
KOREAN J. FOOD SCI. TECHNOL. Vol. 49, No. 1, pp. 44~49 (2017)

https://doi.org/10.9721/KJFST.2017.49.1.44

44

©The Korean Society of Food Science and Technology

아임계수 추출 기술을 이용한 당귀 추출물의 유효성분 및 산화방지 평가
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Antioxidant activities of phenolic compounds from Angelica gigas Nakai 
extract using subcritical water
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Abstract Subcritical water extraction can be used to selectively extraction compounds by varying the temperature-
dependent dielectric constant of water. This study investigated subcritical water extraction of decursin and nodakenin yields
from Angelica gigas Nakai (AN) quantitatively and qualitatively by HPLC, and HPLC-ESI/MS. Total phenolics, total
flavonoid contents, and antioxidant activity were determined by DPPH and ABTS radical scavenging activity, including the
effects of varying the extraction conditions of temperature (110-200oC) and time (1-20 min) under high pressure (10 MPa).
By subcritical water extraction under operating conditions of 120-130oC, the maximum yields of decursin (6.64±0.42% in
the dried material) and nodakenin (3.71±0.28% in the dried material) were obtained. From 190-200oC the maximum yields
of total phenolics (75.97±1.64 mg gallic acid equivalent/g AN), flavonoids (8.56±1.10 mg quercetin equivalent/g AN),
DPPH (63.07±1.71%), and ABTS (72.32±2.82%) were obtained.
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서 론

우리나라 당귀는 참당귀 Angelica gigas Nakai로 규정하고 한

약재로써 뿌리를 말려서 사용한다. 혈액 순환을 촉진하고 진통효

과가 있으며 성질이 따뜻하여 부인병에 효과가 있으며 장관운동

을 원활하게 해주며 항염, 항균, 함암, 항산화 등의 효능이 있는

것으로 알려져 있다(1-3). 특히, 참당귀에는 유효성분으로써 쿠마

린(coumarin) 유도체인 데쿠신(decursin), 데쿠시놀(decursinol), 노

다케닌(nodakenin) 등이 주로 함유되어있다(4-6).

아임계수 추출(Subcritical Water Extraction, SWE) 기술은 추출

용매로써 오직 물만을 이용하여 추출을 하며, 물의 유전상수율이

온도와 압력에 따라 변화하는 성질을 이용하여 추출하는 방법이

다. 물의 유전상수율은 20oC에서 약 80.1이지만 온도가 증가함에

따라 감소하여 200oC에서는 34.5를 나타낸다(≈10MPa). 이는 유

기용매인 메탄올(ε=33.6), 에탄올(ε=24.5)의 상온에서의 유전상수

율 값과 유사하다. 따라서 유기용매를 대체하여 비극성의 유효

성분들을 추출할 수 있는 방법이다. 아임계수 추출기술은 비교적

높은 온도와 압력에서 추출을 하기 때문에 유효 성분이 열에 안

정적인 것이 적합하며, 특히 플라보노이드와 같은 비극성의 항산

화 물질을 추출하는데 우수한 방법으로 알려져 있다. 오직 물만

을 추출용매로써 사용함으로 친환경적이고 값이 싸며, 고온·고

압에서 추출을 하기 때문에 30분 이내에 비교적 짧은 시간 안에

추출이 가능한 장점이 있다. 아임계수 추출 기술을 이용하여 양

파껍질, 녹차 잎, 자몽 등에서 플라보노이드류를 추출하였을 경

우에 기존 전통적인 추출방법인 메탄올, 에탄올 등의 유기용매를

이용하여 2-3시간 추출하는 것보다 아임계수 추출 기술은 15분

이내의 짧은 시간 안에 추출을 하고, 추출률 함량도 높다는 결과

를 나타낸 보고가 있다(7-10).

본 연구에서는 아임계수 추출 기술을 이용하여 참당귀로부터

주 유효성분인 데쿠신과 노다케닌을 추출하여 HPLC, HPLC/MS

를 이용하여 정성 및 정량 분석하고 추출 조건 별 유효성분의 추

출 경향을 확인하였다. 또한, 아임계수 추출의 온도 및 시간의 조

건 별 총 페놀 함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH, ABTS radical

소거 활성의 산화방지 효과를 비교 분석하였다.

