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우레아 분별된 들기름 가수 분해물을 이용한 Conjugated Linolenic Acid(CLnA)의 합성
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Abstract

Conjugated linolenic acid (CLnA) and conjugated linoleic acid (CLA) are positional geometric isomers with
three and two double bonds, respectively. In this study, perilla seed oil containing 60% α-linolenic acid (C18:3)
and 30% linoleic acid (C18:2) was used as a reaction substrate. After the perilla seed oil was hydrolyzed, con-
jugated fatty acids were synthesized using different reaction parameters, such as reaction time and concentration
of sodium hydroxide. As a result, CLnA, CLA, and other newly synthesized conjugated isomers were present
at levels of 14.5%, 14%, and 42.2%, respectively, when the reaction was performed with 20% NaOH, at 180°C,
and for 1 hr. The results of GC-MS and fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) showed that CLnA
isomer of cis-9, trans-11, and trans-13 octadecatrienoate, CLA isomer of cis-9, trans-11, and trans-10, cis-12
octadecadienoate, and other conjugated isomers were produced. Using urea, α-linolenic acid could be concentrated
from perilla seed oil hydrolysate. After concentration by urea, the concentration of α-linolenic acid reached about
70%. After alkaline-isomerization was performed on the urea fraction containing 70% α-linolenic acid, the con-
tent of CLnA increased up to 16.6%.
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서 론

식물의 종실 유는 필수지방산 및 지용성 비타민의 공급원

이며 유용한 기능성 성분들이 함유되어 있다(1). 특히 대부

분의 식물성 종실 유에는 n-6계열의 linoleic acid(C18:2)가

풍부하며 들기름과 같은 일부 종실 유에는 n-3계열의 α-

linolenic acid(C18:3)가 많이 포함하어 있다. 한편, 이들 불포

화지방산들의 경우 conjugated 형태가 이중결합의 위치에

따라 존재한다. Linoleic acid의 결합 형태와는 달리, acyl기

를 구성하는 탄소 간에 이중결합과 단일결합이 하나씩 건너

서 배열되어 있을 경우 conjugated 형태의 linoleic fatty acid,

즉 conjugated linoleic acid(CLA)라고 명칭하게 된다. 그리

고 탄소간의 이중결합 배열이 linolenic acid에 존재할 경우에

는 conjugated linolenic acid(CLnA)라 한다. 따라서 CLnA

나 CLA는 linolenic acid나 linoleic acid의 위치 이성질체로

서 항암작용, 혈중콜레스테롤 감소, 체지방 감소 효과, 항산

화 효과 등의 여러 생리활성 작용을 나타낸다고 알려져 있다

(2-5). CLA는 유지방이나 반추동물에 약 1% 이하의 함량으

로 함유되어 있으며, 여러 이성질체 중에서 특히 cis-9, trans-

11 CLA와 trans-10, cis-12 CLA가 생리활성 작용이 높은

것으로 보고되었다(6). 반면, CLnA 이성질체의 경우 특정

씨앗에 많은 양이 함유된 것으로 알려져 있다. Takagi와

Itabashi(7)의 보고에 따르면, 동유(Tung oil)와 여주(bitter

gourd)씨 유의 경우 각각 68%와 56%의 cis-9, trans-11,

trans-13 CLnA 이성질체를 포함하고 있으며, 석류(pome-

granate)씨는 83%의 cis-9, trans-11, cis-13 CLnA를 포함

하고 있다고 보고하였다. CLnA는 화학물질에 의해 유도된

피부암과 위암, 유방암에 대한 항암 효과를 가지며, 암화 단

계 중 개시 및 증진과정을 억제하는 것으로 알려져 있다(8).

Conjugated 형태의 지방산은 linoleic acid나 linolenic

acid를 높은 온도에서 알칼리 촉매에 의한 이성질화 반응에

의하여 생성될 수 있으며, Nathalie QA(9)에 따르면 7%의

NaOH propylene glycol을 이용하여 면실유를 180
o
C에서 2

시간 반응을 시행하였을 경우, CLnA가 31% 합성되었다. 본

연구에서는 α-linolenic acid가 풍부한 들기름(perilla seed

oil)을 이용하여 CLnA를 합성하고자 하였다. 들기름은 α-

linolenic acid가 약 60%, linoleic acid가 약 10% 함유되어

있으며, α-linolenic acid와 linoleic acid 함량을 높이기 위해
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서 포화지방산과 일부 oleic acid(C18:1) 함량을 낮추기 위한

