
J Korean Soc Food Sci Nutr 한국식품영양과학회지

38(2), 136～141(2009)  DOI: 10.3746/jkfn.2009.38.2.136

스피루리나 효소가수분해물의 생리활성 탐색
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Abstract

Biological activities of enzymatic hydrolysate of spirulina (EHS) were investigated. EHS showed no 
significant effects on the growth-stimulating activity for lactic-acid bacteria and antioxidant activity. EHS 
showed slight in vitro growth-inhibitory effects (15% at 1.42 mg/L) on a human cervical cancer cell line (HeLa). 
In addition, the anticoagulant activities of EHS were measured based on three different pathways: common, 
intrinsic and extrinsic pathways. As an indication of anticoagulant activity on common pathway, thrombin time 
(TT) of EHS (100 mg/L) was measured as 155.6 sec. Activated partial thromboplastin time (aPTT) for intrinsic 
pathway of EHS (1,000 mg/L) was measured as 95.8 sec. Prothrombin time (PT) based on extrinsic pathway 
of EHS (1,000 mg/L) was measured as 10.6 sec. These data showed that EHS have influences on anticoagulant 
factors of common pathway and intrinsic pathway. Consequently it was found that EHS could be used as a 
functional food for blood circulation.
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서   론

스피루리나는 지구상에서 가장 오래된 조류의 하나로서 

약 30～40억 년 전 지구 표면에 처음 나타난 청록색의 남조

류이며, 현미경으로 보면 나선형(spiral)으로 꼬여 있어 스피

루리나로 명명되었다(1). 스피루리나는 멕시코, 아프리카 등 

아열대지역의 높은 염분과 강알칼리성을 갖는 호수나 바다

에서 자생한다. 스피루리나는 왕성한 광합성 능력으로 다량

의 유기물과 산소를 공급하여 각종 호기성 동식물 및 미생물

이 자랄 수 있는 환경을 조성하는 것으로 알려져 있다.

스피루리나는 영양소 조성이 우수한 자연식품으로 평가

되어 인류의 건강식품 미래식량으로 주목받고 있으며 현재 

전세계에 걸쳐 건강영양식품으로 널리 사용되고 있다(2). 스

피루리나에는 단백질이 55～70%, 지방이 6～9%, 탄수화물

이 15～20% 정도 함유되어 있고 다량의 무기질, 비타민, 섬

유질 및 색소 성분을 함유하고 있다(3). 특히 스피루리나의 

단백질은 18가지의 아미노산으로 구성되어 있으며 8가지 필

수아미노산을 포함하고 있다. 지질 성분 중에는 지방산이 

70～80%에 달하고 linoleic acid, γ-linolenic acid 등의 불포

화지방산이 큰 비중을 차지하고 있다(4,5). 탄수화물로는 포

도당, 람노스, 만노스, 자일로스 등이 있고, 색소 성분으로는 

등황색의 카로티노이드, 녹색의 클로로필, 청색의 피코시아

닌 등을 가지고 있으며(6), 비타민 중에서는 B12가 풍부하다(7).

최근에는 스피루리나의 기능성에 대한 많은 연구 결과가 

보고되고 있다. Kim 등(8)은 스피루리나가 즉각형 알레르기 

반응을 억제한다고 보고하였으며, Kim 등(9)과 Nakaya 등

(10)은 각각 항암활성과 혈중 콜레스테롤 저하 효과가 있다

고 보고하였다. Kuhad 등(11)은 항산화 활성의 증가와 신장

장애를 회복시키는 효과가 있다고 보고하고 있다. 그러나 

클로렐라의 활성 성분인 클로렐라 성장촉진 인자(chlorella 

growth factor, CGF)(12)와 유사한 스피루리나의 활성 성분

인 스피루리나 성장촉진 인자(spirulina growth factor, SGF)

를 주성분으로 한 스피루리나 추출물에 대한 연구는 미비한 

실정이다.
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일반적으로 스피루리나 추출물은 열수 혹은 유기용매를 

사용하는 단순한 추출방법에 의해 제조되고 있다. 온수를 

사용하는 추출법은 제조방법이 간단하나 추출물의 수율이 

20% 미만으로 낮아서(9) 스피루리나에 함유되어 있는 성분

의 손실이 큰 단점이 있다. 또한 유기용매를 사용하는 추출

법도 수율이 15% 이하로 낮다. 또한 추출물을 식품용으로 

사용하는 경우 유기용매의 잔류도 문제가 될 수 있다(13). 

