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요 약 문

I. 제목

미강유 정제부산물로 부터 옥타코사놀과 오리자놀의 분리, 정제기술 개발

II. 연구개발의 목적 및 중요성

- 쌀의 도정과정에서 약 10%(50∼60만톤)의 미강이 부산물로 얻어지는데 20%

만이 착유되어 미강유로 생산되고 있고, 나머지는 사료로 값싸게 팔리고 있

다.

- 미강유는 국내에서 자급되는 유지중 80%를 차지하며,

- 이러한 미강유는 원유로부터 탈검, 탈산, 탈색, 탈취, 탈납등 다섯단계의

정제과정에서 원유대비 평균 10% 또는 원유의 가수분해 상태가 높을 경우에

는 50%까지의 정제부산물이 발생한다.

- 이런 정제부산물은 현재 국내에서는 탈산과정중에 얻어지는 부산물로 부터

값싼 비누소재를 위한 지방산만을 효과적으로 이용할 뿐 나머지 대부분의

정제부산물은 폐기되고 있는 실정임.

- 미강유 정제중 탈납과 탈산 부산물에 존재하는 물질로는 옥타코사놀

(octacosanol)과 오리자놀(γ-oryzanol)로 이들은 건강식품소재로 사용되고

있는 물질들이며 현재 전량 수입에 의존하고 있다.

- 따라서 폐기되고 있는 미강유 탈납과 탈산 부산물에서 옥타코사놀과 오리자

놀을 분리하고자 하였다.

III. 연구개발 내용 및 범위
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1. 옥타코사놀(octacosanol)분야에서는

가. 용매분획에 따른 옥타코사놀의 분리

나. 옥타코사놀의 탈색과 재결정화

다. 옥타코사놀의 분리, 정제 공정도를 설정하였고

2. 오리자놀(γ-oryzanol)분야에서는

가. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 분리

나. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 제조공정도

다. 재검화법에 의한 오리자놀(γ-oryzanol)의 분리, 정제

1) 재검화법에의한 dark oil의 제조

2) 증류방법에 의해 dark oil로부터 pitch 제조

3) 초임계 이산화탄소 추출법을 이용하여 γ-oryzanol의 농축

4) 각 정제 단계별 γ-oryzanol의 조성

5) 초임계 추출법으로 제거한 지방산에 존재하는 오리자놀의 특성

6) 재검화법에 의해 dark oil 제조후 용매분별법에 의한 오리자놀의 분리,

정제에 대해 연구하여 용매만을 이용하여 오리자놀을 분리, 정제하는 기

술과 최첨단 기술로 알려진 초임계이산화탄소를 이용하여 오리자놀을 분

리, 정제하는 기술을 응용하고자 하였다.

IV. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 옥타코사놀(octacosanol)분야

가.용매분획에 따른 옥타코사놀의 분리

용매분획에 따른 옥타코사놀을 분리하기 위해 10종의 용매로 분획하였을 때

적정 용매는 toluene이었으며, 10oC에서 옥타코사놀 함량이 8.10%로 가장 높았
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다. 검화 후 toluene으로 추출하는 것이 옥타코사놀 함량을 가장 높일 수 있었

다.

나. 옥타코사놀의 탈색과 재결정화

탈납부산물을 검화 후 헥산으로 추출하여 활성백토를 검화 전 시료에 대해

5배를 첨가하여 30분 동안 끓이면서 탈색을 행하여 4oC에서 재결정화 시키면 순

도 약 17.5%의 옥타코사놀을 얻을 수 있었다. 이러한 순도는 현재 일본에서 수

입판매되고 있는 옥타코사놀의 순도와 유사하다고 할 수 있다.

다. 옥타코사놀의 분리, 정제 공정도

현재 공장에서 추출용매로 사용하는 헥산을 이용하도록 하여 실용화를 용이

하도록 하였다. 검화를 하기전 탈납물질을 헥산에 용해되는 물질과 불용성 물질

로 분리하여 불용성 물질을 옥타코사놀 분리를 위한 검화 시료로 사용하였다.

불용성 물질과 동량의 가성소다를 첨가하여 40분동안 검화를 한 후 헥산으로 불

검화물을 추출한다. 추출한 불검화물에 활성백토를 첨가하여 탈색시킨 후 뜨거

운 헥산에 용해된 조옥타코사놀을 4oC에서 재결정화 시켜 분리하면 순도 약

17.5%의 옥타코사놀을 얻을 수 있다.

2. 오리자놀(γ-oryzanol)분야

가. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 분리

Dark oil과 극성이 다른 7가지 용매중 hexane과 pentane으로 분획하였을

때 오리자놀의 농도가 35%와 30%로 높았으나, pentane의 경우 hexane보다 가

격이 비싸고 공업적으로 널리 사용되지 않은 용매이므로 hexane을 선정하여

용매분획을 하였다. Hexane을 이용한 crude γ-oryzanol의 회수시 용매 비율

은 분리, 정제하기위한 1차과정중 오리자놀을 가장 많이 회수할 수 있는 비

율인 1:1을 선택하였다. 헥산을 이용한 2차 정제시 오리자놀 순도는 1:20에
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서 최고를 나타내었다.

나. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 공정도

Soap stock으로부터 γ-oryzanol의 회수율이 높은 dark oil의 추출을 위해,

hexane을 이용한 dark oil과 원심분리를 이용한 dark oil의 γ-oryzanol 함량의

차이가 없어, 공정이 간편한 원심분리법을 dark oil 제조 공정으로 채택하였다.

Dark oil에서 γ-oryzanol을 분리하기 위해 γ-oryzanol의 순도와 회수율을 높

이기위해 극성이 다른 용매를 비교하여, hexane을 정제 용매로 결정하였다. 1차

crude γ-oryzanol 회수를 위해 hexane을 첨가 비율별로 실험한 결과, dark oil

: hexane = 1 : 1 (W/V)에서 회수율이 32.4%로 가장 높았고, 순도는 31.6%였

다. 2차 정제에서는 crude γ-oryzanol : hexane = 1 : 20 (W/V) 비율에서 γ

-oryzanol 순도 75.6%, 회수율 26.2%의 부분 정제된 γ-oryzanol을 얻을 수 있

었다. 부분 정제된 γ-oryzanol의 순도를 높이고,γ-oryzanol을 결정화하기 위

한 methanol의 비율을 조사한 결과, 부분 정제된 γ-oryzanol : MeOH = 1 : 30

(W/V) 비율에서 최종 순도 91.5%인 γ-oryzanol을 dark oil로부터 24%까지 회수

할 수 있었다.

다. 재검화법에 의한 오리자놀(γ-oryzanol)의 분리, 정제

1) 재검화법에의한 dark oil의 제조

Soap stock생산 과정중 미강유 원료특성에 따라 인지질함량 및 지방산함

량이 크게 차이가 있는 것으로 조사되어, 탈검과정중 인지질이 일부 제거되지

않을 경우 dark oil 제조시 황산의 첨가량이 달라지므로 10% KOH용액으로 재검

화를 행한 후 황산을 첨가하여 dark oil을 제조하는 것이 분리와 산업화에 용이

한 것으로 판단되었다.

2) 증류방법에 의해 dark oil로부터 pitch 제조

10% KOH를 사용하여 재검화를 하여 제조한 dark oil를 증류장치를 이용하
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여 180oC, 400 milli torr의 진공상태, 1%의 steam을 주입하여 얻은 pitch내 γ

-oryzanol 함량은 dark oil보다 약 1.6배의 오리자놀 농축물을 얻을 수 있었다.

이 pitch를 용매분별법으로 정제 및 분획과정으로 γ-oryzanol을 분리한 결과

73.17%의 순도를 함유한 γ-oryzanol을 얻을 수 있었다.

