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Abstract

The optimum condition was investigated for the extraction of glycosaminoglycan (GAG) from sea hare,
Aplysia kurodai. The most effective enzyme was Flavourzyme for extraction of glycosaminoglycan. The optimum
incubation temperature and time for hydrolysis were 60oC and 15 hr, respectively. The yield of precipitated
polysaccharide depended on Brix and ethanol volume. The most effective concentration of Brix and ethanol
were sixty and 5 volume of ethanol, respectively. Most GAG was eluted between 0.5 M and 0.75 M NaCl gradient
on DEAE-Sepharose column, and identified by electroconductivity. The contents of hexuronic acid from
polysaccharide extract and GAG were 1.0 g/100 g and 6.0 g/100 g, respectively. Hexosamine of polysaccharide
and GAG as indicator of GAG component was 5.6 g/100 g and 25.7 g/100 g, respectively. GAG was identified
as heparan sulfate compared with bands of other GAG on agarose gel electrophoresis, and its molecular weight
was 29.6 kDa on Superdex 200 HR column.
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서 론

Glycosaminoglycan(GAG)는 반복하는 이당류 단위를 가

진 음이온성 이형다당류로서 과거에는 뮤코(muco)다당이

라 하였다(1). 이들의 구조적 특성은 산성당(uronic acid)과

아미노당(N-acetylglucoamine, N-acetylgalactosamine)의

결합을 통해 사슬이 무수히 반복되는 구조를 가지고 있으며

당 잔기에 황산기(SO3
-) 혹은 카르복실기(COO-)를 가져 음

전하를 띠고, 당 잔기들 간의 결합 형태와 sulfate의 수와

위치에 따라 그 특성이 분류된다(2). GAG는 여러 분자종이

있으며, 황산기의 유무에 따라 황산화 다당과 비황산화 다당

으로 크게 나누어지며, 대표적인 GAG는 hyaluronic acid,

chondroitin sulfate, dermatan sulfate, heparin/heparan

sulfate와 keratan sulfate이다(3). Hyaluronic acid를 제외한

GAG는 당단백질과는 다른 프로테오글리칸으로 존재하며

음이온기가 많은 chondroitin sulfate와 keratan sulfate(또는

dermatan sulfate)의 콘드로이틴군(chondroitin family)과

헤파린군(heparin family)은 결합 부위에 중심단백질을 가

지고 있다(4).

최근 GAG의 여러 가지 생물학적 활성이 알려짐에 따라

의약품, 화장품 및 기능성식품 소재로 사용하고 있어 제약

및 기능성 분자로서의 가치가 증가하고 있다(5,6). GAG는

성장 인자와 사이토카인 생성을 조절하고(7), 조직의 결합이

나 특수한 조직의 성숙에 영향을 미치며, 생물학적인 필터로

서 역할을 수행하고 콜라겐 섬유 합성과 피부의 인장강도를

조절하며 암세포의 성장과 침윤에도 영향을 미친다(8).

그러나 GAG의 주원료로 사용되고 있는 소, 돼지, 닭 등의

축육은 광우병, 돼지 인플루엔자, 콜레라, 구제역, 조류독감

등의 여러 가지 질병으로 인해 원료로서의 안전성 확보가

어렵고, 상어연골과 껍질, 고래, 참치와 같은 다랑어류는 개

체수의 감소로 인해 멸종 방지를 위한 여러 가지 국제적 협

약들이 맺어져 있으며, 이로 인해 연간 생산량이 한정되어

있다. 이 같은 자원 확보의 어려움 때문에 GAG의 원료로

사용할 수 있는 새로운 대체자원이 필요한 실정이다.

군소는 약탈자에 대하여 자신을 방어하고 서로의 정보 전

달을 위해 복잡한 화학물질을 분비하는 패각이 없는 해산
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무척추동물이며, 이들이 분비하는 화학물질과 독특한 대사

산물로 인하여 오랫동안 주목을 받아 왔다(9). Aplyronine

A, B 및 C는 HeLa-S3세포에 대하여 IC50이 각각 0.48, 3.11,

21.2 ng/mL인 강력한 세포독성을 나타내며, 특히 A는 항암

작용이 있어 항암제의 후보물질로 연구되고 있다(10-12). 그

러나 현재까지 항암효과를 보이는 물질은 모두 유기용매 분

획을 통해 분리 정제되었으며, 군소의 수용성 추출물에 관한

연구는 암세포의 세포사멸을 보고한 60 kDa의 잉크 단백질

(APIT, Aplysiapunctata inktoxin)(13)과 랙틴을 이용한 기

질 특이적 GAG의 분리(14)를 제외하고는 거의 이루어지지

않았다.

