 효소 분해물 제조 시 0.02% sodium azide를 
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첨가하여 미생물의 오염을 방지하였으므로 미생물의 오염에 의한 영향은 

적을 것으로 사료된다. 
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Table 4. Changes in pH of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

with incubation time 

Time (h) pH 

0  8.47±0.01a1) 

6 7.78±0.01b 

12 7.66±0.01c 

24 6.95±0.01e 

48 7.10±0.01d 

72 7.10±0.01d 

 

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

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

미야베모자반 분말을 S. oneidensis PKA 1008 조효소액과 혼합하여 

시간별로 분해물의 색도를 측정한 결과는 Table 5와 같다. 

미야베모자반 분해물의 색도 측정 결과, 반응 전(0시간)에서 

명도(L*)가 68.90이었으며, 반응 72시간에서 54.77로 반응 시간이 

증가할수록 감소하는 경향을 나타냈다. 반응 전(0시간)에서 적색도(a*)와 

황색도(b*)의 경우, 각각 3.09, 48.90으로 가장 낮았으며, 반응 

72시간에서 각각 14.90, 53.24로 반응 시간이 증가할수록 값이 점점 

증가하는 경향을 나타내었다. 이러한 결과는 지충이(Sargassum 

thunbergii) 효소분해물과 미역뿌리(Undaria pinnatifida roots) 및 

참모자반(Sargassum fulvellum) 효소분해물의 색도가 반응 시간이 

증가할수록 명도는 감소, 적색도 및 황색도는 증가하는 결과(Bark et al., 

2015; Xu, 2019)와 일치하였다. 해조류에는 광합성 색소인 chlorophyll과 

carotenoids계 색소가 풍부하며, 특히 갈조류에는 chlorophyll a와 c, β-

carotene, fucoxanthin 등이 풍부하다. Fucoxanthin은 carotenoids 중 

xanthophyll 유도체로 갈색 또는 주황색을 띤다(Beppu et al., 2009; Peng 

et al., 2011; Poojary et al., 2016; Garcia-Perez et al., 2022; Din et al., 

2022). Chlorophyll은 산, 알칼리, 온도, 빛, 금속이온 및 효소 등에 의해 

분해가 될 수 있으며, 분자 중심에 있는 마그네슘 이온이 수소원자로 

대체되어 탁한 황색 또는 갈색을 띠는 pheophytin으로 변한다(Canjura et 

al., 1991; Ahmed et al., 2002; Ambra et al., 2023).  

따라서 알긴산 분해 조효소 처리에 의해 갈조류 세포벽의 주요 성분인 

알긴산이 분해되어 세포 내부의 fucoxanthin을 포함한 여러 색소들이 

추출되었을 것으로 사료된다. 명도의 감소는 효소 처리로 인해 더 많은 

색소가 노출되었고, 반면 적색도와 황색도의 증가는 일부 β-carotene의 

영향도 있을 수 있으나, 추출된 색소 중에 fucoxanthin 이 많은 비율을 

차지하기 때문에 fucoxanthin의 영향이 클 것으로 사료된다.  
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Table 5. Changes in color value of enzymatic extracts of Sargassum 

miyabei with incubation time 

Time (h) L* a* b* 

0  68.90±0.02c1) 3.09±0.07f 48.90±0.16f 

6 71.49±0.08a 6.74±0.10e 58.89±0.12d 

12 69.79±0.15b 8.32±0.10d 60.87±0.18b 

24 66.66±0.02d 10.52±0.07c 63.18±0.10a 

48 62.21±0.02e 12.59±0.08b 60.05±0.03c 

72 54.77±0.05f 14.90±0.27a 53.24±0.08e 

 

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

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

S. oneidensis PKA 1008 유래 조효소액을 미야베모자반 분말과 혼합한 

후, 30℃에서 0-72시간 동안 반응시켰다. 반응 후, 시간별 분해물의 

환원당 및 점도 측정 결과를 Table 6에 나타내었다.  

 미야베모자반 분해물의 환원당 측정 결과, 환원당 함량이 반응 

전(0시간)에서 211.10 μg/mL로 비교적 낮았고, 반응 시간이 증가할수록 

유의적으로 증가하여 반응 72시간에서 2421.60 μg/mL로 반응 전 대비 

10배 이상의 수치를 나타내었다. 미야베모자반 분해물의 점도 측정 결과, 

반응 초기에 2.31 cP였으며, 반응 시간이 증가할수록 유의적으로 감소하여 

반응 72시간에서 2.01 cP로 가장 낮은 점도를 보였다.  

