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Nano-Selenium Microcapsule의 항산화에 한 연구
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Abstract

Selenium was initially considered toxic to humans, but it was then discovered that selenium is essential for normal life 

processes. Selenium plays important roles in antioxidants. It is expected that chitosan microcapsules containing nano-selenium 

will be able to be used as a key material in bio-medical and cosmetic applications. The high concentration of chitosan 

derivatives guaranteesincreased antioxidative activity. Both inorganic and organic forms of selenium can be nutritional 

sources. The antioxidant properties of selenoproteins help prevent cellular damage from free radicals. The objective of this 

experiment was to study the antioxidative activity of chitosan nano-selenium. Our experiments were divided into five groups, 

in the presence of various concentrations(0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, and 0.9%) of chitosan. We performed an assessment 

of the antioxidant properties and cytotoxicity of respective concentrations of chitosan nano-selenium. The antioxidant activity 

was examined by the free radical scavenging activity on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) assay. The cytotoxicity effect 

was measured by means of 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) assay. As a result, the 

electron donating abilities of 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, and 0.9% of chitosan nano-selenium exhibited effective andioxidant 

scavenging activity at 12.5 ㎍/㎖ against DPPH radicals. 0.3% chitosan nano-selenium did not show cytotoxicity on human 

keratinocytes. In general, the cytotoxicity of 0.1% and 0.9% chitosan nano-selenium showed the lowest effects. Though low 

cytotoxicity of 0.5% and 0.7% chitosan nano-selenium exhibited 29.67% and 38.4% against human keratinocytes on adding 

100 ㎍/㎖ and 50 ㎍/㎖, respectively, cell vitality was recovered with 200 ㎍/㎖. These findings support the notion that 

chitosan nano-selenium may be useful as a new active ingredient source for bioactive compounds.
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서 론   

날 생 습 과 식생  식  변 에  당뇨, 고

,  등  각  질병들  생  격  가하고  

, 들 생 원   과도한 스트 스   

어하  항산  질  균 에 한 것  지고 

다(Camara 등 1995).  근에  건강에 한 사 들

 심   강한 항산  용  보  (Se)  
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함 한 능  식 에 심  지고 다(Robberecht & 

Grieken 1982).   70～80% 도  식

 취 고, 식   함량  토  건에  다

하게 나타난다(Kos 등 1998).

 결합 과 결합  할 

수 , 결합  학  태에  selenite, 

selenate, selenide  나 어지고, 결합  식 체에

 단 질   함 미 산  과  selenocysteine 

 selenomethionine  태  재한다.  체 내

에  포질  항산  역할  하  루타  과산 효

(GSH-Px)  , 체에 한  결

합  결합 에 비해 체 용   지

  크고, selenomethionine  질 사  체에  효과

 것  나타났다(Surai PF 2002).

에   생리  능  독 에 심  가

, 계보건   장 취량  50～200 ㎍ 고, 상

한 취량  400 ㎍ ,  과다할 경우에  

량, 간 능  신경 상 등  생할 수 다고 보고 었다

(Levander OA 1987; Huttnen JK 1997; Shisler 등 1998). 그러나 

근 다 한 동  실험 결과,  여러 동 에  

 한 원  었고, 간에게 필수  

다(Kim 등 1969; KDRG 1979; Hilton 등 1980; Greger 등 

1987; Jenning 등 2001; Choi 등 2006). 한 근 연 에 하  

   효과가 어 매   200 g 취하

  한 사망  50% 감 할 수 다  보고가 

(Finley JW 1998; Ip C 1998a; Ip C 1996b; Kim 등 2007), 

 독  감 시킨다고 보고 어 다(Hu 등 2000).

 결핍  낮   상태에  학 질에 

 스트 스나 비타민 E 결핍에 하여 가  산  스

트 스   다(Jim 등 2002).  GSH-Px 같  

항산 용에 여하  효  에  주  에 결

핍 시 GSH-Px   떨어  포  능장   

포   하 (Shi 등 2010), 비타민 E  산  진

 한 비타민 E  실  심장근 과 골격근 에 향  

다(Na 등; Hill & Burk 1984).  에도 피  모  

장과 에 도 향  주  것  보고 고 다(Lee 등 

2003; Son 등 2008).

