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Abstract Peony root is a medicinal plant containing potent bioactive compounds. 
This study used response surface methodology (RSM) to optimize ultrasonic-assisted 
extraction (UAE) conditions of antioxidant compounds from peony roots. A central 
composite design consisting of extraction temperature (30-70℃), ethanol concentration 
(20-100% v/v), and extraction time (15-55 min) was used to determine the 
significance of each extraction condition on the total polyphenol, paeoniflorin, and 
myricetin contents and 2,2¢-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)- 
scavenging activity of the extracts. The ABTS-scavenging activity and myricetin 
content increased with an increasing extraction temperature. Further, at low ethanol 
concentrations, paeoniflorin and myricetin contents increased. Superimposition of 4D 
graphs revealed that an extraction temperature of 60-65℃, ethanol concentration of 
40-50%, and extraction time of 40-50 min were optimal extraction conditions for 
peony root. A validation experiment was conducted using 45% ethanol at 63℃ for 
45 min. Under these UAE conditions, the experimental values of total polyphenol, 
paeoniflorin, and myricetin contents, and ABTS-scavenging activity were 101.80 mg 
GAE/g, 46.87 mg/g, 184.30 mg/g, and 23.13%, respectively. The validation experiment 
revealed slight differences between the experimental and predicted values (less 
than 10%), confirming the optimal UAE conditions for obtaining peony root 
antioxidant compounds via RSM. This study provides valuable information in 
developing functional food, medicine, and cosmetic using peony root extracts.
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1. 서론
작약은 우리나라와 중국, 시베리아 남동부 등에서 생산되고 있는 약용 작물로서, 작약에 함유

되어 있는 paeoniflorin, albiflorin 등의 생리활성 물질은 항산화, 항암 작용 및 면역 기능 촉진 
효과 등의 기능성이 있다고 알려져 있다(Choung 등, 2003; Kim 등, 2007; Kim 등, 2015).
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천연물의 기능성 성분을 추출하기 위해 감압 추출방법, 
초음파 추출방법, 마이크로웨이브 추출방법(Jang 등, 
2012; Kim 등, 2016; Lee, 2021) 등 다양한 방법이 적용
되어 왔으며 본 연구에서는 초음파 추출방법이 적용되었다. 
초음파 추출방법은 cavitation 현상에 의해서 생성되는 기
포들이 파괴되면서 높은 온도와 압력이 순간적으로 일어나
면서 추출 효율을 높여주게 된다(Shin과 Lee, 2011; 
Zhang 등, 2017). 하지만 추출 조건 및 초음파의 세기에 
따라 생리활성 물질의 수율이 달라지기 때문에 목표물질의 
분리와 이익 극대화를 위해서는 공정의 최적화는 필수이다
(Bezerra 등, 2008; Jo과 Choi, 2011). 반응표면분석법
(response surface methodology, RSM)은 공정의 최적
화를 위해 사용되는 대표적 통계 기법으로 최소한의 비용과 
시간으로 실제값에 근접한 최적 조건을 도출할 수 있다는 
장점이 있다 (Bradley, 2007). 그래서 반응표면분석법은 
차가버섯의 초음파 추출(Kim 등, 2012), cumin 초음파 추
출(Shamsiev 등, 2021), 어묵 제조(Ra 등, 2020), 안젤리
카 성분의 추출 (Lee 등, 2018) 등 선행 연구에서 공정 최
적화를 위해 적용되어왔다. 하지만 작약 유효 성분을 얻기 
위해 초음파 추출 조건을 최적화한 연구는 진행되지 않았
다. 따라서 본 연구에서는 추출 시간, 에탄올 농도, 추출 온
도를 공정 변수로 선정한 후 작약의 주요 생리활성 물질과 
항산화 효과를 극대화할 수 있는 최적 추출 조건을 제시하
고자 한다.

