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S t ud ie s o n the Applicat io n of Nea r Inf ra red S pect ro s co py fo r

Ana lys is of Chit in a nd Chito s a n

Ho - S u S ON G

Department of Food Science and T echnology, Gr aduate School,

Pukyong National University

A b s tract

Since near - infrared(NIR) spectroscopic analysis, one of the most

popular method for nondestructive measurement among various

equipment analyses, does not require such treatment processes as

pretreatment of using a reagent , it has been actively used in various

fields for the development of analysis methods .

Chitin and chitosan , which are recognized as a representative case for

the use of by- product of marine process , require deproteinization

process and deacetylation process , and the current methods used for the

quality management of this process require expenditure of materials or
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time. In this research, NIR spectroscopic analysis has been studied for

the measurement of deproteinization and deacetylation to apply the

merits of NIR spectroscopic analysis to the quality management in the

process of chitin and chitosan production , and the result s derived from

this study are summarized as follow s ;

First , in measuring squid pen and red snow cr ab shell, which are raw

materials of chitin and chitosan by NIR, there were the typical peaks in

1200nm, 1510nm, 2050nm and 2180nm . Squid pen had somewhat higher

peak than red snow crab shell, and it show s the same result as the

result of chemical protein analysis .

In producing chitin , the amount of protein w as decreased. Measuring

it by NIR, reduction of protein caused by deproteinization w as identified

in producing chitin .

Chitosan is a derivative material made from chitin by processing the

deacetylation . During this processing, acetyl groups were removed and

amide bends were appeared. From NIR spectra, peaks at 1530nm and

2030nm indicated amide II peak of chitosan, and these peaks were used

for identifying the differences of structure between chitin and chitosan .

Currently , IR is used for the measurement of the deacetylation degree

of chitosan . But , the measurement of nonidentified sample by using the

standard curve which has prepared by different deacetylation degrees

found out the possibility of measurement of the deacetylation degree by
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NIR. T he error in measurement of nonidentified sample w as below 1%

and the error in the st andard curve w as below 0.006. T hese error s were

very low and the accuracy of NIR w as considered to be superior to the

existing methods .

In using NIR to examine the stuructual changes by fat absorption of

chitosan, it w as identified that fat absorption occurred by the

combination of C- H group in fat and amide group in chitosan .
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서 론

식품은 인간의 생명과 밀접한 관련을 가지고 있으므로 이를 다루는 모든 과

정에서의 적정 품질유지는 최우선 과제이며 이를 위해 많은 과학적 방법들이

동원되고 있다. 특히 수산식품은 원료의 특성상 변질되기 쉬운 까닭에 어획후

저장 또는 가공 및 유통과정에서의 품질관리가 철저히 이행되어야 한다. 이러

한 품질관리에 있어서 가장 기본적으로 행해지는 것이 품질검사이며 여기에는

구성성분의 함량을 정확히 측정하는 것이 무엇보다 우선한다고 할 수 있다.

수산제품의 품질검사를 위한 기존의 분석법들은 대부분 각종 무기 및 유기

시약을 이용한 화학적 분석에 의존하고 있다. 이와 같은 화학적 분석 방법들

은 시료의 전처리부터 최종 결과를 도출하기까지 상당한 시간이 소요되며, 숙

련된 분석자가 아닐 경우 분석과정에 항상 위험성을 내포하고 있으며 결과의

재현성도 낮은 단점들을 지니고 있다. 그러므로 식품의 품질검사를 위해서는

숙련된 분석자가 필요하고 시간의 소요 및 이에 따른 경비의 소요를 감수해야

하는 경제적 부담이 항상 내재되어 있다고 할 수 있다. 이와 같은 문제점들을

해결하고자 많은 연구자들이 새로운 분석기술들을 개발하여 왔고 특히 기기를

이용한 식품성분들의 분석방법이 개발되면서 식품의 품질검사 분야에 많은 발

전이 있었음은 주지의 사실이다.

최근 식품성분의 기기분석 방법들 중에서 근적외선을 이용한 분석방법이 소

개되기 시작하면서 식품은 물론이고 의약품의 특정성분의 정성 및 정량분석,

식품원료의 원산지 판별, 다성분의 정량 등에 이용하기 위한 시도가 활발히

전개되고 있다.

근적외선을 이용한 식품분석 방법은 식품의 비파괴 평가법의 한가지이며 식

품의 비파괴 평가법에 대하여 Dull(1978)은 식품의 품질 측정이 끝난 후에도
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대상물을 식용으로 제공할 수 있는 평가법 이라고 정의하고 있다. 식품의 비

파괴 분석법은 시료의 외부로부터 가해되는 에너지와 방출되는 에너지의 차이

를 이용하여 시료의 이화학적 특성에 관계되는 정보를 얻는 방법으로 사용되

는 에너지의 종류에 따라 광학적인 방법, 방사선적 방법, 역학적 방법 및 전자

기학적 방법 등이 있다.

전자기학적인 방법중의 하나인 근적외선(Near - Infrared) 분광분석법은 식품

의 구성성분을 분석하는 비파괴 측정법 중에서 가장 발전된 방법이라 할 수

있다. 이방법은 식품 구성성분의 분자 구조내에 가지고 있는 C- H, N- H, O- H

등의 관능기가 0.8㎛ - 2.5㎛의 파장 영역에서 가지는 진동 에너지를 이용하는

측정방법으로 대상물을 파괴하지 않고 측정하는 비파괴 측정법이다(Lanza .

1983).

