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명 세 서

청구범위

청구항 1 

망고스틴 추출물 원료를 모사 이동층(simulated moving bed) 크로마토그래피에 적용하여 베타-망고스틴을 분리

하는 단계를 포함하는, 베타-망고스틴(β-mangostin)의 분리 방법.

청구항 2 

제1항에  있어서,  상기  망고스틴  추출물은  베타-망고스틴 및  이의  이성질체  혼합물이  포함된  것을  특징으로

하는, 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 이성질체는 알파-망고스틴 및 감마-망고스틴인 것을 특징으로 하는, 베타-망고스틴의 분

리 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 방법은

모사 이동층 크로마토그래피에 적용된 흡착 칼럼에 대한 알파-망고스틴 및 베타-망고스틴의 흡착계수 및 물질전

달계수를 결정하는 단계(단계 1);

상기 단계 1에서 결정된 흡착계수 및 물질전달계수를 유전자알고리즘(genetic algorithm) 및 컬럼 모델식을 바

탕으로 모사 이동층 전산모사 프로그램에 적용하여 모사 이동층 크로마토그래피 공정의 운전조건을 계산하는 단

계(단계 2); 및

모사 이동층 크로마토그래피에 망고스틴 추출물 원료와 용리액을 공급하고 상기 단계 2에서 계산된 운전조건을

적용하여 베타-망고스틴을 분리하는 단계(단계 3);를 포함하는 것을 특징으로 하는 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 단계 1의 흡착 컬럼은 C18이 코팅된 실리카를 고정상으로 포함하는 것을 특징으로 하는,

베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 단계 2의 컬럼 모델식은 일괄 대량 이동 모델(lumped mass-transfer model)인 것을 특징

으로 하는, 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 7 

제4항에 있어서, 상기 단계 3의 용리액은 C1~C4의 저급 알코올인 것을 특징으로 하는, 베타-망고스틴의 분리 방

법.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 저급 알코올은 에탄올인 것을 특징으로 하는, 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 9 

제4항에 있어서, 상기 단계 3의 모사 이동층 크로마토그래피 후 용리된 산물(product)을 대상으로 리사이클링

프렙 HPLC(Recycling Preparative HPLC)를 추가로 수행하는 것을 특징으로 하는, 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 10 
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제1항에 있어서, 상기 모사 이동층(SMB) 크로마토그래피는,

3개의 유입구와 2개의 유출구를 구비한 3구역 개방형 SMB 크로마토그래피를 이용하고, 탈착용매(용리액)를 제1

구역의 입구로 주입하며 이와 동시에 제1구역의 출구를 통해 베타-망고스틴 산물을 회수하는 단계 (단계 ①);

상기 단계 ①과 동시에 제2구역의 입구로 탈착용매를 주입하여 알파-망고스틴 및 감마-망고스틴 성분들이 한 교

환시간 이내에 제2구역의 첫 번째 컬럼으로부터 탈착되어 제3구역을 향하여 진행해 나갈 수 있도록 하는 단계

(단계 ②); 및

상기 단계 ②와 동시에 망고스틴 시료 용액을 공급액 주입구를 통해 제3구역으로 주입하며 이와 동시에 망고스

틴 시료 내 베타-망고스틴 성분의 이동 구간 범위를 제3구역 내로 한정하게 하고 반면 알파-망고스틴과 감마-망

고스틴 성분은 한 교환시간 내에 제3구역 출구 지점을 지나 외부로 배출될 수 있도록 하는 단계 (단계 ③);를

포함하는 3구역 개방형 SMB 크로마토그래피인 것을 특징으로 하는, 베타-망고스틴의 분리 방법.

청구항 11 

제1항에 있어서, 상기 분리 방법에 의해 분리된 베타-망고스틴은 순도가 96% 이상인 것을 특징으로 하는 분리

방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 망고스틴 이성질체 성분의 혼합물로부터 최적화된 모사 이동층(simulated moving bed) 크로마토그래[0001]

피 공정을 이용하여 베타-망고스틴을 고순도 및 고효율로 분리할 수 있는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

천연과일 열매인 망고스틴(Garcinia mangostana)의 과피 추출을 통해 산업적 활용 가치가 높은 망고스틴 이성질[0002]

체 성분(알파, 감마, 베타 망고스틴)들을 확보할 수 있다. 이 중 알파-망고스틴은 소염제, 항산화제, 항암제 등

의  제조에  적용  가능한  것으로  알려져  있으며,  베타-망고스틴은  멜라닌의  생성과  관련된  티로시나제

(tyrosinase)와 TRP-1 (tyrosinase-related protein-1)의 활성을 저해하여 피부 미백 효과를 유도하는 것으로

알려져 있다.

최근 베타-망고스틴에 대한 관심이 증가하고 있으며 베타-망고스틴의 잠재적 가치와 산업적 유용성을 극대화하[0003]

기 위해서는 베타-망고스틴에 대한 고순도 생산체제 구축이 필수적이다. 더 나아가 베타-망고스틴 생산 공정의

상용화  촉진과  경제성  확보를  위해서는  고순도  분리  조건  이외에  대량  생산을  위한  높은  수준의  처리속도

(throughput)와 고수율(high yield) 확보 조건들이 추가로 요구된다.

현재까지 천연원료 추출액으로부터 망고스틴 성분의 분리를 위해 적용되어온 공정들은 대부분 회분식(batch) 크[0004]

로마토그래피 공정이다. 이 공정에서는 1개의 유입구(inlet port)와 1개의 유출구(outlet port)가 설치된 흡착

제 컬럼에 혼합물을 일정시간 동안만 주입한 후 이들이 컬럼 외부로 모두 배출될 때까지 이동상(mobile phase)

용매를 지속적으로 주입한다. 주입된 이동상 용매는 컬럼 내 빈 공간을 지나 유출구로 배출된다. 이 과정에서

이동상에 존재하는 목표 성분(target component)과 불순물 성분들(impurities)이 흡착제와 서로 다른 상호작용

을 하게 되어 궁극적으로 각 성분들 간의 진행속도에 차이를 가져오게 되고, 이와 같은 각 성분들 간 진행속도

의 차이를 이용하여 목표 성분만을 분리하게 된다. 상기 회분식 크로마토그래피 공정의 경우 고순도 및 고수율

의 동시 확보가 어려울 뿐만 아니라 흡착제 효용성이 매우 낮고 용매 사용량이 매우 크다. 또한 회분식 운전에

기초하고 있기 때문에 정상상태(steady state)의 유지가 불가능하여 공정 운용 관리와 자동화 시스템 구축에 많

은 제약이 따르는 것으로 알려져 있다. 더 나아가 회분식 운전모드의 내재적 한계로 인해 처리속도 향상에 많은

제약이 있을 수밖에 없다.

이와 같은 회분식 공정의 단점들을 극복하기 위해서는 다수의 컬럼과 다수의 포트(port)를 조합하여 이동상과[0005]

흡착제상이 서로 역방향으로 교차하게 하고 이를 바탕으로 혼합물의 연속 주입과 목표 성분의 고순도 연속 회수

를 가능하게 해 줄 수 있는 공정 방식을 채택할 필요가 있다. 이와 같은 공정 방식의 대표적인 것이 바로 모사

이동층(simulated moving bed, SMB) 크로마토그래피 공정(도 1)이며 이 공정은 미국 및 유럽의 바이오, 제약,

정밀화학 산업 등의 분야에서 그 가치를 인정받고 있다.
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한편, 한국등록특허 제1743063호에는 '유사이동층 흡착 분리방법을 이용한 크레졸 이성질체의 분리 방법'이 개[0006]

시되어 있고, 한국등록특허 제1837446호에는 회분식 분리 방법이 기재된 '알파-망고스틴, 베타-망고스틴, 감마-

망고스틴 또는 가르탄닌 화합물을 유효성분으로 함유하는 피부 주름 개선 또는 피부 보습용 조성물'이 개시되어

있으나, 본 발명의 'SMB 공정을 이용한 고순도 및 고효율의 베타-망고스틴 분리방법 및 이의 용도'에 대해서는

기재된 바가 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 요구에 의해 도출된 것으로서, 본 발명자들은 망고스틴 과피 추출액(crude 망고스틴 혼[0007]

합물)으로부터 베타-망고스틴만을 고순도 및 고수율로 연속분리해낼 수 있는 고성능 고효율의 "베타-망고스틴

분리 SMB 공정"을 개발하고자 하였다.

