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ABSTRACT 

Research and development of functional cosmetics using natural resources are 

highly demanding in academics and industrial sectors due to increase in interest of 

skin health and personal beauty. Among various natural resources showing 

antioxidant activity, phenolic compounds (known as polyphenols) have been 

frequently utilized as cosmetic ingredients. Particularly, quercetin as a model 

polyphenol compound has been well known to be a strong antioxidant as well as 

anti-whitening agent in many literatures. Some researchers addressed that quercetin 

enhanced melanin biosynthesis and showed toxicity in skin cells and others did not. 

Therefore, an efficacy of quercetin for a cosmetic ingredient is still debating and 

the role of it needs to be further investigated by suitable materials and methods. 

In order to show whether quercetin is suitable as anti-melanogenic agent or not, 

firstly, the toxicity test of quercetin and its derivatives has been performed using 

various cell lines and zebrafish models before anti-melanogenesis study. The 

synthesis of quercetin derivatives was done to reduce toxicity of quercetin and to 

increase anti-melanogenesis activity. Several quercetin derivatives have been 

synthesized by SN2 reaction with quercetin and appropriate reagents, then their 

cytotoxicities and anti-melanogenesis activities were investigated. In addition to 

quercetin and its derivatives, a cyanidin-3-o-galactoside (C3G) in extracts of aronia 

berry (known as chokeberry) has been examined for its activity because of strong 

antioxidant activity and little literature of C3G. 
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In this study, some assays about cytotoxicity and anti-melanogenesis for 

quercetin, quercetin derivatives, aronia extracts, and C3G were done in B16F10 

melanoma cells with and without induction of melanin formation after α–

melanocyte stimulating hormone (MSH) treatment. Cytotoxic concentration levels 

of quercetin, quercetin derivatives, aronia extracts, and C3G were > 10 µM, > 50 

µg/mL, > 50 µg/mL, and > 50 µM, respectively. Importantly, mushroom inhibitory 

tyrosinase assay in in-vitro cell free system showed anti-melanogenic effect while 

in in-vitro B16F10 melanoma cell system it did not. 

Mortality rate (%) of quercetin in in-vivo zebrafish displayed about 8-12% in all 

conditions and tyrosinase activity increased with quercetin concentration. Moreover, 

melanin formation was promoted in 10-200 µmol/L range. Therefore, it is believed 

that quercetin is not a good whitening agent. Next, quercetin derivatives were 

successfully prepared using seven substrates. Among them, oleyl bromide-

substituted quercetin exhibited low cytotoxic concentration level at > 50 µM, 

which is five-fold less toxic compared to original quercetin. Expressions of 

tyrosinase, tyrosinase-related protein-1 (TRP-1) and TRP-2 were considered to be 

inhibited in in vitro B16F10 melanoma cells. 

Total polyphenol contents of aronia extracts were analyzed to be 115.23 mg/g as 

gallic acid equivalent. The total anthocyanin contents were measured to be 4.19 

mg/g as C3G equivalent. Antioxidant assay for DPPH and ABTS radical 

scavenging activity showed IC50 value of 9.63 µg/mL and 42.20 µg/mL, 
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respectively. While, IC50 value in ORAC assay was 140.25 µM TE/mL. The IC50 

values of SOD and catalase activity assay were 28.25 µg/mL and 25.52 µg/mL, 

respectively. Cytotoxic concentration level of aronia extracts in B16F10 melanoma 

cells was > 100 µg/mL and protein expression variations in tyrosinase and TRP-1 

were negligible but TRP-2 expression was moderately inhibited by the extracts. For 

C3G compound, cytotoxic concentration level of C3G was > 50 µM. Expression 

levels in tyrosinase, TRP-1 and TRP-2 were decreased which implies potential skin 

whitening agents. Mortality rate (%) of C3G in in vivo zebrafish was from 100 

µmol/L. At 30-100 µmol/L concentration range, the antioxidant activity levels were 

dose-dependently increased but it was gradually decreased again up to 200 µmol/L. 

For anti-melanogenesis assay using in vivo zebrafish model with C3G of 10-100 

µmol/L range, it showed skin whitening effect but at > 150 µmol/L, it did not show 

the effect.  

Based on the results from in vitro and in vivo assay using quercetin derivatives 

and C3G summary, these compounds could be used for potential skin-whitening 

agents in functional cosmetics. Purification and structure elucidation of the 

synthesized quercetin derivatives are under way and future clinical trials should be 

done to launch it in the market.  

Key words: Anti-melanogenesis, Anti-oxidant, Cyanidin-3-O-galactoside, 

Polyphenol, Quercetin, Quercetin Derivatives, Zebrafish 
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Chapter 1. Research background 

1.1. Research Objectives 

1.1.1. Cosmetic 

고대 인류사회에서부터 시작한 화장품 문화는 인간의 미적 욕구를 충족시키는 동

시에 신체적, 정신적인 안정에 기여해 왔으며, 인류의 역사와 함께 발전을 거듭해 

왔다. 인류가 최초로 사용한 화장품은 향료이며, 인류문명의 발전과 더불어 향료는 

각 나라의 지형, 기후조건, 생활방식의 차이에 따라 각기 다른 양상으로 발전해 오

고 있다. 화장품 산업은 기술 집약적인 고부가가치 산업으로써, 그 시대의 문화와 

트렌드를 반영한다. 화장품은 건강한 피부에 사용하는 제품으로서 피부에 대한 안

전성, 효능, 사용 편의성을 갖추어야 하며, 색채 효과에 의한 미적 기능, 피부의 청

결, 보호, 보습, 유연, 노화억제, 심리적 안정감 등도 함께 고려되어야 한다1
. 최근 

화장품의 사용 목적은 단순히 아름다움을 추구하는 것에 국한되지 않고 피부에 효

능을 부여하는 기능성 제품들에 초점이 맞추어져 있으며, 소비자의 요구에 따라 일

반적인 보습 기능보다는 피부의 문제를 개선 시킬 수 있는 기능성 제품들이 화장

품 산업의 주류를 이룬다. 또한 기능성 제품의 안전성에 대한 소비자의 요구의 증

대로 천연 및 유기농 화장품의 관심이 증대되고 있으며, 인체에 부작용이 없는 천

연 소재를 이용한 기능성 화장품의 연구 개발이 절실히 요구되고 있는 시점이다. 

현재 우리나라에서 정한 기능성 화장품(미백, 주름개선, 자외선) 중 피부 주름개선

이나 자외선 차단제의 연구와 제품개발은 국내외에서 활발하게 진행되고 있으나, 

기능성 화장품 중에서 제품의 수요가 가장 많은 피부 미백제에 대한 기술과 제품 

개발은 매우 미비한 실정이다. 국내에서 사용하고 있는 대표적 천연 미백 소재로는 

코직산(kojic acid), 알부틴(arbutin), 비타민C (ascorbic acid, vit C), 루시놀(rucinol)등이 

있으며, 식품의약품안전청에 고시된 미백기능 화장품의 원료는 닥나무 추출물, 

arbutin, 에틸아스코르빌에테르(ethyl ascorbyl ether), 유용성 감초 추출물이 있다2
. 이

러한 천연 미백소재의 제품화를 위해서는 멜라닌(melanin) 생성 억제 기능성 확인

과 메커니즘(mechanism) 규명이 필수적이며 이러한 과정을 통해서 기능성 화장품 

시장의 선점과 수익 창출 효과를 기대할 수 있다. 최근에는 기능성, 유기농 등과 
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같은 전형적인 웰빙(well-being) 소재를 비롯하여 누에 등의 곤충에서도 새로운 소

재들이 발굴되고 있으며, 기능성 화장품을 한 단계 더 발전시켜 코스메슈티컬

(cosmeceutical)이라 불리는 화장품 시장이 등장하였다3
. Cosmeceutical이라는 신조어

는 독일의 피부과학자 Dr. Kligman이 최초로 제안하였으며, 화장품(cosmetics)과 의

약품(pharmaceutical)의 합성어로 약용화장품을 의미한다4
. 현재 국내 cosmeceutical 

시장 규모(5000억원 대)는 화장품 시장(약 17조원)의 3% 수준이지만 성장 가능성은 

일반 기능성 화장품 시장보다 훨씬 더 높다는 평가를 받고 있으며, 세계 

cosmeceutical 시장은 일반 기능성 화장품 시장보다 2배 이상 빠르게 증가하고 있는 

추세이다5
. 이는 기능성 화장품의 일반적인 기능 이외에 치료 효과가 더해져 소비

자의 수요가 급증하는 것이며, 향후 우리나라 화장품 산업의 발전 방향성을 제시한

다. 현재 화장품 산업은 글로벌화의 가속으로 경쟁 환경은 하루가 다르게 변모하고 

있으며, 브랜드숍의 성장과 진동 화장품의 강세, 한류열풍으로 시작된 K-뷰티산업 

그리고 헬스, 뷰티 스토어 경쟁으로 이어지고 있다. 과거 한 두 가지의 성공적인 

제품으로 화장품 시장을 석권하면서 안주했던 화장품 기업들도 급속하게 변화하는 

화장품의 트렌드에 맞춰 천연소재를 기반으로 한 약용 화장품에 주력하고 있다. 이

렇듯 화장품은 사람의 피부를 건강하고 아름답게 가꾸는데 없어서는 안 될 존재가 

되었으며, 피부에 직접 적용하여 사용하는 것이기 때문에 무엇보다 원료의 안전성

이 중요하다고 할 수 있다. 화장품의 원료에서 문제가 생기는 경우는 원료자체가 

위험하거나, 원료 속의 불순물이 잔존하여 피부에 문제를 일으키는 경우, 또는 원

료를 만드는 과정에서 부산물이 생겨나거나 제품 내에서 원료들간의 상호작용으로 

유해한 물질이 형성 되는 경우이다. 천연물의 경우 많은 성분들이 복합되어 있기 

때문에 독성이 있을 수 있어 사용에 유의해야 하지만 방향족 화합물 같이 피부에 

유해한 화학적인 원료보다는 피부에 적용하였을 때 보다 안전한 천연물의 소재가 

화장품의 원료적인 측면에서 보다 바람직하다고 할 수 있다. 현재 우리나라의 천연 

화장품 및 기능성 화장품의 효능에 대한 소비자의 만족도는 그리 높지 않은 상태

이다. 따라서 소비자가 만족할만한 기능성 화장성품의 개발이 필요하며, 이를 위해

서는 피부 생리활성물질의 개발 및 이를 효과적으로 전달할 수 있는 적절하고 안

전한 제형이 개발이 수반 되어야 할 것이다. 기능성 화장품을 개발하기 위해서는 
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크게 두 가지 방향에서의 접근이 필요하다고 할 수 있다. 