본 연구는 남해안 일대에서 여름철에 어획되어 부산과 경

남지역을 중심으로 소비되고 있는 군소로부터 다당류와

GAG를 추출하기 위한 단백질 가수분해효소의 처리조건, 다

당류의 침전 및 회수 조건과 정제 방법을 조사하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

끓는 물에서 5분 동안 자숙하여 냄새를 제거한 군소

(Aplysia kurodai)를 통영시 잠수기조합에서 구입하여 육질

과 내장을 분리한 다음 동결건조 하여 -20oC의 냉동고에 보

관하면서 시료로 사용하였다. 단백질 분해효소로서 Flavour-

zyme 500 MG와 Neutrase는 Novozymes(Seoul, Korea) 제

품을 사용하였으며, DEAE-Sepharose 수지와 Superdex

HR-200 칼럼은 GE health care Korea(Seoul, Korea)에서

구입하였고, papain(76220), heparinase I(H2519), chond-

roitin ABC lyase(C2905), 분자량 측정을 위한 표준단백질과

GAG 및 그 외의 모든 시약은 Sigma-Aldrich 사(St. Louis,

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

성분분석

일반성분의 분석: 동결건조한 군소의 일반성분은 AOAC

법(15)에 따라 수분은 상압가열건조법, 조회분은 건식회화

법, 조단백질은 micro Kjeldahl법으로 분석하였으며, 조지방

은 Folch법(16)으로 분석하고, 탄수화물은 100%에서 위 성

분의 합을 감하여 구하였다.

단백질 함량의 측정: 단백질 농도는 Lowry법(17)으로 측

정하여 bovine serum albumin으로 작성한 검량곡선에 따라

계산하였다.

당 함량의 측정: 각 획분의 총 탄수화물 함량은 phenol-

sulfuric acid법(18), uronic acid 함량은 Bitter 등의 carba-

zole assay을 다소 변형한 방법(19)으로, N-acetylhexos-

amines 함량은 MBTH(3-methy-2-benzothiazolinone hy-

drazone hydrochloride) 법(20)으로 각각 측정하였다. 즉

phenol-sulfuric acid 법은 증류수에 녹인 시료 150 μL를 13

mL 시험관에 취하고 5%(w/v) phenol 용액 150 μL와 혼합한

후 신속히 진한 황산 750 μL 첨가해 10분간 실온에서 반응시

켰다. 그 후 다시 한 번 vortex를 이용해 혼합해 준 뒤 발색될

때까지 실온에서 30분간 반응시킨 후 490 nm에서 흡광도를

측정하여 D-galactose로 작성한 검량곡선에 따라 계산하였다.

Uronic acid 함량은 증류수에 용해되어 있는 시료 200 μL

를 cap tube에 분취하고 4 M ammonium sulfate 20 μL를

가하여 혼합하였다. 진한 황산에 25 mM의 농도로 용해시킨

sodium tetraborate 1 mL를 첨가한 뒤 100
o
C에서 5분간 가

열하고 실온에서 방냉하였다. 시험관의 방냉이 적절히 이루

어지면 0.1% cabazole 용액을 40 μL 가하고 다시 100
o
C에서

15분간 반응시켜 주었다. 다시 방냉한 후 520 nm에서 흡광

도를 측정하였다. Uronic acid 함량은 glucuronolactone으로

작성한 검량곡선으로 계산하였다.

MBTH 법에 의한 당 함량의 측정은 증류수에 녹아있는

시료 100 μL를 13 mL 시험관에 분취하고 1,9-dimethyl-

methylene blue(pH 3.0) 용액 2.5 mL를 가하여 혼합하고 525

nm에서 흡광도를 측정하였으며, N-acetyl-D-galactos-

amine으로 작성한 검량곡선으로 함량을 구하였다.