3) 초임계 이산화탄소 추출법을 이용하여 γ-oryzanol의 농축

초임계 장치를 이용하여 dark oil 461g을 40℃, 5000psi에서 지방산을 제

거하여 pitch를 만들면 γ-oryzanol의 함량은 37.2%로 농축되었다. 이렇게 하여

제조한 초임계 pitch로 부터 앞에 언급한 용매분별법으로 γ-oryzanol을 분리,

정제하였을 때 순도 90.17%의 오리자놀을 얻을 수 있었다.

4) 각 정제 단계별 γ-oryzanol의 조성

각 정제 단계별 즉, 초임계 pitch, crude γ-oryzanol, 최종분리한 γ

-oryzanol의 구성 조성을 보면 초임계 pitch에서는 주요 성분이 24-methylene

cycloartenyl ferulate와 β-sitosteryl ferulate였으나 최종적으로 용매분별

법으로 분리, 정제하였을 때는 주요성분이 cycloartenyl ferulate와

24-methylene cycloartenyl ferulate였다. 따라서 정제과정중 β-sitosteryl

ferulate와 campesteryl ferulate가 손실되는 것으로 나타났으며, 구성비는

24-methylene cycloartenyl ferulate > cycloartenyl ferulate > campesteryl

ferulate, β-sitosteryl ferulate순 이었다.

5) 초임계 추출법으로 제거한 지방산에 존재하는 오리자놀의 특성

초임계 장치를 이용하여 분리된 지방산 분획에 존재하는 오리자놀의 조성은

24-methylene cycloartenyl ferulate, cycloartenyl ferulate, campesteryl

ferulate, β-sitosteryl ferulate중 초기에는 24-methylene cycloartenyl

ferulate와 β-sitosteryl ferulate가 많이 제거되었으나, 추출 마지막 단계에

서는 24-methylene cycloartenyl ferulate가 많이 제거되는 경향을 보였다.
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6) 재검화법에 의해 dark oil 제조후 용매분별법에 의한 오리자놀의 분리

용매분별과정중 오리자놀 조성변화는 dark oil에는 24-methylene

cycloartenyl ferulate와 cycloartenyl ferulate이 주요 성분이었으나, 최종적

으로 분리한 오리자놀에는 cycloartenyl ferulate와 24-methylene cycloartenyl

ferulate가 주요성분이었으며, β-sitosteryl ferulate가 감소하는 경향을 나타

내었다.

본 실험에서 얻은 결과는 실험실 규모에서 얻어진 결과이므로 옥타코사놀과

오리자놀의 산업적 생산을 위해 생산원가, 제조공정과 필요기기가 공장규모에서

재평가되어야한다.
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Summary

I. Title

Development of technology on purification and isolation of octacosanol

and γ-oryzanol in refining byproducts from rice bran oil processing

II. Purpose and Significance of the Study

Rice brans of 50 - 60 metic ton were produced as the byproducts of a

rice processing every year. Only ten percentages of them were used as a

raw materials for a production of the rice bran oil and the others were

treated as the waste. A processing of rice bran oil was consisted of

dewaxing, deguming, acidifying and decolorizing steps. The dewaxing

materials and soap stock were obtained at the refining steps such as

dewaxing and acidifying during the processing of a rice bran oil.

Octacosanol and γ-oryzanol were presented in dewaxing materials and soap

stock. Octacosanol and γ-oryzanol have been used as a additives of a

functional foods and exported from Japan.

The purpose of this research was to develop the technology on a

purification and isolation of octacosanol and γ-oryzanol in the refining

byproducts from a rice bran oil processing.

III. Scope and Content of the Study

1. Final objective at the end of study

Development of technology on purification and isolation of octacosanol

and γ-oryzanol in refining byproducts from rice bran oil processing
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2. Scope and Content

1) The area of octacosanol

A. Isolation of octacosanol by solvent fractionation

B. Decolorization and recrystalization of octacosanol

C. Flow sheet of purification and isolation of octacosanol

2) The area of γ-oryzanol

A. Isolation of crude γ-oryzanol from dark oil by solvent fractionation

B. Flow sheet for isolation of crude γ-oryzanol from dark oil by hexane

C. Purification and isolation of γ-oryzanol by resaponification

a. Preparation of dark oil by resaponification

b. Preparation of pitch from dark oil by steam distillation

c. Isolation of γ-oryzanol by supercritical carbon dioxide extraction

d. γ-Oryzanol compositions at purification steps

e. Properties of γ-oryzanol in fatty acid fraction by SCDE

f. Isolation of γ-oryzanol by hexane fractionation after preparation

of dark oil obtained by resaponification

IV. Results and Recommendation

1. The area of octacosanol

A. Isolation of octacosanol by solvent fractionation

Ten kinds of solvents were used for the isolation of octacosanol by

solvent fractionation. When dewaxing materials were fractionated by

toluene at 10oC, octacosanol contents were 8.10% and then octacosanol

contents increased as toluene extracted after saponification.

B. Decolorization and recrystalization of octacosanol
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Unsaponifiables extracted by hot hexane were decolorized by the

fuller's earth(dewaxing material : fuller's earth, 1:5, W/W) at a boiling

temperature for 30 min. Purity of octacosanol was 17.5% after

decolorization. This purity was similar to content of a commercial

octacosanol exported from Japan

C. Flow sheet of purification and isolation of octacosanol

The insoluble dewaxing materials in hexane were saponified by sodium

hydroxide and then the unsaponifiables were extracted by hot hexane. The

unsaponifiables extracted by hot hexane were decolorized by fuller's earth

at boiling temperature for 30 min. Crystalization of octacosanol in hexane

extract was conducted at 4oC. Purity of octacosanol was 17.5% after a

decolorization and crystalization.

2. The area of γ-oryzanol

A. Isolation of crude γ-oryzanol from dark oil by solvent fractionation

Seven kinds of solvents were used for the isolation of γ-oryzanol by

solvent fractionation. The suitable solvent was hexane. Optimum ratio for

isolation of γ-oryzanol were dark oil : hexane = 1:1(w/v) at the 1st

isolation step and their ratio were 1:20(v/w) at the 2nd isolation step.

B. Flow sheet for isolation of crude γ-oryzanol from dark oil by hexane

Optimum ratio for purification and isolation of γ-oryzanol were dark

oil : hexane = 1:1 and 1:20(v/w) at the 1st and 2nd isolation steps,

respectively. Optimum ratio for a final crystalization of γ-oryzanol were

crdue γ-oryzanol: methanol = 1:30(v/w) and their purity and yield were

91.5 and 24%, respectively.
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C. Purification and isolation of γ-oryzanol by resaponification

a. Preparation of dark oil by resaponification

The remining triglycerides and phospholipids in soap stock were

resaponified by 10% potassium hydroxide. The dark oil was prepared from

the resaponified soap stock containing sulfuric acid.

b. Preparation of pitch from dark oil by steam distillation

The dark oil from the soap stock resaponified by 10% potassium

hydroxide was conducted under 180oC, 40 milli torr and 1% steam by the

distillation method. The purity of γ-oryzanol was 73.17% after the

distillation method and the hexane fractionation described above.

c. Isolation of γ-oryzanol by supercritical carbon dioxide extraction

The dark oil from the soap stock resaponified by 10% potassium

hydroxide was treated under 40oC and 5000 psi by supercritical carbon

dioxide. The purity of γ-oryzanol was 90.17% after supercritical carbon

dioxide extraction(SCDE) and hexane fractionation described above.

d. γ-Oryzanol compositions at purification steps

Major compositions of γ-oryzanol in the pitch by supercritical carbon

dioxide extraction(SCDE) were 24-methylene cyclortenyl ferulate and β

-sitosteryl ferulate, but major compositions of γ-oryzanol in SCDE pitch

by hexane fractionation were cycloartenyl ferulate and 24-methylene

cycloartenyl ferulate.β-Sitosteryl ferulate and campesteryl ferulate were

lost during SCDE and hexane fractionation. The ratio of composition were,

decreasing order, 24-methylene cycloartenyl ferulate > cycloartenyl

ferulate > campesteryl ferulate, β-sitosteryl ferulate.
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e. Properties of γ-oryzanol in fatty acid fraction by SCDE

Compositions of γ-oryzanol in the fatty acid fraction by SCDE were

24-methylene cycloartenyl ferulate, cycloartenyl ferulate, campesteryl

ferulate and β-sitosteryl ferulate. 24-methylene cycloartenyl ferulate

and β-sitosteryl ferulate were lost at the initial stage, but

24-methylene cycloartenyl ferulate was lost at the final stages under

SCDE.

f. Isolation of γ-oryzanol by hexane fractionation after preparation of

dark oil obtained by resaponification

Major components of dark oil were 24-methylene cycloartenyl ferulate

and cycloartenyl ferulate but major components of γ-oryzanol by hexane

fractionation were cycloartenyl ferulate and 24-methylene cycloartenyl

ferulate. β-Sitosteryl ferulate decreased as purification step

progressed.

