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서 론

바다는 생명의 보고이며, 끊임없는 역동적인 환경 

속에서 생명체들은 살고 있고 우리는 때때로 바다로

터 유익한 먹잇감 혹은 성분을 얻어낸다. 우리가 즐겨

먹는 김에는 단백질이나 필수 아미노산. 탄수화물 등

의 다당류, 핵산이나 불포화 지방산. ascorbic acid 등

의 성분이 함유되어 있어 그 자체로써 영양성분 높으

며, carotenoids와 chlorophyll 같은 색소 물질 등도 다

량 함유되었다고 보고되어 있다[1-3]. 이렇듯 김은 영

양성분이 높고 가격이 비싸지도 않고, 바다에서 대량 

양식을 통해 쉽게 구할 수 있다. 정부에서는 이러한 

김의 산업적 발전을 늘리고자 2024년까지 수출 10억
불 규모의 글로벌 식품 산업으로 육성하려는 계획을 
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직류전류 인가를 통한 김으로부터 포피라334의 대량 정제 고도화
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Abstract Marine algae contain a variety of substances, such as mycosporine-like amino acids, 
which can defend against UV irradiation. Among them, Porphyra-334 derived from Porphyra 
yezoensis is attracting attention as a novel active ingredient for anti-aging cosmetics because of 
its excellent anti-oxidative, anti-inflammatory, and wound-healing properties through promoting 
skin cell migration. In this study, a process using direct current (DC) for increasing the yield 
of large-scale purification of Porphyra-334 was developed. When DC was applied to obtain 
Porphyra-334 efficiently, the purification time was shortened by approximately 1/4 compared with 
the process wherein DC was not applied; moreover, the yield of purification was improved.

Keywords : Mycosporine-like amino acids (MAAs), Porphyra 334, sea algae, mass purification, 
direct current (DC)
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가지고 있다. 이에 김의 산업 규모 및 수출량은 점점 

늘어날 전망이고. 김 관련 산업의 규모가 증가함에 

따른 당면 과제 및 수출 구조 및 제도적인 개선 등의 

과제는 필요하겠지만[4], 중요한 것은 김의 소비가 늘

어남에 따라 그만큼 김에 대한 사람들의 관심도가 높

아질 수밖에 없는 것이다. 그로 인해 식품으로써의 

기능 뿐 아니라 김에 함유된 다양한 성분들 및 그 성

분들에 대한 기능성과 관련된 연구가 늘어나고 있는 

추세이다. 그 대표적인 것이 앞서 서술한 일반 성분 

외에 해조류로부터 유래된 바다아미노산이라 불리는 

미코스포린-유사 아미노산(Mycosporine-like amino 
acids; MAAs)류와 관련된 것들이다. MAAs은 미세조

류, 해조류에 널리 분포되어 있으며, 자외선 흡수, 세
포 이동촉진을 통한 상처 치유 및 산화 스트레스에 

대한 방어와 같은 많은 생물학적 과정에서 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다. 뿐만 아니라 이러한 

