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요 약

최적의 추출조건을 찾는데 매우 유용한 방법인 반응 표면 분석법(RSM, response surface methodology)을 사용하여

새우껍질로부터 astaxanthin 추출조건을 최적화하였다. 추출조건은 용매 에탄올과 추출물질의 비율, 추출온도(oC), 추출

시간(min)의 세가지 독립변수를 설정하여 BBD (Box-Behnken design) 방법을 이용하였다. 이 BBD 모델링은 0.9218의

R2

adj값과 0.0003의 확률 값 p 값으로 회귀 모델에 대한 신뢰도를 입증하였다. RSM 분석을 통해 찾아낸 새우껍질로부

터 astaxanthin의 최적 추출조건은 에탄올 용매비 1:29.7, 추출온도 49.5 oC, 추출시간 59.9 분이고, 이 때 astaxanthin 추

출량은 17.80 µg/g으로 예측하였다. 최적 수율로 예측된 결과는 각각의 조건에 따른 실험을 통해 그 예측의 정확도를

확인하였으며 17.77 µg/g으로 예측조건과 비슷한 결과를 보였다.

Abstract − A 17-run Box-Behnken design (BBD) was used to optimize the extraction conditions of astaxanthin from

shrimp waste. Three factors such as ratio of ethanol to raw material, extraction temperature (oC) and extraction time

(min) were investigated. The adjusted coefficient of determination (R2

adj) for the model was 0.9218, and the probability

value (p=0.0003) demonstrated a high significance for the regression model. The optimum extraction conditions were

found to be: optimized ratio of ethanol to raw material 29.7, extraction temperature 49.5 oC and extraction time 59.9 min.

Under these conditions, the mean extraction yield of astaxanthin was 17.80 µg/g, which was in good agreement with the

predicted model value. Under these conditions, validation experiments were done and the mean extraction yield of astax-

anthin was 17.77 µg/g, which is in good agreement with the predicted model value.
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1. 서 론

베타카로틴(β-carotene)과 매우 유사한 구조를 지니고 있는 astaxanthin

(3,3'-dihydroxy-β,β'-carotene-4,4'-dione, C40H52O4, FW 596.9)은 자

연계에 널리 존재하는 케토-카로티노이드(keto-carotenoid)로써

polyisoprenoid와 oxygen quenching 기능을 가진 benzenoid ring의

결합 구조로 되어있다(Fig. 1). Astaxanthin은 주황색 또는 붉은색의

색소 물질로 갑각류 등 다른 해양생물과 조류에 존재하고, 비타민 E

인 알파-토코페롤(α-tocopherol)에 비하여 550 배에 해당하는 효과가

입증되어 있는 강력한 항산화 물질이다[1]. Astaxanthin의 강력한 항

산화활성은 구조의 C-4, C-4'에 위치한 oxo-group 때문이라고 보고

되어 있고[2], astaxanthin의 항산화 기작은 일중항 산소를 제거하거

나[3] 자유라디컬 소거능[4], 과산화물 연쇄반응을 정지시키는 것으

로 알려져 있다[5]. Astaxanthin의 항산화 작용은 일중항 산소의 제

거에 의해 항암에도 효과가 있는 것으로 알려져 있다. 그 예로

astaxanthin의 활성산소 제거에 의한 개시와 진행의 과정을 감소시켜

난소암, 간암에 대한 예방효과 등이 보고된 바 있다[6,7]. 이 외에도

astaxanthin의 항암효과에 대한 많은 연구결과가 보고되었다[8,9]. 또

한 astaxanthin은 면역기능에 활성이 있는 것으로 알려져 있고[10-
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12], 심장질환에 대한 치료효과도 보고되었다[13].

