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Summary

Agarwaspreparedbyacidhydrolysisusingsulfuricacidfrom Gelidium

amansii collected in Jeju, and their physicochemical properties were

characterized.Agarosewasalsomadefrom theagarthroughtheconsecutive

refining processesofdimethylsulfoxide(DMSO)extraction,distilledwater-

andethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)-washing,andtheirproperties

werecompared with thatofthestandard agarose.Thegelstrength,the

melting pointandgelling pointoftheagarin thisstudy weregradually

decreased,butthecontentofsulfateesterweshardly changed with the

increaseofthequantityoftheaddedsulfuricacid.Theagarmadewith30μ

L/L(pH 3.28)ofthe sulfuric acid was furtherprocessed by consecutive

DMSO extraction and Na2EDTA washing.Forthis agar,the contentof

sulfate ester was 0.06%,the gelstrength was 2111 g/cm
2
,and the

electroendosmosis(-mr)was0.08.Thosepropertiesweresimilartothatofthe

commercialagarosewhichwasusedforelectrophoresis.Thepurifiedagarose

inthisstudyhadlowerabsorbanceintermsofgeltransparencyandhad

higher transparency than that of the standard agarose.Also,in DNA

electrophoresis,theseparationandmovementspeedofthepurifiedagarose

weresimilartothatoftheagaroseonthemarket.UndertheFT-IRspectra,

thepurifiedagaroseshowedsimilartransmissionvaluescomparedwiththe

agaroseonthemarket.Incaseof
13
C NMR,thepurifiedagarosehadthe

same carbon peak to the agarose on the market.When observed with

scanningelectronmicroscope,theagarhadevenandsmoothsurfacewithout

irregularityandpores,andthepurifiedagarosehadwidesurfaceareawitha

largenumberofpores,whiletheagaroseonthemarkethadirregularsurface

toallow thesolventtoeasilypermeate.
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Ⅰ.서론

우뭇가사리는 꼬시래기 등과 함께 한천의 주원료로 이용되는 바닷말 홍조식물

로(1),칠레,남아프리카,한국,일본,마다가스카르,인도네시아 및 미국 켈리포니

아 해역에 분포하고 있다(2).해양수산부 어업생산통계자료에 의하면 국내 우뭇

가사리의 생산량은 2006년 기준으로 약 3,000M/T이며,이 중 제주도의 생산량

은 약 2,700M/T으로 제주도의 생산 비중이 매우 높은 편이다(3).

현재 국내산 우뭇가사리의 약 60%는 일본에 건조품 또는 분말한천 형태로 단

순 가공되어 수출되고 있으며,나머지 40% 정도는 한천으로 제조되어 식품 첨가

물 등에 소비되고 있다.그러나 화장품,의약품,미생물 배지용 및 전기영동 등에

사용되는 고부가 한천 및 관련 응용제품은 대부분 수입에 의존하고 있는 실정이

다(4).

최근에는 해외 저가 우뭇가사리의 대량 수입으로 제주산 우뭇가사리의 판매량

이 급격히 감소되어 큰 어려움에 처해 있어 기존의 건조품 내지 한천 생산에 국

한된 제주산 우뭇가사리를 활용하여 새로운 제품을 개발할 필요성이 대두되고

있다.

한천원료로부터 열수 추출하여 얻어지는 한천은 1,3-β-D-galactose와 1,4-L-3,

6-anhydrogalactose가 직쇄상으로 결합되어 agarobiose를 이루고,agarobiose가

반복적으로 연결되어 분자량이 수만에서 수십만을 이루는 점질성 복합 다당류이

며(5),겔강도,점도 및 융해 온도는 분자량에 의존성을 나타낸다(6).또한,한천

은 이화학적 이성질체인 아가로스와 아가로팩틴으로 구성되어 있는데,구성비는

계절,지역 및 한천의 원료 등에 따라 다르나 약 7:3의 비율로 알려져 있다(7-9).

아가로스는 아가로팩틴 보다 큰 분자량을 가지며(10),황산기 및 pyruvicacid

등과 같은 극성 잔기가 거의 존재하지 않는다(11).따라서 아가로스와 아가로팩

틴의 조성 비율에 따라 한천의 물성은 크게 달라진다고 보고되었다(7,12).

아가로팩틴에 존재하는 황산기 및 pyruvicacid등은 음전하를 나타내므로 전

기장 하에서 물질의 이동에 영향을 줄 수 있기 때문에,시판 전기영동용 아가로

스는 아가로팩틴을 제거하여 0.15% 이하의 황산기 함량을 나타내고 있다.고순
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도 아가로스는 생명공학과 분자생물공학 산업에 이용되는 필수 시약이며,높은

부가가치로 인해 현재에도 효과적으로 아가로스를 생산하기 위한 연구는 꾸준히

진행되고 있다.

아가로스의 정제법은 아세칠화에 의한 아가로스 및 아가로팩틴의 분획 방법

(13)과,선택적인 용해도차를 이용한 방법(14),4급 암모늄 침전법(15),폴리에칠

렌 글리콜 침전법(16),디메칠 설퍼옥사이드(dimethylsulfoxide,DMSO)추출법

(7),이온 교환수지법(17),암모늄 설페이트 침전법(18),불용성 지지체를 이용한

흡착법(19),아크리놀(acrinol)침전법(20),겔 크로마토그래피(21),키틴․키토산

침전법(22)및 아가로스 침전법(23)등 약 40여 가지의 방법이 알려져 있으나 실

제 대량생산공정에서의 세부적 정제방법은 각 기업에서 자체기술로 보유하고 있

으므로 구체적인 정제 기술과 공정은 잘 알려져 있지 않다.