다당류 추출을 위한 최적 조건의 설정

효소처리에 의한 다당류의 최적 추출 조건의 설정: 다

당류 추출을 위한 최적 조건을 조사하기 위하여 반응시간과

온도를 독립변수로, 수율을 종속변수로 설정하여 반응표면

분석을 실시하였다(21). 단백질 가수분해효소는 Flavourzyme

500 MG, Neutrase 및 papain을 사용하였고, 효소 반응을

위한 pH는 7.0으로 고정하였으며, 반응 후의 수율은 가수분

해 후 ethanol 침전에 따라 생성하는 침전물을 105oC에서

12시간 건조시켜 건조물의 함량으로 측정하였다.

당도(Brix) 및 ethanol 사용량에 따른 다당류 침전 조

건의 설정: 예비실험을 통해 ethanol을 이용한 다당 침전의

수율은 당 함량에 의존함을 확인하고 ethanol 사용량을 고정

하고 Brix 농도에 따른 ethanol 침전 수율을 측정하였다.

Ethanol의 사용량에 따른 추출 최적 조건 설정은 최적 Brix

농도로 설정된 추출물에 3, 5, 7배량의 ethanol을 첨가하여

침전되는 다당류의 함량을 측정하여 수율로 표시하였다.

최적 조건에 따른 다당류의 추출: 군소 육질에서 다당류

의 추출은 Fig. 1과 같이 수행하였다. 즉 동결 건조시료 1

g에 10배량의 50 mM sodium phosphate 완충액(pH 6.0)을

첨가하고, 기질에 대하여 단백질 농도비가 1/50이 되도록

Flavourzyme 500 MG을 첨가하여 60oC의 항온 수조에서 흔

들어 주면서 15시간 동안 가수분해하였다. 원심분리(3,000

×g, 30 min)하여 얻은 가수분해물의 상등액에 최종농도가

3% 되도록 trichloroacetic acid를 첨가하여 실온에서 30분

방치한 후 원심분리(3,000×g, 30 min)하여 침전한 단백질을

제거하였다. 회전진공증발기로 40oC 이하에서 상등액의

Brix가 60이 될 때까지 감압농축 하였다. 농축물에 5배량의

ethanol을 첨가하여 알코올 불용성 물질을 침전시키고 원심

분리(3,000×g, 30 min)하여 그 침전물을 추출 다당류로 사

용하였다.
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Freeze-dried sea hare muscle

add 10 vol of 50 mM Na-phosphate buffer (pH 6.0)
add Flavourzyme 500 MG (E/S, 1/50)
incubate for 15 hr at 60

o
C

centrifuge at 3000×g for 30 min
Supernatant

add TCA solution to final concentration of 3%
centrifuge at 3000×g for 30 min

Supernatant

concentrate up to Brix 60
add 5 vol of 95% ethanol
centrifuge at 3000×g for 30 min

Precipitate (polysaccharide extract)

Fig. 1. Procedure for the extraction of polysaccharide from
sea hare muscle.

Table 1. The optimum temperature and incubation time for
the extraction of polysaccharide from sea hare muscle by
proteases

Enzyme
Incubation
(hr)

Temperature
(oC)

Yield
(%)

Flavourzyme 500 MG
Neutrase
Papain

15
6
24

60
60
40

12.8
8.1
5.5

Proteolytic reactions were performed at pH 7.0.

DEAE-Sepharose에 의한 GAG의 분리 및 정제

최적 조건으로 추출한 다당류를 50 mM sodium phos-

phate buffer(pH 6.0)에 용해시킨 후(50 mg/mL), 같은 완충

액으로 평형화시킨 DEAE-Sepharose 칼럼(1.6×15 cm)에
200 μL를 loading하여 칼럼 부피와 동량의 50 mM sodium

phosphate 완충액(pH 6.0)으로 세척한 후, 2 M NaCl을 포함

한 같은 완충액을 사용하여 유속 1 mL/min으로 선형균배

하였으며 용출액의 GAG는 254 nm에서 검출하였다. 용출액

은 0～70 min에서는 5 mL, 70～120 min에서는 2 mL씩 분획

하였다.

