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최근 1,3-디글리세리드(1,3-DG)는 트리글리세리드(TG)와 대사 기구가 달라, 체지방으로 체내에 축적되지 않는 것으로 

알려져 주목을 받고 있다. 본 논문에서는 고정화 리파제인 Lipozyme을 사용한 1,3-DG의 선택적 합성에 관하여 연구하

였다. 글리세린과 올레인산(OA)의 몰비를 1 : 2로 고정한 후에 진공 하에서 수행한 에스테르 합성 반응에서 있어서, 

반응 온도 및 리파제의 양에 따른 모노글리세리드(MG), DG, TG 및 DG 중의 1,3-DG의 함량 변화를 분석하였다. 온도

가 높아질수록 또한 리파제의 사용량이 늘어날수록 OA의 감소 속도로 측정한 반응 속도는 빨랐으며, DG 함량이 최대

치에 도달한 이후에는 MG, DG 및 TG의 함량에는 많은 변화가 발생하는 것을 확인할 수 있었다. Novozym을 사용하여 

동일한 실험을 한 기존의 결과와 비교하였을 때, 반응성은 Novozym 쪽이 높았으나, 1,3-DG의 선택성은 Lipozyme이 

월등하게 높아서, 50 ℃ 반응에서 DG 중의 1,3-DG 함량이 98%에 달했다. 

It is known that 1,3-diglyceride (1,3-DG) hardly accumulates inside human body because the metabolism of 1,3-DG is entirely 

different from that of general fats such as triglycerides (TG). This research focuses on the selective synthesis of 1,3-DG by 

the esterification reaction using an immobilized lipase. For a reaction between glycerin and oleic acid (OA) with a mole ratio 

of 1 : 2 under vacuum, changes in the compositions of monoglyceride (MG), TG and DG and the contents of 1,3-isomers 

in DG were investigated, as a function of reaction temperature and the amount of lipase. The reactivities determined by the 

rate of the consumption of OA became higher with the increase in temperature and the amount of lipase. When the results 

were compared with those obtained in the earlier study where Novozym was applied as an immobilized lipase, the reactivity 

was higher for Novozym, on the other hand, selectivity to 1,3-DG was much higher for Lipozyme. Especially, it is remarkable 

that 1,3-DG content in total DG reached to 98% in the reaction carried out at 50 ℃ using Lipozyme. 
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1. 서    론
1)

지방(Fats) 또는 유지(oils)의 주성분인 트리글리세리드(TG)는 glyc-

erol의 3개의 -OH 모두에 지방산이 에스테르 결합으로 연결되어 있는 

물질이며, 2개가 붙어있는 디글리세리드(DG) 및 1개가 붙어있는 모노

글리세리드(MG)들을 통칭하여 글리세리드(glyceride)라고 부른다. 일

반적으로 MG는 비이온성 계면활성제로서의 특징을 지니고 있어서 

식품, 화장품 및 의약품 공업에서 유화제로 널리 사용되고 있다[1,2]. 

반면에 DG는 MG와의 혼합물 형태로 유화제로 사용되는 것[3] 이외

에는 특별한 용도가 없는 이유로 많은 연구가 수행되어 오지 않았으

나, 최근 위치 이성질체에 따라 DG의 대사 기구가 변화하는 것으로 

알려져 주목을 받고 있다[4]. DG에는 지방산의 결합위치에 따라 
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1,2-DG와 1,3-DG, 2종류의 구조가 존재하는데, 2위치에 지방산이 결

합되어 있지 않은 1,3-DG는 유리 지방산 형태로 완전하게 가수분해 

되어 체지방(TG)으로 축적되기 어려운 것으로 알려져 있다[5]. 실제적

으로 1,3-DG를 다량 포함하는 식용유의 경우, 기존의 식용유(TG)에 

비해 체지방 감소 효과가 있는 것으로 임상실험을 통하여 확인되었으며

[6,7] 일본의 Kao에서는 세계에서 최초로 1,3-DG가 약 70% 포함되어 

있는 식용유를 제품화하였다. 