반면 스피루리나 효소가수분해물(enzymatic hydrolysate of 

spirulina, EHS)은 기존의 열수 또는 유기용매를 이용한 추

출방법과 다르게 세포벽분해효소와 단백질분해효소 등의 

효소를 사용하여 추출하는 것이 특징이다. In 등(14)은 효소

가수분해 방법을 이용한 스피루리나 추출물의 제조방법에 

관하여 보고한 바 있다. 이러한 효소를 이용한 방법은 추출 

수율을 향상시킬 뿐만 아니라 낮은 온도에서 추출하기 때문

에 유효 성분의 파괴가 적다는 장점이 있다(14). 또한 스피루

리나의 기능성에 대한 대부분의 연구가 열수 또는 유기용매

를 사용하여 제조한 스피루리나의 추출액을 대상으로 한 것

인 반면 효소분해 추출물에 대한 보고는 전무한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 스피루리나의 효소가수분해물 중

의 새로운 생리활성물질의 존재 가능성을 알아보고자 항산

화, 항혈전, 암세포 증식억제 활성 등의 생리활성을 탐색하

였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

원료로 사용한 스피루리나와 클로렐라는 비타민하우스

F&B(주)에서 공급받아 사용하였다. 클로렐라는 스피루리

나와 유사한 미세조류 중 하나로 비교를 위하여 대조군으로 

사용하였다. 가수분해를 위하여 세포벽 분해효소인 Tunicase 

FN(Daiwa Kasei Co., Japan)과 단백질 분해효소인 

Alcalase(Novozyme Co., Denmark)를 사용하였다. 항혈전 

시약인 activated partial thromboplastin time(aPTT) re-

agent, thrombin time(TT) reagent, prothrombin time(PT) 

reagent, 혈장(plasma), 염화칼슘(CaCl2)은 모두 TECO사

(Germany)의 제품을 사용하였다. 양성대조군으로는 헤파

린과 아스피린(Sigma Chemical Co., USA)을 사용하였고, 

항응고 활성 측정 장치로는 coagulometer(Coatron M1, 

TECO Co., Germany)를 사용하였다. 항산화 측정에 사용한 

시약은 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), pyrogallol, 

Tris-HCl로 모두 Sigma사(USA)의 제품을 사용하였다. 흡

광도 측정은 microplate reader(VERSAmax, Molecular 

Device, USA)를 사용하였다. 유산균 실험에 사용한 균은 김

치발효균인 L. mesenteroides(KCCM 1132)와 유산균인 L. 

bulgaricus(KCTC 3635)이고, 배지는 MRS 배지(Difco Co., 

USA)를 사용하였다. 암세포 증식 억제 실험에 사용된 자궁

경부암세포주(HeLa)는 한국세포주은행에서 분양받아 사용

하였으며, 암세포 증식 억제능은 cell counting kit(CCK, 

Dojindo Co., Japan)로 측정하였다. 양성 대조군인 5-fluo-

rouracil (5-FU)은 Sigma사(USA)의 제품을 사용하였다.

