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반응표면분석법을 이용한 차가버섯(Inonotus obliquus)의
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Abstract This study determined the optimum extraction conditions based on five response variables (yield, total phenolics,
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) free radical scavanging activity, oxygen radical absorbance
capacity (ORAC), and β-1,3-glucan content) in chaga mushroom (Inonotus obliquus) using the response surface
methodology, where three independent variables (ethanol concentration, extraction temperature, and extraction time) were
optimized using a central composite design. The optimum ethanol concentration, extraction temperature, and extraction
time were 50% (w/w), 88.7oC, and 14.5 h; 9.2%, 92.7oC, and 14.5 h; 50.8%, 92.7oC, and 14.5 h; 9.2%, 92.7oC, and 1.5
h; and 90.8%, 92.7oC, and 1.5 h for yield, total phenolics, ABTS, ORAC, and β-1,3-glucan content, respectively. The
predicted values of the response variables were compared with those of the extracts under the optimal extraction conditions
to verify the models. The optimum extraction condition for the five response variables was predicted to be 81.4% ethanol
at 92.7oC for 14.5 h.
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서 론

차가버섯(Inonotus obliquus)은 기생 곰팡이류(parasitic fungus)로

주로 자작나무에 기생하여 나무의 영양분을 축적하며 껍질을 뚫

고 점점 외부로 돌출되어 단단한 덩어리 형태로 나무의 표면에

생장하는 특성을 가진 소나무비늘버섯과(Hymenochaetaceae)에 속

하는 버섯이다. 차가버섯은 북위 45-50o에 위치한 러시아의 시베

리아, 캐나다 북부, 일본의 북해도, 중국과 북한의 일부 지역에서

자생하고 있으며, 형태학적으로 표면이 검은 큰 덩어리로 이루어

져 갓(pileus)이 존재하지 않으며, 버섯의 90% 이상이 균핵(scle-

rotia)으로 이루어진 것이 특징이다(1). 전통적으로 차가버섯은 16

세기부터 러시아와 폴란드 및 발틱 국가에서 약용 버섯으로 이

용되어왔으며, 주로 폐결핵, 간질환, 위염, 위장관 암, 심혈관계

질환, 당뇨병 등에 처방되어 온 기록이 남아있다(2). 최근 차가버

섯의 기능성에 대한 연구가 활발히 진행되었고, 차가버섯 추출물

은 다양한 폴리페놀과 플라보노이드를 함유하고 있어 강력한 항

산화제로 작용한다고 보고되었다(2-4). 또한 다른 버섯들처럼 차

가버섯은 다양한 다당류를 가지고 있으며, 그 중 β-glucan은 다

양한 기능성을 갖고 있어 주목 받고 있다. β-Glucan은 면역계를

활성화시키고(5) 항종양 효과를 가지는 것으로 보고되었다(6). 또

한 β-glucan의 종류 중 하나인 β-1,3-glucan은 면역력 강화와 항

종양 효과가 있다고 보고되었다(7). 이처럼 차가버섯은 다양한 기

능성물질을 가지고 있으므로 기능성 버섯으로의 활용가능성에 대

하여 활발히 연구되고 있다.

차가버섯은 단단한 조직으로 인하여 버섯 자체로 식용이 불가

능하기 때문에 추출하여 섭취하는 것이 일반적이다. 반응표면분

석법은 통계적 방법을 이용하여 최소한의 실험 횟수로 최대의 정

보를 얻기 위해 시행하는 실험계획법(design of experiments, DOE)

의 하나로 실험 계획에 따라 실험하여 얻은 데이터에서 적절한

모델 함수를 얻어 반응 변수가 최대가 되는 반응 조건을 최적화

시키는 수리 통계적 기술이다(8). 식품산업에서 반응표면분석법

은 추출물의 제조 시 최적화된 추출조건 확립을 위하여 사용되

고 있다(9). 반응표면분석법을 버섯에 적용한 선행연구로는 BaChu

버섯과 아가리쿠스 버섯(Agaricus blazei)의 다당류 추출조건 최적

화에 대한 연구가 있다(10,11). 또한 반응표면분석법은 양송이 버

섯의 건조공정 최적화에 사용되기도 하였다(12).

