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서 론

미세조류는 미래 식량자원, 에너지원으로 매우 중

요하며, 기초과학, 대체에너지, 식품·의약품 원료물

질, 사료 및 첨가제 등 이용성이 확대되고 있다 [4, 
21]. 또한, 미세조류는 다양한 생리활성물질을 함유

하고 있으며, 같은 종이라도 배양조건에 따라 유용 

성분 함량과 생리활성에 차이를 보인다 [11, 24]. 간 
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Abstract Chlorella is quantitatively and qualitatively high in protein with balanced essential amino 
acid profiles, vitamins and minerals. γ-Aminobutyric acid (GABA) is broadly distributed in nature 
and fulfills multi-physiological functions including effect such as a health-promoting functional 
compound. To improve the GABA production, Chlorella protothecoides were grown through the 
modified mixtrophic culture medium containing 2L of sterilized bristol medium with 0.01% urea 
and 4.0% glucose in a 5L fermenter. The results showed that nineteen kinds of amino acid including 
GABA at C. protothecoides sample were analyzed using high performance liquid chromatography 
(HPLC). Glutamic acid in total concentration (%) of amino acid is the most abundant amino 
acid (33.10%), followed by alanine (20.48%) and GABA (17.48%). Three amino acids including 
GABA were responsible for more than 70% total concentration in C. protothecoides sample includ-
ing eight essential and nine non-essential amino acids: aspartic acid, asparagine, serine, glutamine, 
histidine, glycine, threonine, arginine, tyrosine, valine, methionine, tryptophan, phenylalanine, iso-
leucine, leucine, lysine. As a result of this experiment, it is expected that Chlorella will be devel-
oped to a critical product having high value as, GABA, functional food materials. 
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기능 개선, 항암, 항산화, 면역기능, 생체내의 중금속 

배출, 혈압강하와 콜레스테롤 저하 등 다양한 생리활

성 기능이 있어, 식·의약품, 건강식품, 화장품 원료 

등으로 상용 범위가 확대되고 있다 [15, 17, 18, 22, 
29]. 클로렐라는 영양학적으로 고함량 단백질 식품으

로 필수아미노산 함량이 높고 식물성단백질, 필수아

미노산, 필수지방산, 복합당질, 비타민, 미네랄, 식이

섬유소, 엽록소, 핵산, β-카로테노이드, 플라보노이

드, 류틴 등 항산화제, 식물성 영양성분, 스테롤, γ-리
놀렌산 등 식물성 영양소를 고루 함유하고 있다 [28]. 
건강 물질로 알려진 γ-aminobutyric acid (GABA)

는 자연계에 분포하는 비단백질 아미노산으로 glu-
tamic acid로부터 glutamate decarboxylase (GAD) 촉
매로 탈탄산되어 생합성되는 중요한 생리활성물질

이다. 또한, GABA는 포유동물의 뇌나 척수의 중추

신경계통에 내에 널리 분포되어있는 신경 전달 물

질 억제제로, 뇌혈류 개선, 뇌세포 대사기능 촉진, 
혈압 감소, 신경안정, 우울증 완화, 중풍·치매 완화, 
암세포 억제, 진통 치료에 쓰이고 있어 차세대 의약

