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This study was performed to determine the anti-cancer effects of
porphyran-contained ,because hasbeenreportedto
stimulatecancercelldeath.Porphyranisamajorcomponentoftheredalgaeofthe
genera, and from the species.Porphyranis
oneofthesulfatedpolygalactanscomposedofgalactoseand3,6-anhydrogalactose
unit.Crudeporphyranwasefficientlyextractedwith50vol.(w/v)of0.1N HClat
60℃ for3hours.Thechemicalpropertiesofporphyranfrom wastelaver(

)weremeasured.Theyieldsofcrudeporphyranwas13.9%.Contentsof
totalsugar,sulfate/totalsugar,protein and 3,6-anhydrogalactose in the crude
porphyran were 66.6%,16.9%,8.6%,and 16.1% respectively.The effects of
porphyranoncytotoxicitytohumannormalcellline(BJ)andhumancancercell
lines(AGSandHT-29)wereexamined.Porphyrancausedasignificantdecreasein
viabilityinbothgastriccancercellsandcoloncancercells,however,didnotaffect
theviabilityofnormalcells. akindoffermentedsoybeanpastes
representing Korea's fermented food using soybeans has been known to be
abundantsourceofproteinsandlipidswithdigestabilityasfermentedseasoning
food and to have strong antimutagenic and cytotoxic effecton cancer cells.

waspreparedbyinoculating intosteamedsoybeans
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at1%(v/w)concentrationandfermentingat37℃.Physio-chemicalpropertiesandin
vitro anticancer effects of which has porphyran or not were
investigated.Thechangesin temperature,totalaminoacidandfreeaminoacid
compositions,andaveragehydrophobicityduringfermentationofthe
weremeasured.Thecytotoxicityeffectsofmethanolextractsandwaterextracts
from or combinedwithporphyranwereevaluated
withMTT assay using humanforeskinnormalcell(BJ)andhumancancercells
(AGS, HT-29). The anticancer effect of methanol extracts from both

andporphyrancontaining wasmorestrongerthan
thatofwaterextractsfrom samesources.Allextractsdidnotaffectthegrowthof
normalcells.However,the methanolextractof combined with
porphryan showedhigheranticancereffectsthan thatof in both
AGSandHT-29cells.
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제제제 111장장장 서서서 론론론

해조류 양식 산업 가운데 김( )양식 산업은 2005년 수산통계연보에 의
하면 연간 생산량 약 20만톤(습중량),생산 금액 약 200백만 달러 이상으로 전 세계 김
양식 생산량의 30%를 차지하는 규모로서 해조류 중 미역과 더불어 생산금액 및 생산
량 측면에서 가장 중요한 해조류 중 하나이다(94).그러나 최근 양식 및 가공 기술 발
달로 김의 생산량은 많아지고 있으나 그에 비하여 소비는 증가되지 않으므로 공급과
소비의 불균형이 심화되어 김양식산업의 걸림돌이 되고 있다(22).따라서 김 소비를 위
해 다양한 신제품의 개발과 생리활성물질의 이용을 위한 기술연구가 요구되어지고 있
다.
김은 홍조류의 김 과(species)김 속(genus)으로 25종(74)이 알려지고 있으며,우리나

라 전 연안에는 11종 2아종의 서식 분포가 보고되고 있다(17).김의 종류로는 참김
( ),방사무늬 돌김( ),둥근 돌김( )등이 있
으며,그 중 우리나라에서 양식하는 김의 주종을 이루는 것은 방사무늬 돌김이다.
김은 해조류 중 독특한 맛과 냄새,특유한 빛깔을 내며,풍부한 영양가 때문에 애용

되어 온 기호식품이다.또한 김에는 당질,각종 무기질과 비타민이 골고루 함유되어 있
으며 단백질과 비타민 A가 특히 많이 함유되어 있고 특수성분으로는 비타민 B군,
EPA(eicosapentaenoicacid),taurine등이 함유되어 있다(54).
홍조류인 김에는 전체 건물량의 35～50%를 차지하는 다량의 당이 함유되어 있는데

주요 당은 isofloridoside,floridoside등의 유리당과 세포벽을 이루고 있는 골격 다당,
그리고 세포간 충전물질로써 수용성 산성다당인 porphyran으로 이루어져 있다.골격
다당은 다른 해조류와 달리 cellulose는 없고 β-1,4mannan과 β-1,3xylan으로 구성된
hemicellulose로 이루어져 있다(37,63).
Porphyran은 황산기를 함유하는 수용성 산성다당의 고분자물질로서 3,6-anhydrogal

actose,6-methylgalactose,D,L-galactose및 estersulfate로 구성되어 있어서 agarose
의 조성과 매우 유사하나 황산기와 -OCH3기의 함량의 차이가 있어 한천과 같은 겔화
능을 나타내지는 않는다(3,58,71).구조는 1,3결합한 β-galactose나 6-methylgalactose와
1,4결합한 α-3,6-anhydro-L-galactose나 α-L-galactose-6-sulfate가 서로 교대로 이어
져있다.홍조류에서 추출되는 다당으로서 agar나 carrageenan과는 3,6-anhydrogalactose와
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6-methylgalactose,D,L-galactose를 기본 성분으로 하고 있는 점에서는 동일하나 구성
성분의 조성비 및 구조에서 차이가 있어 각기 서로 다른 독특한 이화학적 및 생리적
특성을 나타낸다(52,59).
Porphyran등의 해조다당류는 식이 섬유 (dietaryfiber)로서 역할을 하므로 이를 섭

취할 경우 체내에서 식품의 에너지 밀도를 낮출 뿐 아니라 소화기관 내에 음식물이 머
무는 시간을 줄이고,대변을 부드럽게 하여 변비와 게실염(憩室炎)을 완화시키는데 도
움을 주며(69),비만과 대장암의 예방은 물론 혈중 콜레스테롤과 혈당을 낮추어 당뇨
(21)나 관상심장질환(44)의 위험을 줄인다고 알려져 왔다.또한 혈당의 급상승을 억제
하며,유용장내세균이 잘 번식할 수 있도록 하고 vitamin이 활발하게 합성되도록 한다
는 사실이 밝혀지고 있다.
Porphyran의 생리활성에 관한 연구로는 1,4위치에 결합하는 α-L-galactose-황산잔

기가 면역부활 물질로서의 생물학적 활성기능을 갖는다는 보고가 있고,
Yoshizawa(81,82)등에 의하면 및 에서 porphyran이 macrophage를 활
성화시키며,이는 porphyran에 3,6-anhydrogalactose와 sulfate가 함유되어 있기 때문이
고 porphyran의 조성에 따라 그 활성도 달라진다고 보고되었다.조(8)등은 김으로부터
열수 또는 묽은 염산에서 추출되어지는 porphyran을 많이 함유한 분획물이 쥐의
macrophage를 활성화하는 작용을 갖는다고 보고하였다.
또한 porphyran은 항산화 활성(36,86),콜레스테롤 저하작용,항균효과 및 항암효과

(16,32,76,77)등의 생리효과를 가진다.고지혈증을 유발한 흰쥐의 식이에 porphyran용
액을 1ml씩 1일 1회 총 20일간 복강내에 투여한 경우에 혈청 중의 ALT(alanine
aminotransferase),AST(aspartateaminotransferase),ALP(alkalinephosphatase)및
LDH(lactate dehydrogenase)의 활성은 비 투여군보다 투여군이 낮았다. 10%
porphyran용액을 투여한 경우 간장의 superoxidedismutase와 catalase활성은 정상
수준으로 유의하게 감소하여 항산화효소활성을 낮추는 작용을 한다고 보고하였다(36).
항암 활성에 관한 연구에서는 Yamamoto등(76,77)이 유방암과 장암을 인공적으로 유
발시킨 쥐에게 의 분말을 급여하여 종양 발생율이 현저히 줄었음을 보고했
고,Noda등(55,56)은 porphyran을 경구투여 하였을 때 높은 항종양효과를 나타냈다고
보고하였다.Osumi등(84)도 porphyran올리고당의 경우는 항종양활성을 가지는 것으
로 보고하였다.남(51)등은 porphyran이 정상세포의 성장에는 거의 영향을 미치지 않으
나 AGS위암세포에는 porphyran농도가 증가할수록 암세포 사멸을 유도함을 보고하
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였다.또한 박(60)등은 인체 암세포주에 대한 cytotoxicity작용,macrophage의 활성증가
작용,항보체의 활성증가를 나타내며 고지혈증을 유발한 흰쥐에서는 porphyran의 급이
량이 증가할수록 지방개선의 효과가 있음을 나타냈다.
이와 같이 porphyran은 혈당상승억제,장내 유용세균의 증식 촉진,혈중 콜레스테롤

농도 저하,면역 증진,항암 기능 등의 우수한 생리활성이 밝혀짐에 따라 기능성 식이
섬유 소재로서의 이용 가능성이 매우 높다.최근에는 porphyran을 이용한 기능성 식품
소재를 개발하기 위한 기초자료를 얻기 위해 구 등(33)은 단백 분해효소를 이용하여
효율적으로 단백질을 제거한 porphyran을 제조하고 제단백된 포피란의 화학적 및 물성
적 특성을 조사하기도 하였다.
콩을 원료로 한 우리나라의 대표적인 발효식품중의 하나인 청국장( ,

koreantraditionalfermentedsoyfood)은 다른 콩 발효식품인 된장이나 간장과는 달리
발효기간이 매우 짧고 단백질과 지방함량이 높은 식물성 고 영양식품이다(31,53).
청국장은 삶은 콩에 고초균( )을 이용하여 이들이 생산하는 여러 효

소의 작용으로 콩 단백질을 분해시키고 파,마늘,고춧가루,소금 등을 가미하여 저장
성을 부여한다(1).또한 숙성 과정 중 단백질은 protease에 의해 peptone,polypeptide,
dipeptide,aminoacid가 되고,탄수화물은 β-amylase에 의해 당으로 분해되어 소화되
기 쉽게 하며 청국장 특유의 맛을 내는 동시에 levanform fructan과 polyglutamate의
중합물질인 끈적끈적한 점질물이 생성되면서 독특한 향미를 내게된다(23,27,43,87).
청국장 제조에 이용되는 고초균( )은 호기성이며 내열성과 내건성이 강한

포자 상태로 남기 때문에 삶은 콩에 섞게 되면 포자가 발아하고 번식하면서 생육한다.
최적 발아온도는 40℃ 전후이며 여러 가지 효소를 분비하여 콩 성분을 분해한다.영양
성분 중에서 glutamicacid는 점질물을 구성하는 polypeptide를 형성하는 중요한 기질
이며 asparticacid,alanine,arginine,proline,asparagine,glutamine등이 전구체로써
이용된다(91).또한 고초균은 장내에서 부패균의 활동을 억제하여 부패균이 만드는 암
모니아,인돌,아민 등 발암 촉진물질을 감소시키는 효과가 있는 동시에 유기산도 생성
하므로 장을 자극해 소화활동을 활발하게 해주며 변비개선과 다이어트에도 탁월한 효
과가 있다(90).
일본에서는 우리나라의 청국장과 유사한 납두균( , )을 접종

