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액체 이산화탄소 조건에서의 캐놀라 오일 유래의 
효소적 바이오디젤 생산
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Abstract It has been well known that organic solvents like t-butanol and n-hexane can protect lipases from the inhibition 
by short-chain alcohols in the enzymatic transesterification. However, use of the organic solvents should be 
minimized considering their negative effects on environment and human health. Therefore, use of the greener 
solvents has been pursued in various are as including the enzymatic biotranformation. In this study, the liquid 
carbon dioxide (LCO2) was employed as an alternative media for the enzymatic transesterification of canola 
oil. The conversion in the LCO2 was comparable with those in organic solvents and the supercritical carbon 
dioxide, and under optimum conditions, the value reached 99.7%. It is expected that this method can provide 
a new type of biodiesel production process with higher energy efficiency and lower environmental impact.
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서  론1)   

  오일가격이 지속 으로 상승하고 연료유 배출가스에 의한 

지구 온난화에 한 심이 증가하여 화석연료의 체물질

에 한 연구가 활발히 진행 이다. 화석연료 체물질  

하나인 바이오디젤은 지속가능한 바이오매스 즉, 식물유지나 
폐 동 ․ 식물 유지를 이용하여 만들 수 있으며, 경유와 유사한 

특성을 지니고 있다. 그래서 경유 사용 장치에 특별한 개조 

없이 사용이 가능하고, 기존 인 라를 사용할 수 있으며, 화석

연료인 경유 사용시 발생되는 기오염물질과 온실가스 감소

효과 등의 장 을 가지고 있어 최근 각 을 받고 있다 [1-3].
  바이오디젤을 생산하기 해 주로 산 는 알칼리 매가 
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사용되어 왔으나, 이러한 화학  매는 반응 후에도 잔류하

여 반응 부생성물인 리세롤의 분리정제가 어렵다. 한 

엔진을 부식시킬 수 있어, 잔류된 매를 제거하기 한 세척 

 건조 공정이 추가 으로 요구되며, 알칼리 매를 사용

하 을 경우 유지에 함유된 유리 지방산과 반응하여 비 화 
생성물과 물을 생성하므로 매의 소모량이 크고 수율도 낮

다는 단 이 있다 [4-6]. 따라서 화학  매 사용의 단

을 보완하고자 효소를 이용하는 바이오디젤의 제조방법이 

연구되고 있다 [3,5]. 그러나 이 방법은 메탄올과 부생성물인 
리세롤이 효소의 해 요소로 작용하여 반응시 메탄올을 

반응계에 단계 으로 투입하거나 t-butanol이나 hexane과 

같은 유기용매를 반응용매로 사용하는 방법이 연구되었다. 
한 메탄올의 단계  투입방법은 용량 반응기에 합하

지 않으며, 유기용매의 사용은 환경  측면에서 부 합하다

는 단 을 가지고 있다 [7-9].
  최근에는 메탄올과 부생성물인 리세롤에 의해 효소의 

활성이 해되는 것을 방지하기 하여, 친환경  유기용매
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로써 임계 이산화탄소를 용한 효소  바이오디젤 생산

방법이 제시되었다. 그러나 임계 이산화탄소는 유기용매를 
체할 수 있는 친환경 용매이지만 효소를 이용한 바이오디

젤 생산시 임계 이산화탄소 상태에서 오일의 용해도가 높지 

않으며 [10], 오일：메탄올 (1：3) 정량  몰비량으로 단일 
투입시 효소의 활성을 억제하는 단 이 있다. 그래서 기존 

제시된 임계 이산화탄소를 이용한 바이오디젤 생산시 효소

의 활성을 높이기 해 메탄올을 단계 으로 첨가하여야 되

며, 효소의 활성을 유지하기 해 짧은 반응시간이 요구된다

고 보고하 다 [11].
  본 연구에서는 와 같은 문제 을 해결하기 해 효소  

바이오 디젤을 생산하는 방법에서 액체 이산화탄소를 반응

용매로 사용하여 메탄올에 의한 효소 활성이 해되는 것

을 방지하고 친환경 이며 에 지 감효과가 우수한 효소  

바이오디젤 생산 방법을 제시하고자 하 다.