분별 작업을 수행하였다. 포화지방산 함량을 낮추는 분별

방법에는 지방산별 melting point의 차이를 이용하여 분별하

는 방법 등이 있으나 본 실험에서는 우레아를 이용한 분별을

시행하였다. 우레아는 CO(NH2)2인 유기 화합물로 포화지방

산과 같은 이중결합이 없는 지방산과 결합하여 결정을 형성

하는 특징을 가지고 있다(10). 우레아를 이용한 분별 법은

현재 탄소 수와 이중결합이 많은 지방산들을 농축하기 위한

방법으로 쓰이고 있다(11). 본 실험의 목적은 우레아를 이용

하여 농축된 들기름 유래 불포화지방산 가수분해물과 알칼

리 촉매를 이용하여 conjugated 지방산을 합성하고자 하였

고 gas chromatograph(GC), GC mass spectrometry와 fou-

rier transform infrared spectroscopy(FT-IR) 분석을 통하

여 반응에 의해 생성된 반응물들의 성분을 알아보았다.

재료 및 방법

재료

본 실험에서 기질로 사용된 들기름은 시중에서 유통되고

있는 H사(Incheon, Korea)의 제품을 이용하였다. 분석에 사

용된 conjugated linoleic acid(CLA)는 cis-9, trans-11 CLA

(36%), trans-10, cis-12 CLA(50%), cis-9, cis-11; trans-11,

trans-13 CLA(1.1%), trans-9, trans-11; trans-10, trans-12

CLA(1.5%)로 구성되었고, ㈜라이브맥스(Sungnam, Korea)

로부터 제공받았다. Standard 물질로 사용된 eladic acid

(C18:1, trans-9-octadecenoic acid, 99%)와 oleic acid(C18:

1, cis-9-octadecenoic acid, 90%)는 Sigma Aldrich Co.(St.

Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. 실험에 사용된 hex-

ane, ethanol, methanol, propylene glycol은 Daejung Chem-

ical Co.(Siheung, Korea)에서 구입하였으며, sodium hy-

droxide와 urea는 Junsei Chemical Co.(Tokyo, Japan)에서

구입하여 사용하였다. 기기분석 시에 사용된 모든 시약은

분석용 특급시약을 사용하였다.

들기름 가수분해물 제조

10 g의 들기름을 환류장치에서 1 N potassium hydroxide

를 95% ethanol에 녹인 용액 200 mL를 넣고 균질화한 다음,

80
o
C에서 1시간 동안 교반기를 이용하여 반응하였고 실온에

서 냉각하였다. 반응물을 분별깔때기로 옮긴 뒤, 500 mL의

water와 300 mL의 diethyl ether를 넣고 균질 화하여 비검화

물들을 분리하였다. 한편, 아래 물 층을 취한 후 6 M의 hy-

drochloric acid 용액을 이용하여 pH 3 정도로 맞춘 뒤, 300

mL hexane을 3회 반복하여 넣어 두 층으로 분리하였다. 두

층중에서 상층 액인 hexane층만 분리하여 sodium sulfate

anhydrous column을 이용하여 수분 및 불순물을 제거한 뒤,

rotary vacuum evaporator(N-1000, EYELA, Tokyo, Japan)

와 N2를 이용하여 n-hexane을 제거하였다.

들기름 가수분해물의 우레아 분별

1000 mL의 methanol에 가수분해된 지방산 10 g을 넣어

용해시킨 뒤, 20 g의 urea를 넣고 환류 장치에서 가열하며

교반하였다. 완전하게 용해시킨 뒤 결정화시키기 위해 24시

간 4
o
C 실온에 방치하였다. Filter paper(125 mm, 20 μm,

GE Healthcare, Whatman, Maidstone, UK)를 이용한 감압

여과(40 Mpa)를 이용하여 포화지방산과 결정을 형성한 우

레아를 용액으로부터 분리시킨 뒤 분별깔때기로 옮겨서,

1% hydrochloric acid 용액을 이용하여 pH 2 정도에 맞췄다.

이후 300 mL의 hexane을 이용하여 불포화도가 높은 지방산

을 2번 추출하였고, 상층 액인 hexane층을 증류수로 다시

3회 수세하였다. 그 후, sodium sulfate anhydrous column을

이용하여 수분 및 불순물을 제거하고, rotary vacuum evap-

orator(N-1000, EYELA)와 N2를 이용하여 n-hexane을 제

거하여 시료로 사용하였다.