스피루리나 효소가수분해물의 제조

본 실험에서는 In 등(14)의 방법을 사용하여 스피루리나 

효소가수분해물(enzymatic hydrolysate of spirulina, EHS)

과 클로렐라 효소가수분해물(enzymatic hydrolysate of 

chlorella, EHC)을 제조하여 실험에 사용하였다. 스피루리나

와 클로렐라 분말을 각각 1%(w/w) 농도로 증류수에 현탁하

고, 0.1 N HCl 또는 0.1 N NaOH를 사용하여 pH 8.0으로 

조정한 후 세포벽분해효소인 Tunicase FN을 원료의 건물

(dry matter) 중량 대비 2%의 농도로 첨가하였고, 40oC에서 

1시간 동안 1차 가수분해하였다. 세포벽분해효소 처리 후 

pH 8.0으로 재조정한 후 단백질분해효소인 Alcalase를 원료

의 건물(dry matter) 중량 대비 2%의 농도로 첨가하여 50oC

에서 1시간 동안 2차 효소분해 하였다. 효소 처리가 끝난 

추출액은 95oC에서 20분간 끓여 효소반응을 정지시킨 다음 

원심분리(2,390×g, 20 min)한 상등액을 동결건조 하여 분석

에 사용하였다.

원소성분 분석

EHS와 EHC의 원소성분(C, N, H, S)을 원소분석기

(Thermofinnigan EA 1108, Fisions Instrument Co., Italy)

를 사용하여 분석하였다.

유산균 증식활성 측정

미생물은 김치발효균인 L. mesenteroides와 유산균인 L. 

bulgaricus를 사용하였다. 유산균 증식 배지인 MRS 배지에

서 균을 15시간 동안 전배양한 후 EHS와 EHC를 각각 0.5, 

1%씩 첨가한 MRS 배지에 전배양한 균주를 접종하여 37oC

에서 배양시켰다. 배양 중인 유산균을 시간별로 샘플링하여 

흡광도를 600 nm에서 측정하였다.

DPPH에 의한 전자공여능 측정

전자공여능(electron donating ability, EDA)은 Heo 등

(15)의 방법에 따라 다음과 같이 측정하였다. 메탄올에 0.4 

mM의 농도로 용해한 DPPH 용액 160 μL와 시료 40 μL를 

첨가하여 암소(dark site)에서 30분간 방치한 다음 515 nm에

서 흡광도를 측정하였다. DPPH에 의한 전자공여능은 다음

과 같이 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 

나타내었다.

EDA (%)＝( 1－
시료첨가구의 흡광도

)×100무첨가구의 흡광도

암세포 증식 저해 활성 측정

자궁경부암세포인 HeLa cell을 이용하여 96-well plate에

서 항암물질로 알려진 5-fluorouracil(5-FU)을 대조군으로 

사용하여 암세포 증식 저해 활성을 측정하였다. 암세포의 
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생존율을 cell counting kit(CCK) assay를 이용하여 분석하

였다. 공시험과의 흡광도 차이로 세포증식 저해능(inhibition 

rate, %)을 다음과 같이 산출하였다.

Inhibition rate (%)＝
BlankOD－SampleOD ×100

BlankOD

항혈전 활성 측정

Thrombin time(TT) assay는 혈장과 시료를 9:1의 비율

로 혼합한 용액 50 μL를 37
oC에서 1분간 반응시킨 후, 37oC

로 미리 예열된 5 unit TT reagent 50 μL를 첨가하여 혈장이 

응고될 때까지의 시간을 반복 측정하여 평균값을 구하였다. 

대조군으로는 3차 증류수를 사용하였고, 이 경우 15초의 응

고시간을 나타내었다.

Activated partial thromboplastin time(aPTT) assay는 

혈장과 시료를 9:1의 비율로 혼합한 용액 25 μL와 aPTT 

reagent 25 μL를 튜브에 첨가하여 37
oC에서 5분간 가온한 

후, 25 mM CaCl2 25 μL를 첨가하여 혈장이 응고될 때까지의 

시간을 반복 측정하여 평균값을 구하였다. 대조군으로는 3

차 증류수를 사용하였으며, 이 경우 33초의 응고시간을 나타

내었다.

Prothrombin time(PT) assay는 혈장과 시료를 9:1의 비

율로 혼합한 용액 25 μL를 37
oC에서 2분간 반응시킨 후, PT 

reagent 50 μL를 첨가하여 혈장이 응고될 때까지의 시간을 

반복 측정하여 평균값을 구하였다. 대조군으로는 3차 증류

수를 사용하였으며, 이 경우 13초의 응고시간을 나타내었다. 

