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요  약  본 연구는 와송으로부터 항산화 활성, 피부 미백 및 항주름 등의 생리활성을 증대시키기 위해 중심합성계획모델
을 이용하여 마이크로파 추출 조건을 최적화하고자 하였다. 따라서 종속변수 radical scavenging activity (RSA), 
tyrosinase activity inhibition (TAI) 및 collagenase activity inhibition (CAI)과 독립변수 마이크로파(139.6 ~ 
970.4 W), 추출 시간(26.4 ~ 93.6 초) 및 에탄올 농도(1.3 ~ 93.7 %)를 설정하여 최적화한 결과, 세 변수 중 에탄올 
농도의 영향이 가장 유의하였으며, 최적 조건은 532.8 W, 61.3 초 및 47.5%에서 RSA, TAI 및 CAI가 각 22.1 %,
62.2 %, 85.2 %로 예측되었다. 검증 실험을 진행한 결과, 실험값은 각 RSA, TAI 및 CAI가 각 23.2 %, 60.5 %, 84.1 
%로 확인되어 예측값과 실험값의 유의한 차이가 없는 것으로 확인되었으며, 최적 추출 조건에서 와송 추출물의 함유물
질은 항산화 활성, 피부 미백 및 항주름 등의 효과로 알려진 이소퀘르시트린과 헤스페레틴으로 확인되었다. 이러한 결과
는 최적 추출 조건 확립을 통해 와송으로부터 항산화, 피부 미백과 항주름 등의 활성 증대가 가능함을 입증하며, 향후 
복합 기능성 화장품의 원료로써 활용 가치가 높으며 상업화를 위한 효과적인 추출 조건을 확립하였다고 판단된다.

Abstract  This study was conducted to optimize microwave-assisted conditions to enhance the extraction
of bioactive compounds from Orostachys japonicus with antioxidant, skin-whitening, and anti-wrinkle
activities. For the optimization, radical scavenging activity (RSA), tyrosinase activity inhibition (TAI), and
collagenase activity inhibition (CAI) were selected as dependent variables, and microwave power (139.6 
~ 970.4 W), extraction time (26.4 ~ 93.6 sec), and ethanol concentration (1.3 ~ 93.7 %) as independent
variables. The optimal conditions were 532.8 W, 61.3 sec, and 47.5%, and RSA, TAI, and CAI predictions
under optimal conditions were 22.1%, 62.2%, and 85.1%, respectively. No significant difference was 
found between predicted and experimental values, which verified the effectiveness of predictions made 
using the second-order regression model. Under optimal extraction conditions, the major bioactive 
compounds in O. japonicus extract were isoquercitrin and hesperetin, which are known to have 
antioxidant activity, skin-whitening, and anti-wrinkle effects. These results demonstrate that the 
production of bioactive substances with antioxidant, skin whitening, and anti-wrinkle effects is 
achievable from O. japonicus, which makes this plant a suitable raw material in multifunctional cosmetic
formulations.

Keywords : Orostachys Japonicus, Skin-Whitening, Anti-Wrinkle, Microwave-assisted Extraction, 
Optimization
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1. 서론

자외선은 피부노화의 주요 원인으로, 피부 내 활성
산소 생성을 촉진하고 활성산소에 의한 연쇄적 산화 반
응을 통해 피부노화를 유발한다고 알려져 있다[1]. 자
외선에 노출된 피부는 활성산소 생성이 촉진되어 지질, 
핵산과 단백질 등 생체 분자의 산화적 손상이 증가하며 
이때 피부는 활성산소로부터 피부를 보호하기 위해 멜
라닌 매개 방어 메커니즘을 개시한다[2,3]. 멜라닌은 
피부 기저층 내 멜라노사이트에 존재하는 타이로신이 
타이로시네이즈에 의해 L-도파와 도파퀴논으로 순차적 
변환되고 산화적 중합반응을 통해 도파크롬을 거쳐 생
성되는 색소로, 자외선과 활성산소로부터 피부가 손상
되는 것을 방지하지만 과도하게 생성될 경우 색소 침착
을 유발하여 기미와 주근깨를 형성할 뿐 아니라 피부암
을 일으킨다[4,5]. 따라서 멜라닌 생성 저해를 위해 타
이로시네이즈 활성 억제가 필수적이며 코직산과 하이
드로퀴논이 미백용 소재로 널리 사용되고 있으나 피부 
과민반응, 건조, 염증 및 소화기 작용 등의 부작용을 수
반하여 이를 대체하기 위한 소재 개발이 필요한 실정이
다[6,7].

