
Journal of the Korea Academia-Industrial 
cooperation Society
Vol. 24, No. 8 pp. 418-427, 2023

https://doi.org/10.5762/KAIS.2023.24.8.418
ISSN 1975-4701 / eISSN 2288-4688

418

반응표면분석법을 이용한 김으로부터 생리활성물질 생산증대를 위한 
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요  약  본 연구에서는 김으로부터 총 폴리페놀 함량(total polyphenol content, TPC), 총 플라보노이드 함량(total
flavonoid content, TFC) 및 항산화 활성(radical scavenging activity, RSA)과 같은 생리활성물질의 최적 추출 조건
을 확립하는 것이 목적이며 추출 시간, 추출 온도 및 에탄올 농도를 주요 독립변수로 설정하였다. 주요 독립변수의 추출
조건은 반응 표면 분석법의 일종인 중심합성설계를 이용하였으며 초음파 추출을 위한 17개의 독립변수 조건을 설정하였
다. 이때 추출 시간 31.0 분, 60.3℃ 및 에탄올 60.0%가 최적 추출 조건으로 설정되었으며 예측값은 TPC 4.44 mg 
GAE/g DM, TFC 1.25 mg QE/g DM과 RSA 43.5%로 예측되었고, 검증 실험을 진행하였을 때 실험 값이 유의적으로
차이가 나지 않는 것으로 확인되었다. 따라서 최적 추출 조건을 통해 김으로부터 생리활성물질 추출이 증대될 수 있음이
사료되며 향후 식품 및 의약품 산업에 생리활성 물질로서 활용 가능하고 상업화에 효과적인 추출 조건이 확립되었다고
예상된다.

Abstract  In this study, the extraction conditions of bioactive compounds, such as total polyphenol 
content (TPC), total flavonoid content (TFC), and radical scavenging activity (RSA), from Porphyra tenera
were optimized using response surface methodology. A central composite design was employed to 
establish 17 distinct conditions for ultrasound-assisted extraction (UAE), with the extraction time, 
extraction temperature, and ethanol concentration as the key independent variables. Under the optimal 
UAE parameters of 31.0 min, 60.3℃, and 60.0% ethanol, the study achieved consistent predicted and 
experimental values of 4.44 mg GAE/g DM for TPC, 1.25 mg QE/g DM for TFC, and 43.5% for RSA. 
Overall, this study showed that ultrasound-assisted extraction under optimized conditions could 
effectively extract bioactive compounds from Porphyra tenera, which may have potential applications 
in the food and pharmaceutical industries. Overall, this study showed that ultrasound-assisted extraction
under optimized conditions could effectively extract bioactive compounds from Porphyra tenera, which
may have potential applications in the food and pharmaceutical industries.
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1. 서론

활성산소(reactive oxygen species)는 세포 내에서 
생성되어 생체 활동에 필수적인 역할을 수행하지만, 과
도하게 생성될 경우 세포 손상과 질병 발생의 원인이 된
다고 보고되고 있다[1]. 특히, 산화적 스트레스로 인해 
생성된 활성산소는 반응성이 크고 불안정하여 과도하게 
생성되면 단백질, 핵산과 DNA를 산화적 손상시켜 노화, 
고지혈증, 동맥경화, 백내장, 당뇨병과 암 등의 발생을 
가속화시킨다[2,3]. 이를 예방하기 위해 체내에 존재하는 
항산화 효소인 superoxide dismutase (SOD), catalase 
(CAT), glutathione peroxidase (GPx) 등이 활성산소
를 소거하여 항상성을 유지하는 중요한 역할을 수행한다
[4]. 하지만 비정상 대사과정, 미토콘드리아 기능 이상, 
염증반응 등의 내부요인과 환경오염, 음주, 흡연, 고지방 
식습관 등의 외부적인 요인으로 활성산소가 과도하게 증
가할 경우 체내 항상성 유지 작용이 약화되고, 이로 인해 
노화, 암과 혈관 질환 등 질병 발생 위험이 증가하게 된
다[5,6]. 따라서, 이와 같은 질병 발생을 예방하기 위해서
는 적절한 운동과 스트레스 관리 등으로 산화적 스트레
스를 완화하는 것과 함께 폴리페놀, 플라보노이드, 비타
민 C, 비타민 E과 베타카로틴 등 항산화 물질이 풍부한 
식품섭취를 통해 체내 항산화 균형을 유지하는 것이 중
요하다[7].