알칼리 이성질화 반응

우레아 분별로 α-linolenic acid의 함량이 농축된 지방산

50 g을 3-neck round flask에 넣고 290 g의 propylene glycol

을 넣어 질소 충전을 하였다. 이전에 보고된 CLnA 생성 조

건(12)에 준하여 160～180oC의 온도에서 시간별, NaOH 농도

별로 반응하여 실온에서 냉각하였다. 냉각된 반응물에 30%

의 hydrochloric acid를 이용하여 pH 3 정도로 맞추어 충분히

섞어 준 뒤, 분별깔때기에 옮겨서 300 mL의 hexane을 이용

하여 2번 추출하였다. 추출된 hexane은 위에서와 같이 vac-

uum evaporator와 N2를 이용하여 n-hexane을 제거하였다.

산가, 과산화물가 측정 및 thin layer chromatography

(TLC) 분석

알칼리 이성질화 반응에 의해 생성된 합성물의 이화학적

특성을 알아보기 위해서 산가(13)와 과산화물가(14)를 AOCS

법에 준하여 측정하였다. Oleic acid(C18:1, cis-9 octadece-

noic acid)를 standard로 반응물과 반응전의 들기름을 동시

에 thin layer chromatography(TLC, 20×20 cm, Merck,
Darmstadt, Germany)에 spotting 하여 전개 용매 hexane :

diethyl ether : acetic acid＝50:50:1(v/v/v)을 사용하여 전개

시킨 뒤 1시간 뒤에 TLC 분석을 실시하였다.

CLnA의 UV spectrophotometer 측정

반응물은 conjugated diene과 conjugated triene의 생성

확인을 위하여 AOAC(15)에서 제시한 방법을 사용하였다.

Spectrophotometer를 이용해 반응물의 흡광도를 측정하면

각각 235 nm와 268 nm에서 최대치를 나타내는 특징을 나타

내고, 이 흡광도를 이용하여 conjugated diene과 conjugated

triene의 함량을 계산할 수 있다. 알칼리 이성질화 반응에 의

해 생성된 반응물을 10 μg/L의 농도로 ethanol에 희석한 뒤,

UV spectrophotometer(UV-1700, Shimadzu, Kyoto, Japan)

를 이용하여 diene의 conjugated 이성질체의 233 nm 흡광도

와 triene의 conjugated 이성질체의 268 nm, 262 nm, 274
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Table 1. Acid and peroxide value of the maximally isomerized
reactant

Acid value Peroxide value

Perilla seed oil
Maximally isomerized
reactant

1.6±0.0
191.8±1.6

ND1)

19±1.4

All values are mean±SD (n=2).
1)
Not detected.

nm 흡광도를 측정하였다. 측정 결과와 다음 계산식을 통해

conjugated diene과 triene의 함량을 계산하였다.

Absorptivity, a＝A/bc

A＝observed absorbance

b＝cell length in cm

c＝g sample/L final dilution used for A measurement

Absorptivity at 233 nm, a2＝a233-a0

a0＝0.03

Absorptivity at 268 nm, a3＝2.8[a268-1/2(a262＋a274)]

% conjugated diene＝0.91×a2
% conjugated triene＝0.47×a3

지방산 조성 분석

알칼리 이성질화 반응에 의하여 생성된 반응물의 지방산

조성을 알아보기 위하여 methylation을 한 뒤, gas chroma-

tograph(GC) 분석을 실시하였다. Test tube에 시료 약 25

mg을 취하고 0.5 N NaOH methanol 용액을 1.5 mL 넣어

균질화한 다음, 100oC에서 5분간 반응하고 10～20oC에서 냉

각하였다.