2. 재료 및 방법
2.1. 재료

실험에는 경북 영천에서 수확한 백작약(Paeonia japonica)
을 사용하였다. 구입 시료는 50℃에서 24시간 동안 열풍건
조 후 미세분쇄기(RT-04, Yung Kang, Taiwan)를 사용

해서 분쇄하였으며 분말은 40 mesh와 80 mesh의 sieve
를 이용하여 60 mesh 크기의 분말을 선별하였으며, 4℃에
서 냉장 보관하면서 실험에 사용하였다.

2.2. 실험 설계
작약의 초음파 추출조건 최적화를 위해 central composite 

design(CCD)를 사용하였으며 Table 1과 같이 독립변수는 
5단계(-2, -1, 0, 1, 2)로 에탄올 농도(X1: 20, 40, 60, 80, 
100%), 추출 온도(X2: 30, 40, 50, 60, 70℃), 추출 시간
(X3: 15, 25, 35, 45, 55 min), 종속변수는 total 
polyphenol contents, ABTS 소거활성, paeoniflorin, 
myricetin으로 설정하였다. 반응표면분석을 위해 statistical 
analysis system(Version 9.2, SAS Institute Inc., 
Cary, NC, USA)를 사용하였으며 도출된 모델식은 
Mathematica 11(Mathematica, Wolfram, Champaign, 
IL, USA)을 통해 4차원 그래프로 표현되었다.

2.3. 추출 방법
추출물 제조를 위해 0.5 g 백작약 분말에 에탄올(Duksan 

Company, Ansan-si, Gyeonggi-do, Korea) 30 mL를 
넣은 후 Table 2에 설계된 실험 조건에서 초음파 추출기 
(KHC-1SUMP, Kyung Il ultrasonic Co., Ltd, Ansan, 
Korea)로 추출을 진행하였다. 추출액은 4,000 rpm에서 
10분 간 원심분리 후 여과하였으며 여과액은 4℃에서 냉장
보관하면서 분석용 시료로 사용되었다. 

2.4. 총폴리페놀 함량(total polyphenol contents, TPC)
TPC 측정은 Folin-Ciocalteu method방법(Singleton 

등, 1999)을 변형시켜 측정하였다. 먼저 증류수로 2배 희
석한 추출물 100 μL에 50 μL Folin reagent(Sigma 
Aldrich Co., St Louis, MO, USA), 300 μL 2% Na2CO3 

Table 1. The central composite design for optimization of ultrasound extraction conditions of peony root

Xn Response variables Levels

-2 -1 0 1 2

X1 Ethanol concentration (%) 20 40 60 80 100

X2 Extraction temperature (℃) 30 40 50 60 70

X3 Extraction time (min) 15 25 35 45 55
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(Duksan Company, Ansan-si, Gyeonggi-do, Korea)를 
첨가하고 voltexing하였다. 혼합물을 15분 암실에서 반응시
킨 다음 증류수 1,000 μL를 첨가하였으며 반응이 완료된 시
료는 725 nm으로 설정된 UV-VIS spectrophotometer 
(Shimazdu Co., UV-2550, Tokyo, Japan)을 이용하여 
흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도는 mg of gallic acid 
equivalent (GAE)/g으로 환산하여 나타내었다.

2.5. ABTS radical 소거활성 측정
ABTS radical 소거활성 측정은 Marino B. Arnao 

(Arnao 등, 2001)의 방법을 변형시켜 측정하였다. 용액은 
0.0406 g 2 2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonic 
acid) diammonium salt(Sigma Aldrich Co., St Louis, 
MO, USA)에 0.007 g potassium persulfate(Daejung 
Chemicals & Metals Company, Siheung, Gyeonggi- 
do, Korea)과 증류수 10 mL를 첨가한 후에 voltexing을 

진행하고 암실에서 12시간 이상 반응 후에 증류수에 60배 
희석하여 사용하였다. 실험은 증류수로 10배 희석한 추출
물 50 μL에 ABTS 용액 950 μL 첨가 및 voltexing 후 암
실에서 30분동안 반응을 시켰으며, 734 nm로 설정된 
UV-VIS spectrophotometer(Shimazdu Co., UV-2550, 
Tokyo, Japan)를 이용하여 반응이 완료된 시료의 흡광도
를 측정하였다. 측정된 흡광도는 아래 식을 이용하여 ABTS 
소거활성(%)으로 나타내었다.

