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SUMMARY

  This study was carried out to investigate the effect of chitosan 

derivatives on the accumulation of nitrate and induction of 

pathogenesis-related proteins in plants. Five types of partially or fully 

deacetylated chitosan derivatives (HS: high viscosity chitosan, LS: low 

viscosity chitosan, LT: low viscosity chitin, OS: oligo chitosan and 

OT: oligo chitin) were used.

  Among the tested five types of chitosan, only LT reduced nitrate 

content in lettuce when the chitosan solution was foliar-applied 

together with molybdate. The nitrate content was decreased with 

increase of LT concentration over the range of 25 - 200ppm and the 

degree of nitrate reduction at 200ppm of LT was 19% compared to the 

control. No significant reduction of nitrate was observed until 3 days 

after LT treatment, however nitrate was reduced up to 35% at 9 days.

  Effects of chitosan derivatives on pathogenesis-related(PR) proteins, 

chitinase and β-1,3-glucanase, induction were analyzed in tomato and 

pepper. Of the tested 5 types of chitosan, only OT elicited PR proteins, 

chitinase by 1.5 folds and β-1,3-glucanase by 1.3 folds compared to 

the control.

  In the time-course experiments, OT-treated leaves showed increase 

of peroxidase, β-1,3-glucanase and chitinase activity. Compared with 

control, peroxidase activity was increased in tomato by 42%∼79% at 3 

to 5 days after OT spraying. But no peroxidase was induced in 

pepper. 
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  The activities of β-1,3-glucanase at 1, 3 or 5 days after OT 

spraying were increased by 28%, 17% and 16%, respectively in tomato 

leaves. In pepper leaves, the highest increase, 32%, of β-1,3-glucanase 

activity was observed at 3 days after OT spraying.

  Compared with control, chitinase activity in tomato was increased by 

34% at 1 days after OT spraying. OT spraying at 1, 3 or 5 days 

before sampling increased chitinase activity in pepper leaves by 54%, 

206% and 105%, respectively. 

   These results implied that certain chitosan derivatives might be 

used for the reduction of nitrate content in vegetables and for increase 

of plant resistance against biotic or abiotic stress through PR-proteins 

induction. 
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Ⅰ. 서    론

  키틴(chitin)은 N-acetyl-D-glucosamine(GlcNAc)이 β-(1-4) 결합으로 

중합된 고분자 물질로 게껍질, 곤충의 껍질과 연체동물, 곰팡이 등의 세포

벽 구성 물질이며, 키토산은 키틴을 탈아세틸화한 것을 말한다. 'Chitin'이

라는 용어는 Greek 문자인 “chiton"(coat of mail)에서 유래하였고 1811년 

Bradconnot에 의해 최초로 사용되었다. 키토산은 Rouget(1859)에 의해 처

음 보고되었고, 키틴으로부터 키토산의 제조(Ribgy) 및 키토산의 결정구

조에 관한 보고(Clark, Smith)가 연구의 시초였다. 키토산은 1960∼1970년

대 폐기물 처리 차원에서 산업적 이용이 본격적으로 연구되기 시작하였으

며, 천연적으로 풍부하게 존재할 뿐 아니라 인축에 대한 독성이 없으며 

생분해 될 수 있는 친환경적 특징 때문에 연구가 가속화되었다. 더욱이 

최근에는 키토산에 대한 다양한 기능성이 밝혀지면서 연구 및 활용 영역

이 넓어지고 있다(Li 등, 1997). 

  키틴/키토산의 농업 부문에 이용될 수 있는 대표적인 기능성으로는 항

균성, 식물의 자기 방어 활성화 기능과 미네랄 흡수 촉진 기능이 있다. 

Phytophthora cactorum, P. megaspema 등에 대한 키토산의 생육 억제가 

처음 보고된 이래(Allan 등, 1979), Rhizopus stolonifer, Botrytis 

cinerear, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum  

등의 병원균에 대해서도 키토산의 항균 효과가 확인되었다(El-Ghaouth 

등, 1992; Stossel 등, 1984; Shahide 등, 1999).  

  키토산은 항균성과 더불어 식물의 자기 방어 기능 활성화와 관련한 연

구도 활발하게 진행되어 왔다(Benhamou, 1999; Shibuya, 1998; Kuchitsu 

등, 1997; Lee 등, 1999; Kneer 등, 1999). 일일초(Catharanthus roseus) 현탁 
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세포와 원형질에 있어서 키토산 처리는 세포벽 성분인 callose(β-1,3-glucan) 형

성을 촉진하여 식물 저항성을 증가시켰고(Kauss 등, 1989), chitosan 

oligomer가 콩에서 phytoalexin의 일종인 pisatin 생성을 촉진하였다

(Kendra 등, 1984). 그리고 벼세포를 이용한 실험에서는 chitin oligomer 

처리가 momilactone A 유도를 촉진하였고, 또한 키토산 유도체의 중합도

에 따라 phytoalexin 유도 함량이 각각 다르게 나타났다(Yamada 등, 

1993). 그리고 밀에서 분자량과 탈아세틸화도가 서로 다른 키토산 유도체

를 처리하였을 때, phenylalanin ammonia-lyase, peroxidase 활성, lignin 

생합성 유도 효과가 차이가 있었다(Vander 등, 1998). 

 토마토와 Fusarium oxysporum f.sp.  radicis-lycopersici의 상호작용에 

대한 연구에서는 키토산 처리에 의해 병원성 미생물은 세포막 구조가 변

화되어 생육이 억제되고 식물조직에서는 phenolic-like 화합물이 유도, 상

피조직에 집적됨과 동시에 callose를 형성하여 물리적인 장벽을 구축하는 

과정을 통해 병원성 미생물의 세포 내 침입이 저지된다고 하였다

(Benhamou, 1998). 그리고 토마토, 양배추, 딸기에서 키토산의 항균성과 

식물방어기능의 활성화를 이용하여 키토산 코팅 방법으로 병발생률을 감

소시켰다(El-Ghaouth 등, 1994).

