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요 약

본 연구는 콜라겐을 함유하는 지방흡입 유출물을 초임계 유체 존재 하에 처리하여 지방을 추출하여 콜라겐을 얻어

내는 기술에 대한 것이다. 초임계 용매를 이용하여 동물 유래 지방으로부터 단시간(약 6시간)에 콜라겐 추출물을 얻을

수 있었으며, 원료 대비 질량으로 대략 2~3%의 콜라겐을 얻을 수 있었다. 초임계 추출로 얻어진 추출물을 SDS-PAGE

를 이용하여 콜라겐이 존재함을 확인하였고, 비교적 분자량이 큰 타입1 콜라겐임을 알 수 있었다. 또한, 초임계 추출

에 의해서 얻어진 콜라겐 중에 어떤 성장인자 들이 있는 지 알아보기 위하여 IGF-1, bFGF, VEGF 및 NGF의 성장인

자에 대해서 분석하였으며, 이들 성장인자 들이 추출물에 함유 되어 있음을 알 수 있었다. 초임계 처리 전, 후의 시료

mg 당 DNA함량은 큰차이를 보이지 않았다. 초임계 공정을 이용한 탈세포화 기술에 대해서는 보다 심도 깊은 추가적

인 연구가 필요할 것 같다. 결론적으로 초임계유체를 이용한 용매추출 과정을 통하여 얻어진 세포외기질은 탈세포 및

탈지하여도 일정 함량 이상의 성장인자를 함유하여 생체적합성이 매우 증가될 뿐만 아니라, 조직의 재생을 빠르게 유

도할 수 있음을 알 수 있었다.

Abstract − This study is about a technique for obtaining collagen by extracting fat by treating collagen-containing

liposuction effluent in the presence of supercritical fluid. Using a supercritical solvent, a collagen extract could be

obtained from animal-derived fat in a short time (about 6 hours), and about 2-3% of collagen by mass compared to the

raw material could be obtained. The presence of collagen in the extract obtained by supercritical extraction was

confirmed by SDS-PAGE, and it was confirmed that it was type 1 collagen having a relatively large molecular weight. In

addition, the growth factors of IGF-1, bFGF, VEGF and NGF were analyzed to find out which growth factors were

present in the collagen obtained by supercritical extraction, and it was found that these growth factors were contained in

the extract. There was no significant difference in DNA content per mg of sample before and after supercritical treatment.

Further in-depth studies are likely to be needed on decellularization technology using the supercritical process. In

conclusion, the extracellular matrix obtained through the solvent extraction process using a supercritical fluid contains

growth factors above a certain amount even after decellularization and removal of fat, so that it was found that not only

biocompatibility is greatly increased, but also tissue regeneration can be rapidly induced.
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1. 서 론

콜라겐(collagen)은 인체의 결합조직을 이루는 주요 단백질로서,

신체 구성 단백질 중 25~35% 차지하고 있다. 인체 부분별로 살펴

보면, 이의 상아질 18%, 피부표피 아래 진피의 70%, 관절 연골의
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50%, 뼈의 유기물 중 80%, 뼈와 근육을 이어주는 힘줄의 80% 그

리고, 눈의 각막과 결막에서 콜라겐이 주성분이다. 동물에서 발견

되는 콜라겐은 300 kDa의 단량체로 이루어져 있으며, 대부분이 제

1형 콜라겐이며 화학구조 상 특정부위에 공유결합을 가지고 있다.

따라서, 성숙한 조직에서 발견되는 콜라겐은 낮은 용해성을 가진다.

또한 콜라겐을 구성하는 아미노산은 글루탐산, 하이드록시프롤린,

글리신, 프롤린 및 알라닌 등이며, 그 중 콜라겐에만 특이적으로 존

재하는 하이드록시프롤린의 함량이 높은 것이 특징이다[1-2].

콜라겐은 나이가 들수록 체내에서 합성하는 능력을 잃게 되고,

40세가 되면 18세에 비해 합성능력이 절반 이하가 되는 것으로 알

려져 있다. 또한 나이가 들수록 신진대사가 둔해져, 오래된 콜라겐

이 분해되지 않고 계속 축적되고 콜라겐을 합성하는 재료도 부족해

짐으로써 노화가 촉진된다. 이러한 문제를 개선하기 위해서 식품이나

화장품, 의약 관련 분야 등에서는 콜라겐 개발과 이를 이용한 화장품,

식용 및 생체 소재 개발 등에 대해 지속적으로 연구되고 있다[3].