일반적으로 차가버섯 추출 분말은 열수추출 방식으로 제조된

다. 물은 약용버섯을 비롯한 식품 추출물 제조 시 가장 널리 사

용되는 용매이지만 친수성의 물질만 추출할 수 있다는 한계를 가

지고 있다. 또한 추출조건에 따른 차가버섯 추출물의 생리활성물

질 함량과 항산화능이 최대가 되는 추출 공정의 최적화에 관한
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연구는 없는 실정이다. 이에 본 연구에서는 차가버섯 추출물의

제조조건에 세가지 독립변수(에탄올 함량, 추출 온도, 추출 시간)

를 이용하여 반응표면분석법을 통해 추출 수율, 총 폴리페놀 함

량, 항산화능(ABTS free radical scavanging activity, ORAC),

총 glucan 함량, β-glucan 함량, β-1,3-glucan 함량이 최대로 나타

나는 조건을 탐색하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료 및 시약

러시아의 튜멘 지역에서 채취한 차가버섯을 (주)DHF (Seoul,

Korea)를 통하여 제공받아 사용하였다.

실험 시약 중 Folin Ciocalteu’s phenol reagent, gallic acid,

2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammounium

salt (ABTS), potassium persulfate, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-

chroman-2-carboxylic acid (Trolox), fluorescein salt, glycine은

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Sodium

carbonate, sodium hydroxide, potassium hydroxide, acetic acid

(glacial), hydrochloric acid, 99.5% ethanol, aniline blue는 삼전화

학(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 2,2-Azobis (2-methylpropionami-

dine) dihydrochloride (AAPH)와 curdlan은 Wako-Chemical (Osaka,

Japan)에서 구입하였다. Potassium phosphate monobasic은 동양제

철화학(Seoul, Korea)에서 구입하였으며, potassium phosphate diba-

sic은 Junsei Chemical (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. 총 glucan

과 β-glucan 함량은 mushroom β-glucan kit (K-YBGL, Mega-

zyme International, Wicklow, Ireland)를 구입하여 측정하였다.

반응표면분석법 설계

세 가지의 독립변수(인자)로 에탄올 농도(X
1
, % (v/v)), 추출온

도(X
2
, oC), 추출시간(X

3
, h)을 사용하여 반응표면분석법 중 중심

합성계획법(central composite design)을 이용하였다. 실험 범위에

따라 부호화된 독립변수와 코드화되지 않은 독립변수는 Table 1

과 같다. 본 연구는 3개의 인자와 3개의 수준으로 이루어져 중

심점이 6개(cube: 4, axial: 2)이며 축점(α=1.633)에서의 실험이 추

가된 총 20개의 실험으로 구성하였다(Table 2). 추출조건과 순서

는 Table 2와 같이 임의 순서로 진행하였다. 최적화하려는 반응

변수(response variable)는 추출수율, 총 폴리페놀 함량, ABTS 자

유 라디칼 소거능, ORAC, 총 glucan 함량, β-glucan 함량, β-1,3-

glucan 함량이며, 다음과 같은 반응변수 각각의 이차 회귀식을 유

도하였다(9).

차가버섯의 추출물 제조

차가버섯은 껍질을 분리한 후 믹서를 이용하여 분쇄하였고 분

쇄한 가루를 35 mesh의 testing sieve (Chunggye Sanggongsa,

Seoul, Korea)로 거른 후 진공 포장기(M-6TM, Leepack Co.,

Incheon, Korea)를 이용하여 polyethylene pouch (Rollpack, Pyeo-

ngtaek, Korea)에 포장하여 실온에 보관하며 추출에 사용하였다.

차가버섯 분말을 항온수조(Daihan Scientific Co., Seoul, Korea)

를 이용하여 환류 추출하였다. 차가버섯 분말 10 g을 둥근 플라

스크에 넣고 추출 용매 400 mL를 사용하여 추출하였다. 추출이

끝난 후 5000×g에서 15분간 원심분리(Mega21R, Hanil Corp.,

Seoul, Korea)한 후 Whatman #4 filter paper (Whatman Co.,

Maidstone, UK)를 이용하여 여과하였다. 여과액을 감압 농축기(N-

1000VW, Eyela Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 농축한 후, 동결건

조(NB-504, Ilshin Co., Dongducheon, Korea)하여 −20oC에서 냉동

보관하며 실험에 사용하였다.

추출 수율

시료의 추출 수율(%, w/w)은 추출물 제조에 사용된 차가버섯

분말 무게에 대한 동결 건조 고형분의 무게의 백분율로 나타내었다.