재료 및 방법

실험 재료

실험에 사용한 재료는 국내산 참당귀(Angelica gigas Nakai,

AN)로 말려진 뿌리 부분만을 사용하였다. 수분함량 5% 이하로

건조된 뿌리 부분을 고속믹서(Blender 7012S, Waring Co., Tor-

rington, CT, USA)를 이용하여 잘게 분쇄하여 사용하였다.

아임계수 추출방법

아임계수 추출은 아임계수 추출장치(ASE 350, DIONEX Co.,

Sunnyvale, CA, USA)를 이용하였으며 추출장치의 모식도는 Ko

등(7-9)과 같다. 잘게 분쇄한 당귀 가루 1 g을 규조토(ASE Prep

DE, DIONEX Co., Sunnyvale, CA, USA) 2 g과 혼합하여 22

mL 크기의 추출셀(ASE Stainless Extraction Cell, DIONEX Co.)
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안에 넣고 아임계수 추출장치에 장착하여 추출을 수행하였다. 추

출온도는 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200oC,

추출시간은 1, 5, 10, 15분으로 수행하였다. 추출시간 동안 압력

은 10MPa로 유지된다. 추출이 끝나면 추출 셀 아래에 일회용 셀

룰로스 거르개(cellulose filter, Whatman, Buckinghamshire, UK)를

통하여 추출물이 추출되어 건더기 없는 약 30 mL의 액상의 추출

물이 추출된다. 추출된 당귀 아임계수 추출물은 동결건조기(FD

8508, ilShinBioBase Co., Lrd., Dongducheon, Korea)를 이용하여

24시간 동안 동결건조하고 냉장보관하며 분석하였다. 아임계수

추출방법과 비교를 위하여 전통적인 추출방법으로써 열수 추출

을 수행하였으며 항온수조에서 100oC 240분 동안 추출을 하고

추출물을 24시간 동결건조하여 냉장보관하며 분석하였다.

총 페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량 분석 방법

당귀 추출물에 함유되어있는 총 페놀 함량 분석을 위한 방법

은 폴린-시오칼토비색방법(Folin-Ciocalteau colorimetric method)

Cicco 등(11)의 방법을 수정하여 사용하였다. 당귀 추출물의 동결

건조물 10 mg에 메탄올(methanol) 10 mL을 첨가하여 2시간 초음

파 분쇄 추출하여 시료로 사용하였다. 2% 탄산소듐(sodium car-

bonate) 시약 2 mL에 시료 0.1 mL을 혼합 한 후 3분 간 균질화

하고 상온에서 30분 간 방치 후 700 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 갈산(gallic acid)를 표준품으로 농도에 따른 일차방정식에 대

입하여(R2=0.9950) 계산하였다. 총 플라보노이드 함량은 Zhishen

등(12)의 방법을 수정하여 사용하였다. 당귀 추출물의 동결건조

물 10 mg에 메탄올 4 mL을 첨가한 후 2시간 초음파 분쇄 추출

하여 시료로 사용하였다. 시료 0.5 mL과 95% 에탄올(ethanol) 1.5

mL, 10% 염화알루미늄(aluminum chloride) 0.1 mL, 1M 아세트산

포타슘(potassium acetate) 0.1 mL, 증류수(distilled water) 2.8 mL을

혼합 한 후 상온에서 30분 간 방치 후 415 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 퀘세틴(Quercetin)을 표준품으로 농도에 따른 일차방정

식에 대입하여(R2=0.9328) 함유량을 산출하였다.

산화방지 효과 분석 방법

산화방지 효과 분석을 위한 방법은 DPPH (2,2-diphenyl-1-pic-

rylhydrazyl) 라디칼 소거능과 ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothi-

azoline-6-sulphonic acid)) 라디칼 소거능의 방법을 이용하였다.