실험재료 및 방법  

실험재료 

  리 아제 고정화 효소 novozym 435, lipozyme TL IM, 
lipozyme RM IM은 Novo Nordisk사의 것을 사용하 다. 
바이오디젤 표 품은 Supelco사의 A fatty acid standard 
Supelco 6 Components F.A.M.E Mix RM-1을 사용하

다. 캐놀라유는 CJ제일제당 (Korea)제를 사용하 다. 메탄

올과 기타 유기용매 (t-butanol, acetone, chloroform, hexane, 
THF, cyclohexane, toluene)는 HPLC 으로 각각 Fisher 
Scientific사와 J.T Baker사의 것을 사용하 다.

실험장치

  임계 재순환 이산화탄소 반응시스템은 무배출 오염제어 

 상용화시 에 지 감효과를 극 화하기 해 제작되었다. 

Fig. 1. Schematic diagram of the apparatus for the preparation 
of biodiesel using liquid and supercritical carbon dioxide.

공정의 냉각을 한 냉동기, 100 mL의 고압 반응용기, 이
산화탄소의 재사용  반응물 분리를 한 분리기, 분리된 

이산화탄소를 액화시킬 수 있는 냉각기, 공정 제어박스로 

구성되어 있다 (Fig. 1).

액체 이산화탄소 상태에서 고효율 리파아제 고정화 효소
의 선정

  표 인 상용화 리 아제 고정화 효소 (novozym 435, 
lipozyme RM IM, lipozyme TL IM)  액체 이산화탄소 

상태에서 최 의 효율을 보이는 고정화 효소를 선정하기 해 

임계 이산화탄소 반응장치에서 바이오디젤을 생산하 다. 
본 연구에서 사용되는 액체 이산화탄소의 온도와 압력범

는 효소의 활성을 고려하여 Fig. 2와 같이 24∼30℃와 63∼ 
400 bar 조건에서 실험이 수행되었다. 효소 선정을 해 캐놀

라유 44.43 g (50 mM), 메탄올 4.8 g (150 mM), 각각의 고정

화 효소는 캐놀라유 무게 비 20% (8.8 g)를 반응기에 넣고 

캐놀라유와 동일부피의 액체 이산화탄소를 첨가하여 30℃, 
100 bar, 300 rpm 조건에서 24시간 동안 반응시켰다.

Fig. 2. Phase diagram condition of liquid carbon dioxide in 
this study.

대체 유기용매로서 액체 이산화탄소의 사용

  효소를 이용한 바이오디젤 생산시 효소의 활성을 유지하

기 한 종래의 방법인 유기용매를 첨가한 실험과 액체 이산

화탄소를 유기용매 체물로 사용시 경향을 악하기 해 

각기 다른 용매 (t-butanol, acetone, chloroform, hexane, THF, 
cyclohexane, toluene, 액체 이산화탄소)를 선정하여 실험

하 다. 실험은 캐놀라유 44.43 g (50 mM), 메탄올 4.8 g 
(150 mM), 고정화 효소 (lipozyme TL IM)는 캐놀라유 무게 

비 5% (2.2 g)를 반응기에 넣고 캐놀라유와 동일부피의 

액체 이산화탄소를 첨가하여 30℃, 300 rpm 조건에서 24시

간 동안 100 mL baffle flask에서 shaking incubator를 이용하

여 상압에서 반응하 다. 단 액체이산화탄소 조건은 100 mL 
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Immobilized enzymes Conversion 
(%)Organism Particle size (mm) Carrier Specificity Grade

Novozym 435
Lipozyme RM IM
Lipozyme TL IM

Candida antarctica
Rhizomucor miehei

Thermomyces lanuginosus

0.3-0.9
0.2-0.6
0.3-1.0

Macroporous acrylic resin
Macroporous anion exchange resin

Granulated silica

Non-specific
1,3-specific
1,3-specific

Technical grade
Food grade
Food grade

21.4
 75.57
99.7

Table 1. Comparison of conversion at 24 h, 30℃, 300 rpm and 100 bar of transesterification reaction by immobilized enzymes
under liquid carbon dioxide

임계 재순환 이산화탄소 반응시스템을 이용하여 100 bar 
조건에서 수행되었다. 한 액체 이산화탄소 상태의 반응기 
운  조건은 반응온도 20∼30℃에 합하지만 리 아제의 
최  온도조건은 30∼50℃ 사이로, 본 실험에서는 30℃, 
100 bar 조건에서 실험하 으며, 그 외 유기용매는 30℃ 상압 

동일 조건에서 실험을 수행하 다.

