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서   론

최근 식품, 화장품과 의약품 등 다양한 산업에서 신규 기능성 
소재 발굴을 위한 연구가 활발하게 진행되고 있으며, 육상생물
자원으로부터 유용소재 개발의 한계 및 고갈 문제 해결을 위해 
해양 및 담수 생물 자원에 대한 관심이 높아지고 있다(Chisti, 
2007; Park et al, 2018). 해양 및 담수 생물자원인 미세조류는 
광합성을 통해 탄수화물 및 지질 등을 합성하고 세포 성장에 필
요한 단백질을 합성하는 독립영양생물로 기존 화석연료를 대
체할 뿐 아니라 이산화탄소를 흡수하는 온실가스 저감효과가 
우수한 지속가능한 바이오매스로 각광받고 있다(Park et al., 
2020). 또한 최근 육상생물 대비 50배 이상 빠른 성장특징과 함
께 배양조건과 배지 최적화를 통한 고농도배양 기술이 개발됨
에 따라 바이오 디젤과 같은 1차 대사산물 이외에 다양한 2차 
대사산물 생산을 위한 산업적 활용도가 증가하고 있다(Sun et 
al., 2016; Shin et al., 2020). 미세조류 생산 2차 대사산물에는 

유용 색소인 알파카로틴(α-carotene), 베타카로틴(β-carotene), 
클로로필(chlorophyll)과 루테인(lutein) 등이 존재하며 이들은 
항산화, 항균, 항염증 및 항암 등의 효과가 있다고 보고되었다
(Fábryová et al., 2021). 특히 루테인은 시세포와 망막의 황반 
영역에 분포해 빛 손상, 산화 스트레스 및 청색광의 고에너지 광
자로부터 눈을 보호하고 림프구 활성 및 증식에 관여하여 면역
체계를 강화한다고 알려져 있다(Promphet et al., 2014; Roberts 
and Dennison, 2015; Perrone et al., 2016). 미세조류로부터 다
양한 유용물질의 생산 가능성과 함께 대사산물의 생리활성이 
보고됨에 따라 상업화를 목적으로 대량배양을 위한 배양조건 
확립, 발광다이오드 배양과 광생물반응기 등의 연구가 다양하
게 진행되고 있으나 미세조류로부터 2차 대사산물 추출을 위
한 공정 최적화 연구는 부족한 실정이다(Kim et al., 2011; Lee 
et al., 2011). 따라서 본 연구는 담수미세조류인 Acutodesmus 
reginae로부터 대표적인 2차 대사산물인 색소물질 루테인, 카
로틴과 클로로필의 생산을 증대하고자 초음파 추출법을 적용
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하고 추출 조건 최적화를 진행하여 색소 물질의 대량생산을 통
한 제약, 식품 및 사료용 소재로 활용하기 위한 추출조건 최적화
에 대한 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법 

재료

담수 미세조류인 A. reginae는 국립 낙동강 생물자원관
(Sangju, Korea)에서 동결건조 분말(0.71 mm) 상태로 제공받
아 4°C에서 보관하여 실험에 사용하였다. 추출 용매는 증류수
와 에탄올, 메탄올, 아세톤과 에틸 아세테이트(Samchun, Py-
eongtaek, Korea; >99.5%)를 사용하였으며 이외 실험에 사용
된 표준물질과 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
의 순도 99.5% 이상의 특급 시약을 사용하였다. A. reginae 추
출물의 주요물질 분석을 위한 HPLC (high performance liq-
uid chromatography)용 이동상은 아세토니트릴과 메탄올은 
Sigma-Aldrich의 순도 99.5% 이상을 사용하였다. 

초음파 추출

A. reginae로부터 색소 물질 추출을 위해 건조 시료 0.2 g과 용
매 2 mL를 혼합한 후 예비실험을 통해 선정 된 4 개의 영향인자
(용매, 시간, 출력, 농도)의 처리조건을 Table 1과 같이 변경하
여 초음파 추출실험을 진행하였다. 초음파 추출은 시료와 용매(
증류수, 에탄올, 메탄올, 아세톤, 에틸 아세테이트)를 각각 혼합
한 후 초음파 추출기(KFS-150N; Korea Process Technology 
Co., Seoul, Korea)를 이용하여 진행하였다. 초음파 주파수는 
20 kHz로 고정하고 출력을 48.0 W, 64.0 W와 80.0 W로 변경
하여 추출하였으며, 이후 2분간 냉각수에 침지하고 탁상용 초음
파기(SD-250H; Mujigae Co., Seoul, Korea)를 사용하여 30°C, 
40 kHz에서 30분간 2차 초음파 추출을 진행하였다. 추출물은 
10,000 rpm에서 2분간 원심분리 후 상등액을 취하여 분석 실험
에 사용하였다.

