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Petasin extracted from Petasites japonicus leaves has been well known to be effective in the treatment
of allergic asthma. This study was carried out to optimize the extraction process of petasin from P.
japonicus leaves by response surface methodology (RSM). The dried powder of P. japonicus leaves was
extracted at ethanol concentrations ranging from 40% to 80%, extraction rpm ranging from 125 rpm
to 225 rpm, and extraction time ranging from 1 to 3 hours. The effects of the extraction conditions
on the dry yield and petasin content of the extracts were investigated using a second-order Box-
Behnken design. The petasin content was significantly affected by ethanol concentration, extraction
rpm, and extraction time, tending to increase more with increasing ethanol concentration. The opti-
mum condition for petasin extraction from Petasites japonicus leaves was 79.92% in ethanol concen-
tration, 178.10 rpm in extraction rpm, and 2.06 hours in extraction time, respectively.
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서 론

머위(Petasites japonicus)는 중국, 일본 및 우리나라의 제주

도, 울릉도, 남부지방과 중부지방의 산야지 특히 햇볕이 잘

드는 산비탈의 숲이나 계곡 주변의 습지에서 자생하는 국화과

(Compositae)에 속하는 다년생 초본식물이며[1, 17], 민간요법

이나 한방에서는 새순을 건조한 후 달여서 마시거나 태워 연

기를 쏘이는 방법으로 기침, 기관지 천식, 태독의 치료 등에

이용하였으며, 일부 지역에서는 엽병을 옻나무에 의한 알레르

기 치료의 민간약으로 사용하였다. 알레르기성 질환으로는 기

관지 천식, 고초염, 담마진, 비염, 아토피성 피부염, 알레르기

성 결막염 및 위장염 등이 있는데, 현대사회의 각종 환경오염

등으로 인해 알레르기성 질환은 해마다 증가하고 있으며, 국

내·외에서 심각한 문제로 대두되고 있고 우리나라에서도 인구

의 약 12~20% 정도가 알레르기성 질환을 가지고 있는 실정이

다[4, 12]. 머위 잎은 petasinnophenol [6], flavonoid glyco-

sides [15], phenylprophenoyl sulfonic acid [13] 및 fukinolic

acid [5]와 같은 다양한 항산화 물질을 함유하고 있으며, in

vitro 연구에서 RBL-2H3 세포로부터 β-hexosaminidase의 방

출 억제효과를 측정하여 머위 추출물의 항알레르기 효과를

확인하였다[4]. 또한 머위 잎에는 petasin, S-petasin, iso-

petasin 및 neopetasin 등의 sesquiterpene ester류가 함유되어

있고, 이들 성분들이 염증반응을 억제함으로써 항천식 및 항

알레르기 효능을 가지며, 이들 중 petasin, 그 다음으로 S-peta-

sin의 함량이 많은 것으로 알려져 있다[18, 19]. 머위의 항천식

기능을 이용한 기능성제품개발을 위해서는 우선 머위에서

petasin의 효율적인 추출방법에 관한 연구가 필요하며, 추출공

정의 적정화를 도출하는 통계적 실험법으로서 반응표면분석

(response surface methodology, RSM)과 같은 최적화기법을

적용할 필요가 있다. 반응표면 분석을 활용한 추출공정에 관

한 연구로는, 노루궁뎅이 버섯 에탄올 추출조건의 최적화[3],

진피 에탄올 추출물의 추출조건 최적화[7], 야관문 기능성분의

에탄올 추출조건의 최적화[8], 팽이버섯의 마이크로웨이브 추

출조건의 최적화[9], 마늘 열수추출조건의 최적화[11], 메밀새

싹 기능성분의 추출조건 최적화[16] 및 동충하초 열수추출공

정의 최적화[21] 등이 보고된 바 있다. 이를 볼 때 반응표면분

석은 머위 잎으로부터 petasin의 추출공정의 최적화에도 유효

할 것으로 기대된다. 따라서 본 연구에서는 머위 잎에 함유된

항천식 기능성물질들의 효율적 추출공정을 확립하기 위하여

S-petasin을 지표물질로 삼아, 반응표면분석법을 이용한 머위

잎의 에탄올 추출공정에서 에탄올 농도, 추출 rpm 및 추출시

간이 조추출물 수율과 S-petasin 함량에 미치는 영향을 구명하

고 최적 추출조건을 설정하고자 하였다.
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Table 1. The Box-Behnken experimental design used for the

ethanol extraction process of petasin from Petasites ja-
ponicas leave

Experiment

number

Ethanol
concentration

(%, X1)

