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초록: 최근 생활 방사선 및 의료 방사선의 심한 노출로 인해 활성산소가 심각하게 유발되고 있으며, 이러한 활성산

소를 억제하기 위해 천연 항산화제를 이용한 건강 기능성 식품이 많이 출시되고 있다. 하지만, 천연 항산화제의 자

체 사용 시 낮은 생체이용률로 인해 항산화 활성이 반감되는 문제점을 갖고 있다. 본 연구에서는 이러한 천연 항산

화제의 생체이용률을 증가시킬 수 있는 키토산 기반의 마이크로스피어 담지체를 개발하고 물리화학적 특성을 분석

하여 천연 항산화제 담지체로 응용가능성을 평가하고자 하였다. 기존의 넓은 분자량 분포를 갖는 키토산의 재현성

문제를 해결하기 위해 한외여과막을 이용하여 좁은 분자량 분포와 정확한 분자량 스펙을 갖는 키토산을 제조하였으

며, 이를 spray dry 기법을 이용하여 키토산 마이크로스피어를 제조하였다. 분획된 키토산과 마이크로스피어의 물리

화학적 특성은 GPC, 1H NMR, FTIR 및 SEM을 이용하여 분석하였고, 이러한 키토산 마이크로스피어의 생체 내에

적용 가능성을 평가하기 위해 세포독성 여부를 MTT assay를 이용하여 확인하였다. 이러한 결과를 통해 키토산 마

이크로스피어는 생체 내에 적용이 가능하며, 추후 천연 항산화제를 담지하여 항산화제로 사용했을 시 생체이용률의

증가로 인해 항산화 활성을 극대화할 수 있을 것으로 사료된다.

Abstract: Recently, active oxygen has been seriously induced due to severe exposure to life radiation and medical radi-

ation, and many health functional foods using natural antioxidants have been released to suppress such active oxygen.

However, the antioxidant activity of natural antioxidants is reduced due to low bioavailability. In this study, we have

developed a chitosan-based microsphere carrier capable of increasing bioavailability of natural antioxidants, and analyzed

the physicochemical characteristics of the microsphere carriers to evaluate their applicability as a natural antioxidant car-

rier. In order to solve the problem of reproducibility of chitosan having a broad molecular weight distribution, chitosan

having a narrow molecular weight distribution and accurate molecular weight specification was prepared by using an

ultrafiltration membrane. Chitosan microspheres using fractionated chitosan were prepared by spray dry method. The

physicochemical properties of the fractionated chitosan and microspheres were analyzed by GPC, 1H NMR, FTIR and

SEM. In addition, to evaluate the applicability of chitosan microspheres in vivo, their cytotoxicity was evaluated by MTT

assay. These results suggest that chitosan microspheres can be applied in vivo, and natural antioxidant-encapsulated chi-

tosan microsphere can be used to maximize antioxidant activity by increasing bioavailability.

Keywords: chitosan, ultrafiltration, microsphere, spray dry, natural antioxidant carrier.

서 론

최근 활성산소는 생활방사선 및 의료방사선에 의해 심각하

게 발생되고 있으며, 이는 다양한 질병과 피부노화를 촉진시

키는 요소 중에 하나로써 현재 이러한 활성산소를 방어하기

위해 항산화 물질이 함유된 기능성 식품이 많이 생산되고 있

다. 활성산소란 산소원자를 포함해 짝지어지지 않은 전자로

반응성이 매우 큰 원자이다.1,2 이는 공기 중에 존재하는 산소

분자인 안정한 삼중항 산소(3O2)가 방사선, 초음파, 화학반

응, 신진대사 과정으로 인해 슈퍼옥사이드 라디칼(O-
2·), 하이
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드록실 라디칼(HO·) 및 과산화수소(H2O2) 등 반응성이 큰 활

