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서   론

기존 육상 양식 및 재배 등의 식량을 생산하는 방법은 환경 오
염, 온실가스 배출, 생태계 파괴 및 자원 남용으로 토양 황폐화
를 야기하여 식량의 대량생산을 위한 새로운 접근법이 필요하
다(Sporchia et al., 2024). 특히, 단백질은 인체를 구성하는 주요 
성분으로, 미래의 식량 자원에서 중요한 역할을 할 것으로 여겨
지고 있다(Gasser, 2023). 이러한 이유로 새로운 단백질 공급원
에 대한 연구가 필요하며, 높은 단백질 함량과 이산화탄소 배출
이 적은 해양생물이 미래 식량 자원으로 대두되고 있다(Kumar 
et al., 2022). 미세조류는 담수 소비량이 낮고 생육에 필요한 
육상의 면적이 적으며 비경작지와 해수에서 자랄 수 있어 지

속가능한 단백질 공급원으로 부상되고 있다(Mata et al., 2010, 
Raheem et al., 2018). 미세조류는 탄수화물, 단백질, 지방, 무
기질, 비타민 등 영양성분이 풍부하며 특히, 클로렐라는 건물 
기준 약 60%의 높은 단백질 함량과 필수 아미노산이 다량 함
유되어 있다(Bito et al., 2020). 또한, 클로렐라는 피부건강, 항
산화, 면역력 증진 및 혈중 콜레스테롤 개선의 기능성으로 식품
의약품안전처에 기능성 식품원료로 등재되어 있으며(MFDS, 
2024), 이러한 기능성을 활용한 식품 첨가물 및 식품 개발에 대
한 연구가 진행되고 있다(Widyaningrum and Prianto, 2021; 
Mócsai et al., 2024). 클로렐라는 단단한 세포벽을 가지고 있
어, 세포벽 내부에 분포되어 있는 단백질 및 기능성 생리활성 물
질을 활용하는 데 어려움이 있다(Hildebrand et al., 2020). 이에 
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NaOH, HCl, 황산 암모늄 등의 유기용매를 사용하여 클로렐라
의 유용성분을 추출하고 있지만 안전성 문제가 있으며, 유용성
분이 변성될 우려가 있다(Zwander et al., 2024). 또한, 지속가
능한 단백질 공급원으로 사용하기 위해서는 친환경적인 방법이 
필요하다. 클로렐라와 같은 미세조류 등의 세포벽 내부에 존재
하는 유용 성분을 추출하기 위해 물리적 처리 및 효소 처리 등
의 친환경적인 방법이 사용되고 있다(Weber et al., 2022). 물리
적 처리는 bead milling (Postma et al., 2015), ultrasonication 
(Skorupskaite et al., 2019), microwave radiation (Huang et al., 
2016) 및 homogenizer (Spínola et al., 2023)에 대한 연구가 진
행되고 있다. 효소 가수분해는 미세조류의 세포벽과 같은 생체 
구조를 분해하는 친환경적인 방법으로 효소의 높은 기질 선택
성, 낮은 에너지 소비로 인해 다양한 산업 분야에서 연구가 활
발히 이루어지고 있다(Da Silva et al., 2020; Patel et al., 2021; 
Guo et al., 2024). 따라서 본 연구에서는 초음파 처리, 열수 처
리 및 효소 처리 등의 친환경적인 방법을 사용하여 식품에 사용
할 수 있는 클로렐라 단백질을 효과적으로 추출하는 기술을 탐
색하고자 하였다. 

재료 및 방법

시료 및 시약

Chlorella pyrenoidosa 분말은 ㈜정우당(Seoul, Korea)에서 
구매하여 실험에 사용하였다. 실험에 사용한 효소 microbial 
protease (≥16 U/g; Bacillus sp.), papain (≥10 U/mg protein; 
Carica papaya), bromelain (≥3 U/mg protein; pineapple stem), 
cellulase (≥700 U/g; Trichoderma resei) 및 viscozyme L 
(≥100 U/g; Aspergillus sp.)은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하였으며, 0.1 N NaOH 및 0.1 N HCl은 덕산과
학(Seoul, Korea)에서 구입하였다.

