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초임계 CO
2
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Abstract

By using supercritical carbon dioxide fluid, an attempt was made to extract surface-active substances from defatted
rice bran. Extraction was carried out according to D-optimal design and results were analyzed by response surface
methodology to establish optimum condition. It was found that pressure, temperature and co-solvent (ethanol) influ-
enced in a different extent on the extraction efficiency (i.e., yield and interfacial tension) of surface-active sub-
stances. Among them, co-solvent was found to be a major influencing factor, where maximum yield (2.62%) was
observed at the highest content (250 g). In addition, it also affected most on the interfacial tension at the oil-water
interface but in this case the lowest interfacial tension value (9.51 mN/m) was found when added lowest (50 g). In
conclusion, it was estimated that the optimum extraction condition was to be pressure 350bar, temperature 62oC and
co-solvent content 50 g in this study, where extraction yield was 0.69% and interfacial tension to be 10.1 mN/m.
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서 론

벼는 식물 분류학상 화본과(Gramineae) 벼속 식물에 속

하고 밀, 옥수수와 함께 세계 3대 작물에 포함된다. 벼는

한국을 비롯하여 아시아 여러 지역에서 재배되고 있고, 우

리나라도 연간 500만톤 정도를 생산하고 있다(Lee et al.,

2010). 벼의 왕겨를 벗겨낸 것을 현미라 하고 현미를 도정

하여 발생하는 미강은 국내의 경우 연간 생산량이 35,000톤

에 달하지만 식품의 식미를 저하하고, 저장이 어려워 우수

한 영양 가치를 지니고 있음에도 불구하고 일부 미강유 제

조용으로 사용되고 상당량이 가축의 사료용 혹은 농업폐기

물로 처리되고 있는 상황이다(Kim et al., 2004). 미강은

현미의 약 8-10% 정도로 단백질 11-15%, 탄수화물 34-

62%, 섬유질 7-11%, 회분 7-10% 그리고 지질 15-20% 범

위로 구성되어 있다.

초임계 CO
2
유체를 이용한 기술은 기존의 용매 추출 기

술과 비교하여 여러 장점이 있는데, 짧은 추출 시간, 용매

의 높은 추출 선택성, 주 용매로 사용되는 CO
2
의 높은 안

전성 등 환경 친화적인 청정기술로 알려져 있다(Lee &

Byun, 2008; Montanari et al., 1999). 또한, 기존의 추출공

정을 통하여 생산이 어려운 제품, 혹은 소재를 생산할 수

있는 기술로 천연물, 기능성 고분자, 의약품, 식품 등에서

많은 연구가 이루어지고 있다(Kang et al., 2006). 한편, 초

임계 상태의 CO
2
는 극성물질을 가용시키는 데는 효과적이

지 않으므로 극성의 보조용매와 병용하는데, 극성물질의

추출을 위하여 미국의 GRAS(Generally Recognized As

Safe) 규격에 부합되는 에탄올을 보조용매로 사용한다

(Dunford & Temelli, 1995; Montanari et al., 1996; Lee et

al., 2010). 

미강 단백질의 유화특성에 대한 연구는 최근까지 활발히

진행되고 있다(Wang et al., 1999; Tang et al., 2003;

Adebiyi et al., 2007; Toliwal & Patel, 2007; Wiboonsirikul

et al., 2007; Yeom et al., 2010). 그러나 미강 중 표면활성

물질 분리 및 이에 대한 특성 연구는 상대적으로 매우 미

흡하며(Yun & Hong, 2006), 특히 초임계 CO
2
유체 추출법

에 의한 미강 중 표면활성물질의 분리 및 이의 특성 조사

에 관한 연구는 수행되지 않았다.
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따라서 본 연구는 초임계 CO
2
유체를 이용하여 미강 중 표

면활성물질을 추출함에 있어서 추출 시 큰 영향을 미칠 것으

로 예상되는 추출온도, 압력, 보조용매(에탄올)의 양을 독립변

수로 하여 반응표면분석법(Response surface methodology)을

통한 미강 중 표면활성물질의 추출 조건을 검토하고, 각 실

험구에서 얻은 추출물의 표면활성 정도를 조사하는데 그 목

적이 있다. 

