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초임계유체 추출을 이용한 포도씨 tocotrienol 추출조건 최적화
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Abstract In this study, supercritical carbon dioxide extraction (SFE) was utilized for the extraction of tocotrienol from
grape seeds. The optimal conditions for vitamin E and tocotrienol extraction were determined via response surface methodology
(RSM). Central composite design was utilized to assess the effects of oven temperature (30-50oC, X1), operating pressure
(17-25 MPa, X2), and extraction time (1-5 hr, X3) of supercritical fluid extraction. Vitamin E and tocotrienol contents were
8.65 mg/100 g and 7.88 mg/100 g at 40oC, 20 MPa and 5 hr, respectively. The predicted extraction condition was validated
via actual experimentation. The predicted extraction conditions were 40oC, 3.8 hr, and 20.7 MPa. The vitamin E and
tocotrienol contents under these conditions were 8.20 mg/100 g and 7.42 mg/100 g, respectively. The vitamin E and
tocotrienol contents of solvent extraction with hexane were 8.18 mg/100 g and 7.24 mg/100 g, respectively.
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서 론

포도(grape, Vitis vinifera L.)는 세계 과일 생산량의 약 30%를

차지하며, 국내 생산량은 연간 40만 톤에 이르고 있다. 포도는 포

도주 생산에 가장 많이 이용되고 있지만 국내에서는 주로 생과

로 이용되고 있어 부가가치를 높이기 위한 가공제품의 개발이 필

요하다. 포도씨는 포도 가공공정에서 과육으로부터 분리되며 포

도 중량의 3-5%를 차지한다(1,2). 포도씨에는 polyhydroxy flavan

3-ol unit의 폴리페놀 화합물이 함유되어있어 혈관계 질환의 예방,

자유라디칼 소거 및 과산화 이온 형성의 저하에 관여하여 항산

화작용, 항암작용 및 항균작용 등 여러 가지 생리활성을 갖는 것

으로 알려져 있다(3-5). 특히 포도씨에 많이 함유되어 있는 tocot-

rienol은 암세포의 확산을 방지하거나 사멸시키는 작용을 하며, 산

화로 인하여 일어나는 자유라디칼과 과산화지방의 생성으로 세

포막과 세포 내 생체막의 생리활성 상실, 세포기능의 약화 및 괴

사 등을 억제하여 노화를 저지시키는 항산화 작용을 하는 것으

로 알려져 있다(6,7).

포도씨로부터 생리활성 성분을 추출하기 위해서 용매추출법이

나 열수추출법(8,9) 등이 연구되고 있으나 추출효율이 낮거나 추

출물의 안정성, 운영비용 등에서 개선되어야 할 점들이 지적되고

있으며, 이러한 문제점들의 극복을 위해 사용하는 방법이 초임계

유체 추출법이다(10-12). 포도씨에 대한 연구는 주로 포도씨 기름

에 대하여 이루어 졌으며, 그중 vitamin E인 α-tocopherol에 대한

연구가 주를 이루고 있다. 최근 국내에서 포도즙 및 와인 제조산

업이 활성화됨에 따라 부산물로 대량 얻어지는 포도씨의 효율적

인 이용방안이 요구되고 있으며, 용매추출 및 화학적 정제법에

의하여 고품질의 포도씨유를 제조하고, 그 기능성을 알아보는 연

구가 진행되고 있다(3). 또한 마이크로웨이브 추출 및 초임계 이

산화탄소를 이용하여 resveratrol을 다량 함유한 포도씨유를 제조

하는 연구(11,13)등이 보고되고 있으나 포도씨로부터 tocotrienol

추출에 초임계유체 추출을 이용한 연구는 찾아보기 어려운 실정이다.

따라서 본 연구에서는 포도주나 포도즙 생산 시 부산물로 발

생하는 포도씨에 함유된 기능성물질인 tocotrienol을 효과적으로

추출할 수 있는 추출조건을 확립하고자 초임계유체 추출법을 통

하여 추출온도, 압력, 추출시간에 대한 추출특성을 살펴보았다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용한 포도씨는 (주)와인코리아(Yeongdong, Korea)

에서 포도즙 및 와인 제조과정에서 부산물로 얻어진 포도씨를 제

공받아 사용하였다. 즉, 포도과피와 과육이 혼합된 포도씨를 수

돗물로 여러 번 세척한 후 정선하여 자연 탈수한 다음 37oC에서

12시간 건조한 후 −20oC에서 냉동보관하면서 시료로 사용하였다.