해조류는 폴리페놀, 루테인, 카로티노이드, 플라보노
이드와 다당류 등의 생리활성물질을 함유하여 항산화, 
항염, 항암, 면역강화, 혈압조절과 자외선 방어 등의 다
양한 생리학적 효과를 보유하고 있어 건강 기능성 식품 
및 의약품 원료로 활용도가 증가하고 있다[8]. 특히 폴리
페놀은 해조류에서 가장 흔하게 발견되는 생리활성물질 
중의 하나로 강한 항산화 작용을 보유하고 있어 세포 손
상을 예방하고 면역력을 강화하는 데 도움을 준다고 알
려져 있다[9]. 최근 김을 비롯한 다양한 해조류로부터 다
양한 생리활성물질을 추출하는 연구가 활발히 이루어지
고 있는데 이러한 연구를 통해 해조류의 다양성을 활용
하여 새로운 건강 기능성 소재를 개발할 수 있을 것으로 
사료된다. 보라털과 해조류인 김(Porphyra tenera)은 
해조류 중 가장 많이 섭취되는 식품 중 하나로 한국, 미
국, 일본과 중국이 주 생산국으로 한국과 일본은 2019년
에 약 34만 톤과 20만 톤의 김을 생산하는 최대 생산국
이다[10]. 영양학적 측면에서 김은 isofloridoside, 
floridoside와 hemicellulose, porphyran 등을 함유

하고 있어 항산화 및 항염증 효과와 함께 면역력 강화와 
혈액순환 촉진하는 효과가 있다고 보고되고 있다[11]. 또한, 
2차 대사산물인 폴리페놀 중 isorhamnetin과 kaempferol 등 
유용물질을 다량 함유하고 있어 활성산소를 소거하는 능
력이 뛰어나고 콜레스테롤 저하, 면역조절, 항산화와 항
바이러스 등 효과가 있다고 보고되어 있다[12].

천연물의 생리활성물질을 추출하는 방법은 속실렛 추
출법, 기계적 압착법과 고온 용매 추출법 등이 있지만 수
율이 낮고 설비 및 생산 비용이 높아 가격 경쟁력이 낮은 
단점이 보고되고 있다. 반면에 초음파 추출법은 용매 내
에서 초음파의 공동(cavitation) 효과에 의해 화학적 반
응성을 향상시켜 추출 효율을 증진시키는 효과에 따라 
식품 산업의 추출 공정에 도입되고 있다고 알려져 있다
[13,14]. 따라서 본 연구에서는 김으로부터 2차 생리활
성 물질인 폴리페놀과 플라보노이드의 효과적인 추출을 
위해 초음파 추출법을 이용하여 추출을 진행하였다. 또
한 추출 최적화를 위해 다양한 요인 변수들이 종속변수
에 복합적인 영향을 미치는 경우 사용되는 최적화 실험 
계획법인 반응표면분석법을 이용하여 추출 최적화를 수
행하였다[15]. 반응표면분석법은 주요한 영향을 미치는 
독립변수의 주효과와 두 개 이상의 요인 변수가 조합되
며 발생하는 교호 효과를 분석하여 수행된다[16]. 반응표
면분석법을 효율적으로 적용하기 위해 실험계획법 설정
이 우선적으로 고려되어야 하며, 중심 합성 계획법
(central composite design, CCD)은 다수 요인 실험
에 적합하고 회귀 함수의 1차 항에 추가로 축점(axial 
point)과 중심점(center point)을 포함시켜 2차 곡률에 
의한 반응을 분석하여 정확한 예측을 할 수 있다[17]. 따
라서 중심 합성 계획법을 이용하여 김의 폴리페놀, 플라
보노이드와 항산화 활성 최대화 조건을 확립하고 공정 
표준화에 대한 기초자료를 제공하고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험 재료 및 초음파 추출
본 연구에서 사용된 김은 서천해초김(주)에서 구매하여 