열수 처리

열수 추출(hot water, HW)은 In (2020)의 방법을 참고하
여 수행하였다. 클로렐라 10 g과 증류수 200 mL를 혼합하여 
5% (v/v) 농도의 클로렐라 현탁액을 제조하였다(Stack et al., 
2018). 제조한 클로렐라 현탁액은 95°C 항온수조에 넣고 10, 
20, 30 min동안 추출하였다. 이후 원심분리기(Hanil Scientific, 
Inc., Gimpo, Korea)를 이용하여 10,000 g, 20 min간 원심분리 
후 상등액을 시료로 사용하였다.

초음파 처리

초음파 처리는 프로브 형태의 ultra sonicator (US; frequency 
20 kHz; Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, USA)와 수
조 형태의 sonicator (frequency 40 kHz; Hwashin Technology, 
Seoul, Korea)를 사용하여 클로렐라 단백질을 추출하였다(O’ 
Connor et al., 2020). HW와 동일한 부피와 농도의 클로렐라 현

탁액을 제조한 뒤 초음파 처리를 하였다. US는 자사 매뉴얼에 
따라 용량과 probe에 맞게 amplitude 60 (US60), 80 (US80), 
100% (US100)의 강도로 10, 20, 30 min간 처리하였으며, soni-
cator (S)는 기기에서 제공하는 파워 출력 단계인 1단계(100 W; 
S1), 2단계(250 W; S2) 및 3단계(400 W; S3)의 세기로 10, 20, 
30 min 처리하였다. 이후 원심분리(10,000 g, 20 min)하여 상
등액을 시료로 사용하였다. 

효소 처리

클로렐라 단백질 추출을 위해 사용한 효소는 단백질 분해효소
(microbial protease, papain 및 bromelain)와 세포벽 분해효소
(cellulase 및 viscozyme L)을 사용하였다. 효소 처리는 Wang 
et al. (2024)의 방법을 참고하여 각 효소의 단일 처리 및 복합 처
리로 나누어 두 가지 방법으로 진행하였다. 

단일 효소 처리

물리적 처리와 동일한 방법으로 제조한 5% 클로렐라 현탁액
에 기질 대비 각 효소를 1% (v/w) 첨가하였으며, 효소를 첨가
하지 않은 현탁액은 대조군으로 사용하였다. 클로렐라 현탁액
의 pH는 0.1 N의 HCl 또는 NaOH를 이용하여 효소 반응의 최
적조건(microbial protease pH 10.0, papain pH 6.0, bromelain 
pH 6.0, cellulase pH 5.0, viscozyme L pH 5.0)으로 조정하였
다. 이후 18 h 동안 50°C에서 150 rpm으로 진탕하였으며, 3 h 
간격으로 시료를 채취하였다. 채취한 시료는 열처리(95°C, 10 
min)로 효소 반응을 종료시킨 뒤 원심분리(10,000 g, 20 min)
하여 상등액을 시료로 사용하였다. 

복합 효소 처리

복합 효소 처리는 cellulase 처리 후 microbial protease를 사
용하는 것(CP)과 반대로 microbial protease 처리 후 cellulase
를 사용하는 조건(PC)으로 실험하였다. CP는 클로렐라 현탁액
에 cellulase를 기질 대비 1%씩 첨가한 후 단독 cellulase 처리
와 동일한 조건으로 3 h 처리 후, microbial protease를 기질 대
비 1% 첨가하여 단독 microbial protease 처리와 동일한 조건으
로 3 h 추가 반응시켰다. PC는 CP와 동일한 방법으로 microbial 
protease를 먼저 처리하였다. 이후 열처리(95°C, 10 min)로 효
소 반응을 종료시켰으며, 원심분리(10,000 g, 20 min)하여 상등
액을 시료로 사용하였다. 