첫째, 피부과학을 통한 생리적 mechanism에 관한 연구가 필수적이며, 둘째, 효능이 

한 단계 높은 새로운 소재의 개발이다. 이와 같은 방법에는 피부과학, 약학, 생명과

학 분야에서 이미 효능이 알려진 물질을 도입하는 방법과 천연물로부터 유용성분

을 추출, 정제하여 효능을 검증하는 방법, 완전히 새로운 신소재 개발 및 유도체의 

합성 등이 있다. 본 연구에서는 기능성 미백 화장품의 관한 최근의 연구 동향을 토

대로 최근 화장품 산업의 트렌드에 맞춰 피부에 안전하게 적용할 수 있는 천연 

polyphenol의 효능과 미백기전에 대한 메커니즘을 밝히고자 하였으며, polyphenol의 

유도체의 합성을 통해 항산화 활성 및 미백 기능을 검증하고 향후 천연 미백소재 

화장품 개발에 기초 자료로 사용하고자 한다. 

 

1.1.2. Anti-aging 

현재 인류는 과학의 진보와 함께 의학, 경제, 문화의 발달로 인해 평균 수명 100세 

이상의 고령화 시대에 접어들었다. 인간의 수명이 연장 됨에 따라 건강한 삶에 대

한 중요성과 더불어 젊고 아름다움 외모를 중요시 하는 경향이 증대되고 있다. 젊

음과 아름다움을 추구하는 anti-aging은 사회적 트렌드를 넘어 화장품 산업의 화두

로 떠오르고 있으며, 여기에 삶의 질 개선을 중시하는 정부의 정책과 바이오, 의료 

기술 혁신이 더해지면서 제품 및 서비스의 품질도 발전을 거듭하고 있다. Anti-aging

의 용어를 풀이해 보면 노화방지의 의미로써, 몸과 마음이 늙는 속도를 늦추어 준

다는 뜻이다. 노화는 나이가 들면서 신체의 구조와 기능이 점진적으로 저하되고 질

병과 사망에 대한 감수성이 급격히 증가하면서 쇠약해지는 과정이다6
. 노화를 설명

하는 많은 가설 중 가장 설득력 있는 가설은 Harman (1956)에 의해 제안된 이론이

며, free radical에 의한 연속적인 유해반응의 결과로 노화과정이 진행된다고 하는 가

설이다7
. 이후 reactive oxygen species (ROS)가 세포 구성 성분의 산화적 손상을 축적

시키는 원인임이 밝혀졌고, 이를 바탕으로 산화 스트레스 가설(oxidative stress theory)

이 제안되었다8
. 생체 내 산화적 스트레스는 ROS의 과도한 생리적 이용 가능성으

로 정의되며, 이는 인체의 활성산소 및 질소의 생성계와 제거계의 불균형의 결과로

써, 기능적 변화와 병리적 상태를 초래한다9
. 인체의 활성산소 및 질소의 생성계와 
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제거계의 균형이 주요한 역할을 하며, 이러한 균형을 깨뜨리는 주요 기전으로 노화

의 분자 염증 가설이 주목 받고 있다10
. 노화과정에서 세포 내 redox balance의 파괴

와 함께 여러 가지 요인에 의해 활성산소 및 질소가 축적되어 세포괴사나 조직파

손이 일어나고, redox-sensitive transcription factors의 활성화로 인해 수많은 pro-

inflammatory mediators (cytokines, chemokines, nuclear factor-kappa B (NF-κB), inducible 

nitric oxide synthase (iNOS))가 생성된다. ROS와 reactive nitrogen species (RNS)는 감염

이나 염증반응에서 이물질을 제거하는데 중요한 역할을 하지만 과다 생성되어 축

적되면 이들의 파괴적 성향으로 인해 염증과 활성산소 및 활성질소 생성이 지속적

으로 증폭되고, 세포의 항상성 유지에 문제를 일으켜, 노화 및 암, 심장혈관 질환, 

관절염, 퇴행성 신경 질환 등의 노인성 질환을 초래하게 된다11
. 이러한 노화 관련 

병리의 공통 요인으로, 특히 RNS와 ROS간의 상호작용이 여러 가지 병리적 현상을 

일으키는데 큰 영향을 미치는 것으로 알려져 최근 이들 RNS의 생리적 역할에 대

한 관심이 높아지고 있다. RNS에는 nitric oxide (NO), nitrogen dioxide (NO2), 

peroxynitrite (NO3
-
), alkyl peroxynitrite (ROONO) 등이 있으며, 특히 NO와 superoxide 

anion (O2
-
)과의 반응으로 생성되는 대사산물인 ONOO

-는 전구체보다 훨씬 강력한 

반응성으로 광범위한 생체 분자의 산화적 손상 및 mitochondria 손상을 야기 시킨다

12
. 따라서 강력한 ROS 및 RNS를 제거할 수 있는 항산화 방어 체계가 노화 및 노

화 관련 질환의 예방에 중요한 역할을 할 것이다. 또한 각종 질병 및 노화 등에 활

성산소 및 과산화물이 직접적인 원인으로 작용한다는 사실이 밝혀지면서 노화 억

제 및 질병과 관련된 항산화제에 대한 연구가 활발해지고 있다13
. 노화 방지에 효

과가 있는 물질 중 가장 대표적인 것은 vit E 및 vit C이며, 이들이 가지는 항산화 

활성으로 인해 여러 생물의 수명이 연장되었음이 밝혀졌다14
. 또한 polyphenol 화합

물이 천연 항산화제로 널리 알려져 다양한 식물을 대상으로 항산화 활성과 기능성 

소재로써의 활용에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다15
. 합성 알레르기를 비롯

하여 각종 질환을 일으킬 수 있는 합성 항산화 소재보다는 인체에 적용했을 때 보

다 안전하고 강한 활성을 지닌 신규 천연 항산화제의 개발에 대한 관심이 증가하

고 있다16
. 본 연구는 polyphenol 화합물 중 강력한 항산화제로 알려져 있으나 독성

으로 인해 논란의 중심에 있는 물질인 quercetin (3,5,7,3,4-pentahydroxyflavone)과 아
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직 검증이 되지 않은 cyanidin-3-o-galactoside (C3G)의 생리활성과 anti-aging 효과에 

대해 검증하고 mechanism을 밝히고자 하였다.
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1.1.3. Anti-oxidant 

Free radical은 생체 내에서 자연적으로 생성되거나, UV 조사, 흡연, 환경 오염 물질

을 비롯한 각종 화학물질의 노출에 의해 생성된다. 이러한 free radical은 노화 및 뇌

혈관 질환, 심혈관계 질환, 암과 같은 만성 질환의 원인이 되며, 피부의 노화를 가

져다 준다. 피부노화는 크게 내인성 노화와 외인성 노화로 나눌 수 있는데, 외인성 

노화 중 가장 큰 원인은 자외선의 과다노출이다17
. 자외선은 파장에 따라 UVC (200 

~ 280 nm), UVB (280 ~ 320nm), UVA (320 ~ 400 nm)로 나뉘어 지는데 UVC는 파장이 

짧아 대부분 오존층에 흡수되며, 주로 피부에는 UVB와 UVA가 직접적인 영향을 

준다. UVB의 경우 표피의 단백질 및 DNA 염기들이 UVB 파장 영역을 대부분 흡수

하기 때문에 표피의 손상을 일으키며, UVA의 경우는 장파장으로 표피에서 파장을 

거의 흡수하지 않기 때문에 진피까지 도달하여 피부손상과 함께 피부 색소침착을 

일으킨다18
. 이렇듯 피부가 자외선에 노출되면 생체 내 포르피린 (porphyrin), 리보플

라빈(riboflavin)에 의한 자외선의 흡수로 ROS가 생성된다. ROS는 일반적인 삼중항 

상태의 산소(
3
O2)보다 반응성이 커서 인체 내의 성분들을 산화시키는 물질로 일중

항산소(
1
O2), 과산화수소(H2O2)와 같은 비라디칼종과 수퍼옥사이드 라디칼(∙O2

-
), 하

이드록실 라디칼(∙OH)과 같은 산소 중심의 라디칼, 생체 성분과 ROS와의 반응에서 

유래된 과산화 라디칼(ROO∙), 알콕실 라디칼(RO∙), 히드로과산화물(ROOH) 등이 포

함된다. 이러한 ROS는 고에너지 복사선, 광증감 반응 및 효소 반응을 거쳐 생성되

어 피부 세포에 산화적 스트레스를 유발시키고 콜라겐 및 엘라스틴 분자의 절단 

및 손상을 일으켜 주름생성을 유도하며, DNA 손상 및 활성에 영향을 주어 melanin

세포의 증식과 melanin 합성을 증가시킨다19
. ROS로부터 산화적 손상을 방지하기 위

해 생체 방어기구로서 superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase 등의 

항산화 효소와 vit E, vit C, glutathione 등과 같은 항산화 물질이 존재하지만 피부는 

직접적인 환경요인들과 접촉하고 있기 때문에 산화적 스트레스에 항상 노출되어 

생체 내의 항산화성 방어망의 불균형이 일어나 과산화지질 및 산화 생성물이 축적

되고 피부노화가 촉진된다20
. 따라서 활성산소를 제거할 수 있는 항산화제를 사용

하면 피부 자체의 항산화 네트워크를 회복시켜 피부조직을 보호하고 색소침착과 

같은 피부노화를 늦출 수 있다. 피부에 각종 질환을 유발시킬 수 있다고 알려져 있
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는 합성 항산화제보다는 인체에 안전하고 항산화가 효과가 뛰어난 천연 항산화제