DPPH 라디칼 소거능은 Blois (13)의 방법을 변형하여 적용하였

으며, 당귀 추출물의 동결건조물 10 mg에 메탄올 10 mL을 첨가

하여 2시간 초음파 분해 추출하여 시료로 사용하였다. 100 μM

DPPH 시약 1 mL에 시료 0.2 mL을 혼합한 후 상온에서 15분 간

방치 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며 아래와 같은 방법으

로 계산하여 백분율로 표시하였다.

DPPH 라디칼 소거능(%)

=(1−시료첨가구의 흡광도/비첨가구의 흡광도)×100

ABTS 라디칼 소거능은 Amao 등(14), Re 등(15)의 방법을 변

형하여 적용하였으며, 7.0 mM의 ABTS와 2.45 mM의 고황산 포

타슘(potassium persulfate)를 1:0.5의 양으로 혼합하여 16시간 실

온암실에 방치하고 무수 에탄올을 첨가하여 734 nm에서 시약 흡

광도가 0.7 (±0.02)이 되도록 희석한 후 사용하였다. 시약 900 μL

와 시료 100 μL를 혼합하여 6분 간 실온에 방치 후 734 nm에서

흡광도를 측정하였으며 아래와 같은 방법으로 계산하여 백분율

로 표시하였다.

ABTS 라디칼 소거능(%)

=(1−시료첨가구의 흡광도/비첨가구의 흡광도)×100

HPLC와 HPLC-ESI/MS 분석방법

당귀에 함유되어있는 데쿠신, 노다케닌을 정성 및 정량 분석하

였으며 분석에는 HPLC를 이용하였다. 두 물질의 표준품은 ≥97%

데쿠신(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ≥99% 노다케닌

(Sigma-Aldrich)을 사용하였으며, 데쿠신 표준용액은 50mL의 용량

플라스크에 10mg의 표준품을 칭량한 후, 128배 희석 후 적정 농

도로 희석하여 사용하고, 노다케닌 표준용액은 20mL의 용량 플

라스크에 10mg의 표준품을 칭량한 후, 128배 희석 후 적정 농도

로 희석하여 사용하였다. 희석한 각각의 표준액으로 검량선을 작

성하여 농도를 분석하였다. 분석을 위하여 동결건조물 0.1 g을 정

밀히 달아 메탄올 20 mL에 녹이고 2시간 동안 초음파 추출한

후, 0.45μm 막거르개(membrane filter)로 여과하여 검액으로 사용

하였다. 전처리 된 시료의 HPLC (HPLC 1260 series infinity, Agi-

lent Technologies, Waldbronn, Germany) 분석은 ZORBAX Eclipse

XDB C18 5 μm, 4.6mm×150mm의 column (Agilent Co., Wald-

bronn, Germany)을 이용하였고 유속은 1.0 mL/min, 용매는 아세토

나이트릴(acetonitrile) (solvent A), 증류수(solvent B)를 사용하였다.

UV 검출기(detector, variable Wavelength Detector, Agilent Co.,

Waldbronn, Germany)를 이용하여 10μL를 주입하여 330 nm에서 50

분 간 분석하였다. HPLC-ES/MS (Agilent 6530 Accurate-Mass Q-

TOF LC/MS, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) 분석은

ZORBAX Eclipse Plus C18 1.8 μm, 2.1mm×5.0mm의 column

(Agilent Co., Waldbronn, Germany)을 이용하였고, Electrospray ion-

ization-mass (ESI), Quadrupole time-of flight (Q-TOF) system으로

positive mode에서 분석하였다.

통계처리 및 결과분석 방법

 모든 추출물의 유효성분의 함량 및 활성의 결과는 3회 반복

수행하여 평균±표준편차로 표시하였다. 상관관계 분석은 IBM

SPSS statistics (Version 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를

이용하여 Pearson 상관계수 분석으로 p<0.01 유의수준에서 분석

하였다. 분산분석은 IBM SPSS statistics (Version 22.0, SPSS

Inc.)를 이용하여 던컨시험(Duncan test)로 p<0.05의 유의수준에서

분석하였다.

