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            초록
          
        

        
          Laver, Porphyra, is distinctive for its high content of proteins and polysaccharides such as porphyran and hemicellulose. The chemical properties of the polysaccharides extracted with different extraction methods such as hot water, dilute acid(pH 4.0) or alkali solution(2N NaOH) were examined to investigate the suitable extraction conditions for porphyran and hemicellulose from laver. For porphyran extraction, dilute acid solution was more preferable to hot water and alkali solution because of its higher 3,6-anhydrogalactose content and lower protein content. However, alkali solution was more suitable to extract the hemicellulose because of higher mannose content indicating the extraction of mannan. To decrease contamination of the polysaccharides with protein, the dried lavers were pretreated with enzymes (Protamex, Flavourzyme, Alcalase, Viscozyme) before hot water extraction. All enzyme pretreatments increased the yield of polysaccharides by compared with control (enzyme unpretreated) and Flavourzyme pretreatment was most effective to decrease protein contamination in the polysaccharide. All viscosities of porphyran solutions pretreated by enzymes were lower compared to the control porphyran solution and showed pseudoplastic behavior with yield stress. In case of alkali extraction of residues obtained after enzyme hydrolysis and hot water extraction, protease pretreatment increased the mannose contents in the polysaccharide while the xylose content was increased by Viscozyme pretreatment.
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      Ⅰ. 서 론
      김(Porphyra)은 국내 주요 해조 자원으로 2013년에 약 35만 톤, 2014년에 39만 톤이 생산되는 등 매년 꾸준히 생산량이 증가하는 추세이다(Korea Statistical Information Service, 2016). 김에는 다량의 단백질과 탄수화물이 존재한다. 특히 탄수화물에는 isofloridoside와 floridoside 등의 유리당뿐 아니라 3,6-anhydro-L-galactose와 ester sulfate 등을 함유한 porphyran과 xylose, mannose로 이루어진 hemicellulose와 같은 김 고유의 다당이 함유되어있다(Anderson et al., 1967; Shin, 2012). 김에 함유된 다당에 관한 연구로는 porphyran 추출조건(Park et al, 1998), porphyran 저분자 및 제단백 연구(In and Koo, 2015), porphyran의 항산화 활성, macrophage 활성화, 혈중 콜레스테롤 저하작용, 항암효과, 혈청 및 조직의 칼슘, 마그네슘 및 칼륨 함량에 관한 연구(Zhang et al., 2004; Yoshizawa et al., 1995; Lee et al., 2010; Min et al., 2008; Jung et al., 2003)를 비롯하여 김 당단백질의 Sarcoma-180 cell에 대한 항암효과와 면역활성, 해조류의 다당과 hemicellulose의 항돌연변이 효과(Cho et al., 1990; Okai et al., 1993; Sung, 1997) 등이 있다. 그러나 김 다당에 관한 연구는 수용성 다당인 porphyran이 대부분을 차지하고 김에 함유된 hemicellulose에 대한 연구가 부족한 실정이다. 이는 hemicellulose가 porphyran에 비하여 상대적으로 함량이 적을뿐 아니라 추출, 분리하기 어렵기 때문으로 여겨진다. 본 연구에서는 김에 함유된 porphyran뿐 아니라 hemicellulose의 추출, 분리 조건을 검토하기 위해 열수, 묽은 산, 알칼리 추출에 따른 추출물의 특성을 조사하고 또한 효소 가수분해 전처리 후 추출한 분획물의 화학적 및 물성학적 특성을 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        김(Porphyra yezoensis)은 2013년 3월 충청남도 서천의 김 양식장에서 채취하고 수세 및 건조 후 분쇄하여 사용하였다. 효소는 Alcalase 2.4L FG(PLN05431, Novozymes, Denmark), Flavourzyme 500MG(HP202447, Novozymes, Denmark), Protamex(PW2A1096, Novozymes, Denmark) 그리고 Viscozyme L(KTN02118, Novozymes, Denmark)를 사용하였다.

      

      
        2. 시료의 일반성분 분석
        수분, 조회분, 조단백질, 조지방은 A.O.A.C법(1990)에 준하여 측정하였다. 수분은 105℃ 상압 건조법, 회분은 550℃ 직접회화법, 단백질은 Kjeldhal법, 지방은 Soxhlet 추출법으로 측정하였고 탄수화물은 100-(수분+회분+단백질+지방)으로 나타내었다.