성산소로 전환되며, 이는 각 기관, 세포 내 DNA 및 면역성에

치명적인 손상을 유발하여 인간의 수명단축에 큰 영향을 끼친

다.3-5 이러한 심각한 문제를 초래하는 활성산소를 예방하기 위

해 다양한 합성 항산화제와 천연 항산화제를 사용하고 있지

만, butylated hydroxyanisole(BHA), butylated hydroxytoluene

(BHT)과 같은 합성 항산화제들의 경우에 과량 사용 시 독성

및 암을 유발할 수 있는 문제점을 갖고 있기 때문에 생체 내

에 안전한 천연물질을 이용한 항산화제의 개발이 지속적으로

연구되고 있다.6-8 천연물질인 과채류 및 식용버섯에 다량으로

존재하는 플라보노이드와 산성 페놀화합물들이 항산화성, 항

알러지성, 항암성 등 다양한 생리활성 기능을 가지고 있는 것

으로 알려져 있지만, 이를 자체 항산화제로 사용했을 시 낮

은 생체 이용률로 인해 비효율적인 항산화 활성을 초래한다

는 문제점을 갖고 있다.9,10 본 연구에서는 이러한 천연 항산

화 물질의 생체 이용률을 증가시킬 수 있는 키토산 기반의

마이크로스피어 담지체를 개발하여 그 물리 화학적 특성을

분석하고자 하였다.

키토산은 갑각류인 게나 새우의 껍질에 많이 존재하는 키

틴을 탈아세틸화시켜 생성되는 생분해성 천연 다당류로써 β-

(1,4)-glycosidic 결합으로 연결된 D-glucosamine과 N-acetyl

D-glucosamine 두 단위체로 구성되어 있다.11,12 키토산은 항

암, 콜레스테롤 감소, 향균성, 면역 활성 등 우수한 생리활성

을 갖는 것으로 알려져 있으며, 응용 분야로는 화장품, 수처

리, 의약품, 식품, 바이오산업 등이 최근 의료용 분야에 많은

연구가 진행되고 있다.13,14 또한 키토산은 생체적합하고, 낮은

독성, 우수한 세포부착 능력 및 장 내에 점막과 상호작용이

우수한 특성을 갖고 있으며, 수 많은 아민 그룹을 함유하고

있어 유전자 및 약물 전달시스템 분야에 많이 응용되고 있

다.15,16 이러한 특성을 갖는 키토산을 이용하여 천연 항산화

물질을 담지할 수 있는 마이크로스피어 담지체를 개발하여

항산화제로 응용하였을 시 생체 내에 높은 안전성뿐만 아니

라 장 내에 점막과 우수한 상호작용으로 인해 높은 생체이용

률을 기대할 수 있어 항산화 효과를 극대화할 수 있을 것을

사료된다.

따라서 본 연구에서는 생활방사선 및 의료방사선으로부터

유발되는 활성산소를 효과적으로 제거하기 위해 천연 항산화

물질을 담지할 수 있는 키토산 마이크로스피어(CM)를 제조

하고, 그 물리 화학적 특성을 규명하고자 하였다. 본 연구 결

과를 통해 제조된 CM은 천연 항산화 물질을 담지할 수 있

는 담지체로 사용이 가능함을 제시한다.

실 험

Materials. 본 연구에서 사용된 키토산 올리고당(COS, Mw:

20 kDa)은 (주)키토라이프(KITTOLIFE Co., Korea)에서 구매

한 후 넓은 분자량 분포의 재현성 문제를 해결하고자 한외여

과막(molecular weight cut off; MWCO 30, 10, 3, 1 kDa)을

이용하여 좁은 분자량 분포를 갖는 COS를 제조한 후 크기배

제크로마토그래피(gel permeation chromatography equipped

with multi-angle laser light scattering detector, GPC-

MALLS, 18angle detector, Wyatt, USA)를 이용하여 분자량

을 재분석하여 연구에 사용하였다. 세포독성 실험에 사용된

HEK293 세포는 American type culture collection(ATCC,

KOREA)에서 분양받은 후 10%의 fetal bovine serum(FBS)을

함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)을 이용

하여 배양하였고, ethylenediamintetetraacetic acid(EDTA),

dimethyl sulfoxide(DMSO), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT) 및 DMEM은 Sigma-

Aldrich사(USA)에서 구입하여 사용하였다. 기타 실험에 사용

된 용매 및 시약 등은 일급 시약을 구입하여 정제하지 않고

사용하였다.