의 연구 개발이 절실히 요구되고 있는 시점이다. 현재까지 가장 널리 쓰이고 있는 

butylated hydroxyanisole (BHA)나 butylated hydroxytoluene (BHT)와 같은 합성 항산화제

는 vit E, vit C와 같은 천연 항산화제에 비해 저렴한 가격과 높은 항산화능 등의 장

점이 있지만, 발암성 등의 독성을 야기한다는 일부 연구 결과로 인해 천연 항산화

제에 대한 요구가 증대되고 있다. 천연 항산화제는 비타민(vitamin)류 외에 페놀성 

화합물(phenolic compounds)과 플라보노이드(flavonoids)를 포함한 식물체 유래 천연

물, 토코페놀(tocophenol)류 그리고 저분자 물질(micromolecules)인 향기 성분들을 포

함한다. 
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1.1.4. Anti-melanogenesis 

피부는 인체의 가장 외층에 위치하며 물리적인 장벽을 형성하여 물리적, 화학적, 

생물학적 자극으로부터 신체를 보호한다. Melanin은 동물의 피부나 눈에 존재 하는 

페놀류의 생물고분자 물질로 흑색 또는 갈색의 검은 색소와 단백질 복합체를 형성

하며 인종에 따라 eumelanin, pheomelanin, mixed melanin, neuromelanin의 4가지 형태를 

갖고 있다21
. Melanin은 피부 내 침투한 일정량의 ultra violet (UV)을 흡수하여 유해한 

자외선이 피부 내부로 침투되는 것을 차단하여 인체를 보호한다22
. 동·식물, 미생물 

등의 생육이나 발달에 필수적이지 않지만, 환경 적응에 대한 경쟁력과 생존력을 높

여주는 역할을 한다. 또한 melanin은 아민, 금속이온 등과 같은 세포 독성물질에 대

한 제거제로 작용하며, 세포를 보호하는 작용을 하는 것으로 알려져 있다23
. 최근 

오존층이 파괴되고 지표면에 도달하는 자외선(UVB)량이 증가함에 따라 피부에 침

투하여 피부의 노화나, 피부암 등의 원인이 되고 있으며, 이와 함께 melanin 색소가 

침착 되어 기미, 주근깨와 같은 피부 질환이 증가하고 있다. 또한 자외선에 노출됨

으로써, ROS가 생성되며, 이와 함께 광산화적인 손상을 입게 된다24
. ROS는 생체세

포에서 정상적인 세포 작용 혹은 성장 조절 및 세포 사이의 신호와 관련된 작용이 

이루어지는 동안에 효소 반응의 중간 생성물로써, 지속적으로 형성된다25
. 자외선에 

의해 증가된 ROS는 cytokines 성장 인자 및 다른 염증성 인자의 생성을 촉진시켜 

섬유아세포(fibroblast cell)를 자극하여 melanin 생성을 증가시키고, 이와 같이 생성된 

melanin의 생성량과 분포도가 피부의 색을 결정하는 주요 요인이 된다26
. Melanin은 

표피 기저층에 존재하는 색소세포(melanocyte)안에 존재하는 melanosome에서 알칼리 

난용성인 흑색의 eumelanin과 알칼리 가용성인 적색의 pheomelanin의 혼합물로 생합

성 된다. UV에 의해 항진된 melanocyte는 유사분열이 촉진되어 활성화 상태가 되며, 

활성화가 상태의 melanocyte에서는 tyrosinase의 합성이 촉진되고 melanin의 생성이 

항진되어 수지상 돌기를 통해 표피세포(epidermal cell) 쪽으로 이동하게 된다. 

Epidermal cell에 이동되어 melanin이 피부 표피에 누적되어 있는 상태를 

hyperpigmentation이라고 한다.  

Melanin의 생합성은 melanocyte의 소기관인 melanosome에서 cascade반응으로 일어나

며, tyrosine을 기질로 한다. Melanosome은 melanocyte의 수지상 돌기를 통해 각질형
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성세포(keratinocyte)로 수송되어 각화과정에 의해 피부 외층으로 이동하게 된다27
. 

Melanin 형성의 주효소인 tyrosinase는 rate-limiting step인 tyrosine에서 L-3,4-

dihydroxyphenylamine (DOPA)로의 전환과 이후 DOPA quinone으로의 전환을 매개한

다28
. Melanosome은 melanocyte의 수상돌기를 통해 주변에 위치한 keratinocyte로 이

동하게 되므로 melanocyte와 keratinocyte 같은 melanin unit을 갖게 된다29
. Melanin은 

생체 내 cysteine 과 glutathione이 존재할 때 효소의 작용에 따라 eumelanin과 

pheomelanin으로 분류되며, 이들의 형성 비율에 따라 피부, 눈동자, 머리카락 등의 

색이 결정된다30
. Tyrosinase는 L-tyrosine에서 DOPA로의 전환과 이후 L-DOPA를 산화

시켜 DOPA quinone을 거쳐, DOPA chrome으로 hydroxylation 되는 것을 매개한다31
. 

산소가 존재할 때는 DOPA chrome이 decarboxylation 되어 5,6-dihyroxyindole (DHI)이 

되며 빠르게 oxidation되어 indole-5,6-quinone이 된 후 eumelanin이 형성된다32
. 

Eumelanin 형성과 함께 pheomelanin 합성도 이루어진다. Pheomelanin은 glutathione 또

는 cysteine이 DOPA quinone과 결합하여 alanyl-hydroxyl-benzothiazine subunit을 형성하

여 합성된다33
. Melanin 생합성에 관한 메커니즘은 Fig. 1에 나타내었다. 또한 피부암

을 연구하는 기존의 연구에서 DOPA chrome 이 DHI로 전환되는 경로 외에 5,7-

dihydroxyindole carboxylic acid (DHICA)로 전환 되는 새로운 경로가 존재한다는 사실

이 밝혀졌다34
. DOPA chrome에서 DHICA를 거쳐 melanin을 합성하는 경로는 세포가 

독성이 있는 생성 중간 대사물질로부터 자신을 보호하기 위한 파생 경로로 추정되

고 있다35
. Melanosome 내에서 일어나는 일련의 melanin 합성 과정에는 적어도 3개

의 효소가 관여하는데, tyrosinase, tyrosinase-related protein 1 (TRP-1), tyrosinase-related 

protein 2 (TRP-2)가 이에 해당한다. 이 중 tyrosinase는 rate-limiting step에 관여하며 가

장 핵심이 되는 효소이다36
. Tyrosinase는 melanogenesis의 속도결정 단계인 초기 반

응에 관여하는 효소로 생합성 경로에서 서로 다른 세 반응을 촉매한다. Tyrosine에

서 DOPA로의 hydroxylation, DOPA에서 DOPA quinone으로의 산화반응, DHI의 탈수화 

반응이 이에 해당한다. DOPA는 첫 번째와 세 번째 반응에서 cofactor로 작용한다37
. 

DOPA와 tyrosinase의 정확한 상호작용 부위는 밝혀져 있지 않으나, in vitro kinetic 연

구들에 의하면 서로 다른 두 개의 binding site가 있는 것으로 알려져 있다. 