총 폴리페놀 함량

각 시료의 총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 시약을 이용한

Singleton 등(13)의 방법을 이용하여 분석하였다. 시료의 농도는

gallic acid를 표준물질로 사용하여 작성한 검량선의 범위가 되도

Y β
0

= βiXi

i 1=

3

∑ βiiXi

2

i 1=

3

∑ βijXiXj

i j<

∑∑+ + +

Table 1. Independent variables and their coded and actual values used for optimization of extraction condition of chaga mushroom

Independent
variable

Units Symbol
Coded levels

-α -1 0 +1 +α

Ethanol concentration % (v/v) X
1

9.2 25 50 75 90.8

Temperature oC X
2

27.3 40 60 80 92.7

Time h X
3

1.5 4 8 12 14.5

Table 2. Experimental order of central composite design used for

response surface methodology with three independent variables
for chaga mushroom extraction

Standard 
order

Run
order

Ethanol
concentration
(X

1
,
 
% (v/v))

Temperature
(X

2
,
 

oC)
Time
(X

3
,
 
h)

1 8 -1 (25) -1 (40) -1 (4)

2 6 1 (75) -1 (40) -1 (4)

3 4 -1 (25) 1 (80) -1 (4)

4 10 1 (75) 1 (80) -1 (4)

5 2 -1 (25) -1 (40) 1 (12)

6 3 1 (75) -1 (40) 1 (12)

7 5 -1 (25) 1 (80) 1 (12)

8 11 1 (75) 1 (80) 1 (12)

9 9 0 (50) 0 (60) 0 (8)

10 7 0 (50) 0 (60) 0 (8)

11 12 0 (50) 0 (60) 0 (8)

12 1 0 (50) 0 (60) 0 (8)

13 16 -α (9.2) 0 (60) 0 (8)

14 19 α (90.8) 0 (60) 0 (8)

15 14 0 (50) -α (27.3) 0 (8)

16 17 0 (50) α (92.7) 0 (8)

17 18 0 (50) 0 (50) -α (1.5)

18 15 0 (50) 0 (50) α (14.5)

19 13 0 (50) 0 (50) 0 (8)

20 20 0 (50) 0 (50) 0 (8)
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록 물에 희석하였다. 이 희석한 추출물 20 µL에 증류수 1.58 mL

를 첨가하고 2 N Folin-Ciocalteu 시약을 100 µL씩 넣어서 3분간

반응시켰다. 이 반응액에 20% (w/v) Na
2
CO

3
 용액 300 µL를 가하

고 40oC에서 30분 동안 반응시켰다. 그 후 각 시료들의 흡광도

를 Spectramax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)을

이용하여 765 nm에서 측정하였다.

ABTS 자유 라디칼 소거능

ABTS 자유 라디칼 소거능은 Re 등(14)의 방법에 따라 측정하

였다. 7 mM의 ABTS diammounium salt를 증류수에 용해시켜 만

든 용액과 2.45 mM potassium persulfate 용액을 2:1의 비율로 섞

어 암소에서 12시간 동안 반응시켜 ABTS 자유 라디칼 용액을

만든 후 734 nm에서 용액의 흡광도 값이 0.700±0.05가 되도록 에

탄올로 희석하였다. 시료 10 µL를 1 mL의 ABTS 자유 라디칼 용

액과 1분 동안 반응시키고 5분 내에 혼합한 후 Spectramax 190

를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 분석 결과는 trolox

를 비교 물질로 사용하여 TEAC (trolox equivalent antioxidant

capacity)로 나타내었다.

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC)

ORAC은 Huang 등(15)의 방법을 변형하여 측정하였다. AAPH

는 75 mM phosphate buffer (pH 7.4)에 녹여 최종농도가 153

mM이 되도록 한 후 냉장보관하여 사용하였다. Fluorescein stock

solution (4×10−3 mM)은 75 mM phosphate buffer (pH 7.4)에 녹

여 빛에 노출시키지 않고 4oC에 보관하였다. Fluorescein stock

solution은 사용 시 75 mM phosphate buffer (pH 7.4)로 희석하여

40 nM의 농도가 되도록 하였다. µClear® black clear bottom 96-

well microplate (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany)에 40

nM fluorescein solution 150 µL와 75 mM phosphate buffer (pH

7.4)에 녹인 시료 25 µL를 가하고 37oC에서 30분간 반응시킨 후

25 µL의 153 mM AAPH 용액을 가한 후 37oC에서 90초 간격으

로 100 cycle 동안 fluorescence microplate reader FLx800 (Bio-

Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)을 이용하여 excitation

485 nm와 emission 520 nm에서 형광 값을 측정하였다. 총 cycle

동안 측정한 형광 값은 아래의 방법으로 AUC (area under the

curve; (a))와 net AUC (b)를 구하였다.