시켜 만든 전통 발효식품인 natto가 있는데 소화 정장작용이 우수할 뿐만 아니라 발효
과정 중 분비되는 nattokinase는 fibrin을 강력하게 분해하는 효소로 밝혀지면서 혈전용
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해제로서의 이용도 기대되고 있다(2,70).
우리나라의 청국장 역시 이와 동일한 혈전 용해능과 면역기능강화 및 항산화 효과의

특성을 모두 가지고 있는데(7,30,38),김 등(88)에 의하면 청국장과 natto로부터 혈전용
해 균주를 분리하여 혈전용해능을 조사한 결과 청국장에서 분리된 균주가 가장 우수한
혈전용해능을 나타내어 일본의 natto보다 우수한 것으로 보고되었다.
청국장의 생리활성은 혈전용해능 이외에도 혈압 및 지질대사 개선효과(92,67,72),항

산화 효과(93),면역기능 강화(38),항 미생물효과(83),노인성치매 예방 효과,골다공증
억제 등의 성인병 예방 효과 등이 있음이 보고되었다.또,청국장 제조에 이용되는 콩
에는 생리활성 물질로 알려진 trypsin inhibitor,isoflavones,phyticacid,saponins,
lignin,vitaminE와 불포화지방산 등의 성분이 포함되어 항 돌연변이효과 및 항암효과
를 나타내는 것으로 알려져있다(89).
청국장의 항 돌연변이 효과 및 항암활성에 관한 보고는 이미 활발하게 연구되어 있

다(5,11,15,75).최근에 박 등(61)의 보고에 의하면 청국장이 인간 위암세포(AGS)의 증
식을 억제하는 효과를 나타내며,임(46)등은 대두,된장,청국장,미소(일본된장)로부터
의 메탄올 추출물을 인간 위암세포(AGS),인간 간암세포(Hep3B),인간 대장암세포
(HT-29)에 처리하였을 때 모두 암세포의 증식을 억제함을 밝혔다.또한 곽 등(35)은 5
종류의 용매별 청국장 추출물을 사용해서 인간 유방암세포(MCF-7),인간 위암세포
(SNU-638),백혈구 혈액암 세포(HL-60)에 대한 성장억제효과를 검토한 결과 모두 암
세포를 억제하는 효과가 크게 나타남을 보고하였고,임(45)등은 검정콩 청국장의 암 예
방효과를 밝혀냄으로서 청국장의 항암효과를 입증하였다.
청국장은 식품 자체가 가지고 있는 수많은 장점들에도 불구하고 쿰쿰한 냄새 등 관

능성이 낮고 조미하지 않은 상태의 생청국장은 보관성이 떨어지는 등의 이유로 다른
부재료나 첨가물을 사용함으로서 영양성과 관능성을 높이려는 연구가 이루어져 왔다.
황기,키토산,감초,Yucca추출물,다시마,홍삼,키위와 무를 첨가한 청국장 등 다

양한 기능성 청국장을 제조하므로써 불쾌취를 감소시키며,영양성분을 증가시키고,관
능검사시 맛과 향이 더 좋은 경우가 보고되었고,청국장의 품질개선에 관한 연구가 활
발히 진행되고 있다(10,18,19,29,79,80,85).
우리나라의 김 생산량은 양식기술의 발달로 꾸준히 증가하고 있지만 가격하락,소비

둔화로 인해 해조산업의 걸림돌이 되고 있다.김 등의 해조가공산업의 낙후성 및 취약
성을 극복할 수 있는 발전방안이 요구되고 있으며,보다 구체적으로는 김 가공 중 발
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생하는 미이용 김,폐김 그리고 장기보존된 김 제품 등의 재활용 기술이 필요한 실정
이다.그러므로 김 또는 폐김으로부터 고부가가치 기능성물질의 개발과 그 활용을 통
하여 새로운 소비시장 창출과 해조가공산업의 고부가가치화가 절실히 필요한 실정이
다.
따라서 본 논문은 폐기용 김으로부터 여러 생리효능을 가지고 있는 porphyran을 추

출하고,이의 활용도를 높이기 위하여 종균을 이용하여 제조한 청국장에 porphyran을
첨가하여 porphyran첨가 청국장을 개발하였다.Porphyran의 일반적인 생리활성기능은
알려져 있으나 본 연구에서 폐기용 김으로부터 추출된 porphyran의 항암활성과
porphyran첨가 청국장의 추출물이 정상세포에 미치는 세포독성,위암세포(AGS)와 대
장암세포(HT-29)의 성장억제효과 등을 실험하여 porphyran첨가 청국장의 항암활성효과
규명과 함께 김의 새로운 활용방안을 제시하고자 하였다.
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제제제 222장장장 실실실험험험 재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.실험재료 및 일반성분 분석

1)재료

본 실험에 사용한 김( )은 전남 완도산으로 김 가공후 남은 자투
리 가루 김을 사용하였다.건조된 김은 miller(DA282-2,Artlon,Korea)로 분쇄한 후
20mesh체(ChunggyeindustrialMFG.Co.,Korea)에 걸러 통과한 분말을 실험재료
로 하여 4℃ 냉장실에서 밀봉 보관하면서 실험에 사용하였다.

2)김의 일반성분 및 총당 분석

김의 일반성분은 AOAC법(4)에 따라 수분함량은 Karl-Fischer법,조지방은 Soxhlet
추출법,조단백질은 Kjeldahl법,조회분은 550℃ 건식회화법,무기질은 건식분해법으로
정량하였다.탄수화물은 100-(수분 +조지방 +조단백질 +조회분)의 식으로 계산하여
그 값을 표시하였다.실험 결과에 오차를 줄이기 위해 각 3회 반복하여 평균을 내어
측정하였다.

(1)수분

수분 함량은 KarlFischerMoistureTitratorMKS-520(K.E.M,Japan)을 사용하여
측정하였다.각 시료는 3회 반복하여 측정하였다.

(2)조지방

시료 2～10g을 달아 원통여과지에 넣고 검체 위에 탈지면을 가볍게 충전하여 이를
적당한 용기에 담아 100～105℃의 건조기에서 2～3시간 건조한 후,데시케이터에서 식
히고 soxhlet추출기의 추출관에 넣었다.Receivingflask에 무수에테르 약 1/2용량을
넣어 장치하고 8시간 추출하였다.추출이 끝난 후 냉각기를 떼고 추출관 속의 원통여
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과지를 핀셋으로 꺼낸 후,다시 냉각기를 모두 추출관에 연결하고 수욕상에서 가온하
여 receivingflask중의 에테르가 전부 추출관에 옮겨지면 flask을 떼어 수욕 중에서
에테르를 완전히 증발시켰다.Receivingflask의 바깥을 거즈로 깨끗이 닦은 후,98～
100℃의 건조기에 넣어 약 1시간 항량이 될 때까지 건조한 다음 desiccator에서 식히고
칭량하였다.
조지방의 양은 다음 식에 따라 산출하였다.

조지방 (%)= W1-W0 ×100S

W0:받는 그릇의 무게 (g)
W1:조지방을 추출하여 건조시킨 receivingflask(g)
S:검체의 채취량 (g)

(3)조단백질

Kjeldahl법으로 총질소 함량을 측정하였으며,시료 0.5g을 취하여 Kjeldahlflask에
분해촉진제(K2SO4:CuSO4=9:1)를 시료 당 6g과 진한 황산(98%)15ml을 가하여
가열 분해한 후 실온에서 방냉하고 Kjeldahl분석기기(BuchiB-324/K-424/702system,
Buchi,Switzerland)를 사용하여 증류․ 중화시켰다.이때 분리되어 나오는 암모니아를
3% 붕산용액에 포집한 후 0.1N HCl로 적정하여 질소량을 구한 후 단백질 함량을 계
산하였다.각 시료는 3회 반복하여 측정하였으며,대조구는 시료 없이 모든 과정을 동
일하게 처리하여 실험하였다.
조단백질의 양은 다음 식에 따라 산출하였다.

조단백질 (%)= 1.4×(b-a)×F×N ×100S×1000

a:바탕 시험에 소비된 0.1N HCl적정값(ml)
b:시료 분해액에 대한 0.1N HCl적정값(ml)
F:0.1N HCl의 농도계수
N:질소계수
S:시료량(g)
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(4)조회분

회분의 함량을 분석하기 위해 회화로(furnace,ThermolyneF6010,Barnstead,Co.,
USA)의 온도를 550℃로 조절하여 세척된 회화용기를 회화로(550℃)에서 여러 시간 가
열하고 desiccator에서 실온으로 냉각하여 항량이 될 때까지 이 조작을 반복하여 칭량
하였다.항량이 된 도가니에 준비된 시료를 정밀히 칭량하여 약 10분 정도 연기가 더
이상 발생하지 않을 때까지 탄화시켰다.탄화시킨 도가니를 회화로로 옮겨 백색 또는
회백색의 회분이 얻어질 때 까지 가열하고 desiccator에서 실온으로 냉각시킨 후 항량
이 될 때까지 칭량하였다.각 시료는 3회 반복하여 측정하였으며,회분의 함량은 다음
식에 의해 계산하였다.