DG를 합성하는 가장 고전적인 방법은 TG를 부분적으로 가수분해

시키는 방법[8]이나, 선택적 합성을 위해서 리파제를 사용할 경우에는 

대부분의 리파제가 1,3-선택성을 지니고 있는 탓에 생성되는 DG는 대

부분 1,2-이성질체이었다[9]. 또한, TG와 글리세린과의 에스테르교환 

반응(glycerolsis)[10-12]에 의해서 DG를 합성하는 방법이 알려져 있

으나, 최근에는 리파제를 이용하여 글리세린과 지방산을 직접 에스테

르화 반응시켜 1.3-DG를 선택적으로 합성하는 연구가 주로 수행되고 
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Scheme 1. Lipase-catalyzed esterification reaction of oleic acid and 

glycerin.

있다[13-15]. 

리파제를 사용한 지방산과 글리세린의 에스테르화 반응은 Scheme 1

에서 볼 수 있듯이 생성물의 종류가 다양하고, 또한 acyl migration에 

의하여 이성질체가 생성될 뿐만 아니라, 생성물 사이에서 alcoholysis 

반응까지 일어나는 매우 복잡한 기구로 진행되는 것으로 알려져 있다. 

최근 저자들은 글리세린과 올레인산(OA)의 에스테르화 반응을 상용

화된 고정화 리파제인 Novozym 435 (이하 Novozym으로 표기함)를 

사용하여 반응 온도 변화에 따른 생성물 중의 글리세리드의 조성변화

에 관하여 연구한 결과, 1,3-DG 함량이 최대 88%에 도달할 수 있다는 

것을 확인하였다[16]. 

본 논문에서는, Rhizomucor miehei 유래의 효소를 음이온 교환수지

에 고정화[17]시킨 Lipozyme RM IM (이하 Lipozyme으로 표기함)을 

사용하여 글리세린과 OA의 에스테르화 반응에 있어서 생성물 중의 

글리세리드의 조성변화에 관하여 연구하였다. 구체적으로는, 반응 온도 

및 리파제의 사용량의 변화에 따른 각각의 생성물의 함량비와의 상관

관계를 규명하고 반응 최적화에 관한 연구를 하였으며, Novozym을 

사용하여 동일한 반응의 양상을 연구한 기존의 결과[16]와 비교하여 

분석하였다.    

2. 실    험

2.1. 시약 및 기기

합성에 사용한 글리세린과 OA는 Shinyo Pure Chemical사의 제품을 

사용하였고, 고정화 리파제는 Novozym A/S (Bagsvaerd, Denmark) 사의 

Lipozyme RM IM (activity : 10000 PLU/g)을 사용하였다. 지방산 적

정에 필요한 0.1 N-ethanolic KOH 용액은 대정화금주식회사의 제품을 

사용하였고, 그 외의 시약은 알드리치 제품을 사용하였다. 

고속액체크로마토그라피(HPLC) 측정은 Supelcosil LC-Si를 칼럼으로, 

Evaporative Light Scattering Detector (ELSD)를 detector로 사용하였다. 

용출 용매로는 benzene : chloroform : acetic acid (부피비로 70 : 30 : 

2)를, 용출 속도는 1 mL/min의 조건으로 하였다.

2.2. 에스테르화 반응

500 mL 둥근 바닥 플라스크에 글리세린(10 g)과 OA (61.2 g)를 몰

비로 1 : 2가 되도록 넣고 무용매 조건에서 일정량의 Lipozyme을 첨

가하여 200 rpm의 교반속도 하에서 반응을 진행하였다. 또한, 에스테

르화 반응에서 발생하는 수분을 효과적으로 제거하기 위해서, vacuum 

controller가 부착된 peristatic pump (NSE 800, KNF사 제조)를 사용하여 

1 Torr 이하의 압력에서 반응하였다. 온도에 따른 글리세리드의 함량 

변화를 알아보기 위해 리파제 양은 OA 대비 6 wt%를 첨가하고 40 ℃

에서 70 ℃까지 10 ℃의 차이를 두어 온도를 바꾸어 가면서 반응을 

하였다. Lipozyme의 양에 따른 글리세리드의 함량 변화를 알아보기 

위해서 50 ℃에서 2 wt%, 6 wt%, 10 wt%를 넣어 반응을 하였다. 