Tyrosinase에 cofactor가 결합하게 되면 tyrosinase의 conformation 변화를 유도해 결국
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에는 기질에 대한 효소의 친화력을 증가시킨다38
. Tyrosinase의 활성을 위해서는 촉

매 활성 자리에 있는 histidine 잔기에 2개의 구리 이온이 결합하여야 한다39
. 또한 

Tyrosinase는 type I membrane glycoprotein으로서 사람은 7개의 glycosylation site를 가

지고 있다40
. Glycoprotein을 생성하는 glycosylation 과정은 asparagine의 side chain에 

있는 NH2기
41에 당을 붙이는 N-linked glycosylation 과정과 serine이나 threonine의 

side chain에 있는 OH기에 당을 붙이는 o-linked glycosylation 과정으로 나뉘는데42
, 

이중 tyrosinase는 N-linked glycosylation 과정에 의해 만들어진다. 단백질의 N-linked 

glycosylation은 endoplasmic reticulum (ER)에서 단백질 합성 번역과 함께 일어나며, 

glycan unit의 절반은 ER막의 바깥인 세포질 안쪽에서 만들어지고, 이후 나머지 절

반은 ER 내에서 만들어져 단백질로 전이된다43
. ER에서 이런 합성 과정은 

oligosaccharide의 말단 끝에 존재하는 mannose에서 3개의 glucose를 α-glucosidase I과 

II가 끊어줌으로써 시작되게 된다. Tyrosinase의 glucose trimming 과정은 

castanospermine (CS) 또는 deoxynojirimycin (DNJ), N-butyl-deoxynojirimycin (NBDNJ)과 

같은 α-glucosidase에 의해서 저해된다. 이때 tyrosinase가 급속하게 folding 되어 

copper가 없는 불활성화된 형태가 생성되어 melanosome으로 이동하게 된다40
. 이와 

같이 α-glucosidase는 결과적으로 melanin의 합성을 저해한다고 알려져 있으며, 현재 

미백제로 가장 많이 사용되는 L-tyrosine의 저해제는 arbutin이다44
. 또한 kojic acid는 

tyrosinase 활성 부위의 copper를 chelating하여 tyrosine에서 DOPA로 그리고 DOPA에

서 DOPA quinone으로 진행되는 과정을 저해한다는 것이 보고되었다45
. 최근 melanin 

색소침착을 억제하기 위해 melanin 생합성의 속도결정 단계에 관여하는 tyrosinase 

저해제들이 연구되고 있는데 현재 미백 화장품으로 사용되는 tyrosinase 저해제들은 

하이드로퀴논(hydroquinone), 코직산(kojic acid), 알부틴(arbutin), 아젤릭산(azelaic acid), 

아스코르빈산(ascorbic acid; vit C), BHT (dibutylated hydroxytoluene) 등이다. 그러나 이

와 같은 합성 미백제는 가격도 저렴하고 우수한 항산화 효과를 나타내지만 과다 

사용시 질병을 유발하는 등 안전성에 문제점이 있는 것으로 보고되고 있어 사용량

을 규제하고 있다46
. 이에 따라 피부에 적용 했을 때 세포독성이 낮고 melanin 생합

성 저해활성이 높은 항산화제 및 피부 미백제의 소재 개발에 관한 연구가 활발하

게 진행되고 있다. 본 연구에서는 기존의 연구에서 미백 기능에 대해 논란이 제기
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된 quercetin의 미백기능을 규명하고 현재까지 미백 활성이 보고되어 있지 않은 

C3G의 in vivo, in vitro 실험을 통해 미백활성에 대한 메커니즘을 밝히고 새로운 미

백 소재로써의 가능성에 대해 조사하였다.  

 

1.1.5. Whitening cosmetic 

미백 화장품이란 피부의 과도한 melanin 색소의 침착을 방지하거나 피부에 이미 침

착되어 검게 변한 피부의 색을 옅게 하고, 기미나 주근깨와 같은 피부 질환 생성을 

억제 함으로써 피부의 미백에 도움을 줄 수 있는 기능성 화장품을 말한다2, 47
. 현재 

미백 제품을 개발하기 위해서는 고시 원료 제품에 적용하거나 새로운 미백 원료를 

개발하여 제품에 적용하여 식약처의 인증을 거쳐야 미백 기능성 화장품이라 표기

할 수 있다. 식약처 인증 미백 기능성 원료는 닥나무 추출물 2%, arbutin 2%, ethyl 

ascorbyl ether 2%, 유용성 감초 추출물 2% 등이 있다. Melanin 합성에 가장 큰 영향

을 주는 것은 UV이며, 그 외에 신체 내/외부적인 요인으로 발생하는 melanin 세포

자극호르몬(melanocyte stimulating hormone, MSH)이 있으며, 갑상선 호르몬과 같은 기

타 호르몬, 유전적인 소인, 환경요인, 식품, 의약품에 의해서도 발생한다48
. Melanin

은 외부적으로 UV에 대해 방어역할을 하며, 인체 내에서는 아민, 유리기, 금속이온

에 의해 발생하는 독성 물질에 대해 세포를 보호하는 기능을 갖고 있다. 그러나 과

잉 생산이 되면, 기미, 주근깨 등의 색소 침착 등의 심미적인 문제와 더불어 피부 

노화를 촉진하며, 피부암을 유발하기도 한다. 

미백화장품을 크게 두 가지의 범주로 구분해 보면 melanin의 색소 침착을 미리 예

방하여 색소 침착을 방지하는 것과, 이미 생성된 melanin을 환원시키는 것이다. 첫

째, tyrosinase의 활성 억제, 둘째, melanin 생성 억제 및 melanin 생성 관련 유전자 억

제, 셋째, 생성된 melanin 배출 촉진, 넷째 melanocyte와 keratinocyte의 커뮤니케이션 

억제 등이다49
. 지금까지 미백제의 기능은 melanin 생성 초기단계에서 tyrosinase 활

성 억제와 melanin 배출 촉진을 위한 각질제거가 주류를 이루었다. 그러나 최근에

는 미백 효과를 극대화 시키기 위해 여러 가지 상호보완적인 방법을 사용하는 추

세이다. 그러나 기존 연구들은 대부분 melanin 생합성의 주요 효소인 tyrosinase의 

저해능을 평가하는 방법과 melanoma cell을 이용한 melanin 합성 평가에 대한 in 
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vitro 실험이 의존해 왔으며, 미백효과 검증에 반듯이 필요한 in vivo 실험은 미흡한 

편이다. 최근 미용분야의 동물 실험의 제한에 따라 기존의 동물 실험법을 대체할만

한 방법들의 요구가 증대되고 있다. 제브라피쉬(Zebrafish)는 투명한 피부를 통해 색

소 생성 여부가 관찰되며, 배아 발생과정에서 일어나는 cellular process의 변화를 외

부에서 직접 관찰할 수 있으며, 배아 발생 후 48시간 내에 실험 결과를 확인할 수 

있다. 따라서 본 실험에서는 새로운 미백제 탐색 방법으로 zebrafish 모델을 이용한 

색소 침착 저해능을 검증하고자 하였다.



13 

 

 

Fig. 1. Mechanism of melanogenesis. 
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Fig. 2. Schematic representation of melanin synthetic pathways. 
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Fig. 3. Known natural (A), synthetic (B), and new natural compounds (C). 
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Fig. 4. Signal transduction pathway of melanin formulation. 
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1.2. Polyphenol 

최근 과일이나 채소에 함유 되어있는 polyphenol 화합물이 사람이나 동물에게 건강

을 증진(health promoting functions)시키는 효과가 있음이 밝혀지고 있다. Polyphenol은 

활성산소를 제거하고 지질과산화에 의한 생체의 순환기능 장애와 노화 등을 억제

하는 항산화 기능을 가지고 있으므로 각종 질환의 예방과 치료에 이용되고 있으며, 

최근 역학 조사의 결과에서는 과일이나 야채를 많이 섭취하는 사람일수록 심혈관

계질환이나 암의 발생율 및 순환기계의 질환이 감소한다는 것이 알려졌다50
. 

Polyphenol은 산화적 DNA 손상, 비정상적 세포증식, 세포의 돌연변이, 세포간 정보

전달 등을 억제하고 발암과 관련된 과정에서 항암효과를 가지며 단백질과 결합하

여 신체 대사에 관여하는 효소활성을 변화시키거나 화학물질의 독성 제거를 위한 

유전자 발현을 촉진시키는 작용을 한다51
. Polyphenol은 화학적으로 benzene ring에 

hydroxyl group을 한 개 또는 그 이상 가진 화합물로써, 페놀성 고리 및 다른 구조

적 요소의 개수에 따라 여러 가지로 나눌 수 있는데 탄소 골격에 따라 flavonoid, 

phenolic acid, stilbene, 그리고 lignan으로 나누어진다52
. Polyphenol은 현재까지 8000개 

이상의 구조가 알려져 있으며, 중합체 및 올리고머 등으로 중합이 되는데, 이 때 

flavonoid의 올리고머 형태는 ‘tannin’ 이라고 부르고 중합된 tannin (proanthocyanidins 

또는 procyanidins)과 가수분해 가능한 tannin으로 분류된다51, 53
. Polyphenol에 존재하

는 다수의 OH기는 여러 화합물과 쉽게 결합하는 특성을 가지고 있어 항산화 효과 

및 항암, 항염 효과가 뛰어나다51, 54
. Flavonoid는 polyphenol에 속하는 성분으로, 

flavonoid의 C6-C3-C6를 기본 골격으로 하며 노란색 내지는 담황색을 나타내는 페

놀계 화합물의 총칭으로 polyphenol과 같이 채소류와 식물의 잎, 꽃, 과실, 줄기 및 

뿌리 등 거의 모든 부위에 함유되어 있을 뿐 아니라 곡물, 과실류 등에도 풍부하게 

함유되어 있는 것으로 알려져 있다55
. Flavonoid는 ROS를 효과적으로 제거하여 항산

화능이 높다고 알려져 있으며 polyphenol과 마찬가지로 항바이러스, 항염증, 항암 

효과가 있는 것으로 알려져 있다56
. 최근 polyphenol, flavonoid가 가지는 다양한 생리

활성 기능을 확인하고 식품 및 화장품 등 새로운 천연 소재의 자원을 발굴하고자 

다양한 식물자원의 polyphenol과 flavonoid의 함량 분석 및 그 효능에 대한 연구가 

활발하게 진행되고 있다57
. 
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1.2.1. Flavonoids 