피부노화는 자외선 노출에 의한 외인성 노화와 콜라
겐 분해에 의한 내인성 노화로 구분되는데 진피층에서 
콜라겐 분해과정을 통해 발생하는 내인성 노화는 피부
노화, 탄력감소와 주름생성의 주요 원인이다[8]. 진피층 
내 콜라겐은 기질금속단백질분해효소의 일종인 콜라게
네이즈에 의해 분해되며 이때 자외선은 콜라게네이즈의 
활성을 증가시켜 콜라겐 분해를 촉진시키므로 피부노화 
방지를 위해서는 자외선 차단과 함께 콜라게네이즈의 
활성을 저해하는 것이 필수적이다[9]. 현재 주름개선을 
위한 자외선 차단 소재로는 파라아미노벤조산, 계피산
과 벤조페논 등이 사용되고 있으나 알레르기, 염증 및 
피부암뿐 아니라 안드로겐 수용체 및 프로게스테론 수
용체와 길항작용을 하여 불임을 유발한다는 연구가 보
고됨에 따라 이를 대체하기 위해 콜라게네이즈 활성 저
해능이 우수한 천연물 유래 주름개선 소재 개발이 필요
한 실정이다[10,11]. 

와송(Orostachys japonicus)은 돌나무과(Crassulaceae)
의 바위솔속(Orostachys)에 속하는 다년생 초본식물로, 
한국, 일본 및 중국 등을 포함한 동아시아에 분포하고 우
리나라에는 난쟁이바위솔(O. sikokianus), 둥근바위솔
(O. malacophyllus) 및 좀바위솔(O. minutus) 등이 자
생하고 있으며 전통의학에서 스트레스 완화, 면역력 강

화, 해열 작용, 해독 및 지혈 등을 위한 민간약재로 널리 
활용되어 왔다[12-14]. 특히 항산화, 항당뇨, 항염 및 항
암 등의 약리효과가 우수하다고 보고되는데 이는 지방산 
에스테르, 플라보노이드, 트리테르페노이드 및 스테롤 
등의 다양한 생리활성 물질로부터 기인된 것으로 보고되
고 있다[15]. 이와 같이 다양한 생리활성 물질을 포함한 
와송은 총 콜레스테롤, 트리글리세라이드, 저밀도 지질
단백질 등의 수치를 감소시켜 항비만 관련 질병의 예방 
및 치료에 효과가 우수하다고 알려져 있다[16].

천연물로부터 항산화 활성, 미백 및 주름개선 등의 기
능성을 갖는 생리활성 물질 추출을 최대화하기 위해 마
이크로파 추출(microwave-assisted extraction, MAE), 
초음파 추출과 초임계 추출 등의 다양한 추출법이 사용
되고 있다[17]. 특히 낮은 에너지와 고효율을 특징으로 
하는 MAE는 반응 혼합물에 존재하는 쌍극자 또는 이온
과 직접적으로 결합하고 단시간 내 국소 가열을 유발하
여 특정 물질의 추출 효율이 뛰어나다고 알려져 천연물
의 생리활성 물질 추출을 최대화하기 위한 추출법으로 
널리 사용되고 있다[18]. 따라서 본 연구의 목적은 와송 
추출시 MAE를 적용하여 생리활성 물질 추출을 최대화하
고 항산화 활성, 미백 및 주름개선 효과를 검증함으로써 
와송의 화장품 소재로서 가능성을 평가하고 산업적 가치
를 높이는 것에 있다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료
와송은 정우당(Seoul, Korea)에서 구입하여 60℃ 항

온 드라이오븐(DO-91, U1Tech, Suwon, Korea)에서 
중량 변화가 없을 때까지 건조한 후 식품분쇄기
(HMF-3000S, Hanil, Buchoen, Korea)로 분말화하여 
실험에 사용하였다. 이화학 분석에 사용된 콜라게네이즈, 
타이로시네이즈, 시트릭산, 코직산, L-아스코르브산
4-phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro
-D-Arg (PzPLGPR), 알루미늄 클로라이드, L-3,4- 
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)과 2,2-diphenyl- 
picrylhydrazyl (DPPH)은 Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA)에서 구입하였다. 와송 추출물의 함유물질 분
석을 위해 LC-MS/MS의 이동상인 포름산, 아세트산과 
아세토니트릴은 Sigma-Aldrich의 HPLC 등급을 사용
하였다.
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2.2 마이크로파 추출
    (microwave-assisted extraction, MAE)

와송 추출물을 제조하기 위해 와송 분말 1 g과 농도별 
에탄올 20 mL를 혼합한 후 Anton Paar microwave 
(Multiwave 3000, Anton Paar, Graz, Austria)를 사
용하여 상온에서 60 Hz로 MAE를 진행하였다. 추출물은 
원심분리기(Labogene 1236R, Gyrozen, Daejeon, 
Korea)를 이용하여 2,800 ×g에서 10 분 고액분리한 
후 상등액을 회수하여 –21 ℃에서 보관하며 분석실험에 
사용하였다.