양성대조군으로는 헤파린(heparin, Sigma)을 사용하였다.

결과 및 고찰

원소성분 분석

EHS와 EHC의 성분을 분석하였다(Table 1). 그 결과 

EHS와 EHC는 탄소(C)를 각각 43.33%, 40.19%, 질소(N)를 

각각 11.17%, 10.71%, 수소(H)를 각각 6.93%, 6.5%, 황(S)을 

각각 0.56%, 0.41%씩 함유하여 탄소와 질소를 가장 많이 함

유하는 것으로 나타났고, EHS와 EHC의 원소성분비가 거의 

유사한 것을 알 수 있었다. EHS와 EHC의 단백질 함량을 

비교하면 각각 69.8%, 66.9%로서 이 또한 유사한 함량비를 

갖는 것으로 나타났다. 따라서 본 연구에서 스피루리나와 

매우 유사한 성분을 지닌 클로렐라를 대조군으로 하여 생리

Table 1. Elemental composition of EHS and EHC (%)

Element EHS EHC

N
C
H
S

Others

11.17
43.33
 6.93
 0.56
38.01

10.71
40.19
 6.50
 0.41
42.19

Total 100 100

활성을 비교하였다.

유산균 증식활성 측정

클로렐라는 유산균 증식효과가 높은 것으로 보고되고 있

으며(16), Cho 등(17)은 S. thermophilus, L. casei 및 L. bul-

garicus에 클로렐라 추출물 분말을 0.5% 첨가 시 유산균 증

식효과가 비첨가군에 비해 증가한다고 보고하였다. 따라서 

본 연구에서는 스피루리나 효소가수분해물이 클로렐라 추

출물과 유사한 유산균 증식 촉진 활성을 나타낼 지 여부를 

확인하기 위하여 유산균 증식활성을 조사하였다.

EHS와 EHC 분말의 첨가 농도(0.5%, 1%)에 의한 L. 

mesenteroides 유산균 증식활성에 미치는 영향을 조사한 

결과를 Fig. 1에 나타내었다. EHC(0.5, 1%) 첨가군이 다른 

군들에 비해 L. mesenteroides에서 유산균 증식 촉진 활성

이 높은 것에 반해 EHS는 그 활성이 높지 않은 것으로 나타

났다.

요구르트 제조 시 starter로 쓰이는 유산균인 L. bulgar-

icus의 증식활성에 EHS와 EHC가 미치는 영향에 대해 알아

본 결과, EHS와 EHC의 첨가가 무첨가군에 비해 큰 차이를 

나타내지 않는 것으로 나타났다. 이는 Son 등(18)에서 스피
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Fig. 1. Effect of EHS on the growth of lactic-acid bacteria.
(a) L. mesenteroides, (b) L. bulgaricus.
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루리나 1%를 L. bulgaricus에 첨가하였을 때 무첨가군에 비

해 유산균수가 높게 나타났다는 보고와 일치하지 않는 결과

로 스피루리나 분말을 첨가한 것에 비해 본 연구에서 사용한 

EHS이 유산균 증식활성에 미치는 영향이 높지 않는 것으로 

사료된다. 따라서 EHS와 EHC에 함유된 여러 가지 영양성

분에 의해 유산균 증식활성에 큰 영향을 주리라 기대했던 

것과는 다르게 일부 유산균에서만 그 활성이 나타남을 알 

수 있었다.

DPPH에 의한 전자공여능 측정

전자공여능은 항산화작용의 대표적인 지표로서, 식이 중 

항산화성 물질은 생체 내에서 과산화적 손상을 줄임으로써 

동맥경화, 심근경색 등의 순환기질환의 예방에 효과적일 뿐

만 아니라 활성산소에 의한 노화의 속도를 줄일 수 있는 것

으로 알려져 있다.