Flavonoid 생합성은 식물 이차대사의 산물이며 현재까지 약 4,500종류 이상의 서로 

다른 flavonoid계 화합물이 분리되었다58
. 식물의 잎, 줄기, 열매, 뿌리, 종자, 꽃 등 

모든 부위에 분포하는 것으로 알려졌으며, 생장과 발육, 미생물과 해충에 대한 방

어, 인간에 대한 약리적 효과 (항균, 항바이러스, 항알레르기, 항염증), 강력한 항산

화 활성 등으로 인체에 무척 유익한 물질로 알려져 있다59
. Phenylpropanoid 유래의 

pcoumaroyl-CoA와 acetate 유래의 malonyl-CoA 세 분자를 전구물질로 하여 합성되며 

구조적 특징으로 C6-C3-C6의 골격상을 가진다60
. Pyran과 관련된 2개의 phenyl 환을 

각각 환 A와 B로 표시하는데, 주로 여러 당류와 ether 결합에 의한 배당체의 형태

로 존재하는 경우가 많다60-61
. 고등식물의 flavonoid는 6가지의 주요 subgroup, 

chalcone, flavone, flavanol, flavan 3,4-diol(leucoanthocyanidin), proanthocyanidin으로 구분

되며, 넓은 의미로는 anthocyanin도 포함한다. 일반적으로 자외선 쪽의 흡수파장을 

가지므로 무색으로 나타나지만, flavone과 flavonol은 2, 3 탄소위치에 2중 결합이 있

어 노란색을 나타낸다.현재까지 가장 광범위하게 연구되어 온 이차대사 분야 중 하

나인 flavonoid는 다양한 분포와 기능에 대한 많은 정보가 밝혀져 있으므로, 앞으로 

분자생물학적 수준의 화학, 유전학, 효소학 연구를 위한 모델로서 주목 받고 있다45, 

62
. 식물의 다양한 부위에 존재하는 flavonoid는 식물의 정상적인 성장, 분화뿐만 아

니라 착색에 관여하기도 하며 식물의 생화학, 물리, 생태에 있어서 많은 기능을 한

다. 즉, UV에 대한 방어, 병원 미생물 또는 해충에 대한 회피, 화분 임성과 발아유

전자의 활성화 그리고 식물 생장과 효소활성을 조절하는 기능을 가진다63
. 또한 식

물의 착색은 꽃가루 수분과 종자의 전파를 위하여 유리할 뿐만 아니라, 인간에게 

미적인 가치를 부여하기도 한다. 더불어 다양한 식물 유래의 flavonoid 대사 구조 

유전자와 조절 유전자들이 밝혀져 화훼산업, 특히 작물의 영양분 증대 등 대사공학

적인 측면에서도 매우 다양한 연구가 이루어지고 있다45, 58, 61
. 

 

1.2.2. Physiological function of flavonoid  

Flavonoid 생합성 경로는 여러 대사물질들, 즉 chalcone, flavonone, isoflavonoid, 
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flavone, flavonol, leucoanthocyanidin (flavan-3,4-diol), catechin, anthocyanin 등으로 이루어

져 있다(Fig. 1). 꽃이나 과실의 착색은 pelargonidin-3-o-glucoside (오렌지색, 분홍색, 

빨간색), cyanidin 3-o-glucoside (자홍색, 진홍색), 그리고 delphinidin-3-o-glucoside (자주

색, 푸른색) 등 액포에 집적되는데 기인하며 flavonoid (flavonol, flavone, chalcone, 

aurone)도 색깔을 결정하는데 영향을 미치게 된다64
. 따라서 flavonoid 생합성 관련 

효소들이나 유전자를 조작하는 연구들이 주로 폐튜니아 (Petunia hybrida)의 착색 조

절 연구를 중심으로 이루어져 왔으며 또한 다양한 flavonoid가 건강보호 및 약리적 

이용 측면에서도 광범위하게 연구되어 그 효과가 규명되고 있다65
. 합성의 첫 단계

로서 chalcone synthase (CHS)에 의하여 acetate 유래의 malonyl-CoA 세 분자와 

phenylpropanoid 유래의 p-coumaroyl-CoA 한 분자로부터 한 분자의 

tetrahydroxychalcone이 생성된다. 약 42 kDa의 dimeric polyketidesynthase인 CHS는 

cofactor를 필요로 하지 않으며, 동일한 작용을 하는 NADPH 의존형 reductase에 의

하여 6-deoxychalcone (isoliquiritigenin)이 생성되기도 한다66
. 이들 2종류의 chalcone은 

종에 따라서 aurones (flavonoids subclass)으로 전환되기도 한다. 또한 stilbene synthase 

(STS)에 의하여 pcoumaroyl-CoA와 malonyl-CoA로부터 stilbene (resveratrol)이 합성되

는데, 주로 포도(Vitis vinifera), 땅콩(Arachis hypogaea), 소나무(Pinus sylvestris) 등에 

존재하며 심장병을 감소시키는 효과가 보고되고 있다67
. 노란색의 

tetrahydroxychalcone은 chalcone isomerase (CHI)에 의한 입체 특이적인 ring closure 

isomerization 단계를 거쳐 무색의 naringenin이 되는데 일부는 liquiritigenin이 되기도 

한다. Flavone은 두과 작물과 근류 박테리아 간의 상호관계에서 질소 고정을 촉진시

키는 역할을 수행하는 것으로 알려져 있으며, 그 중 포도 유래의 naringenin은 면역

기능을 증가시키는 효과가 보고되었다68
. 이들 flavanones (naringenin, eridiotyol, 

pentahydroxy flavanone)는 C-2-C-3 이중결합으로 flavones (apigenin, leuteolin, tricetin)와 

flavonols (kaempferol, quercetin, myricetin) 그리고 3-위치의 hydroxylation으로 

dihydroflavonols (dihydrokaempferol, dihydroquercetin, dihydromyricetin)이 된다. 

Naringenin은 flavone synthase (FNS)에 의하여 C-2/C-3 위치에서 dehydration되어 

apigenin (flavones)이 되는데, 종에 따라 다양한 효소 형태를 가진다69
. 즉, 파슬리 

(Petroselinum crispum) 세포 배양에서는 α-ketoglutarate-dependent dioxygenase (FNS I)에 
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의해 flavone 형성이 촉매 되나 Antirrhinum 꽃에서는 NADPH-dependent FNS II에 의

하여 촉매 된다. 또한 naringenin은 반드시 Fe
2+를 필요로 하는 α-ketoglutarate-

dependent dioxygenase인 flavanone 3-hydroxylase (F3H)에 의하여 stereospecific 3-

hydroxylation (또는 3 -́hydroxylated analog)되어 dihydrokaempferol (dihydroflavonol)을 

형성한다. dihydrokaempferol은 flavonoid 3 -́hydroxylase (F3 H́)에 의하여 

dihydroquercetin이 되거나 flavonoid 3 ,́ 5 -́hydroxylase (F3 5́ H́)에 의하여 

dihydromyricetin이 된다70
. Dihydroquercetin은 F3 5́ H́에 의하여 dihydromyricetin이 되

기도 한다. 최근 암예방을 위하여 주목 받고 있는 isoflavonoid 합성은 isoflavone 

synthase (IFS)에 의해 flavanone (naringenin, liquiritigenin)에서 C-2에서 C-3로의 aryl 이

동 및 hydroxylation이 촉매 되어 2-hydroxyisoflavanones (2-HIS)이 합성된 후, 2-

hydroxyisoflavanone dehydratase (IFD)에 의하여 dehydration 되어 genistein과 diadzein이 

합성된다71
. Naringenin은 NADPH-dependent cytochrome P450 monooxygenase와 관련 있

는 특정 hydroxylation으로 직접 dihydroquercetin이 된 후, α-ketoglutarate-dependent 

dioxygenase인 flavonol synthase (FLS)에 의한 C-2-C-3 이중 결합의 형성으로 quercetin 

(flavonol)이 되며, 적포도주 내 quercetin의 항혈전 효과가 보고된 바 있다69, 72
 .또한 

dihydroquercetin은 NADPH-dependent dihydroflavonol reductase (DFR)에 의하여 환원되

어 leucocyanidin (flavan-3, 4-diol 또는 leucoanthocyanidin)이 된다. Leucoanthocyanidin은 

종 또는 조직 특이적인 효소적 전환을 거쳐 구조적으로 다양한 flavonoid를 만든다. 

꽃잎에서 무색의 leucoanthocyanidin (leucopelargonidin, leucocyanidin, leucodelphinidin)은 

α-ketoglutarate-dependent dioxygenase인 anthocyanidin synthase (ANS)에 의하여 

anthocyanin (cyanidin, pelargonidin, delphinidin)이 된 후 UDP-glucose-flavonoid 3-o-

glucosyltransferase (FGT)에 의하여 적색, 자색, 청색 등의 색을 띄는 anthocyanin 

(cyanidin 3-o-glucoside, pelargonidin-3-o-glucoside, delphinidin-3-o-glucoside)이 합성된다. 

이때 B 환의 hydroxylation 형태에 의하여 anthocyanin 종류가 결정되며, 4번 위치에 

hydroxyl 기를 가지는 자색 또는 적색의 cyanidin을 기본 색소로 두 개의 가변적 위

치에서의 hydroxylation에 따라서 빨간색 및 오렌지색의 pelargonidin 색소 또는 자주

색 및 파란색의 delphinidin 색소가 합성된다73
. 또한 leucoanthocyanidins은 

leucoanthocyanidin reductase (LCR)에 의하여 catechin이 되며, catechin은 항암효과, 면
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역력증가, 항혈전, 항뇌졸증, 항산화 등 다양한 기능이 규명되었다74
. 