냉각된 시료에 BF3-methanol 용액 2 mL을 넣고 100oC에

서 2분간 다시 반응하여, 10～20oC에서 냉각하였다. Iso-oc-

tane 2 mL와 포화 NaCl 용액 1 mL를 넣고 약 1분 동안

진탕 후, 원심분리기(1500 rpm)를 이용하여 두 층으로 분리

후 위층을 획득하였다. 그 후 anhydrous sodium sulfate col-

umn을 통과시켜 수분을 완전히 제거한 후, 지방산 조성을

분석하였다. 분석 장치는 flame ionized detector(FID)와 GC

(Hewlett-Packard 8690 series, Avondale, PA, USA)를 사

용하였으며 분석 조건은 다음과 같다. Column은 SP
TM
-2560

(biscyano propylpoly siloxane, 100 m×0.25 mm i.d, 0.2 μm

film thickness, Supelco, Bellefonte, PA, USA)을 사용하였

다. Column oven 온도는 110
o
C에서 15분 동안 유지 후,

3oC/min씩 상온 시켜 250oC까지 도달하면 30분간 유지하여

peak의 분리 효율을 높였다. Injector 온도는 225oC, detector

온도는 285
o
C로 각각 설정하였고, split ratios는 200:1로써

carrier gas는 He으로 0.7 mL/min을 유지시켰으며 시료 1

μL를 주입하여 지방산 분석을 실행하였다.

GC-MS를 이용한 fatty acid methyl ester 분석

알칼리 이성질화 반응에 의해 생성된 반응물의 정확한 지

방산 조성을 알아보기 위하여 GC-Mass spectrometry(MS)

분석을 실행하였다. 분석기기는 Clarus 600 GC-MS(Per-

kinElmer, Waltham, MA, USA)를 이용하였고, SPTM-2560

(biscyanopropylpolysiloxane, 100 m×0.25 mm i.d, 0.2 μm

film thickness, Supelco) column을 이용하여 성분을 분리하

였다. Column 온도는 110oC에서 15분 동안 유지 후, 3oC/min

씩 상온 시켜 250oC까지 도달하면 30분간 유지하였다. Mass

spectrometry에서 ionization source는 electron(EI mode)으

로 전압은 70 eV이었다. Injection port와 interface temper-

ature의 온도는 각각 225
o
C와 200

o
C로 설정하였으며 이송기

체는 헬륨을 사용하였다. GC-MS 분석으로 얻은 MS spec-

trum은 GC-MS 소프트웨어로 내장된 NIST Library(Mass

spectral search program, version 2.0, Milford, MA, USA)

와 다른 연구 결과를 이용하여 비교하였다.

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 분석

Alkaline 이성질화 반응에 의해 생성된 반응물에 존재하

는 trans 지방산을 확인하기 위해서 AOCS(16)에 따른

FT-IR(Bruker optics GmbH, Ettingen, Germany) 분석을

시행하였다. Maximum resolution은 0.9 cm
-1
이고 spectral

range는 375～7500 cm-1이며, detector는 DTGS Source;

SiC을 사용하였다. 상온에서 고체의 상태로 존재하는 eladic

acid의 FT-IR 분석을 위해 trans 지방이 거의 존재하지 않

는 canola oil에 eladic acid를 10% 첨가한 뒤, 충분한 열을

가하여 완전한 oil 상태로 반응물과 FT-IR 비교·분석을 시

행하였다. 1～50 μL의 standard 시료와 반응물을 diamond

crystal로 코팅되어 있는 수평의 attenuated total reflec-

tance(ATR) 표면에 올려놓고 FT-IR을 분석을 시행하였다.

통계분석

실험 결과는 2000 Statistical Analysis System S/W

Package(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여

95% 신뢰구간에서 Duncan's multiple range test(DMRT)

로 각 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

알칼리 이성질화 반응물 분석

합성물의 산가와 과산화 물가를 Table 1에 나타내었다.

산가와 과산화 물가는 각각 191.8과 19이었으며, TLC를 이

용하여 지방산의 생성을 확인한 결과 oleic acid와 RF값이

일치하는 것을 확인하였으며, 반응전의 triacylglycerol 형태

의 들기름보다 낮은 RF 값을 나타내는 것을 확인할 수 있었

다. 이를 통해 반응물이 완전한 지방산 형태로 변화된 것을

알 수 있었다.

Conjugated diene과 conjugated triene을 UV-spec-

trophotometer를 이용하여 측정하게 되면 235 nm와 268 nm

의 흡광도에서 최대치를 나타낸다. 이와 같은 특성을 이용하

여 CLnA와 CLA의 생성을 확인하였다. 지방산 형태의 들기

름 가수분해물에 20%의 NaOH propylene glycol 용액을 이
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Fig. 1. UV absorption spectra of alkaline isomerized reactant,
CLA and tung oil. (A) alkaline isomerized reactant with 20%
NaOH for 1 hr; (B) CLA isomers; (C) tung oil. Concentration:
10 μg/mL ethanol.
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Fig. 2. The change of triene and diene conjugated form %
from UV absorbtion spectra (A: time, B: concentration of
NaOH).