클로로필 분석

클로로필 추출은 Lee et al. (2005)의 방법을 일부 변경하여 
진행하였으며 용매 추출을 위해 A. reginae와 95% 메탄올을 
1:100 (v/v)으로 혼합하였고 색소 물질 분석을 위해 상등액을 
분리해서 0°C에 보관하고 필요에 따라 희석하여 분석실험을 진
행하였다(Cho et al., 2019). 클로로필 a와 b 측정에 있어 분광광

도계(UV-1650PC; Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용하여 663 
nm와 645 nm에서 흡광도를 측정하였고 클로로필 함량을 아래
의 식으로 계산하였다(AOAC, 1965).

클로로필a=12.72A663nm-2.58A645nm

클로로필b=22.88A645nm-5.50A663nm

A663nm: 흡광도 663 nm
A645nm: 흡광도 645 nm

색소 물질 분석

색소 물질 분석은 Kim et al. (2011)의 방법을 일부 변형하여 
진행하였다. A. reginae 추출물에 포함된 색소 물질의 정성 및 
정량 분석을 위해 diode array detector (DAD)와 페놀류, 루
테인, 제아잔틴과 카로틴류 분석에 특화 된 ODS1 컬럼(4.6 
mm×250 mm; Waters, Milford, MA, USA)이 장착된 HPLC 
(1260 series Infinity; Agilent Tech., Santa Clara, CA, USA)를 
사용하였다. 분석에 앞서 추출물을 0.22 μm 시린지 필터(PVDF 
syringe filter, 0.22 μm; Hyundai Micro Co., Seoul, Korea)로 
여과한 후 10 μL의 시료를 주입하였으며 이동상의 유속과 컬럼 
온도를 0.5 mL/min과 30°C로 고정하고 이동상 A (아세토니트
릴)와 이동상 B (메탄올)의 혼합비를 변경하며 물질 분리를 수
행하였다. 이동상 조성은 시간에 따라 0–7분, 0.0→50.0% A; 
7–12분, 50.0→100.0% A; 12–15분, 100.0→100.0% A; 15–17
분, 100.0%→50.0% A로 이동상 B와의 혼합비율을 변경하여 
분석하였으며 검출물의 물질 특성 확인을 위해 DAD를 이용하
여 190–640 nm에서 흡수 스펙트럼을 측정하였다. 검출물질의 
정성 분석은 표준 물질의 머무름 시간(retention time) 및 흡수 
스펙트럼 특성을 비교하였고 정량 분석은 표준 물질과 검출 피
크인 Fig 1의 면적을 비교하여 농도를 계산하였다.

결과 및 고찰

추출 용매 최적화

A. reginae로부터 루테인, 카로틴과 클로로필 등의 색소 물질 
추출 증진을 위해 용매(증류수, 에틸 아세테이트, 아세톤, 에탄
올과 메탄올)에 따른 추출물의 색소물질 추출을 비교하였다. 에
틸 아세테이트, 아세톤, 에탄올과 메탄올을 용매로 추출을 진행

Table 1. Experimental conditions for optimizing the extraction of pigment in A cutodesmusreginae

Extraction condition Extraction solvent
Extraction solvent Water Ethyl acetate Ethanol Methanol Acetone
Extraction time (min) 1.0 1.5 2.0 3.0 4.0
Extraction power (W) 48.0 64.0 80.0
Extraction concentration (%) 0.0 20.0 50.0 80.0 100.0
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했을 때, 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴이 검출되었으나 증
류수를 이용한 추출에서는 루테인만 검출됨에 따라 미세조류
에 함유된 색소는 증류수보다는 극성이 낮은 용매에서 추출 효
율이 높은 것으로 Fig. 2와 같이 확인되었다. 메탄올 추출물의 
루테인, 알파카로틴과 베타카로틴의 함량은 각각 5.91, 8.14와 
3.06 mg/g dry matter (DM)로 메탄올 추출 시 가장 높은 추출 
효율을 나타냈다. 또한 메탄올, 에틸 아세테이트, 에탄올과 아세
톤 추출물의 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴 함량 합이 각각 
17.1, 7.58, 9.47과 16.4 mg/g DM로 에틸 아세테이트가 추출효
율이 가장 낮은 것으로 확인되었다. 본 실험에 사용된 용매의 상
대 극성(relative polarity)은 증류수(1.0)>메탄올(0.762)>에탄
올(0.654)>아세톤(0.355)>에틸 아세테이트(0.228)로 차이를 

