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특집

Abstract

Most reports demonstrated the substrate specificity-
based kinetic properties of chitin or chitosan degrading 
enzymes. However, there is virtually less information 
on the high quality and quantity production of chitin or 
chitosan hydrolysates having a larger than (GlcN)7 from 
the hydrolysis of high molecular weight chitosan using 
specific enzymes and their biological activity. Therefore, 
the production of such molecules and the discovery of 
such enzyme sources are very important. Fortunately, 
the author has established a mass production method 
of chitosan hydrolysates (GlcN)n, n=2-13 that have 
been characterized as a potent antioxidant substance, 

as well as antifungal and antibacterial activities against 
Penicillium species and highly selective pathogenic 
bacteria. In addition, preclinical studies using (GlcN)n, 
n=5-25 demonstrated that these molecules played a 
very important role in maintaining biometric balance. 
Collectively, it is implicated that the application of these 
mixed substances to foods with significant biological 
activity is very encouraging.

Key words: chitin, chitosan, enzyme, catabolic 
cascade, biological activity, food application
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서론 

현대생활의 다양성에 따른 식품산업에의 효소 이

용은 매우 다변화되었으며, 종류를 헤아릴 수 없을 

만큼 많아졌다. 예를 들어 전분을 이용한 여러 가공 

산업에서 포도당, 과당, 고농축과당시럽 등을 옥수

수, 밀, 감자 등을 주원료로 사용하여 생산하고 있

다. 이들은 생물·생화학적 특성에 따라 제과, 음료 

아이스크림, 부용제 등으로 널리 사용되고 있다. 특

히 고농도 과당시럽 제조에 필요한 효소가 glucose 
isomerase로 설탕을 대용할 단맛이 비교적 적은 고

농축과당을 만들어 사용하여왔다. 하지만, 산업적 

활용을 위한 효소의 열안정성, 기질에 대한 특이성

은 매우 중요하며, 특히 일반적으로 효소가 매우 고

가이기에 반복적 사용이 가능하다면 경제적 파급효

과에 큰 영향을 미칠 것으로 판단된다. 따라서 특이

적 지지체에의 효소고정화(enzyme immobilization) 
방법(Kilara, 1979; Sinha 등, 2012; Song 등, 2014)이 

개발되어 왔으며, 그 결과 목적물을 매우 효율적으

로 생산할 수 있는 시스템으로 이어지게 되었다. 이 

효소 뿐만 아니라, 다양한 효소들의 고정화에 대한 

연구는 수 많은 연구 자료를 통해 확인할 수 있어 

앞으로도 많은 발전이 크게 기대된다. 그 밖에 식

품분야에서 이용되는 다양한 효소들과 응용에 대한 

보고는 그 사례가 너무 많고 소개된 범위도 방대하

다. 예를 들어, 효소는 제과/제빵산업, 주스/음료, 

양조 및 조미료 산업 분야에 다양한 방법이나 소재

로 이용되고 있다. 

생물체를 구성하는 4대 거대분자로는 이미 잘 알

려진 바와 같이 단백질, 지방, 핵산 그리고 일반적

으로 탄수화물이라 통용되는 다당체로 크게 구분할 

수 있으며, 각각의 해당되는 분자에 대한 분해, 역으

로 합성에 관여하는 수 많은 효소들의 작용이 밝혀

져 있다. 예를 들어, glycosylase, lipase, protease, ATP  

synthase 드리고 당전이 효소인 glycosyltransferase 
등 해당되는 효소의 종료와 기능(Chen, 1979; Montilla 

등, 2013)은 열거하기 매우 힘들 정도로 다양하다. 

뿐만 아니라 최근에는 새로운 효소 개발에 많은 투

자와 노력을 하고 있는데, 산업적 응용을 위해서는 

생체 내 촉매로서의 역할 뿐 만 아니라 더불어 생화

학적 특성이 우수하여 열, pH, 빛, 첨가 가능한 여

러 형태의 유/무기 염 등에 의한 영향을 받지 않거

나 매우 적게 받는 효소들의 발굴이 진행되고 있다. 

그 중에서도 생육조건이 매우 열악한 극한 환경 미

생물이나 동, 식물, 해양 생물 유래 효소나 소재들

을 사용하는 예가 늘고 있다. 예를 들어, 초고온성 

미생물효소(hyperthermophilic enzyme), 극저온미생

물 효소(hyperpsycrophilic enzyme) 그리고 고압성 

미생물(barophile)이나 호염성 미생물(halophile) 유
래의 효소 등이 있다(Robb 등,, 1992; Macdonald 

등, 2002; Van-Thuoc, 2015). 또한, 높은 산성이나 

알칼리 조건에서도 생육이 우수한 미생물로부터 분

리한 효소들의 특성을 밝히는 연구가 이뤄지고 있

어서, 향후 이들의 활성기반 적합성에 따라 더욱 다

양한 형태로 여러 분야에 응용될 수 있을 것이며, 

일부 사용되고 있는 실정이다. 반면 일부 시각에서

는 환경오염이나 파괴 등의 문제를 삼고 있으나, 대

량의 원료를 채취하는 등의 행위가 아닌 효소원 분

리를 위한 소량의 샘플 채취로 크게 우려될 일은 아

니라 판단된다. 하지만, 더욱 큰 차별화를 위해 지

나친 욕심으로 무분별한 시료나 샘플 채취 등을 감

행하고 있어 생물종의 다양성에 영향을 미칠 수 있

음은 충분히 가능한 일이라 사전 충분한 상호 협의

를 거치는 등의 행정적 절차를 밟아 진행함이 바람

직하다 하겠다. 이러한 산업적으로 중요한 효소원 

발굴은 물론 효율적 사용을 위해 생물 공학적 기술

이 개발되고 발전함에 따라 그 진보 또한 크게 이뤄

졌음을 알 수 있다. 유전자 재조합 및 효소공학 기

술개발에 따른 특정 효소의 대량생산 기술의 확립

은 효소의 재조합 단백질의 분리, 정제, 활성 연구

에 이르기까지 매우 다양한 분양에 적용/응용되어 

오고 있다. 따라서 이미 선진 기업이나 연구소들은 
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차별화된 노하우를 바탕으로 효소시장이나 이를 이