  키토산의 또 다른 농업적 응용이 가능한 부분은 미네랄의 흡수 촉진과 

관련한 부분이다. 평균분자량 300∼50000Da를 갖는 수용성 키토산 조성물

이 배추와 상추에서 Ca 흡수를 촉진하였다(Kato 등, 1993). 그리고 

Shibuya(2000)는 결구상추에서 키토산 처리가 식물체내 Ca 함량을 12% 

증가시켰다고 보고하였으며, 또한 상추와 배추에서 키토산과 molybdate을 

동시 처리하였을 때 식물체내 molybdate 함량은 크게 증가시키고, 질산성

질소함량을 감소시킴으로써 키토산을 포함하는 저초산(低硝酸)화제 개발 가능

성을 제안하였다. 특히 질산성질소는 소아 청색증(methemoglobinemia) 현상
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의 유발과 발암물질로 알려진 nitrosamines 생성에도 관련된다는 사실 때

문에 위해성 논란이 매우 큰 물질이다(Wolff 등, 1972). 농업 생산 현장에

서 빈번히 일어나는 질소질 비료의 과용과 높은 채소 소비율로 인해 국내

에서도 질산성질소의 축적 문제를 시비 기술의 개선을 통해 해결하려는 

연구가 다수 진행되어 왔다(Sohn 등, 1993; Sohn 등, 1996). 

  토양 중에서 흡수되는 질산은 동화작용을 거쳐 유기화된다. 질산태질소

의 환원 과정에 관여하는 질산환원효소(nitrate reductase)는 두 개의 전자

를 NADH로부터 질산으로 전달하여 환원시키는 역할을 하며, FAD와 

heme 등 두개의 보결족과, molybdate와 pterin으로 이루어진 MoCo 

cofactor를 포함하는 세포질 효소이다. 질산환원효소 활성은 cofactor를 구

성하고 있는 Fe, Mo, Cu 등 미량 요소의 공급과 에너지원과 전자전달체

로서 NADH의 생성에 의해 영향을 받는다(Guerrero 등, 1981). 따라서 적

절한 미량요소의 공급과 광합성 활성을 증진시킨다면 질산환원효소 활성

을 증진시킴으로써 체내 질산 함량을 줄일 수 있으리라 판단되고, 이러한 

관점에서 적절한 미량 요소와 미량요소 흡수 및 식물 생육 촉진 기능을 

갖고 있는 키토산과의 조합도 가능하리라 생각된다.

  앞에서도 언급했듯이 키토산의 여러 기능성은 분자량과 탈아세틸화도로 

대표되는 화학성에 크게 의존한다. 따라서 키토산의 농업적 이용 가능성

을 올바르게 평가하기 위해서는 키토산의 화학성과 기능성간 상관관계를 

추적하는 작업이 필요하리라 생각한다. 본 실험은 이와 같은 작업의 일환

으로 화학성을 달리하는 키토산 유도체간 식물체내 질산성질소 축적과 

Pathogenesis-Related(PR) proteins 유도를 통한 식물 저항성 증가에 미

치는 영향을 조사하여 기능별 효과가 큰 키토산 유도체를 선발하였다. 그

리고 선발된 유도체의 적절한 사용방법 도출과 새로운 농업 자재 개발에 

필요한 기초자료를 얻기 위해, 질산성질소 축적 시험에서는 처리 농도 및 
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시기별, 저항성 유도 시험에서는 작물별, PR-proteins 별로 세분화하여 시

험을 수행하였다. 본 시험에서 측정한 PR-proteins은 chitinase, β

-1,3-glucanase, peroxidase로서 대표적인 식물 저항성 표지 효소들이다

(Bowles, 1990).
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 상추의 질산성질소 축적에 관한 실험

  1) 식물체 준비

  본 시험에 사용된 상추는 농우바이오 청치마상추(Lactuca sativa  L. cv. 

chungchima) 종자를 구입하여 사용하였다. 종자를 72구 트래이에 구 당 

2립씩 파종하여 24℃ 생육상에서 발아 후 3주 동안 성장시켰다. 4주차에 

1a/20000 크기의 폿트에 1주씩 이식하여 온실로 옮겨 6∼7주차까지 키운 

후 생장이 양호한 식물체를 선별하여 시험에 사용하였다. 파종 및 이식 

시 사용된 재배 상토는 동부한농(주) “원예용상토”였다. 

  시비내용은 이식 시 석회고토 2g/pot 과 자체 제조한 미량요소 복합 비

료(Table 1) 1mL/pot 를 투여하였다. 그리고 이식 2∼3일 후 키토산 엽면

시비 전에 질산태질소와 암모니아태질소가 1:1로 배합된 N-P-K 액상 복

합 비료(Table 2)를 7일 간격으로 10mL/pot, 2회 공급하였다. 단, “유도체

간 질산성질소 감소 효과” 시험에서는 미량요소를 투여하지 않았고 

N-P-K 액상 비료 공급도 이식 후 15일 경과 후 10mL/pot, 키토산 엽면

시비 5일 후 5mL/pot 씩 각각 1회 투여하여 다른 시험과 시비 시기 및 

시비량에 차이가 있었다.

    Table 1. Composition of micro-nutrient fertilizer 

Nutrients Concentration(g/L)

FeEDTA

MnSO4․H2O

H3BO3

CuSO4․5H2O

ZnSO4․7H2O

(NH4)6Mo7O2․24H2O

2.6

0.7

0.98

0.056

0.056

1.4
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  2) 키토산 유도체 준비

  일반적인 키토산의 산업적 제조 과정을 요약하면, 우선 게나 새우의 껍

질을 3∼5 % 수산화나트륨 용액을 이용하여 단백질을 제거한다. 그리고 

중화한 후 상온에서 3∼5 % 염산 용액으로 칼슘과 색소를 제거하면 키틴

이 된다. 키틴에 고온, 40∼50 % 수산화나트륨을 첨가하여 반응 시간을 

조절하면 분자량과 탈아세틸화도가 다른 키토산을 얻을 수 있다(Knorr, 

1991; Hirano, 1996). 키토산에 효소 혹은 염산 용액을 처리하여 가수분해

시키면 키토산 올리고머가 생성된다(김 등 1998).