상기 정제방법 중 DMSO추출법은 아가로스를 선택적으로 용해시키는 성질을

가진 DMSO의 고유성질을 이용한 것인데 추출 시간이 빠르며,상온에서 겔화되

지 않는다는 장점을 가지고 있다.또한,DMSO 용매의 낮은 독성과 높은 한천

농도에서도 아가로팩틴을 분리시킬 수 있어 아가로스의 생산을 위한 용매로서

응용이 가능하다.국내 연구에서도 아가로스 및 아가로팩틴의 조성비 연구에

DMSO추출법이 사용되었고(8-9),최근 전 등(24)에 의해서 DMSO추출법을 이

용한 전기영동용 아가로스의 생산을 위한 연구가 시도 되었으나,황산기 함량이

0.29%로 시판 아가로스의 품질 수준에는 미치지 못하였다.

한편,Baterling이 시도한 불용성 지지체를 이용한 흡착법(19)은 한천을

ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)로 세척하여 황산기를 제거하고,수산

화알루미늄 겔이 아가로팩틴을 흡착하는 원리를 적용하여 고순도 아가로스를 제

조하는 방법이다.그러나 이 방법은 EDTA의 장시간 세척에 의한 한천의 가수분

해로 고강도 아가로스 제조가 불가능하나(25),EDTA의 탁월한 황산기 제거 효

과와 조작의 편의성 및 저비용 등의 장점을 가지고 있어 EDTA 처리시간의 조

절에 따라 고순도 아가로스의 정제에 유용하게 응용할 수 있다.

따라서 본 연구는 제주산 우뭇가사리의 고부가 활용을 위한 일련의 연구로서

대량생산공정에 적합한 DMSO추출법과 EDTA 정제법을 조합하여 고순도 아가

로스를 제조하는데 그 목적이 있으며,본 방법으로 제조된 아가로스를 시판되고

있는 표품 아가로스와 품질을 비교․검토하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

본 연구에 사용한 우뭇가사리(Gelidium amansii)는 2007년 8월경에 제주도 서

귀포시 강정동 해역에서 채취하여,실험실로 운반하고 이물질을 제거한 후 담수

로 수세하고,건조공정을 5회 반복하여 완전히 탈색한 다음 밀봉․보관하면서 사

용하였다.그리고 대조용 표품으로서 사용된 전기영동용 아가로스는 Seakem LE

agarose(LonzaCo.,U.S.A.)를 구입하여 비교․분석하였다.

2.실험방법

1)한천 제조

한천의 제조는 Fig.1과 같이 하였다.즉,건조 보관된 30g의 우뭇가사리를

Duran병에 취하고 1L의 담수와 98%의 황산(DaejungchemicalsCo.,Korea)을

0-150μL첨가한 후 autoclave(HS-60,HanshinmedicalCo.,Korea)로 120℃에

서 1시간 동안 가압 추출하였다.그런 다음 1NNaOH를 사용하여 중화 시키고

나일론 천으로 여과․응고 시킨 후 2cm 정육면체의 형태로 절단하였다.이를

-20℃ 냉동고에 하루 동안 동결시킨 후 해동하여 담수로 2회 세척한 다음 탈수

기(W-100T,Hanil,Korea)를 이용하여 수분을 제거하고,35℃에서 건조 후 분쇄

(1093Cyclotecsamplemill,Foss,Sweden)하였다.
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Gelidium amansii 

Extraction

Neutralization

Filtration

Gelation

Cutting

Freezing

Thawing

Washing

Dehydration

Drying

Pulverizing

Agar

Used water and  sulfuric acid
in duran bottle

Used an autoclave
at 120℃ for 1 hr

Used 1 N NaOH

Used nylon mesh

Sized
2 cm ⅹ 2 cm ⅹ 2 cm

Used a deep feezer
at -20℃ for 24 hr

Left in room 
temperature

Used water 2 times

Used a centrifugal 
dehydrator

Used a dry oven at 35℃

Used a grinder

Kept in room 
temperature

Fig.1.Flow chartofagarmanufacturingprocess.
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2)아가로스 제조

아가로스 제조는 Fig.2에서 보는 바와 같이 3가지 방법으로 수행하였다.즉,

한천 5g을 100mLDMSO(DaejungchemicalsCo.,Korea)와 함께 실온에서 2

시간 교반시킨 다음 원심분리(10,000×g,30min)하여 상층액을 4배 부피의 아

세톤에 순차적으로 침전시키고,침전된 아가로스를 아세톤으로 3회 세척하였다.

이를 회전 증발 농축기를 사용하여 40℃ 이하 온도에서 감압 건조하였다(Method

A).아세톤에 침전된 아가로스를 100mL증류수로 하룻밤 교반하고,익일 2회에

걸쳐 증류수로 세척 후 이를 다시 아세톤 탈수하여 40℃ 이하에서 감압 건조시

킨 방법(methodB)과,0.01M의 Na2EDTA (DaejungchemicalsCo.,Korea)용액

100mL로 하룻밤 교반하고 증류수로 3회 세척 후 이를 다시 아세톤으로 탈수하

여 40℃ 이하에서 감압 건조하는 방법(MethodC)으로 정제과정을 세분화 하였

다.

3)일반성분

조단백질은 Kjeldahl법으로 총질소를 정량하여 그 값에 6.25의 질소계수를 곱

하여 산출하였으며,조회분은 건식회화법으로 측정하였다(26).