회분(%)= 회화 후 (회화용기 +회분)의 항량 (g)-회화용기의 항량 (g)
시료의 채취량 (g)

(5)무기성분

김의 무기질 함량은 건식 분해법에 따랐다.즉 시료 김을 회화용기에 취하여 버너에
서 약 10분 정도 연기가 나지 않을 때까지 탄화시킨 후 550℃에서 회화시켰다.회화시
킨 회분을 방냉 후 소량의 물로 재를 적신 다음 10ml의 염산용액(염산:증류수 =1:
1)을 가하여 수욕상에서 증발건고 시켰다.건고시킨 시료에 용액(염산 :증류수 =1:
3)10ml를 첨가하여 수분 동안 가열 후 100mlmassflask에 여과(Advantec여과지
No.6)시켰다.불용물은 여지와 같이 사용했던 회화용기에 옮겨 다시 탄화시킨 후에 다
시 회화시켜 얻어진 회분을 물로 적셔서 염산용액(염산 :증류수 =1:3)2ml를 첨가
하고 증류수 5ml로 희석 후 수욕상에서 가온시켜 앞의 100mlmassflask에 여과시
켰다.각 무기질에 따른 사용용매는 Ca은 1N HCl에 LaCl3가 1,000ppm이 되도록 첨
가하여 시험용액으로 사용하였고,Fe은 1NHCl을,Zn,Mg,Cu는 0.5NHNO3을,K는
물로 희석하여 사용하였다.이를 각 무기질에 따라 100ml로 정용하여 시험용액으로
하였다. 각 무기질의 분석은 원자흡광광도계(atomic absorption spectrometer,
AA-6300F,ShimadzuCo.,Japan)를 이용하여 각 표준물질로서 검량선을 작성한 후 분
석 정량하였으며 각 시료는 3회 반복하여 측정하였다(Table1).
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TTTaaabbbllleee111...RRRaaannngggeeeooofffssstttaaannndddaaarrrdddcccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnnooofffttthhheeesssooollluuutttiiiooonnnsssfffooorrrCCCaaa,,,
CCCuuu,,,FFFeee,,,KKK,,,MMMgggaaannndddZZZnnnaaannndddttthhheeeiiirrrcccooorrrrrreeelllaaatttiiiooonnncccoooeeeffffffiiiccciiieeennnttt

EEEllleeemmmeeennnttt
CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn

UUUnnniiittt CCCooorrrrrreeelllaaatttiiiooonnn
cccoooeeeffffffiiiccciiieeennntttssstttddd111 ssstttddd222 ssstttddd333

CCCaaa 0.5 1.0 2.0 ppm 0.9990

CCCuuu 0.5 1.0 2.0 ppm 0.9993

FFFeee 0.5 1.0 2.0 ppm 0.9998

KKK 0.2 0.4 0.8 ppm 0.9997

MMMggg 0.1 0.2 0.4 ppm 0.9996

ZZZnnn 0.1 0.2 0.4 ppm 0.9995
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(6)총당

김의 총당은 Dubois등의(50)phenol-sulfuricacid법으로 측정하였다.시료는 건조
김 1g에 0.1N HCl50ml를 넣고 60℃에서 3시간 추출하여 여과하고 6N NaOH로
중화하여 준비하였다.즉 시료용액 200μl에 5%(w/v)phenol(FlukaCo.,USA)200 μl
를 넣은 후 농축 H2SO4750 μl를 넣고 10분 방치 후 25℃ waterbath에서 10분 반응
시킨 후 spectrophotometer(Ultrospec2100pro,Amersham BioscienceCo.,England)
를 사용하여 490nm에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이기 위
해 각각 3번씩 반응시켜 측정하였다.표준물질로는 glucose(GR,Junsei,Japan)를 사
용하였다.



- 11 -

2.김으로부터 crudeporphyran의 추출

Crudeporphyran의 추출은 Fig.1에 나타낸 것처럼 Kim 등(64)의 방법에 준하여 제
조하였다.건조된 김을 분쇄한 후 50배(w/v)의 0.1N HCl를 가하여 60℃의 수욕조상에
서 3시간 동안 교반하여 추출하였다.추출액을 농축(Rotary vacuum evaporator,
TokyoRikakikarCo.,Japan)한 후 감압여과하여 얻어진 여액을 6N NaOH를 이용하
여 pH 7.0으로 조정한 다음 중화된 여액에 3배(v/v)량의 에탄올을 가해 하룻밤 정치한
후 원심분리기를 사용하여 1,520xg에서 15분간 원심분리 하였다.침전된 다당을 소량
의 증류수에 용해시키고 진공 동결건조(SamwonfreezingengineeringCo.,Korea)한
다음,분쇄하여 crudeporphyran분말을 얻었다.
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Driedandpulverized
↓

addedwith0.1N HCl(50vol.)
↓

extration(60℃,3hr)
↓

filterationthroughgauzeandfilterpaper(WhatmanNo.2)
↓

evaporation
↓

neutralizationwith6N NaOH,pH 7.0
↓

precipitationwithethanol(3vol.)
↓

overnight
↓

centrifugation(1,520xg,15min)
↓

washedwithEtOH
↓

freezedriedat-70℃ for12hr
↓

pulverized
↓

Crudeporphyran

FFFiiiggguuurrreee111...FFFlllooowww ccchhhaaarrrtttfffooorrrttthhheeeppprrreeepppaaarrraaatttiiiooonnnooofffcccrrruuudddeeepppooorrrppphhhyyyrrraaannnfffrrrooommm
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3.Crudeporphyran의 화학성분 분석

1)총당

추출한 crudeporphyran의 총당 확인은 Dubois등의(50)phenol-sulfuricacid법으로
측정하였다.증류수에 용해시킨 porphyran용액 1ml에 동량의 5%(w/v)phenol(Fluka
Co.,USA)을 가한 후 즉시 진한 황산 5ml를 넣고 10분 방치 후 25℃ waterbath에서
10분 반응시킨 후 490nm에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에서의 오차를 줄이
기 위해 각각 3번씩 반응시켜 측정하였다.표준물질로는 galactose(Acros,USA)를 사
용하였다.

2)총 단백질

Crudeporphyran의 총 단백질은 Schacterle및 Pollack(13)방법을 이용하여 측정하였
다.물에 용해시킨 porphyran용액 1ml에 동량의 alkalinecopper용액을 넣고 10분간
정치한 후 phenolworkingsolution4ml를 즉시 가하여 55℃ waterbath에서 5분 처
리한 후 즉시 식혀서 650nm에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에서의 오차를
줄이기 위해 각각 3번씩 반응시켜 측정하였다.표준물질로는 bovinealbumin(Fraction
V,Sigma)을 사용하였다.

3)황산기

황산기의 함량은 Dodgon등(12)의 방법에 따라 측정하였다.즉,시료 5mg에 0.1N
HCl2ml를 가하여 100℃에서 6시간 가수분해한 시료 0.2ml에 4% TCA 용액 3.8ml
와 BaCl2-gelatin용액 (젤라틴 1g을 60～70℃의 증류수 200ml에 녹여 12시간 보존
한 젤라틴용액에 다시 BaCl21g을 녹여 2～3시간 방치 후 사용)1ml를 첨가하여 교
반하고 실온에서 20분간 방치한 후 360nm에서 흡광도를 측정하였다.흡광도는 실험에
서의 오차를 줄이기 위해 각각 3번씩 반응시켜 측정하였다.표준 검량선은 K2SO4
(Extrapure,Junsei,Japan)를 사용하여 작성하였다.
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4)3,6-anhydrogalactose

3,6-anhydrogalactose의 함량은 Yaphe등(78)의 방법에 따라 측정하였다.즉,icebath
상에서 0.02% 시료용액 2ml와 resorcinolreagent(0.15% resorcinol용액 9ml에 진한
염산 100ml를 가하고,여기에 1ml의 1,1-diethoxyethane을 가하여 혼합한 후 3시간
이내 사용)10ml를 시험관에 가하여 교반하고 5분간 냉각시킨 후 20℃의 수욕조 상에
서 4분간 정치하고 80℃ waterbath에서 10분간 가열하였다.다시 ice-bath에 넣어 냉
각시킨 후 15분 이내에 555nm에서 흡광도를 측정하였다.3,6-anhydrogalactose의 함
량은 fructose(Ultra,Fluka,USA)로 검량선을 작성한 후 구하였다.
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4. 종균을 이용한 청국장 제조

1)원료

콩은 국내에서 생산되는 콩나물 콩을 사용하였다.

2)청국장 제조용의 종균 및 배양

된장에서 분리한 DJI(6)은 본 실험실에서 제공받아 사용하였다.균
은 LB배지(Duchefabiochemie,nutrientbroth:bacto-tryptone10%,yeast-extract5%,
sodium chloride10%)에 균을 접종하여 37℃에서 배양한 후 종균액으로 사용하였다.

3)청국장의 제조

청국장 제조과정은 Fig2와 같다.먼저 콩을 정선 및 수세하여 3배의 물에 20시간
침지하였다.이를 고압 멸균기(1.0～1.5kg/cm2)에서 50분 동안 증자한 후 40℃로 냉각
하였다.전배양한 종균액을 원료의 1%(v/w)접종하고 37℃ incubator에서 발효시켰다.

4)청국장의 발효조건 조사

청국장의 최적 발효조건을 조사하기 위하여 시간에 따른 발효온도를 SATO digital
sensor(Datalogger,SATOkeiryorkiMFG.Co.,LTD,Japan)를 이용하여 발효하는 동
안에 10분 간격으로 온도를 기록하였다.
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Raw soybean(1kg)
↓

Washing
↓

Soaking(20℃,20hr)
↓

Draining
↓

Autoclave(121℃,50min)
↓

Cooling(40℃)
↓

Inoculation DJ1
(1% ofraw soybean)

↓
Incubation(at37℃)

↓

FFFiiiggguuurrreee222...MMMaaakkkiiinnngggppprrroooccceeessssssfffooorrr
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5.청국장의 물리화학적 특성

1)청국장의 아미노산 정량

아미노산 분석은 분쇄한 건조시료를 끓인 6N HCl로 가수분해 한 후 Pico-Tag방
법(Waters,Milford,USA)을 이용하여 아미노산을 분석하였다.Formicacid/hydrogen
peroxide(19/1,v/v)혼합용액으로 시료에 들어있는 cysteine의 잔기를 cysteicacid로 산
화시켰고(73),tryptophan함량을 알기 위하여 시료를 4N methanesulfonicacid20 μl
로 직접 분해시켰다(47).
가수분해된 시료는 건조한 후 ethanol/DW/triethylamine(2/2/1,v/v)용액으로 다시

건조시켰다.가수분해된 시료와 유리아미노산 표준품은 ethanol/DW/trimethylamine/
phenylisolthiocyanate(7/1/1/1,v/v)용액으로 15분 동안 유도화 한 후 유도화된 시료
800 μl중에서 10μl을 취하여 Table2와 같은 조건하에서 HPLC로 분석하였고 유리아
미노산은 6N HCl로 가수분해를 행하지 않고 구성아미노산과 같은 방법으로 행하였
다.
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TTTaaabbbllleee222...OOOpppeeerrraaatttiiiooonnncccooonnndddiiitttiiiooonnnsssfffooorrraaannnaaalllyyysssiiisssooofffaaammmiiinnnoooaaaccciiidddsssbbbyyyHHHPPPLLLCCC

AAAppppppaaarrraaatttuuusss WatersSystem(510HPLCpumpwithautosampler)

CCCooollluuummmnnn WatersPico-tagcolumn(3.9×300mm,4μm)

MMMooobbbiiillleeeppphhhaaassseee
BufferA :140mM sodium acetate(acetonitrile)
BufferB:60% acetonitrile

DDDeeettteeeccctttooorrr Waters996photodiodearraydetector(PDA),254nm

GGGrrraaadddiiieeennnttttttaaabbbllleee A lineargradient:Elutionof0,14,20,46,100% BufferB

FFFlllooowww rrraaattteee 1ml/minat40℃
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2)청국장의 평균소수도

평균소수도는 각 청국장의 아미노산 몰수에 Nozaki와 Tanford(57),Manavalan등
(48),Meirovitch등(49)및 Krigbaum 등(34)이 제시한 각 아미노산의 소수도지수를 곱
해서 얻은 합을 각 펩타이드의 구성 아미노산 총 몰수로 나누어서 구하였다.