  본 실험에 사용된 키토산 유도체는 (주)건풍바이오에서 제공한 3종류와  

알카리 조건(pH 11)에서 무수초산 반응에 의해 탈아세틸화도를 변화시켜 

얻은 물질 2종을 포함한 5종류였다(Table 3). (주)건풍바이오에서 제공된 

키토산 유도체는 점도를 달리하는 고분자 키토산 2종류(HS: high 

viscosity chitosan, LS: low viscosity chitosan)와 고분자 키토산을 효소 

분해하여 얻은 키토산올리고당(OS: oligo chitosan)이었다. 그리고 저점도 

고분자 키토산과 키토산올리고당을 아세틸레이션 반응시켜 탈아세틸화도

가 50 % 전후인 두 종류의 키틴을 얻었으며 그 세부 과정은 Fig. 1과 같

았다(キチン,キトサソ硏究會, 1991). 키토산 유도체의 탈아세틸화도는 

0.0025N 폴리비닐황산칼륨(Wako chemical.) 시약을 이용하여 측정하였다(キ

チン,キトサソ硏究會, 1995).

  Table 2. Composition of macro-nutrient fertilizer

Nutrients Concentration(%)

NH4NO3

KH2PO4

KCl

MgSO4․7H2O

Water

2.85

1.92

0.53

0.50

94.20

Total 100
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 Table 3. Chitosan derivatives used in experiments

Type Derivatives
Viscosity

1)

(cp)

DA
2)

(%)
Origin

HS  High viscosity chitosan 1980 90  Kunpoong Bio.

LS  Low viscosity chitosan 30 91  Kunpoong Bio.

LT  Low viscosity chitin - 54  From LS
3)

OS  Oligo chitosan - 88  Kunpoong Bio.

OT  Oligo chitin - 48  From OS3)

 1) Viscosity of 1% chitosan solution dissolved in 0.5% acetic

    acid. 

 2) Degree of acetylation determined by titration method with

    potassium polyvinyl sulfate solution

 3) Acetylation of chitosan with acetic anhydride

1% solution of LS or OS dissolved in 0.5% acetic acid solution

(97.23g)

↓

Addition of 10% KOH solution

(2.54g) 

↓

Acetylation reaction by dropping of acetic anhydride

(0.23g)

↓

Heating at 100℃ for 3 min. to remove unreacted acetic anhydride

Fig. 1. Acetylation of chitosan
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  3) 키토산 처리 방법

    ① 키토산 유도체간 비교 실험

  준비된 5종류의 키토산 유도체를 0.5% 초산 용액에 glucosamine 함량

으로 1% 용액을 각각 만들었다(“용액 1”). 그리고 암모늄몰리브데이트

((NH4)6Mo7O2․24H2O)로 Mo 함량 0.5% 용액(“용액 2”)을 준비하였다. 

7∼8주 된 상추에 용액 1은 50ppm이 되도록 200배 희석하고, 용액 2는 

100배 희석하여 50ppm 농도가 되도록 혼합한 후 살포기를 이용 개체당 

50mL 정도의 양으로 엽면에 고르게 살포하였다. 살포액에는 엽면의 표면 

흡착력을 증가시키기 위해 계면활성제인 Tween-80을 0.03% 농도로 첨가

하였다. 이 시험에서는 대조구로 용액 2를 100배 희석한 용액(50ppm Mo)

을 동일한 방법으로 처리하여 비교하였다.

    ② LT와 Mo 혼합 시비 실험

  “키토산 유도체간 비교 실험”에서 선발된 LT가 Mo과의 혼합 살포에 

의한 상승효과임을 확인하기 위해 무처리구, Mo 단독 처리구, LT 단독 

처리구, LT와 Mo 혼합처리구로 구분하여 시험을 실시하였다. 처리액의 

제조 및 처리 방법은 3)-(1)에 서술된 것과 동일하게 수행하였다.

    ③ LT의 시비 농도별 비교 실험

  “키토산 유도체간 비교 실험”에서 선발된 LT의 시비 농도에 따른 질산

성질소 감소 경향을 알아보기 위해 3)-(1)에서 사용된 “용액 1”을 400배

(25ppm), 200배(50ppm), 100배(100ppm), 50배(20ppm)로 각각 희석하여 

Mo과 혼합 시비하였다. 처리방법은 3)-(1)에 서술된 것과 동일하게 수행

하였으며 무처리구와 대조구로서 Mo 단독처리구를 두었다.
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    ④ LT 시비 후 수확시기별 비교 실험

  “키토산 유도체간 비교 실험”에서 선발된 LT의 시비 시기에 따른 질산

성질소 감소 경향을 알아보기 위해 3)-(1)에서 사용된 “용액1”을 200배 

희석하여 Mo과 혼합 살포하였다. 처리 방법은 3)-(1)에 서술된 것과 동일

하게 수행하였으며, 무처리구와 대조구로서 Mo 단독처리구를 두었다. 수

확은 처리 후 3일, 6일, 9일차에 각 실험구별로 시료 채취하였다.

  4) 시료 전처리 및 NO3
-
 분석

  키토산 유도체 처리 10일 경과 후에 뿌리를 제외한 전 부분을 채취하여 

생체중을 측정하였다. 생체중 측정 후 식물체를 70℃에서 충분히 건조시

킨 후 막자사발에서 분쇄하여 60mesh를 체를 통과한 시료를 질산함량과 

Mo 함량 측정 시료로 사용하였다. 

  식물체내 질산함량 측정은 Cataldo(1975) 방법을 변형하여 이용하였다. 

시료 0.1g을 정확히 취하여 10mL 증류수를 첨가한 후 shaking incubator

에서 45℃로 1시간 동안 추출하였다. 추출액은 상온에서 식힌 후 

Advance 5C 여과지로 여과하였다. 여과액 50㎕에 0.2mL salicylic 용액

(5% solution(W/V) in conc. H2SO4)을 첨가하여 상온에서 20분간 방치하

였다. 그리고 2N NaOH 용액 4.75mL 넣고 중화하여 상온에서 식힌 후 

분광광도계(Shimazu UV-1601PC, JAPAN)를 이용하여 420nm에서 흡광

도를 측정하였다. 

  Mo 함량은 건식분해법(dry ashing method)으로 분해하였는데 회화로

에서 1g의 시료를 완전히 회화시킨 후 잔존물을 1:1 염산 5mL에 녹이고 

50mL 까지 증류수로 채웠다. 이 용액을 ICP(Inductively Coupled Plasma, 

JY70C, FRANCE)로 분석하여 Mo 함량을 정량하였다.
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2. 토마토와 고추에서 내병성 관련 단백질 유도 실험

  1) 식물체 준비  

  본 시험에 사용된 토마토(Lycopericicum esculentum Mill cv. pinkle)와 

고추(Capsium annuum L. cv. miraegochu)는 각각 경종종묘와 평화종묘

에서 판매하는 종자를 시중에서 구입하여 사용하였다. 각 종자를 72구 트

래이에 구당 2립씩 파종하여 24℃ 생육상에서 발아시킨 후 3주 동안 성장

시켰다. 4주차에 1a/20000 크기의 폿트에 1주씩 이식하여 온실로 옮겨 10

주차까지 키운 후 생장이 양호한 식물체를 선별하여 시험에 사용하였다. 