한외여과막을 이용한 키토산 분획. 좁은 분자량 분포를

갖는 COS를 제조하기 위하여 한외여과법(ultrafiltration

method)을 통하여 분리하였다. 원 물질 COS 10 g을 정제수

(deionization water; DW) 30 mL에 용해시킨 후 한외여과장

치(Amicon 8400, Millipore, USA)에 넣고, DW 270 mL을

추가하여 최종 부피가 300 mL이 되도록 하였다. 이때, 분자

량 분리능(molecular weight cut off; MWCO)이 30, 10, 3,

1 kDa인 한외여과막(ultrafiltration membrane)을 사용하여 단

계적으로 분리하였다. 먼저 30 kDa 한외여과막을 이용하여

고분자량 COS와 키토산 분해 효소를 제거하고, 30 kDa 한외

여과막을 통과한 COS 용액을 10, 3, 1 kDa의 한외여과막을

이용하여 순차적으로 분리하였다. 위의 모든 단계에서 한외

여과는 질소를 토출(토출 압력; 3.5 kgf/cm2)시켜 초기 양의

1/6이 되도록 농축시킨 후 다시 DW를 넣어 300 mL이 되도

록 하여 다시 동일한 과정으로 농축시켰으며, 이 과정을 3회

반복한 후 한외여과장치 내의 최종 고순도 COS 용액을 얻었

다. 이 용액은 동결건조를 통하여 분자량 별로 COS 분말을

얻었다.

분획된 키토산의 분자량 측정. 분획된 COS의 분자량 및

분자량 분포는 광 산란 검출기가 장착된 젤 투과크로마토그

래피(gel permeation chromatography equipped with multi-

angle laser light scattering detector, GPC-MALLS, 18angle

detector, Wyatt, USA)를 통하여 분석하였다. 분석을 위해

Shodex SB-804 HQ, Shodex SB-802 HQ(OHpak, Wyatt,

USA) 두 종류의 컬럼을 사용하여 COS를 시간에 따라 분리

하였다. 이때 이동상은 ammonium acetate(0.5 M, pH 5.5)를

사용하였으며, 흐름속도는 0.5 mL/min, 컬럼 온도는 40 oC로

유지하여 분석하였다.

분획된 키토산 및 마이크로스피어의 구조 분석. 분획된

COS 및 마이크로스피어의 구조 분석은 핵자기공명장치(1H
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NMR, 400MHz, Bruker, Germany)와 적외선 분광광도계

(FTIR 8700, Shimadzu, Japan)를 이용하여 분석하였다. 1H

NMR 분석은 분리된 COS 및 마이크로스피어를 용매 D2O에

용해시켜 1~10 ppm 범위에서 chemical shift를 통하여 분석

하였다. 또한 1H NMR 결과에서 키토산의 2번 위치의 H와

키틴의 아세틸 그룹(-NHCOCH3)의 H의 면적 비를 이용하여

탈아세틸화도(degree of deacetylation; DDA)를 계산하였다.

FTIR 분석은 분리된 COS와 KBr을 약 1/100(wt/wt)의 비율

로 잘 혼합하여 펠렛을 제조한 후 400~4000 cm-1 파장 범위

에서 분석하여 특성 피크를 분석하였다.

분획된 키토산을 이용한 키토산 마이크로스피어 제조. 천

연 항산화 물질을 담지할 수 있는 키토산을 제조하기 위해

spray dry(Spray Dryers; Lab Plant, SD-06A, UK) 기법을 이

용하였다. 분획된 키토산을 증류수를 이용하여 1% 키토산을

각각 제조한 후 이 용액을 분무 건조기 nozzle에 넣어 토출

압력 20 kPa과 건조온도 200 oC 조건에서 실험을 진행하였

다. 회수된 CM 분말은 상온에서 1시간 건조 후 실험에 사용

하였다.