다만 여기서 사용한 소수도 지수 중 Meirovitch(49)와 Krigbaum(34)이 제시한 값들은
각각의 역수를 취하여 숫자가 클수록 소수도 지수가 크게 나타나도록 표시하였다
(Table3).

평균소수도 = ∑ AixIi
∑ Ai
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TTTaaabbbllleee333... HHHyyydddrrroooppphhhooobbbiiiccciiitttyyyiiinnndddiiiccceeesssooofffaaammmiiinnnoooaaaccciiidddsssiiinnnfffooouuurrrdddiiiffffffeeerrreeennnttt
mmmeeettthhhooodddsss

TTTaaannnfffooorrrddd111)))
(((KKKcccaaalll///mmmooolll)))

MMMaaannnaaavvvaaalllaaannn222)))
(((KKKaaaccclll///mmmooolll))) KKKrrriiigggbbbaaauuummm333))) MMMeeeiiirrrooovvviiitttccchhh444)))

Trp 3.77 Val 4.86 Cys 4.52 Phe 3.30
lle 3.15 lle 4.82 lle 3.07 lle 3.14
Phe 2.87 Leu 4.05 Met 2.83 Val 2.83
Pro 2.77 Cys 4.05 Phe 2.60 Trp 2.53
Tyr 2.67 Met 3.54 Trp 2.33 Met 2.38
Leu 2.17 Phe 3.15 Val 1.76 Leu 2.24
Val 1.87 Trp 3.08 Tyr 1.53 Cys 1.84
Met 1.67 Tyr 2.57 Leu 1.28 His 1.72
Lys 1.64 Ala 2.12 Ala 1.05 Tyr 1.23
Cys 1.52 Gly 1.58 Thr 0.67 Ala 1.23
Ala 0.87 His 1.31 Ser 0.60 Gly 0.84
His 0.87 Glu 1.04 His 0.50 Arg 0.68
Arg 0.85 Arg 0.87 Asp 0.39 Thr 0.58
Glu 0.67 Thr 0.84 Gly 0.38 Pro 0.48
Asp 0.66 Pro 0.52 Glu 0.36 Asp 0.38
Gly 0.10 Lys 0.51 Arg 0.26 Glu 0.28
Ser 0.07 Ser 0.38 Pro 0.13 Ser 0.28
Thr 0.07 Asp 0.00 Lys 0.00 Lys 0.00

1)~4)Eachhydrophobicityindexisreferredtothereferencesrespectively,andthe
hydrophobicityindicesbyKrigbaum(34)andMeirovitch(49)werereciprocated.
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3)청국장의 물성분석

청국장을 제조한 후 생청국장 콩과 이를 건조한 건조청국콩의 물성을 texture
analyzer(TA-XT Plus,StableMicroSystemsLtd,England)를 사용하여 측정하였다.
제조된 청국콩의 물성측정시 탐침은 P2탐침(2mm cylinderstainless)을 장착하였으
며,onebite측정에 의한 경도(hardness)를 측정하였고,분석조건은 Table4와 같다.

6.Porphyran첨가 청국장의 제조

상기의 방법대로 제조된 청국장에 crudeporphyran5%(w/w)을 첨가하여 porphyran
첨가 청국장을 제조하였으며 제조된 porphyran청국장은 deepfreezer(-70℃)에서 하룻
동안 보관 후 freezedryer(SamwonfreezingengineeringCo.,Korea)를 이용하여 건
조시켜 진공포장 후 냉동실에 보관하면서 이후 실험에 사용하였다.
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TTTaaabbbllleee 444... TTThhheee cccooonnndddiiitttiiiooonnnsss fffooorrr ttteeexxxtttuuurrreee mmmeeeaaasssuuurrreeemmmeeennnttt ooofff

IIIttteeemmmsss CCCooonnndddiiitttiiiooonnnsss
Instrument Textureanalyser

Samplesize
wet:5.18mm ×10.31mm
dry:4.97mm ×9.79mm

Prove 2mm cyl.stainless
Pretestspeed 2.0mm/sec
Speed 1.0mm/sec
Posttestspeed 10.00mm/sec
Tkiggertype Auto5g
Strain 80%
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7.Porphyran첨가 청국장의 항암실험

1)시료의 준비

종균을 이용하여 제조된 청국장과 porphyran첨가 청국장은 동결건조된 시료를 마쇄
한 다음 시료에 20배(w/v)의 메탄올,물을 첨가하고 12시간 교반을 3회 반복한 후 여
과(WhatmanNo.2)하여 회전식 진공농축기로 농축하여 각각의 메탄올,물 추출물을
얻었다.
위의 추출물과 김( )에서 추출한 crudeporphyran은 각 well당

첨가되는 최종 농도가 0.005,0.01,0.05,0.1,0.25,0.5,1mg/ml가 되도록 조정하여 세
포실험에 사용하였다.

2)세포 배양

실험에 사용되어진 암세포주 AGS(human gastric adenocarcinoma cell),HT-29
(humancoloncancercell)와 정상세포주 BJ(humanforeskinnormalcell)는 미국 세포
주 은행(AmericalTypeCultureCollection,USA)에서 분양받아 사용하였다.
인체 위암세포(AGS)와 인체 결장암세포(HT-29)는 RPMI1640(GibcoBRL,USA)배
지로 배양하고,종양세포와 대조군으로 사용한 인체 포낭 정상세포주(BJ)는 Dulbecco's
modificationofeaglesmedium (DMEM;GibcoBRL,USA)으로 배양하였다.각각의
배지에는 10% fetalbovineserum (FBS;Gibco,BRL,USA),100 μg/mlpenicillin
(GibcoBRL,USA)그리고 100 μg/mlstreptomycin(GibcoBRL,USA)을 첨가하였다.
배양된 각각의 세포는 일주일에 2～3회 신선한 새 배지로 갈아주고 6～7일 만에
phosphatebufferedsaline(PBS)로 세척한 후 0.05% trypsin-0.02% EDTA로 부착된 세
포를 분리하여 원심분리한 후 집적된 세포에 배지를 넣고 피펫으로 세포가 골고루 분
산되도록 잘 혼합한 다음 6～7일 마다 계대배양하면서 실험에 사용하였다.계대 배양
시 각각의 passagenumber를 기록하였고 passagenumber가 10회 이상일 때는 새로운
세포를 액체질소 탱크로부터 꺼내어 다시 배양하여 실험하였다.
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3)MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

MTT assay는 살아있는 세포의 미토콘드리아 내막에 존재하는 oxide-reductase작
용을 받아 MTT에 의하여 생성되는 darkblueformazan의 양을 측정하는 방법이다.
Darkblueformazan의 생산량은 대사적으로 활성이 있는 살아있는 세포수와 거의 비
례하는 것으로 알려져 세포의 생육과 분화를 측정하는데 아주 효과적으로 사용되고 있
다(62).
배양된 각각의 세포주는 96wellplate에 well당 1×104 cells/ml가 되도록 180 μl씩
seeding하고 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시킨 후 시료를 농도
별로 20 μl씩 첨가하여 48시간 배양하였다.여기에 인산생리식염수에 5mg/ml의 농도
로 제조한 MTT{3-(4,5-dimethylehiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide}용액
20 μl를 첨가하고 4시간 더 배양한 후 생성된 formazan결정을 DMSO에 녹여 Plate
reader(UV scanningELISA reader,BioTek,USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를
측정하였다(68).

4)통계처리

모든 실험은 3회씩 수행하였으며,SPSS 12.0.1(Statisticalpackageforthesocial
science)P/Cpackage를 이용하여 평균값과 표준편차범위로 나타내었다.결과는 일원배
치분산분석(one-wayANOVA)을 실시하였으며,사후검정은 Tukey(T)-test에 의하여
실행하였다.통계적 유의성은 <0.05를 기준으로 하였다.
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Preparationofcells
↓

Distributionofcells180μl(1×104ml)in96wellplates
↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor24hr
↓

Additionofsample(20μl)
↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor48hr
↓

AdditionofMTT solution(5mg/mlPBS)
↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor4hr
↓

Discardingthesupernatant
↓

AdditionofDMSO200μl
↓

Measuringabsorbanceat540nm

FFFiiiggguuurrreee333...AAA ppprrroooccceeeddduuurrreeeooofffcccyyytttoootttoooxxxiiiccciiitttyyyaaassssssaaayyyuuusssiiinnngggbbbyyyMMMTTTTTT aaassssssaaayyy
mmmeeettthhhoooddd...
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제제제 333장장장 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

1.김의 일반성분 및 총당 분석

본 실험에 사용한 폐김의 일반성분 조성은 Table5와 같다.수분은 11.45%,탄수화
물은 47.26%,단백질은 32.25%,지방은 0.40%,회분은 8.65%의 함량을 나타냈다.무기
질 함량은 100.0g당 Ca542.0mg,Fe35.0mg,Zn2.1mg,Mg331.2mg,Cu0.9
mg,K 1277.5mg으로 나타났다.
총당의 함량은 15.2%로 김 등(65)이 보고한 폐김의 총당 함량(15.7%)과 유사하다.또한
폐김의 총당 함량이 시판 김과 거의 동일 하게 함유되어 있다는 보고를 고려할 때 실
험에 사용한 폐김으로부터 porphyran의 추출이 충분히 가능한 것임을 알 수 있었다.
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TTTaaabbbllleee 555... PPPrrroooxxxiiimmmaaattteee cccooommmpppooosssiiitttiiiooonnn ooofff lllaaavvveeerrr((( )))
ppprrroooddduuucccttt

CCCooommmpppooonnneeennnttt CCCooonnnttteeennnttt(((%%%))) CCCooommmpppooonnneeennnttt CCCooonnnttteeennnttt(((mmmggg///111000000ggg)))
Moisture 11.45±0.20

Mineral

Ca 542.00±92.52
Carbohydrate 47.26 Fe 35.43±4.82
CrudeProtein 32.25±0.22 Zn 2.19±0.11
CrudeFat 0.40 Mg 331.25±2.32
Ash 8.65±0.04 Cu 0.98±0.14

Totalsugar 15.23±0.18 K 1277.50±24.62

(((dddrrryyywwweeeiiiggghhhtttbbbaaasssiiisss)))
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2.Crudeporphyran의 수율과 화학성분 분석