Kim과 Cho(2000)의 연구에서 alginate를 저분자화하기 위해 

가열하였을 때 가열시간이 경과함에 따라 평균 분자량과 점도가 급격히 

감소하였으며. 평균 분자량과 점도는 서로 비례하는 상관관계를 

나타낸다고 보고하였다. 본 연구 결과는 기존에 보고되었던 S. oneidensis 

PKA 1008 조효소액을 alginate 기질과 혼합하여 최적 활성 조건에서 0-

60시간 동안 반응시켰을 때, 반응 시간이 증가할수록 환원당 함량이 

증가하고, 점도가 감소한다는 연구 결과(Sunwoo et al., 2013)와 

일치하였다. 또한 Park (2017)의 연구에서는 S. oneidensis PKA 1008 

조효소액을 큰잎모자반과 반응 시 48시간에서 가장 효율적인 분해가 

가능하다고 보고하였고, Xu (2019)의 연구에서는 미역뿌리 및 참모자반과 

반응 시 24시간이 최적 분해 시간이었다고 보고하였고, Lee (2021)의 

연구에서는 경단구슬모자반 및 쌍발이모자반과 반응 시 각각 48시간, 

24시간이 최적 분해 시간이었다고 보고하였다. 

본 연구에서는 미야베모자반 분해물이 72시간 반응에서 가장 높은 

환원당 함량과 가장 낮은 점도를 나타내었다. 반응 72시간 이후에도 

이러한 경향이 지속될 가능성이 있으나, 산업적 이용을 고려할 때 

효율성과 경제성 측면에서 비효율적일 수 있다. 따라서 S. oneidensis 

PKA 1008 유래 조효소액이 미야베모자반에 함유되어 있는 다당류를 가장 



41 

 

효율적으로 저분자화 시킬 수 있는 반응 시간은 72시간임을 확인할 수 

있었으며, 이 시간대에서 다량의 올리고당이 분해될 것으로 추측할 수 

있었다. 
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Table 6. Changes in reducing sugar and viscosity of enzymatic extracts 

of Sargassum miyabei with incubation time 

Time (h) Reducing sugar (μg/mL)  Viscosity (cP) 

0 211.10±11.31f1) 2.31±0.01a 

6 876.60±2.12e 2.24±0.01b 

12 1114.60±38.89d 2.21±0.02c 

24 1389.60±9.19c 2.09±0.01d 

48 1859.10±43.84b 2.05±0.01e 

72 2421.60±45.96a 2.01±0.01f 

 

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

significantly different (p <0.05). 

  



43 

 

2-1-4. 저분자화 및 저분자화 특성 분석 

S. oneidensis PKA 1008 조효소액을 이용한 미야베모자반 분해물의 

저분자화를 시각적으로 확인하기 위해 Thin Layer Chromatography 

(TLC) 분석을 실시하였으며. 그 결과를 Fig. 7에 나타내었다. 

미야베모자반 분해물의 TLC 분석 결과, 반응 전(0시간)에서는 

저분자화된 뚜렷한 spot을 확인할 수 없었고, 반응 12시간부터 점차 

저분자화되어 dimer, trimer, tetramer로 분해됨을 확인할 수 있었다. 반응 

72시간에서는 더 이상 monomer로의 분해는 없었고 dimer, trimer, 

tetramer spot의 농도가 더욱더 짙어짐을 관찰할 수 있었다.  

Falkeborg 등(2014)의 연구에서는 Sphingobacterium이 생산하는 

알긴산 분해효소를 이용하여 알긴산 시료를 시간별로 분해한 후 TLC 

분석을 진행한 결과, 반응 전(0시간)에서는 저분자화가 되지 않았으나 

반응 시간이 증가할수록 저분자화가 진행되어 반응 23시간 이후 

최종적으로 dimer, trimer, tetramer로 분해되었다고 보고하였다. Zhu 

등(2016)의 연구에서는 Cellulophaga sp. NJ-1이 생산하는 알긴산 

분해효소를 이용하여 저분자화된 알긴산을 TLC 분석한 결과, 반응 

3시간부터 저분자화가 시작되어 36시간 반응 후 최종적으로 dimer, 

trimer, tetramer로 분해되었다고 보고하였다. 이러한 연구는 본 연구 

결과와 비슷한 결과를 보였다. 