이를 위해 목표 성분 분리에 적합한 흡착제와 용매를 선정하였고, 원료(조추출물) 구성 성분들의 동적 거동 예[0008]

측 모델 및 관련 파라미터를 결정한 후 이에 기반한 SMB 공정의 최적 운전 조건을 설계하였으며, 최적 운전 조

건을 갖춘 SMB 공정 장치를 제작하였다. 그 후, 최적설계 결과 및 제작된 SMB 장치에 대한 실험적 검증을 실시

하였으며, SMB 공정 산물에 대한 후처리 공정을 확립하여, 원료인 조추출물 시료 내 베타-망고스틴 성분을 96%

이상의 순도로 회수할 수 있음을 확인함으로써, 본 발명을 완성하였다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위해, 본 발명은 망고스틴 추출물 원료를 모사 이동층(simulated moving bed) 크로마토그[0009]

래피에 적용하여 베타-망고스틴을 분리하는 단계를 포함하는, 베타-망고스틴(β-mangostin)의 분리 방법을 제공

한다.

발명의 효과

본 발명에서 개발된 beta-SMB 공정을 이용하면 원료(조추출물) 내 포함되어 있는 베타-망고스틴과 다른 망고스[0010]

틴 성분들(알파, 감마)을 높은 효율로 분리할 수 있을뿐만 아니라 알려지지 않은 불순물의 상당 부분도 제거할

수 있어, 높은 순도의 베타-망고스틴을 회수할 수 있다. 또한, 본 발명의 방법은 SMB 공정을 이용함으로써, 일

반적인 회분식 크로마토그래피와 비교하여 매우 적은 양의 용리액이 사용되고, 고농도 및 고순도의 분리가 가능

하며, 연속공정이 가능함에 따라 베타-망고스틴의 생산량 또한 향상시킬 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 일반적인 형태인 4구역 닫힌 루프계 SMB 공정 구조의 모식도이다.[0011]

도 2는 컬럼 모델 기반의 공정 설계 접근 방법에 기반을 둔 beta-SMB 공정(베타-망고스틴 분리 SMB 공정) 개발

의 체계도를 나타낸다.

도 3은 beta-SMB 공정(베타-망고스틴 분리 SMB 공정)의 장치 조립 설계도이다.

도 4는 에탄올 수용액을 이동상으로 사용하는 펄스주입 실험(흡착제: Sepra C8 레진, 원료: 단일 망고스틴 시약

0.1 g/L, 원료 주입량: 200 ㎖)의 결과이다. (a) 이동상: 100% 에탄올, (b) 이동상: 95% 에탄올, (c) 이동상:

90% 에탄올, (d) 이동상: 85% 에탄올.

도 5는 85% 에탄올 수용액을 이동상으로 사용하고 crude 망고스틴 혼합물 시료를 대상으로 한 펄스주입실험(흡

착제: Sepra C8 레진, 원료: crude 망고스틴 시료 30 g/L, 원료 주입량: 15 ㎖)의 결과이다.

도 6은 beta-SMB 공정(베타-망고스틴 분리 SMB 공정)의 최적 구조이다. β-1의 앞부분과 β-2의 뒷부분을 각각

zone Ⅲ와 zone I 내에 위치하게 하고 α-2의 뒷부분은 zone Ⅱ 내에 위치하게 한다. 한편 γ 성분은 흡착강도

가 가장 작기 때문에 잔류물(raffinate) 포트를 통해 자동 배출된다. 이러한 상황 하에서의 베타-망고스틴 성분

(β-1, β-2)은 추출물(extract) 포트를 통해 회수되고 다른 망고스틴 성분들(α-1, α-2, γ)은 모두 잔류물

포트를 통해 제거된다. 매 단계마다 유입구  및 유출구 포트들이 용매의 진행방향을 따라 컬럼 한 개의 길이만

큼 이동하면서 원료(feed) 혼합물의 연속주입과 베타-망고스틴 성분의 연속회수를 가능하게 한다.

도 7은 펄스주입 실험 결과와 컴퓨터 시뮬레이션 결과와의 비교 그래프이다. 흡착제: Sepra C18 레진, 이동상:
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85% 에탄올, (a) α-1 (고농도 기준: crude 시료), (b) α-2 (저농도 기준: 단일 시약), (c) β-1 (고농도 기

준: crude 시료), (d) β-2 (저농도 기준: 단일 시약).

도 8은 최적설계된 beta-SMB 공정의 주기적 정상상태 컬럼 프로파일에 대한 시뮬레이션 결과를 보여준다. (a)

Beginning of a switching period, (b) Middle of a switching period, (c) End of a switching period.

도 9는 beta-SMB 공정 실험 진행 중 촬영된 장치의 사진이다.

도 10은 베타-망고스틴 분리를 위한 beta-SMB 공정 실험의 결과이다. (a) Effluent history for extract port

(product port) stream, (b) Effluent history for raffinate port (non-product port) stream.

도 11은 beta-SMB 공정 실험 결과의 증빙을 위한 HPLC 농도 분석 크로마토그램의 원시 자료(raw data)이다. (a)

원료 용액(crude 망고스틴 시료 용액), (b) SMB product (extract) stream, (c) 베타-망고스틴 표준시약.

도 12는 prep-HPLC를 이용한 베타-망고스틴 분리 과정의 크로마토그램이다.

도 13은 prep-HPLC를 이용한 후처리 공정 실험 결과이다. (a) SMB extract (product) stream, (b) re-HPLC-1,

(c) re-HPLC-2 (순도 >95%, 베타-망고스틴), (d) re-HPLC-3.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명의 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 망고스틴 추출물 원료를 모사 이동층(simulated moving bed) 크[0012]

로마토그래피에 적용하여 베타-망고스틴을 분리하는 단계를 포함하는, 베타-망고스틴(β-mangostin)의 분리 방

법을 제공한다.

모사 이동층(simulated moving bed, SMB) 공정은 일반적으로 2개의 유입구(feed, desorbent)와 2개의 유출구[0013]

(extract, raffinate)에 의해 4개의 zone으로 구분되어 있는 형태의 구조를 가지고 있으며(도 1), 각 zone에는

미리 선별된 흡착제로 충진된 한 개 이상의 컬럼들이 연결되어 있다. 흡착제에 상대적으로 친화력이 큰 성분

(high-affinity solute)은 이동상 용매(용리액)의 흐름방향을 따라 느린 속도로 이동하는 반면, 친화력이 작은

성분(low-affinity solute)은 빠른 속도로 이동하게 된다. 이 때 4개의 포트를 이동상의 흐름방향을 따라 일정

한 시간 간격을 두고 컬럼 한 개의 길이만큼 이동시키고, 그 이동 속도(= column length/port switching tim

e)를 친화력이 큰 성분의 속도보다는 크고 친화력이 낮은 성분의 속도보다는 작도록 선택한다. 이와 같은 조건

이 유지되면, 친화력이 큰 성분은 항상 원료(feed) 포트보다 뒤쳐지기(lag behind) 때문에 추출물(extract) 포

트에서 회수되고, 반면에 친화력이 낮은 성분은 항상 원료 포트보다 앞서나가기(advance beyond) 때문에 잔류물

(raffinate) 포트에서 얻어지게 된다. 그 결과 원료 혼합물은 항상 친화력이 큰 성분과 친화력이 작은 성분들의

중복 지역(overlapping region)에 주입되고 동시에 잔류물과 추출물은 항상 분리 지역(separated region)에서

얻어지게 된다. 이와 같은 상태가 지속적으로 유지될 경우 원료 혼합물의 연속주입과 각 목표 성분(product)의

연속회수가 가능하게 된다. 아울러 SMB 컬럼 내에서 서로 다른 두 성분(high-affinity solute와 low-affinity

solute)의 solute band들이 완벽히 분리되지 않고 일부만 분리되는 partial-separation의 상황 하에서도 고순

도 및 고수율의 목표 성분 회수가 가능하게 된다.