For the industrial production of octacosanol and γ-oryzanol, the

production cost, processing step and the required machinery should be

reestimated in pilot plant.
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제 1 장 서론

- 우리나라에서는 한해 약 500 - 600만톤의 쌀이 생산되고 도정과정에서 약

10%인 50 - 60 만톤의 미강이 부산물로 얻어지는데 20% 만이 착유되어 미강

유로 생산되고 있고, 나머지는 사료로 값싸게 팔리고 있다.

- 미강유는 국내에서 자급되는 유지중 80%를 차지하며, 이러한 미강유는 원유

로부터 탈검, 탈산, 탈색, 탈취, 탈납등 다섯단계의 정제과정에서 원유대비

평균 10 % 또는 원유의 가수분해 상태가 높을 경우에는 50% 까지의 정제부

산물이 얻어진다.

- 이런 정제부산물은 현재 국내에서는 탈산과정중에 얻어지는 부산물로 부터

값싼 비누소재를 위한 지방산만을 효과적으로 이용할뿐 나머지 대부분의 정

제부산물은 폐기되고 있는 실정이다.

- 미강유 정제중 탈납과 탈산 부산물에 존재하는 물질로는 옥타코사놀

(octacosanol)과 오리자놀(γ-oryzanol)로 이들은 건강식품소재로 사용되고

있는 물질들이며 현재 전량 수입에 의존하고 있다.

- 옥타코사놀과 오리자놀을 분리하는 데 미강유 정제부산물을 효율적으로 이

용할 수 있다면 국내유일로 자급되는 미강유 제조업체의 경쟁력 강화 측면

에서도 큰 효과를 기대할 수 있다.

- 따라서 미강유 제조공정에서 발생되는 탈납과 탈산 부산물에서 옥타코사놀

과 오리자놀을 분리하고자 하였다.
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제 2 장 재료 및 방법

제 1 절 옥타코사놀(octacosanol) 분야

1. 옥타코사놀(octacosanol)의 분석 전처리 조건 확립

탈납 부산물에서 옥타코사놀을 분석하기 위한 전처리 방법 및 분석조건을 확

립하였다. 전처리 조건은 탈납물질을 수욕상에서 완전히 용해한 후, ethanolic

KOH를 가하였다. Heating mentle에서 직접 검화를 행하면 탈납물질의 녹는점

(melting point) 때문에 wax물질이 탄화되었다. 따라서 수욕상에서 서서히 검화

를 행하는 것이 좋았다. 검화 후 검화액이 뜨거운 상태에서 추출을 해야 wax물

질이 추출되었다. 추출된 wax물질은 TMS유도체로 만든 후 GC 분석을 하였다.

TMS유도체를 만드는 방법은 시료를 pyridine 1mL에 20mg되도록 vial에서

pyridine에 용해 한 후, BSA를 0.1mL를 가하여 capping하고, 60oC의 수욕상에서

20분간 반응시켰으며, 시료가 pyridine에 용해가 잘 되지 않을 경우 chloroform

에 녹여 반응시켰다. 반응 후 실온으로 즉시 냉각하여 GC로 분석하였다.

2. GC에 의한 옥타코사놀(octacosanol)의 분석 조건 확립

옥타코사놀의 분석조건을 확립하기 위해 GC의 ramp rate별로 측정하여 옥타

코사놀 분석조건을 선정하였으며, GC조건은 표 1과 같다.

3. 옥타코사놀 정량을 위한 표준곡선(standard curve)의 작성

위에 설정한 GC의 분석조건으로 분석한 옥타코사놀 표준물질의 표준곡선식은

Y = 49337.6X + 3152.4이었고, r2 = 0.99877이었다. 이 방법외에 2차년도에서는
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내부표준물질로 squalane을 사용하여 옥타코사놀을 분석하였다.

Table 1. Conditions for analysis of octacosanol by GC

GC

Column

Oven temperature

Oven max temperature

Injection temperature

Detector temperature

Initial time

Final time

Final temperature

Rate

Split ratio

Injection volume

Hewlett Packard series II

Supelco SPB 1

200℃

300℃

250℃

300℃

5 min

25 min

300℃

6℃/min

150:1

0.4uL

4. 용매분획에 따른 옥타코사놀의 분리

용매분획에 따른 옥타코사놀을 분리하기 위해 10종의 용매로 22oC에서 분획하

였다. 용매분획을 위해 사용한 용매와 탈납물질의 비는 10:1(v/w)였으며, 분획

시간은 16시간 이었다. 사용한 용매는 aceton(AT), petane(PT), toluene(TO),

isopropyl alcohol (IPA), petroleum ether(PE), heptane(HT), diethyl

ether(DE), methylethyl ketone (MEK), ethyl acetate(EA)이었다.

5. Toluene에 의한 분획조건의 설정

탈납물질을 용매로 분획하였을 때, toluene 분획물에 octacosanol 함량이
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가장 높았으므로 toluene을 이용하여 온도에 따른 분획조건을 조사하였다. 옥타

코사놀을 분리하기 위해, toluene을 이용한 분획온도는 0, 10, 20, 30oC였으며,

분획을 위해 사용한 toluene과 탈납물질의 비는 10:1(v/w)이었다.

6. 검화후 추출용매에 따른 옥타코사놀(octacosanol)의 함량

탈납물질을 검화 후 추출하는 용매에 따른 옥타코사놀 함량을 조사하여 적정

추출용매를 설정하고자 하였다. 검화 후 사용한 추출용매는 TO, DE, EA, MEK,

HX, PT, HT 7종이었으며, 추출용매에 따른 옥타코사놀 함량을 조사하여 적정용

매를 선정하였다.

7. 옥타코사놀의 탈색과 재결정화

탈납부산물을 검화 후 헥산으로 추출하여 활성백토를 검화 전 시료에 대해

10, 20, 30, 40, 50과 60%를 첨가하여 30분 동안 끓이면서 탈색을 행하였다. 이

때 활성 백토의 첨가량에 따른 탈색도는 색차계(Minolta, Chroma meter CR-200)

로 측정하여 옥타코사놀 적정 활성 백토량을 설정하였다. 탈색시켜 분리한 옥타

코사놀 분획에 헥산 300 mL을 가하여 4oC에서 방치하여 재결정화 시킨 후 침전물

을 여과, 분리하여 재결정화 시킨 옥타코사놀을 얻었다. 이때 사용한 색차계의

표준값은 L:97.43, a:-0.23, b:1.49이었다.

제2절 오리자놀(γ-oryzanol)분야

1. 오리자놀 측정

시료내 오리자놀을 분석하기 위한 방법을 확립하였다. 즉 일정량의 시료를
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chloroform에 녹인 후 흡광도 318nm에서 흡광도를 측정하여 soap stock과 dark

oil에 존재하는 오리자놀 함량을 조사하였다. 이때 오리자놀의 흡광계수(E 1%,

1cm)는 358로하여 계산하였다.