Tocopherol kit(α-, β-, γ- 및 δ-tocopherol) 및 tocotrienol kit(α-,

β-, γ- 및 δ-tocotrienol)는 Merck사(Darmstadt, Germany) 제품을

사용하였으며, 이들 표준품은 0.01% BHT를 포함하는 n-hexane에

녹여 −20oC 이하의 냉동에서 보관하면서 정성 및 정량 분석용으

로 사용하였다.
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실험계획

초임계추출에 의한 tocopherol 및 tocotrienol 추출조건 최적화를

위하여 중심합성계획법(central composite design)으로 실험설계를

실시하였다. 추출에 영향을 미치는 요인인 추출온도, 추출압력 및

추출시간을 주요 독립변수로 설정하여, Cochran과 Cox(14)의 방

법에 따라 설계하였다(Table 1). 독립변수인 추출온도(30-50oC, X
1
),

추출압력(17-25MPa, X
2
)및 추출시간(1-5 hr, X

3
)이 종속변수인

Y(tocopherol 및 tocotrienol 함량)에 영향을 주는 요인으로 가정하

여 실험 모델 설정하였다.

초임계유체 추출

본 실험에 사용된 초임계유체 추출장치(Model 880-81, Jasco,

Japan)는 이산화탄소 주입부(Model 880-81 B.P.R), 가압부(Model

PU-980) 및 추출기(Model CO-965 column)로 구성되었으며, 최대

압력은 35MPa, 추출용기는 10 mL 용량을 사용하였다. 이산화탄

소는 99.9999%의 고순도 가스를 사용하였다. Vitamin E의 회수

율을 높이기 위하여 hexane으로 포집하였으며, 분말화된 포도씨

5 g을 추출 vessel에 넣어 추출하였다. 포집된 추출물은 질소가스

로 완전하게 농축하였으며, 추출수율을 측정한 후 n-hexane 50

mL로 정용하여 분석용 시료로 사용하였다.

용매추출

초임계 이산화탄소 추출과 용매추출과의 추출율을 비교하기 위

하여 동일시료 5 g을 hexane을 이용하여 전보(15)에서 선정된 추

출온도 40oC, 추출시간 3 hr 3반복 및 교반속도 200 rpm의 조건

에서 진탕추출(Jeio Tech., Daejeon, Korea) 하였다. 추출물은 여과

후 감압농축기(Eyela, Tokyo, Japan)로 완전농축 하여 추출수율을

측정한 후 n-hexane 50 mL로 정용하여 분석용 시료로 사용하였다.

Tocopherol 및 tocotrienol 함량 분석

각각의 추출조건에서 50 mL로 정용된 추출물 2 mL을 시험관

에 취한 후 질소가스로 완전하게 농축한 후 1 mL의 n-hexane에

녹인 다음 불순물을 제거하기 위하여 0.22 µm nylon membrane

filter(MSI, Westboro, MA, USA)로 여과한 다음 순상 HPLC (Younglin

Inc., Seoul, Korea)로 분석하였다. Column은 LiChrosphere Diol

100(Merck, Darmstadt, Germany)을 사용하였고 검출기는 fluores-

cence detector(Linear instruments, Thermo Separation Products Inc,

USA)로 파장은 E
x
λ 290 nm, E

m
λ 330 nm에서 검출하였으며, 이동

상은 n-hexane과 isopropanol을 99:1(v/v)로 혼합하여 1.0 mL/min

의 속도로 20 µL를 주입하여 분석하였다. 각각의 유도체를 분리

및 정량하여 mg/100 g으로 나타내었다.

통계처리

Tocopherol 및 tocotrienol의 추출에 미치는 독립변수의 영향은

통계프로그램(Statistical Analysis System 9.1, SAS Institute, Cary,

NC, USA)을 이용하여 반응표면 분석과 분산분석을 실시하였다.