1960년초 Norris와 Ben - Gera에 의해서 개발되어 주로 북미주에서 곡류 성

분검사에 이용되고 있는 spectrophotometer를 이용한 식품의 구성성분 측정법

인 근적외선 반사분광분석, 즉 Near Infrared Reflectance Spectroscopy (NIR)

는 비교적 정확한 간편법으로서 그 조작이 간단하여 이용율이 증가하고 있다.

근적외선 분석법의 원리로 이용되는 각 관능기들의 진동 에너지는 중적외선

영역에서 흡수되는 에너지에 비해 10배정도 약하여 신호를 감지하는데 어려움

이 많은 단점을 지니고 있지만 이것은 오히려 식품시료를 희석하지 않고 전처

리없이 고농도 상태인 자연상태로 측정할 수 있는 간편성을 지니고 있어 신속

한 결과 도출이 가능하다는 장점이 더 크게 부각되고 있다.

이러한 근적외선(NIR)을 이용한 분석법은 육제품의 수분, 단백질, 지방 등의

분석에 많이 이용되어지고 있는데 이것은 각 성분의 관능기가 근적외선 영역

에서 각기 다른 흡수파장대를 나타내기 때문이다. 이를 이용하여 수산식품의

구성성분 분석시 짧은 시간내에 다성분의 측정에 이용되어 질 수 있을 것으로
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보이며 NIR을 이용한 성분분석에는 5분 정도의 측정시간 만으로도 충분하므

로 기존의 화학분석법에 비해 매우 빠르게 결과를 얻을 수 있게 된다.

수산제품의 가공시 구성성분은 최종제품의 품질에 매우 큰 영향을 미치게

된다. 그러므로 원료로부터 가공까지의 성분변화에 대한 조사는 지속적으로

행해져야 하며 이를 위해서는 매우 신속한 분석방법이 확립되어야 할 것이다.

그러나 기존의 화학적 분석법으로는 이를 충족시키지 못하며 대부분 경험적

결과를 이용하여 현장에 적용하고 있는 실정이다. 게다가 화학적 분석법의 사

용시 모든 시료를 대상으로 검사하는 것이 불가능하므로 표본검사에 의존할

수 밖에 없는 점에 비하여 NIR을 이용한 검사는 시료를 파괴하지 않는 비파

괴 분석법이므로 현장에서 직접 전체 시료를 대상으로 검사가 가능하다는 장

점을 지니고 있다.

근적외선 분광분석법을 이용한 식품성분의 분석에 관한 연구는 현재까지 주

로 농축산물에 대하여 제한적으로 이루어져 왔으며 수산식품 분야에서는 아직

보고된 결과가 없는 실정이다. 따라서 수산식품의 품질관리를 위한 새로운 분

석기법으로서 근적외선 분광분석법은 대단히 효과적인 결과를 도출할 수 있는

과제라 사료되며 이에 대한 연구가 시급히 진행되어져야 할 것으로 판단된다.

수산가공폐기물인 게, 새우 등 갑각류의 껍질 및 오징어연골에 많이 함유되

어 있는 chitin 및 chitosan은 천연에서 cellulose 다음으로 많이 생산되는 생물

자원으로서 그 가치를 인정받고 있으며, 이의 효율적 이용에 관한 연구가 꾸

준히 진행되고 있다. Chitin은 물이나 알콜 등 일반용매에는 녹지 않는 특성을

가지고 있어 그 자체로의 이용에 많은 제한이 있다. 이를 개선하기 위하여

chitin을 진한 알카리용액으로 처리하여 제조한 chitosan은 묽은 산 용액에 매

우 잘 녹는 특성을 지니고 있고, 반응성도 높아 최근 여러 연구자들에 의해

산업적으로 매우 이용 가능성이 높은 물질임이 밝혀지고 있다(T able 1). 이러

한 chitin 및 chitosan의 이용을 위해서는 제조 후의 순도, 각종 물성이 정확하
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T able 1. Indus trial applic ations of chito s an .

A ppli c at ion f ie ld s A v ailable fun ct ion s

W a s te w at er

T re atm en t

R em ov al of m et al
F loc cu lan t an d c o ag u lan t

- prote in
- dy e
- am in o ac id s

F o od In du s try

R em ov al of dy e an d s u s pen de d s o lid s e t c
P re s erv ativ e
Color s tabili z at ion

A n im al f e e d addit iv e

M e dic a l

B an dag e s

B lo od ch ole s t ero l c on tro l
Con trolle d re l e a s e of dru g s
S kin bum

Con t act le n s

B iot e c hn olo g y

E n zy m e an d c e ll im m ob il i za tion
P rot e in s ep arat ion

Cell re c ov ery
Chrom at og raphy

A g ricu ltu re
S e e d c o at in g
F ert i li z er
Con trolle d ag ro ch em ic al re lae s e

Co s m et i c

M oi s tu riz er

F a c e , h an d an d b ody cre am s
B ath lot ion
H air c are

P ulp an d P ap er
S u rfa c e tre atm en t
P h ot o g raph ic p ape r

M em bran e
P erm e abili ty c on trol
R ev ers e o s m o s i s
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게 분석되어지는 것이 중요하며, 이를 자료로 하여 이용 분야를 결정할 수 있

을 것으로 생각된다.

본 연구에서는 chit in 및 chitosan의 산업적 이용을 위한 자료 획득과 관련된

연구 중 chitin 및 chitosan의 화학적 구조 비교(Fig .1), chitosan의 탈아세틸화

도 측정 또는 지방흡착 특성 등의 연구에 근적외선 분광분석법을 적용하였으

며, 그 가능성 또는 새로운 분석기법의 개발을 위한 자료를 얻고자 오징어 연

골 및 게갑각으로부터 chitin 및 chitosan을 제조하여 근적외선 분광분석법으

로 각종 실험을 행하였다.
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F ig . 1 . Chemic al s tructure of chitin , chitos an and cellulos e .
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재료 및 방법

I . 실험재료

1- 1. 오징어 연골

강원도 강릉 지역의 수산 가공 공장에서 페기되는 오징어(Ommas t r ephes

bar t r ami )연골을 수집하여 이물질을 제거하고 수세한후 40℃에서 12시간 열풍건

조시켜 50mesh 정도로 분쇄한 다음 chitin제조용 시료로 사용하였다.