결과 및 고찰

HPLC 및 HPLC-ESI/MS 분석 결과

당귀 아임계수 추출물에 함유되어있는 데쿠신과 nadakenin의

HPLC 크로마토그램은 Fig. 1에 나타내었다. 노다케닌은 4.008분

에 데쿠신은 43.187분에 검출되었다. 각각의 크로마토그램의 면

적에 다른 검량선은 노다케닌의 경우 R2=0.9779, 데쿠신은

R2=0.9992으로 높은 직선성을 나타내었다. 표준품의 검량선과 아

임계수 추출물의 면적 비교로 정량 분석을 하였고 표준품의

Spiking 검사 및 HPLC-ESI/MS로 다시 한번 정성 분석으로 물질

을 확인하였다. Fig. 2와 같이 HPLC-ESI/MS 분석결과, 당귀 아

임계수 추출물에는 데쿠신과 노다케닌이 관찰되었다. 각각의 화

학구조 및 분자량 관련 정보는 Table 1과 같으며, Fig. 2와 같이

positive ionization 조건에서 데쿠신(C19H20O5)은 m/z=329.13 [M+H]+,

679.24 [2M+Na]+을 나타내었고, 노다케닌(C20H24O9)은 m/z=409.14
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[M+H]+, 839.26 [2M+Na]+을 나타내어 정성분석으로써 유효성분

을 확인하였다. 이는 Ahn 등(16)이 HPLC-ESI/MS를 이용하여 당

귀에 함유되어있는 courmarins 물질들을 분석한 결과와 유사한

m/z 값이다.

Fig. 1. HPLC chromatogram of nodakenin, and decursin from Angelica gigas Nakai extract.

Fig. 2. HPLC-ESI/MS spectrum of decursin (A), and nodakenin (B).

Table 1. Characteristics of extract from Angelica gigas Nakai

Chemical structure Chemical name Molecular formula Molecular weight (g/mol) Exact mass (g/mol)

Decursin C19H20O5 328.36 328.13

Nodakenin C20H24O9 408.40 408.14
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Decursin 및 nodakenin의 함량 변화

아임계수 추출을 이용한 당귀에서의 데쿠신과 노다케닌의 함

량 변화를 Fig. 1에 나타내었다. 아임계수 추출조건에서 온도가

증가할수록 데쿠신과 노다케닌의 함량이 증가하다가 감소하는 경

향을 나타내었으며, 데쿠신은 130oC에서 6.64±0.42%, 노다케닌은

120oC에서 3.71±0.28%로 가장 높은 함량을 나타내었다. 150oC 이

상의 비교적 높은 온도의 아임계수 추출조건에서 두 물질은 점

점 파괴되는 경향을 나타낸 것을 확인할 수 있다. 추출 시간이

증가할수록 두 물질의 함량은 증가하다가 감소하는 경향을 나타

내었으며 5분에서 가장 높은 함량을 나타내었다. 아임계수 추출

물과의 비교를 위한 기존의 전통 추출법인 열수 추출물은 데쿠

신은 7.19±1.45%, 노다케닌은 5.71±0.78%를 나타내었으며 이는

아임계수 추출물과 비교하여 약간 높은 함량을 나타낸 결과이다.

그러나 열수 추출의 경우, 유효성분 추출을 위해 4시간 이상 추

출을 하지만 아임계수 추출은 5-10분 이내에 짧은 시간 내에 추

출할 수 있다는 큰 장점이 있다. Park 등(17)에 따르면 대한약전

의 당귀의 규격으로 노다케닌과 총 데쿠신 의 합계 함유량 6.0%

이상으로써의 결과와 비교할 때 당귀 아임계수 추출은 비교적 적

합하다.

