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서론

 키틴은 N-아세틸-β-D-글루코사민(GlcNAc)이 β-1,4결합한 직쇄상의 천연 고분자 중합체로

서, 셀룰로오스와 같이 특이한 공간적 배열로 결정화된 다당류이다[1]. 그러나 이들 기능

기의 차이에 따라 분자응집구조 혹은 결정구조가 각각 다르고, 그 용제도 같지 않다[2]. 
셀룰로오스의 구조는 피라노스환의 2-위치의 탄소에 -OH기, 키틴의 구조는 셀룰로오스의 

단위체인 글루코스의 -OH기가 -NHCOCH3로 치환된 N-아세틸-D-글루코사민으로 구성되어 

있고 셀룰로오스와 같은 β-1,4결합으로 이루어진 천연생분해성 고분자이다. 키토산은 키

틴의 N-아세틸 그룹을 탈 아세틸화하여 아미노그룹으로 치환된 키틴유도체이다[3]. 그 외

의 부분은 같은 구조이다. 일반적으로 키틴과 키토산은 피라노스환의 2-위치 탄소에 N-아
세틸기와 10~25% 미만의 아미노기가 혼재되어 있다. 이에 따라. 보통 탈 아세틸화도가 

50% 이하를 키틴이라 부르고, 50% 이상을 키토산이라 한다[4]. 따라서 키틴, 키토산은 N-
아세틸기(아미노기)의 존재 비율만 다른 동일한 다당이라고 말해도 좋은 천연 고분자이다

[5].
 키틴과 키토산은 아질산, 염산, 과산화수소, 과옥소산 등의 화학적 방법으로 저분자화 

될 수 있다. 키틴과 키토산을 화학적인 방법으로 분해하면 부분적으로 탈 아세틸화되어 

N-아세틸-D-글루코사민 및 D-글루코사민 단당단위가 혼재되어 있다. 또한 키티나제와 키

토사나제 두 효소 모두의 가수분해에 의해서도 저분자화가 가능하고, 99% 이상의 탈 아

세틸화된 키토산(순수 키토산)을 효소적 가수분해에 의하여 중합도 1~9의 키토올리고당을 

고 수율로 얻는 것이 가능하다[6]. 
 키틴의 키토올리고당, 키토산의 키토올리고당 및 부분 탈 아세틸화에 의해 제조된 키틴

과 키토산의 헤테로 키토올리고당, (GlcNAc-GlcN)n, (n<10), 은 키티나제 또는 키토사나제

의 활성형태에 의존된다. 헤테로-키토-올리고당들은 N-아세틸화에 의하여 N-아세틸-D-글
루코사민-키토-올리고당으로 간단히 전환시킬 수 있다[7]. 키틴, 키토산을 가수분해하여 

얻는 단당류인 D-글루코사민, N-아세틸-D-글루코사민과 소당류인 키틴 올리고당, 키토산 

올리고당 등을 들 수 있다. 키틴과 키토산은 체내 흡수에 다소 문제가 있어서 체내 흡수

가 빠른 키토올리고당에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다[8].
 종래부터 다당류의 올리고당 혼합물을 얻기 위해서 활성탄칼럼에 의한 방법이 시도되었

다. 이 방법은 활성탄이 올리고당을 특이적으로 흡착하는 특성을 이용하였다. 흡착된 올

리고당의 용출에는 에탄올을 사용하였다[9].
 본 연구는 부분적 탈 아세틸화된 키토산(partially deacetylated chitosan: 70~90% PDC)을 

기질로 키티나제를 이용하여 원적외선의 조건에서 가수분해 시켜 생성된 N-아세틸-β-D-
글루코사민을 활성탄칼럼 방법으로 에탄올을 사용하여 키토올리고당을 분리 추출하였다.
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재료 및 방법

1. 미생물 배양

 본 연구에서 키티나제로 사용된 Serratia marcescens QM B1466 균주를 고체배지에서 

계대배양하여 YEPD(1% yeat extract, 2% peptone, 2% glucose) 액체배지에서 pH 7.0으로 

30℃에서 24시간 배양하여 키티나제 효소생성을 하기 위하여 1.5g chitin, 0.05g yeat 
extract, 0.136g KH2PO4, 0.03g MgSO4․7H2O, 0.1g (NH4)2SO4의 효소배지에서 pH 8.5~9.0을 