1- 2 . 게갑각

Chitin 및 chitosan의 원료는 경북 영덕 지역의 수산 가공 공장에서 가공후 페

기물로 버려지는 붉은 대게(Chi nonocet es j aponi cus )의 갑각을 수거하여 이것을

세한후 50℃에서 열풍건조하고, 20mesh 정도로 분쇄한후 플라스틱 용기에 넣어

냉장고(5℃)에 보관하면서 실험에 사용하였다.

Ⅱ . 실험방법

1 . 오징어연골 c h it in의 제조

50mesh 정도로 분쇄한 오징어 연골을 1N NaOH 용액(시료중량의 15배)을 가

하고 실온에서 3시간 교반하여 탈단백한 다음 이를 증류수로 중성이 될 때까지

수세한후 40℃에서 열풍건조하여 실험용 chitin을 제조하였다(Fig .2).

2 . 오징어 연골 c h it o s an의 제조

Chitin 100g에 40% NaOH용액 1.6ℓ를 가하고 110∼115℃에서 3시간 탈아세

틸화한 다음 증류수로 수세한후 열풍건조하여 chitosan을 제조하였다(Fig .2).
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F ig . 2 . P reparat ion pro c e dure of ch it in an d c h it o s an f rom s quid pen .
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3 . 게갑각 ch it in의 제조

게갑각에 붙어있는 오물을 제거하고, 수세한후 열풍건조기로 수분을 제거한후

20mesh 정도로 분쇄하였다. 분쇄한 원료갑각에 2N HCl용액을 원료갑각 중량의

10배 가하여 상온에서 3시간동안 교반하면서 회분을 제거하고 수세후 1N NaOH

용액을 100℃에서 3시간 반응시켜 단백질을 제거한후 수세한 액의 pH가 중성이

될 때까지 수회 수세한 다음 50℃에서 열풍건조하여 chit in을 조제하였다(Fig .3).

4 . 게갑각 ch it o s an의 제조

Chitin을 20mesh정도로 분쇄한후 분쇄한 chitin에 47% NaOH를 사용하여 13

0℃에서 가열시간에 따른 영향을 알아보기위해 가열시간을 1시간, 2시간, 3시간

으로 달리한후 중성이 될 때까지 수세하여 50℃에서 건조하여 잘게 분쇄하여 실

험에 사용하였다(Fig .3).

5 . 저분자 ch it o s an의 제조

탈아세틸화도별로 제조된 chitosan을 0.1M acetate - 0.1M sodium acetate

buffer (pH 4.0) 용액에 1% 농도로 용해시킨 뒤 lipase와 chitosan의 비율을 1

: 0.3으로 조절하여 40℃에서 24시간 동안 incuvation 하고, 반응을 정지하기

위해 100℃에서 15분간 autoclaving하였다. Inactivation 된 효소가수분해물을

glass filter로 효소와 chitosan 효소분해물로 분리하고, chitosan 효소분해물

에 0.1M NaOH를 첨가하여 생성된 백색 침전물을 원심분리(5000rpm, 10분)

를 통하여 증류수를 사용하여 반복 수세한 후 동결건조(Vacuum Freezer

dryer , SFDSM 12, Samwon Freezing Engineering Co.) 시키고 분쇄하여 실

험에 사용하였다(Fig .4).
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F ig . 3 . P reparat ion pro c e dure of c h it in an d c h it o s an f rom re d

s n o w c rab s h e ll .
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Chito s an

Dis s olution

Hy droly s is

Enzy m e inacitiv ation

Filtration

Precipit ation

Centrifug ing

Freeze dry ing

Chitos an - 1

F ig . 4 . P reparation pro c e dure of lo w m ole cu lar w e ig ht ch it o s an .
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A dd 1L of 0 .1M s odium ac etate buffer (pH 4 .0)

to chitos an (100g ) and ag itate

Chitos an ; enzy m e = 1 : 0 .3

Incuv ating at 40℃ , 160rpm for 24hrs

A utoc lav ing at 100℃ for 15min

Filtering w ith g las s filt er

A djus t to pH 8 .0 w ith 0 .1N N aOH in chitos an

s olution

W as hing w ith D .W . until free of alkali

Centrifug ing at 4℃ , 5000rpm for 5min



6 . 일반성분의 분석

가. 수분 (Moisture)

AOAC(1990)에 의거 dry oven을 사용하여 105℃에서 상압가열건조법으로 원

료갑각 및 오징어연골의 수분함량을 측정하였다.

나. 조단백질 (Crude protein )

AOAC(1990)에 의거 semi- micro Kjeldahl법으로 분석하였으며 사용된 기기

로는 분해장치와 증류장치를 사용하였으며 원료갑각 오징어연골과 게갑각

chitin과 오징어연골 chitin의 조단백질함량을 측정하였다.

다. 조지방 (Crude fat )

AOAC(1990)에 의거 Soxhlet 추출 및 증류장치를 이용한 용매 추출방법을

사용하여 측정하였다.

라. 조회분(Crude ash )

AOAC(1990)에 의거 건식회화법으로 측정하였다.