효소 처리

효소 처리 과정을 거쳐 GAG를 확인하기 위해 정제한 시

료(100 μg)를 chondroitin sulfate ABC lyase와 heparinase

I로 각각 37
o
C에서 15시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해

후 100oC에서 2분 동안 효소를 실활 시키고 0.45 μm 필터로

여과한 여액을 시험관에 50 μL씩 분취하여 250 uL의 30 mM

HCl을 첨가하여 탈중합 시켰다. 반응액은 분광광도계로 232

nm에서 흡광도를 측정하였으며, chondroitin 4-sulfate를 표

준물질로 사용하여 작성한 검량곡선에 따라 GAG의 함량을

측정하였다.

Agarose 전기영동

DEAE-Sepharose 칼럼에서 정제한 GAG는 Dietrich 방

법(22)에 따라 0.6% agarose gel(w/v)에서 전기영동 하여

정제도를 확인하였다. 0.05 M 1,3-diaminopropane/acetate

완충액(pH 9.0)을 사용하여 4시간 동안 전개 후 acetic

acid/ethanol/D.I.W.(0.1:5:5, v/v/v)에 용해된 0.1% toluidine

blue로 염색하고, 0.1% acetic acid로 탈색하여 전기영동

band를 확인하였다. Chondroitin 4-sulfate, chondroitin 6-

sulfate, dermatan sulfate 및 heparin 표준품과 chondroitin

4-sulfate, chondroitin 6-sulfate 및 dermatan sulfate는

chondroitinase ABC lyase로, heparin은 heparinase I로 처

리하여 얻은 탈중합물을 같은 조건으로 전기영동 하여 정제

및 효소 처리한 GAG와 이동도를 비교하였다.

분자량의 측정

정제한 GAG의 분자량을 확인하기 위해 50 mM phos-

phate 완충액(pH 6.0)로 평형화된 Superdex 200 HR col-

umn(1.0×30 cm)에 200 μL의 시료를 주입한 후 같은 완충액

으로 유속 0.3 mL/min로 용출하였으며, 254 nm에서 검출하

였다. 분자량 측정은 apoferritin(MW, 443,000), alcohol de-

hydrogenase(MW, 150,000), fructose-6-phosphate kin-

ase(MW, 84,000) 및 carbonic anhydrase(MW, 29,000)로 작

성한 표준곡선으로 측정하였다.

결과 및 고찰

수율과 일반성분

군소 특유의 냄새와 색소를 제거하고 부피를 줄이기 위해

일반적으로 사용하는 열수 블랜칭을 실시한 후에 육질과 내

장을 분리하고 동결건조 하였으며, 동결건조 후 수율은 육질

이 24%, 내장은 31%이었다. 그리고 건조 중량 대비 총 수율

은 25%로 나타났다. 해양생물의 내장은 육에 비해 많은 지

방 함량을 가지고 있으며, 예비실험의 결과 내장 동결 건조

물은 세포 RAW 264.7을 이용한 NO, TNF-α, IL-6 생성량

등의 기능성에 영향을 미치지 않는 것으로 나타나 본 실험에

서는 육의 동결 건조물만을 시료로 사용하였다. 군소 육질의

일반성분 함량은 건조물 기준으로 조단백질 55.6±0.1%, 조
지방 2.2± 0.1%, 수분 3.5±0.0%, 회분 9.2±0.3%, 탄수화물

29.5%였다.

다당류의 추출에 미치는 효소와 항온조건의 영향

다당류 추출을 위한 최적의 단백질 분해효소를 선정하기

위하여 예비실험을 통해 설정한 pH 7.0에서 각 효소의 항온

시간과 온도에 따라 Flavourzyme 500 MG, Neutrase 및

papain을 사용하여 가수분해한 결과, 가장 높은 수율을 보이

는 효소는 Flavourzyme 500 MG로 확인되었다(Table 1).

Flavourzyme 500 MG를 사용해 60oC에서 15시간 동안 가수

분해한 후의 수율은 12.5%로 papain을 사용한 것에 비해 약

3.5배, Neutrase를 사용한 것에 비해 약 2.5배 이상의 수율을

보였다. 다당류 추출을 위해 가수분해에 사용하는 효소는

일반적으로 papain으로 여러 가지 단백질 분해효소 중에서
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Table 2. Experimental design for the extraction of poly-
saccharide from sea hare muscle by Flavourzyme 500 MG

Row1) Incubation (hr) Temperature (oC) Yield (%)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

6
15
24
6
15
15
24
6
15
24

40
40
40
50
50
50
50
60
60
60

5.3
1.7
6.9
4.1
11.4
6.9
6.5
8.5
12.8
12.5

1)
Experimental number.