γ-oryzanol(%) = a × 100 / b × c

a : absorbance

b : sample wt.(g)

c : absorbance coefficent, 358

2. Soap stock에서 dark oil의 제조

Soap stock으로부터 아래 언급한 hexane을 이용한 용매추출법과 원심분리

를 이용한 물리적 추출법, 즉 2가지 방법으로 얻어진 각각의 dark oil의 γ

-oryzanol 순도 및 회수율을 비교, 조사하였다.

① Soap stock 100g에 황산 20ml를 가하여 잘 섞은 뒤, hexane 100ml를 첨

가하여 얻어진 hexane층을 취해 hexane을 농축하여 제거한 후, dark oil

을 얻었다.

② Soap stock 100g에 황산 20ml를 가하여 잘 섞은 뒤, 25℃, 10,000rpm에

서 15분간 원심분리하여 분리된 상등액(dark oil)을 얻었다.

3. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 분리

가. 각 용매별 γ-oryzanol의 순도와 회수율 비교

Dark oil과 극성이 다른 7가지 용매(acetonitril, methanol, acetone,

chloroform, ether, hexane, pentane)를 각각 1:2(W/V)로 혼합해 4℃에서
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20hrs. 방치후, 4℃, 10,000rpm에서 10분간 원심분리시켜 얻어진 각각의 침

전물의 γ-oryzanol 함량과 회수율을 조사하였다.

나. Hexane을 이용한 crude γ-oryzanol의 회수시 용매 비율 결정

Dark oil과 hexane의 비율을 각각 1:1, 4, 8, 12, 16, 20, 24 (W/V)로

혼합하여 4℃에서 20hrs.방치후, 4℃, 10,000rpm에서 10분간 원심분리시켜

얻어진 각각의 침전물의 γ-oryzanol함량과 회수율을 조사하였다.

4. γ-oryzanol 결정의 제조

Hexane으로 부분 정제하여 얻어진 crude γ-oryzanol과 methanol을 각각

1:5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 (W/V)의 비율로 80℃에서 중탕하며 환류냉각을

시킨 후, 교반하며 방냉하였다. 재결정이 형성된 methanol 용액을 Whatman

No.1여지로 여과하여 여과박의 γ-oryzanol함량과 회수율을 조사하였다.

5. 증류장치와 초임계장치를 이용한 오리자놀의 분리

가. 재검화법에 의한 dark oil의 제조

97년 2월에서 3월동안 생산된 미강유 정제 부산물중 soap stock을 수거하

여 γ-oryzanol 분리, 농축의 첫번째 단계라 할 수 있는 dark oil 제조실험을

1차년도와 다른 방법인 재검화에 의한 dark oil을 제조하고자 하였으며, 방법은

그림 1에 나타내었다. Soap stock을 재검화한 이유는 공장에서 수거하는 soap

stock이 계절별 혹은 산가와 같은 시료의 특성에 따라 중성지질함량과 수분함량

이 달라져, 이에 따라 dark oil 제조시 황산의 첨가량과 물성이 달라지기 때문

에 표준화 할 필요가 있었으며, 또한 시료를 공급하는 (주)신양 현미유에서 검

토를 요청하였기 때문이었다.
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나. 증류장치를 이용한 오리자놀의 분리, 정제

1) 증류방법에 의해 dark oil로부터 pitch 제조

10% KOH를 사용하여 재검화를 하여 제조한 dark oil를 이용하여 그림 2에

나타낸 증류장치를 이용하여 180oC, 400 milli torr의 진공상태, 1%의 steam을

주입하여 얻은 pitch내 γ-oryzanol 함량을 분석하였다.

1 kg of soap stock

Heating on the hot plate at 80oC

Adding of 100 mL of 10% KOH solution

Stirring for 20 min.

Adding ca30 mL of H2SO4 until keep dark brown of color

Cooling at room temperature

Lower layer

Adding distilled water<dark oil : D.W = 3:2(W/V)>

Shaking for 3 min.

Centrifuging at 25oC and 12,800g for 15 min.

Upper layer Lower layer

Evaporating at 70oC for dryness

Dark oil

Fig. 1. Flow sheet of resaponification method for preparation of dark oil
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다. 초임계 장치를 이용한 오리자놀의 분리, 정제

1) 초임계 장치의 설치

초임계 추출장치의 설계는 자체적으로 설계, 제작한 것을 설치하여 dark

oil로부터 γ-oryzanol추출시험에 사용하였으며, 그 도면은 그림 3과 같다. 초

임계 추출장치를 설명하면 추출장치는 Auto Clave Engineers Inc(Erie,

Pennsylvania)의 system에 기초하여 제작한 것을 setting하여 장치를 보완하였

다. CO2 봄베에서 CO2를 check valve와 5um filter를 통과시켜 liquid

pump(Model No. M5110, Haskel Energy System Ltd., Sunderland, UK)로 공급하

도록 하였다. CO2 압력은 pressure relief valve를 이용하여 일정하게 유지하도

록 하였으며, 공급된 CO2는 일정온도를 유지하도록 가열장치와 냉각장치가 부착

된 추출조내로 들어가 원하는 온도에서 추출하도록 하였다. 압력과 온도는 압력

게이지와 자동온도조절장치로 조절하도록 하였으며, 추출 후 CO2는 팽창밸브를

통해 분리조로 흐르도록 하였다. CO2 flow rate는 roatameter로 조절하였으며,

총 CO2양은 대기중으로 CO2가 방출되기전 totalizer로 측정하였다.

2) 초임계 이산화탄소 추출법을 이용한 γ-oryzanol의 농축

가) 초임계 이산화탄소를 이용한 pitch의 제조

초임계 장치를 이용하여 dark oil 461g을 40℃, 5000psi에서 지방산을 제

거하여 pitch를 만들어 γ-oryzanol을 분리, 정제하였다.

나) 초임계 pitch로 부터 γ-oryzanol의 분리, 정제

초임계 장치를 이용하여 dark oil로 부터 pitch를 제조한 후, 1차년도의
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방법대로 γ-oryzanol을 분리, 정제하였다.

3) 정제단계별 오리자놀 조성

각 정제 단계별 즉 초임계 pitch, crude γ-oryzanol, 최종분리한 γ

-oryzanol의 조성을 보기 위해 정제 단계별로 얻어진 시료를 chloroform에

0.1% 농도로 녹여 TLC plate에 spotting하였다. 이 TLC plate를 benzene :

ethyl acetate(9:1, v/v)의 전개용매가 들어 있는 chamber내에서 전개시켜

iodine vapor로 γ-oryzanol fraction을 확인한 후 이를 긁어 모아 클로로포름

으로 추출한 후 HPLC 분석하여 조성의 차이를 보았다. 사용한 HPLC용매는 2가지

용매로 용매 1은 아세토나이트릴 : 메타놀 : 아이소프로파놀 : 물(45:45:5:5,

V/V/V/V)을, 용매 2는 아세토나이트릴 : 메타놀 : 아이소프로파놀 (50:45:5,

V/V/V)이었으며, gradient 조건은 0 - 6분까지는 용매 1을 1.5 mL/min로, 6 -

10분까지는 용매 1을 용매 2로 1.5 mL/min 속도로 순차적으로 바꾸었으며, 10 -

30분까지는 용매 2를 1.5 mL/min 속도로, 30 - 40분까지는 용매 2를 용매 1로

순차적으로 1.5 mL/min 속도로 바꾸면서 HPLC(JASCO Model)로 분석하였다. 이때

UV 검출기(JASCO Model)를 사용하여 325nm 에서 측정하였으며 사용한 칼럼은

SYMMETRY○RC18(3.9×15mm, Waters Co.Ltd.)였다.