물질의 독특한 특성은 온도, 다양한 용매 및 비 생물

학적 스트레스 요인에 대한 저항성이 높다는 것이다 

[5-10]. 김에는 MAAs가 많아 항산화, 항염, 상처치유 

등 우리 몸에 유익하다. 특히, 김국이 우리 건강에 좋

은 이유는 MAAs 중 포피라334라는 성분이 많기 때문

인데, 이 성분은 항산화 효능, 항염증 효능 및 피부세

포 이동촉진을 통한 상처치유능이 뛰어나 새로운 안

티에이징 화장품 신소재로 각광받고 있다 [11-14]. 포

피라334를 비롯한 몇가지 MAA의 구조를 Fig. 1에 나

열하였다[13]. 포피라334의 정제와 관련하여 몇몇 연

구들은 있지만 연구 목적에 따라 소량 정제한 것이 

전부이다[14-17]. 포피라334는 이와 같이 아주 우수한 

잠재적인 소재임에도 불구하고, 대량생산공정기술의 

부재로 세계적으로도 산업화 되지 못했다. 본 연구는 

한국 남해에서 많이 양식되는 김에 다량 함유된 포피

라334를 대량 추출 후 대규모 정제 시스템을 사용하

여 다량으로 얻기 위해 실시되었다. 1970년대에 이미 

김으로부터 포피라334를 분리 정제 및 구조 확인을 

한 연구도 있었지만[8], 이처럼 수율을 높이기 위해 

직류전류를 이용하여 분리하는 새로운 시도는 찾을 

수가 없었다. 마른 김을 이용하여 김을 추출 후 건조

한 열풍건조 추출물에는 다당류 및 이차대사산물들 

뿐만 아니라 불순물이 많이 포함되어져, 곧바로 컬럼

을 이용한 분리 정제를 진행하게 되면, 컬럼이 막히거

나 컬럼 손상으로 이어져 분리정제가 어려워짐을 확

인하였다. 그래서 이번연구를 통해 일부 음이온을 띄

는 분획물을 정제하는 공정을 추가한 것이다. 음이온

을 띄는 포피라334를 포함하는 분획물에 직류전류를 

인가하게 되면, 시간 경과에 따라 포피라334를 포함

한 음이온을 띄는 물질들은 (+)극 방향으로의 쏠림현

상을 나타내는데, 이러한 성질을 이용하여 대용량 정

제수율을 높였다.

Figure 1. The structure of several mycosporine-like amino acids (MAAs), including Porphyra 334
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재료 및 방법

1. 재료 및 시약
본 시험을 위해 사용된 김 (Porphyra yezoensis)은 

전라남도 완도에서 수집하였고, 김으로부터 포피라

334 (Porphyra 334)의 추출, 정제 및 HPLC에 사용된 

물은 PURELAB Option-Q (ELGA Lab Water, UK)을 

통해 제조된 정제수를 이용하였다. 분석에 사용된 

acetonitrile (HPLC grade)은 삼전순약의 제품을, 
trifluoroacetic acid (HPLC grade)는 Alfa Aesar 제품을 

사용하였고, NMR 측정을 위한 D2O는 시그마사로부

터 구입하였다.

2. 기기
추출물로부터 포피라334의 분리를 위해 직류전류 

(Direct Current)가 흐르도록 금속판이 설치된 챔버는 

자체 제작하였고, Fig. 2에 모식도를 기재하였다. 챔
버는 유리 재질의 원통형으로 만들었고, 유리 내부 

벽면 양쪽에 전류가 흐르도록 금속판을 부착하였다. 
모식도 상의 검은 점은 포피라334를 의미하고, 전류

를 흘려 포피라334가 한쪽으로 이동하면 중간에 차

단판을 설치하여 양쪽을 완전히 분리할 수 있도록 

제작하였다. 또한 포피라334가 몰린 쪽만 정제에 사

용하도록 하였고, 분리된 액은 펌프를 통해 필터를 

거쳐 정제용 LC로 가도록 설계하였다.
이 분리된 액으로부터 정제용 LC (Prep-LC system, 

HANBON Science, China)를 거쳐 포피라334를 순수

분리 하였다. 이 때 정제를 위한 기기 조건은 Table 
1과 같았다.
추출물 및 정제된 포피라334는 HPLC (1525μ 

Binary HPLC pump with a 2996 PDA detector, Waters, 
USA)를 이용하여 분석하였고, Table 2에 의한 기기 

조건으로 실시하였다.
분자량 확인을 위해 ESI MS/MS system (AB 

SCIEX 3200 QTRAP MS/MS, Applied Biosystems, 
USA)를 사용하였고, 이 때 Table 3과 같은 조건으로 

기기분석을 실시하였다. 또한 정제된 포피라334의 

구조확인은 NMR (ADVANCE III 700 MHz NMR 
spectrometer, Bruker, Germany)을 통해 spectrum을 확