ABTS radical scavenging activity (%) =absorbance of controlabsorbance of sample × 
2.6. Paeoniflorin 및 myricetin 함량 분석

Paeoniflorin, myricetin 함량은 Seal의 방법(Seal, 
2016)을 변형시켜 측정하였다. HPLC 분석 전 추출물은 0.2 

Table 2. Central composite design for ultrasound extraction from peony root and the total polyphenolic content, ABTS, Paeoniflorin, 
Myricetin of the extracts

Independent variables Dependent variables

Ethanol 
concentration
(%) X1

Extraction 
temperature
(℃) X2

Extraction time 
(min) X3

TPC
(mg GAE/g)

ABTS
(%)

Paeoniflorin
(mg/g)

Myricetin
(mg/g)

1 40(-1) 40(-1) 25(-1) 103.32 19.32 44.11 147.1

2 40(-1) 40(-1) 45(1) 103.32 20.13 31.42 145.4

3 40(-1) 60(1) 25(-1) 108.25 20.1 45.61 115.9

4 40(-1) 60(1) 45(1) 107.48 22.86 44.71 179.2

5 80(1) 40(-1) 25(-1) 94.72 16.42 45.39 118

6 80(1) 40(-1) 45(1) 94.23 16.45 44.30 126.6

7 80(1) 60(1) 25(-1) 90.21 18.73 34.08 125.1

8 80(1) 60(1) 45(1) 90.03 19.42 39.57 174.1

9 60(0) 50(0) 35(0) 102.31 21.89 42.79 172.3

10 60(0) 50(0) 35(0) 101.52 21.47 44.76 167

11 20(-2) 50(0) 35(0) 90.62 17.95 42.01 143.4

12 100(-2) 50(0) 35(0) 58.78 9.83 29.79 43

13 60(0) 30(-2) 35(0) 103.67 19.09 43.45 123.3

14 60(0) 70(-2) 35(0) 79.07 18.27 34.70 187.5

15 60(0) 50(0) 15(-2) 95.79 19.49 42.24 137.2

16 60(0) 50(0) 55(-2) 97.15 21.26 42.66 194
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μm syringe filter(D2520, Echrome Science, Daegu, 
Korea)를 이용해서 여과한다음 사용되었다. 분석에는 
Athena C18 역상 컬럼(250 mm×4.6 mm, 5 μm), UV/VIS 
검출기(UV-2075 plus, Jasco International Co., Ltd., 
Tokyo, Japan) 및 4차 구배 펌프(PU2089 Plus, Jasco 
International Co., Ltd., Tokyo, Japan)로 구성된 고성
능 액체 크로마토크래피 시스템을 사용하였다. 이동상으로
는 (A) 1% acetic acid와 (B) acetonitrile을 사용하였으
며 유속 0.7 mL/min으로 10-40% B(0-28분), 40-10% 
B(28-32분), 10% B(32-36분)와 같이 gradient를 주었다. 
분석 시 시료 주입량은 20 μL이며 UV 검출기는 272 nm로 
설정하였다. 검출된 peak의 정성 및 정량 분석을 위해 
paeoniflorin(Fujifilm Wako Pure Chemical Co., Osaka, 
Japan)과 myricetin(Sigma Aldrich Co., St. Louis, 
MO, USA)을 표준물질로 사용하였다.

3. 결과 및 고찰
3.1. 추출조건이 TPC에 미치는 영향

TPC는 여러 생리활성을 나타내는 화합물이다(Kim 등, 
2013). 초음파 추출 조건에 따른 작약의 TPC의 변화는 
Fig. 1과 같으며 모델식은 다음과 같다.

YTPC = 
-35.347188 + 2.230000(X1) + 3.3018750(X2) + 
0.985875(X3) - 0.017009(X1

2) - 0.011125 (X1 × X2 

- 0.026363(X2
2) + 0.000062500(X1 × X3) - 0.00575 

(X2 × X3) - 0.013612(X3
2)

TPC에 대한 모델식 R2값은 0.8213으로 stationary 
point에서 maximum을 나타내었으며 에탄올 농도 49.84%, 
추출온도 42.27℃, 추출시간 52.73분 조건에서 103.62 mg 
GAE/g으로 최대값을 나타내는 것으로 예측되었다(Table 3).