품 및 건강식품 소재로 활용되고 있다 [1, 25, 26, 
27]. GABA는 탄소/질소 비율 대사에 있어 신호전달 

물질로 중요한 역할이 발견되었으며 기계적 자극, 
저온·열 손상, 암 조건, 저산소증을 포함한 다양한 

스트레스에 의해 식물 여러 조직에서 생성되는 것

으로 보고되어 있다 [3, 5, 31]. 다수의 생리활성작용

이 확인된 GABA는 의약품 개발뿐만 아니라 기능성 

식품소재로도 주목을 받고 있으며 식물체에도 다수 

함유되어 있어 곡류를 포함하여 작물을 대상으로 

연구가 확대되고 있다. 이들은 경구 섭취가 가능하

여 GABA 함량이 강화된 발아 현미 등을 포함한 곡

류가 시판되고 있을 뿐만 아니라 대량생산 연구가 

활발히 진행되고 있다. 클로렐라 등의 미세조류에

서도 다양한 조건에 맞춰 GABA를 증강 시키기 위

한 연구가 시도되고 있으나 아직 함량이 미미한 수

준이다.
본 연구의 재료로 사용된 미세조류 Chlorella pro-

tothecoides 는 주로 혼합배양에서 종속영양 배양으

로 바이오디젤 생산에 관한 연구가 확대 진행되고 

있다 [23, 33]. 주로 혼합영양배양에서 지질을 포함

한 유용물질 원료가 많이 생산되는 것으로 보고되고 

있다 [13]. 목적하는 기능성 소재를 생산하기 위해서

는 무엇보다 배양방식이 중요하다. 본 연구에서는 

기능성 소재 개발을 목적으로 비교적 쉽게 배양이 

가능한 C. protothecoides 의 혼합영양 배양방식을 통

하여 GABA 및 아미노산 조성과 함량을 분석하였다. 
분석된 GABA 함량을 통해 고부가가치 기능성 미세

조류로써 발전 가능성을 검토하고자 한다.

재료 및 방법

미세조류 및 배양 조건
본 연구에 사용한 클로렐라는 Chlorella proto-

thecoides ATCC30407 (=UTEX 25)는 1 g/L의 프로테

오스 펩톤(proteose peptone)을 함유하는 Bristol사면 

배지(pH 6.8) 상태로 계대 배양하였다. Bristol 배지 

조성은 2.94 mM NaNO3, 0.17 mM CaCl2·2H2O, 0.3 
mM MgSO4·7H2O, 0.43 mM K2HPO4, 1.29 mM 
KH2PO4 및 0.43 mM NaCl이다. 

C. protothecoides 혼합영양 배양 시스템은 Bristol 
기본 배지에 질소원과 탄소원으로 각각 0.01% urea 
및 4.0% glucose가 첨가된 Bristol 배지 2L가 기본으

로 제조된 5L 배양장치 (LiFlus GX, Biotron Inc., 
Korea)를 이용하여 121℃에서 15분간 멸균, 냉각 후 

사용하였다. 이 장치에 전 배양액을 접종 후 교반 

속도 150 rpm으로, 광주기 14 h:10 h (light:dark), 배양

온도 20°C, 광도 3200 lux 가 공급되는 저온배양기에

서 3일간 배양하였다. 

클로렐라 수확
혼합영양 배양된 C. protothecoides 를 수확하기 위

해 783 x ｇ에서 10분간 원심분리하여 배지와 클로

렐라 분리 후 증류수를 사용하여 수확한 클로렐라에 

남아있는 배지를 제거하였다. 클로렐라는 동결 건조 

후 분석에 사용하였다.

아미노산과 당 분석
분쇄된 시료는 75% EtOH을 첨가하여 1시간 초음

파추출 후 24시간 동안 상온에서 반응시켜 추출하였

다. 추출한 시료는 0.2 μm membrane filter로 여과한 

다음 고형분을 모아서 75% EtOH로 반복 추출하여 

최종 얻어진 추출액을 분석 시료로 이용하였다. 
아미노산 분석을 위하여 추출된 분석 시료와 아미
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노산 표준품 aspartic acid, glutamic acid, serine, histi-
dine, glycine, threonine, alanine, arginine, tyrosine, va-
line, methionine, phenylalanine, isoleucine, leucine, ly-
sine, proline, cysteine (PN 5061-3330, Agilent 
Technologies, USA), glutamine, asparagine, tryptophan, 
hydroxy proline (PN 5062-2478, Agilent Technologies, 
USA), taurine, GABA (Sigma-Aldrich, USA)를 borate 
buffer (PN 5061-3339, Agilent Technologies, USA), 
o-phthaldialdehyde/2-mercaptopropionic acid (OPA/ 
MPA) (PN 5061-3335, Agilent Technologies, USA), 
fluorenylmethyloxycarbonyl chloride (FMOC) (PN 
5061-3337, Agilent Technologies, USA)를 이용하여 