보하여 실시하였고, 이 때 시료는 D2O에 녹인 후 

tetra-methylsilane을 internal standard로 하여 1H 및 13C 
spectrum을 측정하였다.

s

Figure 2. Schematic diagram of a prep-LC system with a chamber designed to flow direct current. If the laver extract dissolved 
in water is put in a chamber and a direct current is applied, the negative charge in the aqueous solution moves to the (+) 
side. In the diagram, the black dots in the chamber are Porphyra 334. And, from the separated solution, the Porphyra 334 
is purified using prep-LC.
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 Table 1. Instrumental condition for purification of Porphyra 334

Instrument Prep-LC system (HANBON Science, China)
Column Dynamic Axial compression

Column Resin Daisogel (RP C18, 10 μm, 120 Å, OSAKA SODA, Japan)
Detector UV/VIS (210 nm, 330 nm)

Mobile Phase
Mobile Phase A : 0.1% Trifluoroacetic acid in water
Mobile Phase B : Acetonitrile

Flow 600 mL/min
Injection volume 20 mL

Isocratic
Time (min) Mobile Phase A (%) Mobile Phase B (%)

20 98 2

3. 추출 및 정제 방법
건조된 김(3 kg)을 칭량 후 물을 40배수 첨가하여 

45 ℃에서 교반하며 추출하였다. 12시간동안 추출 

후 추출액을 여과, 농축 및 건조시켰고, 이 건조물은 

분쇄를 통해 김추출물 파우더를 제조하였다.
정제를 위해 김추출물 파우더에 물을 20배수 첨가

하여 재용해 후 이를 직류전류가 흐르도록 자체 제

작된 챔버에 넣었다. 여기에 전압 100 V, 500 mA의  

직류전류를 30분 동안 인가하여 포피라334를 분리

하였고, 챔버 중간에 부도체인 차단판을 설치하여 

양쪽을 분리, 차단하였다.
포피라334가 함유된 쪽의 액만 펌프를 통해 필터

로 보내 여과 후 정제용 LC를 통해 포피라334의 피

크만 분획하였다. 이 분획물을 동결건조하여 포피라

334 파우더를 얻었다.

결 과

1. 추출물 제조, 직류전류를 통한 분리 및 정제
포피라334를 추출시 이전 연구에서는 물, 메탄올, 

에탄올, 물·메탄올 혼액 등으로 추출을 하였지만

[8,14-17], 본 연구시 물로 추출 및 물로 재용해하는 

방법을 선택하였다. 이는 포피라334가 물에 용해성

이 높은 이유도 있지만, 직류전류 인가시 유기용매

는 인화성이 높기 때문에 안전을 위해 유기용매 사

용을 배제하였다.
건조된 김 3 kg에 물 120 L를 첨가하여 김 추출물

을 제조하였고, 이 추출물은 감압 농축 및 열풍 건조 

과정을 거쳐 470 g의 김추출물 파우더를 수득하였

다. 이 김추출물 파우더 100 g을 물 2 L에 녹여 직류

전류(DC)가 흐르도록 제작한 챔버에 넣고 직류전류

를 100 V를 약 30분간 흘려주었더니, 포피라334는 

(+) charge 쪽으로 이동하였다.
정제용 LC의 충진물 선정시 이전 연구 및 예비시

험 등을 활용하여 선택하였다. 이전 연구시 사용한 

컬럼 또는 충진제의 종류는 Sephadex 등의 gel filtra-
tion[8]이나 C18[14, 15], Phenyl column[16] 또는 

Dowex 같은 이온교환 수지[17] 등 다양한 종류가 있

었고, 이에 본 연구시  C18 계열의 충진물을 사용하

여 분리 정제를 시도하였다. 특히 C18을 활용하여 

HPLC에서 김추출물 및 포피라334를 분석시 Fig. 3, 
4, 6에서처럼 분리능이 높고 피크모양이 양호한 것

을 확인하였기에 이를 응용하여 정제용 LC에서도 

C18 충진제를 사용하여 정제를 진행하였다.
 직류전류 인가를 통해 분리된 액은 정제용 LC에

서 Daisogel resin(RP C18, 10 μm, 120 Å, OSAKA 
SODA, Japan)을 통해 정제를 하였고, 동결건조 후 

약 2.5 g의 순수한 포피라334를 획득하였다.