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용된 미강(신동진)은 군산지역 도정공장에서

생산된 것으로 표준체(pore size : 0.84 mm)를 통과시킨 것

을 -70oC의 deep freezer에 보관하면서 시료로 사용하였다.

시약은 n-hexane(purity > 99.9%), acetone(HPLC grade), n-

tetradecane(purity > 95%), ethanol(purity > 99.9%)을 Sigma

Chemicals로부터 구입하여 사용하였다. 

초임계추출 장치는 추출조(HIP Inc. Erie, P.A., USA),

가압펌프(Haskel co., Burbank, Califonia, USA), 싱글플

랜져정량펌프(日本精密科學株式會社 Co., JPN) BPR

(Ilshinautoclave Co., Daejeon, Korea), 압력측정기

(MacDiniel control co., USA), 고압용 관 등을 실험실에서

구입설치하여 사용하였다. 본 실험에 사용한 초임계 CO
2

유체 추출 장치는 Fig. 1에 나타내었다.

탈지미강 제조

미강 시료와 n-hexane을 1:5(w/w) 비율로 혼합한 뒤

Omni mixer (USA)를 이용해 setting 값 3에서 한 시간 교

반한 후, 감압 여과 과정을 통해 헥산 층을 제거하였다.

헥산 층이 제거된 미강과 n-hexane을 1:3(w/w) 비율로 재

혼합한 뒤 다시 감압 여과 과정을 통해 헥산 층을 제거하

고 이 과정을 3회 반복하였다. 탈지 과정을 진행한 미강

시료는 24시간동안 후드(hood)에서 방치하여 탈지미강에

잔존하는 헥산을 제거하였다.

실험계획 및 반응표면분석

초임계 추출의 최적 조건을 도출하기 위해 반응표면분석

에 적합한 D-optimal design에 따라 실험을 설계하였다. 독

립변수(X
n
)로는 추출압력(X

1
), 추출온도(X

2
), 추출에 사용한

보조용매(ethanol)량(X
3
)을 설정하였으며(Table 1), 반응변수

(Y
n
)는 추출수율(%)과 추출물의 계면장력 값(γ; mN/m)으로

하였다. 추출수율(Yield)은 아래와 같이 계산하였다.

그리고, 실험설계는 19개의 설정된 실험조건에서 진행하

였고 모든 실험값들은 Modde version 5.0 software(Umetrics,

Umea, Sweden)를 사용하여 분석하였다.

초임계 CO
2
유체를 이용한 미강 중 표면활성물질의 추출

추출압력(150-350 bar), 온도(33-65oC), 보조용매량(50-

250 g)을 독립변수로 선정하여 D-optimal design에 따라 설

계된 19개의 각 실험조건(Table 1)을 바탕으로 실험을 진

행하였으며 추출시간은 2시간으로 하였다. CO
2
의 flow

rate(L/min)는 6으로 조정하였으며, 보조용매(에탄올)는 정량

펌프를 이용해 2시간의 추출시간 동안 일정하게 extraction

vessel에 주입하였다. 1회 추출에 사용된 탈지미강은 50 g

이었으며, 추출 종료 후 separator에 분획된 추출물은

evaporator를 이용하여 에탄올을 제거한 후 동결건조를 통

해 수분을 제거하였다. 동결건조가 완료된 추출물을 n-

hexane에 용해 및 여과 과정을 거쳐 헥산용해 분획물을 얻

었으며 이를 계면장력 측정용 시료로 하였다. 

계면장력 측정

핵산용해 분획물의 계면장력은 Du Nouy ring 방법으로

Yield of 
extraction(%) = 

추출물의 무게(g)
× 100

추출에 사용된 탈지미강의 무게(g)

Fig. 1. Flow diagram of supercritical fluid extraction(SFE) system.
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표면장력계(K100C KRÜSS GmbH, GER)를 이용하여 oil-

water 계면에서 측정하였다(Yun & Hong, 2007). 이를 위하

여 핵산용해 분획물을 n-tetradecane에 용해하여 유상으로

하였으며, 수상은 deionized distilled water(Rios5 Millipore,

France)를 사용하였다.

통계처리

통계처리는 SAS Package(Statistic Analysis System, ver.

9.2, SAS Institute Inc.)를 이용하여 분산분석(ANOVA)후

Duncan's multiple range test로 유의적 차이를 검정하였다.