본 발명에 따른 SMB 공정은 개방형(open-loop)으로, 이동상이 재순화되지 않는 시스템이다. 개방형을 선택하면[0014]

zone I을 오염으로부터 보호하고 운전 중 문제가 생겼을 때 유량을 조절하기 용이한 장점을 지니고 있다.

본 발명에 따른 베타-망고스틴의 분리 방법에 있어서, 상기 망고스틴 추출물은 베타-망고스틴 및 이의 이성질체[0015]

혼합물이 포함된 것일 수 있으며, 상기 이성질체는 알파-망고스틴 및 감마-망고스틴일 수 있다.

본 발명에서는 분리가 어려운 망고스틴 이성질체의 혼합물로부터 베타-망고스틴만을 고순도로 분리하기 위해 모[0016]

사 이동층 크로마토그래피를 사용하였다.

본 발명의 일 구현 예에 따른 베타-망고스틴의 분리 방법은,[0017]

모사 이동층 크로마토그래피에 적용된 흡착 칼럼에 대한 알파-망고스틴 및 베타-망고스틴의 흡착계수 및 물질전[0018]

달계수를 결정하는 단계(단계 1);

상기 단계 1에서 결정된 흡착계수 및 물질전달계수를 유전자알고리즘(genetic algorithm) 및 컬럼 모델식을 바[0019]

탕으로 모사 이동층 전산모사 프로그램에 적용하여 모사 이동층 크로마토그래피 공정의 운전조건을 계산하는 단

계(단계 2); 및

모사 이동층 크로마토그래피에 망고스틴 추출물 원료와 용리액을 공급하고 상기 단계 2에서 계산된 운전조건을[0020]
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적용하여 베타-망고스틴을 분리하는 단계(단계 3);를 포함할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 방법에 있어서, 상기 단계 1의 흡착 컬럼은 C18이 코팅된 실리카를 고정상으로 포함하는 것일 수 있[0021]

으나, 이에 제한되지 않는다. 본 발명의 일 구현 예에서 상기 C18이 코팅된 실리카는 베타-망고스틴과 다른 망

고스틴 성분들 간의 분리와 연속공정 적용 가능성 면에서 가장 적합한 흡착제인 것으로 확인되었다. 더 나아가

연속공정 적용을 위해 흡착제의 입자크기는 50 ㎛ 이상이어야 하며, 저압(low pressure) 하에서도 충분한 수준

의 분리선택도를 보장할 수 있어야 한다는 점을 확인하였다.

또한, C18이 코팅된 실리카를 고정상으로 포함하는 흡착 칼럼에 대한 알파-망고스틴 및 베타-망고스틴의 흡착계[0022]

수(헨리상수)는  펄스주입  실험  데이터(도  4d,  및  도  5)로부터  확인된  각  성분의  체류시간과  용질운동이론

(solute  movement  theory;  P.C.  Wankat,  'Chapter  6.  Basics  of  Sorption  in  Packed  Columns'  in  Rate-

Controlled Separations (Blackie Academic & Professional, New York, ed. 2, 1994), p.239-251)을 이용하여

결정하였고, C18이 코팅된 실리카를 고정상으로 포함하는 흡착 칼럼에 대한 알파-망고스틴 및 베타-망고스틴의

물질전달계수는 Chung and Wen correlation 및 컴퓨터 시뮬레이션 결과 등을 이용하여 산출하였다(표 2).

또한,  본  발명의  일  구현  예에  있어서,  상기  단계 2의  컬럼  모델식은 일괄 대량 이동 모델(lumped  mass-[0023]

transfer model)일 수 있고, 모사 이동층 전산모사 프로그램은 Aspen Chromatography
TM
 일 수 있으나, 이에 제

한되지 않는다. 본 발명의 단계 2에서 계산된 모사 이동층 크로마토그래피의 운전조건은 표 3과 같다.

본 발명의 방법에 있어서, 상기 단계 3의 용리액은 C1~C4의 저급 알코올일 수 있고, 바람직하게는 메탄올 또는[0024]

에탄올일 수 있으며, 보다 바람직하게는 에탄올일 수 있고, 보다 더 바람직하게는 80~95%(v/v) 에탄올일 수 있

고, 가장 바람직하게는 85%(v/v) 에탄올일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 상기 에탄올은 C18이 코팅된 실리

카를 고정상으로 포함하는 흡착 칼럼 조건에서 베타-망고스틴과 이의 이성질체간 분리선택도가 우수하게 확인된

것으로서, 흡착 칼럼의 종류에 따라 당업계에 통상적으로 사용되는 다른 종류의 용리액으로 변동 가능할 수 있

다.

또한, 본 발명에 따른 베타-망고스틴의 분리 방법은, 상기 단계 3의 모사 이동층 크로마토그래피 후 용리된 산[0025]

물(product)을 대상으로 리사이클링 프렙 HPLC(Recycling Preparative HPLC)를 추가로 수행할 수 있으나, 이에

제한되지 않는다.

기존의 프렙 HPLC(Preparative HPLC)는 펌프에서 나오는 용매와 매뉴얼(manual) 인젝터에서 주입된 시료가 혼합[0026]

되어 흐르면서 컬럼에서 분리가 이루어지고, 이 분리된 상황을 검출기로 확인한 후 바로 분취를 수행하는 시스

템이었다. 그러나, 리사이클링 프렙 HPLC의 경우 재순환 시스템을 자동 재순환기(auto recycler)가 조절하여 분

리가 이루어지지 않은 시료의 경우 곧바로 컬럼에 재주입하는, 즉 분리가 이루어지지 않은 시료를 분리가 이루

어질 때까지 컬럼에 재순환하는 원리의 방법이다. 또한, 리사이클링 프렙 HPLC의 순환 과정에서 첫 cycle의 컬

럼에서 두 번째 cycle의 컬럼까지의 넓은 용적을 시료가 확산 등의 이유로 다시 섞이지 않고 순차적으로 분리가

이루어지게 정압을 유지시켜 용매의 소비가 전혀 이루어지지 않기 때문에 용매비용의 부담이 덜어지는 이점이

있다.

본 발명의 일 구현 예에 있어서, 상기 리사이클링 프렙 HPLC의 추가 수행은 모사 이동층 크로마토그래피 후 용[0027]

리된 산물(product)에 포함된 미소 잔류물의 제거를 위해 수행될 수 있다.