전반적으로 TPC는 추출 온도, 추출 시간에 비례하여 증
가하다가 추출온도 50℃, 추출시간 60분 이후로 감소하는 
경향을 보였다. 높은 추출 온도의 적용은 세포벽을 약화시
키고 성분의 용해도와 확산계수를 증가시켜 물질의 추출을 
증가시킬 수 있다(Alonso 등, 2001). 하지만 본 연구에서 
나타난 특정 온도 및 추출 시간 이상에서 TPC의 감소 추세
는 과한 가열처리가 가수분해, 중합반응을 유발하여 페놀성 
물질을 파괴시켰기 때문에 나타난 것으로 사료된다.

또한, 본 연구에서는 에탄올 농도 20%부터 60%까지 
TPC가 증가하였으나 60% 이상부터는 TPC 추출이 감소하
는 경향을 보였다. 이와 유사하게 선행연구에서도 증류수 
또는 순수 유기용매보다 물로 희석된 유기용매의 추출 효율
이 높다고 보고되었다(Park과 Lee, 2016). 이는 물이 용질
을 팽창시켜 에탄올의 용질의 polyphenolic bonds를 파
괴를 촉진한 것이 TPC 추출에 영향을 미친 것으로 보인다
(Ćujić 등, 2016).

3.2. 추출조건이 paeoniflorin 함량에 미치는 영향
Paeoniflorin은 항염 효과, 면역조절 효과 등이 보고된 

작약 뿌리의 대표적인 지표물질이다(Xin 등, 2019). 초음
파 추출 조건에 따른 작약의 paeoniflorin 함량 변화 예측
식은 아래와 같다.

Ypaeoniflorin = 
11.776875 + 1.076313(X1) + 1.410250(X2) - 1.643063 
(X3) - 0.004922(X1

2) - 0.019269(X1 × X2) - 0.011750 
(X2

2) + 0.011244(X1 × X3) + 0.022963(X2 × X3) - 
0.003313(X3

2)
Fig. 1. Effect of ultrasound extraction conditions on the total 
polyphenol content of peony root.
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예측식에서 R2값은 0.8508, stationary point는 saddle 
point이며 paeoniflorin의 최대값은 48.37 mg/g으로 에
탄올 농도 55.11%, 추출 온도 39.29℃, 추출 시간 18.28분
에서 나타났다(Table 3). Fig. 2 결과로 볼 때 paeoniflorin
은 15-55분 범위에서 추출 시간에 따른 영향은 적었으나, 
에탄올 농도가 낮을수록 paeoniflorin 함량이 증가하는 것
을 확인하였다. 이와 유사하게 Kim 등(1996), Chen 등
(2017)의 연구에서 paeoniflorin은 순수한 물에는 잘 녹지 
않는다고 하였으며, Zhang 등(2010)은 낮은 에탄올 농도

가 paeoniflorin의 추출에 적합하다고 보고하였다. 반면 
추출 온도가 낮을수록 paeoniflorin 함량은 증가하였는데 
이는 paeoniflorin의 열안정성이 낮아 추출 중 열분해가 
발생한 것으로 사료된다(Cho 등, 2009).

3.3. 추출조건이 myricetin 함량에 미치는 영향
Myricetin은 폴라보노이드의 한 성분으로 혈관 산소 공

급 기능뿐만 아니라 단백질과 세포 증식을 촉진하는 신호 
전달 경로를 억제하는 효과 및 세포 사멸을 억제하는 효과
를 가지고 있어 항암효과를 나타내며, 면역 수용체 활성 효
과 및 높은 항염증 효과를 가진 생리활성 물질이다(Song 
등, 2021). 초음파 추출 조건에 따른 작약 내 myricetin 
함량 변화 예측식은 아래와 같다.