4)황산기 함량

3mg시료를 1NHCl로 105℃에서 5시간 동안 산 가수분해 시키고,원심분리

(10,000×g,5min)하여 상층액 0.2mL을 취하고 3.8mL의 4% TCA용액을 첨

가한 후 미리 준비된 BaCl2-gelatin시약 1mL(증류수 400mL에 gelatin2g

을 넣고 65℃에서 용해 후 4℃에서 하룻밤 방치한 뒤 BaCl22g을 녹인 후 2시

간 방치하여 제조)를 첨가하여 20분간 방치한 다음 spectrophotometer(LibraS22,

Biochrom Inc,England)를 이용하여 360nm에서 흡광도를 측정하였다.검량선은

K2SO4를 표준 황산염으로 하여 계산하였다(27).

5)응고 및 융해온도

응고온도는 1.5% (w/v)시료 용액을 외경 1.8cm 시험관에 5mL를 분주하고

20℃ 실내에서 방치하면서 시료용액의 유동성을 관찰하여 표면이 고정되어 움직
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Agar

Centrifugation

Supernatant

Method B
Precipitation

Method A
Precipitatation

Method C
Precipitation

Washing

Agarose

Washing

Washing

Dehydration

Agarose

Stirred in 20 - fold of DMSO
25 –30℃, 2 hr

Used 10,000 × g, 30 min

Used 4 volumes acetone
of supernatant

Used acetone
3 times

Used acetone
5 times

Used 0.01 M 
Na2EDTA
over night

Used distilled water
3 times

Used 4 volumes acetone
of supernatant

Washing

Washing

Dehydration

Agarose

Used acetone
5 times

Used distilled water
over night

Used distilled water
2 times

Used 4 volumes acetone
of supernatant

Fig.2.Flow chartofagarosemanufacturingprocess.
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이지 않을 때의 온도를 3회 측정하여 평균값으로 나타내었다(28).

융해온도는 1.5% (w/v)시료 용액을 외경 2cm 스크류 시험관에 5mL를 분

주하여 20℃에 하룻밤 방치하고,열풍건조기(OF-22GW,JeioTec,Korea)에 뒤

집어서 고정 후 온도를 서서히 가열하여 시료 겔이 떨어지는 온도를 3회 측정하

여 평균값으로 나타내었다(29).

6)졸 및 겔의 투명도

1.0% (w/v)시료 용액을 조제하여 1cm 석영 셀에 분주하고 각각 65℃와 2

0℃로 온도를 고정한 후 spectrophotometer(LibraS22,Biochrom Inc,England)

로 655nm에서 흡광도를 측정하여 평균값으로 나타내었다(30).

7)겔강도

겔강도는 1.5% (w/v)시료 용액을 외경 5cm 원통형 틀에 30mL를 분주하고

20℃ 실내에서 하룻밤 방치하여 레오메타(TA-XT 2,StableMicroSystems,

England)로 파단강도를 측정하였다(31).

8)Electroendosmosis(EEO)

0.05M의 barbitalbuffer(pH8.6)를 사용하여 1% (v/w)아가로스 겔을 제조하고,

buffer에 용해시킨 10mg/mL의 덱스트란(dextran,Sigma,U.S.A.)과 2mg/mL의

알부민(humanalbumin,Sigma,U.S.A.)을 아가로스 홀(hole)에 각각 3μL씩 주

입하여 50V에서 1.5시간 동안 전기영동을 하였다.이동된 dextran은 에탄올에

변성시켜 확인하고 humanalbumin은 amidoblack(Sigma,U.S.A.)으로 염색 시

킨 후 이동된 거리를 측정하여 EEO(-mr)를 구하였다(32).

9)DNA전기영동

0.15및 0.30g의 시료를 15mLTAEbuffer에 용해시켜 겔을 성형한 후,각각 1

kb(Biored,U.S.A.),100bp(Bioneer,Korea)DNA ladder를 3μL씩 주입하여 100

V의 전압 조건에서 전개 시킨 다음 ethidium bromide로 염색하여 확인하였다.
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10)FT-IRspectra

FT-IR(IRPrestige-21,Shimadzu,Japan)측정은 2.0mg의 시료와 600mg의

KBr를 혼합하여 pellet을 제작한 다음 측정하였다.

11)
13
CNMRspectroscopy

DMSO-d6700mg에 30mg의 시료를 용해시킨 후 실온조건하에서 핵자기공

명분광기(JNM-LA400,JeolLtd.,Japan)을 사용하여 측정하였다.

12)입자표면분석

장방출주사전자현미경(Field Emission Scanning Electron Microscope;

JSM-6700F,JeolLtd.,Japan)를 이용하여 시료 입자 표면을 관찰하였다.즉,시

료를 동결건조 하여 수분을 완전히 제거시키고 카본 테이프가 부착된 구리 시료

대에 도포한 후 palladium mix로 코팅하여 ×100,×500,×5000,×10000배율로 표

면구조를 관찰하였다(33).
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.추출 한천의 이화학적 특성

Table1은 황산을 첨가하여 제조한 한천의 pH 조건에 따른 이화학적 특성을

나타내고 있다.본 실험에서 제조한 한천의 황산기 함량은 0.75-0.89%로 pH 조

건에 따른 황산기의 차이가 크지 않음을 알 수 있었다.Suzuki는 한천원료 7종을

대상으로 추출시 황산 첨가량에 따른 황산기 함량의 유의적 변화는 없었다고 보

고하였는데(6),본 실험 결과와 잘 일치 하였다.변 등(30)의 연구와 도(25)의 연

구에서는 국내산 우뭇가사리로부터 제조된 한천은 황산기 함량이 1% 이상이었

지만,본 연구에서 제조한 한천은 그 보다 낮은 함량을 나타내었는데,이는 한천

제조 전 우뭇가사리의 탈색을 위한 세척과 한천 제조 과정 중 해동 후 담수 세

척에 의하여 아가로팩틴과 함께 황산기가 상당량 제거 된 것으로 추정된다.