      

      
        3. 다당의 화학적 조성 분석
        총당의 함량은 phenol-sulphuric acid법(Dubois et al., 1956)에 따라 glucose를 표준물질로 사용하여 측정하였고, 단백질의 함량은 Lowry et al.(1951)의 방법에 따라 albumin bovine을 표준물질로 사용하여 측정하였다. 황산기 함량은 Dodgson et al.(1962)의 방법에 따라 K2SO4를 표준물질로 사용하여 측정하였다. 구성당 분석은 Furneaux et al.(1990)의 방법에 따라 측정하였다. 즉, 표준시약(rhamnose, fucose, arabinose, ribose, galactose, 6-O-methyl-D-galactose, D-xylose, 3,6-anhydrogalactose, D-mannose, D-glucose)과 시료에 내부표준물질(myo-inositol)을 넣어 각각 acetylation 유도체화 후 GC로 분석하였다. GC는 Hewlett Packard GC Model 6890, 검출기는 FID(flame ionization detecter), 칼럼은 SP-2330(0.25mm I.D⨯30m, film thickness;0.2㎛)을 사용하고 칼럼온도는 230℃, 주입구와 검출기 온도는 240℃, 이동상은 He을 1.1mL/min로 설정하여 분석하였다. 구성당 함량은 표준시약의 검량선을 이용하여 나타내었다.

      

      
        4. 열수, 묽은 산, 알칼리 추출
        열수와 묽은 산 추출은 Park et al.(1998)과 Koo et al.(2007)의 방법에 준하여 추출하였다([Fig. 1]). 열수 추출의 경우 김에 50배(v/w)의 증류수를 넣고 100℃에 3시간 추출한 뒤 원심분리(7,000×g, 10min)하고 잔사를 반복 추출하였다. 묽은 산 추출의 경우 김에 50배(v/w)의 증류수를 넣고 HCl로 약산성(pH 4.0)으로 조절하여 80℃에서 3시간 추출한 뒤 원심분리(7,000×g, 15min)하였다. 열수 추출물과 묽은 산 추출물의 잔사는 동결 건조하여 잔사 분획물(Frac-1)을 얻었다. 상층액은 3배(v/v)량의 에탄올을 가하고 원심분리(7,000×g, 10min)하여 침전물로 분리한 후 침전물은 동결건조하고 상층액은 에탄올을 제거한 뒤 동결 건조하여 각각 가용성 고분자 분획물(Frac-2)과 가용성 저분자 분획물(Frac-3)을 얻었다. 알칼리 추출은 Jung and Choi(2008)의 방법에 준하여 추출하였다. 즉, 김에 10배(v/w)의 2N NaOH를 넣고 40℃에 2시간 추출한 뒤 원심분리(10,000×g, 15min)하고 잔사와 상층액을 분리하여 각각 중화, 투석(MWCO:12-14,000)하였다. 투석액에 4배(v/v)량의 에탄올을 가하고 원심분리(9,000×g, 15min)하여 침전물과 상층액을 분리하여 침전물(Frac-1)은 동결건조하고 상층액은 에탄올을 제거한 뒤 동결 건조하여 각각 알칼리 가용성 고분자 분획물(Frac-2)과 알칼리 가용성 저분자 분획물(Frac-3)을 얻었다.

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Flowchart for the fractions extracted with hot water, diluted HCl or 2N NaOH solutions
          
          

          

        

      

      
        5. 효소 가수분해 후 열수 및 알칼리 추출
        효소 가수분해가 알칼리 추출에 미치는 영향을 조사하기 위해 효소 가수분해 후 열수 및 알칼리 추출하였다([Fig. 2]). 즉, 마른 김 5g에 100ml의 증류수를 가하고 효소(Alcalase, Flavourzyme, Protamex, Viscozyme)를 5g씩 첨가한 뒤 water bath에서 40℃에 11시간 가수분해하였다. 가수분해물에 증류수 150ml를 가하고 100℃에서 3시간 추출한 뒤 원심분리(7,000×g, 10min)하여 얻은 상층액은 농축 후 4배(v/v)량의 에탄올을 가하여 침전물을 분리, 건조하여 효소 가수분해 열수 추출물(Frac-7)로 하였다. 또한 열수 추출하고 남은 잔사는 알칼리 추출을 하였다. 즉, 열수 추출하고 남은 잔사에 20배의 2N NaOH(v/w)를 가하고 40℃에 2시간 추출한 뒤 원심분리(10,000×g, 15min)하여 잔사와 상층액으로 나누었다. 잔사(Frac-4)와 상층액을 각각 중화한 후 투석(MWCO:12-14,000)하고 4배(v/v)량의 에탄올을 가한 다음 원심분리(9,000×g, 15min)하여 침전물과 상층액으로 분리하였다. 침전물은 동결 건조하여 고분자 분획물(Frac-5)과 가용성 저분자 분획물(Frac-6)을 얻었다.