 

1.2.3. Quercetin 

Flavonoid류 물질 중 quercetin은 식물성 식품에 존재하는 양과 섭취되는 양으로 볼 

때 flavonoid의 대표적 물질이라고 할 수 있다75
. Quercetin은 주요 flavonol 의 일종으

로 4,000종에 가까운 flavonoid 중의 하나이며, 적포도주나 양파, 녹차, 사과, 베리, 

은행잎, 브로콜리 등의 식품에 풍부하다59, 76
. 이와 같은 식품군 중에서 quercetin이 

가장 함유되어 있는 것은 양파이며, 특히 양파껍질에 다량 함유되어 있다77
. 양파에 

존재하는 flavonoid는 크게 anthocyanin과 flavonol로 나뉘는데, anthocyanin은 적색 양

파의 주요 색소이며 total flavonoid의 10% (39~240 mg/kg FW.)를 차지한다78
. 또한 적

색 양파껍질의 anthocyanin은 α-tocopherol 보다 lipid peroxidation 저해에 효과적인 것

이 밝혀졌으며, flavonol은 황색 양파의 껍질의 주요 색소이며 25개 이상의 다른 종

류의 flavonol이 양파에서 동정되었다79
. 양파의 건물 중 약 80% 가량이 fructan, 

glucose, fructose 및 sucrose 등의 당으로 구성되어 있으며, fructan이라고 불리는 

fructooligo saccharides가 양파의 주요 탄수화물이다80
. 양파의 대표 유기산은 glutamic 

acid (325 mg/100 g)이며, 그 외에도 citric acid (48.5 mg/100 g)와 malic acid (43.6 mg/100 

g) 등이 보고 되었다81
. Quercetin은 식물 내에, 주로 당과 결합하여 quercetin 

glucoside 형태로 많이 존재하고, quercetin-4′-glucoside와 quercetin-3,4′-diglucoside가 전

체 flavonoid의 80%정도를 차지한다82
. Quercetin은 in vivo 및 in vitro 연구에서 다양

한 약리 효과가 증명되었으며, 대표적인 기능으로는 free radical을 소거하여 tert-

butyl hydroperoxide와 같은 유해물질에 의해 발생하는 돌연변이를 억제하는 기전이 

보고 되었다83
. 또한 quercetin은 강력한 항산화제로 직접 free radical을 제거하고, 

xanthine oxidase와 lipid peroxidation을 억제하여 항산화 방어 체계를 향상시킨다고 

알려져 있다84
. 이러한 효과와 효능에 의거해 많은 나라에서 quercetin을 혈관 보호

제 및 종합비타민제와 한약의 재료로 사용하고 있으나 체내 흡수율에 대한 보고는 

정확하게 규명된 바가 없다. 피부 미백에 관한 연구로는 tyrosinase 저해활성 실험과 

elastase 활성 저해작용, lipase 활성 저해작용, 피지선으로부터의 피지분비 조절작용 

등 다양한 생리활성을 비롯하여, 높은 수준의 항산화 및 melanin 생합성 저해능이 
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보고 되었으나, 기존의 연구에서 quercetin은 100 μg/ml 낮은 농도에서도 cell toxicity 

가 있음이 밝혀져 높은 항산화능이 있음에도 불구하고 기능성 소재로써, 제품의 안

정성에 대한 부분에 문제가 있다고 할 수 있다. 또한 기존의 연구에서 항산화능에 

대해 일치하는 보고가 많으나, 피부 미백 기능에 대한 연구에서는 찬, 반 논란의 

여지가 있으며, 현재 동물 모델을 이용한 in vivo 실험이나 clinical trial에서 피부 미

백 기능에 대한 연구는 조사된 바가 없다. 따라서, 본 연구에서는 논란의 중심에 

있는 quercetin의 항산화능과 피부미백기능과 독성에 대한 최소 농도 범위를 평가하

고 in vivo 실험을 통해 피부 친화적이고 안정적인 피부 미백 소재로써의 가능성에 

대해 조사 하였다.  

 

1.2.4. Anthocyanin 

안토시아닌(Anthocyanin)은 꽃이나 과일 등 식물이 갖고 있는 빨간색, 보라색, 파란

색등의 색소를 말하며, 수소 이온 농도에 따라 각각 다른 색깔을 띄게 된다85
. 현재

까지 수천의 식물 종으로부터 약 4,500종류 이상의 서로 다른 flavonoid계 phenol화

합물이 분리되어 왔으며, 식물의 생장과 발육, 미생물과 해충에 대한 방어, 인간에 

대한 약리적 효과 (항균, 항바이러스, 항알레르기, 항염증), 강력한 항산화 활성이 

알려져 있다60-61, 86
. Phenylpropanoid 유래의 pcoumaroyl-CoA와 acetate 유래의 malonyl-

CoA 세 분자를 전구물질로 하여 합성되며 구조적 특징으로 C6-C3-C6의 골격상을 

가진다. Pyran과 관련된 2개의 phenyl 환을 각각 환 A와 B로 표시하는데, 주로 여러 

당류와 ether 결합에 의한 배당체의 형태로 존재하는 경우가 많다. 고등식물의 

flavonoid들은 6가지의 주요 subgroup, 즉, chalcone, flavone, flavanol, flavan 3,4-diol 

(leucoanthocyanidin), proanthocyanidin으로 구분되며, 넓은 의미로는 anthocyanin도 포

함한다87
. 일반적으로 자외선 쪽의 흡수파장을 가지므로 무색으로 나타나지만, 

flavone과 flavonol은 2, 3탄소위치에 2중 결합이 있어 노란색을 나타낸다. 현재까지 

가장 광범위하게 연구되어 온 이차대사 분야 중하나인 flavonoid는 다양한 분포와 

기능에 대한 많은 정보가 밝혀져 있어 화학, 유전학, 효소학 연구를 위한 모델로서 

주목 받고 있다. Anthocyanin의 대표적인 색소인 cyanidin 3-o-glucoside는 산화적인 스

트레스에 강한 것으로 보고됨에 따라 항산화, 항암 및 항염증과 관련된 연구가 활
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발히 진행되고 있다88
. 이와 같이 anthocyanin은 구조에 결합에 따라 여러 가지 형태

로 나뉘어지며, 강한 자외선, 저온, 고습 등의 가혹 조건 에서 고농도의 anthocyanin

을 생성하게 되는데, 식물이 강한 자외선에 노출되면 세포핵의 DNA가 파괴되므로 

식물표면 또는 중간층에 자외선 흡수 물질인 anthocyanin을 생성시켜 스스로 보호

하는 자기 방어 시스템 (self-dependence system)을 갖춰야 하기 때문이다.  

 

1.2.5. Cyanidin-3-o-galactoside (C3G) 

각종 과일과 채소에 함유된 anthocyanin 색소 중 이미 알려져 있는 3가지 색소는 

delphinidin-3-o-glucoside, cyanidin 3-o-glucoside 및 petunidin-3-o-glucoside 성분이다89
. 

이와 같은 3가지 성분은 전체 anthocyanin 성분의 93~95%의 비율을 차지하고 있으

며, delphinidin-3-glucoside 성분은 식품 부패균인 사카로미세스 세레비시아

(Sacchromyces cerevisiae) 균에 대한 항균작용 및 유방암 억제 효과 등이 있다고 알

려져 있다90
. 또한 cyanidin 3-o-glucoside 성분은 다른 anthocyanin에 비해 가장 연구

가 많이 이루어진 색소로 각종 항암작용, 위장보호, 염증억제, 항산화 작용 및 궤양 

예방 등의 효과가 있다. 특히 이들 anthocyanin은 몸 속 소화기관을 거치는 과정에

서 분자구조 중 당이 분리되어 anthocyanidin으로 변하는데, 이러한 구조는 인체에 

더 강력한 생리 활성 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다91
. Anthocyanin의 다양한 

생리 활성 기능이 알려지면서 최근에는 합성 착색료를 대신 음료나 식품에 첨가하

는 천연색소로도 실용화되고 있다. 최근 농진청에서는 검정콩에서 anthocyanin을 새

롭게 분리, 동정 하였는데 검정콩 씨껍질을 40% 메탄올 수용액으로 추출해 고성능 

액체 크로마토그래피(High performance liquid chromatography)를 이용하여 분석을 하

였다. 그 결과 기존 3가지 성분 외에 많은 anthocyanin이 존재한다는 사실을 확인하

였으며, 역상 칼럼크로마토그래피(Reverse-Phase chromatography) 분리법을 사용하여 

기존 3가지 anthocyanin 외에 3가지 성분(cyaniding-3-o-galactoside, pelargonidin-3-

glucoside, peonidin-3-glucoside)을 우선적으로 순수 분리했다. 또한 catechin-cyanidin-3-

glucoside, delphinidin-3-o-galactoside, cyanidin-3-o-galactoside, pelargonidin-3-o-glucoside 

의 성분을 확인 하였다. 이렇듯 C3G는 cyanidin 구성 성분 중 가장 높은 함량을 가

지고 있지만 영양성분 조사 및 항산화, 항염, 항암 활성에 대한 연구가 대부분이며, 
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현재 미백활성에 대한 연구는 매우 미흡하다. 따라서 본 연구에서는 천연물인 의 

항산화 활성 및 미백효과를 확인하고 아직 규명되지 않은 aronia extracts 안의 C3G 

성분의 항산화 활성 및 미백활성에 대해 조사하여 천연 미백소재개발의 기초 자료

로 활용하고자 한다.   