AUC=0.5+ f
1
/f
0
+ ... f

i
/f
0
+ ... + f

100
/f
0
+0.5( f

100
/f
0
) (a)

f
0 
=initial fluorescence reading at 0 min

f
i
 =fluorescence reading at cycle i

Net AUC=AUC sample−AUC blank (b)

표준물질로 사용한 trolox의 농도별 net AUC 값을 이용하여 검

량선을 그리고 각 시료별 TEAC를 산출했다.

Glucan 함량

Mushroom β-glucan kit에서 제공한 방법에 따라 이 kit를 사용

하여 총 glucan과 α-glucan 함량을 측정하고 α-glucan 함량을 제

외한 나머지를 β-glucan의 함량으로 계산하였다. β-1,3-Glucan의

함량 분석은 β-1,3-glucan의 β-1,3 결합에 aniline blue 염색약이 반

응하여 fluorescence가 발현되는 현상을 이용한 Ko와 Lin(16)의

방법으로 측정하였다. 시료를 1 N NaOH로 희석하여 300 µL를 취

해 1.5 mL tube에 넣은 뒤 30 µL의 6 N NaOH를 가하고 80oC에

서 30분간 배양하였다. 배양이 끝나면 즉시 얼음 위로 옮겨 방

냉한 후 0.1% aniline blue 수용액과 1 N HCl과 1M glycine-

NaOH buffer (pH 9.5)를 40:21:59의 비율로 혼합한 dye mixture

를 630 µL를 가하였다. 그 후 50oC에서 30분간 배양하여 β-1,3-

glucan과 fluorochrome complex를 형성시킨 후 실온에서 30분간

방냉하였다. 그 후 excitation 398 nm와 emission 502 nm에서 flu-

orescence를 측정(FLx800, Bio-Tek Instruments Inc.)하였다. 표준물

질로는 curdlan을 이용하여 검량선을 그려 β-1,3-glucan 함량을 구

하였다.

통계 분석 및 반응표면모델의 검증

모든 반응 변수는 다중회귀분석(multiple regression analysis)과

분산분석(ANOVA)을 수행하였고, 이로부터 얻은 이차 회귀식을

통하여 반응모델의 적합성을 검증하였으며, 통계 분석은 Minitab

14 software (Minitab Inc., State College, PA, USA)를 이용하였다.

반응모델의 반응표면그래프와 등고선도는 SciDAVis software v0.2.4

(open source software)를 이용하였다. 최적 추출조건을 찾기 위한

과정으로 정상점(stationary point)의 형태를 통하여 반응표면그래

프와 등고선도가 최대점(maximum point), 최소점(minimum point),

안장점(saddle point) 및 능선(rising ridge)의 형태인지를 판단하였

다. 그 후 Minitab software를 이용하여 최적 추출조건을 예측하

였고, 실제 실험을 통하여 예측된 값의 정확도를 검증하였다. 예

측 값과 실험 값의 차이는 상대오차(relative error)로 나타내어 모

델의 정확도를 검증하였다. 각 반응변수에 대한 반응모델의 정확

도를 검증하여 추출조건에 따른 반응을 설명하는데 적합하다고

판단되면 모든 반응변수를 최적화할 수 있는 하나의 추출조건을

설정하였다.

결과 및 고찰

반응변수의 통계분석

본 연구에서는 반응표면분석법 중 중심합성법을 이용하여 추

출조건에 따른 총 20회의 실험을 계획하였고 각 반응 변수의 실

험값을 다중회귀분석 및 분산분석을 통하여 분석하였다. 실험 조

건에 따른 각 반응변수의 실험값은 Table 3과 같고 유도된 이차

회귀식은 Table 4와 같다.

추출 수율은 실험 조건 14번(X
1
: 90.8%, X

2
: 60oC, X

3
: 8 h)에서

가장 낮았고(4.7±0.3%), 실험 조건 16번(X
1
: 50%, X

2
: 92.7oC, X

3
:

8 h)에서 26.3±0.7%로 가장 높았다(Table 3). 이는 에탄올 함량이

가장 높은 용매를 사용한 추출조건에서 추출 수율이 최저로 나

타난 선행연구의 결과와 일치하였다(17,18). 반응모델의 적합도를

나타내는 이차 회귀식의 R2 값은 0.984이었고 p<0.001 수준에서

유의하였다(Table 4). 회귀분석 결과 에탄올 함량의 이차항(X
2

2)이

p<0.001 수준에서 유의하였으므로(Table 5), 에탄올 함량이 추출

수율에 가장 큰 영향을 주는 조건이라고 판단된다.