한천의 겔강도는 390-1017g/cm
2
의 범위를 나타내었으며,황산의 첨가농도량

에 따라 겔강도는 낮아지는 경향을 나타내었다.겔강도의 주요 결정 인자는 한천

에 존재하는 황산기의 함량,anhydrogalactose의 함량 및 한천 분자량으로 알려

져 있다.

한천의 융해온도는 90.0-99.3℃의 범위였으며,황산의 첨가량이 많을수록 융해

온도는 감소하는 경향이었고,응고온도는 30.6-35.3℃였다.Guiseley(28)는 시판

한천을 구입하여 응고온도를 측정한 결과,본 실험으로 제조한 한천의 응고온도

보다 높은 35-52℃로 보고한 바 있다.

본 연구에서 제조한 한천의 겔강도,융해온도 및 응고온도가 황산의 첨가 농도

가 높을수록 낮아지는 것은 한천 분자량의 감소에 기인한 것으로 판단된다.

한천의 수율은 추출액의 점도에 크게 좌우되는데,본 연구에서도 황산의 첨가

량이 증가함에 따라 추출액의 점도가 떨어져 한천의 수율은 대체적으로 증가하

는 경향을 나타내었다.
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이상의 결과로부터 한천 제조 과정에서 황산의 첨가는 한천 분자의 가수분해

를 유도하여 겔강도,융해온도,응고온도 및 수율에 영향을 미치는 것으로 나타

났으나,황산기의 함량에는 큰 변화를 보이지 않았다.
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H2SO4
a

(μL/L)
pH

Sulfate ester

(%)

Gel strengthb

(g/cm2)

Melting

pointc (℃)

Gelling

pointd (℃)
Yield (%)

0   7.29 ± 0.06   0.88 ± 0.08   1017 ± 0    99.3 ± 0.3    35.3 ± 0.6 41 ± 1.54

15   5.46 ± 0.04   0.84 ± 0.12    937 ± 7    95.2 ± 0.6    33.5 ± 0.0 44 ± 0.92

30   3.28 ± 0.04   0.89 ± 0.16    782 ± 4    94.5 ± 0.0    33.2 ± 0.3 45 ± 0.50

50   2.88 ± 0.03   0.75 ± 0.08    648 ± 112    93.3 ± 0.3    32.3 ± 0.3 47 ± 0.31

70   2.68 ± 0.02   0.75 ± 0.04    513 ± 28    92.0 ± 0.0    31.6 ± 0.3 47 ± 0.60

100   2.53 ± 0   0.83 ± 0.12    390 ± 10    90.0 ± 0.6    30.6 ± 0.6 46 ± 0.45

150   2.35 ± 0 -e - - - -

Table1.Propertiesofagarextractedfrom Gelidium amansiiunderdifferentsulfuricacidconditions

a
98%.

bcd
Allsamplesweremeasuredin1.5% concentration.

e
Notgelling.



13

2.정제 아가로즈의 이화학적 특성

한천 제조시 황산을 첨가하는 목적은 여과를 용이하게 하여 한천 수율을 증대시

킴과 동시에 아가로스 제조에 적당한 분자량의 한천을 얻기 위해서이다.본 연구에

서는 30μL의 황산을 첨가하여 제조한 한천을 원료로 아가로스를 제조할 때,시판

되는 표품 아가로스의 일반적인 겔강도(1% 농도)조건인 1,200g/cm
2
이상이 가능

한 것이 확인되었다.황산 함량이 15μL이하로 첨가하여 제조한 한천을 이용하여

아가로스를 제조하면 융해온도가 높아 전기영동 겔로 사용이 어렵고,50μL이상

첨가하여 제조한 한천으로부터 정제한 아가로스는 범용 전기영동용 아가로스로 사

용하기에는 겔강도가 낮았다(datanotshown).따라서 본 연구에서는 아가로스 정

제용 한천 제조시 첨가하는 황산 함량을 30μL로 하였다.

제주산 우뭇가사리부터 제조한 한천을 원료로 하여 DMSO 추출과 증류수 및

Na2EDTA 정제법으로 제조한 3가지 아가로스의 이화학적 특성을 Table2에 나타

내었다.

DMSO 추출법(MethodA)으로 제조한 아가로스의 황산기 함량은 0.55%로 한천

의 황산기 함량 0.89% 보다 낮은 값을 나타내었다.Tagawa(7)는 DMSO 추출법으

로 황산기 함량이 1.1%인 아가로스를 제조한 바 있으나,시판 전기영동급 아가로스

의 황산기 함량 기준인 0.15% 이하의 순도에는 이르지 못하였다.DMSO 추출법으

로만 황산기 함량이 낮은 고순도 아가로스를 제조하기 어려운 이유는 한천의 구조

적 특징에 기인하는 것으로 추정된다.즉,아가로스와 아가로팩틴이 코일 형상으로

불규칙하게 뒤엉켜 존재(34-35)하는 한천을 DMSO로 용해하면,아가로스와 결합된

일부 아가로팩틴도 같이 분리되어 DMSO용매에 존재하기 때문에 황산기의 함량이

높은 것으로 보여 진다.

또한,DMSO로부터 추출된 아가로스를 아세톤에 침전하여 증류수로 세척하여 제

조한 아가로스(MethodB)의 황산기 함량은 0.13%로 DMSO 추출법으로만 제조한

아가로스 보다 낮은 값을 나타내었다.이는 아가로팩틴은 아가로스와 비교하여 상

대적으로 낮은 분자량을 갖기 때문에 증류수 세척에 의한 용해도차로 아가로팩틴이

일부 제거되기 때문인 것으로 판단된다.즉,아세톤에 침전된 아가로스의 입자는 표

면적이 매우 넓은 망상 구조형태인 것을 Fig.3에서 확인하였는데,이와 같은 상태
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에서 아가로스 입자에 소량 존재하는 아가로팩틴은 증류수 교반 등의 공정에 의하

여 아가로스로부터 쉽게 이탈하여 물에 일부 용해되기 때문에 황산기 함량이 낮아

진 것으로 사료된다.

