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홍어 연골로부터 추출된 콘드로이틴 황산의 고순도 정제방법 개발
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요  약  Alcalase와 protamex의 두 가지 단백질 분해효소를 사용하여 홍어연골로부터 콘드로이틴 황산을 분해추출하고, 몇 
가지 물리화학적 공정을 적용하여 고순도의 콘드로이틴 황산을 얻기 위한 정제방법을 검토하였다. 2% alcalase로 홍어연골을 
가수분해하고 40 °Brix로 농축한 추출물의 수율은 23.3%이었으나, 에탄올로 1회 및 2회 추가 정제한 경우 각각 8.47%, 3.37%
로 얻어졌다. 1% alcalase와 1% protamex로 혼합 사용하여 추출분해하고, 40 °Brix로 농축한 다음 1회 에탄올 정제한 경우는 
추출수율이 16.62%로 측정되어 단백질 분해효소를 혼합한 경우가 더 높은 수율을 보였다. 추출된 콘드로이틴 황산의 함량은 
에탄올 용매비에 따라 39.88~45.08%의 범위로 측정되었으며, alcalase만 사용시에는 용매비 1:1에서 42.92%로 가장 높게 측
정되었고, alcalase와 protamex를 혼합 사용한 경우에는 용매비 1:2에서 45.08%로 가장 높았으며, 에탄올에 의한 농축물의 
정제시 교반 시간은 2시간이 효과적이었다. 콘드로이틴 황산의 GPC (Gel Permeation Chromatography) 측정 결과 alcalase와 
protamex를 혼합 사용한 경우 에탄올 정제 횟수에 따라 콘드로이틴 황산의 분자량과 순도는 각각 11만~31만 Da.과 
24.87%~49.92%의 범위로 측정되었으며, 한외여과를 통하여 분자량 약 11만 Da., 최고 순도 53.93%의 콘드로이틴 황산을 
얻을 수 있었다. 콘드로이틴 황산의 냄새 강도는 에탄올 정제만으로는 33%, 활성탄 처리와 에탄올 정제를 병행한 경우 38%
의 감소효과가 얻어졌으며, 활성탄 처리와 2회의 에탄올 정제시 암모니아는 52.1%, TMA (trimethylamine)는 37.89%의 탈취
효과가 있었으나, 냄새성분의 충분한 제거를 위해서는 추가적인 물리화학적 처리가 요구되었다.

Abstract  A purification method was established for high-purity chondroitin sulfate from skate cartilage. Hydrolytic 
extraction of skate backbone cartilage was investigated with the proteases alcalase and protamex, and the extraction 
contents of chondroitin sulfate were measured with several physicochemical processes. The yield of extract from skate
cartilage with 40° Brix concentration was 23.3% with 2% alcalase hydrolysis, which was decreased to 8.47% and
3.37% with the first and second additional ethanol purifications, respectively. The yield was 16.62% with one ethanol
purification after hydrolysis with a mixture of 1% alcalase and 1% protamex. The content of chondroitin sulfate was
measured as 39.88-45.08% with different ratios of ethanol solvent. The content was 42.92% at a solvent ratio of 1:1
with alcalase protease and 45.08% with a ratio of 1:2 using a protease mixture of alcalase and protamex. The 
molecular weight range of chondroitin sulfate was about 110-310 thousand Da, and the purity of chondroitin sulfate 
was 24.87-49.92% with a mixture of alcalase and protamex in GPC analysis. The maximum purity of chondroitin 
sulfate was 53.93% after ultrafiltration. The odor strength of chondroitin sulfate was decreased by 33% and 38% after
ethanol purification and additional filtration with activated carbon, respectively. The odor concentration of ammonia
and TMA from chondroitin sulfate was decreased by 52.1% and 37.89% with activated carbon filtration and two 
ethanol purifications, respectively, but it was necessary to eliminate the odor components efficiently using additional
physicochemical processes. 
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1. 서론 

2013년을 기준으로 국내에서 가공되는 홍어의 어획
량은 연간 약 5,100톤에 달하며[1], 홍어를 가공하고 나
면 대량의 부산물로 연골, 껍질, 내장 등이 나오게 되는
데 이 때 발생한 부산물은 홍어 특유의 냄새 등으로 인

해 다른 용도로 사용되기 어려워 전량 폐기되고 있는 실

정이다. 그 중 홍어 연골에 함유되어 있는 뮤코다당은 식
품소재 중 하나로서 글루코사민과 함께 연골조직에 특히 

많이 존재하여 그 중 일부는 식품과 의약품으로 개발·판
매되고 있다[2].