용하여 1시간 동안 180
o
C에서 반응한 반응물(A)과 제공받은

CLA 이성질체 혼합물(B), 그리고 많은 양의 CLnA를 포함

하고 있는 동유(Tung oil, C)의 흡광도를 비교하였다(Fig.

1). CLA와 CLnA를 모두 포함하고 있는 반응물(A)은 235

nm와 268 nm에서 높은 흡광도를 나타내었으며, CLnA를

포함하고 있지 않은 CLA 이성질체 혼합물에서는 235 nm에

서만 높은 흡광도를 나타내었다. 반면, CLA를 함유하고 있

지 않은 동유의 경우 268 nm에서 가장 높은 흡광도를 나타

내는 것을 알 수 있었다. Fig. 1의 A와 B, 그리고 C를 비교해

보면 235 nm와 268 nm 부근에서 반응물과 CLA 이성질체,

동유 간에 유사한 모양의 피크를 나타내는 것을 알 수 있다.

이를 통하여 들기름 가수분해물이 알칼리 이성질화 반응에

의해서 conjugate triene과 diene이 모두 생성되었다는 것을

알 수 있었으며, 이는 Miki와 Teruo(17)가 제시한 UV-spec-

tra와 비교하였을 때 유의성을 나타내었다. AOAC(15)에서

제시한 방법에 따라서 235 nm의 흡광도에서의 값과 262 nm,

268 nm, 272 nm의 흡광도 값에서 conjugate diene의 함량과

conjugated triene의 함량을 계산하였다. 한편, 반응시간과

NaOH 농도에 따른 알칼리 이성질화 반응물의 흡광도를 측

정하여 conjugated diene과 triene의 함량 변화를 Fig. 2에

나타내었다. 반응시간에 따른 conjugated triene과 diene의

함량은 10분에서 6시간 사이에 triene의 경우 12～18%로 큰

차이를 보이지 않았다. Diene의 경우 10분에서 1시간 사이에

는 45%에서 40%로 함량이 감소하였으나 6시간 후에는 약

25%까지 감소하였다. 한편, 알칼리반응에 촉매로 사용된

NaOH의 농도에 따른 conjugate diene과 conjugated triene

의 함량 변화를 살펴보면, conjugated diene의 경우에는 20%

NaOH 사용 시에 가장 높은 함량을 나타내었으나, con-

jugated triene의 경우에는 NaOH 농도가 5%에서 40%까지

높아지면 그 함량이 8%에서 16.5%로 증가하였으나 60%

NaOH 사용 시에 그 함량이 약 10%로 감소하였다.

CLnA와 CLA 이성질체들의 retention time(RT) 확인을

위해서 들기름 가수분해물(A), 알칼리 이성질화 반응물(B),
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Fig. 3. Gas liquid chromatogram of (A) perilla seed oil hydorlysate, (B) alkaline isomerized reactant (20% NaOH for 1 hr),
(C) Tung oil and, (D) CLA mixture. (a) oleic acid (18:1), (b) linoleic acid (18:2), (c) α-linolenic acid (18:3), (d) CLA isomers (cis-9,
trans-11 CLA, trans-10, cis-12 CLA), (e) other conjugated isomers, (f) CLnA isomers (cis-9, trans-11, cis-13 CLnA, cis-9, trns-11,
trans-13 CLnA, trans-9, trans-11, trans-13 CLnA).

동유(C), 그리고 cis-9, trans-11 및 trans-10, cis-12 CLA가

각각 36%와 50%로 구성된 CLA 이성질체 혼합물(D)의 GC

chromatogram을 비교하였다(Fig. 3). Fig. 3에서 보는 바와

같이 들기름 가수분해물(A)에서 볼 수 있었던 C18:2와

C18:3 피크들이 알칼리 이성질화 반응(B)을 한 뒤 대부분

사라지고, 새로운 conjugated isomers들이 생성된 것을 확

인할 수 있었다. 알칼리 이성질화 반응에 의해 생성된 피크

들 중 (d)부분은 CLA 이성질체 혼합물과 유사한 RT를 나타

내었으며, 이 peak들의 총 area%는 약 14.2%이었으나 이는

spectrophotometer로부터 흡광도를 이용한 함량 계산 치와

는 일치하지 않았다. 반면, 알칼리 이성질화 반응에 의해 생

성된 피크들 중 (f)부분은 CLnA를 70% 이상 함유하고 있는

동유의 구성 피크들과 RT가 유사하였고, 총 area%는 16.6%

로써 spectrophotometer를 이용한 CLnA 함량 계산 치와 유

사하였다. 따라서 알칼리 이성질화 반응에 의하여 CLA와

CLnA 및 이외의 피크(e)가 생성된 것을 확인할 수 있었다.