용한 제품 생산 및 시장 확보를 위한 총체적 노력

을 기울이고 있다. 따라서 새로운 효소원 소재 개발

과 새로운 기능성을 탑재한 여러 고품질 제품 개발

을 위한 산학연 협동연구는 물론 국가적 지원을 통

한 독자적이고 독창적인 노하우 개발은 필수이다. 

이미 상기 기술한 바와 같이 효소 다양성과 기능

은 그 범위가 방대해 지금까지 수행해온 연구 범위

에 맞춰 키틴과 키토산 관련 식품으로 이용 가능한 

효소의 작용과 부산물의 이용에 관련된 사항을 정

리하고자 한다. 

본론

1. 키틴(chitin)과 키토산(chitosan)

키틴은 지구상에 가장 풍부하게 존재하는 천연고

분자, 즉 다당체로 셀룰로오스(cellulose) 다음 두 번

째로 많은 바이오매스(biomass)로 알려져 있다. 키

틴은 β-D-glucose의 C-2 hydroxyl기가 acetylamino
기로 치환된 N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc)
이 (β1→4) 결합에 의해 구성된 고분자(Dweltz 등, 

1968)로서 게나 새우껍질에서 주로 생산되고 있으

며, 여러 갑각류의 외피 구성에 중요한 물질이다. 

키틴질은 연간 해양에서만 약 1.2 giga-ton 정도 생

산되고 있는 것으로 알려져 있는데, 오래전에는 게

나 새우를 포획 후, 가공 처리한 껍질은 해양폐기

물로 버려졌으나 키틴과 키토산이 알려지면서부

터 고기능성 물질생산 원료로 주목받았다. 키틴은 

강산에 녹기는 하지만 이후 사용할 수 없다. 이러

한 이유로 여러 가지 수용액화 방법이 개발되고 응

용되어 왔으나 화학적 수식(chemical modification) 
없이 사용하기 매우 힘든 고분자로 알려져 소재로

의 활용에도 매우 제한적이다. 반면, 고온, 강 알

칼리 용액 처리에 따른 탈아세틸화된 것이 키토산

(chitosan)이다. 오랫동안 많은 연구결과가 뒷받침

을 해오듯이, 키토산은 분자량 크기와 탈아세틸화

도에 따라 다양한 생리활성을 나타낸다. 예를 들면, 

여러 병원성 미생물이나 곰팡이에 대한 항균/항진

균 활성, 상처치료, 지혈, 면역증강, 항암, 중금속 

흡착 등 다양한 생리활성이 보고되고 있다. 이러한 

생리활성을 기반으로 키틴이나 키토산의 여러 식

품, 의약품, 환경 산업 분야 등에서 다양하게 응용

되고 있다(Sano 등, 1991; Zhao 등, 2006; Sarasam 등, 

2008; Aam 등, 2010). 그럼에도 불구하고 실생활에 

사용되는 제품은 거의 없다는 것이 연구자로서 매

우 아쉽게 생각되며, 그 이유에 대답을 얻고자 노력 

중이다. 무엇이 문제인가? 이에 대한 답변으로 본

론에서는 이러한 고분자 키틴/키토산이나 유도체의 

여러 분야에 적용에 있어서 우리가 이해해야 할 수 

많은 내용 중 키틴/키토산 분해 기작 및 이들 분해

산물의 생물 생화학적 특성을 빌어 식품적용 가능

성에 대하여 미력하나마 정보를 제공하고자 한다.

2. 키틴 / 키토산 가수분해 및 이용

키틴/키토산 분리정제 방법과 이를 활용한 연구

는 상기 기술한 바와 같이 고분자 상태로 이용이 

매우 제한적이고 어려움이 많다는 사실에 입각해

서 이를 저분자화하여 구조 및 각각의 분해산물의 

크기에 따른 생리활성 연구로 이어졌다해도 과언

이 아닐 것이다. 제조 방법이나 원료의 기본적 특

성에 따라 다소 차이가 있을 수 있겠으나, 일반적으

로 키틴/키토산은 불용성 고분자라는 특성 때문에 

이들을 가수분해하여 저분자화 시켜 식품에 첨가물

이나 화장품, 의약품 전구체 등으로 활용하기 위한 

끊임없는 노력을 기울이고 있다. 예를 들면, 키토산

의 단량체인 글루코사민(glucosamine, GlcN)이 퇴

행성관절염의 통증 완화제로서 처방되거나 이용되

고 있으며, 최근에는 키틴의 단량체인 엔아세틸글

루코사민(N-acetylglucosamine, GlcNAc) 또한 글루

코사민과 유사한 효과가 있는 것으로 알려짐에 따
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라 키틴/키토산의 가수 분해물에 대한 관심은 매우 

높은 실정이다.