이 외에도 항염증 효과[14], 자외선 차단효과[15], 눈 기능과 관련

된 효과[16,17], 간기능에 대한 영향 [18]이 보고된 바 있다. 현재까

지의 연구결과들이 astaxanthin의 높은 생리활성을 입증하고 있고, 여

러 천연자원에서 astaxanthin의 추출법 등의 연구가 활발히 이루어

지고 있지만, astaxanthin은 이중결합을 가진 불포화화합물로 제조

나 저장 시 열과 산화(빛)에 의해 쉽게 파괴되어 활성이 감소하여

응용범위에 한계가 있는 실정이다[19]. Astaxanthin의 천연공급원

으로는 게, 새우 등의 갑각류나 효모, 해양생물 등이 있다. 갑각류

(게, 새우)에서 추출된 astaxanthin은 추출이 용이한 장점은 있으나, 높

은 회분과 키틴 함량으로 사용이 제한되고 있다. 효모인 파피아 로

도지마(Phaffia rhodozyma)는 소량의 astaxanthin을 함유하고 생체

이용률이 낮은 3R, 3'R form만을 생산하여 현재 동물의 사료로만

활용되고 있는 실정이다[20].

RSM (response surface methodology)은 최소의 실험횟수로부터 최

대의 정보를 얻을 수 있는 실험계획법과 실험계획법에 의해 얻어진

실험 자료를 분석하여 복잡한 시스템의 성능을 이해하고 반응변수에

영향을 주는 유의한 요인효과들을 찾고 최적화하는데 사용된다

[21]. 여러 개의 인자 중 하나씩 각각 변화시켜 실험을 진행하는 전

통적인 실험법인 1회 1인자(one factor at a time) 실험법에 의해

최적의 실험 조건을 찾기 어렵고 복합 공정에서 중요한 인자 간에

상호작용을 고려하지 못하고, 실험영역 전체를 균형 있게 판단하

지 못하기 때문에 국지 최적점을 찾게 되는 문제점이 있다[22].

RSM은 전형적인 최적화 방법으로 일반적으로 여러 변수를 사용

하여 최적 조건을 찾는 시스템으로 하나의 변수와 다른 변수들과

의 상호작용으로 인한 효과를 측정하여 변수들의 최적 값을 확인

할 수 있다.

본 연구에서는 RSM을 이용한 2차원 등고선 분석(contour plot)과

3차원 반응표면도 분석을 통하여 의약품, 화장품, 식품 등의 여러 가

지 다양한 기능성이 입증되고 있는 astaxanthin을 추출하는 최적의

조건을 확립하고자 하였다.

2. 실 험

2-1. 실험재료 및 시약

본 연구에 사용된 새우껍질(shrimp waste)은 시장(Inchoen, Korea)

에서 구하여 사용하였으며, 표준물질은 astaxanthin은 Sigma (St.

Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 또한 추출 시 사용된 물, 메탄

올, 에탄올, 에틸아세테이트와 이동상에 사용한 물, 메탄올, 아세토

나이트릴, 디클로르메탄은 J.T Baker (Phillipsburg, USA)의 HPLC

grade를 사용하였고 실험에 사용된 모든 시료들은 HPLC에 주입하

기 전에 필터(MFS-25, 0.45 µm TF, Whatman, USA)를 이용하여 여

과하였다. 

2-2. 기기

본 연구에 사용한 분석용 HPLC 시스템은 JASCO (Tokyo, Japan)

기기로 검출기는 UV-2077 plus, 펌프는 PU-2089 plus, 컬럼오븐은

CO-2065 plus, 자동시료주입장치는 AS-2050 plus, 프로그램은

Chrompass chromatography data system (ver. 1.8.6.1, JASCO)을 사

용되었으며, 사용된 컬럼으로는 Shiseido (Tokyo, Japan) 제품으로

C
18
 (4.6×250 mm, 5 µm) 컬럼을 사용하였다. 표준시료 및 검체시료

주입량은 20 µL, 유속은 1.2 mL/min, 검출기 파장은 476 nm, 컬럼

오븐 온도는 40 oC, 이동상은 메탄올/아세토니트릴/물/디클로로메탄

(85/5.5/4.5/5, v/v/v/v)로 하여 일정용매 조성법으로 실험하였다. 초음

파 추출기기는 BRANSON(model 5510, 135W, USA) 사의 제품을

사용하였다.

2-3. 표준용액의 준비

실험에 사용된 표준용액은 표준시료 astaxanthin을 10 mg 측정하

여 100 mL의 에탄올에 녹인 후 표준원액으로 제조하였다. 그 후 표

준원액을 희석하여 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 µg/mL 농도로 표준액을

제조하여 검량선을 작성하고 이를 토대로 시험용액을 분석하였다.