열풍건조기(VS-1202D4N, Vision Bionex, Buchoen, 
Korea)로 60℃에서 건조한 후 40 mesh (0.381 mm) 
이하 크기의 건조물을 사용하였다. 추출을 위해 탁상형 
초음파기(SD-250H, Mujigae Co., Seoul, Korea)를 
사용하였으며 추출 용매로 증류수와 에탄올(Samchun, 
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Korea, 99% 이상)을 사용하였다. 항산화 활성 측정에는 
2 N folin-ciocalteu, aluminum chloride, gallic 
acid, ascorbic acid, potassium acetate, quercetin, 
2-2diphenyl-picrylhydrazyl (DPPH)와 sodium 
carbonate 등의 시약을 Sigma-Aldrich와 ㈜ 덕산약품
공업(Ansan, Korea)에서 구매하여 사용하였다. 생리활
성 물질을 추출하기 위해 건조된 김 1 g과 용매 10 mL
를 혼합하여 40 kHz와 200 W의 탁상용 초음파기
(SD-250H, Mujigae Co., Seoul, Korea)에서 추출을 
진행하였다. 추출 용매로는 1차 증류수와 99.5% 에탄올
을 혼합하여 추출 시간, 온도와 에탄올 농도를 변화시키
면서 추출을 진행하였다. 추출물은 2,878 ⨯ g에서 10 
분 원심분리를 한 후 상등액을 냉장 보관하여 분석 실험
에 사용하였다.

2.2 총 폴리페놀 함량(Total polyphenol content, 
    TPC) 측정

총 폴리페놀 함량은 folin-ciocalteu 시약이 폴리페
놀에 의해 환원되는 원리에 기반한 Gam의 실험법 변형
하여 사용하였다[18]. 김 추출물 0.14 mL에 0.2 N 
folin-ciocalteu 0.7 mL를 첨가하여 8 분 반응시켰고 
이후 7.5% Na2CO3 0.56 mL를 첨가하여 상온에서 60 
분간 반응시켰다. 반응에 의한 발색도를 분광광도계
(Optizen 2120 UV, Mecasys Co., Daejeon, Korea)
로 765 nm에서 측정하고 표준물질로 gallic acid를 사
용하여 검량 곡선을 통해 상대적 농도를 mg gallic acid 
equivalent (GAE)/g dry matter (DM)로 TPC를 나타
내었다.

2.3 총 플라보노이드 함량(Total flavonoid content, 
   TFC) 측정

총 플라보노이드 함량은 플라보노이드와 aluminium 
chloride가 상호작용하여 복합체를 형성하는 원리에 기
반한 Jung 등의 측정법 방법을 변형하여 측정하였다
[19]. 김 추출물 0.1 mL, 1차 증류수 0.56 mL와 99.5% 
에탄올 0.3 mL를 가하고 1 M potassium acetate와 
10% aluminum chloride를 0.02 mL씩 순차적으로 혼
합하였다. 혼합액을 상온에서 30 분 반응시켜 분광광도
계로 415 nm에서 측정하였으며 정량을 위해 quercetin을 
이용한 검량 곡선을 통해 상대적 농도를 mg quercetin 
equivalent (QE)/g DM로 TFC를 나타내었다.

2.4 활성산소 소거능(Radical scavenging activity, 
   RSA) 측정

활성산소 소거능은 김의 2차 대사산물이 활성산소에 
전자를 공여하여 환원되어 항산화 활성을 띄는 원리에 
기반한 Kim 등의 방법을 변형하여 측정하였다[20]. 제
조한 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)를 메탄
올로 희석하여 흡광도가 1.0 (± 0.05)이 되도록 한 후 
김 추출물 0.25 mL와 0.1 mM DPPH 1.25 mL를 혼합
하였다. 혼합액은 암실에서 20 분 상온에서 반응시킨 후 
분광광도계로 517 nm에서 측정하고 ascorbic acid를 
양성대조군으로 사용하여 아래 식을 이용하여 나타내었다.