EHS와 EHC의 DPPH에 의한 전자공여능을 조사한 결과 

Fig. 2와 같이 나타났다. 50 mg/L의 동일한 농도에서 대조군

인 ascorbic acid와 BHA는 각각 95%, 86%와 같이 높은 전자

공여능을 나타낸 반면, EHS와 EHC는 모두 약 10% 미만의 

낮은 전자공여능을 나타내었다. 이는 Kim 등(19)에서 미세

조류인 Nannochloris oculata와 Phaeodactylum tricornu-

tum를 지용성 용매와 수용성 용매로 추출하여 항산화 활성

을 측정한 결과 지용성 용매로 추출한 추출물에서만 항산화 

활성이 나타나 수용성 물질에서는 항산화 활성이 높지 않았

다는 보고와 유사성을 갖는 결과로 판단된다. 또한 Brown 

등(20)은 미세조류로부터 항산화 활성을 갖는 물질인 비타

민을 분리 동정하여 간접적으로 미세조류의 항산화 활성을 

보고하였는데, 본 연구에서 사용한 EHS는 반응매질을 물로 

사용하였으므로 수용성 성분이 주로 용출되었을 것으로 판

단되며, 또한 일부 수용성비타민 등의 성분이 용출되었다 

할지라도 제조 시 boiling 과정을 거치면서 비타민 등의 성분

이 파괴되어 항산화 활성이 나타나지 않은 것으로 추정된다.
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Fig. 2. Antioxidative activity of EHS determined based on 
electron donating ability.
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Fig. 3. Inhibition rate of HeLa cell by the treatment with 
EHS.

암세포 증식 저해 활성 측정

HeLa cell을 이용한 CCK assay법을 이용하여 EHS와 

EHC에 대한 암세포 증식 저해 활성을 측정하였다(Fig. 3). 

그 결과 1.42 mg/L의 동일한 농도에서 양성 대조군인 5-FU

가 42%로 가장 높은 활성을 보였고, EHC 16%, EHS 15%로 

각각 나타나 EHS와 EHC는 모두 암세포 증식 저해 활성이 

낮게 나타났다. 이는 Lee(21)의 스피루리나를 물로 추출한 

추출물이 HeLa cell의 증식을 억제한다는 보고와 일치하지 

않는 결과로 본 연구에서 사용한 스피루리나 효소가수분해

물은 기존에 스피루리나의 생리활성으로 알려졌던 암세포 

증식 저해 활성은 높지 않은 것으로 사료된다.

항혈전 활성 측정

혈전은 과도한 출혈을 막기 위한 인체 내부 피드백 제어 

활동 중 하나이다. 그러나 손상되지 않은 혈관에서의 혈전 

생성은 고혈압, 심장병, 뇌졸중 등의 순환기계 질병들의 병

인으로 작용하기도 하기 때문에 식품성분 중 혈전의 생성을 

억제하는 물질에 대한 연구가 많이 이뤄지고 있다(22). 또한 

항혈전 활성 측정 방법은 혈액 응고 기작에 따라 내인성 경

로(intrinsic pathway), 외인성 경로(extrinsic pathway), 공

통 경로(common pathway)로 나눠진다.

본 연구에서는 EHS의 항혈전 활성을 혈액응고 기작에 

따라 3가지 방법으로 측정하였다.

첫째로 EHS가 공통경로에 미치는 영향을 알아보기 위해 

TT assay법으로 항혈전 활성을 측정하였다. Fig. 4에서와 

같이 양성대조군인 헤파린, 아스피린과 비교하였을 때 EHS

의 혈액응고 저해 활성은 높게 나타났으며 반면, EHC의 혈

액응고 저해 활성은 현저히 낮은 것으로 나타났다. 100 

mg/L의 동일한 농도에서 혈액응고 저해 활성은 헤파린

(56%)> EHS(55%)> 아스피린(45%)> EHC(19%)의 순으

로 나타났다. 이는 Jang 등(23)에서 7.5% 농도의 전통된장이 

730일 숙성시켰을 때 96%의 혈액응고 활성을 나타낸다는 
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Fig. 4. Anticoagulant activity of EHS measured by TT assay.