파종 및 이식에 사용된 상토는 동부한농(주)에서 판매하고 있는 “원예용

상토”를 이용하였다. 시비는 이식 시 석회고토 2g/pot과 자체 제조한 미

량요소 복합비료(Table 1)를 1mL/pot 투여하였다. 그리고 N-P-K 액상 

복합 비료(Table 2)를 10일 간격으로 10mL/pot 씩 키토산 처리 전에 총 

3회 공급하였다. 

  2) 키토산 유도체 준비 및 처리

  본 실험에 사용된 키토산 유도체의 종류와 처리 방식은 질산성질소 감

소 실험과 같았다. 다만 키토산 처리 농도는 glucosamine 함량 기준으로 

1000ppm이었고 대조구로 10mM DL-β-amino-butyric acid(이하 BABA) 

처리구를 두었다. BABA는 이미 elicitor로 알려진 물질(Oostendorp 등, 

2001)이며 키토산 처리구와 내병성 관련 단백질(이하 PR-proteins) 유도 

효과를 서로 비교하기 위해 사용하였다.
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  3) 효소활성조사

    ① 식물체 채취

  키토산 유도체간 PR-proteins 유도 효과 확인 시험에서는 토마토에서 

키토산 처리 24시간 경과 후 4∼5 본엽 중 완전히 전개된 엽 3∼4매를 시

료 채취하였다. OT 처리에 의한 PR-proteins 유도 효과 확인 시험에서는 

토마토, 고추 공통적으로 키토산 처리 1일, 3일, 5일 경과 후 동일한 방식

으로 시료 채취하였다.

    ② 조효소액 준비

  시료는 채취한 후 바로 액체질소를 이용하여 막자사발에서 마쇄하고 

-70℃에 보관하여 추출을 위한 시료로 이용하였다. Chitinase와 β

-1,3-glucanase 효소는 homogenizer(Tissue Tearor
TM
, BioSpec Products, Inc.)

를 이용하여 시료 2∼2.5g을 100mM acetate buffer(pH 5.2, 1mM EDTA, 

10mM mercaptoethanol, 50mM sodium ascorbate, 0.02M sodium 

metasulfite, 5% polyvinylpolypyrrolidone(PVPP)) 3mL로 추출하였다. 추

출액은 20,000g 에서 20분간 원심분리하여 PVPP를 제거하였다. 그리고 

나머지 잔사물들을 제거하기 위해 20,000g에서 20분간 원심분리하고 상등

액을 취하여 효소활성 측정에 사용하였다. Peroxidase 효소는 시료 1g을 

50mM K-phosphate buffer(pH 7.0, 1mM EDTA, 1mM dithiothreitol, 5% 

PVPP) 3mL를 이용하여 추출하였는데 추출방식은 위와 같게 하였다. 그

리고 추출 전 과정은 4℃에서 수행하였다.

    ③ 효소활성분석
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  Chitinase : Chitinase 효소 활성 측정은 Jeuniaux(1966)의 방법을 변형

하여 실시하였다. 재생키틴(キチン,キトサソ硏究會, 1991)을 기질로 10mg, 

효소 추출 완충액 0.5mL 그리고 조효소액 0.5mL를 혼합하여 37℃하에서 

2시간 동안 반응시켰다. 100℃하에 3분간 방치하여 반응을 종결시키고 상

온에서 식힌 후 10,000rpm 으로 10분간 원심분리하였다. 여기서 상등액을 

취하여 생성된 N-acetylglucosamine(NAG)의 함량을 Reissig(1955)의 방법

에 의해 측정하였다. NAG 측정은 상등액 0.5mL에 0.1mL sodium tetra 

borate 용액(0.8M)을 첨가하여 100℃에서 2분 동안 방치 한 후 상온에서 식

혔다. 이 용액에 1% DMAB용액(p-dimethylaminobenzaldehyde,  1% 

concentrated HCl in glacial acetic acid) 3mL를 첨가하여 37℃에서 20분

간 발색시킨 후 540nm에서 흡광도를 측정하였다. Chitinase의 활성은 37

℃에서 1시간 동안 1㎍의 N-acetylglucosamine을 생성하는 효소량을 

1unit로 하였다.

  

  β-1,3-glucanase : β-1,3-glucanase 효소 활성은 Reuveni 등(1997)의 방

법을 일부 변형하여 사용하였으며, laminarin(Sigma-Aldrich chem.)을 기질

로 하여 반응 후 생성되는 환원당을 정량함으로써 측정하였다. 2% 

laminarin 용액 75㎕에 조효소액 25㎕를 혼합하여 40℃하에서 60분 동안 

반응시켰다. 반응 종결을 위해 400㎕ 3,5-dinitrosalicylic reagent을 첨가한 

후 100℃하에서 정확히 10분간 방치하였다. 상온에서 식힌 후 증류수 

2.5mL 첨가하여 희석한 후 540nm에서 흡광도를 측정하였다. β

-1,3-glucanase의 활성은 40℃에서 1분 동안 1㎍의 glucose를 생성하는 

효소량을 1unit로 하였다.

  Peroxidase : Peroxidase 효소 활성은 guaiacol(Sigma-Aldrich chem.)을 
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기질로하여 470nm에서의 흡광도 변화율로 측정하였다(Hammerschmidt 

등, 1982). 기질로써 13mM guaiacol 용액 2mL, 반응개시를 위한 1mM 

H2O2 용액 0.1mL에 조효소액 0.1mL를 첨가한 후 상온에서 30초 간격으

로 5분 동안 470nm에서 흡광도 변화를 측정하였다. Peroxidase의 활성은 

1분 동안 470nm에서 흡광도 0.017을 변화시키는 효소량을 1unit로 하였

다.

