




















































































2. Chitinase 유전자 클로닝 156

제6절 결론 ·····158

II. 미생물에 의 한 키토산 올리고머 생산 ····160

제 1장 서 론 ······160

제2장 재료 및 방법 ··········.· ·········.·· ·····162

제 1절 재료 및 시 약 ·..· ···· ..····.··.·.··.·····162

제2철 실 험 방법 ······· · · ······ ·····162

1. 키토산 분해 미생불의 분리 ··162

2. 키토산 단량체(글루코사민)를 생산하는 미생물의 탑색 ····· ······163

3. 분리균주 GM44의 동정 ···························163

4. 천자현 미 경 관찰 · ·..· ·· ..·164

5. 배양온도에 따른 분리균주 Bacillus sp. GM44의 chitosanase 생산 ····164

6. Chitosanase 활성측정 ····.164

7. Chitosanase 의 생산 ·.··· ·.. ··165

8. Endo-chitosanase 의 순수분 리 ·· .. ·165

9. 단백 질 정 량 ···· ·····166

10. Chitosanase 의 천기 영동 166

11. N-벌단 아미노산 서 열 결정 · ·· ·· · · ·· · ···· ···· ..·167

12. 키토산 올리고당 생산 167

13. 키토산 분해산물의 분석 ·· .. 167

14. Acetic anhydride률 이용한 키토산의 acetylation ····· ..···············168

15. 재조합 대장균율 이용한 chitosanase 생산 ····168

제3장 결과 빛 고찰 · · ·.·.······171

- 41 -



제l철 Chitosanase 생산 균주의 분러 빛 통정 “…… ……••…•••………••……….“………••………••………••………-“………••…….“…-“.“………••………••……….“…….“….“….

1. Chit。야sar뻐1a원se 생산 균주 스크리닝 …… 171

2. 키토산 단량체률 생산하는 미생물의 탑색 …··· ..·····················171

3. 분리균주 GM44의 동정 ‘ …······.. 172

제2절 E회ndφ。-c야대h니itωos앓an때as않e 생산 "………••………••……….“………••……….“…….“…••……••………••……••……••……••…••….

1. 배앙온3도￡에 따른 분 e]균주 Baci llus sp. GM44의 균혜 성장 빛

chitosanase 생산 ‘ ····176

2. 탄소원과 질소원에 따른 chitosanase의 생산 ································· .. 176

쩨3철 Endo-chitosanase의 순수분리 ·· 179

1. GM 44 균추와 endo-chitosanase 의 분리 ···..···········..······ ·..···········179

2. Chitosanase의 SDS-PAGE 전기 영동 …··············· ·.. ··181

3. N-말단 아미노산 서 열 결정 ‘········ ·..················182

제4철 순수분리된 chitosanase의 륙성 …182

1. 온도. pH의 영향 및 기질륙이성 ···182

2. Chitosanase의 탈아세털화도에 따른 키토산 분해성 비교 ···· ..·····185

3. Chitosanase의 키토산올리고머 분해 pattern 연구 ····················187

제5철 키토산 올리고머의 생산 ··········188

1. Bacillus sp. 째13의 ch i tosanase률 이용한 키토산 올리고머 생산 ····188

2. Acetic anhydride률 이용한 키토산씌 acetylation ·· 192

3. 재조합 대장균율 이용한 chitosanase 생산 …193

4. Chitosanase의 대량 분리정제 방법 개발 … · 193

제6철 결론 “ ‘········..·····194

III. 참고문헌 ‘ ……… 198

- 42 -



제 3 셰부과째(협동). 키틴， 키토산의 식품애의 웅용(쩌종대)