반응개시 후, 일정시간 간격으로 샘플 약 0.2 g을 채취하여 4 mL의 

클로로포름을 첨가하여 여과를 함으로써 고정화 리파제인 Lipozyme

을 제거하였다. Thin layer chromatography (TLC)를 통하여 반응의 진

행상황을 정성적으로 확인하였으며, HPLC를 통하여 생성된 MG, TG, 

1,3-DG 및 1,2-DG의 상대비를 측정하였다. 반응물 중의 글리세리드

의 정량분석을 위하여 1,3-diolein, monoolein 및 triolein을 사용하여 

검량선을 작성한 후에, 각각의 글리세리드의 몰%로 변환하였다.  

OA의 함량변화를 알아보기 위해 일정시간 간격으로 약 0.1 g의 샘

플을 채취하여 원심분리기(4000 rpm에서 4 min)를 통해 Lipozyme을 

분리한 후, 위층의 생성물을 정확하게 0.5 g 취하였다. 여기에 ethanol 

: ether (1 : 1) 용액 20 mL을 넣고 1% phenolphtalein 용액을 한 방울 

떨어뜨린 후 0.1N-ethanolic KOH 용액으로 적정하여, 반응 전의 샘플

과 비교한 OA의 잔류량을 %로 계산하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 글리세리드의 분석

글리세리드 혼합물에서 각각의 글리세리드의 정량분석은 HPLC에 

의해 수행하였으며, 글리세리드와 같이 점성이 있는 물질의 분석에서는 

refractive index (RI) 검출기보다 정량성이 뛰어난 것으로 알려져 있는

[18] ELSD를 검출기로 사용하였다. 또한, 표준물질을 사용하여 검량

선을 작성한 후, HPLC 상에서 나타나는 글리세리드 각각의 피이크의 

면적으로부터 정량 분석을 수행하였다. 분석과 관련한 자세한 방법은 

전보[16]에 상세히 기술되어 있다. 

3.2. 온도에 의한 영향

Lipozyme양을 지방산 대비 6 wt%로 고정하고, 200 rpm, 1 Torr 이

하의 감압 하에서 40 ℃에서부터 Lipozyme이 활성을 나타내는 최대

온도로 알려져 있는 70 ℃까지 10 ℃ 간격으로 온도를 바꾸어 가면서 

에스테르화 반응을 수행하였다. 본 반응은 OA의 소모 속도만으로 반

응속도를 평가할 수 있으므로, 각각의 온도에서의 시간에 따른 OA의 

함량 변화를 측정한 결과를 Figure 1에 나타내었다. 온도가 높을수록 

반응속도가 빨라지는 일반적인 양상을 보였으며, 40 ℃에서는 16시간

이 경과하여도 약 10 mol% 정도의 OA가 남아있는 것으로 나타났으

며 더 이상 경과하더라도 큰 변화가 없어, 반응이 완전하게 종료되지 

않는 것으로 나타났다. 나머지 온도에서도 지방산은 완전하게 소모되

지 않고 1 mol% 이내로 계속 존재하는 것으로 나타났다. 일반적으로 

글리세롤 대비 지방산을 몰 기준으로 2배에서 2.5배 사용한 경우에는 

미량의 지방산이 잔류한다는 기존의 연구 결과[19]와 일치하는 경향

을 보였다. 따라서 본 연구에서도 1 mol%의 OA가 잔류하는 시점을 

반응의 종료점으로 표현하기로 한다. 
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Figure 1. Relative amount of oleic acid (mole%) in esterification

reactions at various temperatures at 40 ℃ (■ ), 50 ℃ (● ), 60 ℃ (▲)

and 70 ℃ (▼ ). 