2.1. 산 처리 가수분해

키틴/키토산의 가수분해는 과거 황산이나 염산 

등 강산을 이용한 산 처리에 따른 가수분해를 많

이 사용해 왔으나, 친환경적 측면을 고려하여 현

재는 생물효소학적 방법을 이용한 가수분해가 더

욱 주목을 받고 있다(Rinaudo 등, 1993; Allan 1995; 
Brugnerotto 등, 2001). 분명, 산에 의한 가수분해는 

처리속도가 빠르고 경제적 측면에서 생물효소학적 

처리방법보다 훨씬 적은 비용으로 가능하지만, 여

러 후속적 처리나 환경오염 등의 문제를 고려해보

면 생물효소학적 방법으로 전환을 기대할 수밖에 

없다고 판단된다. 방법도 문제이겠으나, 사실 산이

나 효소 처리의 가장 중요한 목적을 되짚어 보지 않

으면 안 될 것이다. 단순히 키틴/키토산의 저분자화

가 목적이 아닌 어떠한 특정 기능을 하는 타겟 분

자를 얼마나 효율적으로 생산하는가에 따라 그 생

물학적 기능을 명확히 밝히고 식품이나 화장품 분

야는 물론 더 나아가 의약분야에 이르기까지 산업

적 활용이 크게 기대되기 때문이다. 따라서 이는 학

술적으로도 경제적으로 매우 중요한 요소로 특이적 

크기의 가수분해 산물을 효율적으로 생산 가능하다

면 산 처리나 생물효소학적 처리 역시 매우 중요한 

방법으로 재조명 되어야 한다. 상기 기술한 바와 같

이, GlcN이나 GlcNAc을 대량 생산하기 위해서는 

사실상 효소처리방법보다 고온에서 산 처리 방법이 

훨씬 효율적이고, 생산적이다. 일부 연구자들은 그

럼에도 불구하고 효소 공학적 방법을 연구개발, 효

소활성 극대화, 가수분해산물 생산 효율이나 수율 

최적화를 위해 끊임없이 노력 중이며, 산 처리 방

법을 능가할 생물효소학적 처리방법을 개선하고 있

음은 향후 다가올 미래에 매우 큰 지침돌이 될 것

으로 기대한다. 

2.2. 생물효소학적 가수분해

고분자 상태의 키틴/키토산의 활용이 매우 제한

적이라는 내용은 어쩌면 아직 이들 고분자 상태로

의 이용에 대한 인간의 기술력 부족일 수도 있겠다

는 생각이 앞선다. 어쩌면 고분자 상태에서의 이용

은 외용적 적용 제품으로 활용가능성이 크고, 반면 

저분자 상태의 물질들은 식품이나 화장품용을 구성

하는 여러 구성 물질과의 혼합성이 우수한 형태로

의 개발에 적합할 것으로 생각된다. 따라서 고분자 

상태로의 응용연구에 대한 연구에 더욱 박차를 가

할 필요도 충분하다 생각되어 부분적인 가수분해에 

따른 여러 분자량 크기 조절 및 이들의 생리활성에 

대한 연구를 진행하여 왔다. 관련된 내용에 대해서

도 간추려 기술하고자 한다.

키틴/키토산 분해효소가 미생물, 동,식물, 곤충 

그리고 사람에게 모두 존재한다는 사실이 밝혀지

면서 관련 효소 생산이나 분해산물의 산업적 이용

에 크게 활용되기 시작했다. 관련 효소로서 chitinase 
(키틴분해효소)와 chitosanase(키토산분해효소)에 대

한 다양한 연구가 수행되었고(Kimoto 등, 2002; Goo, 
2014; Kashif, 2019), 특히 인간에게서도 키틴분해효

소가 존재한다는 것이 확인되면서 어쩌면 여러 갑각

류의 섭식에 따른 알레르기 반응에 대한 방어 작용

으로 작용할 것이라는 보고에 따라 세간의 관심이 

더욱 고조되고 있다. 산업적으로 이용 가능한 여러 

종류의 키틴/키토산 가수분해 효소를 생산하는 미

생물의 분리와 동정, 유전자 탐색 및 재조합 기술

에 따른 대량 생산 등이 가능해져 키틴/키토산 가

수분해는 비교적 손쉽게 이뤄지고 있다. 많은 연구

자들이 오래전부터 진행해 왔으나, 1990년대 초 대

부분 키틴이나 키토산 분해 미생물 분리와 이들이 

생산하는 효소의 분리, 정제 그 효소학적 특성을 밝

히는 연구가 주로 행해져 왔다(Park 등, 1997; Park 
등, 1999). 따라서 여러 가수분해 효소들과 X-ray
를 이용한 3차 구조, 유전자 재조합 기술들이 세균, 

고세균, 동·식물 등 거의 모든 생물종으로부터 보고
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되었다. 많은 데이터를 바탕으로 다양한 종류의 가