지금까지는 소나 돼지에서 얻어진 콜라겐이 주로 이용되어 왔지

만, 소에서 발생되는 광우병의 발병 이후로 소나 돼지 이외의 어류

나 기타 축산물에서 유래하는 콜라겐이 주목을 받아 화장품이나 건

강식품, 의약품 등의 원료로서 이용이 검토되고 있다. 기존에는 조

직수복제, 창상회복제 등 기능성 의료기기의 원료 중 하나인 콜라

겐을 소,돼지와 같은 축산물 외에 오징어 등의 어류나, 녹용, 닭발

등과 같은 동물의 특수부위에서 추출하여 얻었다. 이 기술은 소, 돼

지의 피부에서 세척, 효소처리, 여러 단계의 원심분리, 투석, 냉동건

조, 멸균 및 주사제 제조 등의 공정을 거쳐 제조 공급되고 있다. 생

산에 약 2주가 소요되고, 단계가 복잡함에 따라 수율이 저하된다는

문제점이 있다[4-7]. 생체에 적합하고, 고수율, 단시간에 효율적으로

콜라겐을 생산할 수 있는 기술의 개발이 필요한 실정이다. 

콜라겐을 추출하는 방법으로는 기본적으로는 화학적 가수분해

[8-9] 및 효소 가수분해[10-11]에 의해 얻어진다. 화학적 가수분해는

더 일반적으로 산업에서 사용되지만 효소를 이용하는 생물학적 공

정이 보다 나은 품질의 콜라겐을 얻기 위해서 이용된다. 효소 공정

은 폐기물을 덜 발생시키고, 처리 시간을 단축할 수 있지만 비용이

보다 많이 들고 콜라겐 추출을 위해서 상당히 복잡한 과정을 거쳐

야 한다[12].

최근에는 초음파를 이용하여 콜라겐 추출 공정시간을 단축하고,

추출 효율을 올리는 결과를 얻은 바 있다[13-14]. 하지만, 폴리펩타

이드 사슬의 수소결합을 깨트려 단백질의 변성을 일으킬 수도 있다는

단점이 있다[15].

이 밖에도 다양한 탈세포화 기술이 있으며 Crapo 등이 잘 정리하

였다[16]. Crapo 등에 의하면 크게 화학적 처리와 물리적 처리 기술

로 나눌 수 있는 데 화학적 처리 기술은 위에 설명한 방법들로서[8-

16] 조직의 물성을 열화시키는 경향이 있으며, 처리 기간도 길어지

므로, 본 연구에서는 물리적 처리 중 초임계 유체를 이용한 탈세포

화 기술을 콜라겐 추출에 적용하고자 하였다. 고압 또는 초임계 용

매를 이용한 조직의 탈세포화에 적용한 예는 여러 연구자[17-19]들

이 연구를 수행하였으며, 공정에서 처리 시간은 기존의 방법들에

비해 단축되지만, 탈세포화는 물, 에탄올 등의 공용매를 초임계 이

산화 탄소와 같이 사용하는 경우 탈세포화가 잘 되었다는 보고도

[18] 있지만 그렇지 않다는 보고도[19] 있다. 

본연구에서는 폐기되는 인체 지방 중에서 지방을 제거하여 콜라

겐을 얻어내고자 하였으며, 지방 유래 조직은 지방이 다량 함유되

어 있고, 지방이 조직 깊숙이 침투되어 있어서 일반적인 용매 추출로

지방을 완전히 제거하는 것은 어렵지만, 초임계용매의 경우 표면장

력이 매우 작으므로 미세 공극까지 침투가 가능할 것으로 생각되므로,

지방유래 조직에서 지방의 추출이 용이할 것으로 판단되고, 화학적

인 측면에서도 초임계 이산화탄소 단독으로 또는 극성 공용매를 이

용하여 지방과 같은 친유성 성분의 제거가 가능하므로, 초임계 용

매를 이용한 기술을 적용하면 단시간 내에 효율적으로 지방을 제거

하고 콜라겐을 얻을 수 있을 것으로 판단하였다. 