Ymyricetin = 
153.653125 + 3.431875(X1) - 1.838750(X2) - 
4.273750(X3) - 0.047781(X1

2) + 0.032500(X1 × X2) - 
0.035625(X2

2) - 0.002500(X1 × X3) + 0.131750(X2 × 
X3) - 0.010125(X3

2)

예측식의 R2값은 0.9018로 stationary point는 saddle 
point로 나타났다. 그리고 myricetin의 최대값은 222.83 
mg/g으로 최적 조건은 에탄올 농도 57.16%, 추출 온도 
62.46℃, 추출 시간 50.58분으로 예측되었다(Table 3). 전
반적으로 myricetin은 추출온도와 추출시간에 비례하여 

Fig. 2. Effect of ultrasound extraction conditions on the 
paeoniflorin content of peony root.

Table 3. The second polynomial equations for quality prediction of peony root

The second polynomial equations R2 Significance Stationary point

TPC -35.347188 + 2.230000(X1) + 3.3018750(X2) + 0.985875(X3) - 0.017009(X1
2) - 

0.011125(X1 × X2 – 0.026363(X2
2) + 0.000062500(X1 × X3) - 0.00575(X2 × X3) - 

0.013612(X3
2)

0.8213 0.0932 Maximum

ABTS -11.811875 + 0.504938(X1) + 0.614125(X2) + 0.221062(X3) - 0.004869(X1
2) + 

0.001106(X1 × X2) - 0.007500(X2
2) - 0.001781(X1 × X3) + 0.003263(X2 × X3) - 

0.003262(X3
2)

0.9289 0.008** Maximum

Paeoniflor 11.776875 + 1.076313(X1) + 1.410250(X2) - 1.643063(X3) - 0.004922(X1
2) - 

0.019269(X1 × X2) - 0.011750(X2
2) + 0.011244(X1 × X3) + 0.022963(X2 × X3) - 

0.003313(X3
2)

0.8508 0.059 Saddle point

Myricetin 153.653125 + 3.431875(X1) - 1.838750(X2) - 4.273750(X3) - 0.047781(X1
2) + 

0.032500(X1 × X2) - 0.035625(X2
2) - 0.002500(X1 × X3) + 0.131750(X2 × X3) - 

0.010125(X3
2)

0.9018 0.0195* Saddle point

*p<0.05, **p<0.01.



Optimization of peony root bioactive compounds extraction by UAE

306 https://doi.org/10.11002/kjfp.2022.29.2.301

증가하였다. Ali 등(2018)은 myricetin이 추출 온도 60℃ 
이상부터 열분해된다고 보고하였다. 하지만 본 연구에서 
Myricetin은 추출온도와 추출시간에 비례하여 증가하는 
추세를 보였다. 이는 본 연구의 추출조건에서 열분해로 인
한 myricetin의 손실보다 시료에서 추출되는 myricetin의 
양이 더 우세하기 때문에 나타난 것으로 사료된다. 반면 동
일한 추출온도와 추출시간일 때 에탄올 농도가 60% 이하일 
때 myricetin은 에탄올 농도에 비례하여 증가하였으며 에
탄올 농도가 60% 이상부터는 감소하였다(Fig. 3). 선행연
구에서 위 결과와 일치하는 연구 결과를 보고하였다(Chen 
등, 2008; Olawuyi 등, 2020). Myricetin은 물보다 유기
용매에 대한 용해도가 높은 것으로 알려져 있다(Devi 등, 
2015; Yao 등, 2014). 하지만 본 연구와 같이 특정 에탄올 
농도 이상에서 추출물 내 함량이 감소하는 것은 특정 농도
구배의 에탄올 용액이 용질 내로 확산이 잘 이루어졌고, 그 
결과가 myricetin의 추출 효율에 영향을 준 것으로 사료된
다(Ali 등, 2018).

3.4. 추출조건이 ABTS radical 소거활성 소거활성에 미치는 
영향 

ABTS radical 소거활성은 항산화 측정 지표로써(Naknaen
과 Itthisoponkul, 2015) 초음파 추출 조건에 따른 작약의 

ABTS radical 소거활성의 변화는 Fig. 4과 같으며 예측식
은 다음과 같다.