본 발명의 모사 이동층(SMB) 크로마토그래피는,[0028]

3개의 유입구와 2개의 유출구를 구비한 3구역 개방형 SMB 크로마토그래피를 이용하고, 탈착용매(용리액)를 제1[0029]

구역의 입구로 주입하며 이와 동시에 제1구역의 출구를 통해 베타-망고스틴 산물(product)을 회수하는 단계 (단

계 ①);

상기 단계 ①과 동시에 제2구역의 입구로 탈착용매를 주입하여 알파-망고스틴 및 감마-망고스틴 성분들이 한 교[0030]

환시간 이내에 제2구역의 첫 번째 컬럼으로부터 탈착되어 제3구역을 향하여 진행해 나갈 수 있도록 하는 단계

(단계 ②); 및

상기 단계 ②와 동시에 망고스틴 시료 용액을 공급액 주입구를 통해 제3구역으로 주입하며 이와 동시에 망고스[0031]

틴 시료 내 베타-망고스틴 성분의 이동 구간 범위를 제3구역 내로 한정하게 하고 반면 알파-망고스틴과 감마-망

고스틴 성분은 한 교환시간 내에 제3구역 출구 지점을 지나 외부로 배출될 수 있도록 하는 단계 (단계 ③);를

포함하는 3구역 개방형 SMB 크로마토그래피로 이해될 수 있다.
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상기 본 발명에 따른 베타-망고스틴의 분리 방법의 통해, 베타-망고스틴을 70% 이상, 80% 이상, 90% 이상 또는[0032]

96% 이상의 고순도로 분리할 수 있으며, 일반적인 회분식 크로마토그래피와는 달리 생산수율이 우수하여 70% 이

상, 80% 이상, 90% 이상 또는 96% 이상의 수율을 나타낼 수 있어 대량생산이 가능하며, 이를 통해 상기 분리 방

법이 상업적으로 이용하기 적합함을 알 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0034]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.

재료 및 방법[0036]

1. 이론적 접근 방법[0037]

본 발명의 목표인 beta-SMB 공정(베타-망고스틴 분리 SMB 공정) 개발을 위해 도 2에 개시한 바와 같은 "컬럼 모[0038]

델 및 파라미터 기반의 공정 설계 접근 방법"을 전체적인 진행 방식으로 채택하였다. 본 발명의 공정 개발 과정

은 크게 흡착제와 이동상의 용매 선별, 선정된 흡착제상에서의 각 성분(알파, 베타, 감마 망고스틴)의 기초 파

라미터 결정, 결정된 기초 파라미터 정보를 바탕으로 한 beta-SMB 공정의 최적설계 및 이론적 검증, 최적설계

결과에 부합하는 beta-SMB 장치의 제작 및 이를 바탕으로 한 실험적 검증과 스케일업(scale-up) 등의 4단계로

구분된다. 각 단계마다 컬럼 모델과 파라미터에 기초한 체계적인 접근 방식을 사용함으로써 공정 설계 결과에

대한 재현성과 신뢰성이 유지되도록 하였다.

1-1. 컬럼 모델에 기반을 둔 컴퓨터 시뮬레이션[0040]

beta-SMB 공정 개발의 여러 단계에서 컬럼 모델 기반의 컴퓨터 시뮬레이션이 중요한 역할을 수행하며, 핵심이[0041]

되는 부분은 다음과 같다: 주요 망고스틴 성분의 기초파라미터 값 검증, SMB  최적설계, SMB  농도 프로파일

예측.

시뮬레이션은 컬럼 내 각 성분의 이동 거동(transport behavior)에 대한 수학적 모델식, 이른바 컬럼 모델식의[0042]

해(solution)를 산출하는 과정으로서, 컬럼 모델식 자체가 연립 편미분방정식으로 구성되어 있기 때문에 컴퓨터

를 기반으로 하는 수치해석적 전산도구의 사용이 필수적이다.

컬럼 모델과 관련하여 몇 가지 모델식들이 문헌에 소개된 바 있다. 그 중에서 정확성과 계산 효율성이 검증된[0043]

lumped mass-transfer model을 본 발명의 컬럼 모델식으로 채택하였다. 채택된 lumped mass-transfer model 방

정식의 구성은 다음과 같다 (Z. Ma et al., AIChE J. 1997, 43:2488-2508; Benjamin J. Hritzko et al., AIChE

J.  2002,  48:2769-2787;  Y.  Xie  et  al.,  Ind.  Eng.  Chem.  Res.  2003,  42:4055-4067;  S.  Mun  et  al.,  J.

Chromatogr. A 2012, 1230:100-109)

[0044]

위의  식에서  아래  첨자  i는  용질(solute)을  나타내며,  Cb,i와  Ci
*
는  각각  inter-particle  void  (이동상)와[0045]

intra-particle void (pore phase) 내에서의 용질 액상 농도, qi는 pore phase 내 액상 농도와 평형 관계인 흡

착제상(adsorbent phase)에서의 농도를 일컫는다. 평형 상태에 있는 액상 농도와 흡착제상의 농도 간의 관계는

흡착 모델식(adsorption model equation)으로 표현된다. 한편 위의 컬럼 모델식 내 Kf는 lumped mass-transfer

coefficient이며 다음과 같은 방법으로 그 값을 계산할 수 있다.

[0046]
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위의 식에서 dp는 흡착제 입자의 지름을 나타내며, Dp와 kf는 각각 intra-particle diffusivity와 film mass-[0047]

transfer coefficient를 일컫는다.

상기 설명한 컬럼 모델식을 바탕으로 한 단일컬럼 시뮬레이션과 SMB 공정 시뮬레이션은 Aspen Chromatography[0048]

Simulator를 이용하여 수행하였다.

1-2. SMB 공정의 최적설계[0050]

여러 개의 흡착제 컬럼과 다수의 포트로 이루어진 연속분리공정의 최적화와 관련하여 기존의 전통적인 최적화[0051]

기법보다는 유전자알고리즘(genetic algorithm)과 같은 확률론적(stochastic) 이론에 바탕을 둔 최적화 기법이

더욱 효과적이라는 사실이 이전에 보고된 바 있다. 특히 SMB 공정의 경우에는 유전자알고리즘에 입각한 최적화

사례가 다수 보고된 바 있으며 그 정확성이 매우 뛰어난 것으로 알려져 있다 (S. Mun et al., J. Chromatogr. A

2012, 1256:46-57; Z. Zhang et al., AIChE J 2002, 48:2800-2816; H.J. Subramani et al., Comput. Chem.

Eng. 2003, 27:1883-1901).

유전자알고리즘에 입각한 SMB 공정의 최적화는 크게 두 가지 영역으로 구분해 볼 수 있다. 첫 번째 영역은 SMB[0052]

컬럼 내 각 성분들의 동적 거동(dynamic behaviors)을 정확하게 예측해 줄 수 있는 컬럼 모델과 이 모델식의 해

를 구할 수 있는 solution method이다. 두 번째 영역은 SMB의 최적 운전 변수(flow rate, switching time)를

결정하기 위해 유전자알고리즘에 입각한 단계별 절차를 밟아 최적의 운전 변수(operation parameter)에 해당되

는 해를 추적해 나가는 부분이다.

위에서 언급한 두 영역의 조합은 다음과 같은 방식으로 이루어진다. 유전자알고리즘 단계로부터 산출된 각 세대[0053]

별 SMB operation parameter가 컬럼 모델식에 대입된 후 이 모델식의 수치해석적 해(numerical solutions)를

통하여 각 성분들의 분리 거동 및 SMB의 순도와 수율을 파악할 수 있게 된다. 이 결과는 다시 유전자알고리즘의

각 단계에서 최적 operation parameter를 추적하는 핵심 정보로 활용된다. 이와 같은 컬럼 모델과 유전자알고리

즘의 상호 조합을 통하여 SMB 최적 operation parameter 해를 결정할 수 있게 된다. SMB 최적화 도구의 핵심인

이 두 영역에 대한 구체적인 설명을 아래에 요약하였다.

SMB 최적화 도구의 첫 번째 영역인 컬럼 모델의 경우 앞서 언급한 lumped mass-transfer model을 최적화 도구의[0054]

시뮬레이션  모델로  채택하였다.  아울러  채택된 컬럼 모델식(Eq.  (1))의  수치해석적 해  산출을 위해 biased

upwind differencing scheme (BUDS)과 Gear integration method에 바탕을 둔 Aspen Chromatography simulator

를 사용하였다.