I. 식품에의 웅용을 위한 키틴，키토산의 물성연구 ·······································207

제 1장 서 론 ·······207

제2장 재료 빛 방법 ······· ······· 2애

제 1철 재료 ·····209

제2절 실험 방법 ··················································209

1. 키 틴 , 키토산의 제조 ·····························209

2. 일반성분 및 Ca 정 량 ·····························209

3. 점도 및 분자랑 륙정 낀 1

4. 키 틴 , 키토산의 탈아세털화도 혹정 211

5. 키틴， 키토산의 기능척 륙성 ········211

6. 미생물의 생육억제 조사 ·.. ················212

제3장 결과 빛 고찰 낀4

제 1 철 키틴， 키토산의 이화학척 륙성 낀4

1. 일반성분 및 Ca 함량 ········ .. ·········214

2. 분자량 낀5

3. 키틴， 키토산의 탈아세틸화도 ········216

4. 키틴， 키토산의 기능적 륙성 · 219

제2절 미생물 생육억제 효과 ·· .. ····224

제3철 결 론 ·.· · ······ .. ········· .. ········232

- 43 -









9. TNF- a 의 측정 358

10. NO의 측정 ················ ·················· .. · ·····359

11. 역 전사-중합효소 연쇄 반웅 (RT-PCR) ················································359

제3장 결과 및 고찰 ················································361

제 1 절 합성 키토산의 영원성 미생물 항균효과 ············.······························361

제2절 변 역증진효과 ··········································362

1. 키토산 루여가 마우스의 L. monocytogenes 감염에 미치는 영향 362

2. 면역 북합체와 키토산이 Candida 감염에 미치는 영향 …···364

제3절 항암효과 ··················································365

1. 대식 세포의 TNF- a 생산에 미치는 영향 ·.·.·· · ·····365

2. 두가지 cell line에서의 NO 생산에 미치는 영향 ·····························367

3. iNOS 빛 TNF- a mRNA 말현에 미치는 키토산 Fl의 영향 ···············370

제4절 결론 371

III. 키토산 소재를 이용한 인공피부 개발 연구 · ·····························372

제 I 장 서 론 ······372

제2장 실험방법 · ·.. · ·374

1. PEG macromer 의 합성 ·374

2. PEG-chitin IPN의 제조 ·····375

3. 키토산-알긴산 북합체 형성 빛 물성 조사 ·..·376

4. Wound dressing 의 제조 및 물성 조사 376

5. 키토산에 PLL의 graft화 반웅 ······378

제3장 결과 및 고찰 · ·.. ···379

제 1절 PEG macromer-chitin IPN의 합성 및 륙성 ·· 379

- 47 -



1. PEG macromer 의 합성 및 확인 379

2. PEG-chitin IPN의 물성 측정 · ··· ·.. ··.. ·· · ·..· ·..·..· ·380

제2절 키토산-알긴산 복합체 합성 빛 인공피부로서의 륙성 ·384

1. 북합체의 합성 및 륙성 ·· ·..·384

2. 북합체의 인공 피부로서의 륙성 · ·· · · ·.. ···· .. ·· · ······390

제3절 키토산에 Poly-L-leucine 의 graft화 반웅 · 393

제4절 쥐률 이용한 화상치유 실험 빛 조직 검사 397

제5철 결론 ····.. ·· ····· .. ··· ..·..· · ·· ..·399

lV. 참고문헌 ·· ·..·.. ·.. ··· ..· ·..·401

- 48 -










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































	키틴 원료 신소재 개발과 활용 및 새로운 천연조미료 개발에 관한 연구

	요약문

	목차

	제1세부과제. 천연조미료 개발 및 제조공정 개선 
	Ⅰ. 새로운 천연조미료 개발 
	제1장
서론 
	제2장 재료 및 방법

	제1절 재료

	제2절 실험방법