따라서 S. oneidensis PKA 1008 조효소액은 미야베모자반에 함유되어 

있는 다당류를 올리고당으로 저분자화할 수 있다는 것을 확인 할 수 

있었으며, 주요 분해 생성물은 dimer, trimer, tetramer임을 확인하였다.  

시간별로 저분자화된 분해물을 이용하여 ESI-MS, DSC 및 TGA 분석을 

진행하였다. 
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Fig. 11. TLC analysis of enzymatic extracts of Sargassum miyabei by 

alginate-degrading crude enzyme with various incubation 

time.  

Reaction time: lane 1, standard; lane 2, 0 h; lane 3, 12 h; lane 4, 72 h. 
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효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 미야베모자반 분해물 0 h, 

72 h을 각각 0.1% formic acid에 용해한 후 필터링하여 질량 분석기에 

직접 주입하여 전기 분무 이온화 질량 분석(ESI-MS)을 진행하였다. 

미야베모자반 분해물의 ESI-MS 결과, 모두 단일 전하 음이온이 

검출되었으며, monomer는 175.02 m/z ([ΔDP1-H]-), dimer는 351.06 

m/z ([ΔDP2-H]-) 및 373.04 m/z ([ΔDP2-2H+Na]-), trimer는 

527.09 m/z ([ΔDP3-H]-), 549.07 m/z ([ΔDP3-2H+Na]-) 및 571.05 

m/z ([ΔDP3-3H+2Na]-), tetramer는 703.12 m/z ([ΔDP4-H]-)로 

검출되었다.  

미야베모자반 반응 전(0시간) 분해물 대비 반응 48시간 분해물에서 

monomer, dimer, trimer는 증가하는 경향을 나타내었고, tetramer는 큰 

변화가 없었다. Monomer는 다른 올리고당에 비해 비교적 많은 양이 

검출되었는데, ESI-MS 측정 시 monomer의 환원말단에서 

탈카르복실화가 일어나면 175 m/z 이온이 생성될 수 있다는 결과(Zhang 

et al., 2006)와 Saccharina japonica로부터 추출한 fucoidan의 정제 

과정에서 얻어진 분획물의 ESI-MS 측정 결과 175 m/z 이온이 생성된 

결과(Jin et al., 2012)로 보았을 때, 미야베모자반은 갈조류의 일종이므로 

알긴산뿐만 아니라 fucoidan, laminarin 등 다양한 다당류가 함유되어 

있을 것으로 추측할 수 있으며, 본 연구에서 사용한 효소는 알긴산 분해 

효소뿐만 아니라 다양한 효소가 복합된 조효소(crude enzyme)이므로 

monomer의 생성은 PKA 1008 조효소에 의한 것이라고 보기는 어렵다. 

Minghou 등(1984)의 연구에 따르면 Sargassum miyabei의 평균 M/G 

비율은 0.76이었으며 polyG 비율이 조금 더 높아 dimer와 trimer가 균형 

있게 증가한 것으로 사료된다. Alginate 결과와 마찬가지로 Monomer가 

검출된 ESI-MS 결과와 다르게 TLC 측정 결과에서는 monomer 위치에 

spot이 나타나지 않았는데, 이는 10% 황산에탄올을 사용하여 발색하는 

경우 포화 또는 불포화 당류는 잘 나타나지만, 불포화 단당(DEH : 4-
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deoxy-L-erythro-5-hexoseulose uronic acid)은 발색 되지 않는 

결과와 일치하였다.  

더 정확한 분석을 위해 효소 정제, 미야베모자반의 다당류 성분 분석, 

NMR, FT-IR과 같은 구조분석 등의 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다. 
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Fig. 12. ESI-MS analysis of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

by alginate-degrading crude enzyme with 0 h incubation time 

(prior to enzymatic reaction) (A-D) and 72 h incubation time 

(E-H).  
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Fig. 13. ESI-MS analysis of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

by alginate-degrading crude enzyme with 0 h incubation time 

(prior to enzymatic reaction) (I-K) and 72 h incubation time 

(L-N). 
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효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 동결건조한 미야베모자반 

분해물 0 h, 72 h을 각각 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 

상온에서 800℃까지 10℃/min의 승온 속도로 가열하여 시차 주사 열량 

분석(DSC)을 진행하였다. 