SMB 최적화 도구의 두 번째 영역인 유전자알고리즘은 그 동안 여러 차례의 개선을 이루어 왔으며 그 중 가장 최[0055]

신의  버전은  바로  NSGA-Ⅱ-JG  (elitist  nondominated  sorting  genetic  algorithm  with  jumping  gene)이다

(R.B. Kasat et al., Comput. Chem. Eng. 2003, 27, 1785-1800; S. Mun et al., 2012). 본 발명에서는 NSGA-

Ⅱ-JG 알고리즘에 기반을 둔 SMB 최적화 전산 도구를 Visual Basic Application (VBA) 프로그래밍 언어를 사용

하여 제작하였다. 이 과정에서 SMB 공정의 operation parameters (flow rate, switching time)를 염색체의 대

상으로 설정하였으며 이 염색체의 적합도(fitness)를 결정짓는 SMB 성능에 대한 예측은 컬럼 모델식의 해를 바

탕으로 수행하였다.

2. 실험적 접근 방법[0057]

2-1. 실험에 사용된 물질[0058]

본 발명의 beta-SMB 공정 개발 연구에 사용된 crude 망고스틴 혼합물 시료와 단일 망고스틴 순수 시약(알파, 베[0059]

타, 감마 망고스틴)은 각각 경상대학교 산학협력단과 바이오클론(한국)으로부터 제공받았다. HPLC 농도 분석 시

이동상의 구성 용매로 사용된 아세토니트릴(acetonitrile)과 아세트산은 각각 대정화금(한국)과 Sigma-Aldrich

Co.(USA)로부터 구매하였다. 본 발명의 흡착제 테스트에 사용된 실리카(silica) 레진과 Sepra C18 레진은 각각

Osaka Soda Co.(Japan)와 Phenomenex Co.(USA)에서 구매하였으며 이들의 평균 입자크기는 모두 50 ㎛였다. 위

의 흡착제를 Bio-Chem Fluidics Co.(USA)에서 구입한 preparative-scale 컬럼 (2.5×22 cm)에 충진하여 사용하

였다.

본 발명의 단일컬럼 실험(펄스주입실험)에서 정상 및 역상 크로마토그래피 컬럼의 이동상 용매로 사용된 n-헥산[0060]
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(n-hexane), 에틸아세테이트, 메탄올, 에탄올은 모두 대정화금에서 구입하였다. 실험에 사용된 물은 모두 탈이

온증류수(distilled deionized water, DDW)로 Millipore Co.(USA)에서 구입한 Milli-Q system으로부터 얻어 실

험의 모든 부분에서 사용하였다.

2-2. 실험에 사용된 기기[0062]

① 펄스주입실험 장치[0063]

펄스주입실험에  영린기기(한국)에서 구입한  Young-Lin  HPLC  시스템을  사용하였다.  Young-Lin  HPLC  시스템은[0064]

Young-Lin SP930D 펌프 2대, Young-Lin UV730D 검출기(detector), Autochro-3000 소프트웨어로 구성되어 있다.

Young-Lin SP930D 펌프는 용매의 원활한 이송을 담당하며 Young-Lin UV730D 검출기는 컬럼 유출물 내 각 성분

농도의 실시간 모니터링을 담당한다. Autochro-3000 소프트웨어는 펌프와 검출기의 제어 및 데이터 수집을 담당

한다.

② HPLC 농도분석 장치[0066]

Crude 망고스틴 시료를 대상으로 한 펄스주입실험과 SMB 실험으로부터 얻은 샘플의 농도를 분석하기 위한 장치[0067]

로 Waters HPLC 시스템을 사용하였다. Waters 515 HPLC 펌프로 용매를 이송하였으며 샘플의 농도 분석은 Waters

996  PDA  검출기 (wavelength  =  254  nm)에 의해 수행되었다. 아울러 HPLC  분석 컬럼으로는 Agilent  Eclipse

XDB-C18 분석용 컬럼 (0.46×15cm)을 구입하여 사용하였다. 샘플의 주입은 Rheodyne 7725i 인젝터(injector)를

통하여 수행되었으며 샘플 주입량은 10 ㎕로 하였다. HPLC 분석은 상온 하에서 구배(gradient) 모드로 운용되었

으며 이에 사용된 두 종류의 용매(편의상 A와 B로 지칭)들 중 용매 A는 100% 아세토니트릴이고 용매 B는 0.1%

아세트산 수용액이다. 용매 A와 B를 바탕으로 한 구배 모드 운용 방식은 표 1에 나타내었다. HPLC 분석 전반에

있어서 유량(flow rate)은 1 ㎖/min으로 유지하였고 Waters HPLC 시스템의 제어는 Empower 2.0 소프트웨어에

의해 수행되었다.

표 1

 HPLC 분석에 적용된 구배(gradient) 모드 운용 방식[0068]

Time (min) 용매 A (%) 용매 B (%) 비고

45 95 5 Linear gradient

60 100 0 Linear gradient

75 100 0 Washing

90 5 95 Equilibrium

③ SMB 공정 실험 장치[0070]

본 발명의 beta-SMB 공정 실험 장치는 3-zone open-loop 방식 하에서 1-2-2 column configuration 구조를 가지[0071]

도록 자체 조립 및 제작되었다. 제작된 SMB 장치(도 3)는 5개의 로터리 밸브(rotary valve), 5개의 컬럼, 3대의

펌프로 구성되었다. SMB 장치에 사용된 로터리 밸브는 Valco Instrument Co.(USA)에서 구입한 Select-Trapping

(ST) 밸브로, 이 밸브는 각 컬럼과 각 포트를 연결하여 연속분리가 가능한 흐름 구조를 유지하도록 하는 기능을

가진다. 로터리 밸브의 제어는 Labview 8.0 소프트웨어를 이용하여 수행하였다. SMB 장치의 각 포트로 주입되는

stream은  Waters  기업에서  구입한  Waters  515  HPLC  펌프를  이용하여  유량제어를  하였다.  한편  잔류물

(raffinate) 포트로 배출되는 stream의 유량은 별도의 펌프 없이 물질균형(mass balance)에 의해 결정되도록 하

였다.

2-3. 실험절차[0073]

① 펄스주입 실험[0074]

흡착제 후보군(silica gel, Sepra C18)으로 충진된 preparative-scale 컬럼 (2.5×22cm)을 Young-Lin HPLC 시[0075]
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스템 장치에 설치한 후 단일 망고스틴 시약 성분(알파, 베타, 감마)과 crude 망고스틴 시료 각각에 대한 펄스주

입 실험을 수행하였다. 컬럼 내로 주입된 원료(feed)의 주입량과 농도는 단일 망고스틴 성분의 경우 200 ㎕와

0.1 g/L로 각각 설정하였고, crude 망고스틴 시료의 경우에는 15 ㎖와 30 g/L로 각각 설정하였다. 컬럼 내 원료

의 주입과 관련하여 단일 망고스틴 성분의 경우 Rheodyne 7725i 인젝터를 사용하여 주입하였고, crude 망고스틴

시료의 경우 SP930D 펌프를 사용하여 주입하였다.

펄스주입 실험이 진행되는 동안 유량을 2  ㎖/min로  일정하게 유지시켰다.  펄스주입에 따른 각 성분에 대한[0076]

effluent history 데이터(시간에 따른 컬럼 유출물 내 각 성분의 농도 프로파일 데이터)는 단일 망고스틴 성분

의 경우 UV730D 검출기를 이용하여 실시간 확보하였고, crude 망고스틴 시료의 경우 컬럼 유출물을 시간대별로

채취하고 이에 대한 HPLC 농도분석을 통해 확보하였다.

이동상 용매는 컬럼 내 충진된 흡착제의 상(phase)에 따라 다음과 같이 적용하였다. 실리카 레진을 흡착제로 사[0077]

용한 경우에는 n-헥산과 에틸 아세테이트를 1:1,  15:1,  30:1로 변경해가면서 실험을 반복 수행하였다. 반면

Sepra C18 레진을 흡착제로 사용한 경우에는 메탄올-DDW(메탄올 함량: 100%, 99%, 95%로 변경) 혼합용매 또는

에탄올-DDW(에탄올 함량: 100%, 95%, 90%, 85%로 변경) 혼합용매를 이동상으로 사용해가면서 실험을 반복 수행

하였다.