	1. 천연 조미성분 추출 최적화 및 단백질 가수분해 조건 확립

	2. 조미성분 추출 농축액의 물성 측정

	3. 천연조미료의 Formulation, 건조 및 생산 


	제3장 결과 및 고찰

	제1절 천연 조미성분 추출 최적화 및 단백질 가수분해 조건 확립

	1. 추출 조건 및 농축 최적화

	2. 게살 단백질의 효소분해

	3. 게껍질의 열처리에 의한 향미성분 추출 최적화 

	제2절 추출농축액의 물성 측정

	1. 농축액의 맛, 색깔 및 냄새

	2. 비중 및 총단백질량

	3. 총당 및 환원당

	4. 추출 농축액의 아미노산 조성 분석

	5. 흡수 spectrum


	제3절 천연조미료의 formulation, 건조 및 생산 
	1. 농축액의 formulation

	2. 농축액의 건조별 확립

	3. 농축액의 과립형 조미료 제조

	4. 액상 시제품 조미료 제조


	제4절 결론



	Ⅱ. 제조 공정의 개선 
	제1장 서론

	제2장 실험방법 
	제1절 재료

	제2절 실험방법

	1. 키틴의 효소에 의한 단백질 제거 최적화와 다양한 키토산 제조

	2. 유용물질 및 반응물의 회수 및 재사용

	3. 키틴, 키토산 올리고당의 대량분리방법 및 키토산 제조의 수학적 model 개발 및 simulation 


	제3장 결과 및 고찰

	제1절 키틴의 효소에 의한 단백질
제거 최적화와 다양한 키토산의 제조 
	1. 단백질 분해효소에 의한 게 껍질의 단백질 제거

	2. 다양한 키토산 제조


	제2절 유용 물질 및 반응물의 회수 및 재사용

	1. Ca2포함 키토산의 제조

	2. 키토산 제조시 반응물의 재사용

	3. 단백질 및 peptide성 유용 부산물의 회수

	4. 효소 및 미반응 기질의 재사용

	5. 올리고당 생산을 위한 효소 열 안정성


	제3절 키틴 키토산 올리고당의 대량분리 방법 및 키토산 제조의 수학적  model 개발 및 simulation

	1. 키틴 키토산 올리고당의 다량분리

	2. 키토산 제조조건의 수학적 model 개발 및 simulation


	제4절 결론



	Ⅲ. 참고문헌 

	제2세부과제. 미생물, 효소 생산 및 응용 
	Ⅰ. 미생물의 의한 키틴 올리고머 생산 
	제1장 서론

	제2장 재료 및 방법

	제1절 재료 및 시약

	제2절 실험 방법

	1. Endo-chitnase 생산 세균의 스크리닝 
	2. 내열성 chitinase 생산 세균의 스크리닝 
	3. 키틴 분해 곰팡이 스크리닝

	4. 분리균주의 보관

	5. 분리균주 GMI3의 동정

	6. Chitinase 효소활성 측정 
	7. 키틴에 의한 chitinase 유도성 조사

	8. 키틴 분해산물의 분석

	9. Swollen chitin 제조

	10. Chitinase의 클로닝 


	제3장 결과 및 고찰

	제1절 키틴 분해 효소 생산 미생물의 분리 및 선발

	1. Endo-chitinase 생산 세균 스크리닝

	2. 내열성 chitinase 생산 세균 스크리닝

	3. Chitinase 생산 곰팡이의 스크리닝 

	제2절 선발 균주 GM13가 생산하는 chitinase의 특성 
	1. 분리균주 GM13의 동정

	2. GM 13의 chitinase 생산 특성


	제3절 Arthrobacter sp. GM13이 생산하는 chitinase의 순수분리 
	1.  Arthrobacter sp. GM13 chitinase의 정제 
	2. Arthrobacter sp. GM13으로 분리된 SetⅠ, SetⅡ, SetⅢ chitinase의 비교 

	제4절 65kDa endo-chitinase의 특성 
	1. Serratia liquefaciens chitinases와의 비교 
	2. 온도, pH 및 금속이온의 영향성 조사 
	3. 기질의 특이성

	4. Chitin oligmer 분해 pattern 
	5. 65kDa endo-chitinase의 enzyme kinetics 
	6. Antifungal activity


	제5절 Arthtobacter sp. GM13의 endo-chiticase를 이용한 키틴올리고머 생산 
	1. 키틴올리고머 생산

	2. Chitinase 유전자 클로닝 

	제6절 결론



	Ⅱ. 미생물의 의한 키토산 올리고머 생산 
	제1장 서론

	제2장 재료 및 방법

	제1절 재료 및 시약

	제2절 실험방법

	1. 키토산 분해 미생물의 분리

	2. 키토산 단량체(글루코사민)를 생산하는 미생물의 탐색

	3. 분리균주 GM44의 동정

	4. 전자현미경 관찰

	5. 배양온도에 따른 분리균주 Bacillus sp. GM44의 chitosanase 생산 
	6. Chitosanase 활성 측정
	7. Chitosanase의 생산 
	8. Endo-chitosanase의 순수분리 
	9. 단백질 정량