폐김으로부터 porphyran의 추출은 열수 또는 묽은 산을 이용하여 추출한 바가 있으
나 본 실험에서는 0.1N HCl를 사용하여 추출하였다(Fig.4).본 폐김으로부터 얻은
crudeporphyran의 함량은 13.9%를 나타내어 김 등(64)의 보고 보다 조금 더 높은 함
량(12.3%)을 나타내었다.Crudeporhyran의 총당,황산기,3,6-anhydrogalactose의 함량
은 Table6과 같다.총당은 66.6%,황산기는 16.9%,3,6-anhydrogalactose는 16.1% 및
단백질은 8.6%를 나타냈다.이는 기존에 김 등(64)이 보고한 총당 63.7%,황산기
16.9%,3,6-anhydrogalactose18.1%와 유사한 함량을 나타냈다.
Yoshizawa등(81)의 보고에 따르면,쥐 식세포계의 활성평가법(carbon

clearancetest)에 의해 활성을 연구한 결과 김의 porphyran을 주성분으로 하는 분획에
carbonclearance항진활성이 있었고,뿐만 아니라 묽은 염산 추출분획의 활성이 열수
추출 분획 보다 높은 수치를 나타냈었으며,묽은 염산 추출 분획이 polystylenelatex
beads를 이용한 평가법에서도 phagocytosis를 항진시켰다고 보고하였다.또한 염산용
액은 김의 엽체 조직을 파괴하여 porphyran의 추출이 용이해지도록 하며 점도를 떨어
뜨려 여과가 잘되게 하는 효과(24)등 추출의 수율과 생리기능성을 높이기 위해 염산
용액을 이용하여 김으로부터 porphyran을 추출하였다.
Park등(59)은 porphyran의 추출은 온도와 pH에 따라서 porphyran의 화학조성이 달
라진다고 보고하였는데,산성용액에서 추출하면 중성용액에 비하여 수율 및 황산기 함
량은 더 높고 단백질 함량은 낮았으나 3,6-anhydrogalactose의 파괴에 의한 저분화가
일어난다고 보고하였다.또한,알칼리 용액에서 추출하는 경우는 황산기 함량이 줄어들
고 단백질의 함량이 많아진다고 보고하였다.그리하여 본 연구에서는 김 내에 존재하
는 porphyran을 분자량의 변화 없이 추출하기 위해 60℃,pH 7.0의 조건으로 crude
porphyran을 추출하였다(Fig.4).
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FFFiiiggguuurrreee444...CCCrrruuudddeeepppooorrrppphhhyyyrrraaannn...
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TTTaaabbbllleee 666...IIIdddeeennntttiiifffiiicccaaatttiiiooonnn ooofffccchhheeemmmiiicccaaalllppprrrooopppeeerrrtttiiieeesss ooofffpppooorrrppphhhyyyrrraaannn fffrrrooommm
lllaaavvveeerrr((( )))wwwaaasssttteee

CCCooommmpppooonnneeennnttt CCCooonnnttteeennnttt(((%%%)))

Protein 8.60±2.89

Totalsugar 66.60±1.26

sulfate/totalsugar 16.92±0.09
3,6-anhydrogalactose/

totalsugar 16.18±0.36
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3.청국장 제조시 발효온도의 변화

본 실험실에서 분리한 DJI을 가지고 청국장을 제조한 결과 청국장
의 대두 발효과정 중 품온의 온도변화는 Fig.5와 같다.청국장의 제조시 50℃이상으로
올라갈 경우 암모니아취가 증가함을 선행연구를 통해 관찰하여 50℃를 넘지 않는 범위
에서 발효하여 청국장을 제조하였다.
발효초기 온도는 38.8℃로 시작하여 발효 시작 2시간이 지나서 품온이 37.4℃까지 떨

어진 후 다시 비교적 빠른 속도로 상승하기 시작하여 8시간만에 최고 온도(51.3℃)에
도달했는데 이 때 균의 증식이 활발하여 품온이 상승되는 것으로 간주되어진다.
이(40)의 보고에 따르면 볏짚을 사용한 재래식 방법으로 청국장을 제조하였을 때 50℃
에서 시작하여 발효 시작 12시간에 품온이 40℃까지 떨어진 후 다시 상승하기 시작하
여 발효 24간에 최고 품온 53.5℃까지 상승하였으며 이후 비교적 완만한 감소 추세를
보여 72시간(3일)발효시 최종 품온이 48℃로 나타났다고 보고하였다.
본 실험실에서 제조한 종균을 이용하여 제조된 청국장은 기존의 재래식 청국장(2～3

일)보다는 빠른 품온 상승이 이루어지는데 이것은 단일 발효 미생물이 초기부터 활발
히 성장이 이루어지고 또 이들이 성장하면서 효소작용으로 콩 단백질,탄수화물 등을
빠르게 분해하기 때문으로 생각된다.
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FFFiiiggguuurrreee555...CCChhhaaannngggeeesss iiinnn ttthhheeettteeemmmpppeeerrraaatttuuurrreeeooofff ddduuurrriiinnnggg
fffeeerrrmmmeeennntttaaatttiiiooonnntttiiimmmeee...
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4.청국장의 물리화학적 특성

1)청국장의 아미노산 정량

(1)구성 아미노산

DJI을 이용하여 11시간 발효시킨 청국장의 구성 아미노산 함량을
측정한 결과는 Table 7에 나타냈다.청국장은 구수한 맛을 내는 glutamic acid가
1,514.0mg%로 그 함량이 가장 많았고,proline이 1,106.3mg%,phenylalanine이 422.3
mg%의 순으로 많이 함유되어 있었다.
청국장의 총 구성 아미노산 함량은6,619.2mg%로 나타났고,총 필수 아미노산의 함량
은 2,159.4mg%로 나타났다.

균주로 제조한 청국장의 구성 아미노산에 관한 보고에서 정 등(25)
은 균을 접종하여 5일간 발효시켰을 때 glutamic aicd(4,440 mg%),leucine(3,164
mg%),asparticacid(2,706mg%),phenylalanine(2,640mg%)의 순으로 함량이 높았다
고 보고하였다.본 실험의 결과와 비교할 때 청국장 전반의 맛을 좌우하는 glutamic
acid의 함량이 가장 많은 것은 동일한 결과이나 각 아미노산의 함량이 상이하게 다른
것은 발효에 관여하는 균주와 발효시간 차이에 따른 결과로 생각된다.
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TTTaaabbbllleee777...CCCooommmpppooosssiiitttiiiooonnnoooffftttoootttaaalllaaammmiiinnnoooaaaccciiidddiiinnn

TTToootttaaalllaaammmiiinnnoooaaaccciiiddd mmmggg%%%

EEEsssssseeennntttiiiaaalll

Valine 330.9
Leucine 365.1
Isoleucine 264.8
Threonine 350.6
Lysine 78.0

Methionine 117.3
Phenylalanine 422.3

NNNooonnneee
eeesssssseeennntttiiiaaalll

Asparticacid 363.3
Serine 283.7

Glutamicacid 1514.0
Proline 1106.3
Glycine 395.8
Alanine 213.0
Cysteine 92.0
Tyrosine 181.4
Histidine 230.4
Arginine 300.4
Cystine 2.0
Tryptophan 7.9

TTToootttaaalllaaammmiiinnnoooaaaccciiiddd 666,,,666111999...222
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(2)유리 아미노산

콩을 원료로 하여 제조한 청국장 발효과정에서 대두 중의 단백질들은
가 분비하는 10여종의 protease작용으로 polypeptide→ peptide→ aminoacid

로 분해되어 소화흡수가 되기 쉬운 상태로 유리되고,끈적한 점질물이 생성되어 청국
장 고유의 독특한 맛과 향을 내게 된다(95).이러한 유리 아미노산들은 청국장의 맛에
많은 영향을 미치는 성분들로 알려져 있다.

DJ1을 이용하여 11시간 발효시킨 청국장의 유리 아미노산 함량은
Table8과 같다.청국장의 유리 아미노산 함량은 총 3,131.4mg%로 나타났다.또한 구
수한 맛을 내는 glutamic acid의 함량이 510.6 mg%로 가장 높게 나타났고,
phenylalanine(357.6mg%),proline(265.3mg%),tyrosine(264.5mg%)의 순으로 높은
함량을 나타냈다.
청국장에 함유된 필수 아미노산 중 threonine,isoleucine,leucine,methionine,

phenylalanine,valine,histidine,lysine의 총 함량은 1,328.8mg%로 조사되었다.
김 등(26)이 을 이용,24시간 동안 발효시켜 청국장을 제조하여 조사

한 유리 아미노산의 함량이 glutamicacid(119.58mg%),phenylalanine(112.34mg%)의
순으로 많이 함유되었다는 결과와 비교해볼 때 본 실험에서 제조된 청국장에서도 유사
한 유리 아미노산 함량이 검출되었다.최 등(9)은 DC-2를 이용하여
24시간 발효시켜 청국장을 제조한 결과 glutamicacid가 가장 높은 함량(184.24mg%)
을 가지고 있었고,그 다음이 leucine(92.16mg%),phenylalanine(84.50mg%)순으로 나
타났다고 보고하였다.
이(39)는 CH4-4, CH4-5및 CH7-1로 48시간 발

효시켜 제조한 청국장의 유리 아미노산 함량을 측정한 결과 CH4-4로 제조한 청국장이
2,254.90mg%,CH7-1로 제조한 청국장이 2,208.18mg%,CH4-5로 제조한 청국장이
1,973.57mg%로 나타났다고 보고하였으며,glutamicacid,leucine,phenylalanine의 순
으로 함량이 높게 나타났다.또한 이(42)의 보고에 의하면 삶은 콩에 s
를 2%(v/w)접종하여 48시간 발효시켜 제조한 청국장의 유리 아미노산은 총 8,725.4
mg%로 나타났으며,leucine,phenylalanine,isoleucine,serine,glutamicacid의 순으로
높은 함량을 가진 것으로 보고되어 본 실험결과와는 상이하게 달랐다.이(42)의 보고를
제외하고 위의 연구된 의 균주로 제조된 청국장은 본 실험에서 제조한 청국
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장과 비교했을 때 12～24시간 더 발효시켰음에도 불구하고 발효시간에 비해 유리 아미
노산의 함량이 훨씬 적게 나타났다.이는 본 청국장제조에 이용된 DJI이 위
의 다른 종균에 비해 기질 이용능이 뛰어나 콩 단백질의 분해가 잘 일어나 유리아미
노산의 함량이 높은 것으로 간주된다.또한 이(42)의 청국장은 다른 청국장이 균을
1%(v/w)접종한 것에 반해 2%(v/w)를 접종하여 48시간 발효시켜 다량의 균이 충분한
발효시간을 거쳐 분해능이 더 좋아 아미노산의 함량이 많아진 것으로 사료된다.
청국장의 맛 성분들은 감미(sweettaste),지미(savorytasteorumami),고미(bitter

taste)등으로 나눌 수 있는데 유리 아미노산의 각 성분을 맛 종류별로 분류하여 알아본
결과 총 유리 아미노산 함량에 대한 유리 아미노산 각각의 비율은 단맛을 내는 아미노
산이 10.96%,지미성분이 19.94%,고미성분은 17.71%를 나타냈다.
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TTTaaabbbllleee 888...CCCooommmpppooosssiiitttiiiooonnnoooffffffrrreeeeeeaaammmiiinnnoooaaaccciiidddiiinnnCCC