결과 및 고찰

Vitamin E 및 tocotrienol 추출에 미치는 추출조건의 영향

포도씨로부터 vitamin E 및 tocotrienol 추출조건 최적화를 위하

여 초임계 이산화탄소 추출에 영향을 미치는 추출온도, 추출압력

및 추출시간을 변수로 처리한 처리구에 대한 vitamin E 및 tocot-

rienol 함량을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 추출조건에 대한

RSM 구간 설정은 예비실험결과 선정되었으며, 각각의 처리조건

중 40oC, 20MPa 및 5 hr으로 추출한 구간에서 vitamin E는 8.65

mg/100 g 그리고 tocotrienol은 7.88 mg/100 g으로 가장 높은 함량

을 나타내었다. 초임계 이산화탄소 추출을 이용한 추출조건별

tocotrienol 함량에 대한 반응표면 분석결과를 Fig. 1-3에 나타내었

다. 추출 온도와 압력에 대한 tocotrienol 함량의 영향을 나타낸

Fig. 1을 보면 추출온도와 압력이 증가할수록 tocotrienol 함량도

증가하는 경향을 나타내었다. 추출온도 40-45oC 범위에서 그리고

압력 21-23MPa 범위에서 6.59-7.88 mg/100 g으로 높게 나타났으

며, 추출온도 50oC 이후에서는 감소하는 경향을 나타내었다. 이

러한 결과는 온도를 상승시키면 열역학적으로 matrix 내부에서

용질로의 열전달이 보다 강렬해지고, 용질의 증기압이 높아져 초

Table 1. Values of independent variables and treatment conditions by the central composite experimental design

Treatment
No.

Coded and real values* Vitamin E
(mg/ 100 g)

Tocotrienol
(mg/ 100 g)X

1
X

2
X

3

1 -2(30) 0(21) 0(3) 5.52±0.13 4.93±0.16

2 -1(35) -1(19) -1(2) 4.63±0.13 4.25±0.24

3 -1(35) -1(19) +1(4) 6.69±0.28 5.95±0.24

4 -1(35) +1(23) -1(2) 5.42±0.35 4.81±0.26

5 -1(35) +1(23) +1(4) 7.35±0.22 6.59±0.15

6 0(40) -2(17) 0(3) 5.16±0.04 4.60±0.05

7 0(40) 0(21) -2(1) 2.58±0.07 2.30±0.06

8 0(40) 0(21) 0(3) 7.26±0.15 6.60±0.28

9 0(40) 0(21) 0(3) 7.05±0.16 6.38±0.22

10 0(40) 0(21) +2(5) 8.65±0.21 7.88±0.16

11 0(40) +2(25) 0(3) 5.23±0.33 4.70±0.28

12 +1(45) -1(19) -1(2) 4.18±0.43 3.74±0.30

13 +1(45) -1(19) +1(4) 5.89±0.39 5.22±0.38

14 +1(45) +1(23) -1(2) 5.39±0.09 4.77±0.04

15 +1(45) +1(23) +1(4) 7.30±0.06 6.48±0.04

16 +2(50) 0(21) 0(3) 5.28±0.62 4.67±0.54

*X
1
: Temperature (oC), X

2
: Pressure (MPa), X

3
: Time (hr)

Values are mean±SD of triplicate analyses.
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임계 이산화탄소에서 보다 쉽게 용해되지만(10), 일정 압력에서

온도가 증가할 때 초임계 이산화탄소의 밀도는 감소하므로 초임

계 이산화탄소의 용해도는 감소한다고 보고되어 지고 있다(16).

이러한 온도에 따른 영향에 의해서 초임계 이산화탄소에서

tocotrienol의 용해도는 감소되기 때문이라 생각된다. 추출온도와

추출시간에 대한 영향을 나타낸 Fig. 2를 보면 추출온도 40-45oC,

Fig. 1. Contour plot and response surface curve on the predicted response surface of tocotrienol content as a function of temperature
(oC) and pressure (MPa).

Fig. 2. Contour plot and response surface curve on the predicted response surface of tocotrienol content as a function of temperature
(oC) and time (hr).

Fig. 3. Contour plot and response surface curve on the predicted response surface of tocotrienol content as a function of pressure (MPa)

and time (hr).
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추출시간 4-5 hr 사이에서 tocotrienol 함량은 5.22-7.88 mg/100 g으