Extracted Polysaccharides

0.18

0.16

0.14

0.1

0.08
0.06

0.04

40    45   50    55   60    10    15    20

Temperature (oC) Incubation time (hr)

Fig. 2. Prediction profiler of incubation time (hr) and temperature (
o
C) on the extraction of polysaccharide from sea hare muscle

by Flavourzyme 500 MG.

비교적 높은 가수분해 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다

(23). 그러나 본 실험 결과에서 papain은 같은 기질 농도비에

대해 가장 낮은 추출 수율을 나타냄으로써 효소의 기질특이

성이 시료인 군소 육질에는 적합하지 않음을 확인하였다.

이 같은 결과는 다른 효소들이 endo형 단백분해효소인 것에

비하여 Flavouzyme 500 MG는 exo형과 endo형을 동시에

구현할 수 있는 단백 분해효소이기 때문인 것으로 추정되며,

단백질 가수분해에 적합한 효소를 선택하기 위해서는 효소

선별 실험을 통해 적절한 효소의 선택이 선행되어야 함을

알 수 있었다.

Flavourzyme 500 MG를 사용하여 다당류 추출의 최적조

건을 설정하기 위해 항온시간과 반응온도를 독립변수, 수율

을 종속변수로 설정하고 표면반응 설계를 통해 다당류 추출

의 최적조건을 예측하였다(Table 2). 다당류의 추출 수율은

반응온도 50oC 이상에서 온도의 상승과 더불어 증가하였고,

항온 15시간까지는 시간의 증가와 더불어 상승하였으나 이

후부터는 감소하는 경향으로 나타났다(Fig. 2). 설정한 반응

온도와 항온시간의 범위 내에서 반응온도는 60oC, 항온시간

15시간에서 가장 높은 12.8%의 수율을 보였다.

다당류의 침전에 미치는 당도(Brix)와 ethanol 함량의

영향

예비실험을 통해 ethanol을 이용한 다당류의 침전은 당

함량에 의존함을 확인하였다. 따라서 ethanol 사용량을 5배

로 고정하고 Brix 농도 11부터 60까지 5개 구간을 설정하여

다당류의 침전에 미치는 당 함량의 영향을 측정한 결과

(Table 3), 다당류의 추출수율은 Brix가 증가할수록 당 농도

에 대하여 선형적으로 증가하여 Brix 60에서의 수율이 Brix

11과 비교했을 때 약 20배 이상 증가하였다. 이와 같은 결과

는 다당류를 추출하기 위한 가장 효과적이고 경제적인

ethanol 사용량을 구명할 수 있을 것으로 판단하였다. 지나

치게 낮은 Brix는 당의 침전량이 적을 뿐만 아니라 ethanol

의 사용량을 증가시켜 경제적 손실과 함께 처리 시간의 연장

으로 비효율적인 공정이 될 수밖에 없으며, 지나치게 높은

농도의 Brix는 같은 부피 비에 대한 ethanol 사용량을 감소

시켜 경제적인 것으로 판단할 수 있으나 농축 과정에 소요되

는 시간과 Brix 60 이상에서는 추출물의 높은 점도로 인해

오히려 시료의 회수와 관련한 문제점과 수율의 손실을 초래

하여 비효율적인 것으로 판단하였다. 따라서 군소 육으로부

터 다당류를 추출하기 위한 최적 Brix 조건은 60으로 설정하

였다.