TTTaaasssttteee AAAmmmiiinnnoooaaaccciiiddd mmmggg%%%

Sweet

Threonine* 73.1
Serine 41.2
Glycine 38.5
Alanine 105.4
Lysine* 85.1
SubTotal 343.3

Savory

Asparticacid 28.4
Glutamicacid 510.6
Cysteine 85.6
SubTotal 624.6

Bitter

Methionine* 187.8
Isoleucine* 125.4
Leucine* 241.4
SubTotal 554.6

Other

Valine* 192.8
Tyrosine 264.5

Phenylalanine* 357.6
Histidine* 65.6
Arginine 82.1
Proline 265.3

Tryptophan* 242.7
Cystine 44.5
Asparagine 52.8
Glutamine 41.0
SubTotal 1,608.9

Totalaminoacid 3,131.4
*:Essentialaminoacid
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2)청국장의 평균소수도

대두 단백질과 같은 몇 가지 단백질들은 가수분해에 의하여 강한 쓴맛을 형성하는데
이들 가수분해물의 쓴맛 물질은 올리고 펩타이드로 알려져 있으며,펩타이드 분자를
구성하는 소수성 아미노산의 존재와 밀접한 관계가 있는 것으로 보고되고 있다.(28)
Nozaki와 Tanford,Manavalan등,Meirovitch등 및 Krigbaum 등이 제시한 각 아미

노산의 소수도지수를 근거로하여 각 청국장의 평균소수도를 구한 결과 Table9와 같
다.상기 방법 중 Tanford법은 유리 아미노산을 대상으로 측정하였기 때문에 Tanford
의 소수도지수로 구한 평균소수도는 유리 아미노산으로 그 함량을 측정하였다.
4가지 소수도지수를 근거로 하여 평균소수도를 구한 결과 유리 아미노산으로 측정한

Tanford법이 1,855.68 cal/mole으로 가장 높았고,Manavalan법이 1,652.82 cal/mole,
Merovitch가 1,052.99cal/mole및 Krigbaum이 818.32cal/mole를 나타냈다.각 방법에
따라 평균소수도가 다르게 측정되어 그 유효성은 입증하기 어려우나 평균소수도를 이
용하여 펩타이드의 쓴맛에 관해 연구하기 위해서는 펩타이드의 아미노산 서열분석이
필요할 것으로 사료된다.
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TTTaaabbbllleee999...AAAvvveeerrraaagggeeehhhyyydddrrroooppphhhooobbbiiiccciiitttyyyooofff

aaammmiiinnnoooaaaccciiiddd TTTaaannnfffooorrrddd MMMaaannnaaavvvaaalllaaannn kkkrrriiigggbbbaaauuummm MMMeeerrrooovvviiitttccchhh

Cys 0.026512 0.059182 0.06605 0.026887
Asp 0.006695 0.000000 0.02023 0.019713
Glu 0.110475 0.200397 0.06937 0.053953
Ser 0.001304 0.020347 0.03213 0.014993
Gly 0.002437 0.180116 0.04332 0.095758
His 0.017474 0.036155 0.01380 0.04747
Arg 0.019026 0.027493 0.00822 0.021488
Thr 0.002042 0.047863 0.03818 0.033048
Ala 0.048897 0.104376 0.05170 0.060558
Pro 0.303255 0.097346 0.02434 0.089858
Tyr 0.185204 0.004678 0.00278 0.002239
Val 0.146220 0.266568 0.09654 0.155224
Met 0.099866 0.051958 0.04154 0.034932
lle 0.143102 0.185354 0.11806 0.12075
Leu 0.189784 0.214716 0.06786 0.118757
Phe 0.295196 0.148500 0.12257 0.155572
Trp 0.212831 0.002677 0.00165 0.001796
Lys 0.045363 0.005096 0.00000 0.000000

SSSUUUMMM(((kkkcccaaalll///mmmooollleee))) 111...888555555666888444 111...666555222888222111 000...888111888333222 111...000555222999999555
(((cccaaalll///mmmooollleee))) 111888555555...666888444 111666555222...888222111 888111888...333222000 111000555222...999999555
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3)청국장의 물성분석

청국장은 일반적으로 생청국장으로 섭취하였을 경우 심한 불쾌취와 점질물 식감의
거부감으로 인해 생 natto를 그대로 식용하는 일본의 natto와는 달리 찌개형태로 끓여
먹는 것이 일반적으로 이용되고 있다(66).그러나 청국장을 가열조리 할 경우 생리활성
물질의 파괴가 일어나는데 생청국장을 5분 정도 끓이면 청국장의 발효균과 분해효소와
면역증강 효과가 있다고 알려져 있는 핵산(DNA)이 완전히 파괴된다고 한다(91).그러
므로 최근에는 생청국환 또는 생청국분말 형태로 판매되고 있기도 하지만 이들은 맛으
로 먹는 기호성은 거의 없어 건강기능성식품 차원에서 약처럼 물과 함께 섭취하고 있
다.본 실험에서는 청국장이 가지고 있는 여러 영양 및 생리학적 특성을 이용하고,생
청국장의 식용방법 개선을 위해 청국장을 동결건조하여 스낵형태로 제조하였다(Fig.
6).
청국장 상태의 콩과 건조시킨 콩 스낵 형태로 제조한 청국장의 물성을 분석한 결과

는 Table10과 같다.콩 스낵 형태의 청국장은 두 개의 peak이 생성되었는데 두 peak
모두 높은 경도를 지니고 있다.이것은 입안에 씹었을 때 바스락 거리며 부서지지 않
고 약간의 탄성을 가지는 chewing의 질감을 지녀 새로운 형태의 스낵이 되므로 더 좋
은 기호도를 가질 것으로 사료된다.
콩스낵의 물성을 비교해보기 위해 현재 시판되고 있는 청국콩스낵을 구매하여 그 물

성을 비교해보았다(Table10).물성을 비교한 결과 시판 청국콩스낵 B의 경우 A청국스
낵과 본 실험의 청국스낵 보다 경도의 값이 더 낮게 측정되었으며 관능시에도 바삭한
물성이 더 적게 나타남을 관찰할 수 있었다.A의 경우 두 개의 peak을 형성하는 경도
가 본 실험의 경도와 유사한 값이 나왔으며 관능시에도 탄성을 지니는 비슷한 물성을
지녔다.그러나 시판되는 청국콩스낵은 모두 바스락 부서지는 물성과 두 peak을 형성
하며 탄성을 가지는 두 가지 형태의 물성을 가지고 있어,균일하지 못한 물성을 가지
는 것으로 보여진다.이는 본 실험에서 제조된 청국스낵이 동일한 하나의 물성을 가지
는 것과는 상이한 결과를 나타내어 본 실험의 청국콩스낵이 더 우수함을 알 수 있었
다.
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FFFiiiggguuurrreee666... sssnnnaaaccckkk...
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TTTaaabbbllleee111000...HHHaaarrrdddnnneeessssssooofff sssnnnaaaccckkk

SampleSampleSampleSample
Sample Sample Sample Sample size(mm)size(mm)size(mm)size(mm)

(depth, (depth, (depth, (depth, height)height)height)height)
Hardness   Hardness   Hardness   Hardness   Force Force Force Force (g)(g)(g)(g)

.DJI

Wet
(5.18,10.31) 61.13±5.319

Dry
(4.97,9.79)

First peak 1,710.35±78.20

Second peak 1,250.10±161.07

A1)
6.37,11.66

First peak 1,566.27±370.57

Second peak 1,125.22±899.93

6.42,11.64 Onepeak 1,632.77±737.88

B2)
6.61,11.89

First peak 1,079.80±465.22

Second peak 1,794.70±840.68

6.73,12.55 Onepeak 1,286.00±329.83

1)Commercial snackA
2)Commercial snackB
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5.Porphyran첨가 청국장의 항암실험

1)Crudeporphyran의 각 세포에 대한 성장 억제효과

Crudeporphyran의 정상세포 BJ(humanforeskinnormalcell)에 대한 세포독성과
AGS(humangastriccancercell),HT-29(humancoloncarcinomacell)에 대한 세포독
성을 알아보기 위해 MTT assay를 실시하였다.시료 대신 정상세포 BJ에는 DMEM을,
나머지 두 암세포에는 RPMI의 media로 처리하여 그 구간의 생존율을 100%(대조구)로
하여 배양세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 생존율로 구하였다.
BJ에 대한 porphyran의 세포독성은 Fig.7에서와 같이 0.25mg/ml의 농도까지는 오

히려 세포의 성장효과를 보여 0.05mg/ml의 농도에서는 112.9%의 높은 생존율을 보였
으며,1mg/ml의 농도에서도 73%의 생존율을 보였다.
Crudeporphyran은 상대적으로 0.005mg/ml의 농도를 제외하고는 장암세포 HT-29

보다 위암세포 AGS의 생육을 더 저해시키는 것으로 나타났고,두 암세포 모두
porphyran의 농도가 증가할수록 세포 성장 억제 효과가 뚜렷하게 나타났다.특히 1
mg/ml의 농도에서는 HT-29와 AGS는 각각 56.22,54.9%의 생존율을 가짐으로써 각각
43.78%,45.1%의 높은 억제율을 나타냈다.
박(59)은 대장암세포인 WiDr에 porphyran을 처리하여 4일 동안 배양하였을 때 0.5

mg/ml처리시 43.2%의 생존율을,1 mg/ml처리시 32.6%의 생존율을 보임으로
porphyran이 대장암세포의 생장을 억제시킴을 보고하였다.
위상차 현미경을 이용하여 김에서 추출한 porphyran1mg/ml첨가에 의한 세포형태

변화의 결과는 Fig.8과 같으며,특히 종양 세포주 HT-29와 AGS세포의 경우 세포사
멸 정도가 분명하게 나타난 것을 알 수 있었다.따라서 porphyran농도가 1mg/ml이
하에서는 정상세포인 BJ세포의 생육에 다소 영향을 미치지만,위암세포와 대장암 세
포에는 특이적으로 세포 생육을 크게 저해시킴으로써 항암작용이 있는 것으로 확인되
었다.
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FFFiiiggguuurrreee 777...DDDooossseee---dddeeepppeeennndddeeennnttt eeeffffffeeecccttt ooofff pppooorrrppphhhyyyrrraaannn ooonnn cccaaannnccceeerrr ccceeellllllsss
vvviiiaaabbbiiillliiitttyyy...
BJasa normalcontrolcell,HT-29(human colon cancercell)and AGS(human
gastriccancercell)cellsweretreatedwithvariousconcentrations(0.005,0.01,0.05,
0.1,0.25,0.5,1.0mg/ml)ofporphyranfor48hrs.AfterMTT assay,theMTT
reductionratewascalculatedaspercentage.
Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.* <0.05
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[[[cccooonnntttrrrooolll]]] [[[tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt]]]

FFFiiiggguuurrreee888...AAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffppphhhoootttooommmiiicccrrrooogggrrraaappphhhiiicccmmmooorrrppphhhooolllooogggiiicccaaalllccchhhaaannngggeeesssbbbyyy
111mmmggg///mmmlllpppooorrrppphhhyyyrrraaannniiinnnBBBJJJ,,,HHHTTT---222999aaannndddAAAGGGSSSccceeellllllsss...
Photographsweretakenwithaphase-contrastmicroscope.