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Flowchart for the fractions extracted with 2N NaOH after enzyme hydrolysis from Porphyra yezoensis
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 김의 화학적 조성
        김의 일반성분에 관한 결과는 <Table 1>에 나타내었다. 김의 주요 성분은 단백질 38.9%, 탄수화물 32.4%, 회분 18.3%로 단백질과 탄수화물이 71.3%를 차지하였다. 총당의 구성당 함량은 galactose 17.8%, 3,6-anhydrogalactose 2.4%, mannose 2.2%, glucose 1.5%, xylose 1.0% 순이었다. Kim et al.(2005)은 Porphyra yezoensis의 시판용 마른 김의 일반성분을 조사한 결과 단백질 32.1%, 탄수화물 35.7%, 회분 15.9%로 단백질과 탄수화물의 함량이 67.8%를 차지한다고 보고하였다. Koo and Park(1999)도 Porphyra yezoensis의 일반성분 분석을 통해 단백질 30-40%, 탄수화물 35-40%, 회분이 22-27% 함유되어 있다고 보고하였다. 본 연구와 유사하게 단백질과 탄수화물의 함량이 높은 경향을 나타내었다.

        
          <Table 1> 
				
          

          
            Chemical compositions of the Porphyra yezoensis(%)
          
          

        

        
          
            
              	Moisture
              	Ash
              	Protein
              	lipid
              	Carbohydratea
              	Monosaccharide contents
            

            
              	Rhm
              	Rib
              	An-Galb
              	6-Me-Galc
              	Xyl
              	Man
              	Gal
              	Glu
              	Total
            

          
          
            	8.4
            	18.3
            	38.9
            	2.0
            	32.4
            	0.3 
            	0.3 
            	2.4 
            	0.6 
            	1.0 
            	2.2 
            	17.8 
            	1.5 
            	26.1 
          

        

        
          
            aCarbohydrate = 100-(moisture+ash+protein+lipid)
          

          
            b3,6-anhydrogalactose
          

          
            c6-O-methyl-galactose
          

        

        

      

      
        2. 열수, 묽은 산, 알칼리 용액을 이용한 추출
        김을 [Fig. 1]에 따라 열수, 묽은 산, 알칼리 용액으로 추출하여 분리한 분획물의 수율 및 화학적 조성을 <Table 2>에 나타내었다. 가용성 고분자 분획물의 수율, 단백질, 총당 함량은 열수 가용성 고분자 분획물(HW Frac-2)이 각각 22.2%, 21.3%, 59.6%, 묽은 산 가용성 고분자 분획물(d-HCl Frac-2)이 17.3%, 15.8%, 63.6%, 2N NaOH 가용성 고분자 분획물(2N NaOH Frac-2)이 2.4%, 52.2%, 21.9%로 추출 조건에 따라 현저히 차이가 있었다. 

        
          <Table 2> 
				
          

          
            Yields and compositions of the fractions extracted with hot water, diluted HCl or 2N NaOH solutions from Porphyra yezoensis(%)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Yield
              	Total sugar
              	Protein
              	SO4
              	Monosaccharide contents
            

            
              	Rhm
              	Rib
              	An-Gala
              	6-Me-Galb
              	Xyl
              	Man
              	Gal
              	Glu
              	Total
            

          
          
            	HW Frac-1
            	43.0
            	29.9
            	63.5
            	6.3
            	0.5 
            	0.0 
            	2.7 
            	0.0 
            	2.3 
            	4.9
            	9.5 
            	0.9 
            	20.8 
          

          
            	HW Frac-2
            	22.2
            	59.6
            	21.3
            	8.0
            	1.6 
            	1.9 
            	8.2 
            	1.5 
            	0.5 
            	1.2
            	31.9 
            	0.0 
            	46.7 
          

          
            	HW Frac-3
            	20.0
            	4.6
            	18.3
            	2.4
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0
            	1.8 
            	0.9 
            	2.7 
          

          
            	d-HCl Frac-1
            	54.0
            	39.6
            	67.7
            	4.0
            	0.4 
            	1.6 
            	1.7 
            	0.0 
            	1.7 
            	3.8
            	8.1 
            	1.7 
            	18.9 
          