키토산 마이크로스피어의 형태학적 표면 특성 분석. 분획

된 키토산의 분자량에 따라 제조된 마이크로스피어의 형태학

적 특성은 주사전자현미경(scanning electron microscope;

SEM, HITACHI S-3000N, Japan)을 이용하여 관찰하였다.

SEM 분석을 위하여 건조된 샘플을 carbon 테이프 위에 올린

후 백금으로 30초 동안 코팅하였다. 이후 표면의 형태를 가

속전압 3 kV에서 다양한 배율로 관찰하여 표면 미세구조 이

미지를 얻었다.

분획된 키토산 및 마이크로스피어의 세포 독성 측정. 동

물세포주 중 HEK293 cell을 이용하여 세포독성 여부를 측정

하였다. 동물세포주를 37 oC, 5% CO2와 습윤화된 배양기 내

에서 DMEM 배양액(FBS 10%와 Penicillin-Streptomycin 1%

항생제를 포함)을 함유한 culture dish에서 부착 배양한 후,

Trypsin-EDTA로 떨어뜨리고 cell 수를 확인하였다. 5×103

cells/well로 96-well microtiter에 분주하고 24시간 배양한 후

다양한 농도(1~0.0078 mg/mL)로 희석된 샘플을 각 well에 처

리하고 48시간 반응하였고, MTT를 처리하여 세포독성 여부

를 확인하였다. 세포생존율은 다음과 같이 계산되었다.

(OD value = (OD 560 nm – OD 670 nm))

Cell viability(%) = (1)

결과 및 토론

분획된 키토산 제조 및 특성 분석. 본 연구에서는 천연 항

산화 물질을 담지할 수 있는 CM을 제조하여 그 물리 화학

적 특성을 분석함으로써 담지체로 활용 가능성을 평가하고자

하였다. 기존의 키토산의 경우 넓은 분자량 분포를 갖고 있

어 재현성의 문제점을 갖고 있다. 본 연구에서는 이러한 재

현성 문제점을 해결하기 위해 한외여과막을 이용하여 좁은

분자량 분포와 정확한 분자량 스펙을 갖는 키토산을 제조하

였으며, 그 물리화학적 특성은 간략하게 Table 1에 정리하였다.

각각 분획된 키토산의 정확한 분자량을 확인하기 위해 GPC-

MALLS를 이용하여 분석하였고, 그 결과는 Figure 1과 Table

1에 나타내었다. COS 1~3K, COS 3~10K, COS 10~30K 각

각의 분자량은 2, 4, 10K의 분자량을 확인하였으며, 머무름

시간(retention time, RT)에 따른 굴절률(reflective index, RI)

을 통해 분획된 모든 키토산이 좁은 분자량 분포를 갖음을

확인할 수 있었다. 또한 분획된 키토산의 다분산지수(PDI) 값

은 1.012~1.077로 1에 가까운 값을 확인함으로써 분획된 모

든 키토산이 동일한 분자량을 함유하고 있음을 확인할 수 있

었다. 이러한 결과는 한외여과막을 이용하여 키토산이 성공

적으로 분획되었음을 보여주며, 좁은 분자량 분포를 갖고 있

기 때문에 분자량에 따른 특성을 정확하게 규명할 수 있을

뿐만 아니라 재현성 문제를 해결할 수 있을 것으로 사료된다.

분획된 키토산의 구조는 FTIR과 1H NMR을 이용하여 분석

하였다. Figure 2는 분획된 키토산의 FTIR spectra 결과이다.

