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Abstract 

In order to increase the s이ubility of chitosan, methyleugenol-g-chitosan (MEC) was prepared by grafting methyleu­
genon1. For the purpose of identify the property of MEC formed , the structure analyses, cell stability, and mutage­
nicity were also investigated by FT-IR spectrometry, human dermal fibroblast (HDF), and Ames test. The typical 
eugenol peak structure of MEC, which is engraft eugen이 on a chitosan, was identified by the vinyl pe뼈 of IR 
spectra. ln the experiment of a given concentration, that is 0.1 - 0.01 %, of MEC in HDF, the cell toxicity for MEC 
is not observed. The mutation r않ult of MEC fOlmed was mutagenicity-negative on Ames test. In the res비t of 
inductively coupled plasma method, there wasn’t a single heavy metal to be seen. 
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서 론 

키틴은 자연계에서 유일한 염기성 폴리머로 사상균， 효 

모， 오징어， 동물플랑크톤， 게， 새우 및 곤충 등의 균류 및 

갑각류에 분포되어 있다. 키틴은 외골격의 주요구성성분인 

N-acethyl-D-gulcosamine이 β1，4로 결합한 점 액다당류의 

일종으로 이를 탈아세틸화하면， 키토산이 된다. 키토산은 

D-glucosamine과 N-acethyl-D-glucosamine이 ,8-1.4 글루코 

사이드 결합으로 연결되어 있다(Yao et al., 1994). 

최근 국내에서의 건강지향성 식품 및 자연식품에 대한 

관심이 높아지고 있다. 이러한 상황에서 특히 고순도의 키 

틴 · 키토산 관련제품의 안정성등이 확보되면 국민건강 및 

식품산업발전에도 기여할 수 있다. 한편 키토산은 이미 식 

품첨가제 및 건강식품원료로도 승인되어 현재까지 키틴 · 

키토산 및 이들 유도체의 각종 유효 기능성에 대한 연구가 

많이 보고되 어 왔다. Carboxylmethyl-g-chitosan(CMC)이 W/ 

0형에서 유화안정 이 우수하다는 보고가 있으며 (Kim et 어" 

2(02), 3 kDa, 50 kDa의 저분자 키토산의 항균효과를 측 

정한 결과 E. coli 와 S. auruse 대한 항균 효과가 있다 
(Myoung et al., 2(02). 
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또한 키틴 · 키토산 및 그 유도체들은 면역보조제동으로 

서 항균， 항산화， 항종양활성동의 성질을 나타내며 ， 또한 

많은 연구자들은 세포독성 下림프구( cytotox.ic τlymphocyte)， 

대식세포(macrophage)， 내추럴킬러세포 (natural killer cell) 

등과 같은 발암성 면역 세 포(tumoricidal immunocytes)를 활 

성화시킨다고 빌표한 바 있다 (Suzki et al. , 1986; Tokoro 

et al., 1989; Suzki et al. , 1984). 그럼에도 불구하고 아직 

까지 국내에서는 키토산을 이용한 연구가 침강제나 항산화 

제， 항균제등으로 사용되고 있으며 고부가가치제품으로서 

의 인식할 수 있는 약품 등으로는 아직까지 미미한 수준이 

다. 

따라서 본 연구에서는 키토산이 약산과 특수한 용매에만 

용해되어 사용에 많은 제약이 있다고 판단되어， 키토산과 

methyleugenol을 ceric amminium nitate (CAN) 개 시 제 를 

사용하여 수용성 이 증대 된 methyleugnol-g-chitosan(MEC), 

즉 수용성 키토산 유도체를 제조하였으며， 제조된 MEC의 

구조분석， 세포독성실험， 돌연변이원성， 그리고 유해성 금 

속등을 확인하여 식품， 의약품과 화장품 원료로서의 활용 

가능성을 살펴보고자 하였다. 

재료및방법 

실험재료 

실험에 사용된 키토산은 탈아세틸화도 98%이상의 제품 

으로 미래바이오텍 (포천， 경기도)에서 구입하여 사용하였 
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으며 ， methyleugenol, (Tokyo ChemicaI, Japan), ceric 
ammonium nitrate (CAN, Sigma, USA), acetic acid, nitric 

acid, methanol, ethanol, acetone, 질 소가스 등은 99.0%이 상 

의 순도를 갖는 제품을 사용하였다. 