따라서, 인체 지방 유래 조직에서 초임계 유체 공정을 이용하여

콜라겐을 고속, 고수율, 고순도로 분리하여 조직수복제 및 창상회

복제와 같은 의료기기의 원료의약품을 개발하고자 하였다. 고 효율

공정 개발을 위하여 운전조건 즉, 온도, 압력 및 공용매의 사용량에

따른 추출시간과 추출된 콜라겐을 분석하여 조직수복제 및 창상회

복제로의 적용이 가능한 지를 알아보고자 하였으며, 인체유래 콜라

겐의 경우도 면역반응이 존재하여 이에 대한 대책도 필요하므로 얻

어진 콜라겐의 DNA함량을 분석하여 탈세포화 가능성을 알아보고

자 하였다.

2. 실 험

2-1. 시약

실험에서 이용된 CO
2
는 가스켐테크놀로지(주)의 순도 99.9%, 그

리고 공용매로 이용된 증류수는 (>99.8%), 대정화금의 에탄올

(99.9%)을 추가 정제없이 사용하였다.

인체 유래 지방 시료는 ㈜도프로 부터 공급받은 것으로서 기름성

분과 물 등 불순물이 다량 함유된 상태였으며 유동성이 있는 걸쭉

한 액체 상태였다. 시료에 다량 포함되어 있는 수분으로 인해 초임

계 유체의 오일에 대한 용해력이 감소할 수 있으며, 유용한 콜라겐

성분 등은 수층과 오일층에 녹아 있지 않으므로, 나스코 고속원심

분리기(D3024)를 이용하여 단순히 원심 분리하여 오일 성분 및 수

분을 제거하여 추출 시간을 단축시키고자 하였다. 따라서, 4℃,

10,000 rpm의 조건으로 20분간 원심분리 시켰으며 시료의 원심 분

리 후 상단의 오일층과 하단의 수층을 제거한 부분으로 콜라겐 추

출 실험을 수행하였다. 

2-2. 초임계 추출 공정

초임계 용매를 이용한 추출 실험장치는 Fig. 1에 나타내었으며,

크게 냉각부, 추출부, 배출부로 총 3가지 부분으로 구성되어 있다.

이산화탄소를 액체 펌프로 일정량을 도입시키기 위해 -40℃로 냉

각된 냉각장치를 통해 액화시킨 후 고압액체 펌프로 가압을 한다.

경우에 따라서는 고압 액체 펌프 대신에 가스부스터를 이용하기도

하였다. 추출조는 액체 이산화탄소가 주입되어 추출이 이뤄지는 부

분으로 주변부를 실리콘히터가 감싸고 있어서 실험 온도를 조절할

수 있도록 되어있다. 실험 압력을 조절하기 위해 일정량의 이산화

탄소를 배출시키기 위해 추출조 후단에 역압조절기로 배출 유량을

조절하였다. 배출부는 역압조절기 후단에 유리 재질의 트랩을 설치

하여 상압으로 추출되어 나오는 지방과 기화된 이산화탄소를 분리

하였으며 그 후단부에는 습식가스미터(wet gas meter)를 설치하여

실험에 사용된 CO
2
유량을 측정하였다. 시료로부터 지방을 추출하는

실험은 원심분리된 후 상단의 오일층과 수층을 제거한 시료 3 g을

추출조 내부에 넣고 고압 추출조를 밀봉한다. 그 후 실리콘 히터를
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이용해 추출조를 실험 온도인 31℃까지 승온시키고 -40℃로 액화

된 이산화탄소를 액체펌프를 통해 12 ml/min의 유속으로 추출조

내부를 300 bar까지 가압한다. 역압조절밸브를 통해 나오는 이산화

탄소는 트랩을 거친 후 지방성분은 트랩에 쌓이고, 배출되는 이산

화탄소의 유량을 습식가스미터로 측정하였다. 추출은 6시간 동안

진행하였으며 추출이 끝난 후 추출조를 상압까지 감압시키고 추출

조를 열어 내부의 시료의 상태를 육안으로 확인 및 질량을 측정하

였다.