2.3 라디칼 소거 활성(radical scavenging 
    activity, RSA) 측정

자유라디칼인 DPPH가 항산화 물질과 반응하여 환원
되면서 흡광도가 감소하는 원리에 기반하여 Gam 등의 
방법을 일부 변형하여 실험하였다[19]. 조건별로 추출한 
17개의 와송 추출물 0.25 mL와 0.1 M DPPH 1.25 mL
를 혼합하여 암실에서 20 분간 반응한 뒤 분광광도계
(Optizen 2120UV, Mecasys, Daejeon, Korea)를 이
용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군
으로는 천연 항산화제인 L-아스코르브산을 사용하였으
며 RSA 결과를 아래의 식에 따라 백분율로 환산하여 나
타내었다.

   


 ×  (1)

A: absorbance with O. japonicus extract 
addition,

B: absorbance with control group addition

2.4 타이로시네이즈 활성 저해(tyrosinase activity 
    inhibition, TAI) 측정

멜라닌 합성의 주요 율속효소인 타이로시네이즈의 활
성 저해를 측정하기 위해 Kim 등의 방법을 일부 변형하
여 17개의 와송 추출물의 TAI를 측정하였다[20]. 완충용
액은 sodium phosphate monobasic anhydrous와 
sodium phosphate dibasic anhydrous를 혼합하여 
pH 6.8로 조정하였으며 완충용액 0.04 mL와 기질액 
10 mM L-DOPA 0.02 mL를 혼합하고 효소 0.02 mL
를 첨가하여 25 ℃에서 30 분간 반응을 유도하고 475 
nm에서 흡광도를 측정하고 아래의 식을 이용하여 TAI
를 백분율로 표시하였다.

   


 ×  (2)

A: absorbance with O. japonicus extract 
addition,

B: absorbance with control group addition

2.5 콜라게네이즈 활성 저해(collagenase activity 
    inhibition, CAI) 측정

피부 탄력을 유지하는 구조 단백질인 콜라겐을 분해하
여 피부노화 및 주름생성을 유발하는 정도를 측정하고자 
Hong 등의 방법을 일부 변형하여 CAI를 측정하였다
[21]. 효소반응을 위한 완충용액으로는 0.1 M tris와 4 
mM CaCl2를 혼합하고 1 M HCl을 첨가하여 pH 7.5로 
조정한 후 기질외 단백질인 PzPLGPR (1.2 mg/mL)를 
혼합하여 기질액을 제조하고 와송 추출물 또는 양성대조
군 0.05 mL, 콜라게네이즈 (0.8 mg/mL)와 기질액 
0.125 mL를 혼합한 후 37 ℃에서 30 분간 반응하였다. 
반응물은 시트릭산 0.25 mL를 첨가하여 반응을 정지시
키고 아세트산에틸 1.2 mL를 첨가한 후 2,800 ×g로 
10 분간 원심분리하여 상등액을 회수하였으며 회수한 상
등액을 320 nm에서 흡광도를 측정하였으며 아래의 식
을 이용하여 CAI를 산출하였다. 

   


 ×  (3)

A: absorbance with O. japonicus extract 
addition,

B: absorbance with control group addition

2.6 통계학적 최적화
본 연구에서는 통계학적 최적화 기법의 하나인 중심합

성계획모델(central composite design, CCD)을 이용
하여 와송 추출물로부터 항산화 활성, 미백 및 주름 개선 
물질 생산 최대화를 위한 최적 추출 조건을 예측하고자 
하였다. 와송은 폴리페놀류와 같은 2차 대사산물의 함량
이 높아 항산화를 비롯한 미백과 주름개선 효과가 높다
고 알려져 있어 효능의 평가를 위해 일반적으로 RSA, 
TAI와 CAI의 측정이 수행된다. 또한 본 실험에서는 일
변수 최적화에 비해 적은 숫자의 실험군으로 보다 효과
적인 추출조건 최적화가 가능한 통계학적 최적화 기법을 
사용하였다[22]. 이에 본 통계학적 최적화 실험에 적용 
된 추출 조건은 기존에 수행했던 일변수 실험 결과에서 
주요변수로 확인된 마이크로파 출력(139.6 ~ 970.4 W, 
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Run
No.