7 . Chit in 및 chito s an의 IR s pectrum 측정 및 탈아세틸화도 측정

기존의 chitin 및 chitosan의 탈아세틸화도 측정방법으로는 chitin 및 chitosan

을 200mesh로 분쇄한 후 KBr 분말(200mesh ) 100㎎을 정평하여 standard pellet

으로 만들고 이 KBr 분말 100㎎에 각각의 시료분말 2㎎을 취하여 vibration mill

에서 10분간 완전히 혼합한 후 시료 pellet을 만들어 FT - IR (Spectrum GX, Perkin

Elmer , USA)로 4,000㎝- 1∼500㎝- 1영역에서 측정하였다(Fig .5). 탈아세틸화도의

계산방법은 Sannan 등(1978)의 방법에 따라 IR spectrum을 측정하여 2,878㎝- 1과
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F ig . 5 . T y pic al in frare d s pe c tra of ch it o s an .
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1,550㎝- 1
에서의 흡광도비(A1550/ A2878 )를 구한 다음 검량선을 이용하여 탈아세틸화

도를 계산하였다(Fig .6).

8 . Chitin 및 chit os an의 근적외선 분광분석

Chitin의 탈단백 확인 및 chitosan의 탈아세틸화도 측정 그리고 chitosan의 지방흡

착특성의 확인을 위하여 시료를 pow der형태로 분쇄한후 근적외선분광분석용

Standard sample cup에 담아서 퓨리에변환근적외선분광분석기(Spectrum GX,

Perkin Elmer, USA )를 사용하였다. 각 시료의 스펙트럼은 1100 - 2400㎚ 영역의

파장영역에서 absorbance mode로매 2nm 간격으로총 64회시료를 scan하여 측정하

였다.

9 . 지방 흡착 chit os an의 제조

Lin 등(1974)의 방법에 따라 0.1M acetate- 0.1M sodium acetate buffer (pH 4.0)

용액 500㎖에 chitosan 5g을 용해시키고 50g의 대두유(동방유량)를 첨가하여 교반한

후 1N NaOH 용액으로 pH를 7.0으로 조절하였다.그리고 흡착되지않은 대두유의 제

거를 위하여 원심분리(3000rpm, 25min)한 후 원심분리관을 45°정도 기울여 30분동

안 방치한 다음 동결건조(SFDSM 12, Samwon Freezing Engineering Co.) 한

pellet을 근적외선 분광분석용 시료로 사용하였다.

10 . 근적외선 분광분석의 통계적 처리

NIR 데이터(estimated value)와 실험실 테이터(actual value)간의통계적 분석은

근적외선 분광분석용 소프트웨어인 PCR PLUS (Perkin Elmer, USA)를 사용하였

으며 통계처리를 위해 검량식 작성용 시료군과 검증용 시료군으로 나누어서 실험

하여 통계처리하였다.
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F ig . 6 . Calibration lin e obt ain e d by plott in g t h e rat io of th e

ab s orb an c e of th e b e n d at 155 0c m - 1 t o th at at 2878 c m - 1

a g ain s t th e de g re e of de a c e ty lat ion (from S an n an e t al ., 1978 ) .
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결과 및 고찰

1. 오징어 연골과 게갑각의 근적외선 분광분석

Chitin의 원료가 되는 게 갑각과 오징어 연골 그리고 chitin의 일반성분 분

석결과는 T able 2와 T able 3에 나타내었다. 오징어 연골과 게 갑각의 회분 함

량은 게 갑각의 경우 46.2%로 나타났으며 오징어 연골의 경우에는 0.8%로 나

타나 게 갑각의 회분함량이 오징어 연골에 비해 매우 높은 것으로 나타났다.

이것이 게 갑각의 경우에는 chitin 제조시 반드시 탈회과정을 거쳐야 하는 이

유라 생각된다. 총질소 함량의 결과에서는 오징어 연골의 경우 12.1%, 게 갑

각의 경우에는 8.3%로써 오징어 연골의 총질소 함량이 게 갑각에 비해 높은

것으로 나타났다.

오징어 연골과 게 갑각을 분말 형태로 분쇄한 다음 근적외선 분광분석기로

1100nm∼2500nm의 측정범위에서 매 2nm 간격으로 64회 scan하여 근적외선

스펙트럼을 측정한 결과는 Fig .7에 나타내었다. 결과와 같이 1500nm, 2180nm

영역에서 게 갑각보다 오징어 연골의 peak가 높게 나타났다. 이들 peak의 파

장 영역은 단백질 중의 N- H 결합에 의한 흡수 파장대로서 오징어 연골의 경

우 게 갑각보다 단백질 함량이 높아 해당 peak가 크게 나타난 것으로 생각된

다. Robert son 등(1989)에 의하면 1200nm , 1510nm, 2050nm, 2180nm의 근적외

선 대역에서 전형적인 단백질 peak가 나타난다고 보고되어 있다.