D-glucuronic acid와 N-acetyl-D-galactosamine이 황
산기와 결합되어 있는 점질성 뮤코다당인 콘드로이틴 황

산은 동물의 결합조직의 기질이나 장기, 체액 등에 광범
위하게 분포하고[3,4], 아미노당을 함유하는 복합다당으
로서 황산기를 함유하는 것과 함유하지 않는 것이 알려

져 있다[5].
또한 콘드로이틴 황산은 인체에 있어서는 연결조직에 

존재하여 콜라겐과 함께 세포간의 매트릭스의 주성분이 

되고[6], 신경계 및 면역에도 관계하는 물질로서 관절염
과 심신장애에도 효과적이라는 연구결과가 보고되고 있

다[7]. 실제 의약품에서는 신경통, 요통, 관절통 등 비교
적 고령자의 많은 질병에 사용되는 사례가 많다. 향후 고
령화가 진행됨에 따라 그 수요도 확대될 것으로 추측되

어 식품 소재로서 개발하기에 적합할 것이다[8].
이 외에도 콘드로이틴 황산은 피부 미용효과와, 신생

혈관 생성 억제능에 의한 항종양 및 항암 활성, 콜레스테
롤 저하와 지혈 청징 작용에 따른 동맥경화의 억제 및 

예방, 항염증 및 진통효과, 트롬빈의 활성 억제를 통한 
항혈액 응고작용, 각막의 투명도 유지 및 팽화 억제로 인
한 각막 보호작용, 세균 감염 억제작용 등 다양한 효과가 
있는 것으로 알려져 있다[9,10].
그러나 현재 국내에서 생산되고 있는 콘드로이틴 황

산이나 콘드로이틴 황산이 함유된 제품들은 대부분 순도

가 낮은 뮤코다당 단백 형태로 추출되어진 그대로 사용

되고 있다. 이러한 콘드로이틴 황산의 정제를 통한 고순
도화 연구는 유래동물의 종류나 선별 연골부위 및 정제

방법 등에 따라 다양하게 보고되고 있으나 각 보고마다 

상당한 차이를 보이고 있으며, 홍어연골로부터의 콘드로
이틴 황산 고순도화 연구는 극히 일부에 지나지 않고 있

다[5,11-14].

본 연구에서는 폐기되고 있는 홍어 부산물인 연골을 

재이용하여 기능성 식품소재나 의료용 소재 및 상품 등

으로 사용 가능한 고순도의 콘드로이틴 황산을 얻기 위

한 실험적 연구의 일부로서, 홍어 연골을 효소분해하고 
몇 가지 조건에서 에탄올 정제와 초음파 정제 및 한외여

과 등에 따른 콘드로이틴 황산의 함량과 순도를 측정하

고 분자량을 확인함으로써 고순도의 콘드로이틴 황산을 

얻기 위한 방법을 검토하였다.

2. 실험재료 및 방법 

2.1 재료 및 추출분해 

실험 재료용 홍어 연골 원물은 영산홍어(주)에서 홍
어회 가공 중 발생한 부산물 중 연골부분을 분리하여 

원료로 사용하였다. 홍어 등뼈연골을 자켓이 설치된 리
본믹스에 투입하여 90℃ 에서 2시간 가온한 다음 연육
을 완전히 제거하고, 연육이 제거된 연골을 열풍 건조기
에서 24시간 건조한 후 상온에서 저장하면서 필요시 물
에 약 24시간 침지시킨 후 분쇄기를 이용해 분쇄하여 
실험재료로 사용하였다. 콘드로이틴 황산 제조를 위해 
분쇄한 홍어 연골에 건조 원료 무게의 3배의 물을 가수
하고, 단백질 가수분해 효소로 alcalase를 사용하거나 
protamex를 혼합사용하여 50℃에서 4시간 동안 가수분
해하였다. 정제를 위한 전처리 조작으로 75℃에서 30분
간 활성탄(SA-1500, Carbonia Co., Korea)을 이용하여 
교반․탈취하여 냄새를 제거하고, 95℃에서 30분간 가
열․실활시킨 후 감압여과하고, 여액을 40 °Brix로 감압
농축하였다.

2.2 정제 

연골 농축액을 에탄올 정제, 초음파 정제 및 한외여과 
정제 등의 정제를 통하여 고순도 제품을 얻고자 하였으

며, 정제 건조품 분말을 대상으로 GPC측정과 흡광도측
정으로 콘드로이틴 황산의 정성정량 분석을 하였고, 활
성탄 처리 후 관능평가와 기기분석으로 냄새 저감의 정

도를 측정하였다.