Extraction conditions
RSA (%) TAI (%) CAI (%)

X1 X2 X3

1 300.0 40.0 20.0 15.4 38.7 78.3

2 800.0 40.0 20.0 11.4 42.2 75.8

3 300.0 80.0 20.0 15.1 38.3 71.5

4 800.0 80.0 20.0 13.1 46.4 73.2

5 300.0 40.0 75.0 14.5 53.4 68.7

6 800.0 40.0 75.0 12.9 56.6 65.7

7 300.0 80.0 75.0 15.4 56.3 69.7

8 800.0 80.0 75.0 15.5 61.4 64.8

9 133.3 60.0 47.5 18.4 54.2 79.6

10 966.7 60.0 47.5 16.6 58.2 75.4

11 550.0 26.0 47.5 17.5 55.5 73.1

12 550.0 94.0 47.5 20.9 60.7 68.3

13 550.0 60.0 1.7 5.5 25.1 70.1

14 550.0 60.0 93.3 11.6 50.5 60.0

15 550.0 60.0 47.5 22.2 63.0 84.9

16 550.0 60.0 47.5 21.3 62.6 88.6

17 550.0 60.0 47.5 22.5 59.3 83.5
X1: Microwave power (watt); X2: Time (sec); X3: Ethanol 
concentration (%)

Table 2. Effect of extraction conditions on radical 
scavenging activity, tyrosinase activity 
inhibition, and collagenase activity 
inhibition based on central composite 
design.

X1), 추출시간(26.4 ~ 93.6 초, X2)과 에탄올 농도(1.30 
~ 93.7 %, X3)를 독립변수(Xn)로 설정하였으며 항산화, 
주름개선과 미백 평가를 위한 종속변수로는 RSA, CAI와 
TAI를 설정하였다[23-25]. 독립변수의 범위는5단계
(-1.68, -1, -0, 1, 1.68)로 부호화하여 17개의 추출 조
건에 따라 실험을 진행하였으며 RSA, CAI와 TAI의 값
을 측정하여 design expert software (version 8.0, 
Stat-Ease, MN, USA)를 이용한 통계분석 및 회귀분석
에 사용하였다 (Table 1).

Xn
Independent 

Variables

Coded Levels

-1.68 -1.0 0 +1.0 +1.68

X1 Microwave power 
(watt)

139.6 300.0 550.0 800.0 970.4

X2 Extraction time 
(sec)

26.4 40.0 60.0 80.0 93.6

X3 Ethanol 
concentration (%)

1.30 20.0 47.5 75.0 93.7

Table 1. Independent variables and their coded and 
actual values used for optimization of MAE 
conditions of O. japonicus.

2.7 함유물질 분석
통계학적 최적화를 통해 확보한 와송 최적 추출물의 

함유물질은 ROC C18 컬럼(3.0 × 150 mm, Restek, 
SO, USA)이 장착된 LC-MS/MS를 이용하여 분석하였
다. 시료 주입량과 이동상의 유속은 각각 20.0 µL과 0.2 
mL/min로 고정하여 20 분간 분석을 진행하였으며 이온
화(electrospray ionization, ESI) 방법과 50 ~ 800 
m/z의 전체 스캔 모드를 통해 시료의 질량 스펙트럼 정
보를 수집하였다. 이동상 A (1.0% 포름산/증류수)와 이
동상 B (1.0% 포름산/아세토니트릴)는 0 ~ 11 분: 95 
→ 0 % A, 11 ~ 14 분: 0 → 0 % A, 14 ~ 15 분: 0 
→ 95 % A, 15 ~ 20 분: 95  → 95 % A로 혼합비율을 
변경하여 가동하였으며 와송 최적 추출물의 함유물질 분
석은 분자 이온 및 단편화 패턴을 국립표준기술연구소
(National Institute of Standards and Technology, 
NIST)의 데이터 라이브러리와 비교하여 수행되었다. 

2.8 통계분석
모든 실험은 3 회 반복 수행하였으며 이에 따른 결과

값은 평균 ± 표준편차로 표시하였다. 통계처리는 
GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA)를 

이용하였으며 평가를 위한 통계적 유의성의 기준은 독립
표본 t 검정을 통해 p < 0.05로 설정되었다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 항산화 활성 평가
식물에 널리 분포하는 2차 대사산물인 폴리페놀은 항

산화, 항균, 항염증과 항암 등의 다양한 생리활성 작용을 
수행한다고 알려져 있다[26]. 특히 와송의 주요 폴리페놀
로 알려진 프리델린, 캠퍼롤과 퀘르세틴 등은 벤젠고리
에 하이드록시기 그룹을 보유하여 자유라디칼에 전자를 
공여함으로써 자유라디칼 소거 및 항산화 활성을 나타낸
다고 보고되었다[27].

본 연구에서 와송 추출물의 RSA를 비교한 결과, RSA
는 5.5 ~ 22.5 %로 예측되었으며 마이크로파 출력 
550.0 W, 추출시간 60.0 초, 에탄올 농도 47.5 %에서 
RSA를 4 배 증가시키는 것으로 확인되었다(Run #17 in 
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Response Regression models R2 p

RSA (%)

YRSA = - 6.28 + 0.012X1  + 0.28X2 + 
0.58X3 + 9.25-5X1X2 + 8.18-5X1X3 + 
4.77-4X2X3 - 2.74-5X1

2 - 2.64-3X2
2 - 

6.53-3X3
2

0.9716 0.0001

TAI (%)