Extraction
rpm
(X2)

Extraction
time

(hr, X3)

Coded Actual Coded Actual Coded Actual

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

-1

-1

1

1

0

0

0

0

-1

1

-1

1

0

0

0

40

40

80

80

60

60

60

60

40

80

40

80

60

60

60

-1

1

-1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

0

0

0

0

125

225

125

225

125

125

225

225

175

175

175

175

175

175

175

0

0

0

0

-1

1

-1

1

-1

-1

1

1

0

0

0

2

2

2

2

1

3

1

3

1

1

3

3

2

2

2

재료 및 방법

재료

실험용 머위는 2012년 경남 산청지역에서 자생하는 머위를

채취하여 잎 부위만을 분리한 다음 7일간 자연 건조하고 분쇄,

체질(40 mesh)한 후 분말을 얻어 냉장보관 하면서 시료로 사

용하였다. 추출용매인 에탄올은 Duksan사(Seoul, Korea) 제품

을, HPLC 이동상인 acetonitrile과 methanol은 Fisher사(Pitts-

burgh, USA) 제품을, 시료의 재부유에 사용한 용매인 tetrahy-

drofuran은 Merck사(Darmstadt, Germany) 제품을, 그리고

표준물질인 S-petasin은 Sigma-Aldrich사(St Louise, USA) 제

품을 각각 구입하여 사용하였다.

추출공정의 최적화 실험계획

머위에서 petasin의 에탄올 추출공정의 모델링과 최적화를

위해 3-level-3-factor 실험계획인 Box-Behnken design과 반응

표면분석법을 이용하였다. 추출공정에 중요한 독립변수(Xn)

로 고려되는 인자 즉, 에탄올 농도(ethanol concentration (%):

X1), 추출 rpm (extraction rpm: X2)과 추출시간(extraction

time (hr): X3)을 요인변수로 하여 3단계(–1, 0, 1)로 부호화

하였으며, Box-Behnken design에 따라 Table 1과 같이 15구로

설정하여 추출실험을 실시하였다. 또한 상기의 독립변수에 영

향을 받는 종속변수는 조추출물 수율(Dry yield: Y1)과 petasin

함량(Y2)으로 하여 3회 반복으로 측정하여 각각의 회귀분석을

실시하였다. 회귀분석에 의한 최적 조건의 예측은 SAS stat-

istical package (9.1, SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)을

이용하였으며, 회귀분석 결과, 임계점이 최대점이거나 최소점

이 아니고 안장점(saddle point)일 경우에는 능선분석을 하여

최적점을 구하였다. 반응표면분석에서 독립변수의 종속변수

에 대한 2차 회귀식은 다음과 같다.

Y=b0+b1X1+b2X2+b3X3+b11X1
2+b21X2X1+b22X2

2+b31X3X1+b32X3

X2+b33X3
2

여기서, Y는 종속변수, X1, X2, X3은 독립변수, b0는 절편,

bn은 회귀계수이다. 추출특성의 모니터링과 최적조건범위 예

측은 각 종속변수의 반응표면분석법을 이용하여 분석하였다.

추출공정 및 수율측정

머위 잎 분말 2.5 g을 추출플라스크에 넣고 에탄올 50 ml을

가한 다음 Table 1과 같은 추출조건으로 shaker (VS-202D,

Sangwoo, Korea)를 사용하여 상온에서 추출하고, 여과지

(Whatman No. 2)로 여과한 후 잔사를 3회 반복하여 추출하였

다. 추출한 추출액을 여과지(Whatman GF/F)로 감압 여과한

후 농축플라스크의 무게를 측정한 다음 rotary vacuum evap-

orator로 증발 농축하여 건고 시키고 무게를 측정하여 조추출

물의 수율로 하였다.