    
  ×  (1)

A: 추출물 첨가군의 흡광도, 
B: 대조군 첨가군의 흡광도

2.5 실험계획법
본 실험에서는 김으로부터 생리활성물질 추출 조건 최

적화를 위하여 반응표면분석법 중 다수 요인 실험에 적
합한 CCD를 이용하여 최적화를 수행하였으며 통계 소
프트웨어인 Design-expert® 9.0(State-Ease, Minneapolis, 
USA)를 사용하였다. 중심점 3 개를 포함한 17 개 추출 
조건으로 구성된 CCD에 기반한 실험 설계를 수행하였
다. 추출 조건인 독립변수(Xi)는 추출 효율을 증진시킬 
수 있는 주요 변수로 알려진 독립변수(Xi)는 추출 시간
(X1, 5 ~ 55 분), 추출 온도(X2, 26.0 ~ 94.0℃)와 에탄
올 농도(X3, 0 ~ 100%)로 설정하였으며 5 단계(-1.68, 
-1, 0, +1, +1.68)로 부호화 하여 각 조건에 따라 실험
을 진행하였다(Table 1)[21]. 독립변수와 종속변수에 대
한 2차 회귀방정식은 아래와 같이 도출하였고 분산분석 
및 회귀분석을 실시하여 유의성이 인정되는 변수만을 채
택하였다. 또한 초음파 추출 조건 최적화를 위해 일변수 
최적화 곡선, 3차원 반응표면곡선과 변수 간의 교호작용
을 확인하였으며, 독립변수의 변화에 따른 종속변수의 
반응표면을 분석하였다.

      
 


 

 










(2)

b0 = y절편; bn = 회귀계수; b1, b2, b3 = 변수계수; b1
2, 

b2
2, b3

2 = 이차항계수; b1
3, b2

3, b3
3 = 교호계수
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Xi Independent 
variables

Coded levels

-1.68 -1 0 1 1.68
X1 Extraction time 

(min)
5 15 30 45 55

X2 Extraction 
temperature (℃)

26 40 60 80 94

X3 Ethanol 
concentration (%)

0 20 50 80 100

Table 1. Main independent variables and levels for 
the extraction of bioactive compounds from 
Porphyra tenera extract with 17 conditions
coded in a central composite design.

2.6 통계처리
김의 기능성 평가를 위해 실시한 모든 실험 데이터는 

3회 반복 진행하였으며 평균 ± 표준편차로 나타내었고 
통계 프로그램은 GraphPad Prism (Ver. 5.0, GraphPad 
software Inc., San Diego, CA, USA)을 이용하여 p < 
0.05 수준에서 통계적 유의성을 평가하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 TPC 최적 추출 조건 탐색
폴리페놀은 식물계에 널리 분포되어 있는 2차 대사산

물로 다 가의 하이드록실기(OH-)를 가진 방향족 화합물
로 활성산소에 전자를 공여하여 활성산소를 소거하여 항
산화 활성을 나타낸다고 보고되어 있다[22]. 본 실험에서 
김의 TPC 최적 추출 조건을 탐색하기 위해 추출 시간
(X1), 추출 온도(X2)와 에탄올 농도(X3)를 독립변수로 설
정하여 CCD에 따라 실험 조건을 17 조건으로 설계하였
다(Fig. 1). 김 추출물 TPC 최댓값은 RUN #11 (X1: 30 
분, X2: 26℃, X3: 50%)에서 7.39 mg GAE/g DM으로 
나타난 반면, 최솟값은 RUN #13 (X1: 30 분, X2: 60℃, 
X3: 0%)에서 1.16 mg GAE/g DM으로 동일한 추출 시
간에서 추출 온도와 에탄올 농도 차이에 따른 TPC 차이
를 확인하였다(Table 2). 각 실험 조건에 따른 실험값의 
응답성을 확인하기 위해 2차 회귀 방정식을 도출하였으
며 R2값은 0.8298로 실험값과 예측값 사이의 신뢰성이 
82% 이상으로 모델이 TPC의 변동을 82.3% 이상 설명
할 수 있었다(Table 3). 2차 회귀 방정식에서 독립변수
에 따른 TPC의 유의성 p값은 0.0463로 추출 시간, 추출 
온도 및 에탄올 농도로 구성된 회귀 모델이 TPC 추출에 
유의한 영향 (p < 0.05)을 미치며 이 변수들은 TPC 최적 
추출 조건 예측을 위한 조절 요인으로 사용될 수 있음이 

Run
No.

