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요 약

본 연구에서는 초임계 이산화탄소를 용매로 사용하여 고삼으로부터 genistein을 추출하였다. 공용매와 추출 온도 및

압력 등에 따른 추출효율을 측정하였으며, 공용매로 메탄올과 에탄올을 사용하여 200 bar에서 300 bar의 압력범위와

35 oC와 50 oC의 온도범위에서 연구를 수행하였다. 조건에 따라 서로 다른 genistein의 추출효율을 보였으며, 특히 높

은 압력과 높은 온도에서 가장 높은 추출효율이 관찰되었다. 또한 메탄올이 에탄올보다 더욱 효과적인 공용매 특성을

보였으며 농도가 높을수록 추출효율도 증가하였다. DPPH 라디칼 소거 활성을 측정하여 고삼 추출물의 항산화 활성을

비교하였다. 

Abstract − This study was directed to finding an optimum extraction condition of genistein from the S. flavescens with

supercritical carbon dioxide as a solvent. In this effort, effects of the extraction conditions including pressure, tempera-

ture and a co-solvent on the extraction efficiency were investigated. The aqueous ethanol and methanol solutions were

used as co-solvents while the tested operating pressure and temperature ranges were from 200 bar to 300 bar and from

308.15 K to 323.15 K, respectively. The concentration of genistein was determined by means of HPLC equipped with a

UV detector. From the results, it was observed that an increase in pressure led to the higher extraction efficiency. Further,

methanol showed better performance as a co-slovent than ethanol. The DPPH radical scavenging activities were mea-

sured to compare antioxidant activities of S. flavescens extracts. 
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1. 서 론

용매의 물성은 분자의 종류와 분자간 상호작용에 따라 결정되기

때문에 비압축성 액체용매와는 달리, 초임계 상태에 있는 물질은

그 임계점 부근에서 압력의 변화에 따라 그의 밀도, 점도, 확산계수

와 극성 등 많은 물성이 기체에 가까운 상태로부터 액체에 가까운

상태에까지 연속적으로 매우 큰 변화를 보인다[1,2]. 그러므로 미세

한 온도나 압력변화에도 민감하게 변하는 밀도를 이용하여 용해력

을 쉽게 조절할 수 있으며, 물질이동과 열 이동이 빨라 미세공으로

침투가 매우 빠르다. 또한 용매화 및 clustering 상태를 조절할 수

있다. 따라서 이러한 물성 조절의 용이성을 반응과 분리 등의 공정

에 이용하면 단일 용매로 여러 종류의 액체 용매에 상응하는 용매

특성을 얻을 수 있다[3]. 용매 또한 상온에서 기체 상태인 물질을

초임계 유체로 선정하는 경우에는 잔존 용매의 문제를 해결할 수

있으며 이산화탄소와 같이 인체에 무해하고 환경오염에 미치는 영

향이 적은 용매를 사용하게 되면 무독성, 환경친화성 공정개발이

가능하다. 초임계 유체 추출에서는 임계온도가 낮은 기체를 용매로

사용하기 때문에 열에 불안정한 물질을 손상 없이 추출할 수 있으

며, 초임계 유체 추출에 사용되는 기체는 대부분 농축된 상태에서

친 지방성을 나타내므로 극성물질이나 고분자 물질을 잘 용해하지

않아 선택성이 좋으며, 적절한 압력과 온도의 선택으로 추출단계와

분리단계를 최적화할 수도 있고, 첨가제를 사용하여 용해도와 선택

도를 증가시킬 수도 있다[4]. 

이산화탄소는 임계온도와 압력이 상대적으로 낮아서(Tc=

31.06 oC, Pc=7.377 MPa 열에 민감한 향료나 의약품, 열에 불안정

한 지질과 반응성이 있는 단량체의 추출에 특히 유용하며, 가격이

저렴하고 독성이 없을 뿐 아니라 환경오염의 문제가 없으며 발화되
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지 않는 성질과 적절한 압력에서 액화 가능하다는 커다란 장점들을

가지고 있다. 또한 추출용매로 초임계 이산화탄소를 사용할 경우

추출 후 단순히 대기압으로 감압함으로써 용질로부터 용매를 용이

하게 분리할 수 있어 매우 경제적인 용매가 된다. 