2.2.1 에탄올 정제 및 초음파 정제

40 °Brix로 농축된 농축시료에 시료 대비 1:1 ~ 1:2.5
의 비율로 에탄올(94%, SK chemicals)을 첨가하여 1∼4
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시간 접촉교반하여 단백질을 용해․제거하고, 콘드로이
틴 황산을 응고시킨 후 응고물을 분리하여 가수, 농축 및 
동결한 다음 동결건조기(SFDSM06, Samwon Co., 
Korea)로 동결건조한 정제 건조품을 제조하였고, 건조품 
중의 콘드로이틴 황산의 함량을 측정하였다. 그리고 초
음파 처리의 영향을 확인하기 위하여 앞서의 단백질 가

수분해 효소 중 1% alcalase와 1% protamex를 이용하여 
만든 농축물을 플라스틱 용기와 유리 용기에 각각 담아

서 등량의 에탄올을 첨가하여 초음파기(BRONSON- 
3200)에 넣고 시료가 잠길 정도의 물을 채워 2시간 동안 
초음파 처리로 정제하고, 이를 통해 응고된 각 시료를 다
시 증류수에 녹여 농축하고 냉동한 후 동결건조하여 얻

은 분말상태의 콘드로이틴 황산의 함량을 측정하였다.

2.2.2 한외여과 및 GPC측정 

40 °Brix로추출, 농축, 정제 과정을 거쳐 분말화한 시
료를 증류수에 3 °Brix의 농도로 희석하여 Fig. 1과 같이 
5K Da.의 여과막(Omega membrane, PALL Co.)을 장착
한 한외여과장치(EMP series, EMS Tech., Korea)를 사
용하여 24시간 동안 여과하였다. 여과액을 감압농축 및 
동결건조하여 분말화하고, 분말의 콘드로이틴 황산 함량
을 측정하여 에탄올 정제 결과와 비교하였으며, GPC 
(Gel Permeation Chromatography, Tosho, HLC-8320, 
Japan)를 이용한 정성분석 및 분자량 측정용 시료로 사
용하였다. RI detector가 부착된 GPC에 Guard+2× 
TSKGel GMPW×l4 column을 사용하여 시료의 분해온
도 40℃, pH 7.4의 완충용액으로 된 이동상을 1.0 ㎖
/min의 유속으로 측정하여 분석하였다. 시료의 양은 100 
㎕로 하였다.

Fig. 1. Ultra filtration module for separation of chondroitin 
sulfate using UF membrane.

2.3 콘드로이틴 황산 정량

정제 방법에 따른 정제 건조품의 콘드로이틴 황산의 

함량은 건강기능식품공전의 규정에 따라 콘드로이틴 황

산 제 1법인 흡광도법으로 정량하였다[15]. 검체 시료 
0.3 g에 증류수를 가해 혼합한 것을 100 mL로 정용하
고, 이 용액 4 mL를 다시 증류수로 20 mL로 정용하고 
여과한 것을 검액으로 하였다. 별도로 붕산나트륨황산시
액 5 mL씩 취하여 얼음물로 충분히 냉각된 시험관에 각
각 검액과 표준용액을 정확히 1 mL씩 분주하고 vortex 
mixer로 혼합한 후 100℃ 수욕상에서 10분간 가열한 후 
즉시 얼음물로 냉각하였다. 그리고 각각의 시험관에 
carbazole 시액 0.2 mL를 가하여 혼합한 후 100℃ 수욕

상에서 10분간 가열하고 얼음물에서 실온까지 냉각하였
다. 이들 액에 대해 증류수 1 mL를 사용하여 동일하게 
조작한 것을 대조액으로 하여 530 nm에서 흡광도를 측
정하고, 콘드로이틴 황산의 함량은 다음 식에 따라 글루
쿠론산의 함량(%)×2.593 의 값으로 결정하였다. 

글루쿠론산 함량(%)표준용액의 흡광도
검액의 흡광도

×시료채취량
표준물질 채취량

××

여기서 2.0593은 글루쿠론산의 분자량에 대한 콘드로
이틴 황산의 분자량 비율이고, 1.1023은 δ-글루쿠로노락
톤 분자량에 대한 글루쿠론산의 분자량 비율이며, 표준
용액과 carbazole 시액 등 각 용액은 각각 다음과 같이 
조제하여 사용하였다. 표준용액은 δ-글루쿠로노락톤(δ
-glucuronic lacton, Sigma chemical Co.) 0.04 g을 증류
수로 용해하여 100 mL로 정용하여 제조하고, 이 액 1 
mL에 증류수를 가해 20 mL로 정용하였다. Carbazole 
시액은 carbazole 0.125 g을 무수에탄올로 용해하고 100 
mL로 정용하여 냉암소에 보관하며 사용하였다. 붕산나
트륨황산 시액은 붕산나트륨 1g에 황산을 가해 200 mL
로 정용하여 사용하였다.