  총단백질 : Bradford(1976)법을 이용하였고, 표준물질로 bovine serum 

albumin(Sigma-Aldrich chem.)을 사용하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 키토산 엽면시비가 상추의 질산성질소 축적에 미치는 영향

  1) 키토산 유도체간 질산성질소 감소 효과

  상추에서 다섯 종류의 키토산 유도체 처리에 의한 생체중, 질산성질소, 

Mo 함량은  Table 3과 같았다. 생체중에서는 Mo 단독 처리구에서 다른 

시험구에 비해 가장 높게 나타났으나 유의성을 보이는 수준은 아니었다. 

질산성질소 함량은 무처리구에 비해 Mo, 키토산 유도체 엽면시비구 모두

에서 감소하는 경향을 보였는데, 함량은 무처리 > OT > OS > HS > 

MO = LS > LT 순으로 낮게 나타났다. 특히 LT 처리구에서는 무처리구 

대비 20% 감소로 유의성이 있었다(P<0.01). 

  Mo 함량은 모든 시험구에서 무처리구에 비해 높았으며, 그 순서는 LS 

> HS > OS > LT > OT > MO > 무처리 순으로 높았다. 무처리구에 

비해 Mo이 처리된 모든 시험구에서 식물체내 Mo이 증가하고 질산성질소

가 감소한 것은 질산성질소 축적에 Mo이 영향을 미치고 있음을 보여준

다. 그리고 키토산 유도체 처리구 중에서 HS, LS 처리구는 Mo 단독 처

리구 보다 Mo 함량이 각각 2.7배, 5배씩 증가하여 Mo 흡수 촉진효과가 

뚜렷하였지만 질산성질소 감소 경향은 상대적으로 크지 않아 질산 동화 

작용에는 또 다른 요인들이 관여하고 있는 것으로 보인다. 이와 같은 결

과는 시금치 등에서 키토산과 미네랄을 혼합 살포하여 10∼23% 질산성질

소 감소 및 Mo 흡수 촉진 경향을 보여주었던 결과와 유사하였다(엄 등; 

2001). 그리고 HS, LS 처리구에서 식물체내 높은 Mo 흡수 경향은 키토
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산의 미네랄 흡수 촉진 효과와 연관하여 앞으로 좀더 세밀한 연구가 필요

할 것으로 생각된다.

Table 3. Effect of foliar application of chitosan derivatives on the fresh 

weight, nitrate and Mo content in lettuce edible part

Treatment
Fresh weight

(g/plant)

Nitrate content

(%,Dry wt.)

Mo

(mg/kg)

Control 24.1±2.3 2.48±0.17a -

MO 26.0±2.6 2.23±0.21a 5.09±2.00c

HS 25.7±3.0 2.24±0.18a 13.87±3.26b

LS 23.1±3.0 2.23±0.11a 25.47±5.25a

LT 23.7±2.0 1.98±0.16b 8.58±1.43bc

OS 23.1±2.4 2.28±0.11a 9.17±1.43bc

OT 22.9±3.0 2.36±0.11a 7.88±1.63c

MO : Mo only, HS : High viscosity chitosan + Mo, LS : Low viscosity chitosan + Mo, 

LT : Low viscosity chitin + Mo, OS : Oligo chitosan + Mo, OT : Oligo chitin + Mo

Each value represents means of triplicates ± standard deviation

Mean separation within columns by Duncan's multiple range test at

 P=0.05

- : Not detected

  2) LT와 Mo 혼합 시비 효과

  상추에서 Mo과 LT를 혼합 시비하여 질산성질소를 감소시키는 효과가 

Mo에 의한 효과인지 또는 키토산 유도체인 LT에 기인한 것인지를 알아

보기 위해 각각을 단독으로, 그리고 혼합하여 시비하여 질산 축적 경향을 

살펴보았는데 결과는 Table 4와 같았다.

  질산성질소 함량은 무처리구에 비해 Mo, Mo+LT 그리고 LT 처리구에

서 모두 감소하였으며 LT+Mo 처리구에서 가장  낮았다. 그리고 Mo가 
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포함되지 않은 LT 처리구에서도 질산 감소 경향이 나타나 Mo과는 다른 

식으로 키토산 유도체가  질산성질소 대사에 영향을 미치는 것으로 판단

된다. 키토산은 엽 중 엽록소 함량을 증가시키는 것으로 여러 연구(엄 등, 

2001 ; Chibu, 1999)에서 밝혀지고 있는데, 키토산의 광합성 증진 효과로 

질산 환원에 필요한 에너지원과 전자의 수소 공급원(NADH
+
)의 생성을 

원활히 함으로써 질산의 동화작용에 영향을 미칠 수 있는 것으로 생각된

다. 즉 Mo 공급에 의한 조효소의 공급과 키토산의 광합성 촉진 및 미네

랄 흡수 촉진 기능이 서로 상승 작용을 통해 식물체내 질산 함량을 줄이

는 것으로 판단된다.

  

Table 4. Effect of combined foliar application of LT and molybdate  on 

nitrate reduction in lettuce edible part

Treatment
Fresh weight

(g/plant)

Nitrate content

(mg/g,Dry wt.)

Control 41.1±7.1 7.54±1.30

MO 38.2±6.5 6.58±1,05

LT 41.0±0.6 6.79±0.57

LT+MO 44.2±3.1 5.59±0.57

MO=Mo only ; LT=Low viscosity chitin only ; LT+MO=Low viscosity chitin + 

Mo

Each value represents means of triplicates ± standard deviation

 

  3) LT 시비 농도와 수확시기에 따른 효과

  1차 실험에서 선발된 키토산 유도체 LT의 시비 농도와 처리 후 수확시

기에 따른 질산성질소 함량을 조사하였다. LT의 농도는 각각 25, 50, 100, 

200ppm 으로 하여 시비하였는데, 처리구별 질산성질소 함량은 Table 5와 

같았다. 그리고 LT 처리 3, 6 그리고 9일 후 시료를 채취하여 수확시기에 
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따른 상추의 질산성질소 함량을 측정하였는데 결과는 Table 6과 같았다. 

  시비 농도별 시험에서는 처리 농도가 높을수록 질산성질소 함량이 낮은 

경향을 보였으며, 특히 200ppm 처리구에서는 대조구에 비해 약 19% 정

도 질산 함량이 감소하였다. 그런데 100ppm 처리구에서는 다소 경향에서 

벗어난 결과를 보여주었는데, 이는 조사된 개체들의 상대적인 생육 불량

(생체중 31.6g)으로 인한 실험적 오차에 그 원인이 있는 것으로 생각된다.