Extraction condition TPC1)
(mg GAE/g 

DM)

TFC2)
(mg QE/g 

DM)

RSA3)
(%)X1 X2 X3

1 15 40 20 4.17 1.30 26.40
2 45 40 20 2.53 1.19 25.12
3 15 80 20 4.91 0.93 17.64
4 45 80 20 2.69 1.55 59.81
5 15 40 80 5.65 2.51 37.27
6 45 40 80 5.87 1.58 24.53
7 15 80 80 6.06 1.24 26.99
8 45 80 80 5.71 1.83 45.68
9 5 60 50 5.99 1.47 32.48
10 55 60 50 5.81 1.55 36.22
11 30 26 50 7.39 1.55 42.29
12 30 94 50 4.91 1.58 42.64
13 30 60 0 1.16 1.47 24.53
14 30 60 100 7.23 1.97 22.55
15 30 60 50 5.81 1.44 50.35
16 30 60 50 4.97 1.86 47.60
17 30 60 50 6.67 1.52 44.63

1)TPC (total polyphenol content), 2)TFC (total floavonoid content), 
3)RSA (radical scavenging activity), X1: Extraction time (min); X2: 
Extraction temperature (℃); X3: Ethanol concentration (%)

Table 2. Experimental data of the dependent variables 
TP-C, TFC and RSA for 17 experiments 
based on a central composite design.

Responses Regression models (Y) R2 p value

TPC 
(mg GAE/g 

DM)

2.22136 – 0.011508X1 + 
0.020707X2 + 0.10707X3 
– 4.76667 × 104X1X2 + 
1.03944 × 103X1X3 – 
1.35417 × 104X2X3 – 
5.47818 × 104X1

2 – 
8.89445 × 105X2

2 – 
8.32273 × 104X3

2

0.8298 0.0463

TFC 
(mg QE/g DM)

1.65945 – 0.028825X1 - 
0.011118X2 + 

0.024662X3 + 937333 × 
104X1X2 – 2.34333 × 
104X1X3 – 2.10900 × 
104X2X3 – 2.36373 × 
104X1

2 – 8.32503 × 
105X2

2 + 2.51363 × 
104X3

2

0.8491 0.0356

RSA 
(%)

6.61722 + 0.080240X1 - 
0.14455X2 + 1.43615X3 

+ 0.031201X1X2 – 
9.70275 × 103X1X3 – 
3.13960 × 103X2X3 – 

0.020130X1
2 – 4.14684 

× 103X2
2 – 9.53199 × 
103X3

2

0.9181 0.0048

X1: extraction time (min), X2: extraction temperature (℃), X3: 
ethanol concentration (%), R2: coefficient of determination, Yn: 
predicted response

Table 3. Second-order polynomial equations calculated
by central composite design for the 
optimization of extraction conditions of 
Porphyra tenera extract.
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확인되었다. 분산분석을 통해 TPC에 따른 독립변수의 
유의성을 비교한 결과 에탄올 농도(p = 0.0017)가 추출 
시간(p = 0.3030)과 추출 온도(p = 0.4616)에 비해 에
탄올 농도의 의존성이 높다는 것이 확인되어 일변수 그
래프에서 에탄올 농도 변화에 따른 TPC 변량이 크다는 
결과와 유사하였으며 초음파 추출에 있어 에탄올 농도의 
최적화가 우선적으로 고려되어야 한다고 사료되었다
(Table 4, Fig. 1).

 
TPC 

(mg GAE/g DM)
TFC 

(mg QE/g DM)
RSA (%)

Sum of 
squares

p-
value

Sum of 
squares

p-
value

Sum of 
squares

p-
value

Model 37.45 0.0463 1.66 0.0356 2060.76 0.0046
X1 1.36 0.3030 7.064

× 103
0.7002 206.72 0.0263

X2 0.67 0.4616 0.068 0.2526 102.36 0.0888
X3 26.73 0.0017 0.68 0.0056 0.15 0.9421

X1X2 0.16 0.7108 0.63 0.0067 700.94 0.0013
X2X3 1.75 0.2470 0.089 0.1975 152.51 0.0467
X1X3 0.053 0.8326 0.13 0.1313 28.39 0.3329
X1

2 0.17 0.7040 0.032 0.4213 232.13 0.0207
X2

2 0.014 0.9122 0.013 0.6094 31.13 0.3122
X3

2 6.06 0.0511 5.525
× 103

0.7332 794.54 0.0009

Table 4. ANOVA analysis of TPC, TFC, and RSA by 
in-dependent variables.

Fig. 1. Perturbation plot of TPC affected by each 
independent variable on extraction yield.