2 . Chitin 및 chito s an의 근적외선 분광분석

2 - 1 오징어 연골과 오징어 연골 ch it in의 비교

오징어 연골과 오징어 연골로부터 제조한 chitin의 근적외선 스펙트럼은

Fig .8에 나타내었다. 오징어 연골과 오징어 연골 chitin의 스펙트럼을 살펴보면
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T able 2 . In g re dient s an d y ie ld of drie d s h ell an d c h it in f rom re d

s n o w crab (dry b a s i s )

Com pos ition S hell Chitin

Yield (%) 100 22 .3

M ois ture (%) 9 .4 8 .1

N itrog en (%) 8 .3 6 .76

Crude ash (%) 46 .2 0 .3
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T able 3 . In g re dient s an d y ie ld of s qu id pen an d chit in from s quid

pen (dry b a s i s )

Com pos ition S quid pen Chitin

Yield (%) 100 36 .1

M ois ture (%) 5 .6 3 .7

N itrog en (%) 12 .1 8 .1

Crude ash (%) 0 .8 0 .4
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F ig . 7 . N e ar- in f rare d s pe ct ra of re d s n o w crab s h ell an d

s quid pen .
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F ig . 8 . N e ar - in f rare d s pe c tra of s qu id pe n an d c hit in .
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1500nm와 2180nm 부근에서의 흡광도 차이가 나타남을 알 수 있었다. 이들

두 영역은 단백질 중의 N - H기에 의한 흡수 peak로서 오징어 연골의 peak가

오징어 연골 chitin에 비해 높은 흡광도를 나타내고 있다. 일반적으로 chitin의

제조시 탈단백 과정에 의해 원료보다 chitin의 단백질 함량이 감소하게 되는데

오징어 연골과 오징어 연골 chitin의 경우에도 탈단백 과정을 거침으로써 오징

어 연골 chit in에는 단백질의 N - H기에 의한 peak가 나타나지 않게 되는 것이

라 생각된다.

반면 1930nm 영역에서는 오징어 연골 chitin의 peak가 오징어 연골보다 높

게 나타나고 있는데 이 영역은 O- H기의 흡수 파장대로서 탈단백 과정을 거

치면서 chitin 사슬의 O- H기가 오징어 연골에서 보다 많이 노출되어 오징어

연골에 비해 오징어 연골 chitin에서 높게 나타나는 것으로 생각된다.

결과적으로 근적외선 분광분석을 통해 오징어 연골 chitin 제조시 탈단백 과

정에 따른 단백질의 제거를 확인 할 수 있는 것으로 판단되었다.

2 - 2 오징어 연골 chitin 및 chitos an의 비교

오징어 연골을 이용하여 제조한 chit in과 chitosan의 근적외선 spectrum은

Fig .9와 같다. 결과를 살펴보면 chitosan의 스펙트럼에서 1530nm와 2030nm

영역에서 amide기에 의한 흡수 peak가 나타남을 확인 할 수 있었다.

Chitin 및 chitosan의 근적외선 스펙트럼을 2차 미분하여 Fig .10에 나타내었

다. 근적외선 분광분석에 있어서 스펙트럼의 미분은 스펙트럼 상에서의 peak

의 변화를 좀더 강조해서 나타내는 특성을 가지고 있다. 2차 미분한 스펙트럼

을 통해 chitin 및 chitosan의 peak를 살펴보면 1530nm와 2030nm 영역에서의

amide 흡수 peak가 좀더 명확하게 나타나고 있음을 알 수 있다.

원료에 따른 chitosan의 근적외선 스펙트럼 차이를 알아보기 위해 오징어
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F ig . 9 . N e ar - in f rare d s pe ct ra of s qu id pen c h it in an d s quid

pen ch it o s an .
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F ig . 10 . S e c on d deriv ativ e n e ar- in f rare d s pe ct ra of s qu id pen

ch it in an d ch it o s an .
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연골을 이용하여 제조한 chitosan과 게 갑각을 이용하여 제조한 chitosan의

근적외선 spectrum을 측정한 결과(Fig .11), 두 chitosan의 스펙트럼은 동일한

형태를 나타내고 있으며 공통적으로 1530nm와 2030nm 영역에서 amide기에

의한 흡수 peak가 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 근적외선 분광

분석법을 이용한 chitosan 원료의 판별은 어려울 것으로 보여지며, 근적외선

분광분석법을 이용한 chitosan의 분석시 1530nm와 2030nm에서 나타나는

amide기의 흡수 peak가 중요할 것으로 여겨진다.

2 - 3 게갑각 chitin 및 chitos an의 측정

Chitosan은 chitin에서 탈아세틸화 과정을 거쳐서 제조하게 되며 탈아세틸화

과정중 chitin에서 아세틸기가 제거됨으로 인해 amide기가 노출되게 된다. 그

러므로 chitin과 chitosan의 화학적 구조가 달라지고 그 특성도 달라지게 된다.

이러한 chitin 및 chitosan의 화학적 구조 차이를 근적외선 분광분석법으로 확

인할 수 있는지 여부를 알아보기 위해 게 갑각 chitin과 chitosan을 Fig .12와

같이 근적외선 분광분석법으로 측정한 결과, chitosan의 경우 chitin의 스펙트

럼에 비해 상대적으로 특이적인 peak가 두 영역에서 나타나고 있는데 1530nm

와 2030nm 영역의 peak가 그것이다. 이는 amide II의 주요 흡수 영역으로

chitosan에서는 NH2에 의한 peak로 보여진다. Chit in의 경우 amide기에 의한

peak가 거의 나타나지 않는데 이를 통해 chitosan 제조시 탈아세틸화 과정을

거침으로써 발생하는 chit in과 chitosan의 화학적 구조 차이를 근적외선 스펙

트럼으로도 확인할 수 있음을 알 수 있었다.

2 - 4 근적외선 분광분석법에 의한 chitos an의 탈아세틸화도 측정

Chitosan의 새로운 탈아세틸화도 측정방법으로서 근적외선 분광분석법의 이용을
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F ig . 11 . N e ar - in frare d s pe c tra of crab s h ell ch it o s an an d

s quid pen ch it o s an .
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F ig . 12 . N e ar - in frare d s pe c tra of crab s h ell ch it in an d

ch it o s an .
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검토하기 위하여 본 연구에서는 chitosan의 근적외선 스펙트럼(Fig .13)을 측정한

후 1530nm 영역의 amide peak 면적과 1930nm 영역의 O- H peak 면적간의 비로

부터 chitosan의 탈아세틸화도를 계산하였다.