2-3. 콜라겐 측정

초임계 추출에 의해 분리된 콜라겐은 SDS-PAG (Sodium Dodecyl

Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)를 이용하여 전기영

동하여 존재유무를 확인하였다. 초임계 추출 원액을 원심분리하여,

상등액과 침전물로 각각 분리하고, 한외여과장치를 이용하여 탈염

및 농축하여 20배로 농축하였다. 농축 전 전체 원액에 대한 단백질

농도를 브래드퍼드 방법(Bradford Protein Assay)으로 측정하였으

며, 브래드퍼드 단백질 정량법에 의한 단백질 정량분석에 의해서는

콜라겐이 측정되지 않는다. SDS-Page에 의하여 콜라겐 존재 유무

를 확인한 후 농축된 콜라겐 추출물 상등액 및 침전물에 대하여 웨

스턴 블럿(Western Blot) 분석을 수행하여 콜라겐 타입을 확인하였

다. 20배 농축한 상등액 및 침전물을 8% SDS-PAGE 젤에 전기영

동한 후, 콜라겐 밴드를 니트로셀룰로오스 막으로 이동시킨 후, 타

입 1 콜라겐 단클론항체(Abcam, Cambridge, UK)를 처리하여 웨스

턴 블럿을 수행하였다.

2-4. SEM 측정

지방이 추출된 콜라겐의 형상을 알아보기 위해 SEM (Scanning

Electron Micoscope, JEOL Ltd., 모델 JSM-6010LA)을 측정하였다.

2-5. 성장인자 확인

세포외 기질에는 매우 다양한 성장인자가 포함 될 수 있지만, 본

연구의 경우는 성장인자 중 VEGF, bFGF, IGF-1 및 EGF로 이루어

진 군에서 선택된 어느 하나의 성장인자의 수준을 효소 결합 면역

흡착 분석(Enzyme-Linked Immunosorbent assay)으로 성장인자의

함량을 확인하고자 하였다.

2-6. DNA함량 측정

Qiagen사의 DNA extraction kit를 사용하여 DNA를 추출하고,

Thermo Fisher Scientific사의 Nanodrop 1000 UV/vis spectrophotometer

이용하여 DNA함량을 분석하였다.

3. 실험 결과 및 검토

3-1. 운전조건의 영향

추출에 있어서 특정 압력 범위에서는 압력이 높을수록 초임계 유

체의 밀도가 상승하여 더 높은 용해력을 가지지만 임계점보다 높은

압력에서 작업하는 경우 작업시간을 획기적으로 줄일 수 있을 정도

로 압력에 따른 용해도의 차이가 크지 않으므로, 장치의 초기 투자

비 및 안정적인 운전을 고려하여 압력은 최대 500 bar이하에서 운

전하였다. 

우선은, 압력은 300 bar로 고정 시켜 놓고, 온도와 CO
2 
유량에 따

른 영향을 알아보기 위하여 세가지 조건에서 실험을 수행하였다.

각각의 세가지 운전 조건 A, B, C는 Table 1에 정리하였다. 

공용매로는 물과 에탄올을 각각 그리고 둘의 혼합시켜 공용매로

이용하였으며, 지방 시료와 접촉하기 전에 별도의 탱크에서 액체

또는 초임계 CO
2
와 접촉시켜 공용매를 포화시킨 후 시료를 통과하

도록 하였다. 문헌에 의하면[19] 물의 첨가에 의해서 탈수화

(dehydration)에 의한 추출 후 시료가 딱딱해지는 현상을 방지할 수

있다고 하며, 본 연구에서도 같은 결과를 얻을 수 있었지만 공용매

첨가에 의한 공정시간 단축에는 큰 영향을 주지 못하였으므로 물과

에탄올을 3:7의 일정비율로 실험하였다.

A와 B 조건은 일정 CO
2
 유량에서 각기 다른 두 온도, 25℃와

35℃에서 지방을 추출한 실험으로서 온도가 추출에 미치는 영향을

확인할 수 있으며 A와 C의 조건에서 얻어진 결과를 비교하여 이산

화탄소의 유량이 추출에 어떤 영향을 미치는지 확인하였다. 또한,

추출의 효율성 및 최적 운전시간의 측정을 위해 2시간마다 추출조

를 개방하여 시료의 상태를 육안으로 확인하였고, 질량을 측정하였

Fig. 1. Schematic diagram of supercritical extraction process.