Fig. 2. The 3D response surface plots for the effect 
of 2 independent variables of TPC from Porphyra 
tenera extr-act. (A) Response surface for the 
effects of X1 and X2, (B) Response surface for 
the effects of X1 and X3, (C) Response surface 
for the effects of X2 and X3.

또한 분산분석에서 확인된 독립변수의 영향과 변수들
의 상호작용을 비교하기 위해 하나의 독립변수를 고정시
켜 다른 두 개의 변수에 따른 종속변수의 변화를 3D 반
응표면 그래프로 나타내었다(Fig. 2). 에탄올을 50%로 
고정하고, 추출 온도와 추출 시간을 변화시켰을 때(Fig. 
2A) TPC 변량은 크지 않은 반면 에탄올 농도와 추출 온
도 또는 추출 시간과의 상호작용에 있어 에탄올 농도가 
증가함에 따라 TPC가 유의하게 증가함이 확인되었다
(Fig. 2B, Fig. 2C). 이는 새싹보리 추출 최적화에서 에
탄올 농도가 TPC 추출 효율이 유의하게 영향을 미쳤으
며 에탄올 58.9%가 최적 추출 농도라는 Lee 등의 결과
와 유사한 경향이다[23]. TPC 추출 시 폴리페놀의 분자
량, 탄화수소 길이, 그리고 -OH기의 분포에 따라 추출 
특성에 차이가 발생한다. 폴리페놀은 방향성 결합을 가
진 탄화수소 고분자 화합물인 페닐 프로판이나 페닐 에
테인 등으로 구성되어 높은 극성을 가지지만, 탄소와 수
소로 이루어진 소수성 부분으로도 구성되어 극성과 비극
성 물질 모두에 용해될 수 있는 특성을 가지고 있다[24]. 
물과 에탄올은 모두 극성 용매로 물은 폴리페놀에서 전
하를 가진 이온이나 극성분자와 상호작용하여 추출 효율
을 증가시키며 에탄올은 물에 비해 극성이 낮아 폴리페
놀의 비극성 분자와 상호작용하여 추출 효율을 높임이 
가능할 것으로 예상할 수 있다[25]. 따라서, 에탄올 농도
가 증가함에 따라 극성 폴리페놀 뿐만 아니라 비극성 폴
리페놀 추출이 함께 증가하여 TPC 추출 효율이 증가했
다고 판단되었다. 이에 따라 김으로부터 폴리페놀 추출
에 있어 극성과 비극성 물질 추출을 모두 고려해야 하며 
이를 위해 에탄올 농도 최적화가 우선적으로 진행되어야 
할 것으로 사료된다[26].

3.2 TFC 최적 추출 조건 탐색
플라보노이드는 두 개의 방향족 고리와 헤테로 사이클릭

(heterocyclic)로 구성된 배당체로 지질 과산화물 생성 억
제를 통한 활성산소 소거함에 따라 항암, 항돌연변이, 항염
증 등 생리 활성 기능이 있다고 알려져 있다[27]. 본 실험은 
김으로부터 항산화 활성을 갖는 TFC 생산을 최대화하기 위
해 독립변수 조건을 CCD에 따라 설계하고 각 조건에 따른 
실험값을 비교하였다(Fig. 3). 김의 TFC가 0.93 ~ 2.51 
mg QE/g DM 범위로 독립변수 조건에 따른 차이가 확인되
었으며 80% 에탄올, 15 분과 40℃ 추출 조건(Run #5)에서 
최대 추출되었으며 추출량은 2.51 mg QE/g DM으로 나타
났다(Fig. 3). 이를 기반으로 2차 회귀 방정식을 도출하였고 
ANOVA를 통해 적합성(R2)과 유의성(p)이 0.8441과 
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0.0356로 독립변수에 따른 높은 정확성과 상관관계를 갖는 
것으로 예측되었다. 또한 독립변수에 대한 일차 항의 유의
성은 에탄올 농도가 p = 0.0056로 추출 온도(p = 0.2526)
와 추출 시간(p = 0.7002)보다 가장 큰 영향을 주는 독립변
수로 확인되었다(p < 0.05, Table 3, Table 4). 이는 앞선 
TPC 결과와 유사하며 TFC 추출 시 에탄올 농도 최적화가 
우선적으로 고려돼야 함이 일변수 그래프를 통해 재확인하
였다(Fig. 3). 