총 폴리페놀 함량은 실험 조건 16번(X
1
: 50%, X

2
: 92.7oC, X

3
:

8 h)에서 최대(329±18 mg GAE/g)였으며, 실험 조건 6번(X
1
: 75%,

X
2
: 40oC, X

3
: 12 h)에서 최소(71±3mg GAE/g)였다(Table 3). 이차

회귀식의 R2 값은 0.859로 p<0.01 수준에서 유의하였다(Table 4).

총 폴리페놀 함량은 추출 온도가 높아지고 추출 시간이 길어짐

에 따라 증가하였고, 회귀 분석 결과, 추출 온도(X
2
)와 추출 온도

의 이차항(X
2

2)이 p<0.01 수준에서 유의하였다(Table 5). 본 연구

의 결과는 노랑느타리 버섯에서 추출 시간과 에탄올 농도가 총

폴리페놀 함량에 유의적인 영향을 주지 않는다는 보고와 일치하

였으나(18), 송이버섯에서 추출 온도와 추출 용매의 비율이 유의

적으로 총 폴리페놀 함량에 영향을 미친다는 보고(19)와는 다른

경향을 나타내었다. 이러한 추출조건에 따른 총 폴리페놀 함량의
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차이는 버섯류를 비롯한 다양한 식물에 존재하는 폴리페놀의 구

성이 서로 다르며 이에 따라 추출 용매에 대한 용해도가 달라지

는 것(20)이 원인이라 생각한다.

ABTS 자유 라디칼 소거능은 실험 조건 16번(X
1
: 50%, X

2
:

92.7oC, X
3
: 8 h)에서 최대(980±30 mM TEAC/mg)이었고, 실험 조

건 17번(X
1
: 50%, X

2
: 60oC, X

3
: 1.5 h)에서 최소(284±27mM

TEAC/mg)이었다(Table 3). 이차 회귀식의 R2 값은 0.789로

p<0.05 수준에서 유의하였다(Table 4). 회귀 분석 결과, 추출 시

간의 이차항(X
3

2)이 p<0.05 수준에서 유의하므로 추출 시간이

ABTS 자유 라디칼 소거능에 가장 큰 영향을 주는 추출조건이라

고 판단한다(Table 5). ORAC은 실험 조건 7번(X
1
: 25%, X

2
:

80oC, X
3
: 12 h)에서 최대(1908±36 µM TEAC/mg)였으며, 실험 조

건 15번(X
1
: 50%, X

2
: 27.3oC, X

3
: 8 h)에서 최소(910±165 µM

TEAC/mg)였다(Table 3). 이차 회귀식의 R2 값은 0.813으로 p<0.05

수준에서 유의하였다(Table 4). 회귀 분석 결과, 추출 시간의 이

차항(X
3

2)이 p<0.01 수준에서 유의하였다(Table 5). 항산화능을 나

타내는 지표인 ABTS free radical scavanging activity와 ORAC

은 추출 시간이 반응 변수에 유의적인 영향을 미치는 것으로 나

타났다.

총 glucan과 β-glucan 함량에서 얻어진 이차 회귀식의 R2 값은

각각 0.465 (p=0.517)와 0.468 (p=0.509)으로 유의적이지 않아 추

출조건을 최적화할 수 없었다. XuJie 등(10)의 BaChu 버섯 다당

류 추출조건 최적화에 관한 연구에서 다당류의 최적 추출 온도

는 94°C이며, 다당류의 추출함량은 추출 온도가 80oC 이상일 때

급격히 증가하였다. 또한 상황버섯(Phellinus igniarius)의 다당류

추출 최적화 연구에서 다당류 추출 수율의 증가는 70oC 이상에

서 이루어졌다(21). 이로부터 다당류 추출량은 70oC 이상의 고온

에서 증가함을 알 수 있다. 본 연구는 다양한 반응 변수를 고려

하기 위하여 실험 조건에 따라 추출 온도를 최소 27.3oC와 최대

92.7oC로 설정하였으나, 추출 온도가 80oC 이상인 실험 조건이 5

개에 불과하여 실험조건에 따른 추출량의 차이가 크지 않아 유

의적인 이차 회귀식의 유도에 실패하였으나, 총 glucan과 β-glucan

Table 3. Experimental data of response variables for optimization of extraction condition of chaga mushroom

Experiment 
number

Extraction yield
(%, w/w)

Total phenolics
(mg GAE/g)

ABTS
(µM TEAC/mg)

ORAC
(µM TEAC/mg)

Total glucans
(mg/g)

β-Glucans
(mg/g)

β-1,3-Glucans
(mg/g)