단계적으로 혼합 후 Ultimate 3000 (Dionex, USA) 
HPLC과 VDSpher 100C18-E (4.6 X 150 mm, 3.5 ㎛, 
Germany)을 이용하여 형광검출기 1차(Emission: 450 
nm, Excitation: 340 nm; OPA)와 2차(Emission: 305 
nm, Excitation: 266 nm; FMOC)로 분석하였다. 이동

상으로 인산수소이나트륨(20mM sodium phosphate 
dibasic, pH 7.8)과 물:아세토나이트릴:메탄올 

(10:45:45, v/v%) 혼합액을 사용하였으며, 유속 1.5 
㎖/min, 시료 주입량 0.5 ㎕, 컬럼 온도 40°C, 시료 

온도 20°C에서 UV detector를 사용하여 338nm에서 

분석하였다. 표준품과 시료의 아미노산 성분에 대한 

retention time을 비교 확인하고 표준품 검량 곡선을 

개별적으로 작성 후 peak 면적으로 각 아미노산 함

량을 산출하였다.
당 분석은 HPLC (Ultimate 3000, Dionex, USA), 

Detector (Shodex RI-101, Japan), Sugar-pak column 
(300 ×6.5 ㎜, USA)을 사용, 3차 증류수를 용매로 0.5 
㎖/min 속도로 당 시료 10㎕ 주입하여 실행하였다. 
유리당 표준품으로 glucose, sucrose, fructose, xylose, 
maltose, lactose, mannose, (Sigma-Aldrich, USA)를 혼

합하여 증류수에 녹인 다음 이를 적정 농도로 희석

하여 표준 용액 조제 후 검량 곡선을 작성하여 당 

함량을 산출하였다. 분석 시스템 (Chromeleon Ver. 
6 Chromatography Data Software, Dionex, USA)을 이

용하여 최종 분석하였다.

결과 및 고찰

본 실험의 C. protothecoides 혼합영양 배양을 통해 

확보된 시료를 대상으로 GABA를 포함한 아미노산 

조성과 함량 분석결과는 다음과 같다. 비교 표준품

으로 사용한 23개 아미노산 중 proline, cysteine, hy-
dro proline, taurine 을 제외한 19종의 아미노산이 최

종 검출되었다. HPLC 시스템으로 아미노산 분석한 

결과 retention time은 aspartic acid 2.3분, glutamic acid 
4.33분, asparagine 8.02분, serine 8.63분, glutamine 
9.55분, histidine 10.22분, glycine 10.67분, threonine 
10.88분, arginine 11.58분, alanine 12.75분, GABA 
13.30분, tyrosine 14.40분, valine 17.16분, methionine 
17.43분, tryptophan 18.65분, phenylalanine 19.16분, 
isoleucine 19.46분, leucine 20.34분, lysine 20.94분으