2.4 탈취실험

홍어의 주요 냄새성분은 암모니아와 trimethyl amine 
(TMA)이다. 이들 냄새성분은 기호도에 따라 악취의 원
인이 되기도 하므로 콘드로이틴 황산의 고순도 정제를 

위해서는 이들 성분의 저감이 필요하다. 콘드로이틴 황
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산의 제조시 건물시료 중량 대비 0.5%의 활성탄 처리공
정을 추가하여 처리하고, 처리 전후의 냄새를 관능평가 
및 시료 1 g을 10 L의 폴리에스테르 봉지에 주입한 후 
질소가스를 충전하고, 80℃ 오븐에서 2시간 동안 기화시
킨 후 실온으로 방냉하여 시료의 냄새를 평가․분석하였

다. 평가 대상 성분은 암모니아와 TMA를 대상으로 하
였으며, 관능평가는 악취공정시험법에 따라 희석배수를 
산정하고, 6명의 정상 후각력을 지닌 판정원을 선발하여 
후각에 의한 5점 직접관능법으로 평가하였다[16]. 기기
를 이용한 평가시 암모니아는 암모니아 검지관으로, 
TMA는 FID 검출기를 사용한 GC (Gas chromatography) 
로 각각 분석하였다.

3. 결과 및 고찰 

3.1 연골의 일반성분과 추출수율 

홍어 연골시료의 일반성분을 AOAC법[17]에 따라 측
정한 결과 Table 1과 같이 수분 2.1%, 회분 0.1%, 단백
질 63.3%, 지방 0% 및 탄수화물이 34.5%로 측정되었으
며, 이로부터 홍어 연골 중의 단백질과 탄수화물의 비율
이 약 2:1을 보여 이 두 가지 성분이 전체의 97.8%로 구
성되어 연골성분의 대부분을 차지하는 것으로 나타났다. 
전처리한 홍어 연골에 3배 가수하고 단백질 분해효소

인 alcalase와 protamex를 사용하여 2시간 동안 추출 및 
농축한 결과 다음과 같이 조건에 따라 다양한 수율로 측

정되었다. 즉, 2% alcalase 효소로 분해한 경우 21 °Brix 
농축물은 원료 건물중량 대비 22.93%, 24 °Brix 농축물
은 25.7%, 그리고 40 °Brix 농축물은 23.3%의 수율로 
각각 측정되었다.
그러나 효소분해 후 에탄올 정제가 추가된 경우에는 

수율이 약간 감소하였는데, 40 °Brix 농축물을 에탄올로 
1회 정제한 경우에는 8.47%, 2회 정제한 경우에는 
3.37%의 수율로 각각 측정되었다.

Component Moisture
Crude
lipid

Crude 
protein

Crude 
ash

Carbo-
hydrate

Content
(%)

2.1 0 63.3 0.1 34.5

Table 1. Proximate compositions of skate cartilage

이에 비하여 alcalase와 protamex를 각각 1%로 혼합
한 효소로 분해한 농축물을 1회 에탄올 정제한 다음 동
결건조한 최종 분말의 수율은 16.62%로 측정되었다.

3.2 에탄올 용매비별 정제비교 

홍어 연골의 조성이 단백질과 탄수화물이 주를 이루

고 있으므로 뮤코다당인 콘드로이틴 황산을 고순도로 얻

기 위해서는 단백질 분해효소와 정제 용매의 선정이 필

요하다. 본 연구에서 단백질 분해효소로서 alcalase와 
protamex를 사용하여 분해하고, 정제 용매로서 에탄올
을 사용하여 정제한 결과 다음과 같았다. 
홍어 연골에 연골 중량 대비 alcalase를 2% 사용하거

나 alcalase와 protamex를 각각 1%씩 혼합사용하여 가
수분해하고 농축한 40 °Brix의 시료에 에탄올 용매비를 
달리하여 2시간 추출정제한 후 정제된 콘드로이틴 황산 
함량을 비교하였다. 그 결과 Fig. 2에 나타낸 바와 같이 
정제조건에 따라 39.88 % ~ 45.08%의 함량 범위로 측
정되었다. 