Figure 2. Compositions of MG (■), DG (●), and TG (▲) in esterification

reaction at 50 ℃. The values inserted mean 1,3-DG content (%) in 

total DG.

Figure 3. Compositions of MG (■ ), DG (● ), and TG (▲ ) in 

esterification reaction at 60 ℃. The values inserted mean 1,3-DG 

content (%) in total DG.

동일한 반응 조건하에서 Novozym을 사용한 연구[16]에서는, 50 ℃

이상의 온도에서는 6 h 만에 반응이 종료되었으나, Lipozyme을 사용

한 본 연구에서는 동일한 조건(50 ℃, 6 h)에서도 약 10 mol% 정도의 

OA가 남아있으며, 40 ℃를 제외한 나머지 온도에서는 약 12 h에 반응

이 종료되는 것으로 나타나, Novozym보다는 반응성이 낮은 것을 알 

수 있다.  

Lipozyme양을 OA대비 6 wt%로 고정하고, 200 rpm, 1 Torr 이하의 

감압하에서 Lipozyme이 활성을 나타내는 최대온도인 70 ℃까지 10 ℃ 

간격으로 온도를 바꾸어가면서 수행한 에스테르화 반응 혼합물 중의 

글리세리드(MG, DG 및 TG)의 상대적인 함량을 나타낸 결과를 

Figure 2 (50 ℃)에서 Figure 4 (70 ℃)까지 나타내었다. 40 ℃에서는 

Figure 1에 나타난 것과 같이 반응이 종료되지 않았으므로 제외하였

으며, 각각의 Figure에서 DG의 함량을 나타내는 표시(●) 위에 표기되

어 있는 숫자는 DG 중의 1,3-DG의 함량%를 의미한다.

모든 온도에서 반응 초기에는 MG와 DG의 함량이 늘어나나, 점차 

MG의 함량이 줄어들고 DG의 함량이 최대가 되는 시점에서 TG의 함

량이 늘어나는 것을 알 수 있다. 이는 단순하게 OA와 반응기(-OH)가 

3개인 글리세린과의 에스테르화 반응에서 한 분자의 OA가 결함된 

MG가 먼저 생성되고 거기서부터 DG가, 그리고 DG로부터 TG가 순

서적으로 생성된다는 관점에서 이해될 수 있다. 이는 글리세린과 지

방산과의 에스테르화 반응에서 일반적으로 관찰되는 현상이다. 한편, 

온도 변화에 따른 반응 양상을 검토하면, 50 ℃ (Figure 2) 및 60 ℃ 

(Figure 3)에서는 약 6 h 정도에서 DG 함량이 최대치에 도달하나, 70 ℃ 

(Figure 4)에서는 4 h 정도에 최대치에 도달하여 온도가 높을수록 최대 

DG 함량에 도달하는 시간도 약간은 빨라지는 것을 알 수 있다. 

최대 DG 함량에 도달한 이후에도 각각의 생성물의 함량에는 변화가 

일어나며, 이는 생성된 글리세리드에 OA가 부가되는, 즉 MG가 DG로, 

DG가 TG로 변환되는 반응 이외에도, 생성되는 글리세리드 사이에 

glycosylation (acylation, 화학적으로는 글리세리드 사이의 에스테르 

교환반응)이 일어나기 때문으로 판단된다. 이와 같은 glycosylation 반

응 역시 리파제에 의해 일어나는 것으로 알려져 있으며, 실제적으로 

고정화 리파제(Novozym)를 사용하여 동일한 실험을 진행하다가 효소

만 제거하고 계속 반응을 진행하더라도 더 이상 glycosylation 반응이 

일어나지 않는 (즉, 글리세리드의 함량에 변화가 없는) 현상이 확인되
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Figure 4. Compositions of MG (■ ), DG (● ), and TG (▲) in 

esterification reaction at 70 ℃. The values inserted mean 1,3-DG 

content (%) in total DG.

Figure 5. Compositions of MG (■ ), DG (● ), and TG (▲) in 

esterification reaction at 50 ℃ with lipase content of 2 wt%.