로, 21분 이내에 모두 분리되었다(Fig. 1). Glutamic 
acid, alanine, GABA 등 총 19종의 아미노산 중에서 

glutamic acid는 건조중량 100g 당 161.910mg이 함유

되어 있어 총 아미노산 함량 대비 33.10%로 가장 

많이 함유되어 있었다(Table 1). Glutamic acid는 아미

노산 생합성 기본 물질로 다른 아미노산 전환 시 

aminotransferase 에 의해 아미노기를 전달하는 것으

로 아미노산과 당 및 지방 대사에 중요하다 [10]. 두
번째로 alanine이 건조중량 100g 당100.150mg 함유

되어 전체 아미노산 중 20.48%, 세번째로 GABA가 

건조중량 100g 당 85.501mg으로 17.48%가 함유되어 

있었다. 다음으로, serine, tyrosine, threonine 순으로 

전체 아미노산 함량의 4.68%, 3.69%, 2.85%를 각각 

차지하였다(Fig. 2). 이는 클로렐라 일반 배양에서 분

석되는 아미노산 함량과 차별되는 결과이다 [6, 12]. 
Glutamic acid, alanine 및 GABA가 전체 아미노산의 

71.06% 비율을 차지하고 있어 C. protothecoides 의 

혼합영양 배양조건에서 주요 아미노산임을 알 수 있

었다. 이는 옥외 배양장에서 빠른 생육속도를 가진 

Chlorella sp. CMS-1 의 열수 추출물 조건에서 주요 

구성 아미노산과 일치한다 [7]. 여러 보고에 의하면 

GABA 생성기작을 이용하여 혐기 처리된 녹차잎의 

대사과정에서도 GABA와 alanine이 대량 축척 될 뿐

만 아니라, GABA가 축적되기 위해서는 GABA 전구

체인 glutamic acid가 증가가 필요하고 이들 경로를 

통해 alanine, GABA 등이 저장되는 등 본 결과를 뒷

받침해주고 있다 [8, 9]. 식물에서 GABA는 다양한 

스트레스 반응에 대하여 glutamic acid로부터 succi-
nate에 이르는 GABA shunt 경로를 통해 빠르게 대사

작용을 하여 생성량을 증가시킨다 [31]. GABA는 박

테리아에서부터 고등 생물에까지 폭넓게 존재할 뿐
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Figure 1. HPLC chromatogram of amino acids including GABA identified in mixotrophic culture of C. protothecoides sample. 
Peak assignments: 1 Aspartic acid; 2 Glutamic acid; 3 Asparagine; 4 Serine; 5 Glutamine; 6 Histidine; 7 Glycine; 8 Threonine; 
9 Arginine; 10 Alanine; 11 GABA; 12 Tyrosine; 13 Valine; 14 Methionine; 15 Tryptophan; 16 Phenylalanine; 17 Isoleucine; 
18 Leucine; 19 Lysine.

Table 1. Contents analysis of amino acids including GABA in mixotrophic culture of C. protothecoides sample.

No. Retention Time (min) Peak name Height (LU) Area (LU*min) Contents (mg/100g of dry weight)

1 2.30  Aspartic acid 0.066 0.014  10.537

2 4.33  Glutamic acid 0.971 0.189 161.910

3 8.02  Asparagine 0.095 0.012   7.833

4 8.63  Serine 0.363 0.047  22.876

5 9.55  Glutamine 0.117 0.015  10.067

6 10.22  Histidine 0.027 0.004   8.890

7 10.67  Glycine 0.126 0.016   5.552

8 10.88  Threonine 0.174 0.025  13.959

9 11.58  Arginine 0.070 0.009   6.654

10 12375  Alanine 1.891 0.244 100.150

11 13.30  GABA 1.291 0.175  85.501

12 14.40  Tyrosine 0.085 0.011   8.414

13 17.16  Valine 0.025 0.041  18.061

14 17.43  Methionine 0.018 0.002   1.353

15 18.65  Tryptophane 0.019 0.003   2.482

16 19.16  Phenylalanine 0.104 0.014   9.035

17 19.46  Isoleucine 0.041 0.005   2.588

18 20.34  Leucine 0.066 0.006   4.701

19 20.94  Lysine 0.041 0.009   8.570

Total 5.815 0.811 489.133
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만 아니라 특히 식물계에도 널리 분포된 생리활성물

질로서 발아 현미, 차, 뽕잎 등에 고함량으로 존재하

나, 약리작용을 하기에는 한계치가 있다. 그러나, 
GABA의 상업적 중요성으로 식물에서 혐기성, 열, 
기계적 자극을 이용하여 GABA 함량을 증가시키는 

등 생물학적인 방법으로 GABA를 생산을 증대시키

고 제품에 적용하는 다양한 연구들이 진행되어왔다. 
GABA 추출물 및 GABA를 포함한 다양한 식품들이 

동물을 포함한 인간의 콜레스테롤 강하효과, 혈압조

절효능 등이 있으며, GABA 성분이 풍부한 클로렐라 

섭취와 운동이 병행될 경우 고혈압 쥐의 혈압 감소

에 효과가 있는 것으로 보고되고 있다 [27, 30]. 또한, 
클로렐라를 포함한 미세조류 세포 내에 고농도 

GABA를 증가시키는 방법들이 연구되고 있으며, 낮
은 pH에서 활성이 촉진된 GAD가 고농도의 GABA
를 생성시키는 보고를 바탕으로 배양 배지의 pH 조
절을 통하여 GABA 생성을 증가시키는 등 여러 가지 