Fig.14는 탈아세틸화를 위한 처리시간을 달리한 chitosan의 근적외선 스펙트럼으

로서 가열처리시간이 증가할수록 스펙트럼상의 amide기 흡수 peak도 증가하는 경

향을 나타내었다. 이 시료를 기존의 chitosan 탈아세틸화도 측정방법인 Sannan의

방법으로 측정한 탈아세틸화도는 1시간 가열처리한 경우 70%, 2시간 가열처리한

경우 85% 그리고 3시간 가열처리한 경우 92%로 나타나 가열처리시간이 길어질수

록 탈아세틸화도도 증가하는 경향을 나타내었다.

Fig.15와 같이 각각 다른 탈아세틸화도를 가진 chitosan의 근적외선 스펙트럼을

2차 미분한 결과에서는 2030nm 영역의 amide peak가 가열시간이 1시간에서 3시

간으로 증가함에 따라 증가하고 있음이 뚜렷하게 나타났다. 그리고 탈아세틸화도

증가에 따른 amide기 peak 면적 변화를 측정한 결과 탈아세틸화도가 70%일

때 amide기 peak의 면적증가는 0.3567∼0.3896, 85%일 때 0.4289∼0.4454, 92%

일 때 0.4672∼0.4782로써 탈아세틸화도가 높아질수록 상대적으로 peak의 면적

도 일정하게 증가함을 나타내었다. 이를 통해 근적외선 스펙트럼상에서 탈아세

틸화도가 다른 chitosan의 경우 탈아세틸화도가 높아질수록 amide기에 의한 peak

면적이 정량적으로 증가함을 알 수 있었으며, 이러한 결과를 이용하여 chitosan의

탈아세틸화도를 근적외선 분광분석법으로 측정할 수 있을 것으로 판단되었다.

기존의 IR을 이용한 탈아세틸화도 측정방법으로 측정한 chitosan의 탈아세

틸화도와 근적외선 분광분석법으로 구한 탈아세틸화도의 상관관계를 나타낸

결과는 Fig .16에 나타내었다. 두 방법간의 상관성을 알아본 결과 다중상관계수

(multiple correlation coefficient ; R)가 0.9952로 매우 높게 나타났으며 이때

검량식 상에서의 예측표준오차(standard error of prediction : SEP )는 1.204
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F ig . 13 . N e ar - in f rare d s pe c tra of ty pic al c h it o s an .
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F ig . 14 . N e ar- in f rare d s pe ct ra of diff erent de a c et y lat e d

c h it o s an .
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F ig . 15 . S e c on d de riv ativ e n e ar - in f rare d s pe c tra of diff erent

de ac et y lat e d c h it o s an .
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F ig . 16 . Re lat ion s h ip b et w e en N IR m e th o d an d IR m eth o d f or

det erm in in g th e de a c et y lat ion de g re e of ch it o s an .
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로써 매우 낮은 오차를 나타내었으며 실행표준오차(standard error of

estimate : SEE )는 1.022로써 매우 낮게 나타났다.

근적외선 분광분석에서의 흡수는 결합대와 배음대로 나타나기 때문에 띠나비가

증가되어 흡수대끼리 심하게 중첩되는 현상이 나타난다. 따라서 기존의 흡수대 면

적이나 흡광도를 이용하는 단순한 회귀분석으로는 단순한 화학 조성일 경우를 제

외하고 검량이 불가능하다. 따라서 검량을 위해서는 다변량(multivariate) 회귀분석

법을 사용하여야 한다. 본 실험에서는 Principal Component Regression(PCR) 법

으로 통계처리 하였다. PCR법은 원래의 스펙트럼을 그대로 사용하여 통계처리

하는 것이 아니라 스펙트럼을 어떤 기준 스펙트럼과 scaling factor를 이용하

여 재설정하여 검량하는 방법이다. 이는 Principal Component (PC)를 통해 처

리하는 방법으로써 PC는 스펙트럼내에서 영향을 주는 인자들의 크기를 나타

내는 것으로써 첫 번째 PC가 스펙트럼 데이터 내에서 가장 큰 변화를 설명하

고, 두 번째 PC는 그 다음 중요한 변화를 설명하게 된다. PCR법의 장점은 원

래의 스펙트럼을 사용할 경우 독립변수가 무수히 많지만, 몇 개의 PC만을 이

용하여 전체적인 변화를 설명할 수 있으며 PC 선택에 따라서 데이터의 검량

결과에 영향을 미치기도 한다.

탈아세틸화도가 다른 chitosan의 근적외선 스펙트럼에서 amide peak의 흡광

도비를 이용한 탈아세틸화도 측정을 위한 검량식에서 상관계수 R은 0.9917로

써 높은 상관성을 나타내고 있으며 이때의 예측표준오차(SEP )는 0.0069, 실행

표준오차(SEE )는 0.0061로써 매우 낮은 오차율을 보이고 있다(Fig .17). 이를

통해 근적외선 분광분석법을 이용한 chitosan의 탈아세틸화도 측정법이 기존

의 탈아세틸화도 측정법에 비해 상대적으로 그 측정 오차가 낮음을 알 수 있

었으며, 근적외선 분광분석법을 이용한 탈아세틸화도 측정에 있어서 흡광도비

를 이용한 탈아세틸화도 측정법이 상대적으로 더 정확한 결과를 얻을 수 있는
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F ig . 17 . Re lat ion s h ip b et w e en c alcu lat e d de a c e ty lat ion de g re e an d

a ctu al de a c e ty lat ion de g re e of ch it o s an by N IR .
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것으로 보여진다. 위에서 구한 검량식으로부터 미지 chitosan의 탈아세틸화

도를 측정한 결과는 T able 4에 나타내었다. 미지시료를 측정한 결과 오차율이

2% 이하로 매우 정확한 측정결과를 나타내었다.