4) 초임계 추출법으로 제거한 지방산에 존재하는 오리자놀의 특성

초임계 장치를 이용하여 분리된 지방산 분획 1(1+2), 2(3+4), 3(5+6),

4(7+8) 및 5(9)를 silica gel(25g, 70∼230 mesh, column chromatography용,

Merk사)로 column에 충진시킨후, n-hexane 200㎖, n-hexane : ether (8 : 2)

150㎖, n-hexane : ether (5 : 5) 150㎖, ether 150㎖을 순차적으로 용출분획

하여 TLC로 γ-oryzanol spot을 확인하였다. n-hexane, n-hexane : ether (8 :

2) 분획에서는 γ-oryzanol spot이 나타나지 않았고, n-hexane : ether (5 :
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5), ether 분획에서는 γ-oryzanol spot을 찾을수 있었다. 따라서, n-hexane :

ether (5 : 5), ether 분획을 합하여 HPLC로 분석하여 제거된 지방산에 존재하

는 오리자놀의 조성을 조사하였다.
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제 3 장 결과 및 고찰

제 1 절 옥타코사놀(octacosanol)분야

1.용매분획에 따른 옥타코사놀의 분리

용매분획에 따른 옥타코사놀을 분리하기 위해 10종의 용매로 22oC에서 분획하

였다. 용매분획을 위해 사용한 용매와 탈납물질의 비는 10:1(v/w)였으며, 분획

시간은 16시간 이었다. 사용한 용매는 aceton(AT), petane(PT), toluene(TO),

isopropyl alcohol (IPA), petroleum ether(PE), heptane(HT), diethyl

ether(DE), methylethyl ketone (MEK), ethyl acetate(EA)이었다. 용매분획에

따른 분획물의 수율과 옥타코사놀 함량은 표 2와 같다. 옥타코사놀 함량은

toluene, heptane, aceton과 isopropyl alcohol로 분획한 분획물에 많이 농축되

었으나, toluene 분획물에 octacosanol 함량이 7.01%로 가장 높았다. 따라서 용

매분획을 위한 적정 용매는 toluene이었다.

2. Toluene에 의한 분획조건의 설정

탈납물질을 용매로 분획하였을 때, toluene 분획물에 octacosanol 함량이

7.68%로 가장 높았으므로 toluene을 이용하여 온도에 따른 분획조건을 조사하였

다. 옥타코사놀을 분리하기 위해, toluene을 이용한 분획온도는 0, 10, 20,

30oC였으며, 분획을 위해 사용한 toluene과 탈납물질의 비는 10:1(v/w)이었고,

분획시간은 16시간 이었다. 분획온도에 따른 분획물의 수율과 옥타코사놀 함량

은 표 3에 나타내었다.
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Table 2. Octacosanol contents of fractions by solvent fractionation from

dewaxing materials

Solvents Octacosanol contents(%) Fraction yield(%)

Dewaxing material

Acetone

Pentane

Toulene

Isopropyl alcohol

Pet. ether

Heptane

Diethyl ether

Methylethylketone

Ethyl acetate

Hexane

2.30

5.85

5.10

7.01

5.13

4..65

6.25

4.75

2.60

2.75

3.90

—

73.2

67.3

34.5

74.0

57.3

32.3

62.7

74.3

73.6

92.7

Table 3. Octacosanol contents of fractions by toluene fractionation from

dewaxing materials

Temperature Octacosanol contents(%) Fraction yield(%)

0

10

20

30

5.90

8.10

7.01

0.98

46.5

36.4

14.3

16.8

Toluene을 이용하여 0oC에서 30oC까지 온도별로 분획하였을 때 분획수율은 온

도가 증가함에 따라 분획물의 수율은 감소하였으며, 옥타코사놀 함량도 온도가

낮을수록 감소하는 경향을 보였으나, 10oC에서 옥타코사놀 함량이 8.10%로 가장

높았다.
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3. 검화후 추출용매에 따른 옥타코사놀(octacosanol)의 함량

탈납물질을 검화 후 추출하는 용매에 따른 옥타코사놀 함량을 조사하여 적정

추출용매를 설정하고자 하였다. 검화 후 사용한 추출용매는 TO, DE, EA, MEK,

HX, PT, HT 7종이었으며, 추출용매에 따른 옥타코사놀 함량은 표 4에 나타내었

다.

Table 4. Octacosanol contents of extracts in the extracting

solvents after saponification

Solvent Octacosanol contents(%)

Pentane

Toluene

Heptane

Diethyl ether

Methylethylketone

Ethyl acetate

Hexane

1.02

8.15

1.82

2.75

2.00

1.25

3.90

추출용매중 TO로 추출하였을 때 옥타코사놀 함량이 8.15%로 가장 높아 검화후

적정 추출용매는 TO로 나타났으며, 검화후 불검화물을 추출하는 데 사용하는 DE

보다 약 3.0배 옥타코사놀 함량이 높았다. 결론적으로 탈납물질을 TO에 용해한

후 10oC에서 방치하여 생성되는 침전물을 취하여 검화후 toluene으로 추출하는

것이 옥타코사놀 함량을 가장 높일 수 있었다.

4. 옥타코사놀의 탈색과 재결정화
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탈납부산물을 검화 후 헥산으로 추출하여 활성백토를 검화 전 시료에 대해

10, 20, 30, 40, 50과 60%를 첨가하여 30분 동안 끓이면서 탈색을 행하였다. 이

때 활성 백토의 첨가량에 따른 탈색도는 색차계(Minolta, Chroma water CR-200)

로 측정하여 옥타코사놀 적정 활성 백토량을 설정하였다. 탈색시켜 분리한 옥타

코사놀 분획에 헥산 300 mL을 가하여 4oC에서 방치하여 재결정화 시킨 후 침전물

을 여과, 분리하여 재결정화 시킨 옥타코사놀을 얻었다. 활성백토의 첨가량에

따라 처리한 추출물의 옥타코사놀함량과 탈색도는 표 5에 타나내었다.

Table 5. Octacosanol yield, contents and color properties of hexane

extracts obtained by the addition of Fuller's earth

The ammount of
Fuller's earth(g)

Yield(g)
octacosanol
content(%)

color properties

L a b

20 0.57 14.9 82.30 3.38 14.30

30 0.95 15.1 91.00 0.39 10.79

40 1.14 16.4 92.25 0.41 11.71

50 1.42 17.9 93.87 -0.24 10.77

60 1.21 17.4 91.49 0.62 11.54

활성백토의 첨가량이 증가함에 따라 명도(L)가 높아 백색에 가까운 분말을 얻

을 수 있었으며 활성백토를 50% 첨가하였을 때 백색도가 가장 높았다. 또한 옥

타코사놀 함량도 활성백토 50% 첨가시 17.9%로 가장 높아 활성백토의 적정 첨가

량은 원시료에 대해 5배 이었다.

5. 옥타코사놀의 분리, 정제 공정도

1차년도와 2차년도의 연구결과와 실용화를 위해 미강유 생산 공장 실무자와

협의를 통해 선정한 공정도는 그림 4와 같다.
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Crude wax 100g

300mL hexane

Stirring at room temperature for 16hr

Filtration

Insoluble matter(65g) Soluble matter(35g)

NaOH 65g + EtOH 1.95L

Saponification for 40 min.

Addition of 1.95L of hexane

Reflux heating for 30 min

< Saturated NaCl solution

Separation

Soluble matter Insoluble matter

< Washing with hot water

Addition of active clay(300g)

Reflux heating for 30 min

Filtration

Soluble matter Insoluble matter

< Addition of 1.95 L of hexane

Cryatalization and desolvent

Fig. 4. Flow sheet of purification and isolation of octacosanol in dewaxing

materials from rice bran oil processing
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제조 공정도를 설명하면 현재 공장에서 추출용매로 사용하는 헥산을 이용하도록

하여 실용화를 용이하도록 하였다. 검화를 하기전 탈납물질을 헥산에 용해되는

물질과 불용성 물질로 분리하여 불용성 물질을 옥타코사놀 분리를 위한 검화 시

료로 사용한다. 불용성 물질과 동량의 가성소다를 첨가하여 40분동안 검화를 한

후 헥산으로 불검화물을 추출한다. 추출한 불검화물에 활성백토를 첨가하여 탈

색시킨 후 뜨거운 헥산에 용해된 조옥타코사놀을 4oC에서 재결정화 시켜 분리하

면 순도 약 17.9%의 옥타코사놀을 얻을 수 있다.