방법이 적용되고 있다 [2, 19, 20]. GABA는 중추신경

계를 비롯하여 말초신경세포 발생 조절에도 관련하

는 인자로 내·외분비 기능 조절 및 면역반응 등의 

생리기능조절 및 생체방어에 필수불가결한 요소이

며, 근육 단백질 합성을 증가시키는 성장호르몬 분비 

촉진 효과가 있어 스포츠 식품소재로, 뇌 대사촉진 

작용 갖는 기능성 식품소재로 주목받고 있다 [14]. 
C. protothecoides는 valine > threonine > phenyl-

alanine > lysine > leucine > isoleucine > tryptophan 
> methionine 순으로 8개 필수아미노산을 고루 포함

하고 있으며 총 아미노산 함량 대비 12.14% 비율을 

구성하고 있으며 유아기와 성장기에 필요한 준필수

아미노산인 arginine, histidine, tyrosine이 총 아미노

산 함량 대비 4.9% 차지하고 있어 영양적 면이나 

기능적 식품소재로써 중요하다(Fig. 2). 또한, 
Glutamic acid > Alanine > Serine > Aspartic acid > 
Glutamine > Tyrosine > Asparagine > Arginine > 
Glycine 순으로 불필수아미노산은 총 아미노산 함량 

대비 68.29%를 차지하고 있었다. 유리당 조성 분석

결과 sucrose과 glucose 순으로 분리되었으며 re-
tention time은 각각 7.66분과 9.62분으로 분리되었으

며, glucose가 가장 높았고 fructose, xylose, maltose, 
lactose, mannose는 검출되지 않았다(Fig. 3). 현재 혼

합영양 배양을 통하여 C. protothecoides의 아미노산 

함량 등의 이화학적 분석이 거의 이루어지지 않고 

있다. GABA 같은 활성 물질은 특히 뇌기능과 대사

질환에 깊은 관계가 있는 것으로 주목받고 있어 본 

연구에서 분석된 C. protothecoides 혼합영양 배양 시

스템을 바탕으로 이들 추출물에 함유된 고농도 

GABA의 생리학적 기전 및 임상학적 연구가 필요할 

것으로 사료 된다. 또한, 기능성 건강식품으로써 효

용 가치에 의해 식용으로써 안전성과 함께 활성 물

질을 보충하는 연구가 부가적으로 필요하다. 미세조

류에서 GABA 기능성에 대한 인식이 확대될 경우 

친환경적 배양을 통한 클로렐라 관련 기능성 건강보

조식품 산업의 활성화에 크게 기여할 수 있을 것으

로 기대된다.

Figure 2. Relative ratios (%) of total amino acids contents (mg/100g of dry weight) including GABA under mixotophic culture 
of C. protothecoides sample.
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Figure 3. HPLC chromatogram of sugars in mixotrophic culture of C. protothecoides sample.

결 론

클로렐라의 생리활성물질을 활용하여 기능성 식

품소재 개발을 위하여 C. protothecoides 의 혼합영양 

배양 시스템에서 배양된 클로렐라를 수확하여 

GABA 및 아미노산 조성과 함량을 분석하였다. 분석

된 결과 C. protothecoides 에서 glutamic acid, alanin 
및 GABA가 혼합영양 배양조건에서 전체 아미노

산의 각각 33.10%, 20.48%, 17.48% 비율 순으로, 
총 71.06% 을 함유하고 있어 이들 조건에서 주요 

아미노산으로 분석되었다. 전체 아미노산 중 8대 

필수아미노산이 12.14% 함유하고 있었으며 유아

기와 성장기에 필요한 아미노산도 총 아미노산 함

량 대비 4.9% 차지하였다. 이들 결과를 종합하면 
C. protothecoides 의 혼합영양 배양 시스템을 통하여 

뇌기능과 대사질환 관련 GABA의 생성 양이 증가하

는 최초의 보고이다. 이 결과를 바탕으로 단백질과 

각종 비타민, 미네랄, 식이섬유, 엽록소가 고루 들어

있는 클로렐라에서 혼합영양 배양을 이용하여 효과

적으로 GABA 생리활성물질을 포함한 영양학적 기

능적 측면이 증가 된 고부가가치 미세조류 산물을 

얻을 수 있을 것으로 기대한다.
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