Figure 6. Compositions of MG (■ ), DG (● ), and TG (▲) in 

esterification reaction at 50 ℃ with lipase content of 10 wt%.

었다[16]. 본 연구에서도, Figures 2∼4에서 알 수 있듯이, 전체적으로 

최대 DG 함량에 도달할 때까지는 MG도 함께 증가하지만 그 후로는 

DG 및 MG의 함량이 줄고 TG가 상대적으로 늘어나는 것을 알 수 있다. 

또한, 온도가 높을수록 최대 DG 함량에 도달하는 시간은 빠르지만 

DG의 최대 함량치는 오히려 약간 낮아지는 경향을 나타내며, DG 함

량이 최대에 도달한 이후에도 역시 온도가 높을수록 DG의 함량이 급

격하게 저하됨과 동시에 TG의 함량은 상대적으로 증가하는 것을 알 

수 있다. 이와 같은 현상은, 온도가 높을수록 에스테르화 반응 속도도 

높아지지만, 이와 동시에 glycosylation 반응 속도도 높아져 일단 생성

된 DG가 TG로 빠르게 전환되기 때문으로 판단된다. 

한편, 생성되는 DG 중의 1,3-DG 함량은 전체적으로 반응 온도에 무관

하게 90% 이상을 유지하는 것으로 나타났다. 이는 Lipozyme이 지닌 

고유의 1,3-position 특이성(즉, 1,3-DG를 우선적으로 생성하는 특성)이 

매우 높아 온도에 의한 영향을 크게 받지는 않기 때문으로 판단된다. 

3.3. Lipozyme 양에 의한 영향

상기 결과에서 최적온도로 판단된 50 ℃로 반응온도를 고정하고, 

Lipozyme양을 지방산 대비 2, 6, 10 wt%로 바꾸어가면서 동일한 조건 

하에서 에스테르화 반응을 수행하였으며, 각각의 반응 결과를 2 wt% 

(Figure 5) 및 10 wt% (Figure 6)에, 6 wt%의 결과는 Figure 2에 이미 

나타내었다. 먼저, Lipozyme을 OA 대비 2 wt%를 사용한 경우에는 약 

16 h이 지난 후에 OA가 소멸되었으며, 10 wt%를 사용한 경우에는 6 h 

이내에 OA가 완전하게 소멸되는 것으로 나타나, 효소 사용량이 높아

질수록 지방산의 소모가 더 빠르다는 것을 알 수 있었다. 또한 OA가 

소멸되는 시간과 DG의 함량이 최대가 되는 시점은 거의 동일한 것을 

알 수 있다. 따라서 Lipozyme 양이 늘어남에 따라 최대 DG 함량에 

도달하는 시간도 빠르나, 최대 DG 함량은 Lipozyme 양에 무관하게 

약 80% 정도로 일정하였다. 

생성되는 DG 중의 1,3-DG 함량은 반응 전반에 걸쳐 90% 이상으로 

매우 높게 유지되는 것을 알 수 있다. 이는 Novozym을 사용한 실험

[16]에서는 효소의 사용량이 늘어날수록 1,3-DG의 함량이 낮아지는 

현상을 나타낸 것과 매우 상이하다. 이는 Lipozyme이 지닌 고유의 

1,3-position 특이성이 매우 높아 DG 중의 1,3-DG 함량의 열역학적 평

형값(66%)보다도 매우 높은 상태에서 1,3-DG 함량이 유지되는 것으

로 판단된다. 
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Table 1. Comparison of Lipozyme- and Novozym-Mediated Selective 

Synthesis of 1,3-DG

Lipozyme Novozym
c

Reaction 

time
a

Maximum 

DG content

1,3-DG 

content
b

Reaction 

time
a

Maximum 

DG content

1,3-DG 

content
b

50 ℃ 6 h ca. 80 mol% 97% 4 h ca. 70 mol% 87%

60 ℃ 6 h ca. 80 mol% 96% 2 h ca. 70 mol% 76%

70 ℃ 4 h ca. 80 mol% 92% 2 h ca. 60 mol% 78%

a : Reaction time taken until DG content reached maximum

b : 1,3-DG content in total DG when DG content reached maximum

c : Cited from earlier literature[16]