제 2 절. 오리자놀(γ-oryzanol)분야

1. Soap stock에서 dark oil의 제조

황산을 가한 soap stock으로부터 hexane을 이용한 용매추출법과 원심분리

를 이용한 물리적 추출법으로 얻어진 각각의 dark oil의 γ-oryzanol 순도

및 회수율 비교, 조사하였다. 즉 soap stock 100g에 황산 20ml를 가하여 잘

섞은 뒤, hexane 100ml를 첨가하여 얻어진 hexane층을 취해 hexane을 농축하

여 제거한 후, dark oil 얻는 방법을 용매추출법으로 하였으며, soap stock

100g에 황산 20ml를 가하여 잘 섞은 뒤, 25℃, 10,000rpm에서 15분간 원심분

리하여 분리된 상등액(dark oil)을 얻는 방법을 원심분리법으로 명명하였다.

용매추출법과 원심분리법으로 얻어진 dark oil의 특성을 표 6에 나타내었는

데, 회수된 dark oil에 오리자놀 함량의 차이이 거의 없었다. 그러나 hexane을

이용하는 방법은 농축과정과 용매의 회수 등 복잡하여 문제가 있을 것으로 생각

하여 원심분리법으로 dark oil을 추출하는 방법을 사용하였다.

한편 soap stock에서 dark oil을 만들 때 온도의 변화에 의한 dark oil내에 존

재하는 오리자놀 함량을 조사한 결과는 표 7에 나타내었다. Soap stock 250g에

서 dark oil을 만들 경우 소비되는 황산양은 온도에 따라 다르며, 온도가 높을

- 35 -



수록 황산 첨가량이 적었으며, 70oC에서 제조한 dark oil이 오리자놀 회수율이

49%로 높았다.

Table 6. The comparision of concentration and recovery yield of γ

-oryzanol in the dark oils by different separating methods

γ-oryzanol

water
Wt.(g) concentration(%) concentration(%) wt.(g) recovery(%)

Soap stock 100 58.24 5.88 5.88 100
D.oil A 39.06 0.24 12.57 4.90 83.33

B 37.84 4.70 12.87 4.87 82.82

(A:dark oil by hexane-extracting from soap stock, B:dark oil by

centrifugal method from soap stock)

또한 soap stock으로부터 dark oil회수율 및 γ-oryzanol회수율은 70oC에서 정

점을 이루어 황산을 첨가하기전 soap stock을 70oC로 유지하면 황산절약효과 및

오리자놀 회수 증대효과를 이룰 수 있었다.

Table 7. The comparisions of concentration and recovery yield of γ

-oryzanol in the dark oils from soap stock at different temperatures

γ-oryzanol

H2SO4 final
temp.(℃) Wt.(g) consum- temp.(℃) conc.(%) wt.(g) recovery(%)

ption(ml)

Soap stock — 250 — — 6.03 15.08 100
D.oil 30 42.7 38.5 55.0 12.07 5.15 34.15

50 30.9 26.0 61.5 11.20 3.46 22.94
70 62.8 22.0 70.0 11.88 7.46 49.47
75 61.3 20.0 75.0 11.96 7.33 48.61
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2. Dark oil로부터 용매 분획법에 의한 crude γ-oryzanol의 분리

가. 각 용매별 γ-oryzanol의 순도와 회수율 비교

Dark oil과 극성이 다른 7가지 용매(acetonitril, methanol, acetone,

chloroform, ether, hexane, pentane)를 각각 1:2(W/V)로 혼합해 4℃에서

20hrs. 방치후, 4℃, 10,000rpm에서 10분간 원심분리시켜 얻어진 각각의 침

전물의 γ-oryzanol 함량과 회수율을 조사한 결과는 그림 5에 나타내었다.

Chloroform을 사용하였을 경우 침전물이 형성하지 않았으며, hexane과

pentane으로 분획하였을 때 오리자놀의 농도가 35%와 30%로 높았으며,

pentane의 경우 hexane보다 가격이 비싸고 공업적으로 널리 사용되지 않은

용매이므로 hexane을 선정하였다.

나. Hexane을 이용한 crude γ-oryzanol의 회수시 용매 비율 결정

Dark oil과 hexane의 비율을 각각 1:1, 4, 8, 12, 16, 20, 24 (W/V)로

혼합하여 4℃에서 20hrs.방치후, 4℃, 10,000rpm에서 10분간 원심분리시켜

얻어진 각각의 침전물의 γ-oryzanol함량과 회수율을 조사한 결과는 그림 6

에 나타내었다. Hexane을 이용하여 얻어진 crude γ-oryzanol을 같은 조건

hexane을 이용하여 2번째 부분정제한 결과는 그림 7에 나타내었다. 그림 6에

서 dark oil에 대해 hexane의 비율이 높아질수록 오리자놀 순도는 증가하였

으나, 비율이 1:12이후에는 순도의 증가율이 현저히 둔화되었고, 그 회수율

은 비율 1:1을 최고점으로하여 점차 낮아져 dark oil에서 오리자놀을 분리,

정제하기위한 1차과정은 오리자놀을 가장 많이 회수할 수 있는 비율인 1:1을

선택하였다. 그림 7에서 헥산을 이용한 2차 정제시 오리자놀 회수율은 1:1과

1:16에서 최고치를 나타내었으나, 순도는 1:20에서 최고를 나타내었다. 따라

서 2차 정제시 1:16과 1:20의 비율에서 회수율이 유사한 점을 고려하여 순도

가 높게 나타난 1:20의 비율로 선정하여 정제하였다.
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3. γ-oryzanol 결정의 제조

Hexane으로 부분 정제하여 얻어진 crude γ-oryzanol과 methanol을 각각

1:5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 (W/V)의 비율로 80℃에서 중탕하며 환류냉각을

시킨 후, 교반하며 방냉하였다. 재결정이 형성된 methanol 용액을 Whatman

No.1여지로 여과하여 여과박의 γ-oryzanol함량과 회수율을 조사한 결과는

그림 8에 나타내었다.

위의 결과를 요약하여 각 단계별 오리자놀 함량과 공정도를 그리면 그

림 9와 표 8과 같다.

γ-oryzanol은 여러 의약품과 화장품의 원료로 이용되며, 항산화의 특

성을 가지고 있다. 본 연구는 미강유 생산시, 탈산공정에서 얻어지는 부

산물인 soap stock에서 용매분획법으로 γ-oryzanol을 분리, 정제하였다.

Soap stock으로부터 γ-oryzanol의 회수율이 높은 dark oil의 추출을 위

해, hexane을 이용한 dark oil과 원심분리를 이용한 dark oil의 γ

-oryzanol 함량의 차이가 없어, 공정이 간편한 원심분리법을 dark oil 제

조 공정으로 채택하였다. Dark oil에서 γ-oryzanol을 분리하기위해 γ

-oryzanol의 순도와 회수율을 높이기위해 극성이 다른 용매를 비교하여,

hexane을 정제 용매로 결정하였다. 1차 crude γ-oryzanol 회수를 위해

hexane을 첨가 비율별로 실험한 결과, dark oil : hexane = 1 : 1 (W/V)

에서 회수율이 32.4%로 가장 높았고, 순도는 31.6%였다. 2차 정제에서는

crude γ-oryzanol : hexane = 1 : 20 (W/V) 비율에서 γ-oryzanol 순도

75.6%, 회수율 26.2%의 부분 정제된 γ-oryzanol을 얻을 수 있었다. 부분

정제된 γ-oryzanol의 순도를 높이고, γ-oryzanol을 결정화하기 위한

methanol의 비율을 조사한 결과, 부분 정제된 γ-oryzanol : MeOH = 1 :

30 (W/V) 비율에서 최종 순도 91.5%인 γ-oryzanol을 dark oil로부터

24%까지 회수할 수 있었다.
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soap stock + surfuric acid