미야베모자반 분해물의 DSC 결과, 반응 전(0시간) 분해물의 경우 

80.88℃에서, 48시간 분해물의 경우 76.69℃에서 흡열피크가 확인되었다. 

이후 온도에서는 명확한 피크가 확인되지 않았다. 알긴산 분해물 흡열피크 

온도보다 높게 나타났는데 이는 미야베모자반에 알긴산 이외에도 다양한 

다당류가 존재하고 불순물도 존재하기 때문에 이러한 결과가 나타난 

것으로 사료된다.  

따라서 반응 전(0시간)과 반응 72시간 분해물 모두 80℃ 부근에서 

나타난 흡열피크는 탈수에 기인한 것이며, 반응 72시간 분해물의 피크 

면적이 반응 전(0시간) 분해물의 피크 면적보다 약간 작은 것으로 보아 

효소에 의해 저분자화된 알긴산의 영향을 받아 수분 보유 함량 능력이 

저하되어 이러한 결과가 나타난 것으로 사료된다. 또한 이후 온도에서는 

뚜렷한 피크를 확인할 수 없었다. 
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Fig. 14. DSC thermograms of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

by alginate-degrading crude enzyme.  
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효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 동결건조한 알긴산 

분해물 0 h, 48 h을 각각 알루미나 도가니에 균일하게 분포시킨 후 

상온에서 800℃까지 10℃/min의 승온 속도로 가열하여 열중량 

분석(TGA)을 진행하였다. 

미야베모자반 분해물의 TGA 결과, 알긴산 분해물과 달리 특징적인 

변화를 관찰할 수 없었다. 이는 미야베모자반의 복잡한 매트릭스로 인해 

완만한 피크가 형성된 것으로 사료된다.  

따라서 미야베모자반 분해물의 경우, 알긴산이 저분자화됨에 따른 명백한 

열적 특성은 찾을 수 없었으며 추가적으로 고농도 또는 고순도 시료를 

사용한 연구가 필요할 것이다.  
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Fig. 14. DSC thermograms of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

by alginate-degrading crude enzyme.  
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2-2. 항염증 특성 

2-2-1. 항염증 효과 

세포 독성 측정 

대식세포는 병원체 등으로 인한 염증 반응 시에 nitric oxide(NO) 및 

다양한 cytokine을 생산하여 감염 초기에 면역세포로써 생체방어에 

중요한 역할을 한다(Higuchi et al., 1990). 

본 연구에서는 미야베모자반 조효소 분해물이 대식세포인 RAW 264.7 

세포에 미치는 세포 독성을 평가하고, 항염증 효과 실험에 적합한 농도 

범위를 설정하기 위해 MTT assay를 실행하였다.  

미야베모자반 분해물을 0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL의 

농도로 세포에 처리하여 배양한 결과, 분해물을 처리하지 않은 대조구와 

비교하였을 때 모든 시간대에서 LPS 처리와 관계없이 모든 농도에서 

RAW 264.7 세포에 대해 세포 증식능이 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 

15). 이는 모자반과 비틀대 모자반 에탄올 추출물에 대한 세포 독성 실험 

결과, 세포 독성은 나타나지 않았으며 농도 의존적으로 세포 증식률이 

증가하는 결과와 유사하다(Kim, 2012).  

따라서 미야베모자반 조효소 분해물은 RAW 264.7 세포에 독성을 띠지 

않았으며, 이후 RAW 264.7 세포를 이용한 미야베모자반 분해물의 항염증 

효과 실험은 각각 0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL의 농도 

범위로 진행하였다. 
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Fig. 15. Effect of enzymatic extracts of Sargassum miyabei with 

incubation time 0 h (A) 12 h (B) 72 h (C) on the cell viability 

in LPS-induced RAW 264.7 cells. 