	10. Chitosanase의 전기영동  
	11. N-말단 아미노산 서열 결정 
	12. 키토산 올리고머 생산 
	13. 키토산 분해산물의 분석

	14. Acetic anhydride를 이용한 키토산의 acetylation 
	15. 재조합 대장균을 이용한 chitosanase 생산


	제3장 결과 및 고찰 
	제1절 Chitosanase 생산 균주의 분리 및 동정 
	1. Chitosanase 생산 균주 스크리닝

	2. 키토산 단량체를 생산하는 미생물의 탐색

	3. 분리균주 GM44의 동정


	제2절 Endo-chitosanase 생산

	1. 배양온도에 따른 분리균주 Bacillus sp. GM44의 균체 성장 및 chitosanase 생산 
	2. 탄소원과 질소원에 따른 chitossanase의 생산 

	제3절 Endo-chitosanase의 순수분리

	1. GM 44균주의 endo-chitosanase의 분리 
	2. Chitosanase의 SDS-PAGE 전기영동 
	3. N-말단 아미노산 서열결정


	제4절 순수분리된 chitosanase의 특성

	1. 온도, pH의 영향 및 기질특이성 
	2. Chitosanase의 탈아세틸화도에 따른 키토산 분해성 비교 
	3. Chitosanase의 키토산올리고머 분해 pattern연구 

	제5절 키토산 올리고머의 생산

	1. Bacillus sp. GM13의 chitosanase를 이용한 키토산 올리고머 생산

	2. Acetic anhydride를 이용한 키토산의 acetylation

	3. 재조합 대장균을 이용한 chitosanase생산

	4. chitosanase의 대량 분리정제 방법 개발


	제6절 결론



	Ⅲ. 참고문헌 

	제3세부과제. 키틴, 키토산의 식품에의 응용 
	Ⅰ. 식품에의 응용을 위한 키틴, 키토산의 물성연구
	제1장 서론
	제2장 재료 및 방법
	제1절 재료
	제2절 실험 방법 
	1. 키틴, 키토산의 제조 
	2. 일반성분 및 Ca 정량 
	3. 점도 및 분자량 측정