YTAI = - 2.78 + 0.04X1 + 0.35X2 + 
1.36X3 + 1.68-4X1X2 - 6.36-5X1X3 + 
8.41-4X2X3 - 3.38-5X1

2 - 3.42-3X2
2 - 

0.01X3
2

0.9906 < 
0.0001

CAI (%)

YCAI = + 22.72 + 0.05X1 + 1.30X2 + 
0.72X3 + 5.75-5X1X2 - 1.29-4X1X3 + 
2.16-3X2X3 - 4.40-5X1

2 - 0.01X2
2 - 

9.56-3X3
2

0.9755 < 
0.0001

X1: Microwave power (watt); X2: Time (sec); X3: Ethanol 
concentration (%). R2: coefficient of determination; p: probability
value; p-value of < 0.05 indicates significance. 

Table 3. Polynomial equations derived using response 
surface methodology for optimization of 
extraction conditions.

RSA (%) TAI (%) CAI (%)

Sum 
of 

Squar
es

F
value

p
value

Sum of 
squares

F
value

p
value

Sum 
of 

squares

F
value

p
value

Mod
el 304.77 26.56 0.0001 1746.86 82.34 < 0.0001 903.36 30.95 < 0.0001

X1 8.13 6.38 0.0395 52.85 22.42 0.0021 18.18 5.61 0.0498

X2 8.28 6.49 0.0382 30.62 12.99 0.0087 22.12 6.82 0.0348

X3 13.38 10.49 0.0143 801.49 340.0 < 0.0001 161.12 49.68 0.0002

X1X2 1.71 1.34 0.2846 5.61 2.38 0.1668 0.66 0.20 0.6652

X1X3 2.53 1.99 0.2017 1.53 0.65 0.4468 6.30 1.94 0.2060

X2X3 0.55 0.43 0.5318 1.71 0.73 0.4224 11.28 3.48 0.1044

X1
2 32.18 25.24 0.0015 48.98 20.78 0.0026 82.71 25.51 0.0015

X2
2 13.06 10.24 0.0151 21.97 9.32 0.0185 292.88 90.31 < 0.0001

X3
2 266.93 209.37 < 0.0001 836.69 354.93 < 0.0001 572.70 176.6

0 < 0.0001

X1: Microwave power (watt); X2: Time (sec); X3: Ethanol concentration
(%)

Table 4. Analysis of variance of experimental results
of central composite design for full quadratic 
model.

Table 2). CCD를 통해 실험값에 기반하여 2차 회귀방
정식을 도출하였으며 실험값에 대한 적합성(R2)과 유의
성(p)을 분석하였다. 2차 회귀방정식의 유효성 검증에 사
용되는 R2은 0과 1 사이의 값을 나타내며 이 값이 1에 
가까울수록 회귀방정식이 적합하다고 판정되는데 RSA의 
R2이 0.9716로 확인됨에 따라 예측값과 실험값의 합치
도가 높고 제안된 회귀방정식이 최적 추출 조건 예측을 

위한 모델로 적합함이 입증되었다(Table 3) [28].
또한 분산분석을 기반으로 RSA를 최대화하는 MAE 

조건을 예측하기 위해 독립변수 변화에 따른 종속변수의 
변량을 확인한 결과, 에탄올 농도(p = 0.0143)가 증가함
에 따라 RSA가 유의하게 증가한 반면 마이크로파 출력
(p = 0.0395)과 추출시간(p = 0.0382)에 따른 RSA의 
변량은 에탄올 농도의 영향에 비해 미미한 것을 확인하
였다(Table 4, Fig. 1A). 이는 분산분석과 일치하는 결
과로 RSA 증가에 대해 마이크로파 출력과 추출시간 대
비 에탄올 농도의 영향이 가장 유의한 것을 재확인하였
으며 증류수 또는 에탄올을 단일용매로 사용하지 않고 
에탄올 농도가 47.5 %인 혼합용매를 사용하여 RSA를 
최대화할 수 있음을 확인하였다.