Ethanol의 사용량에 따른 군소 다당류의 최적 추출 조건

을 설정하기 위해 Brix 60으로 설정한 추출액에 ethanol을

3, 5, 7배량(v/v) 가한 후, 침전되는 다당류의 함량을 측정하

여 수율로 나타내었다(Table 3). Ethanol 사용량이 증가할수

록 다당류 추출 수율은 증가하였으며, ethanol 사용량의 증

가에 따른 선형적인 의존성은 보이지 않았다. 7배량의

ethanol 첨가 시 5배량에 비하여 수율은 1.2배 증가하였으나,

수율 증가에 대비한 ethanol 사용량의 증가는 산업적 규모의

다당류 추출 시 단가를 상승시키는 요인이 되기 때문에 수율

의 큰 손실 없이 적은 양의 ethanol을 사용할 수 있는 5배량
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CSA      DS     CSC    HP     ASE   ASF

CSA    DS    CSC   HP         ASF-C  ASF-H

origin

(A)

(B)

origin

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of polysaccharide extract
(ASE) and purified glycosaminoglycan (ASF) from sea hare
muscle before (A) and after (B) treatment of chondroitinase
ABC and heparinase I. CSA, DS, CSC and ASF-C were treated
by chondroitinase ABC, but HP and ASF-H were treated by hep-
arinase I. Electrophoresis of GAG standards (50 μg/well) and de-
salted sample (0.5 mg/well) of ASE and ASF were performed
on a 0.6% agarose gel for 4 hours, and the gel was stained with
0.1% toluidine blue. CSA, chondroitin 4-sulfate; DS, dermatan
sulfate; CSC, chondroitin 6-sulfate; HP, heparin; ASF-C, purified
GAG by treatment of chondroitinase ABC; ASF-H, purified GAG
by treatment of heparinase I.

Table 4. Uronic acid and hexosamines contents in poly-
saccharide extract (ASE) and purified glycosaminoglycan
(ASF) from sea hare muscle (unit: g/100 g)

Uronic acid Hexosamines

Polysaccharide extract (ASE)
Purified glycosaminoglycan
(ASF)

1.0±0.01)
6.0±0.2

5.6±0.2
25.7±1.3

1)Average±standard deviation.

Table 3. Effect of Brix and ethanol concentration on the pre-
cipitation of polysaccharide extract from sea hare muscle

Concentration Yield (g)

Brix (°)

11.0
29.5
42.0
50.0
60.0

0.04±0.001)
0.22±0.01
0.49±0.05
0.64±0.06
0.83±0.03

Ethanol
(v/v)

3
5
7

0.41±0.00
0.80±0.06
0.96±0.00

1)Average±standard deviation.

20     40      60      80    120     140    160

Time (min)

mAu
140

120

100

80

60

40

20

Fig. 3. DEAE-Sepharose chromatogram of polysaccahride
extract from sea hare muscle. The polysaccharide extract was
eluted by 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) and linear
gradient by 2 M NaCl at a flow rate of 1 mL/min on DEAE-
Sepharose column (1.6×15 cm), and detected at 254 nm. Fraction
was collected with 5 mL from number to number 12 and with
2 mL from 13 to 26. The total carbohydrates, uronic acid and
hexosamines of each fraction were assayed by the phenol-sulfu-
ric, MBTH and the carbazole methods.

이 적절한 것으로 평가하였다.

DEAE-Sepharose에 의한 GAG의 정제와 분획물의 당

조성

DEAE-Sepharose 칼럼 크로마토그래피의 결과 용출되

는 peak의 형태는 매우 단순하였다(Fig. 3). GAG는 NaCl

농도 균배에 따른 특이적 용출 패턴을 나타내며, chondroi-

tin, chondroitin sulfate A, dermatan sulfate, chondroitin

sulfate C, hyaluronic acid, heparin, heparin sulfate, keratan

sulfate는 이온교환 크로마토그래피 상에서 각기 다른 이온

강도 하에서 용출되기 때문에 용출 peak가 겹치는 일이 드물

고 이에 따라 분획과 정제가 용이하다고 보고하였다(24).

DEAE-Sepharose 칼럼 크로마토그래피로 얻은 다당류 추

출물의 크로마토그램 상의 전기전도도를 확인한 결과 0.5∼

0.75 M NaCl 상에서 용출되는 물질임을 확인하였다. 용출

부피가 약 72 mL인 단일 peak는 GAG의 특성상 순수한 단일

물질로 보기는 어려우나 chondroitin sulfate lyase ABC 분

해물과 heparinase I 분해물의 이당류 함량은 각각 22.1

g/100 g과 36.1 g/100 g으로서 이당류의 함량이 높은 것으로

나타났다. 다당류 추출물의 uronic acid와 hexosamine의 함

량은 각각 1.0 g/100 g과 5.6 g/100 g이었으며(Table 4),

DEAE-Sepharose를 통한 정제물의 uronic acid와 hexos-

amine 함량은 각각 6.0 g/100 g과 25.7 g/100 g으로서 uronic

acid 함량에 근거한 정제도는 약 6배였다.