로 높게 나타났다. 추출시간의 증가에 따라 추출량이 빠르게 증

가하는 것으로 볼 때 추출온도 보다 추출시간이 추출수율에 많

은 영향을 주는 것으로 판단되었다. 압력과 추출시간에 대한 영

향을 나타낸 Fig. 3을 보면 추출압력이 증가하고 추출시간이 길

어질수록 tocotrienol 함량이 증가하는 경향을 나타내었으며, 추출

압력 21-23MPa, 추출시간 4-5 hr 사이에서 tocotrienol 함량은

6.48-7.88 mg/100 g으로 높은 함량을 나타내었다. 일정온도에서 초

임계 이산화탄소의 압력을 증가시키면 초임계의 밀도와 용해도

가 증가하게 되는데 초임계 이산화탄소의 밀도는 온도와 압력에

가장 큰 영향을 받고 압력이 커질수록 그리고, 온도가 낮아질수

록 밀도가 커지는 것으로 알려져 있다(17). 그 결과 압력의 증가

에 따라 tocotrienol의 밀도가 증가하게 되므로 그 함량이 증가함

을 알 수 있었다. 이러한 결과는 이 등(18)의 보고와 일치하는 결

과이고, Johanssene 등이 60oC의 일정 온도에서 200-350 bar로 압

력 변화시켰을 때 지용성 vitamin들의 용해도가 증가하였다는 보

고와 일치한 결과이다(16).

추출조건 최적화

각각의 추출조건에서 실험값과 반응표면 분석결과의 예측값 그

리고 각각의 최적조건을 Table 2에 나타내었다. 각각의 추출조건

에 따라 예측된 정상점에서의 최적 추출조건은 40oC, 20.7MPa

및 3.8 hr으로 vitamin E 및 tocotrienol 함량은 각각 8.20 mg/100

g 및 7.42 mg/100 g으로 나타났다. 이와 같은 예측결과에 대한 모

델식의 신뢰성을 확인하기 위하여 예측된 최적 조건에서 추출한

결과 vitamin E 및 tocotrienol 함량 각각 8.42 mg/100 g 및 7.62

mg/100 g으로 예측값 보다 약간 높게 나타났다. Vitamin E 및

tocotrienol 함량에 대한 실측값은 통계적 예측값의 각각 99.27-

106.10% 및 96.09-106.60%로 나타나 추출조건의 유효성이 인정

되었다.

초임계 유체추출과 용매추출과의 tocotrienol 함량 비교

초임계 이산화탄소 추출방법을 이용한 최대 추출조건은 추출

온도, 추출압력 및 추출시간이 각각 40oC, 21MPa 및 5 hr으로

vitamin E 및 tocotrienol 함량은 각각 8.65 mg/100 g 및 7.88 mg/

Table 2. Comparison between predicted and experimental values at optimum extraction conditions

Variable
Vitamin E (mg/100 g) Tocotrienol (mg/100 g)

X
1

X
2

X
3

Predicted value
40 20.7 3.8

8.20 7.42

Real value 8.42±0.28 7.62±0.29

Values are mean±SD of triplicate analyses

Table 3. Comparison of vitamin E and tocotrienol content

between solvent extraction and supercritical carbon dioxide
extraction

Extraction methods
Vitamin E
(mg/100 g)

Tocotrienol
(mg/100 g)

Solvent extraction 8.18±0.30 7.24±0.21

Supercritical fluid extraction 8.65±0.21 7.88±0.16

Values are mean±SD of triplicate analyses

Table 4. Analysis of variance between vitamin E and tocotrienol contents and independent variables

Variables DF
Vitamin E Tocotrienol

Sum of squares F-value Sum of squares F-value

Temperature, oC 4 10.41 10.53***   9.70 11.45***

Pressure, MPa 4 15.38 15.56*** 13.14 15.51***

Time, hour 4 80.42 81.37*** 65.66 77.52***

***Values are significantly different (p<0.001).

Table 5. Coefficients of the quadratic regression model for the determination of total vitamin E and tocotrienol contents

Effects DF
Vitamin E Tocotrienol

Coefficient t-value Coefficient t-value

Intercept 1  7.16  37.74*** 6.47  36.83***

X
1

1 −0.11 −1.57*** −0.12 −1.78***

X
2

1  0.26  3.68*** 0.23  3.48***

X
3

1  1.24  17.21*** 1.12  16.80***

X
1

2 1 −0.44 −6.12*** −0.42 −6.35***

X
2

2 1 −0.49 −6.83*** −0.46 −6.91***

X
3

2 1 −0.39 −5.38*** −0.35 −5.26***

X
1*
X

2
1  0.15  1.44*** 0.14  1.44***

X
1*
X

3
1 −0.04 −0.44*** −0.04 −0.40***

X
2*
X

3
1  0.01  0.08*** 0.04  0.40***

r2= 0.9075 r2= 0.9045

***Values are significantly different (p<0.001).
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100 g으로 나타났다. Hexane 추출과 비교하여 추출효율을 살펴본