 

1.2.6. Aronia melanocarpa 

아로니아(Aronia melanocarpa)는 장미과에 속하는 베리(berry)류로 북아메리카 등지에

서 자생하며(Tanaka et al, 0000), 학명에 따라 Black chokeberry (Aronia melanocarpa), 

Red chokeberry (Aronia arbutifolia) 및 Purple chokeberry (Aronia prunifolia)로 나누어진다

92
. 내한성이 강해 폴란드나 러시아 북부 등지에서 잘 자라며, 주요 생산지는 폴란

드이다. Aronia는 2007년 국내에 처음 도입되어 현재 충북 옥천, 강원 원주 등지에

서 소규모로 재배하기 시작하여 현재 의령, 단양 등으로 확산되어 농촌 소득 증대

와 경쟁력 향상에 유익을 주고 있다. 병충해에도 강해 농약을 사용하지 않는다는 

특징이 있으며, 늦여름에서 가을까지 열리는 aronia 열매는 당도가 높지만 tannin 성

분의 떫은 맛이 강해 생과로 이용하기 보다는 여러 가지 다양한 형태의 가공식품

으로 활용되고 있다. Aronia에 대한 연구는 1930년도 러시아 식물학자인 Ivan 

Michurin 교수가 aronia의 과즙을 이용하여 다양한 음료와 와인 등으로 활용하면서 

다양한 생리 활성 기능이 조사 되었다93
. 이후 폴란드의 임업 연구소는 1978년 

aronia를 도입하고 묘목연구와 함께 다양한 임상실험을 통해 상업적인 재배를 본격

적으로 시작하였으며, 1993년 이후 폴란드 정부는 국영 회사인 아그로팜(Agropharm. 

S. A)사와 함께 aronia의 성분과 기능 및 효과에 대해서 연구를 통해 aronia berry 주

스를 출시하였다. 이와 같은 현상으로 독일, 핀란드, 네덜란드, 덴마크 등 유럽 지

역에 aronia베리의 수요가 급증하게 되었고, 최근 우리나라에서는 슈퍼푸드에 속한

다는 의미로 super berry라고도 불리고 있다. Aronia 열매는 검은 적자색을 띄며, 조

성은 수분 84.36%, 탄수화물 14.37%, 지질 0.14%, 단백질 0.7%, 회분 0.44%를 함유

하고 있다92, 94
. Aronia 의 과육과 껍질에는 phenol성 식물 화합물인 polyphenol 화합

물, flavonoid, anthocyanin 등의 생리활성물질이 함유되어 있다. 가장 함량이 높은 성

분은 anthocyanin과 Procyanidin이며, anthocyanin 함량은 100 g당 1,480 mg 
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proanthocyanin 함량은 100 g 당 664 mg으로 조사 되었으며, cyanin 계열 중에서 C3G

의 함량이 가장 높은 것으로 보고 되었다64, 95
. 주요 anthocyanin은 cyanidin-3-o-

arabinoside, cyanidin-3-o-arabinoside, cyanidin-3-o-xyloside이며, R1 위치에 붙는 당 종류

에 따라 분류된다96
. 이러한 anthocyanin은 일반적으로 phenyl group 중의 OH기가 증

가하면 청색이 진해지고, methoxyl group이 증가하면 OH기보다 전자 공여능이 크기 

때문에 bathochromic shift 현상이 더 크게 일어나 빨간색이 진해지는 경향이 있다97
. 

현재 국내에서 연구된 aronia의 기능성에 관한 보고로는 항당뇨 효과, 항염증 효과, 

면역조절 기능활성, 위 보호 효과 등이 있으며, 시력개선 등에 대한 효능도 보고가 

되었다98
. 또한 aronia의 polyphenol 성분에 대한 radical 소거활성, 항산화 효과에 대

한 연구가 활발히 이루어져 있으며99
, 대장암 세포주, 자궁암 세포주에 대한 종양 

억제활성에 대한 연구도 이루어지고 있다88a, 100
. 당뇨 유발 쥐 및 고지혈증 유발 쥐

에게 aronia juice를 투여하여 혈당 및 지질 저해 효과 및 심혈관질환 저해 효과가 

확인되었으며, 콜레스테롤 혈증을 가진 사람이 aronia juice섭취를 하였을 경우 동맥

질환 개선에 효과가 있는 것으로 조사 되었다101
. aronia의 화장품 소재에 관한 연구

로는 aronia 열매 및 잎 추출물의 항산화 활성에 대한 연구가 있으며102
, aronia로부

터 분리한 anthocyanin의 생리활성 연구에서는 항산화 활성, 항암 활성과 함께  

MMP-1 (Matrix metallopeptidase) 발현 저해능이 보고 되었다. 또한 aronia extracts의 

anthocyanin 색소를 천연 염모제로써의 적용 가능성에 대한 연구가 진행 되었으며

103
, aronia liposome을 제조하여 시간 경과와 외부 환경에 따른 저장 기간의 안정성

에 대한 연구가 진행 된 바 있다. 그러나 현재 aronia extracts의 미백 활성에 관한 

연구는 매우 미흡한 실정이며, aronia extracts 자체의 미백 연구는 보고 된 사례가 

있으나 aronia extracts의 어떤 성분이 미백성분을 나타내는지 규명된 바가 없다. 따

라서 본 연구에서는 aronia extracts을 분리하고 분석 결과를 기반으로 aronia extracts

의 미백활성에 대해 조사하고 천연 미백소재로써 활용 가능성에 대해 검토하였다.
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Chapter 2. Determination of anti-oxidant 

2.1. Introduction 

양파(Allium cepa)는 다양한 약리학적 성분들을 함유하고 있는 천연 식물소재로써, 

항산화 활성이 높아 식품 및 미용향장 소재로 주목 받고 있다. 백합과에 속하는 다

년생 식물로 우리나라에서는 고추, 마늘 등과 더불어 대표적인 향신료로 쓰이고 있

다. 양파는 수분이 85 ~ 90%, 탄수화물 6.8 ~ 10.0%로 조성은 과당(fructose)이 가장 

많고, 포도당(glucose)와 설탕(sucrose)이 포함되어 있으며, 다당류로는 갈락토스

(galactose), 아라비노스(aravinose), 람노스(rhamnose) 등이 포함되어 있다104
. 특히 양

파껍질에는 다량의 quercetin이 포함되어 있다. Quercetin은 polyphenol 중에서 

flavonoids 계열, flavolnols에 해당된다. flavonoid는 식물성 polyphenol 화합물로써, 지

금까지 자연계에는 약 4,000여 flavonoid glucosides가 존재 하는 것으로 알려져 있다. 

양파껍질에 관한 연구로는 flavonoids 배당체의 항산화 활성이 있으며, 양파의 성분

에 대한 연구로는 육질과 껍질의 총 flavonoids 함량에 대한 연구가 있다105
. 기존의 

연구에서 양파의 과육으로부터 quercetin, diglycoside, ritin, isorhammentin glucoside 등

을 분획, 분리하여 보고하였으며, 대부분의 연구에서 양파의 flavonol 중 53% 이상

이 quercetin이라고 보고하였다106
. 또한 flavonoid의 농도는 양파 속 보다는 껍질이나 

잎 부분이 더 높다는 연구 결과를 보고하였다107
. 

붉은색소 계열의 베리류에 많이 포함되어 있는 anthocyanin은 물에 쉽게 용해되는 

수용성의 성질을 갖고 있어 식품과 화장품에 응용하는 것이 비교적 용이하다. 

anthocyanin 색소의 불안정성은 flavylium 양이온 구조에 기인하는 것으로 색소를 안

정화시키기 위해서는 flavylium ring의 hydration을 억제하여야 한다108
. Anthocyanin 색

소의 안정성은 pH, 온도, 빛, 효소, 산소, 당류, 유기산, 금속이온, 공존하는 색소 등

에 의해 영향을 받는다109
. Anthocyanin 색소는 pH 2.0 정도의 산성 용액에서 안정한 

flavylium 이온으로 존재하여 적색을 나타내나 pH 5.0 이상의 중성 또는 알칼리 용

액에서는 quinoidal base가 우세한 구조로 전환되면서 불안정한 청색을 나타낸다110
. 

이와 같이 양파 속에 포함되어 있는 quercetin과 베리류에 다량 포함되어 있는 

anthocyanin계 C3G는 우리 몸에 강력한 항산화제로 작용한다. 항산화제는 인체 내
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에 자연적으로 존재하는 것과 외부에서 투여해 주는 것으로 나눌 수 있다. 인체 내

에 자연적으로 존재하는 항산화제로는 SOD, glutathione, peroxidase 등의 효소와 uric 

acid, biliruvin 등이 있으며 외부에서 투여해 주는 것으로 vit E, C, -carotene 이 있으

며 minerals 중에는 selenium이 대표적이다. 그 밖에도 melatonin 같은 hormone, 녹차

에 많이 들어 있는 flavonoid 성분과 적포도주에 들어 있는 polyphenol, 벌집을 구성

하는 성분의 하나인 propolis 등이 대표적인 항산화제라고 할 수 있다. 이들 항산화

제들은 활성산소의 독작용을 제거하여 생체를 보호하고 있으며 항산화 물질이 활

성산소를 적절하게 제거하지 못할 경우 축적되는 활성산소에 의해 인체는 각종 질

병이나 노화가 가속화 되는 것이다. 이와 같은 항산화 물질들은 산화적 손상을 방

지하며, lipopolysaccharide (LPS)로 유도된 염증반응계에서 ROS의 조절에 관여한다. 