와송으로부터 생리활성 물질 추출시 독립변수간 상호
작용이 RSA에 미치는 영향을 평가하기 위해 한 개의 독
립변수를 중간값에 고정하고 두 개의 독립변수를 변화시
켰을 때 나타나는 RSA 결과를 3차원 반응표면곡선으로 
시각화하였다(Fig. 2). 에탄올 농도를 중간값인 47.5 %
에 고정하고 마이크로파 출력과 추출시간이 RSA에 미치
는 영향을 평가하였을 때 마이크로파 출력과 추출시간이 
증가함에 따라 RSA가 비례하여 증가하다 최대값인 22.5 
%에 도달한 후 감소하는 것을 확인하였으며 이를 통해 
와송으로부터 생리활성 물질 추출시 추출시간과 마이크
로파 출력 대비 유의한 영향을 주는 에탄올 농도의 최적
화가 우선적으로 고려되어야 할 것으로 판단되었다. 마
이크로파를 이용한 천연물 추출에서 추출 성분의 유전상
수는 높고 추출 용매의 유전 상수가 낮을수록 마이크로
파가 효과적으로 추출 물질에 도달하여 생리활성 물질의 
추출 효율을 증가된다는 연구에 기반할 때 본 실험에 사
용된 증류수와 에탄올은 유전상수가 각 78 ~ 80 및 24 
~ 25로, 에탄올 농도 증가에 따라 유전상수가 감소하여 
추출 물질에 에너지가 효과적으로 전달되었을 뿐 아니라 
벤젠고리를 포함한 폴리페놀 등 생리활성 물질의 분자운
동이 활성화되어 추출 효율이 증가됨에 따라 항산화 활
성이 증가한 것으로 사료된다[29-31]. 따라서 본 연구 
결과를 통해 추출 용매의 종류와 혼합비에 따른 유전상
수가 생리활성 물질의 추출 효율에 유의한 영향을 미치
므로 혼합비의 최적화를 수행하여 와송으로부터 생리활
성 물질 추출 및 항산화 활성을 최대화할 수 있음을 확인
하였다.
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Fig. 1. Perturbation plots for evaluation of effect of 
three independent variables, including 
microwave power (X1), time (X2), and ethanol 
concentration (X3) on (A) RSA (B) TAI (C) CAI 
of O. japonicus.

Fig. 2. Response surfaces plots represent effect of 
two variables on RSA. RSA as function of (A) 
microwave power and time (B) microwave 
power and ethanol concentration (C) time 
and ethanol concentration.
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3.2 타이로시네이즈 활성 저해 평가
타이로시네이즈는 피부 표피층에 존재하는 멜라노좀

에서 타이로신을 산화시켜 멜라닌으로 생성하는 주요 효
소로 미백 효과를 증대시키기 위해서는 타이로시네이즈 
활성 저해가 필수적이다[32]. 

본 연구에서는 타이로시네이즈를 효과적으로 저해하
는 와송의 추출 조건을 예측하기 위해 마이크로파 출력
(X1), 추출시간(X2)과 에탄올 농도(X3)를 주요 공정 변수
로 설정하여 17개의 추출 조건에서 최적화 실험을 수행
한 결과, 와송 추출물의 TAI는 25.1 ~ 63.0 %을 보였으
며 마이크로파 출력 550.0 W, 추출시간 60.0 초와 에탄
올 농도 47.5 %가 TAI를 최대화하는 조건으로 예측되었
다(Run #16 in Table 2). 또한 결과값을 바탕으로 도출
된 2차 회귀 방정식의 적절성을 평가하였을 때 R2은 
0.9906로 1에 근접한 값을 나타내어 도출된 2차 회귀 
방정식이 최적 추출 조건 예측을 위해 적합한 모델임을 
확인하였다(Table 3). 

와송으로부터 TAI를 최대화하는 추출 조건을 예측하
기 위해 TAI의 변량을 시각화하여 단일 독립변수가 TAI
에 미치는 영향을 확인한 결과 에탄올 농도(p < 0.0001), 
마이크로파 출력(p = 0.021)과 추출시간(p = 0.087) 모
두 TAI에 유의한 영향을 미치는 것으로 확인되었으며 와
송의 추출 공정 설계시 가장 유의한 것으로 확인된 에탄
올 농도의 최적화가 선행되어야 함을 입증하였다(Table 
4, Fig. 1B). 독립변수의 상호작용을 통한 TAI의 변화를 
확인하고자 한 개의 독립변수를 중간값에 고정하고 두 
개의 독립변수를 변화시켜 3차원 반응표면곡선으로 시각
화하였다(Fig. 3). 에탄올 농도를 중간값인 47.5 %에 고
정하고 마이크로파 출력과 추출시간의 영향을 나타내었
을 때 두 변수가 증가함에 따라 최댓값인 62.8 %에 도달 
후 다시 감소하는 경향을 보였다. 이는 TAI에 영향을 주
는 폴리페놀이 마이크로파 출력과 추출시간이 증가함에 
따라 열분해가 촉진되어 TAI가 감소한 것으로 사료된다. 
이는 기존 연구사례에서 사과와 복숭아 부산물로부터 폴
리페놀 추출시 추출온도와 추출시간이 증가함에 따라 총 
폴리페놀의 함량이 각 0.502와 0.250 mg GAE/g에서 
각 0.097과 0.077 mg GAE/g로 감소했다는 Adil 등의 
연구 결과에 기반할 때 와송 추출시 한계 온도와 시간 이
상에서 폴리페놀의 열분해가 급속도로 발생함을 유추할 
수 있다[33]. 따라서 와송으로부터 생리활성 물질 추출시 
미백 기능성을 최대화하기 위해서는 에탄올 농도를 기반
으로 추출 조건을 최적화가 진행되어야 함을 확인하였
다.