Alcalase만 독립적으로 사용하여 가수분해한 시료는 
에탄올과 1:1 비율로 혼합하여 정제한 시료에서 42.92%
로 가장 높은 함량을 나타내었고, 1:1.5 비율로 정제한 
시료가 40.68%로 가장 낮아 에탄올 용매가 많을수록 콘
드로이틴 황산 함량이 낮게 측정되었다. 그러나 alcalase
와 protamex를 각각 1%씩 혼합하여 가수분해 후 농축한 
시료에 대해서는 2배의 에탄올을 사용하여 정제한 시료
에서 45.08%로 가장 높은 함량을 나타내었고, 시료 대
비 에탄올을 1:1.5 비율로 정제한 시료가 39.88%로 가장 
낮았다. 두 가지 가수분해 효소를 혼합 사용한 경우에 콘
드로이틴 황산 함량이 높게 나온 것은 이들 가수분해 효

소를 단독으로 사용할 경우에 비해 효소간 상승작용에 

의한 것으로 생각된다.
이들 결과로부터 alcalase 효소만 사용할 경우에는 

1:1 비율의 에탄올 정제가, 그리고 alcalase와 protamex
를 혼합사용할 경우 1:2 비율의 정제가 각각 콘드로이
틴 황산의 함량을 높일 수 있는 조건으로 확인되었다. 
그러나 에탄올과 효소의 사용량을 감안하면 산업적으

로 대량 생산을 할 때에는 1:1 비율로 정제하는 쪽이 함
량은 다소 낮아도 경제적 측면에서는 더 유리할 것으로 

생각된다.
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Fig. 2. Chondroitin sulfate content of skate cartilage with 
the dosage ratio of ethyl alcohol. (CHS: 
Chondroitin sulfate, Al: 2% Alcalase, Al+Pro: 1% 
Alcalase + 1% Protamex)

3.3 교반시간에 따른 함량비교 

콘드로이틴 황산과 에탄올 용매의 접촉 교반시간은 

정제과정의 한 요소로 작용하므로 높은 함량의 콘드로이

틴 황산을 얻기 위한 최적의 교반시간을 검토한 결과 다

음과 같았다.
앞서 3.2의 결과에서 alcalase와 protamex를 혼합사용

하고, 농축 시료와 에탄올을 1:2의 비율로 정제할 때 가
장 높은 콘드로이틴 황산 함량이 측정되었다. 이 조건하
에서 교반시간을 달리하여 정제한 후 콘드로이틴 황산 

함량을 측정하여 그 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 전체적
인 실험 범위에서 alcalase와 protamex를 혼합사용하여 
정제한 시료의 콘드로이틴 황산의 함량이 alcalase만 사
용하여 정제한 경우보다 높았으며, 에탄올 정제를 위한 
교반시간 2시간까지는 콘드로이틴 황산 함량이 증가하
였으나 그 이후로는 교반 시간에 따른 함량차이가 크지 

않았다. 따라서 에탄올을 사용한 정제시에는 2시간 정도
의 교반이 가장 효과적일 것으로 생각된다.

Fig. 3. Chondroitin sulfate content of skate cartilage with 
stirring time. (CHS: Chondroitin sulfate, Al: 2% 
Alcalase, Al+Pro: 1% Alcalase + 1% Protamex)

3.4 에탄올 정제 횟수에 따른 함량비교 

홍어 연골을 원료로 제조한 농축 시료에 alcalase와 
protamex를 각각 1%씩 혼합사용하여 가수분해하고 이를 
여과, 농축한 후 에탄올과 1:2의 비율로 2시간 교반․정제
하되 에탄올 교반정제를 3회까지 반복하여 콘드로이틴 황
산의 함량을 측정함으로써 에탄올정제 횟수에 따른 함량측

정 결과를 Fig. 4에 비교하였다.  정제 전에는 약 30%에 달
했던 함량이 1회, 2회 정제 후에 14.97%p와 14.47%p가 증
가하였고, 3회 정제에서는 정제 전의 함량에 비하여 약 
16.61%p의 증가를 보여 46.72%의 가장 높은 함량으로 측
정되었다. 
정제 전과 비교하여 3차 정제한 시료에서 콘드로이틴 황

산 함량이 가장 높게 측정되었으나 에탄올 정제 횟수에 따

른 콘드로이틴 황산 함량의 증가는 1회에 비하여 그다지 크
지 않으므로 에탄올의 사용량을 감안한다면 콘드로이틴 황

산의 정제는 1회 정제가 경제적일 것으로 생각된다. 상어 
연골로부터 isopropyl alcohol의 함량이 10% 증가함에 따
라 분별침전에 의한 콘드로이틴 황산의 함량이 19.2% 증가
한다는 Kim과 Cho[5]의 보고에 비하여 홍어 연골을 대상
으로 한 본 연구 결과는 다소 낮은 함량으로  측정되었다. 