수분해 효소들은 그 아미노산 서열에 따라 CAZy 
(Carbohydrate Active Enzymes) Database에 분류되

며, 셀룰로오스, 키틴 과 키토산 가수분해효소 는 

14개의 glycosyl hydrolase (GH) family들로 분류되

어 있다(Adachi 등, 2004; Petersen 등, 2009). 그 동

안은 키틴을 포함 여러 다당체를 분해하는 분해 작

용 기작 규명에 관련 내용에 치중해 왔거나, 또는 

대부분 이러한 키틴/키토산 분해 효소들의 작용기

작에 따른 분류나 정제에 따른 생물효소학적 특징

을 결정한 내용을 기반으로 총설이나 논문들이 작

성되어 보고되었다. 예를 들면, GH18로 구분된 키

틴분해효소는 retaining, 그리고 GH19 키틴분해효

소는 inverting 효소작용을 갖는 메커니즘을 통해 당

쇄 결합을 분해하는 것으로 알려져 있다. 간략히 기

술하자면, retaining방식은 하나의 음이온성 아미노

산이 친핵체(nucleophile)로 작용하고 다른 하나의 

음이온성 아미노산(주로 glutamic acid)이 산 또는 

염기로 작용하여 가수 분해 후 anomeric form을 유

지되는 방식으로 알려져 있다. 반면, inverting 방식

은 두 개의 음이온성 아미노산이 모두 산 또는 염

기로 작용하여 가수분해 후 anomeric form이 불특

정하게 변하는 것으로 알려져 있다. 이러한 작용방

식에 따라 가수분해 산물의 구조적 변화 등에 대한 

연구가 오랫동안 이뤄졌으나, 시간의 흐름에 따라 

지금은 기질에 대한 특이적 활성을 지닌 효소의 생

산이나 이를 이용한 산업적 적용에 대한 연구보고

가 증가하고 있다. 이로 말미암아 더더욱 이러한 기

본적인 분해 메카니즘이나 작용 방식에 대한 이해

가 필요해지고 있다고 생각된다. 또한, 일반적으로 

효소의 기능을 특정하기 위해서 가장 잘 알려진 것 

중 하나가 작용 방식에 따라 endo-형과 exo-형으

로도 분류하는데, 키틴이나 키토산을 분해하는 거

의 모든 대부분의 효소들 역시 endo-형과 exo-형

으로 나뉘어 작용하고, 이들을 생산하는 미생물들

은 최종가수분해 산물을 탄소원이나 질소원으로 이

용하고 있다. 뿐만 아니라, 유전자의 상동성 비교에 

따른 효소들의 구분이 일반적인 내용이었으나, 본

고에서는 이들 각각의 특성에 대한 내용 기술은 피

하고, 수년간 키틴분해 미생물 분리 및 유전적 특

성과 각각의 효소들의 특징에 대한 연구 결과를 기

반으로 해양 미생물 중 하나인 Vibrio sp. 의 전체적

인 키틴 분해에 관련된 메카니즘에 대한 내용을 기

술하고자 한다.

2.3. 키틴분해 메카니즘에 관여하는 효소들

다양한 생물체에서의 키틴이나 키토산 분해효

소 및 관련 효소들 역시 대부분 glycosyl hydrolase 
family로 구분된다. 특이적 차이점으로, 키틴 분해 

효소의 경우 주로 키틴만을 특이적으로 분해하는 

것과 달리, 키토산 분해효소의 경우는 다른 구조

적으로 유사한 기질에 대해서도 어느 정도 유의

적인 기질 특이성을 보이는 키토산 분해 효소들

(bifunctional chitosanases)이 있다는 것이 중요한 

차이점이다. 키틴/키토산 분해에 관련하는 미생물

의 분리, 효소 분리정제에 따른 효소학적 특성연

구는 Bacillus sp., Pseudomonas sp., 그리고 Vibrio 
sp. 에 대한 연구가 가장 많은 것으로 확인 된다

(Bassler 등, 1991; Park, 2009; Park 등, 2012). 반면, 

키토산분해효소(EC 3.2.1.132)는 Streptomyces sp. 
N174의 키토산분해효소로 GH46 단백질 중에 최

초로 3차 구조가 규명되었으며(Boucher 등, 1992), 
bifunctional chitosanases는 원래 GH8로 포함되어 

cellulase family D로서 분류되어 왔으나 키토산 뿐 

만 아니라, xylanase, licheninase (EC 3.2.1.73) 등 

(β1→4) 결합당을 가수 분해하는 다양한 효소 활

성들이 보고되고 있다(Linston, 2004; Thomas 등, 

2014; Zhao, 2018. 따라서 키틴이나 키틴올리고당

에 특이적으로 작용하는 것으로 알려진 탈아세틸라

제(Cai 등, 2006)를 포함해서 상기 기술한 바와 같

이, 이러한 다양한 효소들의 기질 특이성에 대한 연

구도 매우 중요하지만, 이러한 효소들의 작용기작
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을 활용하여 어떠한 분야에 적용할 것이냐에 따라 

새로운 접근 및 해석이 필요할 것으로 판단된다. 효

소의 기질 특이성을 결정짓는 요소를 단지 기질에 

대한 친화성이나 반응 최적조건에 따른 효소활성 

정도를 결정하는 단계를 포함하여, 효소의 가공에 

의한 기질의 새로운 물질로의 전환을 통해 이들이 

어떠한 생리, 생물학적 기능을 갖느냐에 따라 새로

운 효소연구에의 지표가 설정될 수 있을 것으로 감

히 예견해 본다. 

키틴질은 자연계에서 셀룰로오스 다음 두 번째로 

많이 생산되는 천연 고분자라고 알려져 있을 만큼 

우리주변에서 쉽게 접할 수 있다. 하지만, 해양 생

태계 만을 고려하면 오히려 셀룰로오스 보다 훨씬 

많을 것으로 생각된다. 사람들에 의해 포획되어 처

리되고 난 뒤 폐기물로 다시 바다에 버려지거나 자

연적으로 죽음에 처한 게나 새우들의 껍질은 결국 

다시 해양생태계로 환원되어 여러 생물학적 먹이사

슬계를 통해 새로운 생물학적 요소로 사용되어 질 

것이다. 이러한 과정에 있어서 키틴질 분해를 통해 

이들을 탄소원이나 질소원으로 생육에 사용하는 해

양 미생물 중 가장 대표적인 것이 바로 비브리오 종

(Vibrio sp.)들로 해양 생태계 복원이나 유지에 매우 

중요한 역할을 하고 있음을 밝히고자 오랜 연구를 

통해 키틴질 분해 메카니즘이 규명되었다(Keyhani, 
1996; Bouma, 1996; Keyhani, 1997; Keyhani 등, 

1996; Keyhani 등, 2000; Keyhani, 2000; Keyhani 
등, 2000).이에 앞서 일반 대장균(Escherichia coli)
에서도 exo-type 효소인 N-acetylglucosaminidase가 