보임에 따라 A. reginae에는 메탄올의 상대 극성인 0.7 부근에
서 색소물질 추출이 증진되는 것으로 예측된다(Shin and Lee, 
2011). 또한 클로로필 a와 b를 측정한 결과 메탄올 추출물에서 
클로로필 a와 b가 각각 12.44와 4.46 mg/g DM로 메탄올이 가
장 우수한 추출 효율을 보였다. 이는 마태로부터 유기용매를 이
용한 추출에 있어 메탄올 추출물의 클로로필 a와 b의 함량이 각
각 10.9와 1.18 mg/g DM로 메탄올이 기타 용매에 비해 색소물
질인 클로로필 추출에 효과적인 용매라는 연구결과와 유사하여 
A. reginae로부터 색소물질 추출을 위한 용매로 메탄올을 선정
하였다(Yoo et al., 2013). 

추출 시간 최적화

앞선 실험의 결과에 따라 메탄올을 추출 용매로 선정하여 추
출시간에 따른 색소 추출량을 비교하였을 때 추출시간 1.0과 
1.5분에서 알파카로틴과 베타카로틴이 검출되지 않았으나 추
출 시간 2분 이후에서는 두 물질이 검출이 됨을 Fig. 3에서 확인
되었다. 추출 시간 2분에서 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴 
함량이 각각 7.14, 8.83과 3.97 mg/g DM로 나타났으며, 4분은 
각각 7.64, 9.07과 3.71 mg/g DM로 나타나 추출시간 증가에 따

Fig. 1. Standard material calibration curve for the analysis of pig-
ment substances.substances. A, The calibration curve and extract-
ed ion chromatogram of lutein containing 0.0-1.0 mg/mL; B, The 
calibration curve and extracted ion chromatogram of α-carotene 
containing 0.0-1.0 mg/ mL; C, The calibration curve and extracted 
ion chromatogram of β-carotene containing 0.0-1.0 mg/mL. 
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Fig. 2. Effect of extraction solvents on extraction of lutein, 
α-carotene, β-carotene, chlorophyll a and b of Acutodesmus regi-
nae. DW, Distilled water.
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Fig. 3. Effect of extraction times on extraction of lutein, α-carotene, 
β-carotene, chlorophyll a and b of Acutodesmus reginae.
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라 색소 추출이 유의적으로 변화가 없는 것으로 확인된다. 이는 
루테인을 포함한 색소물질 추출에 있어 추출 시간 증가에 따라 
자외선 및 산소 노출 확률이 증가하고 이에 의한 색소물질의 분
해 또는 중합체 생성에 의해 추출 효율이 감소된다고 알려져 있
다(Gao et al., 2009; Li et al., 2017). 따라서 베타카로틴은 추출 
시간이 증가함에 따라 색소 추출이 증가하다가 특정 시간 이후 
분해가 발생함으로 인해 추출 효율이 감소된 것으로 예측된다. 
또한 추출 시간에 따른 A. reginae 추출물의 클로로필 a와 b의 
함량 변화를 확인한 결과, 추출 시간 2분까지 클로로필 a와 b의 
함량이 증가했으나 루테인, 카로틴과 동일하게 추출 시간 3분 
이상에서 함량 변화가 확인되지 않아 앞선 루테인, 알파카로틴
과 베타카로틴의 추출 경향성과 일치하는 것으로 확인되어 추
출시간 증가에 따른 색소물질의 분해가 발생하는 것으로 판단
되어 향후 실험에 경제성을 고려하여 메탄올을 용매로 하여 최
적 추출 시간은 2분으로 결정하였다. 