키토산의 특성피크인 amide I, II의 특성 피크를 1600 cm-1,

ODsample ODblank–( )

ODcontrol ODblank–( )
----------------------------------------------------------- 100×

Table 1. Characterization of Separated COSs by Ultrafiltration

Method

Range of 
separation

Sample
Mn

a 

(Da)
PDIa

DDAb 

(%)

COS 1~3K COS 2K 1827 1.077 96.87

COS 3~10K COS 4K 4010 1.012 92.53

COS 10~30K COS 10K 9523 1.077 92.17

aMeasurement by GPC (0.5 M ammonium acetate, pH 5.5, 40 oC).
bMeasurement by 1H NMR results figure captions.

Figure 1. GPC chromatograms of separated COSs.
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그리고 키토산의 salt로 도입되어 있는 lactic acid의 carbonyl

(C=O) 그룹의 특성 피크를 1730 cm-1에서 모두 확인하였다.

Figure 3은 분획된 키토산의 1H NMR spectra 결과이다. 키토

산 구조에서 1번 위치의 수소는 4.8 ppm, 2번 위치의 수소는

3.1 ppm, 그리고 3번~6번 위치의 수소는 3.5~4.0 ppm에서 모

두 확인하였고, 키토산 구조 내의 키틴의 아세틸 그룹에 의

한 특성 피크를 2.1 ppm에서 확인하였으며, 키토산에 도입되

어 있는 lactic acid의 특성피크를 1.2~1.5 ppm과 4.2 ppm에

서 모두 확인하였다. 이러한 결과는 분획되어 있는 세 종류의

키토산인 COS2K, 4K, 10K에서 모두 동일하게 나타났다. 또

한 1H NMR 결과에서 키토산의 2번 수소와 아세틸 그룹의

수소의 면적 비를 이용하여 키토산의 탈아세틸화도(DDA)

를 계산하였다. 이 결과 분획된 키토산의 DDA는 92~96%

를 보였다(Table 1). 따라서 이러한 구조분석 결과를 통해

분획과정에서 키토산이 구조적으로 변화가 없음을 확인하였

고, 높은 탈아세틸화도를 갖는 고순도 키토산임을 확인할 수

있었다.

분획된 키토산을 이용한 키토산 마이크로스피어의 제조

및 특성 분석. 천연 항산화 물질의 생체 이용률을 증가시키

기 위해서 본 연구에서는 분획된 키토산을 spray dry기법을

이용하여 마이크로스피어를 제조하였고, spray dry를 통해 제

조된 마이크로스피어의 물리 화학적 특성을 규명하여 천연

생리활성 물질 담지체로 활용 가능성을 제시하고자 하였다.

분획된 키토산을 spray dry기법을 이용하여 CM을 제조하

였으며(Figure 4), 그 형태학적 특성은 SEM을 이용하여 관찰

하였다. 그 결과 CM2, 4, 10K 모두 구형에 가까운 마이크로

Figure 2. FTIR spectra of separated COSs.

Figure 3. 1H NMR spectra of separated COSs with D2O as a locking solvent.
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입자를 보여줬으며, 그 입자 크기는 각각 2, 4, 6 µm임을 확

인하였다(Figure 5). 또한 분획된 키토산의 분자량이 클수록

더 큰 입자 사이즈를 나타내는데, 이것은 분자량이 증가할수

록 키토산 사슬이 증가하게 되고 이는 용액 점도를 증가시켜

spray dry 분사 시 더 큰 입자를 형성하기 때문인 것으로 사

료된다.17 분획된 키토산의 분자량에 따라 입자 크기를 조절

하여 마이크로스피어를 제조할 수 있고, 이는 천연 항산화 물

질을 담지하여 생활 활성 산소를 방어할 수 있는 기능성 소

재로 응용이 가능할 것으로 사료된다.