          
            	d-HCl Frac-2
            	17.3
            	63.6
            	15.8
            	10.2
            	1.7 
            	0.0 
            	12.4 
            	0.0 
            	0.0 
            	1.0
            	31.3 
            	0.0 
            	46.4 
          

          
            	d-HCl Frac-3
            	18.4
            	5.0
            	14.2
            	1.5
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0
            	1.8 
            	0.0 
            	1.8 
          

          
            	2N NaOH Frac-1
            	29.2 
            	52.5 
            	26.9 
            	9.1
            	0.6 
            	0.0 
            	7.8 
            	0.7 
            	2.2 
            	5.4
            	24.8 
            	1.6 
            	43.2 
          

          
            	2N NaOH Frac-2
            	2.4 
            	21.9 
            	52.2 
            	4.7
            	0.0 
            	0.0 
            	4.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	2.1
            	15.2 
            	0.0 
            	21.4 
          

          
            	2N NaOH Frac-3
            	13.7 
            	4.7 
            	53.4 
            	4.1
            	0.0 
            	0.4 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0
            	1.6 
            	0.0 
            	2.0 
          

        

        
          
            a3,6-anhydrogalactose
          

          
            b6-O-methyl-galactose
          

        

        

        즉, 수율은 열수 추출이 가장 높았고, 총당 함량은 묽은 산 추출이, 단백질 함량은 알칼리 추출이 가장 높아 추출 방법에 따라 가용성 고분자 분획물의 수율 및 조성이 달랐다. 특히 d-HCl Frac-2는 HW Frac-2에 비해 단백질 함량은 낮고 총당의 함량은 높았는데 이는 묽은 산에 의해 김 단백질 침전이 일어나 수용성 단백질 함량이 감소하고 상대적으로 고분자 분획물의 총당의 함량이 증가하기 때문으로 여겨진다. 반면에 2N NaOH Frac-2는 열수와 묽은 산 추출에 비하여 수율과 총당의 함량은 현저히 낮고 단백질 함량이 높은 특성을 나타내었다. 또한 알칼리 저분자 분획물(2N NaOH Frac-3)의 단백질 함량은 53.4%로 묽은 산 추출 저분자 분획물(d-HCl Frac-3) 14.2%에 비해 현저히 높았으나 알칼리 추출 잔사의 단백질 함량(2N NaOH Frac-1)은 26.9%로 묽은 산 추출 잔사(d-HCl Frac-1) 67.7%에 비해 오히려 감소하였다. 이는 김 단백질이 알칼리 용액에 의해 추출 및 분해되어 저분자 가용성 단백질 함량이 증가하고 그에 따라 잔사의 단백질이 감소하였기 때문으로 여겨진다. Park et al.(1998)도 pH 7.0, 100℃와 pH 4.0, 80℃에서 추출한 수용성 분획물의 단백질 함량을 측정한 결과 pH 7.0으로 추출한 고분자 분획물의 단백질 함량이 pH 4.0보다 높다고 보고하였다. 또한 Park and Koo(2008)는 100℃, 3시간 열수 추출하여 분리한 수용성 고분자 분획물의 수율과 총당의 함량을 각각 15.9%, 58.6%로 보고하였는데 본 연구의 22.0%, 59.6%보다 낮았다. 이는 계절 차이에 따른 김 시료의 단백질과 탄수화물의 함량 차이 때문으로 여겨진다.

        각 분획물의 구성당 중 3,6-anhydrogalactose 함량은 d-HCl Frac-2이 12.4%, HW Frac-2이 8.2%, 2N NaOH Frac-2이 4.0% 순으로 함유되어 있다. 따라서 김 수용성 다당인 porphyran의 특징적인 구성 성분인 3,6-anhydrogalactose의 함량으로 미루어 볼 때 묽은 산 용액에 의해 porphyran이 효율적으로 추출됨을 알 수 있다. 반면에 알칼리 추출은 2N NaOH Frac-2의 3,6-anhydrogalactose 함량이 2N NaOH Frac-1에 비하여 낮은 점으로 미루어 볼 때 열수 및 묽은 산 용액 추출에 비해 수용성 다당의 추출에 비효율적임을 알 수 있다. Park and Koo(2008)은 100℃, 3시간 열수 추출하여 분리한 수용성 고분자 분획물의 3,6-anhydrogalactose의 함량이 가장 높다는 보고하였다. 반면에 가용성 고분자 분획물의 mannose의 함량은 알칼리 추출 2.1%, 열수 추출 1.2%, 묽은 산 추출 1.0% 순으로 높았고 xylose의 함량은 열수 추출시 0.5%, 묽은 산과 알칼리 추출 고분자 분획물에는 검출되지 않았다. 따라서 2N NaOH 알칼리 추출을 하여도 mannose는 묽은 산 추출과 열수 추출에 비해 효율적으로 추출되나 xylose는 추출되지 않음을 알 수 있다. 김의 헤미셀룰로오즈는 껍질층을 구성하는 β-1,4 linked mannan과 세포벽을 구성하는 β-1,3 linked xylan으로 나누어져 존재한다(Frei and Preston, 1964). 따라서 2N NaOH 용액으로 추출하면 상피층을 이루는 mannan은 추출되나 세포벽 구성 성분인 xylan은 추출되지 않았음을 알 수 있다. 이상의 결과로 볼 때  묽은 산 용액에 의해 porphyran이 효율적으로 추출되고 알칼리 추출을 하면 김의 헤미셀루로오즈 중 mannan이 열수나 묽은 산 추출에 비해 효율적으로 추출되나 다량의 단백질이 함께 추출되는 문제점이 있음을 알 수 있다.