MEC 제조 

Fig. 1에서와 같이 키토산을 1.5 N-acetic acid용액에 녹 

여 반응플라스크에 넣고 N2가스 및 저온순환장치 (Eyela， 

CA-lllO, Japan)를 통한 40C의 냉각수 기류하에 400C의 

항온순환장치(Eyela， NTT, Jap삐)에서 methyleugen이 

(0.8 mL, 1.0 mL, 1.3 mL)을 가하여 60분간 반응 후 CAN 

촉매를 넣고 180분간 반응시켜 아세톤으로 석출 후 진공 

건조기(대산， DS-350, 대한민국)로 건조하고， Soxhlet추출장 

치에 메탄올을 사용하여 미반응물을 제거하여 최종산물인 

수용성이 증대된 키토산인 MEC를 얻었다(Jung el 떠.， 1999). 

적외선분광법에 의한 MEC 구조분석 

키토산과 키토산 유도체인 MEC의 구조 및 합성유무를 

확인하기 위하여 적외선분광기(FT-IR， Nicolet Model 

Magna IR 550, Madison, WI)를 사용하였으며 , 각 시 료는 

KBr과 혼합하여 펠렛으로 제조하여 상온에서 cell mount에 

고정시킨 후측정하였다 

용융점도법에 의한 분자량 결정 
점도평균분자량측정을 위하여 0.2 M 초산， 0.1 M 염화 

3 g of chitosan + 250 mL of 0.5 N acetic acid 

. s뻐king for 60 min at 40 'c 

Addition of methyleugenol (0.8 - 1.3mL) 

• Stini빼 60 min 

Addition of ceric ammonium nitrate (4 mL) 

• Sha때ng “r 180 때n at 40 'C 

Washing with acetone 
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Filtering 

+ 
獅

뺑
 

L” 

」
U

.
에
 

|*V 

깨
 
|*’ 

·
맥
 
때
 

h 

V 

$ w 

Washing with methanol 

+ 
Vacuum drying 

+ 
Methyleugenolchitosan (MEq 

Fig. 1. Schematic procedures for the preparation of methyl­
eugenoIchitosan. 
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나트륨， 4 M 우레아용액을 각각 1 : 1 : l(v/v/v)로 혼합하 

여 키토산 유도체 α，ffiC)를 일정 농도로 용해시킨 후 희 

석 하여 40C의 냉 암소에 3일간 방치 하였으며 ， 2SOC로 온도 

가 일정하게 유지되는 항온조에서 점도측정장치(Schott， 

MLI130, Germany)에 Ubbelohde 점도계를 사용하여 점도 

를 측정하였으며， 측정용액이 모세관을 통과하는 시간을 5 

회 반복 측정하였으며 통과시간의 평균값을 이용하여 점도 

평균분자량(Cho et. al., 1999; Wang el aI., 1991)을 (1)식 

에 의하여 계산하였다 

π = (멜r 
n ” / 

1 1 
、

여기서 ， 11 : 극한점도(intrinsic viscosity) 

다v 점도평균분자량 

K: 상수(= 8.93x lO-4) 

a: 상수(= 0.71) 

Inductivety Coupled Plasma (ICP)법에 의한 원소분석 
ICP법은 아르곤 가스에 고주파를 유도결합방법으로 걸어 

방전되어 얻어진 아르프라마에 시험용액을 주입하여 목적 

원소의 원자선 및 이온선의 발광광도를 측정하여 시험용액 

중의 목적원소의 농도를 구하는 방법으로 대부분의 금속의 

측정에 쓰인다. 

높은 점도를 가지고 있는 시료를 전처리하기위해 시료 

lO g에 3N-HN03 10 삐을 넣어 서서히 가열하여 액량이 

15 mL 될 때까지 증발농축하고 방냉시켰다 3N-H2S04 5 

mL와 3N-HN03 5 mL 넣고 가열하여 백색연기가 발생하 

면 반응이 종료된 것으로 보고 가열을 중지한다. 분해가 

끝나면 방냉하여 증류수 50 mL을 넣고 끊기 직전까지 가 

열하여 침전된 용해성 염을 녹인다. 방냉 후 여과하여 증 

류수로 정핵 100 mL 로 하여 시험용액으로 사용하였다. 

전처 리 한 시 료는 ICP(Thermo, USA)를 이 용하여 납(Pb)， 

구리 (Cu), 수은(Hg)， 비 소(As)， 주석 (Sn) 항목을 분석 하였다. 