Cell viability (%) = (sample O.D/control O.D) × 100.  
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Nitric oxide 생성량 측정 

Nitric oxide (NO)는 NO synthase (NOS) 효소에 의해 L-

arginine으로부터 생성되는 반응성이 강한 자유라디칼로, 면역반응, 

세포독성, 신경전달 및 혈관이완 등 다양한 생리학적 과정에 중요한 

역할을 한다. 대식세포는 항원 침입 시 inducible NOS (iNOS)를 발현하여 

NO를 합성하며, 적절한 수준의 NO는 세포 기능 유지에 기여한다. 그러나 

LPS에 의해 과도하게 발현된 iNOS는 대량의 NO를 생성해 세포독성을 

유발하고, 이는 조직 손상과 면역 체계 이상으로 이어질 수 

있다(Korhonen et al., 2005; Xie and Nathan, 1994). 

미야베모자반 조효소 분해물이 LPS 유도 염증 매개체인 NO의 생성에 

미치는 영향을 확인하기 위해 MTT assay와 동일한 농도인 미야베모자반 

분해물을 농도별로 (0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μg/mL) 

처리하여 생성된 NO를 griess 시약을 이용하여 측정하였다. 

정상세포에 LPS를 처리하였을 때 NO 생성량이 증가하였고 

미야베모자반 분해물 처리에 의해 감소함을 확인할 수 있었다(Fig. 16). 

반응 전(0시간) 분해물의 경우 약 31.82%, 반응 12시간 분해물의 경우 

50%, 반응 72시간 분해물의 경우 약 47.73%의 억제효과를 보였다. 또한 

10 μg/mL 농도에서 반응 전(0시간) 분해물 대비 반응 12시간 분해물은 

약 26.67%, 반응 72시간 분해물은 약 23.33%의 억제효과를 보였다. 

전체적으로 반응 12시간 분해물이 높은 NO 생성 억제능을 보였다. 

이러한 결과는 미야베모자반 에탄올 추출물에 관한 연구(Kim et al., 

2016), 짝잎모자반 에탄올 추출물에 관한 연구(Kim et al., 2017)에서 

보인 NO 생성 억제능 결과와 유사하다. 갈조류에 포함된 황 함유 

다당류인 fucoidan이 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 NO 생성과 

iNOS 단백질 발현을 억제한다는 보고(Kim et al., 2008)를 바탕으로 

갈조류인 미야베모자반의 NO 생성 억제효과에 영향을 미친 것으로 

사료된다.  
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Fig. 16. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

with incubation time 0 h (A) 12 h (B) 72 h (C) on production 

of nitric oxide in LPS-induced RAW 264.7 cells.  
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염증성 cytokine 분비량 측정 

LPS와 같은 항원 자극에 의해 활성화된 대식세포는 IL-6, TNF-α 

등의 cytokine을 분비하여 면역 반응을 조절한다. LPS에 의해 생성된 

TNF-α는 초기 염증 반응을 매개하는 매개체로 종양 세포를 파괴할 수 

있는 능력을 가지고 있다. 하지만 지속적으로 염증을 촉진하여 만성적인 

염증을 유발하게 되면 세포독성, 염증성 장 질환, 패혈성 쇼크 등의 

자가면역 질환의 요인이 된다(Kim et al., 2014). IL-6는 간세포, 림프구, 

대식세포 등 다양한 세포에서 분비되는 대표적인 cytokine이며 정상 

상태에서는 B세포 분화 및 성장을 촉진한다. 반면, 과도하게 생산되면 

류머티즘성 관절염, 크론병 등의 자가면역질환 및 악성 종양과 감염성 

질환을 유발한다(Kishimoto, 2006). 

따라서 미야베모자반 분해물을 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에 반응 

시간별(0, 12 및 72 h), 농도별(0, 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 

μg/mL)로 처리하여 염증성 cytokine인 TNF-α와 IL-6의 생성 억제에 

미치는 영향을 확인하였다. 정상세포에 LPS를 처리하였을 때 TNF-α 

생성량이 증가하였고 시간별 미야베모자반 분해물 처리에 의해 농도 

의존적으로 감소함을 확인할 수 있었다(Fig. 17). 반응 전(0시간), 반응 

12시간, 반응 72시간 분해물 모두 각각 약 85.67%, 85.88%, 86.01%로 

높은 억제능을 가지는 것으로 나타났다. IL-6의 경우 역시 미야베모자반 

분해물 처리에 의해 농도 의존적으로 감소하였으며(Fig. 18), 반응 

전(0시간), 반응 12시간, 반응 72시간 분해물 모두 각각 약 95.84%, 

96.13%, 96.20%로 높은 억제능을 가지는 것으로 나타났다. TNF-α와 

IL-6 모두 분해물의 배양 시간에 따른 차이는 확인할 수 없었다.  