총 페놀 함량

당귀에 함유되어있는 총 페놀 함량은 Table 2와 같다. 아임계

수 추출조건의 온도 및 시간이 증가할수록 페놀함량은 함께 증

가하는 경향을 나타내었다. 아임계수 추출 조건에서 가장 낮은

조건이었던 110oC, 5분의 4.89±2.70 mg GAE/g AN과 비교하여

가장 높은 추출온도인 200oC, 15분의 75.97±1.64 mg GAE/g AN

에서의 함량의 차이는 약 15.54 배 이상으로 높은 함량의 차이

를 보였다. 비교적 비극성의 페놀 물질들이 아임계수 추출의 높

은 온도에서의 낮은 용매인 물의 유전상수율에서 용해도가 증가

하여 추출되는 경향을 나타낸 것으로 사료된다. 열수 추출의 경

우 30.32±3.23 mg GAE/g AN을 나타내었으며 이는 아임계수 추

출법 보다 낮은 추출률을 나타낸 결과이다. Li 등(18)의 약초에

함유되어 있는 페놀함량(phenolic contents)의 함량과 비교할 때

최적조건 아임계수 추출물의 페놀 함량이 매우 높음을 알 수 있다.

총 플라보노이드 함량

아임계수 추출 기술을 이용한 당귀 추출물의 총 플라보노이드

함량은 Table 2와 같다. 온도와 추출시간이 증가함에 따라 총 플

라보노이드 함량은 증가하는 경향을 보였으며 190oC 15분에서

8.56±1.10 mg/QE/g AN으로 가장 높은 함량을 나타내었다. 200oC

에서의 함량은 190oC와 비교할 때 시간이 증가할수록 오히려 약

간 감소하였다. 당귀에 함유되어있는 플라보노이드류가 200oC 부

근에서는 파괴가 시작되거나 변형된 것으로 생각된다. 열수 추출

의 경우, 비색법으로써는 검출되지 않았다. 비교적 비극성의 플

라보노이드가 열수 추출의 방법으로써는 장시간 하여도 적합하

지 않은 것을 알 수 있는 결과이다. Do 등(19), Atmani 등(20),

Fig. 3. Effect of extraction temperature and time on the SWE of decursin, and nodakenin. Experiments were conducted in triplicate. Data
shown as the mean±standard deviations.
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Siddhuraju와 Becker(21)은 총 플라보노이드 추출과 측정에는 열

수 추출 방법보다 메탄올, 에탄올과 같은 비극성의 용매가 더 적

합하다고 보고하였다. 따라서 아임계수 추출법은 오직 물만을 이

용하여 친환경적으로 메탄올, 에탄올과 같은 유기용매를 대체하

여 플라보노이드를 추출할 수 있는 높은 잠재성이 있는 기술이다.

산화방지 효과

당귀 아임계수 추출물의 산화방지 효과는 DPPH 라디칼 소거

능과 ABTS 라디칼 소거능의 결과로써 비교하였다(Fig. 4). 아임

계수 추출 조건은 추출 온도 110-200oC, 추출 시간 5-15분에서

평가하였으며 추출 온도와 시간이 증가할수록 결과 값이 증가하

는 것을 확인하였다. DPPH 라디칼 소거능은 190oC 15분에서

63.08±1.71%, ABTS 라디칼 소거능은 200oC 15분에서 72.32±

2.82% 로 가장 높은 값을 나타내었다. 이는 열수 추출의 결과인

DPPH 라디칼 소거능의 55.67±1.22%와 ABTS 라디칼 소거능의

43.22±1.92%와 비교하여 높은 산화방지 효과를 나타낸 것으로써

아임계수 추출물의 항산화능의 우수성을 나타낸 결과이다.

상관관계 분석

아임계수 추출물의 총 페놀 함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH

라디칼 소거능, ABTS 라디칼 소거능 간의 상관관계를 SPSS

Pearson 상관계수를 이용하여 **p<0.01 유의수준에서 분석하였다

(Table 3). 아임계수 추출 온도와 추출 시간이 증가할수록 총 페

놀 함량과 총 플라보노이드 함량은 유사하게 증가하는 경향을 보

였는데 상관계수도 **0.861로써 높은 상관관계가 존재함을 알 수

있었다. 항산화력도 DPPH 라디칼 소거능와 ABTS 라디칼 소거

능이 **0.880으로 상관관계가 있었다. 항산화력을 측정하는 두 방

법이 모두 형성된 자유라디칼(free radical)을 제거하는 유사한 작

용메커니즘을 가지기 때문에 유사한 결과가 나타나고 높은 상관

관계의 결과가 나타난 것으로 보인다.