작용하여키틴 가수분해 산물인 키틴 올리고당을 단

당의 GlcNAc로 전환, 이를 에너지원으로 사용할 수 

있다는 내용의 연구 결과가 보고되었다.이들은 실

제 유전자 재조합을 통해 효소의 생화학적 특성을 

규명한 반면, 이에 앞서 Nature에 실렸던 대장균의 

전장유전체(whole genome) 분석결과 및 유전자 상

동성 기반으로 유전자의 이름을 결정하는 과정에서 

이들은 chitinase로 유전자 명을 제시하였다(Keyhani 

등, 1997).
전체적인 키틴분해에 관여하는 효소들의 특징을 

나열해 보면, 우선 키틴질이 다량 함유된 배양액에 

Vibrio sp. 균을 배양하게 되면, 이 균주는 우선 키틴

질에 탁월한 친화력을 갖고 점착하는데 이는 아마

도 세포외막 단백질의 어떠한 기질에 대한 친화성

에 의한 것으로 판단된다. 이후, endo-type의 세포

외 키틴 분해효소(extracellular chitinase)를 분비하

고 이를 이용해 키틴질은 무작위로 분해하여 보통

은 2~6 개의 GlcNAc으로 구성된 올리고당을 제조

한다. 완전한 분해 기작이 밝혀지기 전까지 이때 시

간차에 따라 exo-type의 효소도 분비되어 만들어진 

올리고당을 비환원 말단부터 하나씩 절단하여 이후 

이화작용(catabolic cascade)에 따라 최종적으로 분

해되는 것으로 생각하여 왔다. 또 하나의 의문은 거

대분자인 키틴질을 분해하기 위해 처음 키틴아제 

발현을 유도하는 물질은 무엇인가에 대한 것이었

다. 일부 논문에서는 키틴 올리고당이나 단당의 분

자가 작용체로 사용될 것이란 가설을 내세우고 있

으나, 좀 더 명확한 연구 결과를 제시할 필요가 있

다고 하겠다. In vitro 상에서는 1-3 당의 GlcNAc
을 포함하는 배양 배지에서 미생물이 이러한 분해

효소를 발현하는 점을 고려하면 이러한 chitinase의 

의해 분해된 분해산물이 더욱 효소의 발현을 가속

화 할 수 있음은 어쩌면 자명한 일이라 하겠다. 그

런 측면에서 최종 분해산물인 단당의 GlcNAc은 어

떠한 과정을 걸쳐 더욱 분해될 것인가 하는 관점에

서 확인된 것이 미생물 세포 외막과 이중층 사이를 

변형 없이 통과한 GlcNAc은 Pyruvateenol phosphate 
유래 Phosphate Transferase System (PTS)를 이용한 

GlcNAc의 인산화에 따른 GlcNAc-6-Pi로 되어 세

포내로 유입시켜 이후 후속적인 단계를 통해 완전 

분해됨을 확인하였다. 여기서 만일 미생물의 세포

막을 통과하는 것이 유일한 크기의 GlcNAc 이라면, 

기본적으로 endo-type 효소보다 exo-type효소의 량

이 더 많아야 할 것이라는 논제를 둘 수 있다. 이를 
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관철해보고자(GlcNAc)2를 순수 분리하여 이것이 

어떠한 과정을 걸쳐 분해되는지 연구를 지속적으로 

수행하였다. 오랫동안 많은 관련 연구자들은 이를 

분해하는 효소, 즉 chitobiase를 찾고자 노력을 기울

여왔으나 연구 중이었던 Vibrio sp.에서는 이를 가

수 분해하는 효소활성을 찾을 수 없었다. 따라서 이

후 본인이 그 작용에 관여하는 효소의 특성을 밝히

기 전에는 해답을 아무도 모르고 있었다. 뿐만 아니

라, 연구 팀은 Vibrio sp.가 (GlcNAc)2-6 의 크기까지 

특이적 변화 없이 세포 이중층 사이로 흡입할 수 있

다는 결과를 제시하고, 이후 cytoplasmic membrane, 
즉 원형질막을 어떻게 통과하는지에 대한 기작연구

를 위해 chitin catabolic cascade에 관여하는 유전자

들의 여러 operon을 포함하는 유전체를 분리, 각각

의 operon에 해당하는 유전자를 클로닝 하고 유전

자 발현 및 효소의 분리정제와 효소학적 특성 연구

에 박차를 가하였다. 관련된 연구 논문이 지속적으

로 보고되었으나 (GlcNAc)2 가수분해 관련된 논문

은 보고된 바 없었다. 과연 그럼 어떻게 세포내로 

흡입 또는 분해될 것인가? 

주어진 유전자 군에는 약 11개의 키틴 분해관련 유

전자들이 나열되어 있었다. 그들 중 3개의 operon이 

미해석으로 남겨져 있었으며, 이들의 효소학적 특성

을 규명하면 총 11개의 유전자의 발현에 따른 각각

의 효소들에 의한 키틴분해 기작이 명확해 진다는 것

은 너무도 당연한 일이었다. 여기에는 glucose and N-
acetylgucosamine permeases, glucosamine-6-phosphate 
deaminase, N,N′-diacetylchitobiase, chitoporin, periplas-
mic β-N-acetylglucosaminidase, periplasmic chitodextri-
nase 등의 효소학적/동력학적 특성이 밝혀졌다(Key-
hani, 1996; Bouma, 1996; Keyhani, 1997; Keyhani 등, 

1996; Keyhani 등, 2000; Keyhani, 2000; Keyhani 등, 

2000). 다만, 미지로 남겨졌던 세 개의 유전자 중 가

장 중간 부분에 위치한 유전자를 클로닝하고 이를 

해석해보고자 하였으며, 그 결과 이 효소는 지금까

지 생각해왔던 그러한 가수분해 효소가 아닌 인산

화를 통해 분해하는 phospholyase 중의 하나였다. 