② SMB 공정 실험[0079]

SMB 실험의 시작은 각 펌프의 작동과 Labview 8.0 소프트웨어의 실행 개시를 기점으로 하였다. 실험 시작과 동[0080]

시에 원료와 용리액(desorbent)이 SMB 내로 연속 주입되었다. 30 g/L 농도의 crude 망고스틴 혼합물 용액이 원

료 포트로 연속 주입되었으며 상기 원료 용액 내 알파, 베타, 감마 망고스틴의 농도는 각각 4.80 g/L, 0.13

g/L, 및 0.70 g/L이다. 한편 desorbent-1 포트와 desorbent-2 포트로 연속 주입되는 용리액으로는 85% 에탄올

수용액이 사용되었다. SMB 실험은 주기적 정상 상태(cyclic steady state)에 충분히 도달될 때까지 진행하였다.

SMB 실험이 진행되는 동안 매 단계(switching period)마다 유량(flow rate)의 정확성 여부를 체크하고 추출물

(extract) 및 잔류물 포트에서 배출되는 stream의 농도를 상기 언급한 Waters HPLC 농도분석 시스템을 이용하여

실시간 분석하였다.

실시예 1. Crude 망고스틴 시료 내 베타-망고스틴과 다른 망고스틴 성분들 간의 연속분리에 적합한 흡착제 상[0082]

(phase)의 결정

본 발명의 목표 공정인 beta-SMB 공정에 적용될 흡착제를 선정하기 위해 SMB와 같은 연속분리공정에 적합한 흡[0083]

착제 상(phase)의 종류를 결정해야 한다. 이를 위해 정상(normal phase)과 역상(reversed phase) 크로마토그래

피 흡착제를 대표하는 실리카 레진과 C18 계열의 레진을 각각 선별하여 일련의 펄스주입 실험을 수행하였다.

실리카 컬럼(실리카 레진으로 충진된 컬럼)을 바탕으로 한 펄스주입 실험에서는 n-헥산(hexane)과 에틸 아세테[0084]

이트 용매의 혼합용매를 이동상으로 사용하였으며 이 과정에서 n-헥산과 에틸 아세테이트 용매의 비율을 변경해

가면서 실험을 진행하였다. 그 결과, 극성용매에 해당되는 에틸 아세테이트의 함량이 클수록 베타-망고스틴의

탈착이 보다 더 원활하게 진행된다는 점을 확인하였다. 이는 정상 크로마토그래피 흡착제가 극성을 띠기 때문이

다. 반면, 비극성용매에 해당되는 n-헥산의 함량이 클수록 베타-망고스틴의 탈착이 원활하게 진행되지 못하였고

이로 인해 베타-망고스틴의 용질(solute) 밴드 뒷부분이 길게 늘어지는 꼬리끌림(tailing) 현상이 발생하였다.

다만 베타-망고스틴 성분의 breakthrough time은 변화가 없거나 또는 약간씩 빨라지는 경향을 나타내었으며 이

는 베타-망고스틴의 비극성 물성에 기인한 것으로 예측되었다.

SMB 공정의 연속적 운전 모드 실현을 위해 고려되어야 할 중요 사항들 중 하나는 모든 성분들의 탈착이 원활하[0085]

게 진행될 수 있어야 한다는 점이다. 또한 이러한 조건이 충족되는 크로마토그래피 환경 하에서 목표 성분과 비

목표 성분 간의 흡착제 분리선택도(selectivity)가 어느 정도 이상의 수준이 되어야 한다. 이러한 사항들을 고

려해 본 결과 실리카 레진은 모든 성분들의 원활한 탈착과 적절한 수준의 분리선택도 보장이라는 2가지 요건 모

두를 충족시킬 수 없다는 점을 확인하였다.

beta-SMB 공정에 대한 역상 크로마토그래피 흡착제의 적용 적합성을 조사하기 위해 역상 계열 흡착제들 중 내구[0086]

성이 특히 우수한 것으로 알려진 Sepra C18 레진을 사용하여 펄스주입 실험을 실시하였다. 예비실험 차원에서

메탄올 100% 용매를 이동상으로, 실험결과의 신속한 파악을 위해 단일 망고스틴 시약(알파, 베타, 감마 망고스
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틴으로서 순수 시약)을 이용하였다. 그 결과, Sepra C18 흡착제가 베타-망고스틴과 기타 주요 비목표 성분(알파

-, 감마-망고스틴) 간에 의미있는 수준의 분리선택도를 제공할 수 있음을 확인할 수 있다. 또한 베타-망고스틴

의 탈착 또한 원활하게 진행되고 있음을 확인할 수 있다. 다만 감마-망고스틴의 심각한 꼬리끌림으로 인해 베타

-망고스틴의 고순도 확보에 지장을 줄 수 있다는 점도 파악되었다. 이러한 이유로 역상 크로마토그래피 환경 하

에서의 용매 종류 및 조성에 대한 최적 결정이 필요할 것으로 사료되었다.

실시예 2. 역상 크로마토그래피 (Sepra C18 흡착제) 환경 하에서의 이동상 내 에탄올 함량의 최적 결정[0088]

메탄올에 비해 환경친화적이고 인체에 유해하지 않으면서 베타-망고스틴 성분과 다른 망고스틴 성분들 간의 분[0089]

리선택도를 보다 더 향상시킬 수 있는 이동상 용매를 발굴하여 적용해 볼 필요가 있었기에, 에탄올과 DDW의 혼

합용매를 이동상 용매 후보로 선정하여 그 적용 가능성에 대한 실험을 수행하였다. 이 실험에서는 에탄올과 DDW

의 혼합용매 내 에탄올의 함량을 100%에서 85%까지 5% 간격으로 변화시켜가면서 단일 망고스틴 시약 성분을 대

상으로 한 일련의 펄스주입 실험을 진행하였다.

그 결과 도 4에 개시된 바와 같이, 이동상 내 에탄올 함량이 낮아질수록 모든 망고스틴 성분들의 컬럼 내 체류[0090]

시간이 증가하는 경향을 보이고 있다. 주목할 점은 에탄올 함량 감소에 따른 베타-망고스틴의 체류시간 증가속

도와 기타 망고스틴 성분들의 체류시간 증가속도 간에 큰 차이가 있다는 점이다. 즉, 에탄올 함량이 감소함에

따라 베타-망고스틴 성분의 체류시간은 급격히 증가하는 경향을 보이는데 반해 다른 망고스틴 성분들의 체류시

간은 서서히 증가하는 패턴을 보이고 있다. 이러한 점 때문에 베타-망고스틴과 다른 망고스틴 성분들간의 분리

선택도는 대체적으로 에탄올 함량이 낮아질수록 향상되는 경향을 보이고 있다. 한편 감마-망고스틴 성분의 경우

심각한 꼬리끌림 현상이 발생되고 있지만 85% 에탄올 함량 조건 하에서는 크게 완화되고 있음을 볼 수 있다(도

4d). 이러한 결과를 고려해볼 때 이동상 내 에탄올의 최적 함량은 85%인 것으로 결론 내릴 수 있었다.

상기 결론은 단일 망고스틴 시약을 대상으로 한 결과이므로, crude 망고스틴 시료에 대해서도 유효한지 확인하[0091]

기 위해 crude 망고스틴 시료를 대상으로 한 펄스주입 실험을 실시하였다. 본 실험에서 이동상은 단일 망고스틴

시약을 대상으로 한 실험에서 최적 용매로 확인된 85% 에탄올 용매가 사용되었다. 실험 결과, 도 5에서 볼 수

있듯이 crude 망고스틴 시료를 대상으로 한 펄스주입 실험에서도 단일 망고스틴 시약을 대상으로 한 실험에서와

비슷한 수준의 베타-망고스틴 분리선택도가 확인되었다. 상기 결과로 미루어 볼 때 역상 크로마토그래피 환경

하에서 베타-망고스틴과 다른 망고스틴 성분들 간의 분리에 최적인 이동상은 85% 에탄올 용매로 결정되었다.