  LT 처리 후 수확시기를 달리하여 상추에서 질산성질소 함량을 측정한 

결과, 우선 질산성질소 함량은 6일차까지 증가하였다가 그 후 9일에 급격

히 감소하는 경향을 보여주었으며, 특히 9일차에서 대조구 대비 질산성질

소 감소가 뚜렷하였다. 이러한 경향은 질소 시비에 의한 식물체의 질소 

흡수에 의해 식물체내 질산 함량이 급격히 증가하고 또한 질산의 동화에 

필요한 질산환원효소는 대부분 de novo  synthesis 경로를 거치기 때문에

(Sawhney 등, 1990) 활성을 나타내기 위해서는 일정한 시간이 필요함을 

보여주는 것으로 생각된다. 즉 6일차까지는 pot 재배 조건에서 흡수와 동

화가 동시에 이루어져 개체간 질산성질소 함량의 편차도 심하고 점차 시

간이 흐르면서 흡수보다는 동화과정이 우세해지면서 체내 질산 함량은 급

격히 떨어지고 또한 생체중은 급격히 증가하는 것으로 생각된다. 이 시험

에서도 조사된 3차례 경우에서 오직 9일차에 채취된 개체들에서 질산성질

소 함량에 유의성을 나타내었으며 이러한 결과는 작물에서 키토산 처리 

시 4일 경과 후에 효과가 있었음을 보여준  Shibuya(2000)의 경우와 유사

하였다. 
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Table 5. Effect of concentration of LT application on fresh weight  

and nitrate accumulation in lettuce 

Treatment
Fresh weight

(g/plant)

Nitrate content

(mg/g,Dry wt.)

Control 36.8±5.1 7.31±0.77a

MO 36.3±3.8 7.13±0.76ab

LT

(ppm)

25 32.2±3.2 6.92±0.77ab

50 36.2±5.5 6.26±0.17bc

100 31.6±3.9 6.99±0.56ab

200 37.6±4.9 5.91±0.60c

MO=Mo only; LT 25∼200=Low viscosity chitin 25∼200ppm + Mo 

Means ± standard deviation(n=4)

Mean separation within columns by Duncan's multiple range test 

at P=0.05

 

Table 6. Time course change of fresh weight and nitrate accumulation 

after LT treatment in lettuce  

Treatment
Time after 

treatment(days)

Fresh weight

(g/plant)

Nitrate

(mg/g, dry wt.)

Control 3 29.6±2.1 16.41±8.03

LT+MO 30.1±1.5 19.10±9.73

Control 6 32.6±2.0 25.61±3.95

LT+MO 35.7±4.9 21.15±2.51

Control 9 50.3±2.4 8.30±0.76a

LT+MO 52.5±4.3 5.36±1.18b

LT+MO=Low viscosity chitin 50ppm + Mo

Means ± standard deviation(n=4)

Mean separation within columns(9 days after treatment) by Duncan's 

multiple range test at P=0.05
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2. 키토산 엽면시비가 토마토와 고추에서 내병성 관련 단백질 유도에    

  미치는 영향

  1) Chitinase와 β-1,3-glucanase 활성 유도 효과

  키토산 유도체 5종류와 BABA를 토마토에 엽면 시비하였을 때 나타난

chitinase와 β-1,3-glucanase 유도 효과는 Fig. 2, Fig. 3과 같았다.

  Chitinase 효소 활성은  대조구 43.52±5.63, BABA 64.71±2.59, HS 

40.67±2.95, LS 29.22±2.27, LT 27.78±3.18, OS 42.12±2.52, OT 58.17±0.48 

unit 로 나타나 BABA와 키토산 유도체 중 OT 처리구 만이 대조구에 비

해 효소 활성이 유의성 있게  높았다(P<0.05). 반면에 LS와 LT 처리구에

서는 오히려 효소 활성을 감소시켜 대조적이었다. Cohen 등(1994)의 실험

에서 BABA를 토마토에 처리하였을 때 chitinase 유도 효과가 무처리구에 

비해 70∼200% 증가한다고 보고하였다. 본 실험에서의 활성 증가율은 약 

48%인데 Cohen 등(1994)의 실험 결과에 비해 다소 적은 것은 처리 약량

과 시료채취 시기가 다른 것에 기인하는 것 같다. 분자량이 큰 키토산 유

도체들은 chitinase 활성 유도 효과가 미미하였다. 이와 같은 결과는 토마

토와 감자에서 분자량이 작을수록 chitinase와 β-1,3-glucanase 활성 유도 

효과가 크다고 한 것(Vasyukove 등, 2001)과 오이에서 chitosan 보다는 

chitin oligomer가 chitosanase, peroxidase 활성 유도 효과가 훨씬 크다고 

보고한 내용(Ben-Salmon 등, 2003)과 일치하는 결과였다. 하지만 콩

(Mauch 등, 1984)과 땅콩(Sathiyabama 등, 1998)에서 고분자 chitosan 처

리 시 chitinase와 β-1,3-glucanase 활성 유도 증가 효과가 크다고 보고된 

부분과는 차이가 있었다. 

  β-1,3-glucanase 효소 활성은 대조구 410.3±10.2, BABA 586.4±78.1, HS 

431.9±24.8, LS 349.1±54.1, LT 421.4±38.6, OS 384.3±18.6, 그리고 OT 

523.0±37.5 unit 로 나타나 chitinase 활성 유도 효과와 비슷한 경향을 보
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여주었다. 즉 BABA 처리구에서 43%, OT 처리구에서 28% 효소 활성이 

유의성 있게 증가하였다(P<0.05). 토마토(Cohen 등, 1994), 고추(Hwang 

등, 1997), 그리고 상추(Pajot 등, 2001)에서 BABA 처리 시 β

-1,3-glucanase 효소 활성이 증가한다고 보고되었다.

  이상의 결과에서 키토산의 화학성, 특히 분자량과 탈아세틸화도가

chitinase와 β-1,3-glucanase의 효소 활성에 크게 영향을 미치는 것으로 

사료된다.
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Fig. 2. Activity of chitinase in tomato leaves treated with different 

chitosan derivatives.