단백질 추출 수율

클로렐라 단백질 추출 수율은 Krieg et al. (2005)의 방법을 참
고하여 bicinchoninic acid assay (BCA; PierceTM BCA Protein 
Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)를 사
용하였다. 96-well plate에 200 µL의 염색 용액과 단계별로 희
석한 샘플 25 µL를 혼합한 뒤, 37°C에서 30분간 배양하였다. 이
후 562 nm에서 흡광도를 측정하여 단백질 함량을 계산하였다. 
단백질 정량을 위한 표준곡선은 bovine serum albumin을 표준
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물질로 분석하였다. 단백질 추출 수율은 다음과 같은 방정식으
로 계산하였다.

Protein extraction yield (%) = P1/P0 × 100

P1은 물리적 및 효소적 처리 후의 클로렐라 추출물의 단백질 
함량(mg/mL)이고, P0는 처리하지 않은 클로렐라 현탁액의 단
백질 함량(mg/mL)이다.

통계 처리

모든 실험은 3반복 수행하였으며, 실험 결과는 평균(mean)±
표준편차(standard deviation)로 나타내었다. 통계처리는 SPSS 
29 (IBM SPSS Advanced Statistics; Chicago, IL, USA)를 이용
하여 분산분석(ANOVA)을 수행한 후 다중범위검정(Duncan`s 
multiple range test)를 실시하여 유의성을 검증하였다(P<0.05).

결과 및 고찰

물리적 처리를 통한 클로렐라 단백질 추출 결과

물리적 처리에 따른 클로렐라 단백질 추출 수율은 Fig. 1

에 나타내었다. HW는 10 min (5.42±0.78%)에서 30 min 
(7.58±0.71%)으로 시간이 증가할수록 클로렐라 단백질 추출 
수율이 증가하였다(Fig. 1A). 그러나, S 처리의 경우 S1, S2, S3 
모두 시간이 증가할수록 클로렐라 단백질 추출 수율이 감소하
였다(Fig. 1B). 또한, 초음파의 세기가 강해질수록 추출 수율
이 감소하는 것으로 나타났다. S 및 HW는 단백질 추출 수율이 
10% 아래로 나타나 클로렐라 단백질 추출에 큰 영향을 주지 않
는 것으로 사료된다. US 처리의 경우, US60, US80 및 US100 
모두 처리 시간이 증가함에 따라 수율도 증가하였으며, US80 
30 min 처리 시 클로렐라 단백질 추출 수율이 16.78±0.47%
로 가장 높게 나타났다(Fig. 1C). 그러나 Fig. 1D에서 나타낸 
바와 같이, US 처리 시간이 길어질수록 온도가 상승하는 것으
로 확인되었으며, 이는 클로렐라 단백질 변성을 야기할 수 있
다. US80에서 US100보다 높은 단백질 추출 수율이 나타났는
데, 이는 파동이 강한 US100에서 클로렐라의 단백질이 변성되
어 침전된 것으로 사료되며, 본 연구에서는 상등액을 시료로 하
였기에 단백질 추출 수율이 감소한 것으로 사료된다(Zhou and 
Labuza, 2011). Wang and Jang (2012)은 초음파 처리 시 C. 
pyrenoidosa의 단백질 추출 수율이 약 17%로 보고하였으며, 본 

Fig. 1. Protein extraction yield from Chlorella pyrenoidosa by physical treatment. A, Hot water treatment; B, Sonication treatment; C, Ultra-
sonication treatment; D, Temperature of ultrasonication treatment; S1, Sonication power low; S2, Sonication medium; S3, Sonication power 
high; US60, Ultrasonication amplitude 60%; US80, Ultrasonication amplitude 80%; US100, Ultrasonication amplitude 100%. Values with 
different letters differ significantly (P<0.05).
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연구 결과와 유사하다. 또한, Schwenzfeier et al. (2011)의 연구
에서 bead milling과 원심분리 처리 시 Tetraselmis sp.의 단백
질 추출 수율이 7.56%로 보고하였다. 클로렐라의 세포벽은 cel-
lulose, chitin과 같은 당류와 아미노당인 glucosamine으로 이루
어져 있으며 세포벽 사이의 layer를 단백질이 지지하고 있는 구
조로 외부의 스트레스에 대해 강한 저항성을 가지는 것으로 보
고되어 있어(Weber et al., 2022), 물리적 처리는 클로렐라 단백
질 추출에 적합하지 않은 것으로 사료된다.