맞추고 250mL Erlenmeyer flask에 50mL의 효소배지에 1%를 접종하여 30℃로 7일간 배

양하여 8000rpm으로 15분간 원심분리하여 상층액을 효소용액으로 사용하였다.
2. 키티나제의 활성

 키티나제의 활성은 pH 6.0의 McIlvaine 완충용액과 Colloidal 키틴을 포함한 혼합물을 

37℃에서 15분간 항온 시킨 후 측정하였다. 발색 시약 용액은 0.5M NaCO3 1L에 0.5g 
potassium ferricyanide를 용해시켜 제조하였다. 제조된 시약 2mL에 시료용액 1.0mL와 증

류수 0.5mL를 혼합하고 15분간 끓여 반응을 시킨 후 420nm에서 흡광도를 측정하였다. 
활성 단위 1unit는 1분간에 환원당 1mol을 생성시키는 효소의 양으로 정의하였다.

3. 기질 제조

 탈 아세틸화 공정을 통하여 제조된 70~90%의 부분적으로 탈 아세틸화된 키토산을 사

용하였다. 0.1M 아세테이트 완충용액에 부분적으로 탈 아세틸화된 키토산을 1.0%로 3L
의 기질을 제조하였다.

4. 올리고당 제조

 N-아세틸-D-글루코사민 올리고당을 제조하기 위하여 제조된 기질 3L와 키티나제

(1.58units) 60mL를 게르마늄에 의한 원적외선(far infrared radiation: 원적외선 상대평균율 

0.927 (주)거성 세라믹)의 조건으로 37℃에서 15일간 효소반응 시킨 후 5분간 끓임으로

서 반응을 정지하였다. 
5. 환원당의 측정

 환원당의 측정은 시간에 따라 생성된 반응 혼합물을 Schales의 방법[10]에 의하여 측정

하였다. 유리된 환원당의 양은 N-아세틸-D-글루코사민의 표준시약을 사용하고 Schales 
법칙을 수식한 방법으로 측정하였다.

6. 활성탄의 선택

 생성된 올리고당을 활성탄으로 흡착하기 위하여 올리고당 흡착 분리에 적합한 활성탄

을 선정하기 위하여 2가지의 활성탄의 흡착성능을 시험하였다. 실험은 1L의 회분식 반

응기에서 600mL의 용액에 10g의 활성탄을 넣고 anchor형 교반기로 섞어주면서 진행하

였다. 평형에 도달하는 유무를 측정하기 위해 매시간 용액의 농도를 분석하였다. 
7. 당별 분리 추출

 선택된 활성탄(CALGON F300&400)을 30% 아세트산을 가하여 3시간을 끓이고 탈기시

켜 증류수 15L로 세정하고 건조하여 무게 100g을 측정하여 5×50cm의 칼럼에 충진 하였

다. 올리고당 용액 3L를 6mL/min의 유속으로 투입하여 흡착하였다. 흡착농도를 알아보

기 위해서 흡광도를 측정하였다. 활성탄에 흡착된 올리고당을 분리 추출하기 위해 

99.9% 에탄올을 0~30%의 농도로 단계적으로 변화하였다. 분리 추출된 용액은 흡광도에 

의해 환원당을 측정하였다.

결과 및 고찰

1. 올리고당의 제조

 3L의 기질과 60mL의 효소를 원적외선의 조건에서 37℃로 15일 동안 효소반응을 하여 

1.03mg/mL의 환원당을 얻었다.
2. 활성탄의 선택

 Norit 830과 Calgon F300&400의 활성탄의 흡착성능을 실험한 결과 Norit은 0.52, Calgon
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은 0.27로 Calgon이 우수한 흡착성능을 보였다. Fig. 1.는 활성탄의 용액의 흡착성능을 