1 17.3±0.7 124±24 537±14 1294±590 33.8±0.4 25.7±0.4 nd*

2 06.3±0.1 121±16 377±70 1330±112 37.1±1.4 31.6±0.9 10.7±1.3

3 23.2±0.3 126±17 604±16 1739±660 35.0±1.5 25.3±1.7 nd

4 12.7±0.5 113±40 724±24 1774±174 36.9±1.2 28.9±1.4 18.7±1.3

5 17.5±0.1 122±12 280±80 1430±145 31.5±0.6 23.1±0.9 nd

6 07.2±0.2 71±3 661±14 1448±108 34.4±0.8 28.8±0.6 22.7±1.3

7 25.8±0.1 281±26 916±17 1908±360 39.0±0.3 30.3±1.6 nd

8 15.4±0.3 178±80 670±16 1437±133 36.8±0.2 27.0±0.4 22.7±1.3

9 19.8±0.5 98±3 695±60 1294±139 35.2±0.4 26.8±0.6 nd

10 19.8±0.1 103±60 695±11 1339±119 35.6±0.6 26.2±1.1 nd

11 19.1±0.5 105±70 686±24 1281±380 34.6±0.5 26.9±1.7 nd

12 19.9±0.2 108±90 687±11 1172±470 34.3±0.2 27.5±0.3 nd

13 18.3±0.8 136±80 522±24 1053±135 20.7±0.2 14.3±0.3 nd

14 04.7±0.3 096±13 757±22 1552±630 29.7±0.5 24.3±0.6 22.3±0.8

15 10.7±0.5 153±16 449±34 0910±165 22.1±0.3 16.2±0.3 nd

16 26.3±0.7 329±18 980±30 1547±123 42.8±1.6 34.3±1.8 09.4±1.3

17 18.8±0.5 179±12 284±28 1670±223 23.5±0.5 16.7±0.3 nd

18 20.1±0.6 117±40 578±28 1668±590 26.3±0.5 18.4±0.4 05.4±1.3

19 20.2±0.8 109±40 675±13 1184±125 35.3±0.2 28.3±0.3 nd

20 21.1±0.4 105±30 650±90 1137±350 35.1±0.4 28.1±0.3 nd

*nd: not detected

Table 4. Second-order polynomial equations for yield, total phenolics, ABTS, ORAC, and β-1,3-glucans in the extracts from chaga
mushroom

Responses Second-order polynomial equations R2 p-Value

Yield
Y = −0.560329+0.321986X

1
+0.346059X

2 
+0.042405X

3
−0.005236X

1

2

−0.001619X
2

2−0.018209X
3

2+0.000050X
1
X
2
+0.000750X

1
X
3
+0.006250X

2
X
3

0.984 <0.001

Total phenolics
Y = 502.008+2.231X

1
−13.491X

2
−23.729X

3
−0.006X

1

2+0.108X
2

2+0.511X
3

2

−0.016X
1
X
2
−0.174X

1
X
3
+0.425X

2
X
3
 

0.858 0.003

ABTS
Y = −218.418+6.961X

1
+4.117X

2
+72.876X

3
−0.021X

1

2+0.038X
2

2−5.695X
3

2

−0.087X
1
X
2
+0.219X

1
X
3
+0.361X

2
X
3

0.789 0.018

ORAC
Y = 885.544+5.219X

1
+12.455X

2
−117.760X

3
+0.087X

1

2+0.066X
2

2+11.976X
3

2

−0.123X
1
X
2
−0.655X

1
X
3
−0.659X

2
X
3

0.813 0.011

β-1,3-glucan
Y = 28.2220−0.7037X

1
−0.6069X

2
−1.3496X

3
+0.0076X

1

2+0.0058X
2

2+0.0978X
3

2

+0.0020X
1
X
2
+0.0200X

1
X
3
−0.0125X

2
X
3

0.962 <0.001
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함량은 추출 온도가 가장 높은 92.7oC에서 최대값을 보여 선행

연구와 유사하였다(10,21).