Fig. 4. Chondroitin sulfate content of skate cartilage with 
the number of ethyl alcohol purification. (CHS: 
Chondroitin sulfate)

3.5 초음파정제

일반적으로 초음파 처리는 화학물질 중의 미량의 불

순물 제거에도 효과적이므로 콘드로이틴 황산의 정제에

도 유용한 정제법이 될 수 있다. 콘드로이틴 황산의 정제
에서 정제방법에 따른 함량을 비교하기 위하여 단백질 

가수분해 효소 중 1% al-calase와 1% protamex를 혼합
사용하여 분해농축한 농축물을 유리 수기(reservoir)에 
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Table 2. Comparison of chondroitin sulfate content and protein content with purification treatments

Protease treatment
Purification treatment CHS 

(%)
Protein 

(%)
CHS

+ Protein(%)Sample/alcohol Stirring

2% alcalase

No purification 30.11 67.57 97.68

1:1.0*

30 min 39.43 59.21 98.64
60 min 39.50 58.29 97.79
120 min 42.92 51.40 94.32
360 min 43.71 54.60 98.31

1:1.5 120 min 40.68 55.38 96.06
1:2.0 120 min 41.50 55.29 96.79
1:2.5 120 min 41.16 56.28 97.44

1% Alcalase
+

1% Protamex

1:1.0 120 min 41.91 55.26 98.17
1:1.5 120 min 39.88 58.14 98.02
1:2.0 120 min 45.08 51.77 96.85
1:2.5 120 min 43.62 54.16 97.78

                        CHS: Chondroitin sulfate, * : Ratio means sample to alcohol

(A) (B)
Fig. 5. Comparison of chondroitin sulfate contents with stirring method (A) and reservoir material (B) (CHS:  

Chondroitin sulfate, Puri.: purification)

담아 두 배의 에탄올을 주입하여 2시간 동안 초음파 처
리 및 기계식 교반하며 에탄올 정제하였고, 그 결과를 
Fig. 5(A)에 도시하였다. Fig. 5(A)에서 정제 전의 함량 
30.11%에 비하여 기계식 교반에 의한 1회 에탄올 정제
시와 초음파 처리에 의한 에탄올 정제시의 함량이 각각 

45.08%와 45.71%로 측정되어 기계식 교반과 초음파 처
리에 의한 정제효과는 상당히 컸으나 초음파 처리가 기

계적 교반에 의한 정제에 비하여 더욱 효과적인 방법이

라고 판단할 수는 없었다. 
한편 초음파 처리시 수기의 재질에 따른 정제효과를 

비교하기 위해 유리 수기와 플라스틱 수기를 이용하여 

처리한 결과인 Fig. 5(B)에서 45.71%의 함량을 보인 유
리제 용기에 비하여 플라스틱 재질을 사용하면 2.58%의 
함량 증가를 볼 수 있었다. 따라서 실험적 처리에서는 플
라스틱 재질의 용기를 이용한 초음파 처리에 유리할 수 

있으나 대량생산을 위한 산업적인 면에서는 교반에 의한 

정제가 더욱 효과적일 것으로 생각된다.

3.6 콘드로이틴 황산 함량과 단백질 함량의 

비교

Table 2는 에탄올을 이용해 조건별로 1회 정제한 시료
를 대상으로 콘드로이틴 황산 제 1법에 의한 콘드로이틴 
황산 함량과 Kjeldahl법에 의한 단백질함량을 측정한 결
과를 비교한 것이다. 2% alcalase 효소로 분해한 농축물
을 1:1의 에탄올로 정제한 결과 콘드로이틴 황산은 정제
하기 전의 함량에 비하여 9.32% ~ 13.6% 증가하였고 단
백질의 함량은 약 10% 정도 감소하여 에탄올 정제로부
터 추출 함량과 순도가 증가함을 알 수 있다. Kim과 
Cho[5]도 이소프로필 에탄올의 함량에 따라 상어 연골로
부터의 콘드로이틴 황산의 함량이 증가한다고 보고하여 본 