초임계 이산화탄소는 비극성 물질들에 대해서는 높은 용해도를

보이지만 극성물질에 대하여는 충분한 용해력을 갖지 못하므로 극

성 물질들을 추출하기에는 상당한 제한이 따르게 된다. 따라서 이

러한 문제점을 해결하기 위하여 초임계 이산화탄소에 ‘modifier’

또는 ‘entrainer’ 라고 하는 공용매를 첨가하여 극성 물질들에 대한

용해도를 향상시키는 방법이 Peter 등[5]에 의하여 처음으로 연구

되었다. 추출대상 성분과 유사한 solubility parameter 값을 갖는 용

매의 선택은 추출량을 증가시키고 추출시간을 단축하는데 직접적인

영향을 미치게 된다. 그러나 식용을 위한 유효성분 추출에 사용되는

용매는 독성이 가장 큰 문제가 되므로 추출대상 성분과 solubility

parameter가 유사하고 인체에 영향이 적은 용매 중에서 공용매가

선정되어야 한다. 

고삼은 콩과의 다년생 초본인 Sophora flavescens의 뿌리를 건조

한 것으로, 한약재로 사용하며 강한 쓴맛이 있고 인삼과 같은 효과가

있다는 뜻에서 고삼(苦蔘)이라 한다. 고삼의 유용 성분은 alkaloid

화합물과 식물성 에스트로겐(phytoestrogen)으로 알려진 diadzein,

genistein, formononetin 등의 isoflavones 화합물을 포함하고 있다[6].

이 중 isoflavone은 여성호르몬인 estrogen과 입체적인 구조가 유사하

기 때문에 동물세포의 estrogen receptor와 결합하여 유사한 작용을

한다[7]. Isoflavone은 genistein과 diadzein, glycitein이 주 성분을

이루며, 특히 genistein의 효과에 대한 연구가 많이 이루어지고 있

다[8]. Genistein(5,7-Dihydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one)의

분자 구조식은 C
15

H
10

O
5
이고 270.24 g/mol의 분자량을 갖는다.

Isoflavone의 대표성분인 genistein은 항암효과를 가지는 것으로 알

려져 있는데[9,10], protein tyrosine의 활성을 억제하여 암세포의

성장과 분화를 억제하고 암억제와 관련된 항산화 효과를 보인다

[11-15]. 또한 노화된 피부세포의 활성화와 혈전 용해능력[16,17]

등도 가지는 것으로 알려져 있다. 아울러, 여성의 폐경기 증후군을

억제하며 뼈의 재흡수(resorption)를 억제하는 효능을 가진다고 알

려져 있다[18]. Genistein은 이처럼 다양한 약리효과를 가지면서 다

량을 투약하더라도 부작용이 거의 없다고 알려져 있어 매우 유용한

성분으로 주목받고 있다[19].

본 연구의 목적은 고삼에 함유되어 있는 isoflavones 화합물의 일

종인 genistein을 초임계 유체를 이용하여 분리를 위한 최적 운전조

건을 제시하고자 한다. 

2. 실 험

2-1. 시약 및 재료

실험에 사용된 고삼(苦蔘)은 광주(대인시장) 민간약초상회에서

구입하였으며 물로 세척한 후에 진공동결건조기(SDFSF 24, 삼원

냉열엔지니어링)를 이용하여 영하 73 oC, 60 µtorr에서 10시간 동안

동결 건조하였다. 건조된 시료를 볼밀로 세말하고 채 거름(mesh

no.18)을 하여 시료로 사용하였다. 

초임계 유체 용매로는 이산화탄소(99.99%, 대창가스)를 재순환

냉각장치(MC-11, JEIO TECH)로 -10 oC까지 냉각하여 사용하였다.

대상물질의 추출효율을 위한 공용매 효과분석을 위해서 에탄올

(99.9%, 대정화금)과 메탄올(99.9%, 대정화금)을 증류수(덕산화학)

와 혼합하여 사용하였다. 검액의 조제에 genistein(98% HPLC grade,

SIGMA-ALDRICH Co.)과 chloroform(98%, Junsei Chemical Co.,

Ltd.), 메탄올(99.9% 대정화금)을 사용하였고 HPLC 이동상 용액으로

acetonitrile(99.9%, 덕산화학)과 증류수를 혼합하여 사용하였다. 항

산화 활성 측정에 사용한 DPPH(1.1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)은

대정화금에서 구입하여 사용하였다.

Fig. 1. Schematic diagram of supercritical fluid extraction.
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2-2. 실험장치

고삼으로부터 genistein를 추출하기 위해 Fig. 1에 제시된 초임계

유체 추출장치(IlShin autoclave Co.)를 사용하였다. 추출장치는 추

출기(300 mL), 재순환 냉각장치(MC-11, Jeio Tech), 액체펌프(5,500 psi,

100 mL/min, IlShin autoclave)로 구성되어 있으며, 추출압력은 유

압조절밸브(6000 psi, TESCOM)를 사용하여 조절하였다. 이산화탄

소의 유량은 Dry Test Gas Meter(DC-5, Shinagawa)를 사용하여 측

정하였고, 공용매는 액체펌프(500 kgf/cm2G, IlShin autoclave Co,)를

이용하여 주입하였다. 사용한 추출기의 온도와 압력의 정확도는 각

각 ±1 oC, ±10 kgf /cm2 이었다. 