액체 이산화탄소와 초임계 이산화탄소 상태에서 바이오디
젤 생산성 비교

  액체 이산화탄소와 임계 이산화탄소 상태에서 바이오

디젤 생산 경향을 악하기 해 임계 장비를 이용하여 

실험을 수행하 다. 실험은 상기 표기된 체유기용매로서 

액체 이산화탄소의 실험 조건과 동일하며, 단 액체 이산화탄

소의 온도 조건은 30℃, 임계 이산화탄소는 40℃로 100 bar
의 압력 조건에서 수행되었다.

액체 이산화탄소 상태에서 바이오디젤 생산

  액체 이산화탄소 상태에서 경제성을 고려한 최 화 조건

과 고 환율을 고려한 최 화 조건을 도출하기 해 캐놀라

유 44.43 g (50 mM), 메탄올 4.8 g (150 mM)을 첨가하고 

온도, 압력, 효소 첨가량의 최 화 실험을 수행하 다. 도출

된 경제성 최  조건과 고 환율 최  조건에서 상기 표기

된 액체 이산화탄소 실험방법에 따라 24시간 동안 시간에 

따른 바이오디젤의 생산 경향을 악하 다.

바이오디젤 (fatty acid methyl ester: FAME) 전환율 
측정방법

  바이오디젤 환율 측정을 해 2 mL를 채취한 후 원심

분리기를 이용하여 2분 동안 4000 rpm 조건에서 효소를 
침강시키고 상등액 200 μL를 채취하고, 남아있는 메탄올 

제거를 해 80℃로 가열시켜  처리된 시료를 확보하

다.  처리된 시료의 250 mg을 10 mL 바이얼에 methyl 
heptadecanoate 5 mL와 함께 넣어 잘 섞은 후에 GC를 이용

하여 측정하 다.
  샘 내 지방산 메틸 에스테르 (FAME) 함량 측정을 해 

Agilent gas chromatograph (Model 6890, Agilent)를 이용하

고, 컬럼은 BD-Wax column (30 m × 0.25 mm × 0.25 μm, HP) 
그리고 검출은 flame ionization detector (FID)를 사용하 다.

  분석은 다음과 같은 조건에서 수행하 다. Injector 온도는 

250℃이고, oven 온도는 50℃부터 200℃까지는 10℃/min로 

승온, 230℃까지는 3℃/min로 승온하고 230℃에서는 18분 
동안 체류 시간을 주었다. Detector의 온도는 280℃로 설정

하 다. Injection volume은 1 μL로 하 고, split ratio는 

50：1로 하 다. Carrier gas는 N2를 사용하 으며, 유속은 

30 cm/sec, air는 450 mL/min 그리고 H2는 45 mL/min으로 

주입 하 다. Make up flow는 N2를 사용하 으며, 유속은 

30 mL/min로 하 다.
  FAME의 분석을 하여 한국 표 회에서 채택한 KSM 
2413 (EN 14103) 법에 따라 시험을 수행하 으며, 식 (1)에 
따라 FAME 함량을 계산하 다.

 


×

 ×
×       (1)

C：Ester 함량.
∑A：FAME C140부터 C24：1까지의 피크면 의 총합.
AEI：Methyl heptadecanoate의 피크의 면 .
CEI：Methyl heptadecanoate의 농도 (mg/L).
VEI：Methyl heptadecanoate의 투입 부피 (mL).
m：샘 의 질량 (mg).