이는 완전히 새로운 결과였으며, chitobiase와는 별

개의 작용방식으로 (GlcNAc)2 을 무기인산 존재 하

에 GlcNAc-1-Pi 와 GlcNAc로 분해하는 효소였다. 

또한 분해된 산물의 농도 평형에 따라 이 효소는 역

으로(GlcNAc)2를 합성하는 효소이기도 하다. 결국 

GlcNAc-1-Pi 와 GlcNAc로 분해된 산물은 이후 복

잡한 과정을 통해 완전 분해될 수 있음을 알 수 있

는데, (GlcNAc)2 이외의 다른 올리고당에 대해서는 

활성이 확인되지 않아 아마도 이는(GlcNAc)2 특이

적 인산화 효소임이 확실하다. 따라서 인산화에 따

른(GlcNAc)2 분해 관련된 최초의 보고이기에 매우 

값진 결과라 할 수 있겠다(Park 등, 2000).
GlcNAc분자의 세포내에서의 변화는 아마도 hex-

ose kinase에 의해 GlcNAc-1-Pi로 되거나 이전 탈

아세틸화 효소에 의해 GlcN으로 전환될 가능성이 

매우 높은데, 대사 경로상에서의 어느 쪽이 우선이

냐 보다는 생물학적 조건에서의 필요성에 따라 유

전자 발현 및 효소활성이 서로 다르게 작용할 가능

성은 충분하다. 사전 연구 결과에 있어서 Vibrio sp. 
들은 glucose는 물론 GlcN을 단일 탄소원으로 제

공했을 때 배양이 가능하였던 것을 고려하면, 분명 

GlcN을 어떠한 방식으로든 세포 내로 유입해 사용

하는 기작이 있을 수밖에 없는데, 세포내 키틴 올리

고당 탈아세틸라제(chitin oligosaccharides deacety-
lase)의 유전자 클로닝에 따른 역할이 알려짐에 따

라 GlcNAc 분자들을 일부 탈아세틸화시켜 GlcN을 

갖는 분자로의 전환에 관한 연구결과가 보고된바 

있다. 다만, 단일분자의 GlcN 세포내 유입이나, 키

틴분해 이화작용 중 세포내로 유입된 키틴 올리고

당의 탈아세틸화에 따른 GlcN으로의 전환 및 분해 

과정에 따라 유입된 GlcN이나 분해과정 중 생성 가

능한 GlcN의 분해과정에 대한 연구 결과는 전무했

던 상태로, 결국 GlcN-specific kinase에 의해 인산

화 된다는 사실을 밝혔다. 이에 대한 후속적 연구

가 더욱 필요하다 생각되지만, 매우 특이한 사항으
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로 다른 amino 당들에 대해서 유의적 활성이 전혀 

보이지 않았으며, 오로지 GlcN에 대해서만 매우 높

은 유의적 활성을 나타내어 GlcN-specific kinase라 

명명되었다(Park 등, 2002). 또한, 명확한 근거는 없

지만, 육상계로부터 과량의 셀룰로오스 성분이 해

양으로 유입되고, 이를 분해하는 미생물들의 역할

에 의해 키틴질의 생태계로의 환원과 유사하게 이

들도 분해되어 사용된다면 어떠한가? 라는 의문 속

에 세 번째 유전자 클로닝을 통해 효소의 특성이 규

명되었다. 결과적으로, 키틴과는 상관없는 셀룰로

오스 유래 올리고당을 분해하는 glucosidase로 밝

혀져 키틴분해 유전자 군의 가운데 부분에 놓여 있

는 이들 세 유전자들은 각각 (GlcNAc)2 인산화효

소, GlcN-specific kinase 그리고 glucosidase로 명

확히 밝혀졌다(Figure 1)(Park 등, 2000; Park et. al., 
2002; Park 등, 2002).

이를 통해 최종적으로 키틴 분해 관련 유전자들

의 역할은 물론 어떠한 방식으로 분해되는가를 한

눈에 살펴볼 수 있는 결과에 까지 이르렀기에 해양 

미생물 뿐만 아니라 다른 키틴을 분해하는 생물체

에서의 기본적 작용 메카니즘 또한 이와 매우 유사

할 것이라 생각된다. 더불어 키틴 뿐만 아니라 키토산 

분해에 관여하는 전체적인 메카니즘은 아직 밝혀지

지 않았으나, 이 또한 매우 유사할 것으로 생각되는 

바 앞으로도 이완 관련된 후속 연구 결과가 크게 기

대되는 바이다. 한 가지 더 부연 설명하자면, 키틴

이나 키토산을 분해하는 미생물들과 이들 키틴/키

토산 분해산물에 의해 생육억제나 내성을 갖지 못

해 사멸하는 미생물들의 차이를 명확히 밝힐 수 있

다면, 여러 부작용이 많은 합성 항생물질 대체 물

질로의 활용 가능성도 고려해볼 중요한 연구 과제

라 하겠다. 