25℃, 10,000rpm, 15min
centrifuge

1) dark oil(upper layer)

dark oil : hexane (1:1, W/V)
4℃, 20hrs. standing

4℃, 10,000rpm, 10min
centrifuge

2) crude γ-oryzanol (precipitate)

crude γ-oryzanol : hexane (1:20, W/V)
4℃, 20hrs. standing

4℃, 10,000rpm, 10min
centrifuge

3) partial purified γ-oryzanol (precipitate)

partial purified γ-oryzanol : methanol (1:30, W/V)
80℃, 10min refluxing

stirring, cooling and filtering

γ-oryzanol(91.5%)

Fig. 9. The flow sheet for isolation of γ-oryzanol by solvent

fractionation
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Table 8. The change of concentration and recovery yield of γ-oryzanol

in the products from isolation process

γ-oryzanol

wt. from
conc.(%) recovery(%) dark oil(g)

1) dark oil 13.46 100 13.46

2) crude γ-oryzanol 31.67 32.40 4.23

3) partial purified

2nd cru. γ-oryzanol 75.60 26.26 3.44

4) final γ-oryzanol 91.54 24.00 3.14

4. 재검화법에 의한 오리자놀(γ-oryzanol)의 분리, 정제

가. Soap stock의 전처리

1) 재검화법에의한 dark oil의 제조

97년 2월에서 3월동안 생산된 미강유 정제 부산물중 soap stock을 수거하

여 γ-oryzanol 분리, 농축의 첫번째 단계라 할 수 있는 dark oil 제조실험을

1차년도와 다른 방법인 재검화에 의한 dark oil을 제조하고자 하였으며, 방법은

그림 10에 나타내었다. 재검화방법에서는 10%의 KOH 용액을 사용하여 dark oil

을 제조하였을 때 존재하는 오리자놀 함량은 표 9에 나타내었다. 1차년도에 수

행한 방법인 황산을 직접 soap stock에 첨가하여 제조한 dark oil에는 오리자놀

함량이 약 13% 존재하였으며, 10% KOH 용액을 사용하여 재검화한 경우 1차년도

의 방법으로 제조한 dark oil의 오리자놀 함량과 유사하였다. 한편 soap stock

생산 과정중 현장에서는 미강유 원료특성에 따라 인지질함량 및 지방산함량이
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크게 차이가 있는 것으로 조사되어, 탈검과정중 인지질이 일부 제거되지 않을

경우 dark oil 제조시 황산의 첨가량이 달라지므로 저농도인 10% KOH용액으로

재검화를 행한 후 황산을 첨가하여 dark oil을 제조하는 것이 분리와 산업화에

용이한 것으로 판단되어 저농도인 10% KOH용액으로 재검화한 후 dark oil을 제

조하여 분리, 정제 단계별 시료로 사용하였다.

1 kg of soap stock

Heating on the hot plate at 80oC

Adding of 100 mL of 10% KOH solution

Stirring for 20 min.

Adding ca30 mL of H2SO4 until keep dark brown of color

Cooling at room temperature

Lower layer

Adding distilled water<dark oil : D.W = 3:2(W/V)>

Shaking for 3 min.

Centrifuging at 25oC and 8500rpm for 15 min.

Upper layer Lower layer

Evaporating at 70oC for dryness

Dark oil

Fig. 10. Flow sheet of resaponification method for preparation of dark oil
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Table 9. γ-Oryzanol contents of dark oil prepared by resaponification

methods

Pretreatment methods γ-oryzanol content(%)

Dark oil by direct additon of H2SO4 12.5

Dark oil by resaponification method* 11.5

* saponification by 10% KOH solution

2) 증류법에 의한 dark oil로부터 pitch 제조

10% KOH를 사용하여 재검화를 하여 제조한 dark oil를 이용하여 그림 11에

나타낸 증류장치를 이용하여 180oC, 400 milli torr의 진공상태, 1%의 steam을

주입하여 얻은 pitch내 γ-oryzanol 함량은 표 10과 같다. Dark oil을 증류법에

처리하여 pitch를 제조하였을 때 dark oil보다 약 1.6배의 오리자놀 농축물을

얻을 수 있었다.

오리자놀이 농축되어 있는 위에서 얻은 pitch를 1차년도에 설정한 방법인 용

매분별법으로 정제 및 분획과정으로 γ-oryzanol을 분리한 결과 표 10에 나타낸

것 처럼 73.17%의 순도를 함유한 γ-oryzanol을 얻을 수 있었다. 그러나 1차년

도에서 soap stock에 황산을 직접 첨가하여 용매로 분획하는 방법보다는 순도가

약 20% 낮아 증류방법은 오리자놀을 분리하기 위한 적절한 방법이 아닌 것으로

생각되었다. 이러한 원인은 미강유 제조공정에서 과거 약 10년전에는 chemical

refining방법을 사용하였으나 최근에는 physical refining으로 공정을 변화시켰

기 때문으로 판단되어 (주)신양현미유 담당자와 협의한 결과 공정 변화에 따른

증류특성이 차이에서 오는 것으로 의견일치를 보았다.
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Table 10. γ-Oryzanol contents of pitch prepared by steam distillation

method

Samples Yield(g) γ-oryzanol content(%)

Dark oil 433.3g 11.62

Distilled fatty acids 127.0g 0.19

Pitch 325.0g 19.00

Isolated γ-oryzanol after DM* 73.17

* DM : steam distillation method

5. 초임계 이산화탄소 추출법을 이용하여 γ-oryzanol의 농축

가. 초임계 이산화탄소를 이용하여 pitch의 제조

초임계 장치를 이용하여 dark oil 461g을 40℃, 5000psi에서 지방산을 제

거하여 pitch를 만든결과, pitch는 87.6g으로 농축되고, γ-oryzanol의 함량은

37.2%로 농축되는 효과를 볼 수 있었다. 이것은 초임계 추출법이 증류법에 의해

제조한 pitch보다 약 2배의 오리자놀이 농축되어 있어 초임계 추출법으로 pitch

를 제조하는 것이 증류법보다 효과적임을 알 수 있었다. 한편 초임계 이산화탄

소의 소비량에 따라 분리한 분획물의 중량 변화는 그림 11과 같았으며 추출된

지방산 분획의 γ-oryzanol 함량은 표 11에 나타내었다.

본 실험에서 사용한 초임계 조건인 5000psi와 40oC에서 이산화 탄소로 dark

oil을 처리하였을 때 dark oil에 있는 유리지방산이 쉽게 제거되며, 이것은 초

임계 이산화탄소에 오리자놀의 용해성이 낮다는 결과를 보여 주는 것이다.
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Table 11. γ-Oryzanol contents of fatty acid fractions from dark oil using
supercritical carbon dioxide at 40℃ under 5000psi

Fractions
Consumed CO2

(L)
Fatty acid

(g)
Oryzanol contents

(%)
Fr. 1 1500 49.6 1.67

Fr. 2 1500 50.8 1.83

Fr. 3 1500 45.3 2.11

Fr. 4 1500 40.0 2.42

Fr. 5 2000 38.2 2.76

Fr. 6 3000 41.0 3.26

Fr. 7 5000 46.2 4.46

Fr. 8 7000 36.1 6.76

Fr. 9 9000 26.6 11.52

pitch - - 37.17

total 32000 373.8

나. 초임계 pitch로 부터 γ-oryzanol의 분리, 정제

초임계 장치를 이용하여 dark oil로 부터 pitch를 제조한 후, 1차년도의 방

법대로 γ-oryzanol을 분리, 정제하였을 때 순도 90.17%의 오리자놀을 최종적으

로 얻을 수 있었으며, 이때 각 정제 단계별 γ-oryzanol의 함량과 회수율은 표

12에 나타내었다.