두 개 독립변수의 상호작용을 확인하고자 2차 회귀 방
정식에 기반한 3D 반응 표면 그래프를 분석하였다. 에탄
올 50%로 고정시키고 추출 온도와 추출 시간 변화에 따
른 TFC 증감은 크지 않은 것으로 확인되었다(Fig. 4A). 
그러나 에탄올 농도와 추출 시간 또는 추출 온도의 상호
작용은 에탄올 농도 증가에 따라 TFC가 증가하여 에탄
올 농도가 TFC 추출에 주요한 인자로 예측되었다(Fig. 
4B, Fig. 4C). 이는 대추 잎에서 TFC 추출에 있어 에탄
올 농도가 추출 효율에 유의한 영향인자 확인되었으며 
에탄올 47.9%에서 최대 TFC가 얻어진다는 연구결과와 
유사하여 김으로부터 플라보노이드 추출을 최대화하기 
위해서는 추출 용매의 극성도 범위 확대를 고려해야 하
며 이를 위해 에탄올 농도 최적화가 선행되어야 할 것으
로 사료된다[28].

Fig. 3. Perturbation plot of TFC affected by each 
independent variable on extraction yield.

Fig. 4. The 3D response surface plots for the effect 
of 2 independent variables of TFC from Porphyra 
tenera extr-act. (A) Response surface for the 
effects of X1 and X2, (B) Response surface for 
the effects of X2 and X3, (C) Response surface 
for the effects of X1 and X3.

3.3 RSA 최적 추출 조건 탐색
식물계에서 풍부하게 존재하는 2차 대사산물인 폴리

페놀과 플라보노이드는 활성산소에 전자를 공여하여 활
성산소를 소거하는 항산화제 역할을 하며 신체의 항산화 
체계와 반응하거나 금속 킬레이트화를 통한 항산화 활성
을 나타낸다고 알려져 있다[29]. 본 연구는 RSA를 높이
기 위해 독립변수 조건을 CCD로 도출한 결과 RSA는 
17.64 ~ 59.81%로 최대 3 배 이상 증가가 가능한 것으
로 예측되었고 최솟값(Run #3)과 최댓값(Run #4) 비교 
시 추출 시간이 가장 큰 영향을 미친 것으로 확인되었다
(Table 2). 각 실험 조건에 따른 실험값의 상관관계를 2
차 회귀방정식으로 도출한 결과 R2값은 0.9181로 높은 
상관성을 나타냈고 유의성은 추출 시간(p = 0.0263) > 
추출 온도(p = 0.0888) > 에탄올 농도(p = 0.9421) 순으
로 추출 시간이 종속 함수에 가장 큰 영향을 미친 것으로 
확인되었다(Table 3). 이는 앞선 TPC와 TFC 추출 최적
화에서 에탄올 농도가 종속변수에 가장 유의한 영향을 
나타냈다는 것과 다른 경향성으로 RSA 최적화에서는 에
탄올 농도보다는 추출 시간이 우선적으로 고려되어야 함
이 일변수 그래프로 재확인하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Perturbation plot of RSA affected by each 
independent variable on extraction yield.

Fig. 6. The 3D response surface plots for the effect 
of 2 independent variables of RSA from 
Porphyra tenera extr-act. (A) Response surface 
for the effects of X1 and X2, (B) Response 
surface for the effects of X1 and X3, (C) 
Response surface for the effects of X2 and X3.
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또한 2차 회귀 방정식을 기반하여 다른 두 개의 독립변
수의 상호작용을 확인하고자 3D 반응 표면 그래프로 나타
내었다(Fig. 6). 추출 시간을 30 분 고정시키고 추출 온도와 
에탄올 농도 변화에 따른 RSA 변량에 유의적인 상호작용이 
확인되지 않은 반면 추출 온도 또는 에탄올 농도를 고정시
키고 추출 시간에 따른 RSA 증감에 유의적인 차이가 확인
되었다. 또한 천연물 추출 연구인 Lohvina 등의 호로파 종
자 추출물의 TPC와 TFC 결과가 에탄올 농도의 영향을 많
이 받았으며, RSA는 추출 시간에 큰 영향을 받았다는 연구 
결과와 김 원초 추출물의 연구 결과가 유사하였다[30,31]. 
따라서, 위의 결과들을 기반으로 김의 초음파 추출 공정에 
있어 RSA 최대화를 위해 추출 시간을 중심으로 최적 조건
을 확립할 필요가 있다고 판단되었다.