2-4. Astaxanthin의 추출

새우껍질을 분쇄하여 고운 분말로 만들어 용매에 따른 astaxanthin

의 추출수율을 측정하여 에탄올이 가장 적합하다는 것을 알아내어

추출 용매로 사용하였다. 그 후 추출온도 40 oC, 추출시간 60 분으로

조건을 고정시키고 에탄올 용매비 변화(1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40,

1:50)에 따른 실험을 하고, 용매비 1:30, 추출시간 60 분으로 조건을

고정시키고 추출온도 변화(20, 30, 40, 50, 60 oC)에 따른 실험, 그리

고 에탄올 용매의 비 1:30, 추출온도 40 oC로 조건을 고정시키고 추

출시간 변화(5, 10, 20, 40, 60, 90 분)에 따른 astaxanthin의 추출 수

율을 측정하였다.

2-5. 추출조건 설정을 위한 실험계획

본 실험에서는 추출조건의 최적화를 알기 위하여 RSM을 사용하

였고, 추출조건에 대한 실험계획은 BBD를 실시하여 추출공정에 중

요한 독립변수(X
i
)로 고려되는 인자 즉, 에탄올 용매비(X

1
), 추출온

도(X
2
), 추출시간(X

3
)에 대한 실험범위를 설정하여 각각을 +1, 0, 1

과 같이 3단계 부호화하였으며(Table 1), BBD에 따라 17개의 조건

을 설정하여 추출실험을 하였다. Astaxanthin 추출에 있어서 추출조

건이 미치는 영향을 예측된 모델식을 바탕으로 Design-Expert

software (v.7.1.6, stat-Ease, Inc, Minneapolis, USA)를 사용하여 분

석하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 모델 구축 및 통계 분석

중앙의 다섯 점을 포함하고 세가지 변수와 그의 세가지 레벨을 가

Table 1. Independent variables their levels used for BBD

Variables
Level

−1 0 1

Ratio of ethanol to raw material (X
1
) 10 20 30

Temperature (X
2
) (oC) 30 40 50

Extraction Time (X
3
) (min) 20 40 60

Fig. 1. The structures of astaxanthin.
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지는 17-run BBD 실행은 추출조건의 최적화를 위해 이차 반응 표면

을 사용하였다. 다섯 개의 중심 점은 실행공정의 안정성과 내재된 다

양성 및 새우껍질로부터 astaxanthin의 추출 수율을 측정하기 위해

설정하였고, 코드 단위로 설계된 변수는 반응의 예측 값과 실험 값

을 Table 2에 나타내었다. 각 조건에 따른 실험은 여러 번(3회 이상)

수행하였으며 Table 2에 나타낸 다당류의 추출 수율은 안정된 실험

값의 평균값을 나타낸다. 반면 RSM 예측 값은 앞서 언급한 소프트

웨어의 이차 모델에 적합한 기술로 얻었다. 식 (2)의 예측 방정식은

BBD 모델로 실험 데이터에 맞추어 얻은 것이며, 반응(추출 수율) 사

이의 경험적 관계를 나타낸다.

Y=16.41+0.47 X
1
+1.30 X

2
+0.59 X

3
−0.062 X

1

2−0.46 X
2

2

    +0.021 X3

2−0.11 X1 X2−0.24 X1 X3−0.11 X2 X3 (1)

각 계수의 의미는 F-test와 p value 값을 통해 확인 할 수 있다(Table 3).

p value는 각 계수의 중요성을 확인하는 도구로 사용되었으며, 또

한 각 독립 변수 간의 상호 작용 강도를 표시하는데 사용되었다. 이

차 회귀 모델의 ANOVA은 p value를 통해 모델의 중요도를 알 수

있는데 그 값이 0.0003으로 매우 낮은 값을 가진다. 다시 말해 낮은

확률의 F-test 값을 의미하므로 모델이 매우 중요하다는 것을 증명할

수 있다. 21.97의 “Model F value” 는 모델이 중요하다는 것을 암시

하며 “Model F-Value”이 noise 의해 크게 존재할 확률이 0.03%밖에

되지 않음을 나타낸다. “Lack of fit F-value”의 200.39은 Lack of fit

이 pure error와 크게 연관이 있음을 암시하지만 noise에 의해 크게

부각될 가능성은 0.01%에도 못 미친다. Table 3에 회귀 계수 및 상

응되는 p value를 표시하였다.