결과와 유사한 경향을 확인하였다.
그러나 2시간 분해 자료를 비교할 때 에탄올 용매비 

증가에 따른 함량의 뚜렷한 증가는 볼 수 없었다. 이에 
비하여 1% alcalase와 1% protamex를 혼합 사용한 농축
물의 에탄올 정제 결과 2% alcalase 효소 사용시 보다 
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다소 높은 9.77% ~ 14.97%의 함량 증가를 나타내었으
며, 단백질의 함량이 약 9.43% ~ 15.8%의 감소를 보여 
콘드로이틴 황산의 정제 순도가 증가하였다. 
이러한 결과는 에탄올로 정제할 때 콘드로이틴 황산

에 결합되어 있던 단백질 중 일부가 용매에 용해되어 제

거된 것을 의미한다. 이 결과로 볼 때, 에탄올을 이용한 
정제는 홍어 연골에서 추출한 추출물의 콘드로이틴 황산의 

함량과 순도를 높이는데 상당한 효과가 있는 것으로 보여

진다.

3.7 콘드로이틴 황산의 GPC 측정결과

홍어 연골로부터 분해․정제한 시료의 콘드로이틴 황

산과 한외여과한 시료의 콘드로이틴 황산 함량을 GPC
로 측정, 비교하여 그 결과를 Table 3에 나타내었다. 이
들 값은 Table 2와 비교하여 그 수치가 조금 낮지만 정
제 단계를 거치면서 그 함량이 증가하는 것은 동일하게 

나타났다. 두 효소를 1%씩 혼합하여 분해․농축한 농축
물의 GPC측정 결과 14.5분에서 분자량 278,065 Da.의 
peak가 검출되었고 20.0분에서 1,169 Da.의 peak가 검
출되었으며, 이들이 각각 콘드로이틴 황산과 단백질로 
추정되었고, GPC chromatogram의 면적으로부터 계산
된 함량은 24.87%와 75.13%로 얻어졌다(측정 peak 
sheet 제공되지 않음). 그러나 1회 에탄올 정제를 거친 
경우 306,793 Da.의 peak와 1,217 Da.의 peak가 검출되
었으며, 콘드로이틴 황산과 단백질 함량은 각각 32.82%
와 67.18%로 계산되었다. 또한 2회 에탄올 정제를 통하
여 113,170 Da.의 peak와 1,105 Da.의 peak가 검출되었
고, 2회 정제를 통하여 함량은 각각 49.92%와 50.08%로 
계산되어 에탄올 정제를 통하여 콘드로이틴 황산 함량이 

17.1%의 증가가 얻어졌다.
5000 Da. 이하 시료를 제외한 모든 시료에서 측정 결

과값이 2가지로 분류되었는데 분자량이 큰 값은 콘드로
이틴 황산, 분자량이 작은 것은 단백질로 판단된다. 정제 
전에는 24.87%로 측정된 콘드로이틴 황산 함량이 1회 
정제에서 32.82 %, 2회 정제에서 49.92%로 나타났고, 2
회 정제한 시료를 5000 Da. 여과막을 이용해 24시간 한
외여과하여 여과한 시료와 여과되지 못한 시료를 구분하

여 측정한 결과 여과되지 않은 시료는 59.93%로 약 
10%가 상승하였다. 상어 연골을 대상으로 분획 분자량 
2만 이하의 한외여과막을 사용하여 3 단계의 막분리를 
행한 Kim과 Cho[5]의 결과에서 0.2~1 g/L의 함량 증가

를 보고한 결과에 비하여 본 연구 함량이 더 높게 나타

났다. 이는 원어물 대상과 여과막의 선택 및 여과조작의 
차이 등 여러 요인에 의한 것으로 생각된다. 한편 한외여
과할 때 여과된 시료는 모두 단백질로 콘드로이틴 황산

이 여과되지 않은 것으로 보아 콘드로이틴 황산 정제에 

효과가 있는 것으로 보인다.

Table 3. GPC measurement of chondroitin sulfate with 
purification method

Treatment Division
Mp

(Da.)
Area(%)

No purification
CHS 278,065 24.87

Protein 1,169 75.13

Alcohol
purification

1st 
CHS 306,793 32.82

Protein 1,217 67.18

2nd 
CHS 113,170 49.92

Protein 1,105 50.08

Ultra-
filtration 

Under 
5000 Da.

CHS 0 0
Protein 1,136 100.00

Over 
5000 Da. 