세포벽 분해 효소를 이용한 클로렐라 단백질 추출 결과 

효소를 통한 추출법은 친환경적이며 비교적 상온에서 처리할 
수 있기 때문에 추출하고자 하는 성분의 변성이 적다는 장점이 
있어 산업적으로 많이 활용되고 있다(Potkule et al., 2024). 따
라서 본 연구에서는 세포벽 분해효소와 단백질 분해효소를 클
로렐라의 단백질 추출을 위해 사용하였다. 세포벽 분해효소를 
이용한 클로렐라 단백질 추출 수율은 Fig. 2에 나타내었다. 세
포벽 분해효소인 cellulase는 6 h 처리 시 5.25±0.69%로 클로

렐라 단백질 추출 수율이 가장 높았으며, 이후 감소하는 경향을 
보였다. Viscozyme L은 3 h에서 7.08±0.41%로 단백질 추출 
수율이 가장 높았다. Cellulase 및 viscozyme L 모두 18 h까지 
클로렐라 단백질 추출 수율이 10% 아래로 세포벽 분해 효과가 
미비한 것으로 나타났다. 클로렐라 단백질은 세포벽의 층 사이
에 존재하여 각 층을 연결하는 지지체의 역할을 하며(Ye et al., 
2023), cellulase는 단백질 결합을 끊을 수 없기 때문에 클로렐
라 내부 단백질이 용출되지 않은 것으로 사료된다. 

단백질 분해효소를 이용한 클로렐라 단백질 추출 결과 

단백질 분해효소를 이용한 클로렐라 단백질 추출 수율은 Fig. 
3에 나타내었다. 모든 처리 시간에서 microbial protease, papa-
in 및 bromelain 순으로 단백질 추출 수율이 높았다. Microbial 
protease는 6 h 처리 시 36.26±2.32%로 클로렐라 단백질 추
출 수율이 가장 높았으며, 이후 18 h까지 추출 수율이 감소하
는 것으로 나타났다. Papain은 12 h 처리 시 단백질 추출 수율
이 10.00±0.63%로, bromelain은 9 h에 7.57±0.89%로 단백

Fig. 2. Protein extraction yield from Chlorella pyrenoidosa by treatment with cell wall lysis enzymes. A, Cellulase; B, Viscozyme L. Values 
with different letters differ significantly (P<0.05).

Fig. 3. Protein extraction yield from Chlorella pyrenoidosa by treatment with proteolytic enzymes. A, Microbial protease; B, Papain; C, 
Bromelain. Values with different letters differ significantly (P<0.05).
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질 추출 수율이 증가하였으며 이후 모두 감소하였다. 이는 효소 
처리의 시간이 지나면서 단백질의 구조를 변화시키고 효소와
의 상호작용을 방해할 수 있어, 단백질이 효소와 결합하지 못하
거나, 다른 형태로 변형되어 추출 수율이 감소할 수 있다. 또한, 
Akharume (2021)는 효소 처리로 인한 단백질 변형은 단백질의 
용해성에 영향을 미칠 수 있으며, 이는 최종 단백질 추출 수율 
저하의 주요 원인이 될 수 있다고 보고하였다. Microbial pro-
tease, papain, bromelain은 식물성 소재의 세포벽을 분해하는
데 효율적인 것으로 알려져 있지만(Xu et al., 2020), microbial 
protease만 추출 수율이 높은 것은 본 연구에서 사용한 효소 unit
의 차이에 기인한 것으로 사료된다. 또한, papain 및 bromelain
의 최적 pH가 중성인 반면, microbial protease의 최적 pH가 10
으로 다른 효소에 비해 높아 세포벽이 약해진 것이 원인으로 사
료된다(Weber et al., 2022). 또한, 앞서 언급한 것처럼 클로렐
라 세포벽의 층 사이에 지지체의 역할을 하는 단백질이 존재하
기 때문에 단백질 분해 효소에 의해 세포벽이 분해되는 것으로 
사료된다. Safi et al. (2014)는 pH 12에서 2 h 동안 알칼리 처
리를 하였을 때, C. vulgaris의 단백질 추출 수율이 33.20%로 
보고하였다. 또한, Zhang et al. (2018)은 60% 알코올 처리 시 
C. pyrenoidosa의 단백질 추출 수율이 27.79%로 보고하였다. 
Microbial protease 처리하였을 때와 상기 연구들과 유사한 결
과가 나타났으며, 효과적으로 클로렐라 단백질을 추출할 수 있
는 것을 확인하였다. 그러나, 클로렐라 단백질 추출을 위한 효
소 처리 시 클로렐라 세포벽 구조 변화와 효소 종류 및 처리 조
건에 대한 정확한 작용 기작에 대해 보고된 연구는 아직 없어서 
추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