Fig. 3. Response surface plots represent effect of two 
variables on TAI. (A) TAI as function of 
microwave power and time (B) microwave 
power and ethanol concentration (C) time and 
ethanol concentration.

3.3 콜라게네이즈 활성 저해 평가
콜라겐은 세포 외 기질에서 피부 조직의 유지를 위

해 필수적인 구조단백질로 다당류와 결합하여 세포의 
다양한 생화학적 작용을 조절할 뿐 아니라 피부 손상 
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회복 및 피부 조직 재생 등의 역할을 수행한다[34]. 하
지만 자외선, 외상과 노화 등에 의해 콜라겐을 분해하
는 효소인 콜라게네이즈의 활성이 촉진되면 피부 조직
의 두께와 탄력 감소를 수반하여 주름 생성을 촉진하므
로 이를 억제하기 위해서는 콜라게네이즈의 활성 저해
를 통해 콜라겐 분해를 감소시키는 것이 필수적이다
[35]. 

와송으로부터 MAE를 적용하여 CAI를 최대화하기 위
해 17개 추출 조건에 따른 와송 추출물의 CAI는 60.0 ~ 
88.6 %로, 마이크로파 출력 550.0 W, 추출시간 60.0 
초와 에탄올 농도 47.5 %에서 TAI를 최대화하는 추출 
조건을 확보하였다(Run #15 in Table 2). 결과값을 기
반으로 2차 회귀방정식을 도출한 결과, 2차 회귀방정식
에 의한 예측값과 실험값의 합치도가 R2 = 0.9755로 확
인되어 2차 회귀방정식이 최적 추출 조건 확립을 위한 
모델로 적합함이 입증되었다(Table 3). 또한 분산분석을 
통해 마이크로파 출력(p = 0.0498), 추출시간(p = 
0.0348) 대비 CAI에 가장 유의한 영향을 주는 에탄올 
농도(p = 0.0002)의 최적화가 우선적으로 고려되어야 
함을 확인하였다(Table 4, Fig. 1C).

분산분석에서 확인된 독립변수들의 상호영향을 평가
하기 위해 하나의 독립변수를 중간값에 고정하고 두 개
의 독립변수에 따른 종속변수의 변화를 시각화하였다
(Fig. 4). 추출시간과 에탄올 농도가 CAI에 미치는 영
향을 평가하기 위해 마이크로파 출력을 550 W에 고정
하고 두 변수의 상호영향을 평가한 결과, 앞선 RSA와 
TAI의 경향과 유사하게 추출시간과 에탄올 농도가 증
가함에 따라 CAI가 증가하였으나 최댓값 이후 급격히 
감소함을 확인할 수 있었다. 이는 블랙커런트 추출물의 
폴리페놀이 추출온도가 증가함에 따라 70 %에서 54 %
까지 감소했다는 기반할 때 추출시간 증가가 온도 증가
를 유발하고 열 민감성이 높은 폴리페놀이 분해되어 감
소됨에 따라 콜라게네이즈와 상호작용을 통한 효소 활
성 저해 효과가 감소된 것으로 예측된다[36-38]. 따라
서 에탄올 농도를 기반으로 추출 조건을 최적화하는 것
이 와송으로부터 주름개선 기능성을 갖는 생리활성 물
질의 추출을 최대화시키는 가장 효과적인 방법이 될 것
으로 사료된다.

Fig. 4. Response surface plots represent effect of two 
variables on CAI. (A) CAI as function of 
microwave power and time (B) microwave 
power and ethanol concentration (C) time and 
ethanol concentration.

3.4 최적 추출 조건 예측 및 검증
앞선 단계에서 진행한 단일 변수 최적화를 기반으로 

RSA, TAI와 CAI의 최적화 결과를 중첩하여 세 가지 종
속변수를 공통으로 최적화하는 조건을 도출하기 위해 중
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첩 최적화(superimposing optimization)를 진행하였
다. 또한 CCD를 통해 예측된 최적 추출 조건을 적용하
여 와송 추출물의 RSA, TAI와 CAI를 분석하였으며 이
를 기반으로 CCD를 통한 최적 조건 확립 모델의 신뢰성
을 검증하고자 하였다. 