키토산  생체 합  우수하여 식 , , 장  등 

다 하게 용  천연고  수나  타에  수  나

타  키토산 체  만들어  용 고 

, 마 크  캡슐  피막  사용 어 달  용

하게 하  사용 다. 한 키토산   독  감

할 수  질  생체  뛰어나 , 체내에  생체 

 우수한 고  질 다(Jeon 등 1996; Lee 등 2003).

본 실험에  항산  능   것  진 

 달 효   하여 마 크  캡슐 피막  

키토산  사용하여 chitosan nano-selenium  하 , 

chitosan nano-selenium  항산  효능과 포독 에 미  

효과  사하 다.

재료 방법

1. 실험 재료

Human epithelial keratinocyte  본 고베 과 학 피 과

학 실에   , chitosan, sodium selenite, methanol, 

acetic acid, ascorbic acid, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), 

3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT)  DMSO  Sigma Chemical Co.(USA)에  하여 

사용하 고, 실험에 사용  수  3차  한 수  

사용하 , 그  시  특 시  사용하 다.

2. Chitosan Nano-Selenium의 제조 특성

1% acetic acid  용 에 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%, 0.9% 

chitosan 용  가하여 4시간 가량 하고, 원  ascorbic 

acid 60 mM   후 5  동  한 다  sodium selenite 

30 mM  합하여, 그 합용  ultrasonic prove type (150 

W, 40 kHz, fisher scientific. mexico)  5 간  처리한 

후에 4℃ 수에  하룻 동   하고 동결건 하여 

시료  사용하 다. 

한 chitosan nano-selenium  모 과 태  주사

미경(scanning electron microscope, SEM JEOL, JSM-5400, 

japan)  용하여 찰하 고, 한  크   

chitosan nano-selenium  수에 하여 3 ㎖ 취하여 ELS- 

8000  하 다.

3. DPPH Radical Scavenging Method에의한 Antioxidant 

Activity 측정

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH, Sigma, USA)  

거능  Blois(Blois 1958)   하 다. 시료  

MeOH  여 500 ㎕  1.5 ㎖ tube에 고 0.3 mM DPPH 500 

㎕  어 량  1 ㎖가 도  하 다. 실 에  30 간 

시킨 후 ELISA reader(Bio-Tek, USA)  517 nm 장에  

도  하 다. DPPH  거능  시료 용  

첨가  첨가  사  도 차   나타내

었다. 

DPPH  거능=100－{(시료첨가  도/

첨가  도)×100}
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4. MTT 실험

포 식   Mosmann T(1983)   변 하여 

실시하 다. 24-well  용 에 체 피 각질 포주(Human 

epithelial keratinocyte, HaCaT)  3×104개  주하고, 24시간 

 후 시료  여러 도  처리한 다  37℃, 5% CO2 하에

 1 간 하 다.  후  도 0.5 ㎎/㎖  MTT 

용  어 3시간 한 다  상  거하고,  

formazan  DMSO(1 ㎖)  여  ELISA reader  용하여 

540 nm에  도  하 다.

5. 통계처리

모든 실험  3  복하 ,  수  mean±S.D.  

나타내었고, 통계  ANOVA test에 해 었다. 통

계   p≤0.05  *, p≤0.01  **  나타내었다. 

결과 고찰

1. Chitosan Nano-Selenium 제조

 생체 내에 SH  가지고  것   

 GSH-PH, GSH 등에 SH 가   생리

  가  것  보고 고 ,  항산

 효   가시키  것   다(Rhee 등 

1993). 키토산  수 결합  가지고 어  산에만 용해  

한  가지고 , 것  보 하  하여 키토산  

        

                  (a)                                   (b)                                   (c)

    

                                     (d)                                  (e)

Fig. 1. SEM images of nano-selenium chitosan solutions. (a) 0.1% chitosan nano-selenium, (b) 0.3% chitosan nano-selenium,

(c) 0.5% chitosan nano-selenium, (d) 0.7% chitosan nano-selenium, and (e) 0.9% chitosan nano-selenium.