[ [ [ [ BJ BJ BJ BJ ]]]]

[ [ [ [ AGS AGS AGS AGS ]]]]

[ [ [ [ HT-29 HT-29 HT-29 HT-29 ]]]]
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2)청국장의 각 세포에 대한 성장 억제효과

소금을 첨가하지 않은 청국장을 물과 메탄올로 추출하여 제조한 시료를 농도를 달리
하여 정상세포 BJ에 대한 세포독성과 AGS(humangastriccancercell),HT-29(human
coloncancercell)의 2종의 암세포에 투여하여 각각의 암세포주의 증식억제 효과를 관
찰한 결과는 Fig.9～11와 같다.
청국장의 각 추출물은 2종의 암세포에 대해 성장저해효과를 나타냈는데,AGS에 대

한 청국장 추출물의 억제효과는 Fig.9와 같다.청국장 물 추출물의 AGS에 대한 성장
억제효과는 0.01mg/ml의 농도까지는 94.20%의 생존율을 보여 억제율을 보이지 않았
으나 0.05mg/ml의 농도부터 1mg/ml의 농도까지 대조구에 비해 10.25～16.79%의 억
제율을 보였다.청국장 메탄올 추출물의 AGS에 대한 성장억제효과는 0.005mg/ml의
저 농도에서도 대조구에 비해 13.75%의 높은 억제율을 보여 0.05mg/ml까지 14.95%의
비슷한 억제율을 보였으며 0.1mg/ml의 농도부터 1mg/ml의 농도까지 22.5～23.81%의
억제율을 보였다.AGS에 대한 청국장의 억제효과는 메탄올 추출물이 물 추출물보다
더 우수함을 관찰할 수 있었다.특히 메탄올 추출물의 경우 저 농도인 0.005mg/ml에
서 물 추출물의 0.5mg/ml의 농도와 비슷한 억제율을 보여 메탄올 추출물의 위암세포
억제효과가 뛰어남을 관찰 할 수 있었다(Fig9).
HT-29에 대한 억제효과는 Fig.10과 같다.청국장 물 추출물의 HT-29에 대한 성장억
제효과는 0.1mg/ml의 농도까지 92.75%의 생존율을 보여 억제율을 거의 나타내지 않
았고,0.25mg/ml에서는 11.97%,0.5mg/ml에서는 19.11%,1.0mg/ml에서는 19.36%의
억제율을 보였다.메탄올 추출물의 경우 0.01mg/ml의 농도까지는 물 추출물과 거의
유사하게 억제효과를 나타내지 않았으나,0.05mg/ml의 농도부터 16.63%의 억제율을
보이고,0.1mg/ml에서 20.44%의 억제율을 보여 저 농도에서도 뛰어난 세포증식 억제
효과를 나타냈다.메탄올 추출물은 최고 1mg/ml의 농도에서는 26.99%의 억제율을 나
타내 HT-29에 대한 억제효과는 청국장의 물 추출물보다 메탄올 추출물에서 더 우수한
것으로 관찰되었다(Fig.10).
청국장 물 및 메탄올 추출물의 BJ에 대한 세포독성은 Fig.11에서와 같이 독성이 거

의 없는 것으로 나타났다.청국장의 물 추출물의 경우 0.005mg/ml농도에서 103.75%의
생존율을 보였고,농도가 0.01,0.05,0.1 mg/ml로 증가할수록 104.68%,118.07%,
131.96%의 세포성장효과를 나타냈으며,0.5mg/ml의 농도에서는 153%의 높은 세포성
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장효과를 보였다.청국장의 메탄올 추출물도 정상세포 BJ에 대해 세포성장효과를 보였
다.0.005mg/ml의 농도에서 103.22%의 생존율을 보여 물 추출물과 비슷한 생존율을
보였으며,0.5mg/ml까지의 범위 내에서는 농도 의존적으로 세포성장효과를 나타냈다.
메탄올 추출물의 경우 0.5mg/ml의 농도에서 140.31%의 높은 생존율을 보였고 1.0
mg/ml의 농도에서는 물 추출물에 비해 생존율이 감소하지만 106.54%의 생존율을 나타
남으로 porphyran이 정상세포에 대해 세포독성이 없는 것으로 확인되었다(Fig.11).
이와 같이 청국장은 정상세포에는 안전하나 두 종류의 암세포에는 증식억제효과를

나타냈다.메탄올 추출물 중에서 저 농도(0.005～0.05mg/ml)에서는 HT-29보다 AGS
에서 더 증식억제효과가 뛰어났으나 농도가 증가할수록 HT-29암세포 증식억제효과가
더 뛰어난 것으로 관찰되었다.이는 고(14)의 연구에서 밝힌 청국장이 AGS인체 위암
세포가 HT-29인체 결장암세포에서 보다 저해효과가 높다는 결과와는 상이함을 보였다.
청국장의 항암활성에 관한 연구보고로는 박 등(61)이 로 제조한 청국장의

메탄올 추출물이 AGS 암세포주에서 0.05mg/ml의 농도에서 51%의 억제율을,0.1
mg/ml의 농도에서는 64%의 억제율을 보고한 바 있다.이는 본 실험 결과에 비해 상당
히 높은 억제율을 보이는데 그 이유는 세포 실험에 사용된 청국장 시료로 제조된 청국
장에 7%의 소금을 첨가하여 제조한 청국장을 시료로 사용하였고,MTT assay시행시
세포를 부착시키지 않고 바로 시료를 첨가하여 실험한 것에 따른 차이로 여겨진다.
소금을 첨가하지 않은 생청국장을 이용하여 HT-29와 AGS에 대해 항암활성 실험에

서 이(41)는 청국장의 메탄올 추출물을 0.25mg/plate처리시 HT-29,AGS각각 25%와
11%의 억제율을 보인다고 보고하였다.또한 장(20)은 를 이용하여 제
조한 생청국장의 유선암세포(MDA-MB-231)와 악성피부암세포(SK-MEL 31)에 대한
항암효과를 보고하였는데,유선암세포에서 0.5 mg/ml과 1 mg/ml의 농도에서 각각
15.68%와 17.20%의 억제율을 보이고,악성피부암에서는 18.10%와 24.23%의 억제율을
보였다.
위 생청국장의 항암활성에 관한 연구는 세포를 well당 1×104cells/ml가 되도록 180 μl
씩 seeding하고 안정화시키지 않고 바로 시료를 처리한 것에 반해 본 실험에서는 세
포를 안정화시키고 실험을 했음에도 불구하고 청국장 메탄올 추출물 0.25mg/ml의 농
도처리시 HT-29와 AGS에 대해 각각 24.21%,20.30%의 억제율을 보여 그 억제효과가
뛰어난 것으로 관찰되어 본 청국장의 항암활성이 우수한 것으로 보여진다.
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3)Porphyran첨가 청국장의 각 세포에 대한 성장 억제효과

5%의 porphyran을 첨가하여 제조된 청국장을 시료로 사용하여 농도별로 정상세포
BJ에 대한 세포독성과 AGS(gastriccancercell),HT-29(coloncancercell)의 2종의 암
세포에 처리하여 각각의 암세포주에 대한 증식억제 효과를 관찰하였다.
Porphyran첨가 청국장을 메탄올과 물로 각각 추출하였을 경우 추출물 안에 함유되

어있는 porphyran의 함량은 1mg/ml속에 메탄올에는 193μg,물 추출물에는 178μg으
로 측정되었다.
Porphyran첨가 청국장의 각 추출물은 2종의 암세포에 대해 성장저해효과를 나타냈

으며,위암세포 AGS에 대한 porphyran첨가 청국장의 증식억제효과는 Fig.12과 같다.
Porphyran첨가 청국장의 AGS에 대한 세포증식억제효과는 물 추출물의 경우 0.005
mg/ml～0.25 mg/ml의 농도까지 11.42～18.38%의 비슷한 억제율을 나타냈으며,0.5
mg/ml와 1mg/ml의 농도에서 각각 22.05%와 22.53%의 억제율을 나타냈다.메탄올 추
출물의 경우 0.01mg/ml의 농도까지는 92.18%의 생존율을 나타내 물 추출물에 비해
억제율이 거의 없는 것으로 나타났지만 0.05mg/ml～0.5mg/ml의 농도부터는 11.92～
21.03%의 억제율을 보이면서 물 추출물과 비슷한 억제율을 나타냈다.그러나 1mg/ml
의 농도에서는 메탄올 추출물이 38.21%의 높은 억제율을 나타내 동일 농도의 물 추출
물보다 성장저해효과가 더 뛰어남을 관찰했다(Fig.12).
대장암 세포 HT-29에 대한 세포증식억제효과 Fig.13과 같다.Porphyran첨가 청국장
의 HT-29에 대한 세포증식억제효과는 물 추출물 보다 메탄올 추출물이 모든 농도에서
더 높은 억제효과를 보였다.물 추출물의 경우 0.01mg/ml의 농도까지는 생존율이 오
히려 증가하는 100.85%로 억제효과가 없는 것으로 관찰되었으나 0.05mg/ml의 농도부
터 14.25%의 억제율을 보이면서 0.5mg/ml에서는 19.89%,1mg/ml에서는 26.78%의
억제율을 보였다.Porphyran 청국장의 메탄올 추출물에 대한 HT-29의 억제효과는
0.01mg/ml의 농도까지는 95.73%의 생존율을 나타냄으로 거의 억제효과가 없었으나
이후 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으로 억제효과를 보였다.0.1mg/ml의 농도에
서는 18.57%의 억제율을 보였으며,0.25～1.0mg/ml의 농도에서는 30.41～32.27%의 높
은 억제율을 나타냈다(Fig13).
Porphyran첨가 청국장의 정상세포 BJ에 대한 세포독성은 Fig.14와 같다.정상세포

BJ에 대한 세포독성은 물,메탄올 추출물 모두 독성이 없는 것으로 관찰되었다.물 추
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출물의 경우 0.01mg/ml의 농도까지 101.93%의 생존율을 보여 약간 증가하는 경향을
보였으나 이후 농도가 증가하면서 0.1mg/ml에서 1mg/ml의 농도 처리시 123.94%,
146.39%,156.72%,159.99%의 아주 높은 생존율을 보여 농도 의존적으로 세포성장효과
를 보였다.Porphyran첨가 청국장의 메탄올 추출물도 0.25mg/ml의 농도까지 농도 의
존적으로 세포성장효과를 보였으며 0.25mg/ml에서 최대 126.89%의 생존율을 보였다.
이후 0.5,1.0mg/ml의 농도에서 생존율이 약간 감소하는 것으로 보이나 1mg/ml의 농
도에서 103.86%의 생존율을 보임으로 porphyran첨가 청국장의 메탄올 추출물도 정상
세포에 대해 독성이 없는 것으로 관찰되었다(Fig14).
청국장 추출물과 Porphyran첨가 청국장 추출물의 암세포에 대한 억제효과를 비교