결과 및 고찰

추출 조건에 따른 수율의 변화

추출 조건에 따른 수율 및 각 추출물의 계면장력을

Table 2에 나타내었다. Table 2에 의하면 추출압력 350 bar,

추출온도 65oC, 보조용매량 250 g 조건(No. 18 실험구)에

서 수율은 2.61±0.01%로 가장 높았으며, 추출압력 350 bar,

추출온도 33oC, 보조용매량 50 g 조건(No. 2 실험구)에서

수율은 0.53±0.1%로 가장 낮았다. 각 독립변수 값의 변화

에 따른 반응변수의 값을 등고선 분석을 통해 Fig. 2에 나

타내었다. 전반적으로 각 독립변수인 추출압력, 추출온도,

보조용매량이 증가할수록 그와 비례하게 추출수율 또한 증

가하였다. 

가장 높은 수율을 유도한 조건(No. 18 실험구)을 기준으

로 각 독립변수 값의 변화에 따른 추출수율의 변화를 Fig.

3에 나타내었다. Fig. 3에 의하면 추출수율은 최소 추출압

력 150 bar에서 2.06%, 350 bar에서 2.40%로 추출압력이

높아질수록 소폭 증가하는 것으로 관찰되었으며 이는 일정

온도에서 압력을 증가시키면 초임계유체의 밀도가 높아지

고 이에 따른 용해능의 증가에 의한 것으로 사료되었다(Ju,

2005; Lee et al., 2007). 추출온도에 의한 수율의 변화는

추출압력과 마찬가지로 가장 낮은 조건인 33oC 조건에서

1.70%로 가장 낮은 추출수율을 보였고, 가장 높은 65oC

조건에서 2.41%로 가장 높은 추출수율을 나타내었다. 이는

추출온도가 증가할수록 추출수율이 증가한다는 Floch et

al. (1998)의 보고와 유사한 결과로, 전술한 추출압력 변화

의 경우와 비교했을 때 추출수율의 변화폭은 더 큰 것으로

나타났다. 보조용매량 변화에 따른 추출수율은 50 g일 때

0.78%, 250 g일 때 2.41%로 보조용매량이 증가할수록 높

은 추출수율을 나타내었으며, 수율의 변화 정도를 압력과

온도 변화의 경우와 비교하였을 때 약 2-3배 정도 높은

것으로 사료되었다. 따라서 표면활성물질의 추출 공정 조

건 중 보조용매량이 압력과 온도 조건보다 추출수율에 가

장 큰 영향을 미치는 인자인 것으로 판단되었다.

Table 1. Experimental combinations according to codes of

experimental design at various extraction conditions of
pressure, temperature and co-solvent content

Treatment

P (bar) T (oC) C (g) Actual parameters

X1 X2 X3

Pressure 
(bar)

Temperature 

(oC)
Co-solvent 

(g)

1 -1 -1 -1 150 33 50

2 1 -1 -1 350 33 50

3 -0.5 -0.5 -1 200 41 50

4 0.5 0.5 -1 300 57 50

5 -1 1 -1 150 65 50

6 1 1 -1 350 65 50

7 0.5 -1 -0.5 300 33 100

8 -0.5 1 -0.5 200 65 100

9 -1 0 0 150 49 150

10 1 0 0 350 49 150

11 -0.5 -1 0.5 200 33 200

12 0.5 1 0.5 300 65 200

13 -1 -1 1 150 33 250

14 1 -1 1 350 33 250

15 0.5 -0.5 1 300 41 250

16 -0.5 0.5 1 200 57 250

17 -1 1 1 150 65 250

18 1 1 1 350 65 250

19 1 1 1 350 65 250

Table 2. Extraction yield and interfacial tension data of n-

hexane-soluble fractions of the SFE extract for response surface
analysis

No.