Petasin의 분석

Petasin 함량은 건고시킨 추출물을 tetrahydrofuran (THF)

5 ml로 용해시킨 후 syringe filter (Dismic-13JP, 0.50 μm

PTFE, ADVANTEC, Japan)로 여과한 후 Wildi 등[20]의 방법

을 변형하여 HPLC (9600, Younglin, Korea)를 이용하여 분석

하였다. 이때 분석조건으로 컬럼은 Nucleosil C18 (250×4.6

mm, 10 μm film, Phenomenex, USA), 이동상은 methanol :

acetonitrile : distilled water (32:31:37, v/v), 유속은 1 ml/min,

검출기는 UV (230 nm)를 각각 사용하였다. 정량은 외부표준

법으로 검량선을 작성하여 실시하였다. 즉, 표준물질 S-peta-

sin 1 mg을 THF에 녹여 1,000 ppm으로 한 후 이 액을 희석하

여 250, 500, 750 ppm별로 표준용액을 조제하여 HPLC로 분석

한 후 Fig. 1과 같은 검량선을 작성하여 정량하였다.

결과 및 고찰

모델 구축 및 통계분석

머위로부터 petasin의 최적 추출조건을 설정하기 위해 에탄

올 농도, 추출 rpm, 추출시간을 독립변수로 하여 Box-Behnken

design에 의해 설계된 15구간의 추출 조건에서 얻어진 종속변

수 즉, 조추출물 수율과 petasin 함량의 결과는 Table 2와 같다.

이 실험결과를 이용하여 반응표면 회귀분석을 실시하고 각

종속변수에 대한 회귀식을 구하였다. 또한, 종속변수별 최적

추출조건과 이에 따른 조추출물 수율과 petasin 함량을 예측하

여 Table 3에 나타내었다. 그리고 추출조건인 에탄올 농도, 추

출 rpm, 추출시간이 조추출의 수율과 petasin 함량에 미치는
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Table 2. Experimental data for response parameters of Petasites
japonicus leave extracts in relation to the ethanol ex-

traction conditions

Extraction condition
Dry

yield

(%, Y1)

Petasin

content

(μg/g, Y2)

Ethanol
concentration

(%, X1)

Extraction
rpm
(X2)

Extraction
time

(hr, X3)

40

40

80

80

60

60

60

60

40

80

40

80

60

60

60

125

225

125

225

125

125

225

225

175

175

175

175

175

175

175

2

2

2

2

1

3

1

3

1

1

3

3

2

2

2

34.38

33.56

34.58

39.76

34.36

37.56

38.96

39.55

35.57

32.97

34.18

34.96

36.93

36.39

37.61

50.7357

108.6051

531.3584

678.1991

392.3998

465.6967

280.0364

361.5585

140.4525

683.9102

143.6024

668.6243

529.3841

374.8585

326.5760

Table 3. Predicted values of optimum extraction condition for the maximized and minimized responses to variables by the ridge

analysis by their response surface

Responses R
2

Significance
Extraction condition

1)
Estimated maximum

responses
Morphology

X1 X2 X3

Dry yield (%)

Petasin content (μg/g)

0.8382

0.9231

0.1284

0.0251*

65.0267

79.9173

223.3688

178.1022

2.0318

2.0663

39.5008

659.2855

saddle point

saddle point

1)
X1: Ethanol concentration, X2: Extraction rpm, X3: Extraction time.

*
Significance at p<0.05.

Fig. 1. Response surfaces of dry content of extracts as a function

of ethanol concentration, extraction rpm, and extraction

time from Petasites japonicus leave.

영향을 보기위해 Fig. 1과 Fig. 2에 반응표면 곡선으로 나타내

었다.

조추출물의 수율 변화 및 최적화

Box-Behnken design에 의한 추출 조건별 조추출물의 수율

은 Table 2에 나타낸 바와 같고, 결과에 대한 반응표면 회귀식

은 아래와 같다.