보고에 비해 EHS는 낮은 활성을 보였지만, 본 연구에서 사

용된 EHS와 된장시료의 농도를 비교해 보았을 때 EHS의 

혈전응고 저해 활성이 된장보다 우수할 것으로 기대된다.

두 번째로 EHS의 내인성 경로에 대한 영향을 알아보기 

위하여 aPTT assay법을 이용하여 항혈전 활성을 분석하였

다(Fig. 5). 내인성 경로와 외인성 경로에 대한 활성 측정은 

공통경로에서 높은 활성을 보인 대조군 헤파린과 EHS만을 

가지고 분석하였다. 대조군인 헤파린과 비교하였을 때 EHS

의 혈액응고 저해활성은 1,000 mg/L의 농도에서 95.8 sec로 

대조군이 2.8 mg/L의 농도에서 71.1초인 것에 비해서는 낮

은 수치였지만, Jang 등(24)에서 초피나무 추출물이 1,000 

mg/L의 농도에서 96.5초로 보고한 것과 유사한 결과로 항혈

전 활성을 가진 추출물의 활성분석 결과들과 유사하게 높은 

값을 나타냄을 알 수 있었다.

마지막으로 외인성 경로에 대한 영향을 알아보기 위하여 

PT assay법을 사용하여 분석한 결과는 Fig. 6과 같다. 양성
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Fig. 5. Anticoagulant activity of EHS measured by aPTT 
assay.
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Fig. 6. Anticoagulant activity of EHS measured by PT assay.

대조군인 헤파린이 12.5 mg/L의 농도에서 129.5초인 것에 

반해 EHS의 혈액응고 저해활성은 blank와 유사한 13초대인 

것으로 외인성 경로에는 활성이 높지 않은 것으로 나타났다.

이러한 결과로 새로운 추출 방법에 따른 스피루리나 효소

가수분해추출물의 기존의 연구에서는 알려지지 않은 새로

운 생리활성인 항혈전 활성을 갖고 있음을 확인할 수 있었으

며, 더 자세하게는 내인성 경로와 공통 경로에 활성이 있음

을 알 수 있었다. 이상으로 기존에 스피루리나의 연구되지 

않았던 새로운 기능성인 항혈전 활성을 이용하여 항혈전 건

강기능식품으로 개발될 수 있을 것으로 사료된다.

요   약

스피루리나를 세포벽 가수분해효소와 단백질 가수분해효

소로 처리하여 조제한 스피루리나 가수분해물(enzymatic 

hydrolysate of spirulina, EHS)의 생리활성을 조사하였다. 

효소처리 가수분해물의 유산균 증식효과, 항산화능, 암세포 

증식저해 활성, 항혈전 활성을 분석한 결과 EHS는 유산균 

증식활성과 항산화능에 큰 영향을 미치지 않았으며, 자궁경

부암세포(HeLa)에 대해 1.42 mg/L의 농도에서 15% 미만의 

증식저해효과를 나타내었다. 반면 항혈전 활성을 공통 경로

(common pathway), 내인성 경로(intrinsic pathway), 외인

성 경로(extrinsic pathway)로 구분하여 측정한 결과, 공통 

경로, 내인성 경로와 유사한 항혈전 활성이 있음을 확인하였

다. 공통 경로를 thrombin time assay로 측정한 결과 EHS의 

농도가 100 mg/L일 때 155.6초를 나타내었다. 내인성 경로

는 activated partial thromboplastin time assay로 측정하였

고, EHS의 농도가 1000 mg/L일 때 95.8초를 나타내었다. 

외인성 경로를 prothrombin time assay로 측정한 결과 EHS

의 농도가 1000 mg/L일 때 10.6초를 나타내었다. 결과적으

로 스피루리나 효소가수분해물(EHS)이 항혈전경로 중 공통 

경로와 내인성 경로에 활성이 있음을 알 수 있었으며, 이를 
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토대로 신규의 항혈전 기능성 원료로 개발될 수 있을 것으로 

기대된다.
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