표준용액은 Kanto ChemicaI (Japan)사의 Pb, Cu, Hg, As, 

Sn 를 표준원액(1000 m잉L)을 사용하였다. 시료 및 공시험 

용액은 희석한 다음 ICP에 주입하여 흡광도를 구하고 따 

로 표준용액 및 공시험용액에 대해서도 각각 시료와 같은 

조작을 해서 검량선을 작성하였다. 

Human Dermal Fibroblas뻐| 으|한 MEC으| 세포독성시험 

(주)엠씨티티 (대한민국)에서 제공받은 human dermal 

fibroblast (HDF, p=2)를 이용하여 MEC @, (þ), @에 대한 

세포독성실험을 수행하였다 세포는 10% fetal bovine 

S하um (FBS), 1% 야nicillin/streptomycin을 포함한 DMEM­

FI2(GIBCO사) 배지에 370C, 5% CO2 조건에서 배양하였 

으며 ， HDF를 96-well plate에 well당 3x103cell로 분주하고 
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12시간동안 배양한 후 0.1--0.01 % 농도의 MEC를 well에 
첨가하여 24시간 경과 후 MTI assay 법을 이용하여 세포 

성장률을측정하였다. 

돌연변이원성 실험 
Ames 시험방법에 따라 MEC의 돌연변이원성 유무를 확 

인하였다 (Ames and Maron el a1., 1983). 이때 돌연변원 

성 양성 대조구로서 2-nitrotluorene을 20mglmL의 농도로 

메탄올에 녹인 용액을 사용하였으며， MEC-a, MEC-b, 

MEC-c를 증류수에 100 mglmL 농도로 녹여 준비하였으며， 

돌연변이균주로는 Samonella typhimurium TA98 혹은 

Samonella typhimurium TAloo을 각각 고압증기 멸균기 

(Eya1a, MAC-501 , Japan)에 멸균한 nutrient broth에 접종 

하여 370C 배양기(Eyela， .MIR-262, Jap뻐)에서 (1.5-3.0x102 

cflψmL)하여 O. l mL를 멸균된 screw cap tube에 넣고 가볍 

게 흔든 후 450C로 냉각된 top agar 2 mL 및 멸균된 

biotin-histidine용액 0.2 mL를 모두 혼합하여 미리 제조된 

hard agar에 각 시 료는 20 μl을 분주한 후 top agar를 그 

위에 분주하여 370C에서 양성대조구 (2-nitrotl uoene)와 음 

성대조구 (methanol)에 골고루 분주하였다.24시간배양 후 

생성된 colony를 양성대조구 및 음성대조구와 비교하여 돌 

연변이원성을 측정하였다 

결과및고찰 

키토산유도체의 제조 

Ubbelohde 점도계를 사용하여 점도평균분자량을 측정 힌 

결과， 키토산 1.2x105 Da이었고， 키토산 유도체는 MEC @ 

4 .3x105 Da, MEC @ 5.6x105 Da MEC @ 6.5x105 Da인 

것으로 확인되었다 MEC의 경우， 키토산보다 예상보다 3-

4배 정도 큰 점도평균분자량을 갖는 것으로 나타났는데 ， 

이는 키토산에 methyleugenol이 합성된 MEC의 자체점도 

가 증가하는 것에서 기인된 것이라 볼 수 있다. 

키 토산 유도체 인 SaCs(safrol-g-chitosan)와 EuCs(eugen이-g­

chitosan)의 점도평균분자량을 측정 한 결과 각각 7.5x105 

Da, 7.8x lOS Da인 것을 확인할 수 있었다.(Kim et 외.， 2003) 

키 토산 구조에 methyleugenol의 고리구조가 첨 가되 어 고 

리구조의 함량이 증가하며 이러한 구조가 그물구조형성에 

기여함으로써 MEC의 자체점도가 증가하게 되며 이에 따 

라 점도 평균분자량이 예상보다 더 크게 보이는 것으로 추 

측된다. 또한， 점도평균분자량이 감소하지 않는 결과로 볼 

때 ， 형성된 MEC는 원래 키토산의 β1，4 결합 및 고리구조 

를 절단하지 않는다고 볼 수 있다. 