각 모델의 p value와 그에 상응되는 계수들 (X1, X2, X3, X1 ...

X2,… X2 x X3)들은 중요하다. 특히 추출 온도(X2)는 다른 계수들에

비해 새우껍질에서 astaxanthin 추출수율을 결정하는데 더욱 중요한

요소이다. 결정계수(R2=0.9658), 결정계수조정(R2

Adj=0.9218)와 유

사계수(C.V.=1.93%)는 Table 4에서 확인 할 수 있다. 이들 값은 다

항식 모델의 일반적인 유효성 및 정확성을 암시하고 R2

pred, R
2

adj 값

을 통해 판단한다.

“Adeq. Precision”은 signal에서 noise까지의 비율을 측정할 수 있

으며 보통 4 이상의 긴 범위가 바람직하다[21]. “Adeq. Precision”

15.779이면 이 모델은 디자인 공간을 탐색하는데 사용 할 수 있다. 

3-2. RSM을 이용한 astaxanthin 추출의 최적화

이 반응표면곡선은 최적응답을 위한 각각의 변수의 최적 양을 결

정하고 각 변수의 상호작용을 조사하여 그린다. 각 변수의 최적 값

은 회귀방정식을 통해 얻어지게 되고, 회귀방정식은 Design-Expert

소프트웨어를 사용하여 풀었다. 3차원 반응 표면과 2차원 등고선 평

면도는 Fig. 2~4처럼 회귀방정식의 그래픽 표현으로 제공되고 각각

의 등고선 곡선은 세 가지의 독립변수 중 한 가지는 0에 고정시키고

Table 2. Box-Behnken experimental design with the independent

variables

Run
Coded variable levels Yield of astaxanthin (µg/g)

X
1

X
2

X
3

Actual values Predicted values

1 -1 -1 0 14.03 14.01

2 1 -1 0 15.25 15.17

3 -1 1 0 16.74 16.83

4 1 1 0 17.54 17.55

5 -1 0 -1 14.82 15.07

6 1 0 -1 16.17 16.49

7 -1 0 1 17.06 16.73

8 1 0 1 17.44 17.19

9 0 -1 -1 14.21 13.97

10 0 1 -1 17.12 16.79

11 0 -1 1 15.04 15.37

12 0 1 1 17.52 17.75

13 0 0 0 16.43 16.41

14 0 0 0 16.42 16.41

15 0 0 0 16.45 16.41

16 0 0 0 16.41 16.41

17 -1 -1 0 14.02 14.01

Table 3. Analysis of variance of the experimental results of the BBD

Variables Sum of squares DF Mean square F value P value prob. >F

Model 19.32 9 2.15 21.97 0.0003

X
1

1.76 1 1.76 17.99 0.0038

X
2

13.49 1 13.49 138.13 < 0.0001

X
3

2.81 1 2.81 28.75 0.0011

X
1 
x X

1
0.016 1 0.016 0.17 0.6961

X
2 
x X

2
0.90 1 0.90 9.20 0.0190

X
3 
x X

3
0.0018 1 0.0018 0.018 0.8967

X
1 
xX

2
0.044 1 0.044 0.45 0.5232

X
1 
x X

3
0.24 1 0.24 2.41 0.1647

X
2 
x X

3
0.046 1 0.046 0.47 0.5137

Residual 0.68 7 0.098 - -

Lack of fit 0.68 3 0.23 200.39 < 0.0001

Pure error 0.0045 4 0.0011

Correlation total 20.00 16

Table 4. Analysis of variance for the fitted quadratic polynomial model of extraction of astaxanthin

Item Std. dev. Mean C.V.% Press R2 R2
Adj R2

Pred Adeq. precision

Value 0.31 16.18 1.93 10.88 0.9658 0.9218 0.4562 15.779
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나머지 두 변수 조합의 무한 값을 나타낸다. Fig. 2(a)와 (b)는 추출