2.4 키틴/키토산 분해산물과 효소의 식품에의 적용

키틴 분해산물이나 관련 효소를 식품에 적용/이

용하기 위해 상기 기술한 바와 같이 탄소원/질소원

으로 사용하는 미생물 기반 키틴 분해 메카니즘에 

관여하는 여러 효소들의 특징을 이해하는 것이 매

우 중요하다. 더 나아가 동·식물 그리고 인간에 이

르기까지 폭 넓은 응용연구가 필요하겠으나, 천연

Figure 1.  The schematic chitin catabolic cascade of a marine bacterium Vibrio sp. Enzymes with low enzyme activity or substrate specificity 

are indicated by dotted line. Most of enzymes involved in chitin degradation and metabolism were presented in gray arrows.
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고분자로서 이미 생체적합성과 분해성 그리고 낮은 

독성 등의 평가로 우수한 바이오소재임이 밝혀진 키

틴, 키토산 그리고 이들 분해산물에 대한 응용연구

는 크게 문제될 일이 없을 것으로 생각된다(Sakairi 
등, 1999; Brugnerotto 등, 2001; Auzely, 2003). 다
만, 이들 관련 분해를 촉진하거나 합성하는 효소들

의 식품에의 직접적인 이용은 아직 밝혀야만 할 많

은 숙제들이 남겨져 있다고 생각된다. 따라서 키틴

이나 키토산을 기질로 하여 특정 분자량 크기의 가

수분해 산물에 대한 많은 연구가 수행되었고, 이들

의 면역증진, 항산화, 항균/항진균, 그리고 항암 활

성 등에 대한 결과물은 손쉽게 접할 수 있을 만큼 

많은 보고가 되어왔다(Shen 등, 2009; Tomida 등, 

2009; Park 등, 2011; Kim, 2017). 저자 역시도 형질

전환에 이은 효소의 대량 발현과 mutagenesis를 이

용한 돌연변이 유도 및 이를 활용한 분해산물의 분

자량 크기 조절 등에 대한 수많은 연구를 수행해 왔

으나 아직도 어느 특정 분자량 크기를 산업적으로 

Table 1. The biochemical characteristics of chitinases purified from various microorganisms.

Organisms Optimum pH Optimum  
temperature (oC)

Molecular
weight (kDa)

Substrate specificity References

Aspergillus terreus 5.6 50 60 none determined Farag 등, 2016
Enterobacter sp. 

G-1 7.0 40 60 chitin, colloidal chitin, and  
ethylenglycol chitin Park 등, 1997

Humicola grisea 3.0 70 50 (GlcNAc)2, (GlcNAc)3,  
colloidal chitin

Kumar 등, 
2018

Paenibacillus
pasadenensis

CS0611
5.0 50 41 chitin, colloidal chitin,  

crab shell powder Guo 등, 2017

Table 2. The biochemical properties of chitosanases purified from various microorganisms.

Organism Optimum pH Optimum  
temperature (oC)

Molecular
weight (kDa)

 Substrate specificity References

Acinetobacter
calcoaceticus

TKU024
6.0 50 27 chitosans with different  

deacetylation degree Wang 등, 2011

Bacillus cereus
D-11 6.0 60 41

colloidal chitosans, 
glycol chitosan, chitosan powder, 

chitin
Gao 등, 2008

Matsuebacter chito-
sanotabidus 3001 4.0 30~40 34 chitosan, glycol chitosan,  

colloidal chitosan, Park 등, 1999

Paenibacillus sp.
1794

4.8 80~85 40 chitosan, CM-cellulose, chitosan 
Zitouni 등, 

2013
Serratia

marcescens
TKU011

5.0 50 21
chitosans with different  

deacetylation degree Wang 등, 2008

Streptomyces griseus 
HUT 6037 

5.7 60 34 Partially deacetylated chitosan, 
CM-cellulose, (GlcN)6

Tanabe 등, 

2003
Streptomyces

roseolus 5.0 50 41  colloidal chitosan,
glycol chitosan, glycol chitin

Jiang et. al., 
2012
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이용할 만큼의 생산이 매우 어려운 상태이다. 최소 

6개 이상의 GlcNAc이 결합된 크기의 분자를 대량

생산하기에는 매우 힘든 상태로, 아직도 효소 공학

적 측면에서의 연구 노력이 필요하다.

여러 효소학적 활용을 연구해 오던 중 고분자 키

토산을 가수분해하여 분자량 분포를 MALDI-TOF 

mass spectra분석을 통해 확인해본 결과, (GlcN)n, 

n=2-13에 해당하는 분해산물들을 확인하였으며 

(Kim 등, 2015), 최근 (GlcN)n, n=5-25에 이르는 가

수분해산물 획득이 가능해졌다(unpublished data). 
그 전체 수율이 약 70% 이상에 해당하는 획기적인 

효소처리방법을 고안, 사용 중에 있다. 하지만 아

직도 이러한 분자 크기의 매우 유의적인 항균과 항

진균, 항산화 효과 등이 확인되어 건강기능식품 또

는 의약학적 측면에서의 이용도 고려되고 있으나

(Zheng 등, 2016; Yang 등, 2017), 단일 분자 크기

의 최종 정제된 산물의 수득이 매우 어려워 진퇴양

난에 빠져 있는 실정이다. 하지만, 높은 수율과 이

를 이용한 생리활성 연구에 대한 높은 기대감으로 

본격적인 분리정제에 모든 노력을 기울이고자 노력 

중이다. 아무리 우수한 분리정제 기술을 보유하고 

있다고 해도 사실상 이러한 분자 크기의 가수분해 

산물을 정량적으로 평가했을 때 어느 정도 유의적

으로 생산할 수 있는 기술력 확보가 더욱 시급한 일

일 수 있다. 다행히 현재 여러 차례의 반응을 통해 

재현성이 우수한 효소 처리 방법의 확보는 향후 여

러 연구나 응용소재로의 활용에 있어서 매우 고무

적인 일이라 하겠다.