요 약

아임계수 추출 기술을 이용하여 참당귀로부터 데쿠신, 노다케

닌을 추출하고 HPLC, HPLC-ESI/MS를 이용하여 추출조건에 따

른 유효성분을 정성 및 정량적으로 비교 분석하였다. 추출결과,

데쿠신과 노다케닌의 추출함량은 아임계수 추출법과 비교하여 열

수 추출 방법을 이용하는 것이 약간 많거나 유사하였지만, 추출

시간은 아임계수 추출법이 5-10분 이내로 매우 빠르게 추출할 수

있는 장점이 있다. 그리고 총 페놀함량, 총 플라보노이드 함량은

아임계수 추출법이 우수하게 많이 추출됨을 확인 할 수 있었고,

DPPH, ABTS 라디칼 소거능을 이용한 산화방지 효과도 아임계

수 추출법이 우수하였다. 특히, 아임계수 추출 조건인 추출 온도

와 추출 시간이 증가할수록 총 페놀함량 및 총 플라보노이드 함

Table 2. Effect of extraction temperature and time on the yield of

total phenolics and total flavonoids in subcritical water from
Angelica gigas Nakai (AN)

Extraction
temperature 

(oC)

Extraction
time
(min)

Total phenolics
content

(mg GAE/g AN)

Total flavonoids 
content

(mg QE/g AN)

110 5 4.89±2.70a 0.59±0.27a

10 5.49±0.93a 0.73±0.14a

15 19.31±1.01b 2.29±0.30ab

130 5 25.59±2.45bc 2.82±0.28bc

10 27.65±2.63cd 3.13±1.29bc

15 26.79±3.39c 3.25±0.78bc

150 5 25.31±0.28bc 3.15±0.53bc

10 34.80±0.43e 3.95±0.07bcd

15 35.88±3.13e 3.79±0.37bcd

170 5 27.60±4.68cd 4.02±0.28bcd

10 34.14±3.16de 4.62±0.72cd

15 45.57±3.68fg 5.29±0.84de

190 5 34.93±0.96e 3.78±1.01bcd

10 38.85±2.94ef 6.70±1.44e

15 51.61±3.59g 8.56±1.10f

200 5 39.98±3.11ef 4.17±0.60bcd

10 52.12±3.54g 5.20±0.98de

15 75.97±1.64h 6.63±0.75e

Total phenolics and flavonoid contents were expressed in gallic acid
equivalent (mg GAE/g AN) and quercetin equivalent (mg QE/g AN),
respectively. Data were subjected to Duncan's ANOVA test (p<0.05).

Table 3. Spearmans-Rho coefficients for the correlation between antioxidant capacities measured by ABTS, DPPH and, total phenolics

and flavonoids content on SWE from Angelica gigas Nakai (AN)

Total phenolics Total flavonoids DPPH radical scavenging ABTS radical scavenging

Total phenolic 1

Total flavonoids 0.861** 1

DPPH radical scavenging 0.838** 0.897** 1

ABTS radical scavenging 0.893** 0.764** 0.880** 1

**Correlation is significant at p<0.01

Fig. 4. Effect of antioxidant capacity on the increasing extraction
temperature (110-200oC) and time (5-15 min) of SWE conditions

of DPPH (●), and ABTS (○).
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량, 그리고 산화방지 효과 또한 점차적으로 증가하는 경향을 나

타내었고 높은 상관관계를 보였다. 이는 오직 물만을 사용하여

유효성분을 추출하는 친환경적이며 안전하고 독성이 없는 아임

계수 추출의 잠재성과 우수성을 확인한 결과이며, 다양한 한약재

뿐만 아니라 다른 식품 추출 산업에 응용하여 사용될 수 있을 것

이다.
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