시간을 40분으로 고정시킨 상황에서 새우껍질에서 astaxanthin 추출

시 첨가된 에탄올 용매의 비, 추출온도 그리고 이 둘의 상호작용에

관한 효과를 볼 수 있다. Astaxnathin은 첨가된 에탄올의 비가 10에

서 30으로 갈수록, 추출온도가 30 oC에서 50 oC로 갈수록 추출 양이

증가하였다. Fig. 3(a)와 (b)는 40 oC의 추출온도에서 추출 시 첨가된

에탄올 용매의 비, 추출시간 그리고 이들 사이의 상호작용에 관해 그

래픽으로 표현하였다. Astaxnathin 양은 -1레벨에서 1레벨로 갈수록

증가하였지만 Fig. 2에 비해 증가량이 적은 것을 볼 수 있다. 마지막

으로 Fig. 4(a)와 (b)는 추출에 첨가된 에탄올의 비가 20일 때 추출온

도 및 추출시간에 관한 효과를 나타낸다. Fig. 4 또한 Fig. 2와 비슷

하게 추출온도 및 추출시간이 증가함에 따라 astaxanthin이 크게 증

가하는 것을 볼 수 있다. 

RSM 분석을 통해 찾아낸 새우껍질로부터 astaxanthin의 최적 추

출조건은 X1이 0.97 레벨 즉 1:29.7, X2는 0.95 레벨 즉 49.5 oC,

X3은 0.99 레벨인 59.9 분이고 이때 예측되는 추출양은 17.80 µg/g이

다. Fig. 5는 모델 식을 회귀분석에 의해 분석된 추출 수율을 나타

내었다. 

3-3. RSM 모델의 유효성 검사

위 RSM 모델에서 예측을 확인하기 위해 새우껍질에서 astaxanthin

추출 실험을 세 독립 변수가 적용된 최적 추출 조건으로 반복하여 실

험하였다. 그 결과 astaxanthin의 추출 수율은 17.77 µg/g가 나왔고

이는 RSM 모델식이 예측한 추출 수율이 실제 추출 수율과 차이가

많이 나지 않음을 볼 수 있고, RSM이 추출 수율의 최적화를 결정하

는데 적절한 방법임을 나타내었다.

4. 결 론

RSM을 이용하여 astaxanthin을 새우껍질로부터 최적추출 조건을

찾는 것은 매우 유용한 방법이다. 그 이유로 모델의 결정계수 즉 R2

값이 0.9658이고 0.0003의 확률 값 p는 본 회귀모델이 높은 중요성

을 가지고 있다는 것을 보이고 있다. 본 모델 식을 이용하여 새우껍

질로부터 astaxanthin의 최적 추출조건은 에탄올 용매의 비는 1:29.7

으로 추출온도는 49.5 oC 그리고 추출시간은 59.9 분이었고, 이 조건

에서 astaxanthin의 추출 수율은 17.80 µg/g으로 예측 되었다. 최적

추출조건으로 astaxanthin 추출을 실험하여 RSM을 검증해 본 결과

Fig. 2. Effect of ratio of ethanol to raw material, temperature and

their reciprocal interaction on extraction yield (with extrac-

tion time is constant at 40 min) (a. 3D response surface; b.

2D contour plots).

Fig. 3. Effect of ratio of ethanol to raw material, extraction time and

their reciprocal interaction on extraction yield (with tempera-

ture is constant at 40 oC) (a. 3D response surface; b. 2D contour

plots).
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17.77 µg/g으로 예측 수율과 차이가 많이 나지 않음을 보였다. 이 연

구를 통해 추출공정에서 최적추출조건을 미리 예상할 수 있어 공정

분야 기초연구에 많은 도움을 줄 것으로 생각된다

사용기호

b
0

: Constant coefficient

bi, bii, bij : Interaction coefficient

F : Fisher variation ratio

p : Probability value, Prob > F

R2 : Correlation coefficient

R2

Adj : Adjusted coefficient of determination

Xi : Process specific variables

Y : Response variable

BBD : Box-Behnken Design

CCD : Central Composite Design

RSM : Response Surface Methodology
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