한편,DMSO로부터 추출된 아가로스를 아세톤에 침전한 다음 Na2EDTA로 세척

하여 아가로스(MethodC)를 제조하였다.이 때,EDTA에 의한 아가로스의 가수분

해를 최소화하기 위해 0.01M Na2EDTA 용액으로 12시간 동안 세척하여 아가로스

를 제조하였는데,이 방법으로 제조한 아가로스의 황산기 함량은 3가지 정제방법

중 가장 낮은 0.06%로 표품 아가로스(0.05%)와 거의 비슷한 결과로 나타내었다.

Baterling(19)의 연구에서는 한천을 0.02M EDTA 용액에서 2일간 교반하면,황산

기가 0.97%에서 0.15%로 감소한다고 보고하였으며,도(25)는 EDTA의 가수분해 반

응으로 인해 아가로스의 겔강도가 감소하였다고 발표한 바 있다.EDTA에 의한 황

산기 제거효과는 기언급한 바와 같이 아가로스가 아세톤 침전으로 표면적이 넓은

망상구조가 되어 Na2EDTA교반 세척에 의하여 아가로스에 잔존하는 아가로팩틴이

쉽게 이탈하고,Na2EDTA의 킬레이트 작용(19)과 병행하여 아가로펙틴에 존재하는

황산기를 효과적으로 제거한 것으로 사료된다.

3가지 방법으로 정제한 아가로스의 겔강도는 모두 2,000g/cm
2
이상으로 한천의

겔강도(783g/cm
2
)높은 값을 나타내었다.정제방법에 따른 겔강도의 차이는 크지

않았으나 DMSO추출과 증류수 세척(MethodB)을 병행하여 제조한 아가로스가 가

장 높은 겔강도를 나타내었다.이는 증류수 세척에 의해 겔화능이 약한 아가로팩틴

이 제거됨에 따라,아가로스의 주 구성 성분인 anhydrogalactose성분의 함량비가

높아진 것으로 해석되며,DMSO추출과 Na2EDTA 세척(MethodC)으로 제조한 아

가로스는 Na2EDTA에 의해서 일부 가수분해 반응이 일어나 MethodB로 제조한

아가로스 보다 겔강도가 약간 낮아진 것으로 생각된다.본 시험결과가 유사한 연구

보고가 기발표 된 바 있는데,아가로스를 Na2EDTA 용액으로 3회 세척한 경우 황

산기 함량이 2.20%에서 1.11%로 크게 감소하였고,겔강도는 618g/cm
2
에서 527

g/cm
2
로 저하하였다는 결과가 있다(33).따라서 EDTA를 아가로스 제조방법에 적

용할 때에는 아가로스의 가수분해를 고려하여 적정시간으로 아가로스를 세척하는

것이 중요한 핵심이라 할 수 있다.

정제한 3가지 아가로스의 융해온도는 약 95-96℃의 비슷한 범위를 나타내어 아가

로팩틴 및 황산기의 제거에 따른 융해온도의 변화는 미미하였다.Tagawa(36)의 연
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구에서는 4종의 한천을 아가로스와 아가로팩틴을 분리 후 융해 온도를 측정하였는

데 한천과 아가로스의 융해 온도는 큰 변화를 나타나지 않았다고 보고하여 본 연구

와 잘 일치하였다. 따라서 융해온도는 겔화능에 관여하는 황산기 및

anhydrogalactose의 함량보다 한천 분자량에 가장 큰 영향을 받는 것으로 추정된다.

또한,정제된 아가로스의 응고온도는 정제 후 약 2℃ 상승하여 35℃를 나타내었

는데,이는 아가로팩틴의 제거에 따른 겔화능의 상승으로 겔화온도가 높아진 것으

로 해석된다.

아가로스의 졸 및 겔의 투명도는 아가로스 구성당 이외의 성분,즉 우뭇가사리의

색소 성분,아가로팩틴,회분 및 불용성의 미세입자 등에 따라 좌우되며(30),투명도

는 아가로스의 간접적인 순도를 나타낸다고 볼 수 있다.표품 아가로스 겔의 흡광

도(O.D.)는 0.117을 나타내었으며,DMSO 추출과 Na2EDTA 세척(MethodC)에 따

라 제조한 아가로스 겔의 흡광도(O.D.)는 0.104로 표품 아가로스 보다 더 낮은 값을

나타내어 투명도가 우수하다는 것을 확인하였다.등전점 전기영동용 아가로스는 투

명도가 아주 우수한 아가로스만 사용이 가능한데, Perlman은 아가로스에

galactomannan을 첨가하면 더욱 투명한 겔을 나타낸다고 보고하였으며(37),고 등

은 아가로스에 베타 글루칸을 첨가하였을 시 높은 해상도를 나타내는 겔 제작이 가

능하다고 발표한 바 있다(38).따라서 본 DMSO추출과 Na2EDTA세척(MethodC)

에 의하여 제조한 아가로스는 자체 투명도가 높은 편으로 적정한 다당류의 첨가에

따라 등전점 전기영동용 아가로스로도 충분히 활용이 가능할 것으로 판단되었다.