결과는 Table 3과 같다. 유기용매 추출은 hexane을 이용하여 40oC

에서 3시간 3회 추출한 결과 vitamin E 및 tocotrienol 함량은 각

각 8.18 mg/100 g 및 7.24 mg/100 g으로 초임계 이산화탄소 추출

보다 적은 추출량을 나타내었다. 포도씨로부터 tocotrienol은 초임

계 이산화탄소 추출법이 용매 사용의 절약효과와 더불어 비용절

감과 환경오염방지에 기여한다고 보고되고 있다. 초임계 이산화탄

소 추출은 원하는 유용성분의 선택적 추출은 가능하게 하는 방법

이며, 이산화탄소와 미량의 보조 용매를 사용하기 때문에 용매추

출법에 비해 유해성 용매의 잔존 위험이 적다. 또한 낮은 온도에

서 추출이 이루어지기 때문에 열에 민감한 물질의 추출에 유용한

방법이다(10). 이러한 결과를 종합해 볼 때, 추출 시 장시간이 소

요되고 고가의 비용이 들며 용매의 사용량이 많은 용매추출보다

는 초임계 이산화탄소 추출법을 이용하는 것이 더 효과적으로

vitamin E 및 tocotrienol을 추출할 수 있을 것으로 판단되었다.

통계분석

추출 조건에 따른 vitamin E 및 tocotrienol 함량에 대한 분산분

석 결과와 반응표면 회귀식의 상수값을 Table 4 및 5에 나타내

었다. 분산분석 결과 vitamin E 함량에 대한 온도, 압력 및 시간

의 F값은 각각 10.41, 15.38 및 80.42(p<0.001)으로 모든 변수가

유의성이 있는 것으로 나타났다. Tocotrienol 함량에 대한 영향도

F값이 각각 9.70, 13.14 및 65.66(p<0.001)으로 모든 변수가 추출

에 영향을 미치고 있으며, 추출시간에 대한 영향이 가장 크게 나

타났다. 반응표면분석 결과 vitamin E 및 tocotrienol 추출에 미치

는 독립변수의 영향은 일차항 가운데 온도에 의한 영향은 유의

성이 없었으며, 추출압력과 추출시간은 큰 영향을 미치는 것으로

나타났다(p<0.001). 또한 2차항에 대한 영향도 매우 유의적으로

나타났다(p<0.001). 각각의 반응표면분석 결과 반응 회귀식에 대

한 결정계수 값은 vitamin E에서는 0.9075 그리고 tocotrienol에서

0.9045로 나타났다.

요 약

포도가공 시 발생되는 부산물인 포도씨로부터 유용성분인 vitamin

E 및 tocotrienol을 초임계 유체추출방법으로 최적화 하였다. 추출

온도(30-50oC, X
1
), 추출압력(17-25MPa, X

2
) 및 추출시간(1-5 hr,

X
3
)을 변수로 반응표면 분석법으로 vitamin E 및 tocotrienol 함량

을 측정하였다. 초임계 이산화탄소상에서 vitamin E 및 tocotrienol

함량은 추출온도, 압력 및 시간이 증가함에 따라 증가하였다

(p<0.001). 각각의 추출조건 가운데 40oC, 20MPa 및 5 hr에서

vitamin E는 8.65 mg/100 g 그리고 tocotrienol은 7.88 mg/100 g으로

가장 높은 함량을 나타내었다. 반응표면분석에 의한 최적추출조

건은 40oC, 20.7MPa 및 3.8 hr으로 나타났으며, 이 때의 vitamin

E 및 tocotrienol 함량은 각각 8.20 mg/100 g 및 7.42 mg/100 g으로

나타났다. Vitamin E 및 tocotrienol 함량에 대한 실측값은 통계적

예측값의 각각 99.27-106.10% 및 96.09-106.60%로 나타나 추출조

건의 유효성이 인정되었다. 또한 유기용매 추출시 vitamin E 및

tocotrienol 함량은 각각 8.18 mg/100 g 및 7.24 mg/100 g이었다. 따

라서 용매추출법과 초임계 이산화탄소 추출법을 비교했을 때 초

임계 이산화탄소 추출법을 이용하는 것이 더 효과적으로 vitamin

E 및 tocotrienol을 추출할 수 있을 것으로 판단되었다.
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