2-3. 분석

추출된 시료는 회전식 증발기(EYELA, Rotary Evaporator, N-1000)

를 사용하여 농축하였으며, 시료의 분석을 위해 Solvent Deliver

Pump(M930, 영린기기), Absorbance Detector(M 720, 영린기기),

Syringe Loading Sample Injector(7725i, Rheodyne co.)로 구성된

HPLC를 사용하였다. 이동상으로 water/acetonitrile을 70/30(v/v%)의

비율로 사용하였고, 유속은 1.0 ml/min을 최적조건으로 결정하였다.

데이터 저장시스템은 Autochrowin 2000(ver 1.0 plus, 영린기기)을

PC에 설치하여 사용하였으며, 분석용 HPLC 컬럼은 μ-Bondapak

C
18

(Merck Co.) 컬럼을 사용하였다. 전자공여능(Electron donating

activity, EDA)에 의한 항산화 활성도의 측정에서는 Blois 등[19-21]의

방법을 변형하여 사용하였으며 DPPH(1.1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl)

분말을 에탄올 100 mL에 0.2 mM 농도로 용해하여 사용하였다.

HPLC 분석에 사용한 추출시료 1 mL을 DPPH 용액 4 mL에 첨가하여

10분간 반응 후 UV 흡광도 측정장치(UV-2401PC, Shimadzu Co.)를

사용하여 측정 파장 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 데이터 저

장시스템은 UVPC(ver. 3.91, Shimadzu Scientific instruments, Inc.)를

PC에 설치하여 사용하였다.

Genistein 5 mg을 5 ml의 chloroform/methanol 50:50(v/v%) 용액에

용해하고 희석하여 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml로 제조하여 검

량선용 표준용액으로 하였다. HPLC를 각각의 표준용액을 취하여

HPLC chromatogram을 얻고 이로부터 농도와 peak 간의 검량선을

작성하였다. 

실험에서 추출한 고삼의 genistein 함량을 비교하기 위해 검액을

제조하였다. 건조된 고삼 분말 5.0 g을 반지시 저울로 정밀하게 무

게를 측정한 다음, 추출용매로 50% 메탄올 200 mL를 사용하여

sonicator(JAC 4020, 고도기연)로 30 oC에서 20분 동안 추출을 수

행하였다. 추출된 용액을 필터(Gelman Science, 45 μm)를 사용하

여 감압 여과한 후, 감압 농축하고 50% 메탄올에 녹여 30 ml로 하

였다. 

2-4. Genistein의 추출

건조된 고삼 분말 40 g을 정량한 후 추출기에 넣고, 액체 이산화

탄소(-10 oC)를 40 ml/min의 유속으로 추출기 내부로 유입시킨다.

추출기 내의 압력이 측정압력까지 도달한 후, 압력조절기를 이용하

여 압력을 일정하게 유지시킨다. 추출기의 압력과 온도가 실험조건

에 도달하면 압력과 온도를 유지시키면서 액체펌프를 사용하여 추

출기 내부로 공용매를 일정한 유량(1 ml/min)으로 계속해서 주입한

다. 165분간 추출을 수행한 후, 펌프의 작동을 멈추고 천천히 밸브

를 열어 추출기 내부의 압력을 제거한다. 추출기 압력이 대기압으

로 돌아오면 분리기에 추출된 용액을 밸브를 열어 채취한다. 위의

과정을 측정압력과 온도, 공용매, 공용매의 농도를 변화시키면서

반복적으로 실험을 수행하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. Genistein의 추출 효율

고삼의 분말시료 5 g을 50% 메탄올 수용액에 용해하여 30 oC에서

20분간 Sonicator를 이용하여 추출한 genistein의 농도는 0.1188 µg/

20µl이었으며, 이 값을 기준으로 초임계 유체를 이용하여 genistein

의 회수율을 산출하였다. 여러 조건에서 실행한 실험으로부터 얻은

genistein의 회수율을 Table 1에 정리하였다. 