β-1,3-Glucan 함량의 이차 회귀식의 R2 값은 0.962로 p<0.001

수준에서 유의하였다(Table 4). 회귀 분석 결과, 에탄올 함량의 일

차항(X
1
)과 이차항(X

1

2)이 각각 p<0.01와 p<0.001 수준에서 유의

하였고(Table 5), 에탄올 함량이 50% 이하인 추출조건 중 최고

추출 온도(92.7oC)인 실험 조건 16번과 최장 추출 시간(14.5 h)인

실험 조건 18번을 제외한 추출조건에서는 검출되지 않아(Table

3), 에탄올 함량이 β-1,3-glucan 추출에 유의적인 영향을 주는 것

으로 판단된다. β-1,3-Glucan의 추출법을 연구한 Ko와 Lin(16)의

연구에 따르면 여러 식품 중 표고버섯(shiitake pileus)과 흰목이버

섯(snow mushroom)에서 열수추출 시 소량의 β-1,3-glucan이 각각

0.07±0.02 mg/g과 0.58±0.05 mg/g 검출되었다고 보고하였으나, 본

연구에서는 에탄올 함량이 낮은 추출조건에서는 검출되지 않았

다. 반면에 본 연구는 β-1,3-glucan 함량이 최대 22.7±1.3 mg/g로

나타나, 앞서 보고된(16) 다른 버섯에 비하여 추출량의 차이가 크

므로 차가버섯을 이용한 β-1,3-glucan의 추출은 효율적이라고 판

단한다.

최적 추출조건의 결정 및 모델의 검증

추출조건에 따른 반응변수의 이차 회귀식이 유의적일 때 추가

적으로 반응표면그래프와 등고선도를 사용하여 이차 회귀식 모

델의 형태를 파악하였고 최적 추출조건을 결정하였다. 각 반응변

수의 반응표면그래프와 등고선도는 추출 시간은 8 h로 고정하고

에탄올 함량(X
1
)과 추출 온도(X

2
)에 따른 상호작용을 나타내었다

(Fig. 1). 추출 수율의 반응표면그래프와 등고선도는 능선형으로

나타나, 추출 수율의 최대값은 에탄올 함량 50% 이상, 추출 온

도 92.7oC 이상의 추출조건에 존재할 것으로 예측되었다. 추출 수

율은 에탄올 함량의 비율이 높아질수록 급격히 감소 하는 것으

로 예측되어, 차가버섯을 에탄올 함량이 높은 용액으로 추출하면

추출 수율이 매우 낮아지므로 산업적으로 효율적이지 않다고 생

각한다. 총 폴리페놀 함량의 반응표면그래프는 추출 수율과 비교

할 때 뒤집힌 능선형을 나타내었다. 총 폴리페놀 함량은 추출 온

도가 40-60oC일 때 가장 낮았고 추출 온도가 40oC 이하일 때보

다 추출 온도가 60oC 이상일 때 더 많은 양이 추출될 것으로 예

측되었다. 이는 추출 온도가 높아지면 용매가 활발히 환류하여

추출량이 증가한 것으로 생각한다. ABTS free radical scavang-

ing activity와 ORAC의 반응표면그래프와 등고선도는 9.2%의 에

탄올 함량과 92.7oC의 추출 온도에서 최대값이 나타나는 형태로

예측되었으며, 반응표면그래프와 등고선도에 따른 항산화능의 최

대 추출조건은 총 폴리페놀의 함량의 최대 추출조건과 일치하였

다. β-1,3-Glucan 함량의 반응표면그래프와 등고선도는 다른 반응

변수와 달리 반응표면그래프에 최저값이 나타났으며 에탄올 함

량에 따라 큰 차이를 보였다. β-1,3-Glucan은 에탄올 함량이 26%

이하일 때 추출되지 않을 것으로 예측되었고, 실제 실험에서는

에탄올 함량 50% 미만의 추출조건에서 추출한 시료에서는 측정

Table 5. Significance of regression equations (p-value) and ANOVA for yield (Y
1
), total phenolics (Y

2
), ABTS (Y

3
), ORAC (Y

4
), and β-1,3-

glucans (Y
5
) in the extracts from chaga mushroom

Source Term
Response variable

Y
1

Y
2

Y
3

Y
4

Y
5

Regression analysis Constant 0.908 0.006** 0.676 0.229 0.025*

X
1

0.001** 0.348 0.39 0.632 0.002**

X
2

0.007** 0.002** 0.717 0.428 0.026*

X
3

0.927 0.115 0.163 0.105 0.214

X
1

2 <0.001*** 0.691 0.687 0.232 <0.001***

X
2

2 0.051 0.001** 0.637 0.548 0.005**

X
3

2 0.341 0.374 0.015* 0.001** 0.038*

X
1
X
2

0.948 0.516 0.305 0.289 0.263

X
1
X
3

0.845 0.165 0.597 0.259 0.039*

X
2
X
3

0.212 0.014* 0.488 0.357 0.263

ANOVA Regression <0.001*** 0.003** 0.018* 0.011* <0.001***

Linear 0.004** 0.005** 0.480 0.214 0.008**

Quadratic <0.001*** 0.005** 0.080 0.008** <0.001***

Interaction 0.625 0.047* 0.594 0.357 0.094

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Table 6. Optimum extraction conditions of chaga mushroom and comparison of predicted and observed values for verification