Table 12. Content and yield of γ-oryzanol obtained in saponification
steps from pitch treated by supercritical carbon dioxide extraction

γ-oryzanol(%) γ-oryzanol(g) recovery rate(%)

SCDE pitch 37.17 19.72 100

crude oryzanol 79.84 5.37 27.23

γ-oryzanol 90.17 2.47 12.53

* supercritical carbon dioxide extraction
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또한 각 정제 단계별 즉 초임계 pitch, crude γ-oryzanol, 최종분리한 γ-γ

-oryzanol의 구성 조성을 보기 위해 정제 단계별로 얻어진 시료를 chloroform

에 0.1%되도록 녹여 TLC plate에 spotting하였다. 이 TLC plate를 benzene :

ethyl acetate(9:1, v/v)의 전개용매가 들어 있는 chamber내에서 전개시켜

iodine vapor로 γ-oryzanol fraction을 확인한 후 이를 긁어 모아 클로로포름

으로 추출한 후 HPLC 분석하여 조성의 차이를 분석한 chromatogram에서 추정한

조성은 표 13와 같다.

초임계 pitch에서는 주요 성분이 24-methylene cycloartenyl ferulate와 β

-sitosteryl ferulate였으나 최종적으로 용매분별법으로 분리, 정제하였을 때는

주요성분이 cycloartenyl ferulate와 24-methylene cycloartenyl ferulate였다.

따라서 정제과정중 β-sitosteryl ferulate와 campesteryl ferulate가 손실되는

것으로 나타났으며, 구성비는 24-methylene cycloartenyl ferulate >

cycloartenyl ferulate > campesteryl ferulate, β-sitosteryl ferulate순 이

었다.

Table 13. Changes or γ-oryzanol compositions of pitch obtained by

supercritical carbon dioxide extraction at purification steps

unit : Area%(relative %)

cycloartenyl
ferulate

24-methylene
cycloartenyl
ferulate

campesteryl
ferulate

β-sitosteryl
ferulate

SCCD pitch 9.22(14.36) 19.53(30.41) 16.01(24.93) 19.46(30.30)

Crude oryzanol 19.64(30.69) 30.69(47.96) 7.59(11.86) 6.07(9.49)

γ-oryzanol 27.74(34.01) 38.98(47.79) 7.58(9.29) 7.27(8.91)
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다. 초임계 추출법으로 제거한 지방산에 존재하는 오리자놀의 특성

초임계 장치를 이용하여 그림 11에 나타낸 분리된 지방산 분획 1(1+2),

2(3+4), 3(5+6), 4(7+8) 및 5(9)를 silica gel(25g, 70∼230 mesh, column

chromatography용, Merk사)로 column에 충진시킨후, n-hexane 200㎖, n-hexane

: ether (8 : 2) 150㎖, n-hexane : ether (5 : 5) 150㎖, ether 150㎖을 순차

적으로 용출분획하여 TLC로 γ-oryzanol spot을 확인하였다. n-hexane,

n-hexane : ether (8 : 2) 분획에서는 γ-oryzanol spot이 나타나지 않았고,

n-hexane : ether (5 : 5), ether 분획에서는 γ-oryzanol spot을 찾을수 있었

다. 따라서, n-hexane : ether (5 : 5), ether 분획을 합하여 HPLC로 분석하여

제거된 지방산에 존재하는 오리자놀의 조성을 조사한 결과를 표 14에 나타내었

다.

유리지방산과 같이 제거되는 오리자놀의 조성을 보면 24-methylene

cycloartenyl ferulate, cycloartenyl ferulate, campesteryl ferulate, β

-sitosteryl ferulate중 초기에는 24-methylene cycloartenyl ferulate와 β

-sitosteryl ferulate가 많이 제거되었으나, 추출 마지막 단계에서는

24-methylene cycloartenyl ferulate가 많이 제거되는 경향을 보였다.

Table 14. Compositions of γ-oryzanol in fatty acid removed by
supercritical carbon dioxide extraction

unit : Area%(relative %)

fraction
cycloartenyl
ferulate

24-methylene
cycloartenyl
ferulate

campesteryl
ferulate

β-sitosteryl
ferulate

Fr. 1 15.0(20.9) 19.8(27.7) 15.3(21.4) 21.5(30.0)

Fr. 2 13.4(18.7) 19.1(26.7) 15.4(21.5) 23.6(33.0)

Fr. 3 14.7(20.0) 20.0(27.2) 15.9(21.6) 22.9(31.2)

Fr. 4 19.3(23.4) 23.0(27.9) 18.0(21.8) 22.2(26.9)

Fr. 5 18.0(24.2) 22.1(29.7) 17.8(24.0) 16.4(22.1)
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6. 재검화법에 의해 dark oil 제조후 용매분별법에 의한 오리자놀의 분리

1차년도 연구결과를 근거로 하여 soap stock을 재검화하여 용매분별을 행

하였을 때 얻어지는 오리자놀의 함량과 회수율은 표 15에 나타내었다. Dark oil

에는 11.3%의 오리자놀이 존재하나 최종적으로 분리한 오리자놀의 순도는 95.7%

로 고순도의 오리자놀을 얻을 수 있었다.

Table 15. Content and yield of γ-oryzanol obtained from isolation steps

γ-oryzanol(%) γ-oryzanol(g) recovery rate(%)

Dark oil 11.30 16.95 100

Crude oryzanol 35.71 7.42 43.8

2nd purified oryzanol 89.44 4.90 28.9

γ-oryzanol 95.77 4.10 24.2

이러한 용매분별과정중 오리자놀 조성변화를 보기 위해 각 정제 단계별 시료

인 dark oil, crude oil, 2nd purified γ-oryzanol, 최종분리한 γ-oryzanol의

조성을 HPLC로 분석한 결과는 표 16에 나타내었다. 오리자놀 조성은 dark oil에

는 24-methylene cycloartenyl ferulate와 cycloartenyl ferulate이 주요 성분

이었으나, 최종적으로 분리한 오리자놀에는 cycloartenyl ferulate와

24-methylene cycloartenyl ferulate가 주요성분으로 나타났으며, β

-sitosteryl ferulate가 감소하는 경향을 나타내었다.

Soap stock으로부터 dark oil을 제조하여 증류나 초임계 추출장치 또는 용

매분별법을 이용하여 분리한 오리자놀 조성을 변화를 살펴보아 분리방법에 따른

조성차이를 본 것으로 초임계 추출법은 1차 농축과정이라 할 수 있다. 이러한 1

차농축과정을 거친후 2차농축 과정인 용매 침전법 및 결정화단계, 재결정 단계

에서 얻어지는 분획의 γ-oryzanol 조성변화를 비교한 결과 재검화를 하여 dark
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Table 16. Changes of γ-oryzanol compositions at purification step of γ

-oryzanol from dark oil by solvent fractionation

unit : Area%(relative %)

cycloartenyl
ferulate

24-methylene
cycloartenyl
ferulate

campesteryl
ferulate

β-sitosteryl
ferulate

Dark oil 19.59(27.15) 26.18(36.29) 14.37(19.92) 12.01(16.65)

Crude oryzanol 21.89(29.83) 27.95(38.09) 13.88(18.92) 9.66(13.16)

2nd purified oryzanol 19.36(29.16) 28.74(43.28) 11.08(16.69) 7.22(10.87)

γ-oryzanol 22.60(31.65) 30.57(42.82) 11.13(15.59) 7.10(9.94)

oil을 제조하여 정제 분리 하였을 때 오리자놀 조성은 dark oil에는

24-methylene cycloartenyl ferulate와 cycloartenyl ferulate이 주요 성분이었

으나, 용매분별후에는 cycloartenyl ferulate와 24-methylene cycloartenyl

ferulate 가 주요성분으로 나타났다. 이것은 초임계 추출법에서 분리한 오리자놀

조성과 유사하나 campesteryl ferulate가 용매분별에는 더 많은 경향을 보였다.

그러나 초임계 pitch나 재검화 후 용매분별법으로 분리하는 2가지 방법을 사용

하여 분리한 오리자놀 조성의 변화는 크지 않음을 알 수 있었으며, 최종적으로

95% 이상의 순도를 가진 오리자놀을 분리할 수 있었다.
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