3가지 방법으로 제조된 아가로스의 회분 함량은 정제에 의하여 한천의 회분 함량

보다 감소하였으며,이는 아가로팩틴의 극성 잔기에 주로 결합하여 존재하는 회분

이 아가로스 정제방법에 의해 아가로팩틴이 제거됨으로서 감소한 것으로 생각된다.

본 연구에서 적용한 DMSO추출과 Na2EDTA 세척(MethodC)을 병행한 방법은 한

천에 주로 존재하는 나트륨 이온을 제거하기 어렵기 때문에(25)결과적으로 DMSO

추출과 증류수 세척(MethodB)으로 제조한 아가로스의 회분 함량 보다 높은 값을

나타낸 것으로 보여 진다.

조단백질은 3가지 정제방법에 의하여 황산기 함량과 유사하게 감소하는 경향을

나타내었다.이는 아가로팩틴의 제거 원리와 마찬가지로 조단백질 성분이 DMSO에

용해되지 않는 성질과 증류수 및 Na2EDTA의 세척으로 아가로스 성분에서 질소화

합물이 제거되어서 감소한 것으로 추정된다.
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이상의 결과에서 DMSO 추출과 Na2EDTA 세척 과정을 병행 했을 때(Method

C),아가로스의 황산기 함량은 0.06%,겔강도는 2111g/cm
2
,융해온도 96℃ 및 응고

온도 35℃로 표품 아가로스와 유사한 전기영동급 아가로스를 얻을 수 있었다.
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Table2.Thephysicochemicalcharacteristicsofcrudeagar,purifiedagaroseandstandard agarose

Sulfate

ester (%)

Gel

strengtha

(g/cm2)

Melting

pointb (℃)

Gelling 

pointc (℃)

Absorptiond

(O.D. at 655 nm) Crude Ash

(%)

Crude 

protein

(%)

Yield (%)

Sol Gel

Agar
e

0.89 ± 0.16  782 ± 4 94.5 ± 0.0 33.2 ± 0.3 0.048 0.185 2.52 ± 0.01 0.7 ± 0.03 -

DMSO 0.55 ± 0.00 2051 ± 41 95.0 ± 0.0 35.3 ± 0.3 0.004 0.129 0.58 ± 0.02 0.42 ± 0.03 56 ± 1.2 

DMSO

D.W. Washing
0.13 ± 0.04   2187 ± 103 95.8 ± 0.3 35.7 ± 0.6 0.002 0.114 0.42 ± 0.03 0.32 ± 0.02 53 ± 0.9

DMSO

EDTA Washing 
0.06 ± 0.03 2111 ± 4 95.2 ± 0.3 35.3 ± 0.6 0.002 0.104 0.61 ± 0.03 0.17 ± 0.02 53 ± 0.5

Standard 

agarose
0.05 ± 0.00 2168 ± 20 96.2 ± 0.3 35.7 ± 0.6 0.002 0.117 0.35 ± 0.01 0.18 ± 0.02 -

abc
Allsamplesweremeasuredin1.5% concentration.

d
Allsamplesweremeasuredin1.0% concentration.

e
Agarproducedbyaddingof30μLofsulfuricacid.
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Fig.3.Field emission scanning electron microscopicphotographsofagarose

powderobtained from method C (DMSO extraction and Na2EDTA washing;

10000×).
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3.정제 아가로스의 EEO(-mr)

EEO는 전기영동에 있어서 중성 분자의 움직임 현상으로(Fig.4),아가로스 겔 내

에 존재하는 황산기,pyruvicacid및 회분 함량에 영향을 받으며,측정은 0.5M의

barbitalbuffer(pH8.6)상에 덱스트란과 알부민의 이동 거리를 계산하여 EEO를 나

타낸다(39).전기영동상에서 중성 덱스트란은 음극으로의 이동하며,그 이동 속도는

황산기의 함량에 따라 차이가 있는 알려져 있다.이와 반대로 알부민은 양극으로

이동하며,덱스트란과 마찬가지로 아가로스의 황산기 함량에 비례적으로 이동 속도

를 나타낸다.즉,아가로스의 황산기 함량이 많을수록 알부민과 덱스트란의 움직임

은 비례적으로 빠른 이동 속도를 나타내며,덱스트란의 이동 거리(X)와 텍스트란과

알부민의 거리(Y)비율(X/Y)에서 EEO(-mr)는 황산기 함량에 비례한다.

3가지 방법으로 정제한 아가로스 및 표품 아가로스의 EEO(-mr)는 0.10,0.10,

0.08 및 0.08로 나타났다(Fig.5).결과에서 보는 바와 같이 DMSO 추출법 및

Na2EDTA(MethodC)로 제조한 아가로스는 표품 아가로스와 거의 같은 EEO(-mr)

를 나타내어 범용 전기영동급 아가로스로 활용이 기대된다.

Barteling(19)의 연구에서는 한천을 EDTA로 세척하였을시 황산기 함량이 0.97%

에서 0.15%로 많이 낮아진 반면 EEO(-mr)는 0.78에서 0.52로 소폭 감소하였다고

보고하였다.따라서 아가로스의 EEO(-mr)값은 황산기를 함유하는 아가로팩틴의 영

향이 가장 큰 것으로 생각되며,EDTA 세척이 황산기 이외에 pyruvicacid및

uronicacid등과 같은 극성 잔기를 제거하는지에 대해서는 면밀한 연구가 앞으로

더 진행되어야 할 것이다.
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dextran albumin
hole- +

Y

X

Electroendosmosis (EEO) -mr= X/Y

Fig.4.Graphicrepresentationofelectroendosmosis.
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A B C D

X

Y

X

Y

X

Y

X

Y

+

-

ELECTROENDOSMOSIS(EEO)-mr=X/Y

Fig.5.GelelectrophoresisforEEO(-mr)usingdextranandhumanalbuminin

1% agarose gelat50v,barbitalbuffer condition.A,Method A (DMSO

extraction,EEO =0.10);B,MethodB (DMSO extractionandD.W.washing,

EEO =0.10);C,MethodC (DMSO extractionandNa2EDTA washing,EEO =

0.08);D,standardagarose(EEO=0.08).
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4.정제 아가로스의 DNA전기영동

전기영동에 있어 핵산의 전개속도에 관여하는 인자는 전압크기,buffer의 종류,

핵산 분자량의 크기,아가로스의 농도,아가로스의 EEO(-mr)등이 있다.