정제 GAG의 전기영동 형태와 분자량의 측정

Agarose 겔 전기영동으로 정제한 GAG의 순도를 확인하

였다(Fig. 4). 당 추출물과 정제한 GAG의 이동도를 확인한

전기영동상의 A에서는 chondroitin 4-sulfate 및 chondroi-

tin 6-sulfate와 같은 이동도의 band가 나타났다. 그러나 정

제한 GAG를 chondroitinase ABC lyase와 heparinase I로

각각 탈중합 처리하여 실시한 전기영동상의 B에서는 hep-

arin의 이동도와 비슷한 위치에서 band가 나타났다.

Heparinase I를 이용해 탈중합한 정제 GAG의 전기영동

이동도는 탈중합 전의 형태와는 달리 heparin 효소 처리물과

같은 이동도에서 band가 나타나는 것을 확인할 수 있었으

며, chondroitin sulfate ABC lyase로 처리한 탈중합물도

heparin 처리물의 이동도와 동일하였고 chondroitin sulfate

와 이동도가 같은 band가 나타나지 않는 것에 미루어 낮은

농도로 포함되어 있던 chondroitin sulfate가 효소에 의해 탈
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Fig. 5. Chromatogram of purified glycosaminoglycan from
sea hare muscle on a Superdex 200 HR column (1.0×30 cm).
Gel-filtration revealed one peak of 29.64 kDa. The column was
eluted by 50 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0), at a flow
rate of 0.3 mL/min.

중합한 것으로 판단되며, 본 연구의 GAG는 heparan sulfate

일 것으로 추정하였다.

DEAE-Separose에서 용출되는 heparan sulfate의 NaCl

의 균배농도는 0.5～0.75 M이며(24) heparan sulfate는 추출

대상 및 추출 조건에 따라 다른 형태의 전기영동 band가

나타난다고 보고하였다(25). 그리고 대부분의 uronic acid는

GAG와 프로테오글리칸에서 발견된다는 보고(19)는 정제한

GAG가 heparan sulfate일 가능성을 더욱 높여준다.

정제 GAG의 분자량을 Superdex HR 200 칼럼으로 측정

한 결과 29.6 kDa의 분자량을 가진 물질임을 확인하였다

(Fig. 5). 약 30 kDa의 분자량을 가진 GAG는 heparin 또는

heparan sulfate가 가장 대표적인 GAG(26)로서 이 같은 보

고는 군소에서 추출한 다당 정제물이 heparan sulfate일 가

능성을 제시한다. 자연 상태에서 heparin/heparan sulfate

family의 분자량은 약 3 kDa부터 50 kDa에 이르기까지 광범

위한 분포를 가지는 고분자 중합체이다.

요 약

남해안에서 주로 여름철에 어획하여 부산 및 경남 지역을

위주로 소비하고 있는 군소에서 다당류 추출을 위한 최적

조건을 검토하였다. 군소 다당류 추출을 위한 단백질 가수분

해 효소로는 Flavourzyme 500 MG가 가장 효과적이었고,

추출한 다당류의 회수를 위한 가장 효율적인 추출물의 농도

와 ethanol 첨가량은 각각 Brix 60과 5배량이었다. DEAE-

Sepharose 칼럼 크로마토그래피로 얻은 크로마토그램상의

전기전도도와 전기영동 이동도에 근거하여 0.5～0.75 M NaCl

상에서 용출되는 물질이 GAG임을 확인하였으며, heparan

sulfate인 것으로 추정하였다. 다당추출물과 정제 GAG의

uronic acid 함량은 각각 1.0 g/100 g과 6.0 g/100 g이었고,

GAG를 구성하는 성분으로 지표물질인 hexosamine의 함량

은 당 추출물과 정제물에서 각각 5.6 g/100 g과 25.7 g/100

g이었다. 정제물은 agarose 겔 전기영동 상에서 heparan

sulfate로 추정되었으며, 분자량은 겔 크로마토그래피에서

29.6 kDa으로 나타났다.
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