이러한 결과는 미야베모자반 에탄올 추출물에 대한 염증성 cytokine 

생성 억제 결과(Kim et al., 2016)와 유사하다. 결론적으로 미야베모자반 

조효소 분해물이 LPS 자극으로 유도된 RAW 264.7 세포의 TNF-α, 

IL-6와 같은 염증성 cytokine의 생성을 효과적으로 억제하여 우수한 
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항염증 효과를 나타내었다. 또한 조효소를 활용한 저분자화된 해조류를 

항염증 소재로 개발하여 산업적 활용이 기대된다. 
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Fig. 17. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

with incubation time 0 h (A) 12 h (B) 72 h (C) on the production 

of TNF-α in LPS- induced RAW 264.7 cells. 

The levels of pro-inflammatory cytokines in the supernatant were 

measured by ELISA. 
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Fig. 18. Inhibitory effect of enzymatic extracts of Sargassum miyabei 

with incubation time 0 h (A) 12 h (B) 72 h (C) on the production 

of IL-6 in LPS- induced RAW 264.7 cells. 

The levels of pro-inflammatory cytokines in the supernatant were 

measured by ELISA. 
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요    약 

 
본 연구에서는 알긴산 분해 효소를 생산하는 균주인 Shewanella 

oniedensis PKA 1008 유래 조효소의 기질 특이성과 알긴산 분해패턴을 

확인하였다. 또한 조효소를 이용하여 미야베모자반에 함유되어 있는 

알긴산을 올리고당으로 저분자화하여 분해물의 특성 및 항염증 특성을 

확인하고자 하였다. 

 

1. 알긴산, PolyM, PolyG 분해물의 특성  

-  S. oniedensis PKA 1008 유래 조효소의 기질 특이성을 확인한 

결과, alginate와 polyG 기질에 대한 환원당 함량은 유의적으로 

완만하게 증가한 반면, polyM 기질은 반응12시간에서 급격한 

증가를 나타냈다. 따라서 polyM > polyG > alginate 순으로 활성이 

뛰어나 polyM 특이적이며 일부 polyG 에 대한 활성도 보였다. 

  

-  S. oniedensis PKA 1008 유래 조효소의 알긴산 분해패턴을 

확인한 결과, D-mannuronic acid oligosaccharides의 경우, 

효소가 작용할 수 있는 최소 인식 기질은 M6였으며 주요 

생성물은 trimer였다. polyM 결과와 종합해 볼 때, polyM 기질에 

대해서는 trimer 단위로 자르는 exolytic 효소임을 확인할 수 

있었다. L-guluronic acid oligosaccharides의 경우, 효소가 작용할 

수 있는 최소 인식 기질은 G4였으며 G4-6이 di-, tri-, 

tetramer로 저분자화되어 polyM보다 더 폭넓은 기질 선택성을 

보였다. 또한 polyG TLC 결과와 종합해 볼 때, polyG 기질에 

대해서는 DP2-4의 다양한 올리고당으로 자르므로 endolytic 

효소임을 확인할 수 있었다. 
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-  알긴산 효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 ESI-MS 

분석을 진행한 결과, 반응 48시간 이후 주요 생성물은 

trimer였으며 527.09 m/z ([ΔDP3-H]-), 549.07 m/z ([ΔDP3-

2H+Na]-) 및 571.05 m/z ([ΔDP3-3H+2Na]-)로 검출되었다. 

또한 dimer는 351.06 m/z ([ΔDP2-H]-) 및 373.04 m/z 

([ΔDP2-2H+Na]-)로 검출되었으며 약간 증가하였다. 

 

-  Alginate 분해물의 열분석 결과, DSC에서 나타난 70℃ 부근 

흡열피크는 탈수에 기인한 것이며 저분자화된 알긴산 분자가 수분 

보유 능력에 영향을 주어 반응 48시간 분해물이 반응 전(0시간) 

분해물보다 낮은 온도에서 흡열피크를 형성하고 피크면적이 

감소함을 확인하였다. TGA 결과 또한 DSC와 비슷한 경향을 보여 

반응 48시간 분해물이 저분자화됨에 따라 더 낮은 온도에서 

급격한 중량 손실이 일어났다. 