      

      
        3. 효소 전처리 후 알칼리 추출
        김의 단백질을 효율적으로 제거하기 위해 [Fig. 2]에 따라 효소 가수분해한 후 알칼리 추출, 분리한 분획물의 수율 및 일반조성을 <Table 3>에 나타내었다. 가용성 고분자 분획물의 단백질 함량은 효소 종류에 따라 차이가 있어 Protamex 처리 시료 8.7%, Flavourzyme 처리 시료 11.0%, Alcalase 처리 시료 17.7%, Viscozyme 처리 시료 32.5% 순으로 함량이 낮았다. 특히 endo-type protease인 Protamex로 가수분해한 분획물이 endo와 exo protease 혼합물인 Flavourzyme보다 낮아 단백질 제거율이 가장 높았고 또한 hemicellulase 활성이 있는 Viscozyme으로 가수분해 후 알칼리 추출한 분획물은 나머지 protease 가수분해 후의 분획물에 비하여 단백질 함량이 높아 단백질 제거율이 가장 낮았다. 고분자 분획물의 구성당 조성의 경우 포피란의 구성 성분인 3,6-anhydrogalactose의 함량은 protease 처리한 시료가 4.2-6.3%로 Viscozyme 처리한 시료 1.9%에 비하여 현저히 높았다. 또한 알칼리 가용성 헤미셀루로오즈의 구성 성분인 mannose의 함량은 Protamex 처리 시료 15.6%, Flavourzyme 처리 시료 14.8%, Alcalase 처리 시료 14.5%, Viscozyme 처리 시료 8.2% 순으로 protease 처리 시료가 Viscozyme 처리한 시료에 비하여 높았다. 반면에 xylose의 함량은 Viscozyme 8.4%, Flavourzyme 1.2%, Portamex 0.8%, Alcalase 0.5% 순으로 높아 알칼리 불용성 헤미셀루로오스인 xylan이 Viscozyme에 가수분해되어 알칼리 용액에 추출됨을 알 수 있다.

        
          <Table 3> 
				
          

          
            Yields and compositions of the fractions extracted with 2N NaOH after enzyme hydrolysis from Porphyra yezoensis(%)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Yield
              	Protein
              	Monosaccharide contents
            

            
              	Rhm
              	Ara
              	An-Gala
              	Xyl
              	Man
              	Gal
              	Glu
              	Total
            

          
          
            	Alc Frac-4
            	2.5
            	15.8
            	0.0
            	0.1
            	1.3
            	16.6
            	5.4
            	1.9
            	0.5
            	25.8
          

          
            	Alc Frac-5
            	2.7
            	17.7
            	0.0
            	0.0
            	4.2
            	0.5
            	14.5
            	8.9
            	0.7
            	28.7
          

          
            	Alc Frac-6
            	1.8
            	25.4
            	0.0
            	0.0
            	0.9
            	0.0
            	2.1
            	5.0
            	0.0
            	8.0
          

          
            	Fla Frac-4
            	3.8
            	22.8
            	0.1
            	0.1
            	1.7
            	17.7
            	6.5
            	2.4
            	0.5
            	29.0
          

          
            	Fla Frac-5
            	2.4
            	11.0
            	0.0
            	0.0
            	6.3
            	1.2
            	14.8
            	12.8
            	0.0
            	35.1
          