1. CO
2
 bomb 6. Pt-resistance thermocouple

2. Cooler 7. Pressure gauge

3. High pressure liquid pump 8. Back pressure regulator

4. Solvent tank 9. Sample trap

5. Extraction chamber 10. wet gas meter

Table 1. Experimental Conditions A, B and C to study the effect of

temperature and CO
2
 flow rate at 300 bar

Temperature (℃) Flow rate (mL/min)

A 25 12

B 35 12

C 25 6

Table 2. Mass change with time under experimental conditions A, B and C

2 hour 4 hour 6 hour

A 0.8038 g (26.79%) 0.1320 g (4.40%) 0.0616 g (2.05%)

B 1.1382 g (37.94%) 0.2332 g (7.77%) 0.0742 g (2.47%)

C 0.9835 g (32.78%) 0.2814 g (9.38%) 0.0778 g (2.59%)
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다. 시간에 따른 각각의 운전조건에서 질량 변화는 Table 2에 정리

하였다.

또한, 추출 시간에 따른 질량변화도 Table 2에 나타내었다. 이 결

과를 보면, A 조건에서 2시간 동안 추출한 후 시료의 질량은 최초

3 g에서 0.8038 g으로 74%의 질량이 감소했다. 시료를 육안으로 관

찰한 결과 표면에 소량의 오일 성분이 아직 잔존해 있었고, Fig. 2

에서 보는 바와 같이 처리 전 보다 백색을 띄지만 전체적으로 황색

을 띄고 있었다. 같은 조건에서 4시간 동안 초임계유체로 추출한 결

과는 Fig. 2의 사진과 같이 거의 백색의 고체상을 띄었으며 질량은

0.1320 g으로 약 96% 감소함을 보였다. 시료 겉면은 거의 백색이었

으나, 시료 내부에는 아직 황색으로 기름 성분의 추출이 완료되지

않았음을 확인하였다. A조건에서 6시간 동안 추출한 시료의 경우

질량이 0.0616 g을 나타냈고 Fig. 2에서 보듯이 외부는 백색으로 4

시간 추출 후와 외관은 비슷하지만, 내부까지 모두 백색으로 나타

나서 시료의 내부 및 표면 모두 지방이 완전히 추출되었음을 확인

할 수 있었다. 따라서, A조건(25℃, 300 bar와 초임계 이산화탄소

주입 유량 12 ml/min)에서는 6시간 이전에 지방 성분의 추출이 끝

날 것으로 예상된다.

Fig. 2에는 A의 조건에서 초임계 CO
2
로 추출한 후 2시간, 4시간,

6시간 후의 시간에 따른 시료의 외관 변화를 나타낸 것이지만, 시료

의 추출시간에 따른 시료의 외부색 변화는 다른 운전조건에서도 유

사한 결과를 얻었다. 

실험 조건 B의 경우 추출조의 온도가 추출 속도에 미치는 영향을

확인하기 위하여 추출조의 온도를 35℃로 변경하고 압력 300 bar,

펌프의 유량은 12 ml/min은 조건 A와 동일하게 실험을 실시하였다.

추출 2시간 후 시료를 확인한 결과 많은 양의 지방 성분이 남아있

음을 확인할 수 있었고 질량을 측정한 결과 1.1382 g으로 초기 질

량 3 g 대비 62%의 지방이 제거 됐음을 확인하였다. 온도의 경우는

시료의 변성 때문에 60℃ 이하에서 운전해야 하며 용해도 때문에

낮은 온도로 운전하는 것이 어려우므로 이산화탄소가 액체인 영역

인 25℃와 초임계 상태인 35℃를 대표적으로 실험하였으나, 두

온도에서 지방 추출속도에 약간의 차이를 보이고 있지만 큰 차이가

나는 것은 아니었다.

추출 속도와 주입되는 액체 이산화탄소의 유량의 상관관계를 확

인하기 위하여 펌프의 유량을 6 ml/min으로 변경하고 다른 온도 및

압력조건은 실험 A와 동일한 25℃, 300 bar에서 지방 추출을 수행

하였다. 2시간이 지난 시료는 질량이 0.9835 g으로 최초 시료 대비

67%의 질량감소를 나타냈으며 타 실험과 비슷하게 지방 성분이 다

량 함유되어 있음을 확인하였다. 추출 6시간이 지난 시료는 다른

조건의 시료와 동일하게 백색이었으며 육안으로 대부분의 지방이

추출되었음을 확인할 수 있었지만, 시료 내부에는 잔존해 있는 지

방의 추출이 종료되지 않았음을 관찰할 수 있었다. 질량은 0.0778 g

으로 CO
2
 유량이 12 ml/min에 비해서 최종 질량이 더 컸었다.