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, HS : High viscosity  

chitosan, LS : Low viscosity chitosan, LT : Low viscosity chitin, OS : 

Oligo chitosan, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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Fig. 3. Activity of β-1,3-glucanase in tomato leaves treated with 

different chitosan derivatives.

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, HS : High viscosity  

chitosan, LS : Low viscosity chitosan, LT : Low viscosity chitin, OS : 

Oligo chitosan, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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  2) OT 처리와 peroxidase, β-1,3-glucanase, chitinase 활성 변화

  키토산 유도체간 시험에서 선발된 OT(Oligo chitin)를 토마토와 고추에 

각각 처리하여 내병성 단백질 활성의 시간적 변화를 측정하였다.

    ① Peroxidase 활성 증진 효과

  토마토와 고추에 OT를 엽면 처리한 후 1일, 3일, 5일에 시료 채취하여 

효소 활성을 측정하였는데 결과는 Fig. 4, Fig. 5와 같았다.

  Peroxidase 활성은 무처리구는 토마토에서 1일차 60.7±8.5, 3일차 

81.4±7.1, 5일차 118.3±8.7 unit로 나타났고, 고추에서는 1일차 115.9±19.1, 

3일차 119.6±11.4, 5일차 149.5±4.8 unit였다. 토마토와 고추 모두에서 시간

이 경과함에 따라 점차 효소활성이 증가하는 것으로 나타났는데 그 이유

는 phosphate buffer에서 추출된 총 단백질의 양이 지속적으로 감소하여 

상대적으로 효소의 비활성(specific activity)이 증가한데 그 원인에 있다

고 생각된다. 이러한 경향은 토마토가 심하여 무처리구에서 시기별 효소 

활성 변화율이 고추에 비해 크게 나타났다. 

  BABA 처리구는 토마토와 고추 모두에서 1일차부터 무처리구 대비 각

각 30%, 51% 이상 효소 활성이 증가하였고 조사된 마지막 5일차에서는 

상대적인 비율이 가장 높게 나타나 무처리구에 비해 각각 97%, 147% 증

가하였다. 따라서 BABA는 고추, 토마토 모두에서 peroxidase 활성 유도 

효과가 인정된다. 그리고 유도된 활성의 지속시간도 5일 이상임을 알 수 

있었다. 

  OT 처리구는 토마토에서 3일차부터 무처리구에 비해 peroxidase  효소 

활성이 42% 정도로 유의성 있게 증가하여 조사 마지막 5일차에서 상대적 

비율이 79%에 이르렀다. 하지만 고추에서는 토마토에 비해 효소 활성 유

도 효과가 미미하여 작물별 차이가 있는 것으로 나타났다. 
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Fig. 4. Time course change of peroxidase activity after OT treatment 

in tomato leaves.

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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Fig. 5. Time course change of peroxidase activity after OT treatment 

in pepper leaves. 

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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    ② β-1,3-glucanase 활성 증진 효과

  각 작물에 OT를 엽면 처리한 후 1일, 3일, 5일에 시료 채취하여 β

-1,3-glucanase 효소 활성을 측정하였는데 결과는 Fig. 6, Fig 7과 같았

다.

  β-1,3-glucanase 효소 활성은 무처리구는 토마토에서 1일차 410±10.2, 3

일차 406±3.9, 5일차 436±24.0 unit, 그리고 고추에서는 1일차 168±18.8, 3

일차 154±15.9, 5일차 159±2.9 unit로 대체로 균일하였다. 

  BABA 처리구는 토마토에서 무처리구에 비해 β-1,3-glucanase 활성이 

조사 기간 내에 8%에서 43%까지 증가하였다. 효소 활성은 토마토에서 1

일차에서 약 43%로 가장 높고 3일차에서 다소 감소하였다가 5일차에 다

시 증가 경향을 보였다. 고추에서는 효소 활성이 시간이 경과함에 따라 

계속 증가하여 대조구에 비해 1일차 7%, 3일차 32%, 그리고 5일차에는 

35% 증가하였다.  

  OT 처리구는 토마토에서 BABA 처리구와 비슷한 경향으로 변화하였으

며  대조구에 비해 1일차 28%(P<0.05), 3일차 17%, 5일차 16% 증가한 

것으로 나타났다. 고추에서는 오직 3일차에서만 대조구에 비해 32% 효소 

활성이 증가한 것으로 나타났다. 따라서 토마토와 고추에 OT 처리 시 β

-1,3-glucanase  효소 활성은 1∼3일차에 최대에 이르렀다가 이후에는 감

소하는 경향을 보이는 것으로 판단된다.
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Fig. 6. Time course change of β-1,3-glucanase activity after OT 

treatment in tomato leaves. 

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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Fig. 7. Time course change of β-1,3-glucanase activity after OT 

treatment in pepper leaves. 

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.



- 30 -

    ③ Chitinase 활성 증진 효과

  토마토와 고추에 OT를 엽면 처리한 후 1일, 3일, 5일에 시료 채취하여 

효소 활성을 측정하였는데 결과는 Fig. 8, Fig. 9와 같았다.

  Chitinase 활성 변화는 토마토와 고추에서 OT 처리구와 BABA 처리구

가 서로 비슷한 경향을 보였다. 즉 1일차에 증가, 3일차에 감소, 5일차에 

다시 증가하였다. 그리고 토마토보다는 고추에서 chitinase 활성 유도 효

과가 뚜렷하였다. 토마토에서 BABA 처리구와 OT 처리구는 1일차에서 

대조구에 비해 각각 49%, 34% 효소 활성이 증가하였다(P<0.05). 고추에

서도 OT 처리구는 1일차 41.6±7.5, 3일차 20.77±0.1, 5일차 33.35±2.8 unit

로 변동이 심했지만 대조구에 대한 상대적 효소 활성은 1일차 54%, 3일

차 262%, 그리고 5일차에 105% 증가(P<0.05)한 것으로 나타났다.

  오이에서 oligo chitin이 chitosanase은 2.4배, peroxidase는 2.0배 효소 

활성을 증가시켰고(Ben-Shalom 등, 2003), 벼세포에서 chitosan, oligo 

chitosan, oligo chitin을 처리하였을 때 7이상의 중합도를 보이는 oligo 

chitin만이 phytoalexin의 유도를 보여주어(Yamada 등, 1993) 위 시험 결

과와 유사하였다. 