          
            	Fla Frac-6
            	2.2
            	18.6
            	0.0
            	0.0
            	5.8
            	0.0
            	5.0
            	12.1
            	0.0
            	22.9
          

          
            	Pro Frac-4
            	2.6
            	18.5
            	0.0
            	0.3
            	0.8
            	20.2
            	5.5
            	1.3
            	0.3
            	28.4
          

          
            	Pro Frac-5
            	3.5
            	8.7
            	0.0
            	0.0
            	4.4
            	0.8
            	15.6
            	9.3
            	0.0
            	30.2
          

          
            	Pro Frac-6
            	1.9
            	24.2
            	0.0
            	0.0
            	1.1
            	0.0
            	3.1
            	6.1
            	0.0
            	10.3
          

          
            	Vis Frac-4
            	6.9
            	50.9
            	0.0
            	0.0
            	0.4
            	14.5
            	1.1
            	0.3
            	0.3
            	16.7
          

          
            	Vis Frac-5
            	0.8
            	32.5
            	0.2
            	0.0
            	1.9
            	8.4
            	8.2
            	6.1
            	1.7
            	26.5
          

          
            	Vis Frac-6
            	14.1
            	85.6
            	0.0
            	0.0
            	0.0
            	0.0
            	1.9
            	0.6
            	0.0
            	2.5
          

        

        
          
            a3,6-anhydrogalactose
          

        

        

        [Fig. 2]에 따라 효소 가수분해 후 열수 추출한 수용성 고분자 분획물의 수율 및 조성을 효소 처리를 하지 않고 열수 추출한 분획물을 대조구(control)로 함께 <Table 4>에 나타내었다. 수율의 경우 효소 가수분해 후 추출한 분획물의 수율은 34.3-39.1%로 대조구의 수율 22.2%에 비해 현저히 증가하였다. Protease뿐 아니라 carbohydrase인 Viscozyme으로 가수분해한 분획물의 수율도 증가하였는데 이는 단백질과 헤미셀루로오즈의 분해에 의해 수용성 고분자 물질의 용출이 용이해졌기 때문으로 여겨진다. 단백질 함량은 Protamex, Alcalase, Viscozyme 가수분해 분획물이 각각 23.3%, 22.7%, 21.2%로 대조구의 단백질 함량 21.3%와 차이가 거의 없었으나 Flavourzyme으로 가수분해한 분획물의 단백질 함량은 13.2%로 가장 낮아 exo-type의 protease가 endo-type의 protease에 비해 단백질 제거에 효과적임을 알 수 있다. 총당의 함량은 Viscozyme과 Flavourzyme 가수분해한 분획물이 각각 64.9%, 61.4%로 대조구보다 증가한 반면에 endo-type의 protease인 Protamex와 Alcalase 처리한 분획물은 49.5%, 54.0%로 대조구보다 감소하였다. 황산기 함량은 효소 가수분해한 분획물 모두 대조구에 비하여 감소하는 경향을 나타내었으며 특히 Alcalase 가수분해한 분획물이 가장 낮았다. 구성당 중 3,6-anhydrogalactose 함량도 효소 가수분해 분획물이 대조구에 비하여 감소하였고, Protamex 가수분해 분획물이 3.1%로 가장 많이 감소한 반면에 Viscozyme 가수분해 분획물은 7.3%로 가장 적게 감소하였다. 따라서 endo-type의 protease인 Alcalase와 Protamex로 가수분해한 후 열수 추출한 경우 황산기와 3,6-anhydrogalactose 함량의 감소량이 다른 효소 처리에 비하여 높아 포피란 함량이 상대적으로 낮을 것으로 추정된다. Xylose의 경우는 효소 처리에 따른 함량 변화가 적은 반면에 mannose는 전 시료 모두 대조구보다 함량이 증가하였고 특히 Viscozyme 가수분해한 분획물은 대조구에 비해 3배 정도 증가하였다. 이상의 결과로 미루어 볼 때 효소 가수분해 후 열수 추출을 하면 수용성 고분자 분획물의 수율과 헤미셀룰로오즈의 구성 성분인 mannose의 함량이 증가함을 알 수 있다. 또한 Flavourzyme 가수분해가 단백질 제거에 효과적임을 알 수 있다.