본 연구에서 예측된 최적 추출 조건은 마이크로파 출
력 532.8 W, 추출시간 61.3 초와 에탄올 농도 47.5 %
에서 RSA 22.1 %, TAI 62.2 %와 CAI 85.2 %로 예측
되었다. 동일한 최적 조건에서 실시한 검증 실험값은 
RSA 23.2 ± 0.8 %, TAI 60.5 ± 2.4 %와 CAI 84.1 
± 1.8 %로 확인되었으며 이는 CCD를 통해 예측된 값
이 실제 실험값과 높은 합치도를 나타내어 CCD에 근거
해 도출된 최적 추출 조건과 2차 회귀방정식의 유효성이 
입증되었다(Fig. 5). 또한 반응표면분석법을 이용한 마이
크로파 추출 조건이 기존 추출법 대비 추출시간과 비용
을 절감하고 생리활성 물질의 생산성을 최대화함으로써 
생리활성 물질 추출에 효과적이며 향후 천연물 유래 기
능성 소재의 추출 효율 증대를 위한 주요 지표로 활용될 
것으로 판단되었다. 

Fig. 5. Superimposing contour map for prediction of 
optimized conditions of TAI, CAI, and RSA 
from three independent variables, including 
microwave power, time, and ethanol 
concentration. X1; microwave power, X2; 
time. 

3.5 함유물질 분석
통계학적 최적화를 통해 와송 추출물로부터 생리활성 

물질 추출을 위한 최적 추출 조건을 확립하였으며 최적 
추출 조건으로 추출을 진행한 와송 추출물의 함유물질을 
확인하기 위해 LC-MS/MS를 이용하여 분자량 분포에 
기반하여 함유물질을 분석하였다. 그 결과 이소퀘르시트

린과 헤스페레틴이 m/z 463.0과 301.0에서 [M-H]- 형
태의 분자이온 피크로 확인되었다(Fig. 6). 분석된 이소
퀘르시트린은 폴리페놀의 일종인 퀘르세틴에 하나의 포
도당이 결합하여 존재하는 배당체로, 활성산소를 직접적
으로 소거하여 항산화 활성을 나타낼 뿐 아니라 타이로
시나제의 활성을 저해시켜 멜라닌 생성을 저해하는 것으
로 알려져 있다[39,40]. 또한 헤스페레틴은 헤스페리딘
의 아글리콘 형태로, 엘라스타제, 히알루로니다제 및 콜
라가네이즈의 활성을 억제하고 염증성 인터루킨과 기질
금속단백질분해효소의 발현을 저해시켜 항주름 활성을 
지닐 뿐 아니라 항산화 메커니즘에서 nuclear factor 
erythroid-2-related factor-2와 heme oxygenase-1
의 발현을 상향 조절함으로써 활성산소 소거에 관여하여 
우수한 항산화 활성을 갖는다고 보고되었다[41,42]. 따
라서 본 연구에서 확인한 와송 추출물의 항산화 활성과 
미백 및 주름개선 효과는 LC-MS/MS를 통해 분석된 이
소퀘르시트린과 헤스페레틴에서 비롯된 것으로 추측되며 
이를 통해 향후 와송 추출물의 고부가가치 소재로써의 
활용 가능성이 입증되었다. 

Fig. 6. LC-MS/MS spectra for analysis of main 
compounds in O. japonicus. (A) isoquercitrin 
(B) hesperetin

4. 결론

본 연구에서는 와송 추출시 항산화 활성, 미백과 주름
개선 기능성을 갖는 생리활성 물질을 보다 효과적으로 
생산하기 위해 CCD를 이용하여 MAE 조건을 최적화하
였다. 마이크로파 출력, 추출시간과 에탄올 농도를 독립
변수로 설정하였을 때 항산화 지표인 RSA, 미백 지표인 
TAI와 항주름 지표인 CAI를 동시에 최대화하는 조건으
로는 마이크로파 출력 532.8 W, 추출시간 61.3 초와 에
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탄올 농도 47.5 %가 예측되었다. 예측된 조건에서 와송 
추출물의 RSA, TAI와 CAI는 각 23.2 %, 60.5 %와 
84.1 %로 도출되었으며 추출 조건별 RSA, TAI와 CAI
에 대한 2차 회귀방정식의 R2값은 0.9708 ~ 0.9757로 
예측값과 실험값의 유사한 값을 나타내어 회귀방정식이 
신뢰할 수 있음을 확인하였다. 이는 MAE를 적용한 와송 
추출시 통계학적 최적화를 이용하여 효과적으로 생리활
성 물질의 추출을 증대시킬 수 있으며 와송 추출물의 항
산화 활성, 미백과 주름개선 기능성이 우수함을 확인함
으로써 와송이 기능성 화장품용 소재로써 활용성이 높음
을 보여주는 결과이다. 이후 최적 조건으로 와송 추출물
의 함유물질을 분석한 결과, 이소퀘르시트린과 헤스페레
틴이 확인됨에 따라 와송으로부터 MAE를 활용하여 생리
활성 물질을 효율적으로 추출할 수 있음이 확인되었다. 
이로써 항산화 활성, 미백과 주름개선 기능성을 갖는 화
장품 소재를 생산함에 있어 원료 공급 비용 절감과 효율
적인 추출 공정의 확보가 가능한 추출 공정 수립을 위한 
기초자료로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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