실시예 3. beta-SMB 공정에 대한 최적설계 접근법[0093]

상기 실시예 2의 펄스주입 실험에서 주목할 점은 원료(feed) 주입 시 crude 망고스틴 시료의 주입량을 단일 망[0094]

고스틴 시약의 주입량보다 75배 이상 높게 설정하였다는 점이다. 이는 crude 망고스틴 시료의 펄스주입 실험 조

건이 컬럼 내 망고스틴 농도를 더 높게 유지시키는 조건임을 의미한다. 이러한 점을 바탕으로 도 4d와 도 5를

분석해보면 감마-망고스틴을 제외한 나머지 망고스틴 성분들(알파, 베타)은 농도가 증가할수록 체류시간이 빨라

진다는 점을 파악할 수 있었고, 이는 알파와 베타 망고스틴 성분이 랑그뮤어(Langmuir) 형태의 비선형 흡착 경

향을 따른다는 것을 의미한다.

이에 상기 결과를 바탕으로 다음과 같은 방식의 beta-SMB 공정 설계 접근법을 채택하였다. 각 망고스틴 성분을[0095]

고농도(crude 시료 기준의 농도: SMB 공정 투입 농도와 유사한 수준의 농도에 해당) 기준과 저농도(단일 시약

성분 기준의 농도) 기준의 2개 성분으로 구분하여 취급하고 각 개별 성분에 대한 헨리상수(Henry constant, 선

형흡착계수)를 결정한다. 편의상 베타-망고스틴의 고농도 기준 성분과 저농도 기준 성분을 각각 β-1과 β-2로

표기하고, 알파-망고스틴과 감마-망고스틴의 경우에도 각각 α-1, α-2, γ로 표기하기로 한다.

또한, 본 발명의 목표인 beta-SMB 공정 구조의 경우 장치 및 관리 비용의 절약을 위해 컬럼 및 밸브의 개수를[0096]

최소하는 방향으로 구조를 선정한다. 다만 베타-망고스틴과 다른 망고스틴 성분들 간의 분리효율을 향상시키기

위해 separation zone (원료 포트 주위에 위치한 두 개의 zone)에 더 많은 개수의 컬럼을 배치하도록 하였으며,

컬럼 재생(regeneration)의 경우 그 부담을 줄이고 재생 효율을 향상시키기 위해 가급적 1개의 zone이 아닌 2개

의 zone에서 담당하도록 하였다. 위에서 언급한 모든 사항들을 만족시킬 수 있는 SMB 공정 구조를 검토한 결과

도 6에 제시한 구조가 가장 적합한 것으로 확인되었다.

도 6에 개시된 beta-SMB 공정은 β-1의 앞부분과 β-2의 뒷부분을 각각 zone Ⅲ와 zone I 내에 위치하게 하고[0097]

공개특허 10-2023-0164956

- 12 -



α-2의 뒷부분은 zone Ⅱ 내에 위치하게 한다. 한편 γ 성분은 흡착강도가 가장 작기 때문에 잔류물(raffinate)

포트를 통해 자동 배출될 수밖에 없다. 이러한 상황 하에서의 베타-망고스틴 목표 성분(β-1, β-2)은 추출물

(extract) 포트를 통해 회수되고 다른 망고스틴 성분들(α-1, α-2, γ)은 모두 잔류물 포트를 통해 제거된다.

아울러 매 단계마다 유입구 및 유출구 포트들이 용매의 진행방향을 따라 컬럼 한 개의 길이만큼 이동하면서 원

료(feed) 혼합물의 연속주입과 베타-망고스틴 목표 성분의 연속회수를 가능하게 한다.

실시예 4. beta-SMB 공정의 최적 설계를 위한 알파, 베타, 감마 망고스틴 성분들의 기초 파라미터 결정[0099]

beta-SMB 공정의 최적설계 수행을 위해서는 알파 및 베타 망고스틴 성분들(α-1, α-2, β-1, β-2)의 기초 파[0100]

라미터(헨리상수, 물질전달계수) 확보가 필요하다. 이를 위해 실시예 2에서 수행된 펄스주입 실험 결과(도 4d,

5)로부터 각 성분의 체류시간을 파악하고 이 정보와 용질운동이론(solute movement theory)을 이용하여 각 성분

의 헨리상수(H)를 결정할 수 있었다(표 2). 상기 헨리상수에 이어서 추가적으로 결정되어야 할 주요 기초 파라

미터인 물질전달계수에는 axial dispersion coefficient (Eb)와 film mass-transfer coefficient (kf)가 있다.

이들 중 Eb의 값은 Chung and Wen correlation을 사용하여 결정하였고, kf 값은 컴퓨터 시뮬레이션 결과를 펄스

주입 실험 데이터에 가장 가까이 근접시킬 수 있는 값으로 결정하였다. 결정된 각 망고스틴 성분들(α-1, α-2,

β-1, β-2)의 물질전달계수 값은 표 2와 같다.

표 2

beta-SMB 공정 설계를 위한 주요 망고스틴 성분들의 기초 파라미터[0101]

H Eb (cm
2
/min) kf (cm/min)

α-1 1.45 Chung & Wen,

AIChE J. 1968,
14:857-866

0.01

α-2 2.55 0.25

β-1 4.44 0.04

β-2 5.29 0.95

H: 헨리상수, Eb: axial dispersion coefficient, kf: film mass-transfer coefficient.

표 2에 제시된 각 성분 기초 파라미터 값들의 적정성을 확인하기 위해, 표 2의 파라미터 값과 컬럼 모델식(Eq.[0102]

(1))을 바탕으로 한 컴퓨터 시뮬레이션을 수행하였다. 이 컴퓨터 시뮬레이션 결과와 실험데이터를 각 성분 별로

비교하였다. 그 결과, 도 7에 개시된 바와 같이 컴퓨터 시뮬레이션 결과와 실험데이터가 잘 일치하고 있음을 확

인할 수 있었다. 이는 표 2에 제시된 기초 파라미터 값들이 Sepra C18 기반 역상 컬럼 내에서의 각 성분의 이동

현상(transport phenomena) 및 분리거동을 비교적 잘 표현해주고 있음을 의미한다. 따라서 표 2에 제시된 각 성

분들의 기초 파라미터 값들은 차후에 진행될 beta-SMB 공정의 최적설계 과정에 성공적으로 활용될 수 있을 것으

로 기대되었다.

실시예 5. beta-SMB 공정의 최적설계[0104]

결정된 각 망고스틴 성분의 기초 파라미터(표 2)와 확정된 SMB 공정 구조(도 6) 하에서 beta-SMB 공정의 최적설[0105]

계(최적 운전 조건의 결정) 연구를 수행하였다. 최적설계는 다음과 같은 절차에 따라 추진되었다.

Throughput 즉, 원료 유량(feed flow rate)을 고정한 상태에서 베타-망고스틴 성분(β-1, β-2)의 수율과 다른[0106]

망고스틴 성분들(α-1, α-2, γ)의 제거율을 모두 99.9% 이상 유지되도록 하는 최적화 프레임을 구성하였다.

상기 최적화 프레임에 부합되는 최적화 도구를 구성하였으며 이 과정에 유전자알고리즘과 컬럼 모델식(Eq. (1))

기반의 Aspen chromatography simulator가 사용되었다. 상기 구성된 최적화 도구를 이용하여 beta-SMB 공정의

최적 운전조건을 결정하였으며 그 결과를 표 3에 제시하였다.