  농업 현장에서 병해충의 방제 수단으로 phytoalexin, PR-proteins 유도

를 통한 식물체의 저항성을 증가시키는 elicitor를 활용되는 예가 아직까지

는 미미하다. 하지만 대표적인 elicitor이면서 salicylic acid 유도체인 

benzothiadiazole(BTH)이 병해충 예방에 기존 합성농약에 못지 않은 결과

(Inbar 등, 1998; Oostendorp 등, 2001; Godard 등, 1999)를 얻었고 농약회

사인 노바티스에서 BTH를 이용하여 “Bion"이라는 상품을 개발한 사례는 

elicitor를 이용한 생물학적 방제 가능성을 확인시켜주는 일이라 생각한다. 

Oligo chitin의 경우도 탈아세틸화도 및 분자량을 세분화하여 저항성 유도 

효과를 극대화시키고, 서로 상승작용을 일으킬 수 있는 적절한 생물학적 

방제수단과 결합(Benhamou, 1998)시키는 방법 등을 통해 실제적인 병해

충 방제제로서의 가능성을 검토하는 부분이 계속적으로 연구되어야 하겠다.
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Fig. 8. Time course change of chitinase activity after OT treatment in 

tomato leaves. 

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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Fig. 9. Time course change of chitinase activity after OT treatment in 

pepper leaves. 

CON : Control, BABA : β-Amino-butyric acid, OT : Oligo chitin

Values are means ± standard errors

Bars with different superscripts are significantly different from each 

other, p<0.05, n=3.
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Ⅳ.  요    약

  본 연구에서는 키토산의 농업적 이용 가능성을 알아보기 위해 화학성

(분자량, 탈아세틸화도)을 달리하는 5종류의 키토산 유도체를 준비하여 상

추에서의 질산성질소 축적에 미치는 영향과 토마토, 고추에서의 내병성 

관련 효소(Pathogenesis-Related Proteins(PR-proteins)) 활성 유도 효과

를 조사하였다.

  식물체내 질산성질소 축적과 관련한 시험에서는 조사된 5종류의 키토산 

유도체 중 LT(Low viscosity chitin)가 Mo과 혼합 엽면 시비시 상추에서 

질산성질소의 축적을 20% 정도 감소시켰다(P<0.01). 또한 LT 처리를 25, 

50, 100, 200ppm 농도로 달리하였을 때, 질산성질소는 5∼19% 정도 감소

하였고 200ppm 처리구가 질산성질소 감소 비율이 가장 컸다(P<0.05). LT 

처리 후 수확 시기를 달리하여 상추에서 질산성질소 변화를 조사하였는데 

점차 감소 경향을 보인 후 9일차에서는 생육 촉진과 함께 35%까지 질산

성질소 함량이 감소하였다(P<0.05).

  키토산 유도체 종류별 식물 PR-proteins 유도 효과를 보기 위하여 키토

산 유도체들을 토마토에 처리하고 24시간 경과 후 chitinase와 β

-1,3-glucanase 유도 효과를 측정한 결과 조사된 5종류의 키토산 유도체 

중에서 OT(oligo chitin)만이 효소 활성을 증가 시켰다. OT의 

PR-proteins 유도 효과를 보다 자세히 보기 위하여 토마토와 고추에 엽면

처리하고 peroxidae, β-1,3-glucanase, chitinase의  활성변화를 시간별

(1,3,5일차)로 조사하였다. 

  Peroxidase 효소 활성은 토마토에서 OT 처리 3일 후부터 대조구에 비

해 42% 정도로 유의성 있게 증가하여, 조사 마지막 5일차에서 상대적 비

율이 79%에 이르렀지만 고추에서는 토마토에 비해 peroxidase 효소 활성 
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유도 효과가 미미하여 작물간에 차이가 있었다. 

  β-1,3-glucanase 효소 활성은 토마토에서 OT 처리구가 대조구에 비해 

1일차 28%(P<0.05), 3일차 17%, 5일차 16% 증가하였다. 고추에서는 오직 

3일차에서만 대조구에 비해 β-1,3-glucanase 효소 활성이 32% 증가하였

다. 따라서 토마토와 고추에서 OT 처리 시  β-1,3-glucanase  효소 활성

은 1∼3일차에 최대에 이르렀다가 이후에는 감소하는 것으로 나타났다.

  Chitinase 효소 활성은 토마토에서 OT 처리구가 1일차에서 대조구에 

비해 34% 효소 활성이 증가하였다(P<0.05). 고추에서도 OT 처리구는 대

조구에 비하여 chitinase 효소 활성이 1일차 54%, 3일차 262%, 5일차 

105% 증가하였다(P<0.05).

  이상의 결과를 종합해 볼 때 키토산 유도체의 종류에 따라 식물체에 미

치는 생리 활성이 차이가 있으나, 적절한 키토산 유도체 처리에 의해 식

물체 유해 물질인 질산성질소가 감소될 수 있고, PR-proteins 유도에 의

한 식물의 저항성이 증가될 수 있는 것으로 생각된다. 
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님, 오승기 본부장님께 깊이 감사 드립니다. 그리고 같이 생활하면서 협조

를 아끼지 않았던 건풍바이오 동료 직원분들에게도 고마움을 전합니다.

  가끔씩 찾아와서는 부탁하기 일쑤인 귀찮은 선배에게 싫은 소리하지 않

고 자기일 처럼 도와주었던 실험실 후배들, 경환, 승범, 도승, 대운, 태우, 

호아 모두에게 깊은 감사를 드립니다. 그리고 본 논문에 대한 관심과 함

께, 토론과 조언을 아끼지 않았던 바이오애그 전경용 후배님께도 고마움

을 전합니다.

  늘 자식 걱정만 하시면서 오늘도 당신 손자를 돌보는데 여념이 없는 부

모님, 관심과 애정이 많은 두 분의 누님과 서연, 서희 조카들, 그리고 일

본에서 고생하면서 공부하고 있는 동생 종철이 모두에게 미안하고 고맙습

니다.

  끝으로 갓 돌이 지나 걸음마 익히기에 여념이 없는 사랑스런 승훈이와 

힘든 직장생활과 승훈이 돌보기로 녹초가 되면서도 본 논문의 세세한 부

분까지 조언과 지적을 아끼지 않았던 사랑하는 아내에게 이 논문을 바칩

니다.
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