해보기 위해 동일 최대 농도인 1mg/ml로 비교해보았다.위암세포인 AGS의 경우에
물 추출물에서 청국장은 16.79%,porphyran첨가 청국장은 23.81%의 억제율을 보였고,
메탄올 추출물에서는 청국장은 23.81%,porphyran첨가 청국장은 38.21%의 억제율을
보였다.장암세포 HT-29에 대해서는 물 추출물에서 청국장이 19.36%,porphyran첨가
청국장은 26.78%의 억제율을 보였고,메탄올 추출물에서 청국장이 26.99%,porphyran
첨가 청국장이 32.27%의 억제율을 보였다.이와 같이 porphyran첨가 청국장은 청국장
에 비해 AGS와 HT-29에 대해 세포성장억제효과가 더 뛰어난 것으로 관찰되었다.또
한 물 추출물에 비해 메탄올 추출물이 더 뛰어났고 가장 억제효과가 높게 나타난 처리
구는 위암세포 AGS에 대해 porphyran첨가 청국장 메탄올 추출물 1mg/ml처리시
38.21%의 억제율을 보이므로 암세포에 대한 성장억제효과가 우수함을 관찰할 수 있었
다.
Fig.15는 위상차 현미경을 이용하여 porphyran첨가 청국장의 메탄올 추출물을 각 세
포에 1mg/ml의 농도로 처리하였을때 세포형태 변화의 사진을 나타낸 것이다.각 대
조구에는 시료를 처리하는 대신 세포에 해당되는 배지로 처리하였다.Fig.15을 보면
처리구의 정상세포 BJ의 생육에는 거의 영향을 미치지 않으며,위암세포와 대장암세포
는 정상적으로 성장하지 못하고,세포밀도가 감소하는 현상을 관찰할 수 있었다.AGS
의 경우에는 세포의 형태적인 변화가 일어났으며 두 가지 암세포 모두 사멸된 세포의
잔유물이 발견되어 손상된 세포의 형태가 뚜렷이 관찰되었다.
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vvviiiaaabbbiiillliiitttyyy...
AGS cellswereexposed todifferentconcentrationsof with 5%
porphyranextractsfor48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.
Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.* <0.05
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porphyranextractsfor48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.
Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.* <0.05
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BJ cells were exposed to differentconcentrations of with 5%
porphyranextractsfor48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.
Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.* <0.05
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[[[cccooonnntttrrrooolll]]] [[[tttrrreeeaaatttmmmeeennnttt]]]

FFFiiiggguuurrreee111555...MMMooorrrppphhhooolllooogggiiicccaaalllooobbbssseeerrrvvvaaatttiiiooonnnsssooofffBBBJJJnnnooorrrmmmaaalllccceeellllll,,,HHHTTT---222999cccooolllooonnn
cccaaarrrccciiinnnooommmaaa ccceeellllllsss aaannnddd AAAGGGSSS gggaaassstttrrriiiccc cccaaarrrccciiinnnooommmaaa ccceeellllllsss aaafffttteeerrrtttrrreeeaaattteeeddd wwwiiittthhh
mmmeeettthhhaaannnooollleeexxxtttrrraaaccctttsss111...000mmmggg///mmmlllfffrrrooommm pppooorrrppphhhyyyrrraaannn---cccooonnntttaaaiiinnneeeddd
Photographsweretakenwithaphase-contrastmicroscope.

[ [ [ [ BJ BJ BJ BJ ]]]]

[ [ [ [ AGS AGS AGS AGS ]]]]

[ [ [ [ HT-29 HT-29 HT-29 HT-29 ]]]]
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제제제 444장장장 결결결 론론론

현재 우리나라 해조가공산업의 낙후성 및 취약성으로 인해 폐기용과 장기보존 김 제
품 등의 재활용 기술이 필요한 실정이다.이로 인해 김의 생리활성기능을 가지는 물질
을 분리하고 강화시켜 고부가가치를 지니는 기능성 물질을 만들어 김의 소비증대를 목
적으로 하는 것이 시급한 문제이다.또한 전통발효식품인 청국장은 소화흡수율이 매우
높으며 이미 여러 생리활성물질이 연구되어 그 우수성이 입증되어 있지만 콩 단백질이
분해되어 생기는 암모니아의 불쾌취 등과 생청국장의 점질물의 식감으로 인한 거부감
등으로 관능성이 낮아 그 이용의 증대를 위해 품질개선이 필요하다.
이에 본 연구에서는 폐기용 김으로부터 항암효과가 뛰어난 porphyran을 추출하고,

이의 활용도를 높이기 위해 종균을 이용하여 제조한 청국장에 porphyran을 첨가하여
porphyran청국장을 제조하였다.그리하여 이 청국장이 위암세포와 장암세포에 대한
암세포 증식억제 효과가 기존의 청국장보다 더 우수함을 관찰하였다.
Porphyran분리를 위해 사용된 폐기용 김의 일반성분을 분석하고 이 김을 이용하여
crudeporphyran을 추출한 결과 13.9%의 수율을 얻었다.Crudeporphyran의 화학성분
을 분석한 결과 총당은 66.6%,황산기는 16.9%,3,6-anhydrogalactose는 16.1%를 나타
냈고,단백질은 8.6%를 나타냈다.

DJ1을 이용하여 제조한 청국장의 발효조건을 결정하기 위해 시간에
따른 발효온도를 측정하였으며,그에 따라 제조된 청국장의 구성 아미노산,유리 아미
노산,평균소수도,물성분석을 통한 물리화학적 분석을 시행하였다.청국장의 구성 아
미노산 함량은 6619.2mg%를 나타냈으며,유리 아미노산의 함량은 3131.4mg%를 나
타냈다.
Crudeporphyran의 암세포에 대한 증식억제효과는 AGS(humangastriccancercell)

와 HT-29(humancoloncancercell)에서 모두 농도가 증가할수록 농도 의존적으로 높
은 억제율을 나타냈다.특히 1 mg/ml의 농도에서는 HT-29와 AGS에 대해 각각
43.78%,45.1%의 억제율을 보여 암세포에 대해 높은 증식억제효과를 보였다.정상세포
BJ(humanforeskinnormalcell)에 대한 세포독성은 거의 없는 것으로 관찰되었으며
0.25mg/ml의 농도까지는 농도 의존적으로 세포성장효과를 보였다.

DJ1으로 제조한 청국장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 정상세포에
대해 세포독성을 나타내지 않았으며,농도 의존적으로 세포성장효과를 나타냈다.물 추
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출물의 경우 0.5mg/ml의 농도에서는 최고 153%의 생존율을 나타냈으며,메탄올 추출
물의 경우 동일 농도에서 140.31%의 생존율을 보여 청국장이 정상세포에 대해 세포성
장효과가 있는 것으로 관찰되었다.
청국장의 암세포 증식억제효과는 물 추출물과 메탄올 추출물 모두 위암,대장암의

암세포주에서 농도증가에 따라 억제효과가 있었으며,위암세포인 AGS에 비해 장암세
포 HT-29에 대해서 높은 억제효과를 보였다.최대 1mg/ml의 농도에서 청국장 메탄
올 추출물은 AGS에 대해 23.81%,HT-29에 대해 26.99%의 높은 억제율을 나타냈다.
Porphyran첨가 청국장의 정상세포 BJ에 대한 세포독성을 관찰한 결과 물,메탄올 추
출물 모두 독성이 없었으며,물 추출물의 경우 0.1mg/ml에서 1mg/ml로 처리농도가
증가할수록 123.94%,146.39%,156.72%,159.99%의 매우 높은 생존율을 보여 농도 증
가에 따라 세포성장효과를 나타냈다.메탄올 추출물의 경우 물 추출물에 비해 세포성
장효과의 수치는 낮았으나 농도의존적으로 세포성장효과를 보였으며 0.25mg/ml에서
는 최대 126.89%의 생존율을 보이므로 porphyran청국장이 정상세포에 대해 세포독성
이 없는 것으로 관찰되었다.
Porphyran첨가 청국장의 암세포에 대한 성장억제효과는 AGS와 HT-29에 대해 모

두 성장저해효과를 나타냈다.AGS의 경우 청국장의 물 추출물에서는 0.01mg/ml의 농
도까지 94.20%의 생존율을 보이는데 반해 porphyran첨가 청국장의 물 추출물은 0.005
mg/ml의 저 농도에서도 11.42%의 억제율을 나타냈으며,1 mg/ml의 농도에서는
22.53%의 높은 억제율을 보였다.AGS에 대해 porphyran청국장의 메탄올 추출물은
0.5mg/ml의 농도까지는 물 추출물과 비슷한 억제율을 보였지만 1mg/ml의 농도에서
는 38.21%의 높은 억제율을 나타냈다.
청국장 추출물과 Porphyran첨가 청국장 추출물의 암세포에 대한 억제효과를 비교

해보기 위해 최대 농도인 1mg/ml로 비교해보면 위암세포인 AGS의 경우에는 물 추출
물에서 청국장은 16.79%,porphyran첨가 청국장은 23.81%의 억제율을 보였고,메탄올
추출물에서는 청국장은 23.81%,porphyran첨가 청국장은 38.21%의 억제율을 보였다.
장암세포 HT-29에 대해서는 물 추출물에서 청국장이 19.36%,porphyran첨가 청국장
은 26.78%의 억제율을 보였고,메탄올 추출물에서 청국장이 26.99%,porphyran첨가
청국장이 32.27%의 억제율을 보였다.이로서 porphyran첨가 청국장은 기존의 청국장
에 비해 최대 1mg/ml의 농도에서 메탄올 추출물을 처리했을때 HT-29와 AGS에 대
해 각각 5.28%,14.4%의 억제효과가 상승되는 것으로 보아 항암활성이 더 뛰어난 것으
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로 관찰되었다.
위 결과로 청국장과 porphyran첨가 청국장의 물 추출물보다 메탄올 추출물이 AGS
와 HT-29의 암세포 성장억제 효과가 있는 것으로 보아 암세포 성장억제효과를 보이는
유효성분은 더 소수성 경향의 물질을 함유하고 있을 것으로 추측되어진다.
본 실험에서 김으로부터 유용한 기능을 가지고 있는 porhyran을 추출하여 항암활성

기능을 가지는 porphyran첨가 청국장을 제조하여 그 우수성이 확인되었다.앞으로 이
러한 기능성 식품을 널리 이용하여 해조가공산업에 기여하고,해조류와 청국장의 이용
성 및 부가가치를 향상시켜 새로운 소비를 창출할 수 있을것으로 기대된다.
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