이상과 같은 결과를 살펴 볼 때 근적외선 분광분석법을 이용한 chitosan의

탈아세틸화도 측정방법은 기존의 분석방법에 비해 결과의 정확성이 높고, 측

정방법도 매우 간단하므로 앞으로 유용하게 이용될 수 있는 분석방법이라 여

겨진다.

2 - 5 지방흡착 chitos an의 근적외선 스펙트럼

Chitosan의 지방흡착은 일반적으로 chitosan의 amide기(NH3 +)와 지질의

C- H기 사이의 정전기적 결합에 의해 이루어지는 것으로 알려져 있으나 이에

대한 정확한 증거 결과가 제시되지 않아 추측만 되고 있을 뿐이다. 이러한 지

방흡착 기구를 규명하기 위해 본 연구에서는 근적외선 분광분석법을 적용해

보았다.

Chitosan의 지방흡착에 따른 근적외선 스펙트럼의 변화를 살펴보기 위해

Fig .18과 같이 동일한 탈아세틸화도를 가진 chitosan을 사용하여 지방흡착 전

의 chitosan과 지방흡착 후의 chitosan의 근적외선 스펙트럼을 측정하였다. 스

펙트럼상에서 두 chitosan을 비교하였을 때 지방흡착 chitosan에서 특이적인

peak가 1750 부근과 2150nm 부근에서 나타났다. 이는 C- H 결합에 의한 지질

의 주요 흡수 파장대로 chitosan의 지방흡착에 따른 지질의 peak로 보여진다.

지방흡착 chitosan의 amide기 흡광도 변화를 살펴본 결과 지방흡착한 경우 지

방흡착하기 전에 비해 상대적으로 감소하는 경향을 나타내었다.

Fig .19와 같이 스펙트럼을 2차 미분하여 나타낸 결과 2030nm 영역에서 나

타나는 amide기의 흡수 peak가 지방흡착한 후에는 상대적으로 peak가 감소하
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T able 4 . D e a c ety lat ion de g re e of c h it o s an by IR an d N IR s pe ct ra
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F ig . 18 . N e ar - in frare d s pe c tra of ch it o s an an d f at b in din g

c h it o s an .
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F ig . 19 . S e c on d de riv at iv e n e ar - in f rare d s pe c tra of ch it o s an

an d f at bin din g ch it o s an .
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였음을 알 수 있었다. 이를 통해 chitosan의 지방흡착은 지질의 C- H기와

amide기 사이의 결합에 의해 이루어지며 이러한 결과는 가설로 알려져 있던

chitosan의 지방흡착기구를 처음으로 근적외선 분광분석법으로 증명한 결과라

할 수 있다.

2 - 6 분자량 차이에 따른 chitos an의 지방흡착 특성

Chitosan의 분자량에 따른 지방흡착 특성변화를 알아보기 위해 chitosan의

분자량을 T able 5와 같이 조절한 후 in vitro 실험으로 측정한 chitoasn의 지

방흡착능과 지방을 흡착시킨 chitosan의 근적외선 스펙트럼을 측정한 결과는

Fig .20과 Fig .21에 나타내었다.

in vitro 실험에서 chitosan의 지방흡착능은 분자량 24kDa 이상인 고분자

chitosan이 분자량 4kDa인 저분자 chitosan에 비해 지방흡착능이 높은 것으로

나타났다. 근적외선 분광분석법으로 측정한 결과에서도 분자량 24kDa 이상인

고분자 chitosan이 분자량 4kDa인 저분자 chitosan에 비해 지방흡착능이 높음

을 확인할 수 있었다.

분자량에 따른 지방흡착능을 좀 더 자세히 비교하기 위해 in vitro 실험의

지방흡착능과 근적외선 분광분석법으로 측정한 스펙트럼상의 지질 peak의 면

적을 계산한 결과는 T able 6에 나타내었다. 분자량 24kDa 이상인 고분자

chitosan과 분자량 4kDa인 저분자 chitosan의 지방흡착능은 각각 659.3%,

338.8%로 고분자 chitosan 쪽이 약 2배정도 높았으며, 근적외선 스펙트럼상의

지질 peak 면적을 계산한 결과 각각 17.66, 12.82로 고분자 chitosan이 저분자

chitosan에 비해 지질 흡착을 더 많이 한 것으로 나타났다.
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T able 5 . D e g re e of de ac ety lat ion an d m ole cu lar w eig ht of c h it o s an

D eg ree of

deacety lation (%)
M olecular w eig ht

Chito s an a
70H

70L
70

28kD a

4kD a

Chitos anb
85H

85L
85

26kD a

4kD a

Chitos an c
92H

92L
92

24kD a

4kD a

a
De ac ety lat ion ; adde d 47 % N a OH to ch it in f or 1h r at 13 0℃

b
D e ac ety lat ion ; adde d 47 % N aOH t o chit in f or 2h rs at 13 0℃

c
De a c ety la tion ; a dde d 47 % N a OH to ch it in f or 3hrs at 13 0℃
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F ig . 20 . F at b in din g c apa c ity of ch it o s an .