결과 및 고찰

액체 이산화탄소 상태에서 고효율 고정화 효소의 선정

  실험에 사용된 각각의 고정화 효소는 각기 다른 특성을 
가지고 있다. Novozym 435 (from Candida antarctica)는 

담체로서 다공성 아크릴 진을 이용하고 입자 사이즈가 
0.3∼0.9 mm이며 치 선택  특이성이 없으며 정제된 
고가의 고정화 효소이다. 그리고 lipozyme RM IM (from 
Rhizomucrommiehei)은 담체로서 다공성 음이온 교환 진

을 이용하고 입자 사이즈가 0.2∼0.6 mm이며 1,3- 치 선택

 특이성을 가진 가 고정화 효소이다. 마지막으로 lipozyme 
TL IM (from Thermomyces lanuginosus)은 담체로서 미립자 

실리카겔을 이용하며 입자 사이즈가 0.3∼1.0 mm이고 1,3-
치 선택  특이성을 가진 가 고정화 효소이다 (Table 1).  
각기 다른 특징을 가진 3가지 상용화된 리 아제 고정화 

효소를 상으로 액체 이산화탄소 상태에서 합한 효소를 



340

선정하기 해 실험한 결과 novozym 435의 최종 바이오디

젤 환율은 21.4%, lipozyme RM IM은 75.5%, lipozyme 
TL IM은 99.7%의 환율을 보 다 (Table 1). 정 화학 

제품 생산용으로 리 사용되고 있는 치 선택  특이성이 
없는 novozym 435는 액체 이산화탄소 상태에서 바이오디

젤 생산을 한 효소로서 합하지 않았으며 1,3- 치 선택

 특이성을 가진 리 아제 효소가 합함을 확인 할 수 있

었다. 특히 사용된 1,3- 치 선택  특이성을 가진 lipozyme 
TL IM이 액체 이산화탄소 상태에서 바이오디젤 생산에 최

의 효소임을 확인하 다 (Fig. 3).  결과는 최근 임계 

이산화탄소 상태에서 효소  바이오디젤 생산시 Novozym 
435 (from Candida antarctica) 보다 제작된 고정화 효소 
(from C. rugosa and R. oryzae)가 보다 우수하다고 보고된 
연구 결과와 동일한 경향을 보임을 확인할 수 있다 [11].

Fig. 3. Comparison of FAME conversion by different immobilized 
enzymes under liquid carbon dioxide. Reaction condition; 
50 mM of canola oil, lipozyme TL IM 20% (wt) of oil, 
methanol/oil molar ratio of 3：1, temperature at 30℃, 
pressure at 100 bar and agitation speed at 300 rpm.

대체 유기용매로서 액체 이산화탄소의 고찰

  Nelson 등 [12]은 유기용매 (n-hexane) 상태에서 두유, 
캐놀라유를 이용한 효소  (lipozyme IM60) 바이오디젤 
생산 연구는 n-hexane 미첨가시 19.4% 환율을 보이던 것

이 첨가하여 반응시 98.5%의 높은 환율을 얻을 수 있다고 

보고하 다. Soumanou 등 [13]은 면실유를 이용한 효소  

(lipozyme TL) 바이오디젤 생산 연구에서 유기용매 (n-hexane) 
미첨가시 10% 환율을 보이던 것이 70%까지 환율이 향

상됨을 보고하 다. Li 등 [14]은 캐놀라유를 이용한 효소  
(lipozyme TL) 바이오디젤 생산 연구에서 유기용매 (t-butanol) 
미첨가시 10% 환율을 보이던 것이 75%까지 환율이 

향상됨을 보고하 다.
  메탄올의 효소 해 방지를 해 사용되는 유기용매를 체

할 수 있는 친환경 인 용매로서 액체 이산화탄소의 가능성

을 확인하기 한 실험 결과 액체 이산화탄소 상태에서 최종 

바이오디젤 환율은 59.3%를 보 다. 그리고 각각의 서로 
다른 유기용매 (t-butanol, acetone, chloroform, hexane, THF, 
cyclohexane, toluene) 상태에서는 각각 69.3%, 65.6%, 25.2%, 
2.0%, 59.8%, 2.0%, 64.4%를 보 다 (Fig 4).
  본 결과는 유기용매를 이용한 바이오디젤의 생산성과 액

체 이산화탄소를 이용한 바이오디젤 생산성을 비교하여 유기

용매 조건과 같이 메탄올에 의한 효소 해를 방지하는 역할

을 액체 이산화탄소가 수행할 수 있음을 보여주며, 결과 으

로 액체 이산화탄소가 친환경 인 유기용매의 체 물질로서 
합함을 확인할 수 있었다 [13-17].