Fig.6에 1Kb DNA 편자를 분리하기 위하여 DMSO 추출(Method A;A),

DMSO 추출 및 증류수 세척(Method B;B),DMSO 추출 및 Na2EDTA 세척

(MethodC;C)으로 각각 제조한 아가로스와 표품 아가로스(D)로 1% 농도의 겔을

제작하여 전기영동한 결과를 나타내었다.DNA 편자의 이동은 아가로스의 황산기

함량 및 EEO(-mr)에 따라 느린 속도를 나타내었으며,DMSO 추출 및 Na2EDTA

세척으로 제조된 아가로스(MethodC)는 시판 아가로스와 유사한 분리능과 해상도

를 나타내었다.

Fig.7은 100bpDNA 편자를 분리하기 위해서 1KbDNA 편자 분리능이 우수

한 DMSO추출 및 Na2EDTA 세척 처리한 아가로스(MethodC;A)와 표품 아가로

스(B)를 2%의 농도로 겔 성형 후 전기영동을 시행한 결과인데,DNA 편자의 이동

속도와 각 편자간의 분리능 그리고 해상도는 2개의 아가로스 모두 유사하여 DMSO

추출 및 Na2EDTA 세척법을 병행하여 제조한 아가로스는 상용화가 가능한 품질임

을 알 수 있었다.

이러한 결과로 미루어 볼 때,아가로스는 전기영동을 시행할 때 황산기 함량이

EEO(-mr)에 비례적인 값을 나타내며,높은 EEO(-mr)의 값은 DNA 편자의 분리

및 전개 속도에 영향을 미치는 것을 확인하였다.또한 도(40)는 다량의 황산기가 존

재하는 겔 상에 ethidium bromide로 염색한 후 탈색시에도 DNA 이외의 부분에서

도 ethidium bromide가 제거되지 않아 겔 전체가 형광성을 띠는 효과로 DNA 편자

의 확인이 어렵다고 보고하여,고해상도를 요구하는 아가로스는 황산기,pyruvic

acid등과 같은 극성잔기의 함량에 따라 품질이 좌우된다고 볼 수 있다.
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A B C D

1kb 1

1 1

Fig.6.Gelelectrophoresisof1kbDNA laddermarker(from 250bpto10kb)

1% agarosegelat50v,TAEbuffercondition.A,MethodA (DMSO extraction);

B,Method B (DMSO extraction and D.W.washing);C,Method C (DMSO

extractionandNa2EDTAwashing);D,standardagarose.
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Fig.7.Gelelectrophoresisof100bpDNA laddermarker(from 2000to100bp)

2% agarose gelat100 V,TAE buffer condition.A,Method C (DMSO

extractionandNa2EDTAwashing)agarose;B,standardagarose.
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5.정제 아가로스의 FT-IRspectra

한천(Fig.8),DMSO 추출 및 Na2EDTA 세척으로 제조한 아가로스(MethodC;

Fig.9)그리고 표품 아가로스(Fig.10)의 FT-IRspectra결과는 다음과 같다.모든

시료에서 3450cm
-1
(-OH),2920cm

-1
(-CH)등의 구간에서 강한 피크를 형성하여

전형적인 한천 및 아가로스 피크의 형태를 보였다.또한 L-galactose-6-sulfate를

나타내는 868cm
-1
부근의 피크 또한 모든 시료에서 관찰되었다.그러나 전체적인

황산기 함량을 나타내는 1250cm
-1
부근의 피크는 황산기 함량이 높은 한천에서만

관찰되어 DMSO추출 및 Na2EDTA로 세척한 아가로스(MethodC)및 표품 아가로

스와 뚜렷한 차이를 보였으나,정제 아가로스와 표품 아가로스는 거의 유사한 패턴

을 나타내었다.
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C-H
2920

Sulfate esters
1250 D-galactose -

6-sulfate
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C-O
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Fig.8.FT-IRspectrum ofagarpreparedfrom Gelidium amansii.
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C-H
2920

Sulfate esters
1250

-OH
3450

C-O
1071

C-O
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D-galactose -
6-sulfate 

868

Fig.9.FT-IR spectrum ofagarosepreparedfrom agarbyMethodC (DMSO

extractionandNa2EDTAwashing).



28

C-H
2920

Sulfate esters
1250
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Fig.10.FT-IRspectrum ofstandardagarose.
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6.정제 아가로스의
13
CNMRspectroscopy

Nuclearmagneticresonace(NMR)는 홍조류 유래 다당류의 구조분석에 가장 효

과적인 방법으로 알려져 있으나(41),본 연구에서는 정제 아가로스의 정제도를 확인

하는 차원에서 표품 아가로스와 함께
13
CNMRspectroscopy를 수행하였다.