실험하기 위하여 매시간 환원당을 측정한 것을 농도에 따른 곡선으로 나타낸 것이다. 
3. 활성탄 흡착

 용액 3L를 활성탄 칼럼에 6mL/min의 유속으로 연속적으로 흘려 흡착을 하였다. 10분

당 60mL의 용액을 490분 동안 채취하였다.
 칼럼을 통과한 여액은 210nm에서 흡광도를 측정하고 Schales의 방법에 의하여 420nm
에서 흡광도를 측정하였다. Fig. 2.는 흡광도 값을 도식화 한 것이다. Fig. 2.에서 위쪽 

곡선은 210nm의 흡광도 값이고 아래쪽 곡선은 420nm의 흡광도에서 측정된 환원당의 

값을 나타낸 것이다. Fig. 2.에서 430분부터 검출된 환원당의 양은 10.36mg이고 활성탄

에 흡착된 환원당은 3074.54mg으로 원액 3L의 환원당 3084.9mg의 99.66%가 흡착이 된 

것을 확인할 수 있다.
4. 당별 분리 추출 

 흡착된 올리고당을 용출하기 위해 에탄올을 0~30%의 농도로 단계적으로 변화시켜 사

용하였다. 먼저 증류수 200mL를 칼럼에 충진 하여 용액을 정체시키고 1시간 후 용액을 

채취하는 것을 반복하였다. 용출된 용액은 210nm에서 흡광도를 측정하고 Schales법에 

의해 420nm에서 흡광도를 측정하였다. 두 번째는 10% 에탄올을 증류수와 같은 방법으

로 용액 채취를 반복하고 210nm와 420nm에서 흡광도를 측정하였다. 세 번째는 20% 에

탄올을 사용하였고 마지막으로 30% 농도의 에탄올을 사용하여 증류수와 같은 방법을 

반복하여 210nm와 420nm의 흡광도를 측정하였다.
 측정된 값들을 시간에 따라 도식화 한 것이 Fig. 3.과 Fig. 4.와 같다. Fig. 3.은 210nm
에서 흡광도를 측정한 값의 시간에 따른 그래프이고 Fig. 4.는 Schales법에 의해 420nm
의 흡광도에서 측정된 환원당 값의 그래프이다. Fig. 3과 4에서 보는 바와 같이 210nm
와 420nm의 흡광도에서 두 가지의 그래프는 별로 차이가 나지 않는다는 것을 알 수 있

다. 그러므로 에탄올에 의한 탈착에서는 전처리를 하지 않고 시간을 단축시킬 수 있는 

210nm에서 흡광도를 측정하는 것도 무방하다 할 수 있겠다.
 증류수에 의해서 탈착된 용액의 환원당량은 448.8mg, 10% 에탄올용액에 의해 탈착된 

환원당량은 1185.0mg, 20% 에탄올용액으로 탈착된 환원당량은 199.6mg, 30% 에탄올용

액으로 탈착된 환원당량은 72.0mg이었다. 활성탄에서 에탄올의 농도에 따라 용출된 용

액의 환원당은 1905.4mg으로 활성탄에 흡착된 환원당량 3074.54mg의 61.97%를 분리 추

출 하였다. 분리 추출된 용액은 그 농도에 따라 HPLC에 의해서 당 분석이 가능하였다.  
 분리 추출된 용액 61.97%에서 증류수는 23.55%, 10% 에탄올은 62.19%, 20% 에탄올은 

10.48%, 30% 에탄올은 3.78%의 환원당이 각각 검출 되었다. 절반 이상의 올리고당을 

추출하였으나 더 많은 양의 올리고당을 분리 추출하기 위해서는 용출용액을 변화시키

거나 정체 시간을 달리할 필요성이 있다. 

Fig. 1. Comparison between Norit 830 and 
Calgon F300&400 active carbon. C: reducing 
sugar concentration of solution(mg/mL), C0: 
reducing sugar concentration of original 
solution(mg/mL)
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Fig. 2. Curve of adsorption from active carbon 
column. column size: 5×50cm, flow rate: 
6mL/min. Comparison between absorbance 
of 210nm and 420nm. 
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Fig. 3. Desorption curve measured at 
210nm. solution fixed time: 200mL/1hr.

Fig. 4. Curve of desorption from active 
carbon column. The measure environment 
is absorbance at 420nm.
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