3.4. Lipozyme과 Novozym의 비교

Lipozyme과 Novozym은 유지화학 분야에서 다양한 물질의 합성에 

적용되는 대표적인 고정화 리파제이나, 이 두 효소의 반응성/특이성을 

직접적으로 비교한 예는 많지 않다. 예를 들면, 헥산으로 추출한 올리브 

오일과 글리세린의 glycerolysis 반응[20] 및 sesame oil의 ethanolysis에 

의해서 MG 및 DG를 합성하는 반응[21]에서는 Novozym의 반응성이 

더 우수한 것으로 나타났다. 또한, 다양한 종류의 식물성 오일의 alco-

holysis 반응에 의해 바이오디젤을 합성하는 연구에서는 Lipozyme을 

사용하였을 때는 최대 전환률이 84%로 나타나나, 동일한 조건 하에서 

Novozym은 정량적으로 바이오디젤로 전환되는 것으로 나타났다[22]. 

이상의 결과를 종합하면, 반응성 측면에서는 Novozym이 Lipozyme

보다 우수한 것을 알 수 있으나, 특이성 측면에서는 직접적인 비교가 

어렵다. 

따라서, 저자들은 지방산과 글리세린의 에스테르화 반응에 있어서

의 Lipozyme과 Novozym의 반응성 및 선택성을 직접적으로 비교하기 

위해서, 지방산 대비 6%의 고정화 효소를 사용하여 수행한 실험 결과

를 요약하여 Table 1에 정리하였다. Table 상의 Lipozyme의 데이터는 

Figures 2∼4에서 얻어진 최대 DG 함량 값을 나타냈으며, Novozym의 

데이터는 저자들에 의해서 동일한 조건에서 수행한 실험의 결과[16]

에서부터 발췌한 것이다. 

Table 1에서 알 수 있듯이, Novozym을 사용한 경우, 최대 DG 함량

까지 도달하는 시간이 더 빠른 것으로 나타나, 에스테르화 반응 속도

가 더 높은 것을 알 수 있다. 그러나, 최대 DG 함량 및 DG 중의 

1,3-DG의 함량 모두 Lipozyme 쪽이 더 높게 나타났다. 즉, 글리세린

과 OA의 에스테르화 반응 속도는 Novozym 쪽이 더 높으나, DG 선택

성 및 1,3-DG 선택성은 Lipozyme 쪽이 현저하게 우수한 것을 알 수 

있다. 특히, Lipozyme을 사용한 50 ℃ 반응에서 DG 중의 1,3-DG 함

량이 98%에 달하는 것은 주목할 만한 결과로 판단된다. 

4. 결    론

본 연구에서는 상용화된 고정화 리파제인 Lipozyme의 존재 하에서, 

글리세린과 OA의 에스테르화 반응을 수행하여, DG 및 1,3-DG의 선

택적 합성에 관하여 연구하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1) 반응온도가 높을수록 반응속도는 빨라지며, DG 및 1,3-DG의 

최대 함량은 온도가 높아질수록 약간 저하되는 것으로 나타났다. 

2) DG, 1,3-DG의 최대 함량 및 반응 속도 등을 고려하였을 때, 

지방산 대비 6 wt%의 Lipozyme을 사용하여 50 ℃에서 반응을 진행하

는 것이 최적으로 판단된다.

3) 상업적으로 많이 사용되고 있는 또 다른 고정화 효소인 Novozym

과 비교하였을 때, 반응 속도는 Novozym 쪽이 높았으나, 1,3-DG 선

택성은 Lipozyme 쪽이 현저하게 높았다. 특히, 50 ℃ 반응에서 DG 중

의 1,3-DG 함량이 98%에 달하는 것은 주목할 만한 결과로 판단된다. 
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