        
          <Table 4> 
				
          

          
            Yield, chemical compositions of polysaccharides extracted with hot water after enzyme hydrolysis(%)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Yield
              	Total sugar
              	Protein
              	SO4
              	Monosaccharide contents
            

            
              	Rhm
              	Fuc
              	Rib
              	Ara
              	An-Gala
              	6-Me-Galb
              	Xyl
              	Man
              	Gal
              	Glu
              	Total
            

          
          
            	Alc Frac-7
            	38.8
            	54.0
            	22.7
            	6.0
            	0.4 
            	0.0 
            	0.6 
            	0.2 
            	3.9 
            	0.8 
            	0.4 
            	2.4 
            	26.3 
            	0.8 
            	35.8 
          

          
            	Fla Frac-7
            	34.3
            	61.4
            	13.2
            	7.2
            	0.5 
            	0.2 
            	0.2 
            	0.0 
            	4.1 
            	0.8 
            	0.5 
            	1.9 
            	28.3 
            	0.0 
            	36.5 
          

          
            	Pro Frac-7
            	39.1
            	49.5
            	23.3
            	6.5
            	0.5 
            	0.2 
            	0.0 
            	0.5 
            	3.1 
            	0.6 
            	0.5 
            	1.6 
            	20.3 
            	1.4 
            	28.6 
          

          
            	Vis Frac-7
            	34.4
            	64.9
            	21.2
            	6.7
            	0.7 
            	0.0 
            	0.0 
            	0.0 
            	7.3 
            	1.0 
            	0.2 
            	3.6 
            	33.5 
            	3.0 
            	49.2 
          

          
            	Controlc
            	22.2
            	59.6
            	21.3
            	8.0
            	1.6 
            	0.0 
            	1.9 
            	0.0 
            	8.2 
            	1.5 
            	0.5 
            	1.2 
            	31.9 
            	0.0 
            	46.7 
          

        

        
          
            a3,6-anhydrogalactose
          

          
            b6-O-methyl-galactose
          

          
            crefer to HW Frac 2 in <Table 2>
          

        

        

      

      
        4. FT-IR 분석
        효소 가수분해 후 열수 추출한 수용성 고분자 분획물의 FT-IR spectrum을 [Fig. 3]에 나타내었다. 수용성 고분자 분획물 모두 3,6-anhydro- L-galactose(930cm-1)와 6-sulfate galactose(810cm-1)의 peak가 관찰되었다. 또한 1,210-1,260cm-1은 황산기의 O=S=O에 의한 진동 밴드로 전 시료 모두 1,220cm-1 부근에 peak가 검출되어 효소 처리 유무와 관계없이 황산기가 존재함을 확인하였다.

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            FT-IR spectra of ploysaccharides extracted by hot water after enzyme hydrolysis
          
          

          

        

      

      
        5. 효소 가수분해한 수용성 고분자 분획물의 점도 변화
        효소 가수분해 후 열수 추출한 수용성 고분자 분획물 용액의 전단속도에 따른 전단응력 변화를 [Fig. 4]에 나타내었다. 전단속도 800 1/s에서 측정한 7% 용액의 전단응력은 효소 가수분해를 하지 않은 대조구 28.87 Pa, Viscozyme 20.62 Pa, Alcalase 14.56 Pa, Protamex 12.21 Pa, Flavourzyme 7.38 Pa 순으로 높았다. In and Koo(2015)는 포피란을 protease로 가수분해한 후 분자량별로 분획한 효소 가수분해물의 점도 측정을 통해 포피란의 점도는 분자량의 영향을 많이 받으며 분자량이 적을수록 점도가 저하한다고 보고하였다. 본 실험에서도 효소 가수분해한 분획물이 대조구보다 점도가 저하한 것은 분자량의 감소 때문으로 판단된다. 또한 수용성 고분자 분획물의 농도에 따른 유동 특성을 조사하기 위해 Casson식과 Herschel-Bulkley model식을 이용하여 구한 항복력, 유동 지수, 점조도 지수를 <Table 5>에 나타내었다. 결정계수값(r2)은 0.901-0.997로 높은 상관성을 나타내었다. 항복력은 대조구의 경우 시료 농도 증가에 따라 값도 증가하는 경향을 나타난 반면 효소 가수분해한 분획물은 3%와 5%간의 값 차이는 적었으나 고농도인 7%에서 급격히 증가하는 경향을 나타내었다. 또한 유동 지수 값은 전 시료 모두 1이하를 나타내어 항복력을 가진 의가소성 유체 특성을 나타내었다. 점조도 지수는 항복력과 동일하게 대조구의 경우 농도 증가에 따라 증가하는 경향을 나타내었으나 효소 가수분해 시료 모두는 3%와 5%간의 차이는 적고 고농도인 7% 농도에서 급격히 증가하는 특성을 나타내었다. 효소 종류에 따라서는 대조구, Viscozyme, Alcalase, Flavourzyme, Protamex의 순으로 높았다. 이상의 결과로 미루어 볼 때 효소 가수분해 전처리한 수용성 다당의 점조도 지수와 항복력 모두 농도가 높을수록 영향을 많이 받음을 알 수 있었다.