산 해하여 수용  키토산 하여 목  첨가하  항산

능  가하  것  보고 고 고(Oh 등 2007), 특  키토

산  생 해  우수하  독   용  거  없고 생체 

합  우수한 것    달체  리 사용

고 다(Ha 등 1998). 키토산  용한 나  술  

 사용  술  나  크    가지

고  독  낮 어 주  것   다(Wang 등 

2007). 본 실험에  경피  통하여 피 에 수  능  

가시키  하여  크  감 하   chitosan 

nano-selenium  하 고, 마 크 캡슐  하여 그 태  

찰하 다.   동 하게 하고 다 한 도  키토

산에  한 chitosan nano-selenium  모 과 태  찰

하  해 SEM(scanning electron microscope, JEOL, JSM-5400, 

Japan)  용하여 찰한 결과,  루고 어 마 크

캡슐  한 것   수가 다(Fig. 1). 0.1% chitosan nano- 

selenium  검 에 가 운  색  보 고, 0.9% chitosan 

nano-selenium   주  나타냈 , 키토산  도가 

수  주 색 쪽에 가 고, 도가 낮 수  검 색 쪽에 

가 운 것   수 었다. 

2. Chitosan Nano-Selenium의 입자크기

게  얻어지  키틴  탈 틸 하여 키토산  얻

, 것  독  거  없고  가공 과 학  변  

리하  에 산업에 리 사용 고 다(Park 등 2005). 
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Fig. 2. Graph of selenium coated various chitosan molecule 

size. 

본  chitosan nano-selenium   크  ELS-8000

 한 결과,  크  략 50～500 nm  포 었

, chitosan nano-selenium  chitosan 도가 수  

 크 도 커지  것   수가 었다.  크  0.1% 

chitosan nano-selenium  55±5 nm가 많  포가 어 고, 

0.3%  60±5 nm가 많  포 어 고, 0.5%  70±5 nm, 0.7%

 100±5 nm, 0.9%  450±5 nm가 많  포 어  것  

할 수가 다(Fig. 2). 것  심 질  에 벽 질 

키토산  도가 가할수   크 가 가하  것

 사료 다. 

3. DPPH 라디칼 소거능

 에  많  장장  신경 상 등 독

용  하  것  보고 고 나, 한  단 질

합  억 하고 NK-KB  같  사 에 향  주

 것   항 용  하 ,  체 내에  생

리  포질  항산  역할  하  루타  과산

효 (GSH-Px)  , 항산 효  생 시키어 항

산 용  하  것   다(Dungeng 등 2007; Liguang 

등 2011; Jadwiga 등 2010). 한 키토산  룰 스  사

한 학  가진 천연 고  키토산   내에 

재하  －OH  －NH2  수  극   극

도가 크  에 보습 용  큰 것   다. 리 

보습  사용하고  산과 사한  가지고 

 키틴  용하여 도체  개 하  보습  가시

킬 수 다고 하 , 특  수용  키토산  만들  하게 

사용할 수 다고 한다(Kim 등 1997).  본 실험에  

chitosan nano-selenium   항산  효과  사한 시료

 항산 능  DPPH  용하여 공여능  

Fig. 3. DPPH radical scavenging activity of 0.1, 0.3, 0.5, 

0.7, 0.9% chitosan nano-selenium. Results are expressed as 

mean values±S.D. of 5 replicates. 0.1% chitosan nano selenium 

(●), 0.3% chitosan nano selenium(◯), 0.5% chitosan nano 

selenium(▼), 0.7% chitosan nano selenium(△), 0.9% chitosan 

nano selenium(■). The experiments were performed in tri-

plicate. Data presented as means±S.D. of three independent 

experiments. **p<0.01 compaired with non-treated control.  