들기름가수분해물의우레아분획과알칼리이성질화반응

우레아 분획전의 들기름 가수분해물의 지방산을 NaOH를

이용하여 알칼리 이성질화 반응을 수행할 때 사용된 NaOH

농도에 따라 합성된 CLA와 CLnA 및 반응 후의 지방산 조성

변화를 살펴보았다(Table 2). NaOH 농도가 증가할수록

CLnA의 함량은 유의적으로(p＜0.05) 증가하여 40% NaOH

에서 약 24%의 함량을 나타내었으나 60% NaOH 농도에서

는 감소하는 경향을 보였다. 이와 다르게 CLA는 NaOH 농

도 변화에 따라 합성량이 유의차를 나타내지 않았다. 한편,

합성된 CLnA와 CLA 이외의 conjugated 이성질체 또한

20% NaOH 농도에서 42.2%로 가장 높은 함량을 나타내었

다. 나머지 포화지방산과 C18:1, C18:2, C18:3의 함량 변화는

사용된 NaOH 농도에 따라 큰 차이를 보이지 않았다. 이후

들기름 가수분해물에서 알칼리반응 후 생성될 CLnA와 CLA

의 전구물질인 α-linolenic acid와 linoleic acid 함량을 증가시

키기 위하여 우레아 분획을 시행하였고 들기름 가수 분해물

과 우레아로 분획한 들기름 지방산의 지방산 조성을 Table

2에 나타내었다. 우레아 분획 후 들기름 가수분해물의 지방

산 조성은 포화지방산인 palmitic acid(C16:0)와 stearic acid

(C18:0) 및 mono unsaturated 지방산인 oleic acid(C18:1)가

각각 70%, 77% 및 51% 감소한 1.9%, 0.4% 및 9.4%를 나타

내었다. 반면, 다가 불포화지방산인 linoleic acid(C18:2) 및
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Table 2. Fatty acid composition (area%) of CLA mixture, tung oil, perilla seed oil hydrolysate, urea fractioned perilla seed
oil hydrolysate, maximally isomerized reactant (MIR)1), and alkaline isomerized reactant with different concentration of NaOH

Fatty acid
CLA
mixture

Tung
oil

Perilla seed
oil hydrolysate

Urea fractioned
perilla seed oil
hydrolysate

MIR
Concentration of NaOH

5% 10% 20% 40% 60%

C16:0
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3

ND2)

ND
3.3±0.2
1.3±0.1
ND

2.3±0.1
2.6±0.0
5.4±0.1
6.0±0.0
0.9±0.0

6.1±0.0
1.9±0.1
19.1±1.7
10.5±2.1
60.1±0.4

1.9±0.0
0.4±0.1
9.4±0.7
13.1±0.0
73.6±0.6

0.8±0.0
0.1±0.0
12.0±0.6
0.2±0.0
ND

6.7±0.1c
1.9±0.0b
20.6±0.1c
0.1±0.0a
0.1±0.0b

7.3±0.0b
2.3±0.0a
22.1±0.3bc
0.3±0.0a
0.3±0.1a

7.3±0.1b
2.2±0.1a
22.8±1.2ab
ND
0.2±0.0ab

7.2±0.2b
2.0±0.1b
22.2±0.8bc
0.3±0.0a
ND

7.8±0.1a
2.3±0.0a
24.0±0.1a
0.3±0.1a
ND

cis-9, trans-11
CLA
trans-10, cis-12
CLA
CLnA isomers
Other conjugated
isomers

36.0±0.5

50.3±4.5

ND
3.3±1.4

ND

ND

77.2±4.2
ND

ND

ND

ND
ND

ND

ND

ND
ND

6.7±0.0

7.5±0.0

16.6±0.1
42.2±0.7

5.2±0.1b

5.3±0.1b

9.8±0.3d
33.1±0.5b

5.1±0.2b

5.2±0.2b

10.1±0.2d
29.9±0.7c

6.6±0.2a

7.4±0.2a

14.5±0.1b
42.2±0.7a

5.3±0.1b

5.6±0.1b

24.0±0.3a
22.6±0.8d

3.4±0.0c

3.1±0.0c

11.2±0.0d
30.9±0.7c

All values are mean±SD (n=2).
1)
Urea fractioned perilla seed oil hydrolysate was alkaline isomerized at 180

o
C, 20% KOH 1 hr.