7 0H ;D D 7 0 %, M w 28k D a c hito s an , 7 0L ;D D 7 0 %, M w 4k D a c hito s an

85H ;D D 85 %, M w 26k D a c hito s an , 85L ;D D 85 %, M w 4k D a c hito s an

9 2H ;D D 9 2 %, M w 24k D a c hito s an , 9 2L ;D D 9 2 %, M w 4k D a c hito s an

D D ; D e g re e of de ac e ty lat ion (% ), M w ; M ole cu alr w e ig ht .
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F ig . 2 1 . N e ar- in f rare d s pe ct ra of f at b in din g c h it o s an .

a 92H ; de ac et y lat ion de g re e (%) ; 92 (%) M w 24 kD a
b 92L ; de a c et y lat ion de g re e (%) ; 92 (%) M w 4kD a
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T able 6 . F at b in din g c apac ity an d c orre ct e d are a by N IR an aly s i s a s

m ole cu lar w eig ht of c h it o s an

Chitos an F at binding c apacity (%)
Corrected area

by N IR analy s is

92H a

92Lb

659 .3±6 .8

338 .8± 8 .5

17 .66

12 .82

a 92H ; deacety lation deg ree (%) ; 9 2 (% ) M w 24kD a
b 92L ; de acety lation deg ree (%) ; 92 (%) M w 4kD a
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결론 및 요약

근적외선분광분석법은 여러종류의 기기분석 방법중 대표적인 비파괴 측정법으

로 분석을 위한 전처리나 시약을 사용한 반응 또는 분해등과 같은 처리과정이 필

요치 않아 최근 여러분야에서 이를 이용한 분석법 개발이 활발히 진행되고 있다.

수산가공부산물의 고도 이용에 있어서 대표적 사례로 그 기능성이 인정되고 있

는 chitin 및 chitosan은 제조과정중 탈단백과 탈아세틸화 과정이 필요하며 이들

과정의 품질관리를 위해 사용되는 기존의 방법들은 재료나 시간의 소비가 따른

다. 본연구에서는 근적외선 분광분석법의 장점을 chitin 및 chitosan 제조과정중

의 품질관리에 적용하고자 chitin 및 chitosan의 탈단백 및 탈아세틸화도 측정을

위한 근적외선 분광분석법의 이용에 관하여 검토 하였으며 이로부터 도출된 결

과를 요약하면 아래와 같다.

먼저 chitin과 chitosan의 원료가 되는 오징어연골(squi d pen)과 게갑각(r ed

snow cr ab she l l )을 NIR을 이용하여 측정한 결과 1200nm, 1510nm, 2050nm

2180nm 의 대역에서 전형적인 단백질의 peak가 나타났으며 오징어 연골이 게갑

각에 비해 다소 높은 peak의 변화를 나타내었으며 이는 화학적인 단백질분석결

과와도 동일한 결과를 나타내었다.

Chitin의 제조시 탈단백과정에 의해 단백질의 함량이 감소하게 되는데 NIR을

이용하여 측정한 결과 chitin 제조시 탈단백과정에 따른 단백질의 감소를 확인할

수 있었다.

Chitosan은 chitin에서 탈아세틸화과정에 의해 아세틸기가 제거됨으로 인해 상

대적으로 amide기가 많이 존재하게 되는데 NIR을 이용하여 측정한 결과

chitosan의 경우 1530nm, 2030nm에서 NH2에 의한 amide Ⅱ의 peak를 확인할 수
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있었으며 chitin과 chitosan의 구조적 차이를 확인할 수 있었다.

기존 chitosan의 탈아세틸화도 측정은 주로 IR을 이용한 방법을 사용하고 있으

나 NIR을 이용한 탈아세틸화도 측정가능성을 알아보기 위해 각기 다른 탈아세틸

화도를 가진 시료를 측정하여 작성한 검량식을 이용하여 미지시료를 측정한 결

과 그 오차가 1% 이하의 매우 낮은 판별오차를 나타내었으며 검량식 내의 오차

또한 0.006이하의 매우 낮은 오차를 나타내었으며 기존의 방법에 비해 그 정확성

이 매우 우수한 것으로 생각되어진다.

Chitosan의 지방흡착에 따른 변화를 살펴보기 위해 NIR을 이용하여 측정한 결

과 지질의 C- H 기와 chitosan의 amide기의 결합에 의해 지방흡착이 이루어짐을

확인할수 있었으며, 이러한 결과는 이론적으로 알려져 있던 chitosan의 지방흡착

의 특성을 처음으로 근적외선 분광분석법을 이용하여 확인할 수 있었다.

Chitosan의 분자량에 따른 지방흡착능을 측정한 결과 Mw 24kDa이상인 고분

자 chitosan이 Mw 4kDa 이하인 저분자 chitosan에 비해 지방흡착능이 높은 것

으로 나타났다.
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선생님과 이인회 선생님께 감사드립니다 .

화학공학 실험실에서 같이 고생하여 도와준 석사과정 김경태님과

황선영님 학부생 장재희 , 류하나 , 임근식 , 김선미 , 백승윤 후배님들께

고마운 마음을 전하며 많은 지도편달을 해주신 선배님들께도 감사드

립니다 .

바쁘신 와중에도 실험이 진행될수 있도록 많은 조언과 도움을 주신

Perkin Elmer의 문홍렬 부장님 , 김영대 차장님 , 박종수 과장님 , 이

수영 과장님께 감사드립니다 .

오늘이 있기까지 항상 사랑으로써 키워주신 부모님께 진심으로 감

사드리고 부모님 은혜를 항상 가슴 깊숙이 간직하고자 합니다 .

그리고 끝으로 항상 웃는 모습으로 때론 친구처럼 때론 동생처럼

기쁠때나 슬플 때 항상 옆에서 도와주고 앞으로도 서로 도와줄 현진

이에게 고마움을 전합니다 .
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