분획된 키토산을 이용하여 제조된 CM이 구조적으로 변화

가 없는지 확인하기 위해 1H NMR을 이용하여 분석하였다

(Figure 6). 그 결과 분획된 키토산 COS10K의 구조에서 1번

위치의 수소는 4.8 ppm, 2번 위치의 수소는 3.1 ppm, 그리고

3번~6번 위치의 수소는 3.5~ 4.0 ppm에서 모두 확인하였고,

키토산 구조 내의 키틴의 아세틸 그룹에 의한 특성 피크를

2.1 ppm에서 확인하였으며, 키토산에 도입되어 있는 lactic

acid의 특성피크를 1.2~1.5 ppm과 4.2 ppm에서 모두 확인하

였다. 분자량 별로 제조된 CM의 경우 분획된 키토산 COS10K

의 수소 특성 피크와 비교해 봤을 때 모두 같은 위치에서 수

소 특성 피크를 확인함으로써 spray dry에 의해 제조된 CM

이 구조적으로 변화가 없음을 확인하였다.

분획된 키토산 및 마이크로스피어의 세포 독성 평가. 천

연 고분자 키토산은 독성이 없어 생체 재료로서 사용이 가능

하다는 많은 연구논문이 보고가 되어있다. 그러나 키토산이

천연고분자라 할지라도 고분자량 키토산의 경우 구조 내에

많은 아민그룹으로 인해 일정 부분 세포 독성이 나타난다. 따

라서 키토산을 생체에 적용하기 위해서는 세포 독성을 나타

내지 않은 분자량 및 농도의 확립이 필요하다. 이러한 이유

로 본 연구에서는 사용된 분획된 키토산 및 이를 이용하여

제조한 CM의 분자량 및 농도에 따른 세포 독성 여부를 평

가하기 위해 MTT assay를 수행하였다. 그 결과 분획된 키토

산 및 마이크로스피어의 세포 생존율은 모두 80% 이상임을

확인할 수 있었고(Figure 7), 이러한 세포독성 결과는 무시할

수 있는 수준으로 생체에 적용이 가능하며, 추후 천연 항산

화 물질을 CM에 담지하였을 시 생체 이용률을 증가시켜 항

산화 효과를 극대화할 수 있을 것으로 사료된다.

Figure 4. Preparation process of chitosan microspheres (CM) by spray dry method.

Figure 5. SEM morphology of chitosan microspheres (CM).
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결 론

본 연구에서는 활성산소 방어에 효과적인 천연 항산화 물

질의 생체이용률을 증가시키기 위해 키토산 마이크로스피어

(CM)를 제조하고, 그 특성을 분석하여 담지체로 활용 가능성

을 평가하였다. 기존 키토산의 재현성 문제를 해결하기 위해

한외여과막을 이용하여 키토산을 분획하였고, GPC-MALLS

를 이용하여 분자량을 재분석한 결과 COS2, 4, 10K의 분자

량 및 좁은 분자량 분포를 갖는 것을 확인할 수 있었다. 또

한 분획된 키토산을 spray dry기법을 이용하여 마이크로스피

어를 제조하였고, 그 형태학적 특성을 분석한 결과 CM2, 4,

10K 모두 구형의 가까운 마이크로 입자를 보여줬으며, 그 입

자 크기는 각각 2, 4, 6 µm임을 확인하였다. 또한 1H NMR

을 이용하여 분획된 키토산 및 마이크로스피어의 구조를 분

석한 결과 일반적인 키토산의 수소 특성 피크가 모두 나타남

으로써 구조적으로 변화가 없음을 확인하였으며, 제조된 CM

Figure 6. 1H NMR spectra of chitosan microspheres (CM) with D2O as a locking solvent.

Figure 7. Cytotoxicity of COSs and CMs using MTT assay after incubated for 48 h at HEK 293 cell line.
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의 세포독성 유무를 MTT assay를 통해 확인한 결과 80% 이

상의 세포생존율을 확인하였다. 이러한 결과를 통해 제조된

CM은 생체에 적용이 가능하며, 추후 천연 항산화 물질을 CM

에 담지하였을 시 생체 이용률을 증가시켜 항산화 효과를 극

대화할 수 있을 것으로 사료된다.
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