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            Shear stress vs shear rate plot of polysaccharides extracted by hot water after enzyme hydrolysis
          
          

          

        

        
          <Table 5> 
				
          

          
            Herschel-Bulkley Model of polysaccharides extracted with hot water after enzyme hydrolysis
          
          

        

        
          
            
              	　
              	concentration(%)
              	Ca
              	Kb
              	nc
              	r2
            

          
          
            	Alc
            	
            	3
            	0.1086 
            	0.0708 
            	0.6512 
            	0.9905 
          

          
            	
            	5
            	0.1074 
            	0.0675 
            	0.6604 
            	0.9983 
          

          
            	7
            	
            	0.1689 
            	0.1049 
            	0.7341 
            	0.9997 
          

          
            	Fla
            	
            	3
            	0.5339 
            	0.0258 
            	0.6298 
            	0.9869 
          

          
            	
            	5
            	0.3004 
            	0.0285 
            	0.7628 
            	0.9956 
          

          
            	7
            	
            	0.8439 
            	0.0654 
            	0.7441 
            	0.9971 
          

          
            	Pro
            	
            	3
            	0.4761 
            	0.0236 
            	0.5854 
            	0.9012 
          

          
            	
            	5
            	0.4509 
            	0.0306 
            	0.7386 
            	0.9975 
          

          
            	7
            	
            	0.8986 
            	0.0596 
            	0.7020 
            	0.9937 
          

          
            	Vis
            	
            	3
            	0.9699 
            	0.0444 
            	0.6659 
            	0.9980 
          

          
            	
            	5
            	0.8116 
            	0.0393 
            	0.6939 
            	0.9681 
          

          
            	7
            	
            	3.9832 
            	0.1383 
            	0.7116 
            	0.9886 
          

          
            	HW Frac-2
            	
            	3
            	0.6156 
            	0.0424 
            	0.7861 
            	0.9665 
          

          
            	
            	5
            	5.2659 
            	0.1234 
            	0.6539 
            	0.9666 
          

          
            	7
            	
            	12.1430 
            	0.1539 
            	0.6796 
            	0.9342 
          

        

        
          
            aYield stress
          

          
            bConsistency index
          

          
            cFlow behavior index
          

        

        

      

      
        6. 요약
        김은 우리의 주요한 식품 자원으로 단백질 함량과 탄수화물의 함량이 매우 높다. 김에는 다량의 단백질과 탄수화물이 존재한다. 특히 탄수화물에는 isofloridoside과 floridoside 등의 유리당 뿐 아니라 3,6-anhydro-L-galactose와 ester sulfate 등을 함유한 porphyran과 xylose, mannose로 이루어진 hemicellulose가 함유되어있다. 본 연구에서는 추출 방법에 따른 porphyran과 hemicellulose의 추출, 분리 조건을 검토하기 위해 열수, 묽은 산, 알칼리로 추출한 추출물의 특성을 조사하였다. 수율은 열수 추출이 가장 높았고, 총당 함량은 묽은 산 추출이, 단백질 함량은 알칼리 추출이 가장 높아 열수와 묽은 산 추출에 의해 수용성 다당인 포피란이 효율적으로 추출되었으며 묽은 산으로 추출시 단백질의 함량이 적었다. 알칼리 추출 조건에서는 포피란의 추출이 적었으나 단백질이 다량 동시에 추출되었고 mannan은 추출되나 xylan은 추출되지 않았다. 효소 가수분해(Protamex, Flavourzyme, Alcalase, Viscozyme) 후 열수 추출한 수용성 다당의 수율은 효소 처리 시료가 34.3-39.1%로 효소 처리하지 않은 대조구에 비해 증가하였고 Flavourzyme 가수분해가 단백질 제거에 가장 효과적이었다. 또한 효소 처리한 수용성 다당의 점도가 저하하였고 의가소성 유체 특성을 나타내었다. 효소 처리 후 열수 추출하고 남은 잔사를 알칼리 추출한 경우 mannan의 함량은 protease인 효소 처리 시료가 Viscozyme 처리한 시료에 비하여 높았다. 반면에 Viscozyme 처리 후 알칼리 추출한 경우는 xylose의 추출 함량이 증가하였다.
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