키토산， MEC과 Methyleugenol의 FT-IH을 통한 구조분석 
Fig. 2는 Methyleugen이 과 키토산의 구조를 나타낸 것 

이다. Methyleugenol의 경우 3300-3000 cm- I에서 방향족고 
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Fig. 2. IR spectra of chitosan (a) and Methyleugenol (b). 

리 (Ar-H) -CH의 stretch에 기 인 한 흡수띠 , 3000-2700 cm-1 

에서 지방족 -CH3, -CH2-의 -CH stretch에서 기인한 흡수 

띠 ， 1675-1625 cnf l에서 >C=C< stretch에서 기인한 흡수띠 ， 

1475-1300 cm- 1 에서 >C-H bending, 1000-650 cm- 1 에서 

Ar-H bending (our-of-plane), >C=C< bending에 서 기 인 한 

흡수띠가 나타남을 보여준다. Chtiosan의 FT-IR 스펙트럼 

의 경우 3750-3000 cm-’에서 -OH, -NH stretching의 흡수 

띠 , 3000-2700 cm-1 에 서 -CH stretch에 기 인 하는 흡수띠 , 

1653과 1595 cm- 1 에서 카르보닐기 의 stretching vibration 

(arnide 1)과 I ~} 아민의 N-H bending vibration (anlide 0 ) 

흡수 파장을 각각 발현하고 있다 

Fig. 3은 키토산에 methyleugen이을 함량별 (0.8, 1.0, 1.3) 

로 그라프트시 킨 MEC 공중합체의 FT-IR 스펙트라를 나타 

냈다. Methyleugenol이 그라프트된 MEC 공중합체의 경우， 
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Fig. 3. IR spectra of MEC-a (a), MEC-b (b) and MEC-c (c). 



Methy leugen이 반응시킨 키토산의 세포안정성 및 돌연변이원성 

methyleugenol의 공유결합에 의한 키토산 아민기와의 반응 

으로 인하여 순수 키토산 보다 amide 11의 흡수띠가 153 1 

cm- 1으로 이동함을 알 수 있었다. 이것은 키토산 일차 아민 

그룹이 methyleugen이의 이중결합이 반응하여 공유결합을 

형성함으로서 흡수띠의 이동현상이 나타났으며， 또한 

methyleugen이의 비닐기와 키토산이 반응하면서 1675- 1625 

cm- 1에서의 >C=C< 의 흡수띠가 사라졌음을 알 수 있었다 

(Parshanth et al., 2003 ; Chen et al., 2003; Zhang., 2003). 

이러한 결과를 통해 methyleugenol이 키토산에 그라프트반 

응이 잘 일어났음을 알 수 있었다 

유해성금속 

건강기 능식품의 기 능성 원료 규격 기준(2.0 mg이 하/kg)에 

병시된 유해성 금속인 Pb의 유무를 확인하기 위함과 동시 

에 MEC의 안전성 확보차원에서 Cu, Hg, As, Sn 퉁의 유 

무를 확인한 결과 유해성 금속이 전혀 검출되지 않아， 식 

품 및 화장품 그리고 의약품의 원료로서 안정성이 높은 것 

을확인할수있었다 

세포안정성 실험 

키토산 유도체인 MEC에 대한 독성여부를 확인하기 위 

하여 0. 1 -0.0 1 %의 농도를 갖는 MEC 시료를 HDF에 각각 

처리하여 세포의 성장을 관찰한 결과， Fig 4에서 보는 바 

와 같이 MEC은 어떠한 농도 범위에서도 세포독성을 나타 

내지 않음을 확인할 수 있었다. 이는 이전 때ylphen이-g­

chitosan 제조에 대한 세포독성유무를 확인한 결과 어떠한 

농도의 범위에서도 세포독성이 나타나지 않았던 결과와도 

0.1 

0.6 b 1 ,1 

E 0.5 

:S: O 4 

i’‘ 

-< 0.2 

0.0 

ME C-a MEC-b MEC-c 

Mcthyl cugcn이chitosan ( 111밍m L) 

Fig. 4. Cytoto찌c effects of MEC on Human Dermal Fibroblast. 
aB: MEC-a Blank, a1: MEC-a 0.1 %, a2: MEC-a 0.03%, a3: MEC­
a 0.01 % 
bB: MEC-b Blank, a 1: MEC-b 0.1 %, a2: MEC-b 0.03%, a3: 
νæC-b 0.0 1% 
cB: MEC-c Blank, al : MEC-c 0. 1%, a2: MEC-c 0.03%, a3: MEC­
c O.이% 
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일치하였다(Jung et. al. , 2007). 