결과적으로 활성이 우수한 효소와 이를 사용했을 

때 생산되는 특정 분자량 크기의 부산물, 그리고 시

장가치를 함께 고려해보면 효소의 재사용이 가능하

거나 혹은 매우 저가로 공급 되어져야 할 것이며, 

특정 분자량 크기의 부산물의 선택적 혹은 범용적

이고 유의적인 활성에 대한 평가가 중요한 지표가 

될 것이기에 이에 합당하는 효소의 새로운 발굴이

나 기능에 대한 연구가 지속적으로 수반되어야 할 

것이다. 이러한 특징들을 고려한 키틴이나 키토산 

분해에 관련된 미생물 효소의 효율적 가치를 위해 

기존의 온도, pH, 빛 그리고 염의 농도에 대한 안정

성이 우수하고 높은 활성을 유지하는 효소원 발굴

과 생산, 그리고 동력학적 특성 연구에 대한 많은 

보고가 있다(Table 1 & 2). 
하지만, 상기 기술한 시장가치를 위한 효소원 개

발은 아직 미해결 과제로 생각된다. 또한, 재사용

을 위한 효소고정화(immobilization of enzyme) 방
법도 여러 연구자들에 의해 보고되고 사용되었으나

(Song 등, 2014), 사실상 산업적 응용에 이르기까지

는 비용적 측면과 활성 유지 및 전처리 등의 과정을 

통틀어 확인해보면 해결해야 할 선행 과제들이 매

우 많다는 것을 알 수 있다. 또한 효소 공학적 기법

을 활용한 대량생산 시스템 구축에 따른 효소의 발

현과 정제 등의 과정을 포함해서 필요로 하는 특정 

분자량 크기의 최종생산물의 높은 함량을 위해 최

적화해야 할 요소들이 많아 효소활성 최적화 조건

과 실제 필요로 하는 결과물 생산성과의 상대 비교

는 대부분의 효소의 동력학적 특성을 주로 연구해

온 개념으로 접근하여 해석하기 매우 어려운 점이 

많다. 왜냐하면, 여기에는 기질 특이성에 따른 효소

활성을 평가하고 특징짓는 연구로 원하는 대상물질

의 생산성과는 크게 연관 짓거나 결론을 이끌어낸 

사례들이 거의 없기 때문이다. 저자는 이러한 부분

에 대해 논의하고 학술적 가치를 이끌어 내려고 시

도해왔으나 최종 특정분자량 크기의 결과물을 얻

고, 이들의 생리/생물학적 특성을 규명하기 이전에

는 더욱 중요성을 크게 강조하기 어렵다는 사실도 

알고 있다. 하지만, 이러한 맥락에서 새로운 효소원

을 발굴하고 이들의 활성 기반으로 제조된 생산물

의 크기 분포는 상기 기술 한 바와 같이 의약학적 

응용가능성은 물론 건강기능식품을 포함한 다양한 

식품분야에 사용될 수 있는 그 가능성을 크게 제시

하고 있다고 판단되며, 어느 분야에 적용을 요하든 

보다 큰 고부가가치 창출을 위해서는 향후 단일 분
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자의 분리정제 및 이들의 활성 연구에 매우 큰 역할

을 할 것으로 기대하고 있다. 

결론 

기존의 수많은 연구 결과물들에 대한 내용은 주로 

키틴이나 키토산 분해 효소들의 기질 특이성 기반 동

력학적 특성에 대한 내용을 언급하고, 이를 바탕으로 

효소 활성의 특징을 규명하는 일에 대한 내용이 전부

라 해도 과언은 아닐 것이다. 현재 키토산 가수분해

산물의 경우 (GlcN)n, n=1~6까지는 어느 정도 생산 

및 정제가 가능한 일이다. 하지만 그 이상의 크기를 

갖는 분자들의 생산 및 이들의 생리활성에 대한 내용

은 사실상 찾아볼 수 없다. 어쩌면 생산할 수 있는 방

법이나 효소의 부재로 판단된다. 사실상 (GlcN)7 이

상의 특정한 분자량 크기를 갖는 단일 분자의 대량생

산 방법이 알려진 바 없어, 이러한 분자의 생산법이나 

효소원 발굴은 더없이 중요한 과제라 하겠다. 다행히

도 본 저자는 여러 다양한 분자량 크기의 키토산 가

수분해산물(GlcN)n, n=2-13 의 대량생산 방법을 구

축하였으며, 최근에는 분자량 크기가 주로 (GlcN)n, 

n=5-25 해당된다는 사실을 확인하였다. 따라서 이들

이 갖는 중요 특성을 규명하는 과정에서 밝힌 선택

성이 우수한 병원성 세균들에 대한 항균활성과 벼와 

오렌지 등에 유해한 곰팡이에 대한 항진균성 그리고 

전임상 실험을 통해 부분적으로 확인된 생체 밸런스 

유지에 매우 중요한 역할을 하고 있다는 기초 연구 

결과를 확인하였다. 특히, 이들 혼합 물질의 유의적 

생리활성에 따른 식품에의 응용은 매우 고무적인 상

태라 판단되며, 인체에 이로운 여러 식품 제조에 있

어서 활성소재로의 활용이 충분하지 않을까 생각된

다. 더 나아가, 의약학적 이용에 있어서는 특정 분자

량 크기의 단일분자 정제와 특성 연구를 기반으로 향

후 다가적인 측면에서 매우 높은 고부가가치 창출 가

능한 소재로의 활용도 충분히 가능할 것으로 전망하

고 있어, 이러한 새로운 기능의 효소원 발굴과 키틴

이나 키토산 유래 특정 분자량 크기의 가수분해 산물

의 활용 연구에 더욱 많은 관심을 갖길 바라고 있다.
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