3-2. 공용매의 영향

온도와 압력을 각각 300 bar와 45 oC로 고정하고 에탄올과 메탄

올을 공용매로 사용하여 초임계 유체를 이용한 추출실험을 수행하

였다. 각각 순도 70%의 에탄올과 메탄올 수용액을 공용매로 사용

한 결과를 공용매를 첨가하지 않은 순수한 이산화탄소만을 용매로

사용하여 추출한 결과와 비교하였다. 공용매의 유량은 1.0 ml/min

으로 고정하였으며 용매의 주입시간은 추출시간과 동일한 165분으

로 하였다. 순도 70%의 에탄올과 메탄올 수용액을 공용매로 사용

하였을 경우에 각각 12.67%와 22.82%의 회수율을 보였으며, 공용

매를 사용하지 않고 순수한 초임계 이산화탄소를 용매로 사용하여

추출한 경우에는 추출이 이루어지지 않았다. 공용매의 영향에 의한

Fig. 2. Effect of the modifier on the recovery of genistein from S.

flavescens at 45 oC and 300 bar.

Table 1. Recovery of genistein grom from Sophora flavescens

P (bar) T (oC) Co-solvent
Concentration

(µg/20µl)

Recovery

(%)

200 45 Methanol (70%) 0.12 12.34

250 45 Methanol (70%) 0.17 17.42

300 45 Methanol (70%) 0.22 22.82

250 45 Methanol (22%) 0.12 12.34

250 45 Methanol (50%) 0.14 14.25

250 45 Methanol (70%) 0.17 17.42

300 35 Methanol (70%) 0.21 21.76

300 45 Methanol (70%) 0.22 22.82

300 55 Methanol (70%) 0.27 28.32

300 45 Pure CO
2

0.00 0.00

300 45 Methanol (70%) 0.22 22.82

300 45 Ethanol (70%) 0.12 12.67
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회수율의 변화를 Fig. 2에 나타내었다. 

3-3. 공용매 농도의 영향

온도와 압력을 각각 250 bar와 45 oC로 고정하고 22%, 50%,

70%의 순도를 갖는 메탄올 수용액을 공용매로 사용하여 추출실험을

수행하였다. 공용매의 유량은 1.0 ml/min으로 고정하였으며 용매의

주입시간은 추출시간과 동일한 165분으로 하였다. 22%, 50%, 70%

메탄올을 공용매의 경우 12.34%, 14.25%, 17.42%의 회수율을 보였

으며, 순도가 70%인 경우에서 가장 높은 회수율을 보였다. 공용매의

농도에 의한 의한 회수율의 변화를 Fig. 3에 그래프로 나타내었다.

추출대상 성분과 유사한 용해도 계수를 가질수록 추출능이 증가하

므로 공용매의 농도가 높을수록 초임계 용매의 용해도 계수가 추출

물질의 용해도 계수와 근접하여 추출효율이 높아졌을 것으로 생각

할 수 있다

3-4. 압력에 의한 영향

실험온도는 45 oC로 고정하였으며 압력은 각각 200 bar, 250 bar,

300 bar로 변화시켜가며 추출하였다 가장 높은 추출효율을 보인

70% 메탄올을 공용매로 사용하였으며, 공용매의 유량은 1.0 ml/min으

로 고정하고 용매의 주입시간은 추출시간과 동일한 165분으로 하

였다. 200 bar, 250 bar, 300 bar의 압력에서 추출한 genistein의 회

수율은 낮은 압력부터 각각 12.34%, 17.42%, 22.82%의 회수율이

측정되었으며 300 bar에서 가장 높은 회수율을 보였다. 압력에 의

한 회수율의 변화를 Fig. 4에 그래프로 나타내었다. 압력의 증가에

따른 초임계 유체의 밀도의 증가가 용해도의 증가를 유발하여 압력

이 높을수록 추출효율이 더 높아졌을 것으로 생각할 수 있다. 

3-5. 온도에 의한 영향

가장 높은 추출효율을 보인 순도 70% 메탄올을 공용매로 하여

일정한 압력에서 온도를 변화시켜 추출하였다. 공용매의 유량은

1.0 ml/min으로 고정하였으며 용매의 주입시간은 추출시간과 동일

한 165분으로 하였다. 실험압력은 300 bar로 고정하였고 온도는 각

각 35 oC, 45 oC, 55 oC로 변화시켜가며 추출하였다. 35 oC, 45 oC,

55 oC의 온도에서 추출한 genistein의 회수율은 낮은 압력부터 각각

21.76%, 22.82%, 28.32%의 회수율이 측정되었으며 55℃에서 가장

높은 회수율을 보였다. 추출온도의 경우에도 온도증가에 따른 초임

계 유체의 용해도의 증가로 인해 추출 효율도 높아졌을 것으로 생

각할 수 있다. 온도에 의한 회수율의 변화를 Fig. 5에 그래프로 나

타내었다. 