Fig. 4. Comparison of FAME conversion by different solvents 
under solvents. Reaction condition: 50 mM of canola 
oil, solvent 50% (v/v) of oil, methanol/oil molar ratio of 
3：1, temperature at 30℃, and agitation speed at 300 rpm. 
Liquid carbon dioxide (LCO2) pressure is 100 bar.

액체 이산화탄소와 초임계 이산화탄소 상태에서 바이오
디젤 생산성 비교

  임계 이산화탄소는 체 반응용매로써 비독성이며, 생성

물의 분리가 용이한 장 을 보여 음식, 의약품  기타 련 

산업에서 최근 많은 주목을 받고 있다 [15-17]. 이러한 장

을 가진 임계 이산화탄소를 효소  바이오디젤 생산에 
활용하고자 하는 시도가 이루어지고 있다. Madras 등 [18]
은 해바라기유로부터 효소  (novozym 435) 바이오디젤 

생산시 임계 이산화탄소 조건에서 7시간 반응하여 23%
의 환율을 달성하 다. Varma 등 [19]은 castor linseed 
oil로부터 효소  (novozym 435) 바이오디젤 생산시 임계 
이산화탄소 조건에서 7시간 반응하여 45%, 자트로 유로

부터 임계이산화탄소 조건에서 8시간 반응하여 70% 이상

의 환율을 달성한 결과를 보고하 다. 그러나 아직까지 

액체 이산화탄소 상태에서 효소  바이오디젤 생산에 한 

연구는 거의 없는 상태이다.
  액체 이산화탄소와 임계 이산화탄소 상태에서 바이오

디젤 생산성 비교 결과 액체 이산화탄소 상태에서는 3시간 

경과 후 33.9%, 최종 59.3%의 환율을 보 고 임계 이
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산화탄소 상태에서 3시간 경과 후 38.9%, 최종 52.8%의 
환율을 보 다 (Fig. 5).

  본 실험결과는 최 화되지 않은 동일 조건에서 바이오

디젤의 생산 경향을 악하기 한 실험결과로서 각각 약 

60%의 높은 환율을 보 다. 한 최근 바이오디젤의 생산

시 친환경 용매로서 주목을 받고 있는 임계 이산화탄소를 

이용한 바이오디젤 생산과 유사한 결과를 나타냄으로써 액체 

이산화탄소를 이용한 바이오디젤 생산방법이 임계 이산화

탄소를 이용한 방법보다 에 지 약형 친환경 바이오디젤 

생산에 합함을 확인할 수 있었다 [11,15-17].

Fig. 5. Biodiesel production with the reaction time under liquid 
and super critical carbon dioxide. Reaction condition; 
50 mM of canola oil, lipozyme TL IM 5% (wt) of oil, 
methanol/oil molar ratio of 3：1, temperature at 30℃ and 
40℃ (former: liquid carbon dioxide, after: supercritical 
carbon dioxide), pressure at 100 bar and agitation speed 
at 300 rpm.

액체 이산화탄소 상태에서 바이오디젤 생산 

  액체 이산화탄소 상태에서 바이오디젤 생산시 경제성을 
고려한 최 조건은 lipozyme TL IM이 캐놀라유 무게 비 

10% (4.4 g), 26℃, 65 bar, 고 환율을 고려한 최 조건은 

lipozyme TL IM이 캐놀라유 무게 비 20% (8.8 g), 30℃, 
100 bar 임을 도출하 다 (Fig. 6). 경제성을 고려한 최 화 

조건과 높은 환율을 고려한 최 화 조건에서 바이오디젤 

환 경향을 측정한 결과 경제  최  조건 상태에서 12시

간 반응 후 88.3% 환율을 보 으며, 고 환율 최  조건

에서는 99.7%의 높은 환율을 나타내었다 (Fig. 7).
  본 실험의 결과는 상온 (24℃) 조건에서 친환경 인 액체 
이산화탄소를 이용하여 효소  (lipozyme TL IM) 바이오

디젤의 생산 합성을 확인 할 수 있었다. 액체 이산화탄소 
상태에서 효과 으로 효소이용 바이오디젤 생산이 가능한 

이유는 메탄올을 용해된 소수성 상태의 개질된 액체 이산화

탄소가 오일과 효소의 반응에 공 되어 메탄올에 의한 효소

의 직 인 해를 방지하여 체 인 반응공정을 안정화

시키는 것으로 사료된다.