2. HPLC를 통한 분리액의 확인
직류전류 인가를 통한 분리 전후의 포피라334 함

유량을 확인하기 위해 직류전류를 인가하기 전과 인

가한 후의 (+) charge 쪽 액을 각각 취해 HPLC 분석

을 실시하였다(Fig. 3, 4). Fig.3은 직류 전류를 통한 

분리 전후의 크로마토그램을 UV 210 nm에서 확인

한 것이고, Fig. 4는 330 nm에서 확인한 결과이다. 
직류전류를 통한 분리 전에는 Fig. 3a에서 볼 수 있듯

이 포피라334의 피크면적이 2.11×106이고 직류전류

를 통한 분리 후에는 Fig. 3b에서처럼 피크면적이 

9.12×106로써 직류전류 처리를 통한 분리 후에 포피
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Figure 3. Comparison of HPLC chromatograms (detecting at 
UV 210 nm) of the extracts before and after separation with 
direct current. Diagram a. is a chromatogram of the 
unseparated solution and diagram b. is a chromatogram of 
the solution separated with a direct current. In an unseparated 
solution, the peak area of Porphyra 334 was 2.11×106, but 
it increased to 9.12×106 in the separated solution through DC. 
And %Area increased from 12.61 % to 54.15 %.

라334 피크면적이 상대적으로 약 4.3배 증가하였고, 
피크면적비 역시 12.61%에서 54.15%로 증가하였다. 
또한, Fig. 4a에서처럼 330 nm에서 확인시 직류전류

를 통한 분리 전에는 포피라334의 피크면적이 

1.95×107이고, 직류전류를 통한 분리 후에는 Fig. 4b
에서처럼 피크면적이 7.22×107로써 직류전류를 통

한 분리 후에 포피라334 피크면적이 상대적으로 약 

3.7배 증가함을 확인할 수 있었다. 또한 피크면적비

도 79.81%에서 98.02%로 상승하여 직류전류 인가를 

통해 분리시 분리된 액에서의 포피라334 순도가 높

아졌음을 확인하였다. 이를 통해 김으로부터 추출한 

액에 직류전류를 흘려주면 포피라334는 (+) charge 
쪽으로 이동함을 확인하였고, 이는 2개의 COOH를 

가지고 있는 포피라334가 수용액 상에서 H+가 2개 

모두 해리되면서 (-) charge를 띄게 되므로 전류를 

흐를시 (-)의 반대쪽인 (+) charge 쪽으로 이동하는 

것으로 사료되었다.

Figure 4. Comparison of HPLC chromatograms (detecting at 
UV 330 nm) of the extracts before and after separation with 
direct current. Diagram a. is a chromatogram of the 
unseparated solution and diagram b. is a chromatogram of 
the solution separated with a direct current. In an unseparated 
solution, the peak area of Porphyra 334 was 1.95×107, but 
it increased to 7.22×107 in the separated solution through 
DC. And %Area increased from 79.81 % to 98.02 %.