3-6. Genistein의 항산화 활성

공용매로 70% 메탄올과 70% 에탄올을 사용하여 300 bar에서 추

출한 시료와 50% 메탄올을 사용하여 용매 추출한 시료를 대상으로

하여 항산화 활성 실험을 수행하였다. 70% 메탄올을 사용한 시료는

35 oC, 45 oC, 55 oC에서 추출한 시료를 사용하였으며 70% 에탄올을

사용한 시료는 45 oC에서 추출한 시료를 사용하였다. 전자공여능은

대조군으로 시료 무첨가 용액을 사용하였으며 첨가군과 무첨가군의

흡광도 차이를 백분율(%)로 하여 나타내었다. 각각의 조건에서 측

정한 EDA를 Table 2에 나타내었으며 전자공여능을 측정한 추출시

료에서 모두 전자공여능 활성을 나타내었다. 용매추출과 비교하였을

Fig. 3. Effect of modifier (methanol) concentrations on the recovery

of genistein from S. flavescens. Operating conditions were

45 oC and 250 bar.

Table 2. Antioxidative activities of Sophora flavescens

Methods P (bar) T (oC) Co-solvent Recovery (%) EDA (%)

Supercritical fluid extraction

300 35 Methanol (70%) 21.76 37.46

300 45 Methanol (70%) 22.82 29.17

300 55 Methanol (70%) 28.32 41.53

300 45 Ethanol (70%) 12.67 31.07

Solvent extraction 29.74

Fig. 4. Effect of pressure on the recovery of genistein from S. flavescens.

Operating conditions were 45 oC with methanol (70%). 

Fig. 5. Effect of temperature on the recovery of genistein from S.

flavescens. Operating conditions were 300 bar with methanol

(70%). 
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때 초임계 유체를 이용한 추출방법을 사용한 시료가 상대적으로 높은

활성을 보이거나 비슷한 활성을 나타내었으며 절대값으로 0~10%의

전자공여능 활성도 차이를 나타내었다. 초임계 유체를 이용하여 추

출한 시료에서 70% 메탄올을 공용매로 사용하여 300 bar, 55 oC 조

건에서 추출한 시료가 41.53%의 가장 높은 활성을 보였으며, 회수

율 또한 가장 높은 28.32%를 나타내는 것으로 나타났다. 이 결과는

초임계 유체를 이용하여 추출한 대상물질이 더 양호한 약리적 특성

을 유지하는 것을 나타낸다[22]. 

4. 결 론

초임계 이산화탄소를 이용하여 고삼으로부터 유용성분인

genistein를 추출하였으며 공용매로는 에탄올과 메탄올 수용액을 사

용하였다. 본 연구를 통하여 다음과 같은 결론을 도출하였다.

(1) 순수한 초임계 이산화탄소만을 용매로 사용하여 추출을 하였을

경우에는 추출이 이루어지지 않았다. 그러나, 메탄올과 에탄올을

공용매를 사용한 경우 genistein 회수율은 각각 22.82%와 12.67%로서

메탄올이 에탄올보다 우수한 공용매 효과를 보였다. 

(2) 공용매인 메탄올의 순도가 증가함에 따라 높은 회수율을 보

였다. 이 결과는 공용매의 농도가 높을수록 초임계 용매의 용해도

계수가 추출물질의 용해도 계수와 근접하여 추출효율이 높아졌기

때문으로 생각할 수 있다. 

(3) 추출압력이 높을수록 추출효율도 증가하였으며, 이는 압력의

증가에 따른 초임계 유체의 밀도의 증가로 인하여 용해도가 증가했

기 때문으로 생각할 수 있다. 

(4) 온도의 경우에도 온도증가에 따른 초임계 유체의 용해도의

증가로 인해 추출 효율도 높아졌을 것으로 생각할 수 있다. 

(5) 모든 추출시료에서 전자공여능 활성을 나타내었으며, 특히

순도 70%의 메탄올을 공용매로 사용하여 300 bar, 55 oC 조건에서

추출한 시료가 41.53%의 가장 높은 활성을 보였다. 유기용매를 이

용한 추출의 경우에 비해 초임계 유체를 이용한 추출의 경우에 대

상물질의 약리적 특성이 더욱 잘 유지하는 것을 나타낸다.

종합하면, 이 연구의 범위에서는 초임계 이산화탄소를 이용한 고

삼으로부터 genistein의 추출에 대한 최적 온도와 압력은 각각 55 oC,

300 bar이었으며, 공용매는 순도 70% 메탄올이 가장 높은 추출효

율을 보였다. 
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