	4. 키틴, 키토산의 탈아세틸화도 측정 
	5. 키틴, 키토산의 기능적 특성 
	6. 미생물 생육억제 조사 


	제3장 결과 및 고찰 
	제1절 키틴, 키토산의 이화학적 특성 
	1. 일반성분 및 Ca 함량 
	2. 분자량

	3. 키틴, 키토산의 틸아세틸화도 
	4. 키틴, 키토산의 기능적 특성 

	제2절 미생물 생육억제 효과 
	제3절 결론



	Ⅱ. 키토산 첨가에 의한 마요네즈의 저장성 연구 
	제1장 서론

	제2장 재료 및 방법

	제1절 재료

	제2절 실험방법

	1. 마요네즈의 제조

	2. 산패도 측정

	3. 유화 안정성 측정 
	4. 점도측정 
	5. 미생물 challenge test



	제3장 결과 및 고찰

	제1절 마요네즈의 이화학적 특성 변화

	1. 과산화물가(POV)의 변화 
	2. TBA가의 변화

	3. 유화안정성

	4. 점도측정 

	제2절 미생물 challenge test 결과

	제3절 결론



	Ⅲ. 키토산 동치미 쥬스의 개발 및 특성조사 
	제1장 서론

	제2장 재료 및 방법

	제1절 재료 및 시약
	제2절 실험방법

	1. 동일한 틸아세틸화도를 갖는 키토산의 제조

	2. 키토산의 물리화학적 및 미생물학적 특성 측정

	3. 키토산이 첨가된 동치미의 제조

	4. 키토산이 첨가된 동치미의 발효 특성 측정



	제3장 결과 및 고찰

	제1절 키토산의 물리화학적 및 미생물학적 특성

	1. 물리화학적 특성

	2. 젖산균 생육 억제 효과


	제2절 키토산이 첨가된 동치미의 발효 특성

	1. 물리화학적 특성

	2. 미생물수의 변화

	3. 관능적 성질의 변화


	제3절 결론



	Ⅳ. 참고문헌 

	제4세부과제. 농업용 및 의료용 소재의 개발 연구 
	Ⅰ. 농업용 소재의 개발 연구 
	제1장 서론

	제2장 실험방법

	1. 키토산 올리고머(oligomers)의 조제 
	2. 키토산 유도체의 합성

	3. 분석

	4. 키틴 유도체의 생물활성


	제3장 결과 및 고찰

	제1절 키토산 올리고당의 조제

	1. 산 가수분해에 의한 올리고당의 조제 및 분리  
	2. 미생물 효소를 이용한 고중합도 키토산 올리고머의 조제 

	제2절 키토산 유도체의 합성

	1. N-[14C]-labeled N-acetylchitosan의 조제 
	2. 키토산, 재생키틴, carboxymethylchitin의 조제

	3. O-acetylsalicylchitosan, trimethylchitosan, trifluoracetylchitosan, chitosan sulfate의 조제 
	4. 키토산 황산염의 합성


	제3절 키틴 및 키토산 유도체의 생물활성

	1. 콩나물 생장에 미치는 키토산의 생물활성

	2. 식물 병원미생물 생육 억제 효과 검정 
	3. 식물 생장에 미치는 키틴 유도체의 영향


	제4절 결론



	Ⅱ. 키토산 유도체들의 면역기능 조절 연구 
	제1장 서론

	제2장 실험방법

	1. 실험동물

	2. 시약 및 배지

	3. 공시균

	4. 세포배양

	5. 마우스에서의 면역복합체 생산

	6. 면역혈청과 면역복합체 전처리

	7. 마우스의 candida 및 Listeria 감염

	8. 키토산의 향균작용 측정

	9. TNF-a의 측정 
	10. NO의 측정 
	11. 역전사-중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)


	제3장 결과 및 고찰

	제1절 합성 키토산의 병원성 미생물 항균효과

	제2절 면역증진효과

	1. 키토산 투여가 마우스의 L. monocytogenes 감염에 미치는 영향 
	2. 면역 복합체와 키토산이 candida감염에 미치는 영향

	1. 대식 세포의 TNF-a 생산에 미치는 영향 
	2. 두가지 cell lines에서의 NO생산에 미치는 영향
	3. iNOS 빛 TNF-a mRNA 발현에 미치는 키토산 Fl의 영향


	제3절 항암효과

	제4절 결론


	Ⅲ. 키토산 소재를 이용한 인공피부 개발 연구
	제1장 서론
	제2장 실험방법
	1. PEG macromer의 합성
	2. PEG-chitin IPN의 제조

	3. 키토산-알긴산 복합체 형성 및 물성 조사
	4. Wound dressing의 제조 및 물성 조사
	5. 키토산에 PLL의 graft화 반웅

	제3장 결과 및 고찰
	제1절 PEG macromer-chitin IPN 합성 및 특성
	1.  PEG macromer-chitin IPN의 합성 확인
	2.  PEG macromer-chitin IPN의 물성 측정

	제2절 키토산-알긴산 복합체 합성 및 인공피부로서의 특성
	1. 복합체의 합성 및 특성
	2. 복합체의 인공피부로서의 특성

	제3절 키토산에 Poly-L-leucine(PLL)의 graft 화반웅
	1. 키토산-PLL 복합체 확인

	2. FT-IR
	3. 전자현미경 관찰


	제4절 쥐를 이용한 화상치유 실험 및 조직 검사
	제5절 결론


	lV. 참고문헌