3. 정제된 포피라334의 확인
직류전류를 통한 분리 전·후 각각의 크로마토그램

에서 포피라334 피크만을 분획하여 Mass spectrum을 

확인한 결과 Fig. 5에서처럼 직류전류를 통한 분리 

전·후 샘플 모두 m/z 347 ([M+H]+)의 분자량 피크가 

확인되어 해당 물질은 모두 포피라334임을 확인하

였다.
정제된 포피라334의 순도를 확인하기 위해 Table 

2의 기기조건으로 HPLC 분석을 실시하였다. Fig. 6
의 크로마토그램에서와 같이 포피라334는 일부 작

은 피크를 제외한 단일피크로 확인하였고, 그 순도

는 99.63%로 확인되었다. 
또한 포피라334의 물질 확인을 위해 정제된 포피

라334를 D2O에 용해, tetramethylsilane을 internal stand-
ard로 하여 NMR (Nuclear Magnetic Resonance)을 통

한 구조 분석을 실시하였다. 각각 700 MHz와 175 
MHz에서 1H와 13C 분석을 수행하여 spectrum을 얻었
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Figure 5. Mass spectrums of the Porphyra 334 fractions of 
the extracts before and after separation with direct current 
(a. before separation, b. after separation with direct current). 
Molecular weight ion of [M+H]+ 347 was identified for both 
separated and unseparated samples through direct current.

고, 이를 통해 포피라334의 구조를 확인하여 Fig. 7
에 spectroscopic data 상의 각 chemical shift(δH, δC)
에 해당되는 탄소의 위치를 표시하였다(1H NMR 
(700 MHz, D2O) δ 1.16 (d, 14H, J = 6.3 Hz), δ 2.68

Figure 6. Chromatogram of the purified Porphyra 334 through 
direct current and prep LC-system. The purity of the Porphyra 
334 was 99.63 %.

 (d, 6H, J = 17.5 Hz), δ 2.70 (d, 4H, J = 17.5 Hz), 
δ 2.76 (d, 4H, J = 17.5 Hz), δ 2.81 (d, 6H, J = 
17.5 Hz), δ 3.47 (s, 7H), δ 3.59 (s, 8H), δ 4.19 
(d, 9H, J = 6.3 Hz), δ 4.34 (d, 11H, J = 3.5 Hz), 
δ 4.37 (dd, 13H, J = 6.3 Hz, 3.5 Hz), 13C NMR (175 
MHz, D2O) δ 19.0(q), δ 32.8(t), δ 33.1(t), δ 
44.8(t), δ 59.4(q), δ 62.1(d) δ 67.3(t), δ 67.5(d), 
δ 71.0(s), δ 126.1(s), δ 160.2(s), δ 161.6(s), δ 
172.4(s), δ 173.0(s)). 
이를 통해 직류전류를 가하여 수용액 상에서 포피

라334가 분리됨은 물론 분리된 액을 prep-LC를 통한 

정제를 시도하여 정제가 가능한 것이 확인되었으며, 
이렇게 정제된 물질은 고순도의 포피라334임을 확

인하였다.

 Table 2. Analysis condition of Porphyra 334 using HPLC

Instrument HPLC System (Waters 1525μ pump)

Column Shim-pack GIS C18 (4.6 × 250 mm, 5 μm, Shimadzu, Japan)

Detector Photo Diode Array Detector (330 nm)

Mobile Phase
Mobile Phase A : 0.1% Trifluoroacetic acid in water

Mobile Phase B : 0.1% Trifluoroacetic acid in acetonitrile

Flow 1 mL/min

Injection volume 20 μL

Gradient

Time (min) Mobile Phase A (%) Mobile Phase B (%)

0 100 0

5 100 0

55 75 25
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Figure 7. Identification of Porphyra 334 structure by NMR spectroscopy. 1H and 13C NMR spectroscopic data to confirm 
the structure of the purified P334. The sample was dissolved in D2O with tetramethylsilane as an internal standard and measured 
at 700 and 175 MHz. The positions of carbons matched with each chemical shift (δH and δC).