 

2. 미야베모자반 분해물의 특성 및 항염증 특성 

-  미야베모자반 분해물의 pH 측정 결과, 반응 시간이 증가할수록 

유의적으로 감소하였다.  

 

-  미야베모자반 분해물의 색도 측정 결과, 명도(L*)는 유의적으로 

감소하였으며, 적색도(a*)와 황색도(b*)는 유의적으로 증가하였다.  

 

-  미야베모자반 분해물의 환원당 및 점도 측정 결과, 반응 

72시간에서 2421.60 μg/mL로 반응 전(0시간) 대비 10배 

이상의 수치를 나타냈으며, 점도는 반응 시간에 따라 감소하는 

경향을 보여, 반응 72시간에서 2.01 cP로 가장 낮은 점도를 

보였다. 
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-  미야베모자반 분해물의 TLC 분석 결과, 반응 전(0시간)에서는 

저분자화된 뚜렷한 spot을 확인할 수 없었고, 반응 12시간부터 

점차 저분자화되어 dimer, trimer, tetramer로 분해됨을 확인할 수 

있었다. 반응 72시간에서는 더 이상 monomer로의 분해는 없었고 

spot의 농도가 더욱더 짙어짐을 확인하였다. 

 

-  미야베모자반 효소 분해물의 저분자화 특성을 분석하기 위해 

ESI-MS 분석을 진행한 결과, 반응 72시간 이후 주요 생성물은 

trimer였으며 527.09 m/z ([ΔDP3-H]-), 549.07 m/z ([ΔDP3-

2H+Na]-) 및 571.05 m/z ([ΔDP3-3H+2Na]-)로 검출되었다. 

또한 dimer는 373.04 m/z ([ΔDP2-2H+Na]-)에서 약간 

증가하였다. 미야베모자반에는 알긴산뿐만 아니라 다양한 다당류가 

함유되어 있을 것으로 예상되어 더 정확한 분석을 위해 효소 정제, 

미야베모자반의 다당류 성분 분석, NMR, FT-IR과 같은 구조분석 

등의 추가연구가 필요할 것으로 사료된다. 

 

-  미야베모자반 분해물의 열분석 결과, DSC에서 나타난 80℃ 부근 

흡열피크는 탈수에 기인한 것이며 저분자화된 알긴산 분자가 수분 

보유 능력에 영향을 주어 반응 72시간 분해물이 반응 전(0시간) 

분해물보다 낮은 온도에서 흡열피크를 형성하고 피크면적이 약간 

감소함을 확인하였다. TGA 결과에서는 저분자화됨에 따른 변화를 

관찰할 수 없었다. 

 

-  미야베모자반의 항염증 특성을 확인하기 위해 미야베모자반 

조효소 분해물에 대한 세포 독성과 Nitric oxide (NO) 및 염증성 
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cytokine (TNF-α, IL-6)의 분비량을 측정한 결과, 세포 독성은 

나타나지 않았다.  

 

-  NO 생성량의 경우, 반응 전(0시간) 분해물에서 약 31.82%, 반응 

12시간 분해물의 경우 50%, 반응 72시간 분해물의 경우 약 

47.73%의 억제효과를 보였다. 또한 배양 시간별 억제효과는 반응 

전(0시간) 분해물 대비 반응 12시간 분해물은 약 26.67%, 반응 

72시간 분해물은 약 23.33%의 억제효과를 나타냈다. 

 

-  TNF-α와 IL-6 생성량의 경우, 모두 미야베모자반 분해물 

처리에 의해 농도 의존적으로 감소하였으며 반응 72시간 

분해물에서 각각 약 86.01%, 96.20%로 높은 억제능을 가지는 

것으로 나타났다. TNF-α와 IL-6 모두 분해물의 배양 시간에 

따른 차이는 확인할 수 없었다.  

 

이에 따라 Shewanella oniedensis PKA 1008 유래 조효소에 의한 

미야베모자반 분해물은 NO와 염증성 cytokine 생성을 억제하여 항염증 

효과가 있는 것으로 판단된다. 
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