추출 출력 최적화

A. reginae로부터 색소 추출 증진을 위해 초음파 출력이 색소
물질 추출에 미치는 영향 평가를 위해 초음파 출력을 48 W, 64 
W와 80 W로 설정하여 색소를 추출을 진행하여 Fig. 4에 나타
냈을 때, 추출 출력 증가에 따라 색소물질 함량이 비례하여 증가
하는 경향을 보였으며 48, 64와 80 W로 초음파 출력을 적용했
을 때 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴 함량의 합이 각각 18.8, 
18.5와 21.3 mg/g DM로 80 W 추출에 있이 48 W와 64 W 추
출 대비 약 1.12 배 증가한 것으로 나타나 추출 출력이 색소물
질 추출에 주요 영향 인자임이 확인하였다. 이러한 결과는 추출 
출력이 증가함에 따라 공동현상의 증가에 의해 작은 기포가 파
괴되며 발생하는 압력 변화에 의해 세포벽과 전체 유기체가 파
괴되어 색소 추출 효율이 증가한 것으로 예측할 수 있었다(Lee 
et al., 2006). 따라서 앞선 실험 결과를 기반으로 색소물질 최대 
생산을 위한 최적 추출조건을 메탄올을 용매로 80 W에서 2분
으로 선정하였다.

추출 용매 농도 최적화

추출 용매로 선정한 메탄올 농도에 따른 색소 물질 함량 비교
를 위해 메탄올 농도를 0, 20, 50, 80과 99.5%로 설정하여 색
소물질 추출을 진행하여 Fig. 5에 나타냈다. 메탄올 20, 50, 80, 
99.5% 추출물의 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴 함량의 합
이 각각 9.70, 18.75, 21.20과 22.85 mg/g DM로 메탄올 99.5% 
추출물의 루테인, 알파카로틴과 베타카로틴의 합이 최대 58% 
증가됨이 확인되었다. 또한 메탄올 농도 증가에 따라 클로로필 
a와 b의 추출이 증가하는 것으로 나타났으며 메탄올 99.5% 추
출 시 클로로필 a와 b가 각각 15.4과 6.39 mg/g DM로 최댓값임
이 확인되었다. 이러한 결과는 A. reginae로부터 색소 추출 시, 
메탄올의 상대 극성 0.762에 용해도가 높은 색소의 분포가 높
고 99.5% 메탄올이 시료의 공극에 더욱 효과적으로 침투하여 
나타난 것으로 예측된다(Kim, 2013). 따라서 앞선 실험결과를 
기반으로 최적 추출 효율을 나타내는 메탄올의 농도를 99.5%
로 선정하였다.

최적 추출 조건 최적화

A. reginae로부터 색소물질 추출 증진을 위해 추출에 영향을 
미치는 변수 4종(추출 용매, 추출 시간, 추출 횟수, 추출 출력과 
추출 용매 농도를 설정하여 색소 추출 조건 최적화를 수행하였
다. 그 결과 각 추출 변수의 순차적 최적화에 따라 루테인, 알파
카로틴, 베타카로틴, 클로로필 a와 b의 추출 효율이 증가하는 것
으로 확인되었다. 하지만 분해물과 생성물에 대한 정확한 연구
사례는 보고된 게 없으며, 본 연구에서도 측정되지 않았다. 향
후 추가적인 연구를 통해 분해물과 생성물의 보다 면밀한 정성 
및 정량 분석을 통해 본 부분을 해결하려 한다. 최적조건에서 루
테인, 알파카로틴, 베타카로틴, 클로로필 a와 b의 함량은 각각 
10.43, 8.66, 3.76, 15.43과 6.39 mg/g DM로 확인되었으며 이
는 최적화 이전 조건에 비해 각각 1.43, 1.06, 1.23, 1.24와 1.43 
배 증가한 것으로 주요 추출 변수 최적화에 따라 A. reginae 추
출물 내 존재하는 5종의 색소 물질이 6–43% 증가한 것으로 확

Fig. 4. Effect of extraction powers on extraction of lutein, 
α-carotene, β-carotene, chlorophyll a and b of A cutodesmus re-
ginae.
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Fig. 5. Effect of extraction methanol concentrations on extraction 
of lutein, α-carotene, β-carotene, chlorophyll a and b of Acutodes-
mus reginae.
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인되었다. 최종적으로 도출된 최적 추출 조건은 메탄올 99.5%, 
추출 출력 80 W, 추출시간 2분으로 확인되었다. 따라서 본 연
구를 통해 A. reginae로부터 색소 추출 조건을 최적화함에 따라 
친환경적 추출 방법인 초음파 공정을 이용하고 순차적 조건 최
적화를 통해 향후 식품, 화장품 및 의약품 소재로써 상업적 사용 
시 한정적으로만 이용되어왔던 미세조류로부터 고부가가치 기
능성 물질의 생산이 가능할 것으로 사료된다.
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