온도 조건이 다른 A(25℃)와 B(35℃)의 질량을 비교한 결과 A의

경우 최초 3 g의 시료대비 최종적으로 2.05%의 시료를 얻었고 B의

경우 2.47%의 결과를 나타내었으며 둘의 색을 육안으로 비교하교

질량 변화를 고려 해볼 때 35℃에 추출했을 때에 비해서 약간의

차이이긴 하지만 25℃가 더 유리함을 확인하였다. 

또한, C의 경우 A와 동일한 온도 및 압력 조건(25℃, 300 bar)에

서 주입되는 이산화탄소의 양을 12 ml/min에서 6 ml/min으로 줄여

실험하였다. 그 결과 Table 2에서 확인된 것처럼 최종 질량이 A의 경

우 최초 3 g 시료대비 2.05%였으며 C의 경우는 2.59%를 나타내었다.

예상 대로 유량이 큰 경우가 추출 속도에 유리함을 알 수 있었다.

6시간 추출 후, 기존의 황색의 시료와는 다르게 백색에 가까우며

섬유질과 비슷한 질감을 가진 고체를 얻을 수 있었으며 시료의 질

량은 최초 3 g에서 0.0723 g으로 약 98%의 질량이 감소되었다. 추

출조 후단의 유분 트랩의 경우 지방으로 추측되는 황색의 맑은 액

체를 얻을 수 있었으며 기존 시료에서 초임계 이산화탄소를 이용하

여 지방이 함유된 동물 시료로 부터 내 지방을 성분을 추출할 수 있

음을 알 수 있었다.

3-2. 콜라겐 측정

기초 실험 후 얻어진 시료 내부에 콜라겐의 존재 유무를 확인하

기 위하여 SDS-PAGE를 통해 분석하였으며 그 결과를 Fig. 3에 표

Fig. 2. Changes in appearance of samples after 2 hours, 4 hours, and 6 hours from the left, respectively.

Fig. 3. SDS-PAGE analysis result of supercritical extract.
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시하였다. 분석 결과 콜라겐을 함유하고 있는 것을 확인할 수 있는

특성 띠인 α
1
, α

2
, β, γ를 확인할 수 있었으므로, 추출 후에 지방 등

이 추출되었지만, 콜라겐은 추출되지 않고 추출조 내부에 남아있음

을 확인하였다. 따라서, 동물 유래 시료에서 지방 등을 추출하는 경

우 기존의 기술로는 수일 또는 일주일 이상 걸리지만, 콜라겐을 단

시간(운전시간 6시간)에 효과적으로 추출할 수 있음을 알 수 있었

다. 또한, Fig. 4의 20배 침전물을 웨스턴 블럿을 수행하여 얻은 결

과를 보면 비교적 분자량이 큰 타입1 콜라겐 단백질 밴드를 확인할

수 있었다. 즉, 초임계 추출로 얻어진 콜라겐은 타입1임을 알 수 있

었다.

3-3. SEM분석결과

지방을 추출한 후 시료의 ECM (Extra cellular matrix)의 망상 구

조가 추출과정에서 깨지는 것이 있는지 알아보기 위하여 SEM을

이용하여 표면을 촬영하였으며 이 결과를 Fig. 5에 나타내었다. 운

전 조건에 따라 표면은 차이점을 보이지 않았으며 ECM 구조는 콜

라겐과 같은 섬유질 형상과 그 외 추출되지 않은 물질들이 얽혀있

는 모양을 보이고 있고, 제품화시 중요한 물리적 특성을 좌우하는

콜라겐의 망상구조가 깨지거나 하는 것은 SEM사진으로만 명확히

알 수 없지만, 계면활성제 또는 효소 처리 등의 다른 화학적 처리에

비해서 기계적 강도가 유지된다고 알려져 있다[19].