CHS 107,244 59.93
Protein 1,092 40.07

3.8 냄새탈취효과 

콘드로이틴 황산의 냄새 탈취를 위하여 건조 연골 중

량 대비 0.5%의 함량으로 활성탄 처리한 후 에탄올 정
제된 콘드로이틴 황산의 냄새를 활성탄 처리 전후의 관

능평가, 검지관 및 기기분석을 통하여 측정하고 그 결과
를 Table 4에 나타내었다. 
에탄올 정제를 거치지 않은 시료에 대하여 활성탄 처

리 여부에 따른 관능평가 결과 냄새의 강도는 활성탄 처

리로 12.5%의 감소효과가 있었으며, 1회 에탄올 정제로
는 활성탄 처리로 약 11.1%의 탈취효과가 있었고, 에탄
올 정제 전에 비해서는 약 25%의 탈취효과가 있었다. 2
회 에탄올 정제시에는 에탄올 무정제 경우에 비해 활성

탄 사용시 38% 정도의 탈취효과가 있었다. 그리고 시험
원에 의한 냄새의 함량은 활성탄 사용 여부에 관계없이 

단지 에탄올 정제만으로도 70%의 저감효과가 있는 것
으로 반응되었다. 
한편 악취의 주성분인 암모니아와 TMA의 기기분석 

결과 활성탄 처리 후 2회의 에탄올 정제시의 경우 암모
니아는 52.1%, TMA는 37.89%의 탈취효과가 있는 것으
로 나타났다. 
기기분석에 의한 측정으로부터 상당히 높은 탈취효과

를 얻었으나 후각에 의한 측정에서 홍어 고유의 냄새를 

제거하여야 섭취자의 기호도가 증가할 것으로 생각되므
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로 냄새 성분을 더욱 미량으로 저감시킬 필요가 있을 것

이며, 이를 위해 추가적인 물리화학적 처리가 수반되는 
것이 좋을 것으로 생각된다.

Table 4. Determination of odor component from 
chondroitin sulfate with sensory test and 
instrumental analysis

Activated 
Carbon

Alcohol 
purification

Sensory test
Concentration

(ppm)

Strength
Odor 

Contents
Ammonia TMA

Without
No 2.4 100 1.23 7.84
1st 1.8 30 1.50 6.59
2nd 1.6 30 1.00 5.18

With
No 2.1 100 1.21 5.49
1st 1.6 30 0.96 3.54
2nd 1.3 30 0.58 3.41

4. 결론

홍어 연골의 단백질 가수분해 효소에 의한 콘드로이

틴 황산의 추출분해시 고순도의 콘드로이틴 황산을 얻

기 위한 정제방법을 검토한 결과 다음과 같은 결론을 

얻었다.

1. 홍어 연골을 2% alcalase로 추출분해하여 40 °Brix
로 농축한 농축물의 수율은 23.3%이었고, 이를 에
탄올로 1회 및 2회 정제한 경우 각각 8.47%, 
3.37%로 얻어졌으며, 1% alcalase와 1% protamex
로 혼합 사용하여 추출분해하고, 40 °Brix로 농축
한 다음 1회 에탄올 정제한 경우 추출수율은 
16.62%로 측정되어 단백질 분해효소를 혼합한 경
우가 더 높은 수율을 보였다. 

2. 콘드로이틴 황산의 함량은 에탄올 용매비에 따라 
39.88~45.08%의 범위로 측정되었으며, alcalase만 
사용시 용매비 1:1에서 42.92%로 가장 높게 측정
되었고, 1:1.5의 비에서 40.68%로 가장 낮았다. 
Alcalase와 protamex를 혼합 사용한 경우에는 용
매비 1:2에서 45.08%로 가장 높았으며, 1:1.5의 용
매비에서 39.88%로 가장 낮게 측정되었다. 그리고 
에탄올 정제시 기계식 교반과 초음파 처리에 의해 

약 15%의 정제효과는 있었으나 두 방법간의 차이
는 없었으며, 교반 시간은 2시간이 효과적이었다.

3. 콘드로이틴 황산의 GPC측정 결과 alcalase와 
protamex를 혼합 사용한 경우 에탄올 정제 횟수에 
따라 콘드로이틴 황산의 분자량과 순도는 각각 11
만~31만 Da.과 24.87%~49.92%의 범위로 측정되
었으며, 한외여과를 통하여 분자량 약 11만 Da., 
최고 순도 53.93%의 콘드로이틴 황산을 얻을 수 
있었다. 

4. 콘드로이틴 황산의 냄새 강도는 에탄올 정제만으
로는 33%, 활성탄 처리와 에탄올 정제를 병행한 
경우 38%의 감소효과가 측정되었으며, 활성탄 처
리와 2회의 에탄올 정제시 암모니아는 52.1%, 
TMA는 37.89%의 탈취효과가 있었으나, 냄새성분
의 충분한 제거를 위해서는 추가적인 물리화학적 

처리가 요구되었다.
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