돌연변이원성 흑벤 
MEC 와 키토산을 각각 100 mglrnL의 농도로 증류수에 

녹여 돌연변이원성을 검색하기 위하여 Samonella 

typhùnurium TA98 및 Samo 

용하였다. 키토산， 키토산 유도체인 MEC-a, MEC-b, 

MEC-c 음성대조구인 MeOH, 양성대조구인 질소계 발암물 

질인 2-nitrofluorene(2-NF)을 메탄올에 녹여 시료대신 배지 

에 첨가하여 실험한 결과 Fig. 5와 Fig. 6과 같이 24시간 

배양 후 생성된 colony를 측정한 결과 양성 대조구인 2-

nitrofluorene은 변이를 일으켜 TA 98은 330, TA 100은 

340 CFU/mL 균수가 측정 되 었으며， 키토산 및 키토산 유 

도체 MEC를 측정 한 결 과， TA 98, TA 100 19-35 CFU/ 

mL의 균수를 측정하였다 이는 음성대조구(TA 98 15, TA 

100 25 CFU/mL)와 비교하여 돌연변이 음성대임을 확인할 

수 있었다. 따라서 본 논문에서 제조한 MEC와 키토산은 

돌연변이 음성임을 확인하였다. 

S. typhimurium TA 98은 히 스티 딘 탈수소효소(histidine 

dehydrogenase)를 암호화하는 his D gene에서 돌연변이를 

일으킨 것으로 프레임시프트 돌연변이 (frameshift mutation) 

가 일어난 부근에 반복되는 8개의 -GC- 염기들을 가진다 

프레임시프트 돌연변이생성물(frameshift mutagene)들은 핫 

스훗 (hot spot)이나 반복되는 서열에서 일어나는 염기대합 

(base-p없디ng)을 안정화하므로 이들 돌연변이들에 의한 프 

레 임시프트 돌연변이를 원래의 히스티딘 리딩프레 임 

(histidine reading franle)으로 복귀시킬 수 있다 

따라서 S. typhimuηum TA 98은 프레임시프트 돌연변이 

생성물들을 검출하기 위해 사용된다. S. ηphimurium TA 
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Fig. S. Result of Ames test for chitosan and MEC with S. 
typhimurium TA 98; Contents of methyleugenol in chitosan : 
(MEC-a: 0.8 mL, MEC-b: 1.0 mL, MEC-c: 1.3 nùι Cs 
(chitosan) 
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Fig. 6. ResuIt of Ames test for chitosan and MEC with S. 
typhimurium TA 100; Contents of methyleugenol in chitosan : 
(MEC-a: 0.8 mL, MEC-b: 1.0 mL, MEC-c: 13 mL), cs (chitosan) 

100은 TA 98과 달리 염기쌍(base-p없r)의 치환을 일으키는 

돌연변이 물질을 검출하기 위해 사용하였다(Kim et. al., 

2003; Kim el a1., 2002). 

요 약 

낮은 수용성 의 키토산을 개선시 키 고자 methyleugen이 시 

약을 키토산과 그라프트시켜 키토산 유도체인 methyleugenol­

g-chitosan (MEC)을 제조하였다 또한 얻어진 MEC의 성질 

을 확인하고자， 구조분석 ， 세포안정성， 그리고 돌연변이원 

성동을 살펴 다음과 같은 결과를 얻었다. 적외선분광법을 

이용한 구조분석 결과， methyleugenol이 그라프트된 키토 

산 공중합체언 MEC 경우， methy1eugen이의 비닐기가 키토 

산에 그라프트되어 있음을 확인하였다 MEC의 세포독성을 

살펴보기 위하여 O.l - 0.01% 농도를 갖는 MEC 시료를 

혈액투석여과 (HDF)에 각각 처리하여 세포성장을 확인한 

결과， MEC를 투입한 전체 농도범위에서 세포독성을 나타 

나지 않았다. 키토산 유도체인 MEC를 Ames 시험법에 의 

하여 돌연변이원성시험 결과 음성으로 확인되었으며 ， 또한 

ICP 분석법에 의해서도 유해성 금속이 전혀 검출되지 않음 

을확인하였다 
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