DMSO의 추출 및 Na2EDTA 세척으로 제조한 아가로스(MethodC;A)와 표품 아

가로스(B)의
13
C NMR의 결과는 Fig.11과 같다.두 시료간의 탄소 위치별

(chemicalshifts)ppm은 거의 일치하여,두 시료물질은 동일한 아가로스 물질임을

알 수 있었다.한편,아가로스는 NMR상에서 12개의 agarobiose탄소 시그널이 나

타나야 되지만,본 NMR에서는 11개 탄소 시그널이 나타났다.이는 galactose의 6번

탄소 시그널이 타 탄소의 시그널 보다 강하게 나타나 겹쳐진 것으로 추측된다.

Gamini는 아가로스의
13
CNMRspectroscopy분석한 결과,80℃ 온도조건에서 D2O

와 DMSO-d6의 용매에 따라 galactose2번 탄소의 ppm shift를 보고(42)한 바 있는

데,본 연구에서 겹쳐진 시그널도 galactose2번 탄소가 shift되어 galactose의 6번

탄소와 겹쳐 진 것으로 사료된다.한편 분석한 2개의 아가로스 모두 agarobiose탄

소 12개 이외에 6-O-methyl-D-galactose,2-O-methyl-L- 3,6-anhydrogalactose

등과 같은 메칠기의 탄소는 검출되지 않았다.
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Fig.11.13C NMR spectraofthemethodC (DMSO extractionandNa2EDTA

washing)agarose(A)andstandardagarose(B).
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7.입자 표면 분석

김과 손(33)은 한천을 제조할 때 건조조건에 따라 입자 표면은 다른 구조를 나타

낸다고 보고하였다.

본 연구에서 제조된 한천 입자의 형태 및 표면구조의 형상은 기공과 균열이 발견

되지 않아 매우 견고하며,표면적이 적고 입자간의 내부결합력이 강한 구조로 되어

있었다(Fig12).

또한,DMSO에 용해된 아가로스를 아세톤 침전한 후 아세톤으로 탈수하여 제조

한 아가로스 입자는 표면적이 넓고 입자 비중이 낮은 망상구조와 같은 형태로 존재

하였다(Fig13).

한편,표품 아가로스는 많은 굴곡,다량의 기공과 요철이 관찰되어 최종 건조 방

법은 유기 용매 침전 과정을 통한 동결건조법 혹은 저비점 용매 휘발에 의한 건조

라 추정된다(Fig14).

이러한 입자구조는 전기영동 겔 성형 시 용해 속도에 영향을 미칠 수 있으며,결

과적으로 겔 제작 소요시간에 중요한 변수 요인으로 결정될 수 있다.아가로스의

용해 시간이 길어짐에 따라 용매의 휘발이 많아져 사용자가 원하는 겔의 농도보다

높아질 수 있으므로 전기영동 조작시에 아가로스의 신속한 용해는 중요한 요소라

할 수 있다.
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C

A B

D

Fig 12.Field emission scanning electron microscopic photographs ofagar

powder.

A:100×,B:500×,C:5000×,D:10000×.
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A B

C D

Fig.13.Fieldemission scanning electronmicroscopicphotographsofagarose

powderobtainedfrom methodC(DMSOextractionandNa2EDTAwashing).

A:100×,B:500×,C:5000×,D:10000×.
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C

A B

D

Fig.14.Fieldemissionscanningelectronmicroscopicphotographsofstandard

agarosepowder.

A:100×,B:500×,C:5000×,D:10000×.
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Ⅳ.요약

제주산 우뭇가사리로부터 황산 첨가량에 따라 제조된 한천의 이화학적 특성을 분

석하였으며,이로부터 제조한 한천을 DMSO추출,증류수 및 EDTA세척을 적용하

여 제조한 아가로스를 표품 아가로스와 비교하였다.

한천 제조에서 자숙 과정에 황산 첨가량이 많을수록 겔강도,융해온도 및 응고온

도는 감소하였으나 황산기의 함량은 거의 변화가 없었다.30μL/L(pH 3.28)의 황산

으로 추출․제조한 한천을 DMSO 추출과 Na2EDTA 세척을 순차적으로 정제하였

을 때 황산기 함량은 0.06%,겔강도는 2111g/cm
2
,EEO(-mr)는 0.08로 표품 아가로

스와 비슷한 이화학적 특성을 나타내었다.겔의 투명도는 정제한 아가로스가 표품

아가로스보다 우수하였으며,DNA 전기영동에서는 실험에 사용된 2개의 아가로스

모두 DNA편자의 분리와 전개속도는 매우 유사하였다.

한천 및 정제 아가로스 그리고 표품 아가로스의 FT-IRspectra측정 결과에서 정

제 아가로스와 표품 아가로스는 거의 같은 흡수파장 범위를 나타내었으며,한천은

아가로스와 달리 전체 황산기를 나타내는 1250cm
-1
부근에서 피크를 나타내었다.

정제 아가로스 및 표품 아가로스는
13
CNMR측정에서 탄소 피크가 거의 일치하는

ppm을 나타내어 두 시료는 동일한 물질임을 알 수 있었다.전자주사현미경의 입자

표면분석에서 한천은 굴곡과 기공이 존재하지 않는 견고한 형태를 나타내었고,정

제 아가로스는 기공이 다량 존재하여 표면적이 매우 넓은 형상이었으며,표품 아가

로스는 굴곡이 많이 형성되어 용매가 쉽게 침투할 수 있는 구조로 되어 있었다.

이상의 결과를 종합해 보면,DMSO추출 및 EDTA 세척법으로 정제한 아가로스

는 시판되고 있는 표품 아가로스와 이화학적 특성에서 큰 차이가 없었으며,
13
C

NMR등의 기기분석결과도 유사하게 나타나,본 연구에 적용한 상기 방법은 향후

추가적인 Scale-up실험 등이 보완된다면 고순도 아가로스의 산업적 대량생산을 위

한 유용한 방법으로 활용이 가능하리라 판단되었다.
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