표 3

공개특허 10-2023-0164956

- 13 -



beta-SMB 공정의 최적 운전조건[0107]

Zone flow rates

(㎖/min)

Q1 1.95

Q2 3.05

Q3 3.55

Inlet and outlet flow rates 

(㎖/min)

Qdes-1 1.95

Qdes-2 3.05

Qfeed 0.5

Qraf 3.55

Switching time (min) tsw 64.63

beta-SMB 공정의 최적설계 결과에 대한 이론적 검증을 위해 상기 확보된 최적 운전조건(표 3)과 컬럼 모델식을[0108]

바탕으로 SMB 공정 시뮬레이션을 진행하였다. 상기 시뮬레이션을 통해 주기적 정상상태(cyclic steady state)

하에서의 컬럼 프로파일을 획득하였으며 그 결과는 도 8에 제시하였다.

도 8의 컬럼 프로파일에서 볼 수 있듯이 β-1 solute band의 앞부분과 β-2 solute band의 뒷부분 모두 zone[0109]

Ⅲ와 zone I 내에서 잘 통제되고(well-confined) 있다. 또한 α-2 band의 뒷부분도 zone Ⅱ 내에서 잘 통제되

고 있다. 이러한 상황 하에서는 나머지 망고스틴 성분들(a-1, γ) 모두 잔류물 포트를 통해 자동 배출될 수 밖

에 없기 때문에 이 성분들의 거동은 목표 성분(extract) stream에 전혀 영향을 미치지 않는다. 이러한 점들을

모두 고려해볼 때 표 3의 운전조건(최적설계의 결과)은 베타-망고스틴과 다른 망고스틴 성분들 간의 고순도 및

고수율 연속분리를 보장할 수 있는 SMB 운전조건이라고 판단되었다.

실시예 6. 최적설계된 beta-SMB 공정의 실험적 검증[0111]

상기 최적설계된 beta-SMB 공정에 대한 실험적 검증을 위해 도 6의 최적 구조에 부합하는 SMB 공정 장치를 조립[0112]

및 제작하였다. 이 장치와 표 3의 최적 운전조건을 바탕으로 crude 망고스틴 시료 내 베타-망고스틴과 다른 망

고스틴 성분들(알파, 감마)간의 연속분리 실험을 수행하였다. 도 9는 이 실험 진행 중 촬영된 SMB 장치의 사진

이다.

SMB 실험 중 원료 포트로는 crude 망고스틴 시료 30 g/L 용액이 연속 주입되었고, desorbent-1과 desorbent-2[0113]

포트로는 85% 에탄올 수용액이 연속 공급되었다. SMB 실험은 총 23 단계 동안(25 시간) 실시하였으며 실험의 전

과정 동안 extract 포트(베타-망고스틴 product port) stream과 잔류물 포트(non-product port) stream에 대한

단계별 농도 분석을 수행하였으며, 그 결과를 도 10에 나타내었다. 농도에 대한 정량분석은 주요성분에 해당되

는 알파, 베타, 감마 망고스틴 성분들에 대해서만 실시되었다. 따라서, 베타-망고스틴 순도의 경우 주요성분

(알파, 베타, 감마 망고스틴)만을 고려한 순도는 정량적으로 조사되었고, 전체성분 모두를 고려한 순도는 SMB

product stream에 대한 HPLC analysis chromatogram raw data로 대신하였다.

도 10a의 결과에서 볼 수 있듯이 extract 포트로는 주요 망고스틴 성분들 중 베타-망고스틴의 존재만 확인되었[0114]

다. 반면 raffinate 포트로는 알파와 감마 망고스틴의 유출만 확인되었다(도 10b). 상기 결과는 주요 성분만을

고려했을 때 beta-SMB 공정을 통해 베타-망고스틴을 분리할 경우 순도와 수율 모두 100% 수준에 이른다는 것을

의미하였다.

상기 결과에 대한 증빙자료로서 beta-SMB 공정에 투입되었던 crude 망고스틴 시료 용액, extract stream 용액,[0115]

베타-망고스틴 표준시료 각각에 대한 HPLC 농도분석 크로마토그램 raw data를 확보하여 도 11에 제시하였다. 도

11b에서 볼 수 있듯이 beta-SMB 공정의 extract (product)에 대한 크로마토그램에서는 알파와 감마 망고스틴 성

분의 피크들은 전혀 발견되지 않았다. 더 나아가 도 11a (crude 망고스틴 시료에 대한 크로마토그램)에서 베타-

망고스틴 피크의 앞에 위치한 수많은 미지의 불순물 피크들이, 도 11b에서 상당부분 제거되어 있음을 확인할 수

있었다. 이는 본 발명에서 개발된 beta-SMB 공정이 crude 시료 내에 다량 함유되어 있는 알파 및 감마 망고스틴

성분들의  완전  제거뿐만  아니라  기타  소량  또는  미량의  불순물까지도  상당부분  제거해  낼  수  있음을

의미하였다.

공개특허 10-2023-0164956

- 14 -



상기 실험결과에 대한 추가적인 증빙을 위해 도 11b의 beta-SMB 공정 extract (product) 크로마토그램과 베타-[0116]

망고스틴 표준시료 크로마토그램(도 11c)을 비교해보았다. 그 결과 beta-SMB 공정의 extract (product) stream

내 베타-망고스틴 성분의 존재가 분명하게 확인되었고 베타-망고스틴 피크 주변의 불순물의 존재 또한 목격되었

다. 다만 상기 불순물 피크의 개수 및 크기는 crude 망고스틴 시료 내 불순물 피크(도 11a)의 개수 및 크기보다

확연히 감소되었다. 이로 인해 crude 망고스틴 시료 내에서는 minor 성분에 지나지 않았던 베타-망고스틴이 SMB

product stream 내에서는 가장 큰 함량을 차지하는 major 성분이 되었다는 점을 주목할 필요가 있다.

실시예 7. Recycling preparative HPLC를 이용한 후처리 공정[0118]

상기 결과에도 불구하고 beta-SMB 공정의 extract (product) stream 내에는 베타-망고스틴 성분 이외에 몇 가지[0119]

종류의 minor 불순물 (잔톤 불순물 포함)들이 존재하고 있다. 이 불순물의 추가적인 제거를 위해 beta-SMB 공정

의 산물에 대한 후처리 공정의 개발을 다음과 같은 절차에 따라 수행하였다.

HPLC  크로마토그램을 통해 beta-SMB  공정 산물 내 목표물질(베타-망고스틴)을 선택적으로 분리하기 위해 JAI[0120]

NEXT recycling preparative HPLC를 이용하였다. 컬럼은 Thermofisher scientific의 Acclaim Polar Advatage

Ⅱ (5 ㎛, 250 x 20 mm)을 이용하였으며 이동상은 isocratic 조건에서 100% 아세토니트릴을 흘려주었다. 그 결

과 도 12와 같이 나타났으며 Peak 15와 56으로부터 re-HPLC-1, peak 27과 72로부터 re-HPLC-2, peak 28, 73,

74로부터 re-HPLC-3의 총 3개 분획물을 확보하였다. 상기 3개 분획물의 HPLC 확인 결과, 2번째 분획인 re-HPLC-

2에서 베타-망고스틴 (tR = 53 min)의 선택적 피크를 확인할 수 있었다(도 13). Recycle-HPLC 공정의 사용시

injection volume 5,000 ㎎/㎖로부터 2.1 ㎎의 베타-망고스틴을 확보하였으며 최종 순도는 >96% 였다. 이로써

본 발명에서 개발된 "beta-SMB 공정과 recycle-HPLC 기반의 후처리 공정"의 2단계 공정 절차를 통해 crude 망고

스틴 시료 내 베타-망고스틴 성분을 96% 이상의 순도로 회수해낼 수 있음을 확인하였다.

도면

도면1
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