          Table 3. Instrumental condition for identification of Porphyra 334 on mass spectroscopy

Instrument AB SCIEX 3200 QTRAP MS/MS
Mode Syringe Infusion Mode

Ionization ESI positive 
Curtain Gas(CUR) 10 psi
Ion Spray Voltage 5500 V

Turbo Heater Temperature 550 ℃
Nebulizing Gas(GS1) 55 psi

Heated Gas(GS2) 45 psi
Declustering Potential(DP) 50 V

고 찰

김추출액에 직류전류를 인가하여 포피라334를 

(+) charge 쪽으로 이동하도록 유도하였고 (+) charge 
쪽에 있는 액만 받아서 분석을 실시한 결과 직류전

류 처리 전에 비해 처리 후 포피라334의 %피크면적

비가 증가함은 물론 피크면적이 약 4배 가량 증가하

였다.
이는 추출액에서 포피라334가 약 4배 가량 농축되

는 결과를 보인 것이고, 추출액을 정제용 LC에 주입

하여 정제시 4 cycle을 돌려 실시하던 것을 1 cycle만

에 정제되도록 하는 효과를 얻었다. 실제로 본 연구

에서 직류전류 인가를 통해 2.5 g의 포피라334를 정

제하기 위해 정제용 LC 가동을 40 cycle 실시하였는

데, 직류전류 인가를 하지 않은 추출물의 경우 필터

도 잘 되지 않았고, 40 cycle의 정제용 LC를 가동시 

포피라334를 약 0.6 g을 얻는데 그쳤다. 이는 HPLC
로 확인한 직류전류 인가 후의 피크면적이 직류전류 

인가를 하지 않은 샘플에 비해 약 4배 가량 증가한 

것이 단순히 수치상으로만 높아진 것이 아니라 정제 

효율을 4배 높이는 결과로 이어진다는 것을 의미하

였다.
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또한 직류전류를 통하여 분리한 포피라334의 MS
를 통한 분자량 확인시 해당 분자량을 확인하였고, 
NMR을 통한 구조분석시 포피라334의 구조가 확인

되었기에 직류전류를 통하여 추출액을 분리 후 정제

를 하더라도 문제가 없음을 확인하였다.
또한, 천연물에서 단일물질을 정제하기 위해서는 

여러 단계를 거치는 것이 일반적이고, 포피라334의 

경우도 이전 연구시 여러 과정을 통해 진행하였는데

[8, 14-17], 본 연구시 여러 단계가 아닌 직류전류를 

인가하여 분리하는 방법을 통해 정제 절차를 간소화

하였다는 점에서도 그 의의가 있다.
본 연구에서 직류전류 인가를 통해 불순물은 많이 

제거되고 포피라334는 약 4배 농축되는 효과 및 그

로 인해 정제 속도가 4배 가량 증가와 더불어 전체적

인 정제 절차가 간소화되는 결과를 보였는데, 향후 

연구시 직류전류의 전압이나 전류량의 증가 및 직류

전류 인가를 통해 포피라334를 분리 후  챔버 내 설

치하는 격막의 위치에 따라 4배가 아닌 그 이상의 

농축 효과를 보일 수 있을지 여부가 과제로 남게 되

었다.

결 론

포피라334는 수용액 상에서 음이온을 띄고, 이 김

추출물에 직류전류를 흘려주게 되면 시간이 지남에 

따라 포피라334는 (+) charge 방향으로 이동하게 되

는데, 이러한 현상을 이용하여 정제 수율 및 속도를 

높이는 방법을 개발하였다. 결론적으로 DC 처리를 

함으로써 정제용 LC를 이용하여 정제시 시간이 약 

1/4 정도 단축되며, 이는 DC 처리전과 비교해 정제 

속도를 4배 가량 높일 수 있게 되었다는 것을 의미하

고, 동일 시간에 4배의 정제물을 획득할 수 있는 성

과를 얻게 되었다. 본 연구방법을 산업 분야에 응용

하게 된다면 김으로부터 유래한 포피라334의 대용

량 확보가 가능하고, 이를 통해 그 생물학적 효능에 

근거하여 화장품, 식품, 의약품 분야의 원천 소재로

써 그 활용 가치가 크다 하겠다.
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