Extraction conditions Variables

Pressure
(bar)

Temperat
ure (oC)

Co-
solvent (g)

Yield (%) γ (mN/m)

1 150 33 50 0.59±0.041)i 12.28±1.9h2)

2 350 33 50 0.53±0.1i 12.80±1.34gh 

3 200 41 50 0.64±0.03i 13.87±0.83fgh

4 300 57 50 0.75±0.1hi 12.28±2.17h

5 150 65 50 0.79±0.01hi 14.79±0.8gf

6 350 65 50 0.78±0.23hi 9.65±1.19i

7 300 33 100 0.96±0.17h 14.61±0.2fg

8 200 65 100 1.23±0.07g 13.41±1.34gh 

9 150 49 150 1.30±0.03fg 15.55±1.44ef

10 350 49 150 1.41±0.07fg 15.91±0.72def

11 200 33 200 1.40±0.14fg 18.57±0.2abc

12 300 65 200 1.82±0.14de 14.76±0.2gf

13 150 33 250 1.5±0.08ef 20.03±0.81a

14 350 33 250 1.68±0.03e 19.67±0.53ab 

15 300 41 250 1.78±0.06de 19.43±2.15abc

16 200 57 250 2.21±0.35bc 18.87±1.07abc

17 150 65 250 1.96±0.08cd 17.95±1.4abcd

18 350 65 250 2.61±0.01a 17.76±0.6bcd

19 350 65 250 2.33±0.16b 17.35±1.28cde

1) Values are Mean±S.D., n=3
2) a-i Means followed by the same letter in column are not significantly
different (p < 0.05)
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초임계 추출 조건에 따른 계면장력의 변화

등고선 분석 결과(Fig. 2) 추출수율은 각 독립변수의 값

이 증가할수록 같이 증가한 반면 계면장력 값은 추출수율

과 반대로 보조용매량이 감소할수록 더 낮아졌다. Table 2

에 의하면 추출물의 계면장력은 No. 6 실험구(추출압력

350 bar, 추출온도 65oC, 보조용매량 50 g)에서 9.65±1.19 mN/

m로 가장 낮았으며, No. 13 실험구(추출압력 150 bar, 추출온

도 33oC, 보조용매량 250 g)에서 가장 높은 값(20.03±0.81 mN/

m)을 나타내었다. 가장 낮은 계면장력을 나타낸 실험구(No.

6)를 기준으로 각 독립변수의 변화에 따른 추출물의 계면

장력 변화를 Fig. 4에 나타내었다. 추출압력 변화의 경우

계면장력은 150 bar에서 13.7 mN/m가장 높았고, 압력이 높

Fig. 2. Contour plots for extraction yield and interfacial tension data of the SFE extract with respect to the extraction condition.
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아질수록 그 값은 점점 낮아지는 경향을 나타내었으며

350 bar에서 10.5 mN/m로 가장 낮았다. 추출온도의 변화에

따른 계면장력도 추출압력의 경우와 유사하게 가장 낮은

추출온도(33oC)에서 가장 높은 계면장력을 나타내었으며,

추출온도가 높아질수록 추출물의 계면장력은 점차 낮아지

는 것을 확인할 수 있었으나 온도 변화에 따른 값은

12.5 mN/m에서 10.5 mN/m로 계면장력 변화의 폭은 압력

변화의 경우보다 약간 적은 것으로 나타났다. 보조용매량

변화에 따른 추출물의 계면장력은 추출압력과 추출온도의

경우와는 반대로 최저 보조용매량에서 10.5 mN/m로 최대

보조용매량에서 17.0 mN/m로 보조용매량이 적을수록 값은

낮았고 보조용매량이 증가할수록 계면장력 값도 비례적으

로 높아지는 것으로 관찰되었다. 또한, 추출압력과 추출온

도의 경우와 비교하였을 때 보조용매량이 계면장력에 가장

큰 영향을 미치는 인자임을 알 수 있었다. 

초임계 추출공정의 최적화

추출압력, 추출온도, 보조용매량 등의 독립변수에 따른

반응값(추출수율 및 추출물의 계면장력)에 대하여 회귀분

석을 실시하였다. 즉, 각 독립변수에 따른 반응변수(Y
n
)인

Table 3. Second order polynomials for yield and interfacial tension data of the extract by SFE under different conditions of pressure,

temperature and co-solvent content

Response variable (Yn) Second order polynomial R
2

Lack of fit (p-value)