Response

Optimum extraction condition

Predicted Observeda
Relative error

(%)Ethanol content
(%, v/v)

Temperature
(oC)

Time
(h)

Yield (%, w/w) 50 88.7 14.5 26 25.9±0.1 0.4

Total phenolics (mg GAE/g) 9.2 92.7 14.5 495 460±60 7

ABTS (µM TEAC/mg) 50.8 92.7 14.5 885 880±15 0.6

ORAC (µM TEAC/mg) 9.2 92.7 1.5 2313 2023±180 12.5

β-1,3-glucans (mg/g) 90.8 92.7 1.5 36.3 38.6±1.6 6.3

aMean±standard deviation (n=3)



238 한국식품과학회지 제 47권 제 2호 (2015)

되지 않았다. 따라서 β-1,3-glucan의 추출에 가장 큰 영향을 미치

는 것은 에탄올 농도임을 알 수 있으며, 열수 추출법을 이용하면

β-1,3-glucan이 함유된 차가버섯 분말 제조에 어려움이 있을 것으

로 판단된다.

각 반응변수의 최적 추출조건은 Minitab software의 ‘response

optimizer’를 이용하여 예측하였다. 각 최적 추출조건은 Table 6과

같으며, 예측된 최적 추출조건에서 실제 추출 및 실험을 수행하

여 예측된 값과 실제 실험값의 비교를 통하여 모델의 정확도를

검증하였다. 예측 값과 실험 값의 차이는 상대오차를 통해 표현

하였다. 상대오차는 추출 수율이 0.4%로 가장 낮았고, ORAC이

12.5%로 가장 높았다(Table 6). 결론적으로 각 반응변수의 이차

회귀식이 유의하고, 예측 값과 실험 값의 오차가 크지 않아 각

반응표면모델이 추출조건에 따른 반응변수를 설명하는데 적합하

다고 판단하였다. 이에 다섯 가지의 반응 변수를 모두 고려하면

에탄올 농도 81.4%, 추출 온도 92.7oC, 추출 시간 14.5 h의 추출

조건이 모든 반응변수에서 최대값을 가지는 최적 추출조건으로

예측하였다.

Fig. 1. Response surface plots and contour plots for yield (A, Y
1
),

total phenolics (B, Y
2
), ABTS (C, Y

3
), ORAC (D, Y

4
), and β-1,3-

glucans (E, Y
5
) in the extracts from chaga mushroom at a

constant time (X
3
) of 8 h.
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요 약

본 연구에서는 차가버섯(Inonotus obliquus)의 유효성분과 항산

화능이 최대가 되는 추출물의 제조를 위하여 반응표면분석법을

이용하여 최적 추출조건을 탐색하였다. 추출 수율, 총 폴리페놀

함량, 항산화능(ABTS 자유 라디칼 소거능, ORAC), β-1,3-glucan

함량의 총 다섯 가지 반응변수에서 유의적인 이차 회귀식을 얻

었고, 반응표면그래프와 등고선도를 통하여 최적 추출조건을 예

측하였다. 각 반응변수에 따른 최적 추출조건은 추출 수율에서

50% (v/v), 88.7oC, 14.5 h, 총 폴리페놀 함량에서 9.2%, 92.7oC,

14.5 h, ABTS free radical scavanging activity에서 50.8%,

92.7oC, 14.5 h, ORAC에서 9.2%, 92.7oC, 1.5 h, β-1,3-glucan 함량에

서 90.8%, 92.7oC, 1.5 h으로 예측되었다. 각 반응변수의 예측 최

대추출조건에서 실제 실험을 실행하여 예측 값과 비교해본 결과

, 상대오차는 0.4-12.5%였다. 각 반응 변수에서 유의적인 이차 회

귀식을 얻었으며, 예측 값과 실험 값의 오차가 크지 않아 반응표

면모델이 최적 추출조건을 예측하는데 적합하다고 판단하였으며

, 다섯 가지 반응 변수를 통합하는 최적 추출조건은 81.4%, 92.7oC,

14.5 h으로 예측하였다. 본 연구는 주로 열수추출물의 형태로 유

통되는 차가버섯 추출물의 품질 개선을 위하여 에탄올 용매를 포

함한 최적 추출조건을 설정하였고, 구체적인 추출 수율과 생리활

성물질 함량 및 항산화능이 최대가 되는 추출조건을 제시하였다.
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