2)Not detected.
a-d
Values with different superscript letters within the same row are significantly different by Duncan's multiple range test (p＜0.05).

α-linolenic acid(C18:3)가 각각 25%와 22% 증가하여 13%

와 73.6%를 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 이로써 우레아

에 의해 분획된 들기름 가수분해물이 우레아 분획 전의 들기

름 가수분해물보다 많은 양의 CLnA와 CLA를 생성하게 되

었다. Table 2에서 보면 우레아 분획 전 20% NaOH 농도에

서 알칼리 이성질화 반응에 의해 생성된 CLnA와 CLA 함량

과 우레아 분획 후 20% NaOH 농도에서 알칼리 이성질화

반응을 하였을 때의 CLnA와 CLA 함량을 비교해볼 때 각각

14.5%에서 16.6%로, 13.9%에서 14.2%로 증가된 것을 확인

할 수 있다. 이는 Miki와 Teruo(18)가 제시한 90% 이상의

α-linlolenic acid를 알칼리 이성질화 반응에 사용하였을 경

우 conjugated triene과 diene이 각각 47.5%와 22.5% 생성된

것과 비교하였을 때 conjugated triene 같은 경우 유사한 수

치라고 생각된다. 한편, CLnA와 CLA 이외의 conjugated

이성질체는 우레아 분획 전과 후 모두 약 42%의 함량을 나

타내었으나 C16:0과 C18:0의 경우에는 우레아 분획 후 각각

75%, 80%씩 감소하여 각각 0.8%와 0.1%의 함량을 나타내

었으며, C18:1도 59% 감소되어 12%의 함량을 나타내는 것

을 확인할 수 있었다. 이는 Kim 등(19)이 나타낸 우레아를

이용한 oleic acid를 분별과정에서 oleic acid를 0.1% 이하로

분별한 결과와 유의성을 나타내었다.

우레아 분획된 들기름 가수분해물을 20% NaOH를 사용

하여 알칼리반응을 하였을 때와 들기름 가수분해물을 5∼

60% NaOH를 사용하여 알칼리반응을 하였을 때 모두 con-

jugated 이성질체의 전구물질인 C18:2와 C18:3은 모두 1%

이하의 함량을 나타내어 이들 대부분이 이성질화 되어 다른

지방산의 형태로 변한 것을 확인할 수 있었다.

GC-MS를 이용한 CLnA, CLA methyl ester 확인

CLnA와 CLA 이성질체의 구조 확인을 위해 GC-MS를

이용하였다. Linoleic acid(18:2, cis-9, 12-octadecadienoic

acid)의 경우 m/z=294의 molecular ion을 가지는데, Fig. 4

(A)에서 보는 바와 같이 linoleic acid의 이성질체인 CLA

역시 m/z=294의 molecular ion을 갖고 있다. 한편 con-

jugated triene methyl ester(ex. methyl cis-9, trans-11,

trans-13 octadecatrienoate)의 경우, Fig. 4(C)에서 보는 바

와 같이 C18:3이 갖는 m/z=292의 molecular ion과 conjugate

form에서 특징적으로 나타나는 m/z=91 ion이 나타나게 된

다(20). 이와 같은 이온 특징 외에도 NIST Library에서 검색

된 methyl 9-cis, 11-trans, 13-trans octadecatrienoate와

alkaline 반응물에 의해 생성된 CLnA가 유사한 ion peak를

보였고, CLA 역시 library에서 검색된 methyl trans-10,

cis-12 octadecadienoate와 일치한다는 결과를 얻을 수 있었

다. 이들 결과를 바탕으로 알칼리 반응물에 conjugated 형태

의 지방산인 CLnA와 CLA가 존재하고 있다고 판단하였다.