3.4 최적 추출 조건 확립
최적 추출 조건을 확립하기 위해 2차 회귀 방정식을 이

용한 TPC, TFC와 RSA의 반응 표면 곡선을 중첩해 공통 
최대화 조건을 예측하였다(Fig. 7). 최적 조건 범위 예측
을 위한 공정 조건의 범위는 추출 시간 5 ~ 55 분, 추출 
온도 26 ~ 94℃와 에탄올 농도 0 ~ 100%로 설정하였다. 
산업화에 유용하게 적용하기 위해 에탄올 농도를 70% 이
하로 선정하고, 추출 최적 조건 확립 시 제한 조건으로 경
제적인 추출을 위해 추출 시간과 추출 온도를 최소화되는 
지점을 최적화 목표값으로 도출하였다. 이를 통해 도출된 
최적 추출 조건은 31.0 분, 60.3℃와 60.0%로 TPC 4.44 
mg GAE/g DM, TFC 1.25 mg QE/g DM과 RSA 
43.5%가 예측되었다. 이를 검증하기 위해 시행된 검증 실
험에서 TPC 4.20 ± 0.26 mg GAE/g DM, TFC 1.32± 
0.12 mg QE/g DM과 RSA 43.7 ± 0.40%로 확인되어 
예측값과 실험값이 유사하게 나타나 도출된 2차 회귀 방
정식의 신뢰성을 검증할 수 있었다(p > 0.05).

Fig. 7. Superimposed contour plots showing the 
optimi-zed condition of input variables and 
responses (TPC, T-FC and RSA) by independent 
variables (extract time, extract temperature, 
and ethanol concentration).

4. 결론

활성산소는 세포 내 생체 활동을 위해서 필요한 인자
이지만 내부 및 외부인자에 의해 과도하게 생성되면 생
체 내 방어 체계를 손상시킴으로써 암, 노화, 고지혈증과 
동맥경화 등의 질병을 유발할 수 있어 활성산소를 효과
적으로 소거하고 부작용이 적은 천연소재에 관심을 기울
이고 있는 상황이다. 따라서 본 연구는 반응 표면 분석법
을 이용하여 김으로부터 생리활성물질인 TPC와 TFC 추
출을 극대화함과 동시에 RSA를 최대화할 수 있는 추출 
조건을 확립하고 김의 천연 항산화제로써 활용 가능성을 
높이고자 하였다. 초음파 추출을 이용한 김으로부터 유
용물질 추출에 있어 종속변수인 TPC와 TFC 변량이 추
출 시간과 추출 온도에 비해 에탄올 농도가 유의한 영향
을 미침에 따라 폴리페놀과 플라보노이드의 추출에 있어 
증류수와 에탄올 혼합 비율 최적화를 통해 극성과 비극
성 물질의 동시 추출이 필요하다는 것임을 확인하였다. 
반면 김으로부터 RSA 추출에 있어 추출 시간이 가장 유
의적인 독립변수인 것으로 확인되었으며 적정 시간 이상
의 추출에 있어 항산화 활성을 가진 폴리페놀과 플라보
노이드 페놀 성분의 열분해에 따른 손상 가능성이 있어 
추출공정 개발에 있어 추출 시간을 최소화의 제한조건의 
도입이 필요하다 사료되었다. 본 연구에서는 중심합성계
획법을 사용하여 초음파 추출을 적용한 김 추출 공정 최
적화를 수행하였다, 2차 회귀함수를 사용하여 예측한 결
과와 실험값이 유사함을 확인함에 따라 예측 모델이 신
뢰도가 높다는 것을 확인하였다. 따라서 초음파 추출법
은 김 추출 공정에서 생리활성물질 생산 증가에 유용하
게 적용될 수 있으며 김으로부터 천연 항산화제를 효율
적으로 생산함으로써 건강기능식품, 화장품 및 의약품 
생산에 기여할 수 있는 경제적으로 효율적인 추출 공정
임을 제안하였다.
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