3-4. Growth factor 분석

추출 후 남아있는 콜라겐 중에 어떤 성장인자 들이 있는 지 알아보기

위하여 효소 결합 면역 흡착 분석(Enzyme-Linked Immunosorbent

assay)으로 성장인자의 함량을 분석하고, IGF-1, bFGF, VEGF 및

NGF의 함량 분석결과를 Table 3에 나타 내었다. 

IGF-1 인자는 포도당 대사와 단백질 대사를 향상시키는 인자이

며, bFGF는 체내에 있는 섬유아 세포에 효과를 나타내는 성장인자

의 하나로 세포 성장을 촉진하는 성장인자의 하나이다. VEGF는

혈관형성과 혈관 신상을 자극하는 신호 단백질이며, NGF는 신경조

직의 분화, 생장 활성을 나타내는 시토카인성 펩티드 인자이다. 

따라서, 초임계유체를 이용한 용매추출 과정을 통하여 수득한 세

포외기질은 탈세포 및 탈지하여도 일정 함량 이상의 성장인자를 함

유하여 생체적합성이 매우 증가될 뿐만 아니라, 세포의 생리활성을

조절하고, 조직의 재생을 빠르게 유도할 수 있음을 알 수 있다.

3-5. DNA 함량

Qiagen사의 DNA extraction kit를 사용하여 DNA를 추출한 다음,

Nanodrop 1000 UV/vis spectrophotometer 이용하여 DNA함량을

분석하였다. 분석결과 처리전 시료의 경우, 시료 mg당 DNA함량이

753~1200 ng정도 됨을 알 수 있었다. 하지만 초임계 처리 한 후에

도 시료 mg 당 DNA함량은 큰 차이를 보이지 않았으므로 초임계

용매에 의해서 추출된 양을 고려하여도 DNA함량이 초임계 추출에

의하여 크게 영향 받지는 않는 것 같다. 초임계와 공용매를 이용한

탈세포화 기술에 대하여 연구한 다른 연구들[18-19]도 있지만, 본

연구의 결과에 의하면 초임계 공정에 의하여 탈세포화가 가능할 것

인 지에 대해서는 보다 심도 깊은 추가적인 연구가 필요할 것 같다.

Fig. 4. Protein Bands in 20-fold Concentrated Precipitate. M: Pro-

tein marker, P.C.:human Collagen (15 µg), 1: supernatant

(20x concentration), 2: precipitate (20x concentration)

Fig. 5. ×500 SEM photography, A: 25℃, 12 ml/min, B: 35℃, 12 ml/min.

Table 3. Content of various growth factors in ECM obtained using supercritical extraction

IGF bFGF VEGF NGF

Concentration of extracted growth factors in ECM (pg/ml) 80.389 114.595 9.63 7.174
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4. 결 론

초임계 용매를 이용하여 동물 유래 지방으로부터 단시간(약 6시

간)에 콜라겐 추출물을 얻을 수 있었으며, 원료 대비 질량으로 대략

2~3%의 콜라겐을 얻을 수 있었다. 초임계 추출로 얻어진 추출물을

SDS-PAGE를 이용하여 콜라겐이 존재함을 확인하였다. 또한, 웨스

턴 블럿을 수행하여 얻은 결과를 보면 비교적 분자량이 큰 타입1

콜라겐 단백질 밴드를 확인할 수 있었다. 

초임계 추출에 의해서 얻어진 콜라겐 중에 어떤 성장인자 들이

있는 지 알아보기 위하여 효소 결합 면역 흡착 분석(Enzyme-

Linked Immunosorbent assay)으로 성장인자의 함량을 분석하고,

IGF-1, bFGF, VEGF 및 NGF가 다량 함유 되어 있음을 알 수 있었다.

초임계 처리 전, 후의 시료 mg 당 DNA함량은 큰차이를 보이지

않았으므로 DNA함량이 초임계 추출에 의하여 크게 영향 받지는

않는 것 같다. 초임계 공정을 이용한 탈세포화 기술에 대해서는 보

다 심도 깊은 추가적인 연구가 필요할 것 같다.

따라서, 초임계유체를 이용한 용매추출 과정을 통하여 얻어진 세

포외기질은 탈세포 및 탈지하여도 일정 함량 이상의 성장인자를 함

유하여 생체적합성이 매우 증가될 뿐만 아니라, 세포의 생리활성을

조절하고, 조직의 재생을 빠르게 유도할 수 있음을 알 수 있다.
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