YABTS = 
-11.811875 + 0.504938(X1) + 0.614125(X2) + 
0.221062(X3) - 0.004869(X1

2) + 0.001106(X1 × X2) - 
0.007500(X2

2) - 0.001781(X1 × X3) + 0.003263(X2 × 
X3) - 0.003262(X3

2)

예측식에서 ABTS radical 소거활성의 R2값은 0.9289
로 높은 적합성을 나타내었으며 stationary point에서 
maximum을 나타내었다. 예측 결과에 따르면 ABTS radical 
소거활성은 에탄올 농도 48.18%, 추출 온도 56.63℃, 추출 
시간 52.92분일 때 22.76%로 최대값을 나타내었다(Table 
3). 전반적으로 ABTS radical 소거활성은 에탄올 농도 
40-60% 범위에서 가장 높았으며 추출 시간에 비례하여 증
가하였다. 반면 ABTS radical 소거활성은 특정 범위 온도까
지 증가하다가 감소하는 추세를 나타내었다. 추출조건에 따
른 ABTS radical 소거활성의 차이는 TPC와 paeoniflorin 
및 myricetin을 포함한 여러 항산화물질의 변화가 복합적
으로 영향을 미친 것으로 보인다. 추출 시간이 길어질수록 
용매와 시료 간의 반응 시간이 증가하여 항산화물질의 추출

Fig. 3. Effect of ultrasound extraction conditions on the 
myricetin content of peony root.

Fig. 4. Effect of ultrasound extraction conditions on the ABTS 
scavenging activity of peony root.
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을 증가시킬 수 있으나 장시간의 추출은 항산화물질의 분해
를 유발하여 ABTS radical 소거활성은 특정 시간 이후부터 
감소할 수 있다(Chew 등, 2011; Ghafoor 등, 2009). 하지
만 Fig. 4에서 ABTS radical 소거활성은 추출시간에 비례
하여 증가하였다. 이는 본 연구의 추출 조건 범위 내에서는 
추출 시간이 증가할수록 ABTS radical 소거활성을 나타내
는 항산화물질의 추출이 증가함을 나타낸다.

3.5. 최적 추출조건 확인
이전 결과를 통해 각 지표 별 최적 추출 조건이 다름을 확

인하였다. 따라서 높은 유효성분 함량과 항산화효과를 얻을 
수 있는 최적 추출 조건을 찾기 위해 종속변수의 4D 그래
프를 superimposing하였다(Fig. 5). 그 결과 에탄올 농도 
40-50%, 추출 온도 60-65℃, 추출 시간 40-50분이 최적 
추출 조건 범위임을 확인할 수 있었다. 예측식의 정확성을 

검증하기 위해 최적 추출 조건 범위 내 임의의 조건(에탄올 
농도 45%, 추출 온도 63℃, 추출시간 45분)으로 추출한 후 
예측값과 실험값을 비교하였다(Table 4). 최적 추출 조건
에서 실험값은 TPC는 101.79 mg GAE/g, ABTS radical 소
거활성은 23.13%, paeoniflorin은 46.87 mg/g, myricetin
은 184.32 mg/g으로 실험값과 약 8.7% 이내의 오차를 나
타내며 예측식의 적합성을 검증할 수 있었다.

4. 요약
본 연구는 작약 뿌리 추출물의 total phenolic compound, 

paeoniflorin, myricetin과 같은 생리활성 물질과 항산화 
효과를 극대화하기 위해 초음파 추출 조건을 최적화하였다. 
최적화를 위해 반응표면분석법을 이용하였으며, 각 지표의 
4D 그래프를 superimposing하여 최적 조건을 도출하였
다. 작약 추출의 최적의 조건은 에탄올 농도 40-50%, 추출 
온도 60-65℃, 추출시간 40-50분 범위로 예측되었으며 예
측 범위 내의 임의의 조건으로 추출물 제조 후 확인실험 결
과 모델식의 적합성을 확인할 수 있었다.
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