복합 효소 처리를 이용한 클로렐라 단백질 추출 결과 

클로렐라 세포벽 구조인 cellulose와 protein을 분해하여 내
부 단백질을 추출하기 위해 효소를 복합적으로 처리하였다. 
본 연구에서 클로렐라 단백질 추출에 있어 가장 효과가 좋았던 
microbial protease와 세포벽의 주요 성분 중 하나인 cellulose 
분해효소인 cellulase를 처리한 클로렐라 단백질 추출 수율은 
Fig. 4에 나타내었다. CP는 35.5±1.16%로 나타났으며, 단일
로 microbial protease를 처리하였을 때 클로렐라 단백질 추출 
수율(36.26±2.32%)과 유의적인 차이가 없었다(P>0.05). PC
의 경우 클로렐라 단백질 추출 수율이 29.5±0.3%로 나타났으
며, microbial protease 단일 처리군보다 추출 수율이 낮았다. 이
는 microbial protease가 클로렐라 단백질 추출에 있어 중요한 
역할을 하는 것으로 사료된다. Cellulase를 추가 처리하였을 때, 
단백질 추출 수율이 증가하지 않은 것은 cellulase가 세포벽을 
약화시켜 구조가 변화하였더라도 단백질의 안정성에 부정적 영
향을 미쳤을 수도 있다. PC가 단일 microbial protease 보다 단
백질 추출 수율이 낮은 것은 효소 처리 과정에서 pH의 영향을 
받아 단백질 구조가 변화되거나 변성이 일어나 단백질 추출에 
방해요소로 작용하였을 수 있다. 복합적인 효소의 처리는 산업 

적용 시 추가적인 비용이 발생하기에 단일 효소 처리와의 단백
질 추출 수율 차이가 미비한 본 연구에서는 microbial protease 
단일처리가 복합처리보다 클로렐라 단백질 추출에 더 적합한 
것으로 사료된다(Kumar and Verma, 2020). 

 본 연구는 클로렐라의 단단한 세포벽을 분해하고 세포벽 내
부의 단백질을 추출하기 위한 추출 방법을 탐색하고자 하였다. 
클로렐라의 세포벽을 분해하기 위해 친환경 추출법인 물리적 
처리와 효소처리를 사용하였다. 물리적 방법은 클로렐라 단백
질 추출 수율이 낮고, US의 경우 높은 온도로 인해 단백질이 변
성될 우려가 있어 적합하지 않음을 확인하였다. 효소 처리의 경
우 microbial protease를 기질 대비 1% 접종 후 3 h 처리하였을 
때 클로렐라 단백질 추출 수율이 36.26±2.32%으로 나타나 효
과적으로 단백질을 추출할 수 있는 것으로 나타났다. 또한, 복
합효소를 사용하였을 때와 유사하거나 높은 단백질 추출 수율
을 나타냈다. 이러한 결과는 클로렐라의 단백질을 식품 산업에 
적용하기 위한 기초 자료로 사용 가능할 것으로 사료되며, 추후 
연구에서는 효소 처리 조건 최적화와 대량 생산에 적용하기 위
한 연구가 진행되어야 할 것이다.
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