Yield (%, Y1)
Y1 = 1.396 + 0.059X1 + 0.209X2 + 0.622X3 - 0.041X1

2 - 0.025X1X2 - 0.035X2
2 + 

0.033X1X3 + 0.078X2X3 - 0.110X3
2 

0.980 0.886

γ (mN/m, Y2)
Y2 = 15.780 - 0.522X1 - 0.796X2 + 3.158X3 - 0.0501

2 - 0.551X1X2 + 0.482X2
2 - 

0.596X1X3 + 0.460X2X3 - 0.378X3
2 0.950 0.222

1) X1 : Pressure (bar) ; X2 : Temperature (oC) ; X3 : Co-solvent content (g)

Yn β0 βiXi βiiXi

2
β ijXiYj

j i 1+=

3

∑
i 1=

2

∑+

i 1=

3

∑+

i 1=

3

∑+=

Fig. 3. Response prediction plot for the effect of pressure, temperature and co-solvent content on the extraction yield.

Fig. 4. Response prediction plot for the effect of pressure, temperature and co-solvent content on interfacial tension value of n-

hexane fractions.
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추출수율(Y
1
) 및 추출물의 계면장력(Y

2
)을 측정한 뒤, 이를

회귀분석 하여 그 결과를 Table 3에 나타내었다. 추출수율

에 대한 lack of fit의 p-value는 0.886, 계면장력의 lack of

fit는 0.222로 두 반응변수 모두 p>0.05로 본 실험 수행을

위해 가정된 모델(Table 1)은 적합한 것으로 판단되었다.

또한, 추출수율과 계면장력의 R2 값이 각각 0.980, 0.950로

높은 유의성을 나타내었다. 회귀분석 결과 추출수율의 최

저점은 추출압력 348 bar, 추출온도 33.3oC, 보조용매량

50 g의 조건으로 이때의 수율은 0.53%이며, 최대점은 추출

압력 330 bar, 추출온도 65oC, 보조용매량 250 g으로 수율

은 2.39%이었다. 이는 실험설계를 통해 가정된 모델의 최

대점 즉, 최적점과 실제 실험결과의 최대점의 추출조건이

잘 일치하고 있음을 나타내고 있으며 전반적으로 각 독립

변수의 값이 증가수록 추출수율도 비례적으로 증가하는 것

을 확인할 수 있었다. 회귀식에서 추출물의 계면장력의 최

저점(추출압력 350 bar, 추출온도 65oC, 보조용매량 50 g)은

10.51 mN/m로, 실제 실험결과의 최저점 조건(350 bar, 65,

50 g)과 비교하였을 때 각 독립변수의 조건이 일치하는 것

을 확인할 수 있었고, 이때의 실제 측정값은 9.65 mN/m로

예측치와는 0.86 mN/m의 차이를 나타내었다. 

요 약

초임계 CO
2
유체를 이용하여 미강 중 표면활성물질을 추

출하고 추출물의 표면활성능을 최적화하는 추출 조건을 반

응표면분석법을 통해 조사하고자 하였다. 추출수율은 독립

변수인 압력, 온도, 보조용매량이 많을수록 높았으며, 보조

용매량이 추출수율에 가장 큰 영향을 주었다. 회귀분석을

통해서 얻은 최적 추출 조건은 추출압력 330 bar, 추출온도

65oC, 보조용매량 250 g이었다. 표면활성능 지표인 계면장

력은 추출압력과 추출온도가 증가할수록 그리고 보조용매

량이 높을수록 낮았으며, 추출수율과 마찬가지로 보조용매

량이 계면장력에 가장 큰 영향을 주었지만 추출압력과 추

출온도 등의 변수에 의한 영향은 비교적 적었다. 회귀분석

을 통해서 얻은 최적 추출 조건(낮은 계면장력)은 추출압

력 350 bar, 추출온도 65oC, 보조용매량 50 g이었다. 또한

D-optimal design을 통해 얻은 실험 결과를 바탕으로 회귀

분석을 하였을 때 예측모델식은 실제 측정값과 비교해 높

은 유의성을 나타내는 것으로 판단되었다. 보조용매량이

많을수록 극성 물질이 더 많이 추출되어 낮은 계면장력 값

을 예상하였지만 실제 측정 결과 보조용매량이 가장 낮은

조건인 50 g에서 계면장력은 가장 낮게 측정되었다. 이의

규명을 위하여 TLC 및 HPLC 분석을 통한 추출물에 대한

성분 조사, 추출물을 이용한 유화액 제조, 유화액 특성 평

가 등 추가 실험이 필요한 것으로 사료되었다. 
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