(a) 

(b) 

(c) 

Fig. 6. Effect of reaction temperature, pressure, and enzyme 
loading amount on biodiesel production in LCO2 by 
lipozyme TL IM. Reaction conditions: (a) 50 mM of canola 
oil, lipozyme TL IM 5% (wt) of oil, methanol/oil molar ratio 
of 3：1, pressure at 100 bar and agitation speed at 300 rpm, 
(b) 50 mM of canola oil, lipozyme TL IM 5% (wt) of oil, 
methanol/oil molar ratio of 3：1, temperature at 26℃ and 
agitation speed at 300 rpm, (c) 50 mM of canola oil, 
methanol/oil molar ratio of 3：1, temperature at 26℃, 
pressure at 65 bar and agitation speed at 300 rpm.

  액체 이산화탄소를 유기용매 신에 사용함으로써 지구 

온난화의 주요 요인인 이산화탄소를 이용할 뿐만 아니라 
기존에 제시된 임계 이산화탄소를 이용한 바이오디젤 생산
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방법보다 낮은 온도와 압력 조건에서 운 이 가능한 에 지

약형 친환경 바이오디젤 생산방법임을 확인할 수 있었다 [11]. 
한 최근 온에서 활성이 높은 리 아제를 발굴한 연구가 

발표되고 있어 온에서 활성이 높은 고정화 리 아제 효소를 
용한다면 효소  바이오디젤 생산의 경제성을 갖춘 상용화 

공정 제시가 가능하리라 기 된다.

Fig. 7. Biodiesel production with the reaction time under liquid 
carbon dioxide. Economic conversion condition; 50 mM 
of canola oil, lipozyme TL IM 10% (wt) of oil, methanol/oil 
molar ratio of 3：1, temperature at 26℃, pressure at 
65 bar and agitation speed at 300 rpm. High conversion 
condition; 50 mM of canola oil, lipozyme TL IM 20.0 w% 
of oil, methanol/oil molar ratio of 3：1, temperature at 30℃, 
pressure at 100 bar and agitation speed at 300 rpm.

요  약

  액체 이산화탄소를 반응용매로 사용하여 메탄올에 의한 효

소 활성이 해되는 것을 방지하고 친환경 이며 에 지 감

효과가 우수한 바이오디젤 생산 방법을 제시하고자 유기용매 
(t-butanol, acetone, chloroform, hexane, THF, cyclohexane, 
toluene)와 액체 이산화탄소 비교실험을 통해 액체 이산화탄

소가 기타 유기용매와 같은 메탄올 해를 방지하는 역할을 

함으로써 반응 용매로서의 합함을 확인하 다. 한 동일 

이산화탄소를 이용한 임계 이산화탄소와 비교 실험을 수행

하여 임계 이산화탄소를 이용한 바이오디젤 생산과 유사

한 결과를 나타냄으로써 액체 이산화탄소를 이용한 바이오

디젤 생산방법이 에 지 약형 친환경 바이오디젤 생산에 

더욱 합함을 확인할 수 있었다. 그리고 액체 이산화탄소 

상태에서 바이오디젤 생산의 최 화를 통해 고효율 효소는 

novozym 435, lipozyme RM IM  lipozyme TL IM 
에서 1,3- 치 선택  특이성을 가진 lipozyme TL IM이 
가장 우수함을 확인할 수 있었다. 한 경제  최  조건과 
고 환율 최 조건을 도출하여 각각 88.3%, 99.7%의 높은 

환율을 얻었다.
  본 연구를 통해 액체 이산화탄소가 메탄올에 의한 효소활

성 해를 방지하는 반응 용매로 합하며, 지구 온난화의 주요 

요인인 이산화탄소를 이용할 뿐 아니라 비독성 용매로서 

친환경 이며 임계 이산화탄소 상태보다 에 지 감효과

가 우수하여 효소  바이오디젤 생산 방법에 새로운 방안을 
제시 할 수 있었다.
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