그리고 Fig. 4(B)와 같은 경우는 CLA와 CLnA 사이에 생성

된 피크로 가장 많은 양이 생성된 것으로 나타나고 있으며,

이는 GC 결과에서도 확인이 되었다. NIST Library에서 확

인한 결과 CLA와 CLnA 이외의 conjugated C18:3 이성질체

로 사료된다.

FT-IR을 이용한 trans fatty acid 확인

한편, FT-IR 분석을 통해 trans 형태의 지방산을 확인하

고자 하였다. FT-IR로부터 얻어진 스펙트럼에서 trans 형태

의 지방산 peak는 991～945 cm
-1
범위에서 나타난다고 알려

져 있다. 이를 확인하기 위하여 canola oil에 trans 형태의

지방산인 eladic acid(C18:1, trans-9 octadecenoic acid)를

10% 첨가하여 991～945 cm
-1
범위에서의 peak를 확인하고,

시료와 비교 ·분석하였다. Fig. 5에서 보는 바와 같이 canola

oil에 10%의 eladic acid를 첨가한 FT-IR spectroscopy와

비교하였을 때, 991～945cm
-1
범위에서 10%의 eladic acid

peak보다 넓은 peak area를 확인할 수 있었다. Peak의 형태가
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Fig. 4. GC/MS chromatogram of alkaline isomerized reactant (20% NaOH, 1 hr, 180oC). C18:1 (methyl oleate), (A) CLA isomers,
(B) other conjugated isomers, (C) CLnA isomers.

Sherazi 등(21)이 나타낸 peak와 유사하였으며, peak의 위치

가 967 cm-1로 본 실험에서 나타난 위치와 동일한 위치에

나타났다. 이로 보았을 때, 들기름 가수분해물의 알칼리 반

응물에 trans 형태의 지방산류가 존재하고, 합성된 CLA 및

CLnA의 일부 이성질체들도 trans 형태일 것으로 생각된다.

요 약

본 실험에서는 들기름에 약 60%로 존재하는 α-linolenic

acid를 알칼리 이성질화 반응을 이용하여 CLnA(conjugated

linolenic acid)와 CLA(conjugated linoleic acid)를 생산하고

자 하였다. 들기름을 가수분해한 뒤에 10분에서 6시간까지

의 반응시간과 5%에서 60%까지의 NaOH 농도에서 CLnA

와 CLA의 생성을 표준물질과 함께 GC와 spectrophotometer

를 이용하여 확인하였다. 시간에 따른 CLnA와 CLA 함량

변화는 나타나지 않았으나, NaOH 농도가 증가함에 따라서

CLnA와 CLA가 유의적으로 증가하는 경향을 보였다. 반응

조건 중, 20% KOH, 180oC, 1시간 반응에서 14.5%와 14%의

CLnA와 CLA의 함량을 나타냈으며, 42.2%의 C18:3 con-

jugated 이성질체가 생성되었다. 이성질체를 확인하기 위해



우레아 분별된 들기름 가수 분해물을 이용한 Conjugated Linolenic Acid(CLnA)의 합성 1741

Fig. 5. Representative transmission
FT-IR spectrum of (A) alkaline iso-
merized reactant and (B) 10% eladic
acid in canola oil.

GC-MS 그리고 FT-IR을 이용한 실험을 수행하였다. GC-

MS의 ion peak 분석 결과, conjugated 형태에서만 특징적으

로 나타나는 m/z=91 ion peak를 확인할 수 있었고, CLA와

CLnA의 분자량이 C18:2와 C18:3과 일치하는 것을 확인할

수 있었다. 그리고 NIST Library에서 검색된 methyl 9c,

11t-CLA, methyl 10t, 12c-CLA와 methyl 9cis, 11trans,

13trans-octadecatrienoate의 결과와 일치하는 ion peak를

형성하였다. 이 외의 이성질체는 FT-IR 분석 결과, 높은

trans fatty acid 함량을 보여 알칼리 이성질화 반응 시, 180
oC의 높은 열에 반응을 하여 trans 형태의 conjugated form

이 다량 생성된 것으로 사료된다. conjugated 이성질체의

생성 양을 높이기 위해 들기름 가수분해물을 우레아 분별을

한 뒤에, α-linolenic acid의 함량을 70%까지 높인 뒤에 알칼

리 이성질화 반응을 수행한 결과 CLnA의 생성 양이 16.6%

까지 증가한 것을 확인할 수 있었다. 그러나 CLnA 이외의

conjugated 지방산 함량의 변화는 없었다.
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