한 결과, 0.1% chitosan nano-selenium 공여능  12.5, 25, 

50, 100, 200 ㎍/㎖ 도에  69.7%, 90.2%, 90.9%, 87.6%, 

85.5% 다. 0.3% chitosan nano-selenium 경우 26.7%, 40.9%, 

90.4%, 88.1%, 87.4% 고, 0.5% chitosan-nano selenium  76.8%, 

90.0%, 89.3%, 86.1%, 82.1% 다. 0.7% chitosan nano-selenium

 59.0%, 90.0%, 89.3%, 89.2%, 91.7% , 0.9% chitosan 

nano-selenium  59.5%, 89.5%, 89.8%, 87.1%, 89.8%  나타났

다(Fig. 3). 상  결과, chitosan nano-selenium  0.3%  

한 나 지  12.5 ㎍/㎖ 도에   항산  효과가 

 하 다. 

4. 세포독성에 미치는 향

본 실험에  한 chitosan nano-selenium  가 피

포에 독  나타내 지 사하 다. MTT  탈수  

효  용에 해 수용  질  MTT tetrazolium  청 색

 formazan  원시키  미토 드리   용하

 검사  포  식과 장  포독  하  

 실험 다.  

Chitosan nano-selenium  체 각질 포주(HaCaT cell)

 식에 미  향  사하  하여 에 각각  

chitosan nano-selenium  12.5, 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 도  
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Fig. 4. MTT assay of  0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9% chitosan 

nano-selenium on the cell viability of HaCaT cells. HaCaT 

cells were treated with respective chitosan nano-selenium at 

37℃ for 24 hr. The proportion of survival cells was 

measured by MTT assay. The experiments were performed 

in triplicate. Data presented as means±S.D. of three inde-

pendent experiments. *p<0.05, **p<0.01 compaired with non- 

treated control. 

주하고 24시간 하 다.  후 MTT 용  3시간 처

리하 , 포내에  formazan  DMSO  용해하여 

하 다. 실험 결과, 0.1%, 0.3%, 0.9% chitosan nano-selenium

에  독  강하게 나타나지 다. 0.5% chitosan nano- 

selenium에  100 ㎍/㎖  도에  70.33% 도  생

 나타냈지만, 200 ㎍/㎖  도에  75.85%  복  경

향  보 , 0.7% chitosan nano-selenium에  50 ㎍/㎖ 

도에  61.60% 생  보여 간  독  었지만 100, 

200 ㎍/㎖에  각각 75.49%, 85.44%  복  경향  나타

내었다(Fig. 4). 

요 약

항산  능   것  진  달 효

  하여 마 크  캡슐 피막  키토산(0.1～0.9%)

 사용하여 chitosan nano-selenium  하여 chitosan nano- 

selenium  모 과 태  주사 미경(SEM)  용하여 

찰하 고,  크  ELS-8000  하 , chitosan 

nano-selenium  항산  효능과 포독  사하 다. Chitosan 

nano-selenium  모 과 태  SEM(JSM-5400, Japan)  

찰한 결과  루고 어 마 크  캡슐  한 것

  수가 었고, chitosan nano-selenium   크  

ELS-8000  한 결과,  크  략 50～500 nm  

포 었 , chitosan nano-selenium  chitosan 도가 

수   크 도 커지  것   수가 었다.  크

 0.1% chitosan nano-selenium  55±5 nm가 많  포가 

어 고, 0.3%  60±5 nm가 많  포 어 고, 0.5%  70±5 

nm, 0.7%  100±5 nm, 0.9%  450±5 nm가 많  포 어 

 것  하 다. 0.1% chitosan nano selenium 공여능

 50 ㎍/㎖ 도에  0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7%  0.9% chitosan 

nano selenium  90.28.0%, 90.36%, 89.34%, 89.33%  89.49%

 나타나 항산 효능   값  보 나, chitosan 함량

에  항산  효능  차  볼 수 없었다. Chitosan nano- 

selenium  0.1%, 0.3%, 0.9% chitosan nano-selenium에  독

 강하게 나타나지 , 0.7% chitosan nano-selenium

에  50 ㎍/㎖ 도에  61.60% 생  보여 간  독

 었지만 200 ㎍/㎖에  85.44%  생  가하

고, 0.9% chitosan nano-selenium에  생  90.08～98.71%

 가장  값  보 다.  
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