Y1=34.8660+0.3710X1-0.1616X2+1.3199X3-0.0067X1
2+0.0014

X2X1+0.0003X2
2+0.0423X3X1-0.0130X3X2-0.2682X3

2

조추출물 수율에 대한 회귀식의 R
2
은 0.8382이고, 10% 이내

의 범위에서 유의성이 인정되지 않았으며, 예측된 정상점은

안장점이며 최대값은 39.50%이었고, 이때의 추출조건은 에탄

올 농도 65.02%, 추출 rpm 223.36, 추출시간 2.03 hr로 나타났

다(Table 3). 각각의 추출조건에 따른 조추출물 수율의 변화를

반응표면 곡선으로 나타낸 결과는 Fig. 2와 같이, 수율은 에탄

올 농도, 추출 rpm, 추출시간이 증가함에 따라 증가하는 경향

을 나타내었으며, 추출조건 중 추출 rpm의 영향이 가장 큰

것으로 나타났다. 한편, 노루궁뎅이 버섯[3]의 조추출물 수율

의 경우는 에탄올 농도에 거의 영향을 받지 않지만, 팽이버섯

[9]의 조추출물 수율은 에탄올 농도에 큰 영향을 받는 것으로

알려져 있다.



Journal of Life Science 2013, Vol. 23. No. 11 1363

Fig. 2. Response surfaces of petasin content of ethanol extracts

as a function of ethanol concentration, extraction rpm,

and extraction time Petasites japonicus leave.

Petasin 함량의 변화 및 최적화

Box-Behnken design한 추출 조건별 petasin 함량은 Table

2에 나타낸 바와 같으며, 그 결과에 대한 반응표면 회귀식은

아래와 같다.

Y1=-909.9426+14.8838X1+6.7127X2-38.6803X3-0.0422X1
2+0.0

222X2X1-0.0204X2
2-0.2304X3X1+0.0411X3X2+16.7863X3

2

Petasin 함량에 대한 회귀식의 R2은 0.9231로 높은 상관관계

를 보였고 5% 이내에서 유의성이 인정되었다(Table 3). Fig.

3에 나타낸 반응표면 그래프를 보면 petasin 함량에 추출조건

중 에탄올 농도가 가장 큰 영향을 주었으며 에탄올 농도가

높아질수록 petasin이 증가하는 경향을 나타내었다. 반면에,

petasin 수율에서 추출 rpm과 추출시간의 영향은 크지 않은

것으로 나타났다. 진피[7]로부터 hesperidin 추출과 팽이버섯

[9]으로부터 페놀성 물질 추출의 경우도 에탄올 농도의 영향을

많이 받으며, 야관문[8]으로부터 페놀성 물질 추출의 경우는

추출시간 보다는 에탄올 농도에 크게 영향을 받고, 마늘[11]로

부터 allicin 추출의 경우는 추출시간의 영향이 크지 않은 것으

로 보고된 바 있다. 반응표면분석에 따라 예측된 정상점은

saddle point이며 최대값은 659.28 μg/g로 예측 되었고, 이때

의 추출조건은 시료에 대한 에탄올 농도 79.92%, 추출 rpm

178.10, 추출시간 2.06 hr로 각각 결정되었다(Table 3). 이상의

결과로써, 머위 잎으로부터 유용성분인 petasin의 추출공정은

추출조건 즉, 에탄올 농도, 추출 rpm, 추출시간의 영향을 받는

것으로 확인되었고 특히, 추출용매인 에탄올의 농도의 영향을

가장 크게 받는 것으로 나타났다. 또한 추출조건에 따른 peta-

sin의 거동을 설명하는 통계적 유의성을 가진 회귀식이 수립

되었고, petasin 추출에 최적인 추출조건이 결정되었다.
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머위 잎에서 알레르기성 천식에 효과적 치료제로 알려져 있는 petasin을 효율적으로 추출하기 위해 반응표면분

석법을 사용하여 petasin 추출공정 최적화를 실시하였다. Box-Behnken design에 따라 설정한 에탄올 농도(40-

80%), 추출 rpm (125-225), 추출시간(1-3 hr)을 독립변수로 하고 추출물의 특성 즉, 추출수율과 petasin 함량을 종

속변수로 하여 분석을 실시하였다. 추출물의 petasin 함량은 에탄올 농도, 추출 rpm, 추출시간의 유의적인 영향을

받으며 특히, 에탄올 농도의 영향이 크며 이의 수준이 높아짐에 따라 증가하는 것으로 나타났다. 추출조건에 따른

petasin의 거동은 유의적인 회귀식으로 설명이 가능한 것으로 확인되었다. 반응표면분석 결과, 머위 잎으로부터

petasin의 추출에 최적인 조건으로 에탄올 농도는 79.92%, 추출 rpm은 178.10, 추출시간은 2.06 hr로 각각 결정되

었다.
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