또한 면역계에서 pro-inflammatory 활성제의 활성을 저해하여 인체를 다양한 질병으

로부터 보호한다고 알려져 있다111
.  
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2.2. Mateials and methods 

2.2.1. Preparation of Onion skin extracts 

본 실험에서 사용한 양파는 전남 무안군에서 2015년에 생산된 것을 광주 동구 Y마

트에서 구입하여 사용하였다. 양파껍질을 3번 세척하고 불순물을 제거한 뒤 10등분

으로 세절하여 상온에서 5일 동안 자연건조 후 사용하였다. 건조된 양파껍질 100 g

을 80% ethanol 10 L에 담금 추출 한 뒤 회전식 증류장치(Rotavapor R11, BUCHI, 

SWTZER, Korea)를 사용하여 농축하고 4℃에 냉장 보관하여 사용하였다. 

 

2.2.2. Preparation of Aronia melanocarpa anthocyanin extracts 

본 실험에 사용한 aronia는 생물과 건물의 2가지 형태로 공급을 받아 실험하였다. 

Aronia (Aronia melanocarpa, 2015년산)는 전남 곡성에서 재배, 수확된 것을 구입하였

으며, 이물질은 제거하고 세척하여 착즙기(HVS-STF14, Hurom, Korea)를 이용하여 착

즙 후 12,000 rpm에서 7분간 원심분리하고 상등액을 취하여 filtration (Sartorius 0.45 

μm) 한 뒤 동결 건조하여 사용하였다. 동결 건조된 aronia에서 anthocyanin 성분을 

추출하기 위해 Oszmianski
112의 실험방법을 변형하여 추출하였다. 실험방법은 aronia 

5 g을 액화질소를 가하면서 powder 형태로 grinding 한 뒤 80% ethanol에 0.1% HCl 

50 mL씩 넣어 2번 담금 추출하였으며, 다시 80% methanol 50 mL을 가하여 담금 추

출하고 0.45 μm Millipore 필터를 사용하여 filtering 하였다. Filtering된 extracts의 

solvent를 evaporation (Rotavapor R11, BUCHI, SWTZER, Korea)하여 물층 만 수거하였

다. 수거한 물층에 petroleum ether 25 mL을 가하여 불필요한 비극성 화합물을 제거

한 뒤 상분리 된 petroleum ether 층을 분리하여 제거한 다음 물층에 ethyl acetate 25 

mL씩 3번 가하여 담금 추출하여 flavonoid 화합물을 제거하였다. 최종적으로 상분

리 된 ethyl acetate 층을 분리하여 제거한 다음 evaporation 하고 formic acid (HCOOH)

를 가하여 만든 pH 2 증류수를 50 mL 가한 후 filtering하여 사용하였으며, extracts의 

조성은 Fig. 5.에 나타내었다. 건물 상태의 aronia extracts은 폴란드(Poland)산으로 국

내 수입원 ㈜ 팬아시아에서 구입하여 사용하였으며, 조성은 Table 1에 나타내었다. 
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Table 1. Cyanidin composition of Aronia extracts 

No. Time Peak name Area (%) 

1 10.95 Cya-3.Gal 66.43 

2 12.93 Cya-3.Glu 3.08 

3 15.12 Cya-3.Arab 26.10 

4 18.79 Cya-3.Xyl 4.15 

5 25.41 - 0.24 

Total 100 
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2.2.3. HPLC analysis 

본 실험에서는 생물 상태의 국내산 aronia extracts의 anthocyanin 부분과 수입산 건물 상

태의 aronia extracts의 농도를 조사하기 위해 HPLC를 통하여 분석, 정량하였다. Column은 

PRONTOSIL 120-5-C18 SH (250×4.6 mm, 5.0 μm particle size)을 사용하였으며, 이동상은 A: 

10% formic acid in water (10:90, v/v), B: formic acid:ACN:Water (10:60:30, v/v/v)로 사용하였다. 

Gradient 조건은 0-10 min 40%, 10-25 min 50%, 25-26 min 100%, 26-30 min 0%, 2분 정도 흘러 

준 뒤에 다시 처음 상태로 복귀하였다. 이동상의 유속은 1.0 mL/min이었고, 시료는 20 

μL를 주입 하였으며, total run time은 40 min, 546 nm에서 흡광값을 측정하였다. 표준물질

은 cyanidin-3-galactoside(Sigma, USA), cyaniding 3-o-glucoside를 사용하였다.  

 

2.2.4. Determination of total phenolic and total anthocyanin content of Aronia 

melanocarpa extracts 

Aronia는 일반적으로 수분 84.66%, 조단백 0.7%, 조지방 0.14%, 회분 0.44%를 함유하고 

있다. Aronia에 함유되어 있는 페놀성 물질은 주로 anthocyanin이며, 항산화 및 항암 작용

을 하는 것으로 알려져 있다113
. Aronia의 anthocyanin 함량은 자연계의 수 많은 식물들 

중에 매우 높은 편에 속하며, 다른 베리류 중 가장 높은 anthocyanin 함량과 항산화 활

성을 보여준다114
. 검은콩, 옥수수의 씨눈에는 aronia 보다 높은 anthocyanin이 함유되어 

있다고 보고 되었으나 추출하는 방법과 가공 등의 범용적인 차원에서 aronia의 활용성이 

매우 높다98c
. 특히 flavonoid의 한 종류인 anthocyanin 색소가 다량 함유되어 있어 심장병 

예방, 항암, 항염증 예방에 대한 효능이 알려져 있다. 본 실험에서 총 polyphenol의 측정

방법은 Sluis
115의 방법을 변형하여 사용하였으며, 2 M folin-ciocalteu phenol 시약(Sigma-

aldrich, USA)을 10배 희석하여 밀싹 extracts과 2% Na2CO3 수용액(2:98, w/v)을 각각 1:1:1 

비율로 섞어서 암실에서 30분 동안 반응시켰다115
. UV-spectrophotometer를 이용하여 750 

nm 파장에서 흡광값을 측정하였다. 기준 물질로는 gallic acid와 quercetin을 사용하여 

gallic acid equivalent (GAE)의 양과 quercetin equivalent (QUE)의 양으로 표시 하였다. 

Anthocyanin은 cyanidin 계열이며, chrysan-themine으로 물에 쉽게 용해 되는 수용성이다. 

따라서 화장품에 응용하는 것이 비교적 용이하며, 특히 화장품 제형을 만들 때 천연 색

소로써의 가능성이 높다. 그러나 anthocyanin은 다른 색소 성분에 비해 다양한 가공 및 



31 

 

저장조건에서 매우 불안정한 것으로 알려져 있다. Aronia에 함유 되어있는 주요 

anthocyanin은 cyanidin-3-o-galctoside, cyaniding 3-o-glucoside, cyanidin-3-o-arbinoside, cyanidin-

3-o-xyloside 등이다116
. Anthocyanin은 anthocyanidin의 배당체로써 가수분해 시키면 aglycon 

인 anthocyanidin과 glucose으로 분해된다. Anthocyanin과 결합할 수 있는 당은 glucose, 

galactose, xylose, arabinose, rhammose 등이며, 결합을 통해 monoside, vioside, trioside 등으로 

구성된다. 당고리에 방향족 또는 비방향족 유기산이 결합되며, 결합 방법 및 위치에 따

라 수백 종이 존재한다85
. Aronia는 현존하는 베리류 중 anthocyanin 함량이 높다고 알려

져 있으며, 여러 가지 베리류 중에서 항산화 활성이 매우 높은 것으로 보고 되어 화장

품에 적용했을 때 매우 유용한 소재이다. 본 실험에서 총 anthocyanin 함량 측정은 Lee 

등117의 방법을 변형하여 사용하였으며, 시료 0.1 g에 pH 1.0 buffer (0.2 M KCl + 0.2 M HCl)

과 pH 4.5 buffer (0.2 M potassium phosphate + 0.1 M citric acid)를 각각 2 mL 혼합한 다음 분

광광도계(S-3100, Sinco, Korea)를 사용하여 520 nm와 700 nm에서 흡광값을 측정하였으며, 

total anthocyanin 함량은 C3G를 기준으로 계산하였다. 

 

A = (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻 1.0 − (𝐴510 − 𝐴700)𝑝𝐻 4.5 

Total anthocyanin contents (mg/100 g) =
𝐴 × 𝑀𝑊 × 𝐷𝐹 × 1,000

𝜀 × 𝑙
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2.3. Results and discussion 

2.3.1. HPLC analysis of extracts from Aronia melanocarpa 

Aronia 색소는 유기산의 처리 종류에 따라 안정성이 다르며, 주로 색소 분석을 할 때는 

citric acid, tartaric acid, malic acid, formic acid 및 ascorbic acid의 등을 사용한다118
. 본 실험에

서는 formic acid 사용하여 HPLC 분석을 하였으며, 실험 결과 수입산 aronia의 C3G 함량

은 250 μg/mL의 농도에서 48.75 μg/mL로 검출되었다. Cyanidin 3-o-glucoside는 동일 농도

에서 22.73 μg/mL, 국내산 aronia extracts에서 분리한 anthocyanin은 농도 4 mg/mL에서 

18.26 μg/mL로 검출되었다. 주입량 20 μL을 기준으로 보았을 때 국내산보다 수입산의 

C3G 함량이 약 4배가량 높다는 것을 확인할 수 있었으며, cyaniding 3-o-glucoside의 함량

도 함께 정량 평가를 하였는데 실험 농도가 낮아 국내산 aronia와 anthocyanin은 검출되

지 않았고 수입산 aronia는 250 μg/mL 의 농도에서 8.76 μg/mL으로 확인되었다(Table 3). 

이와 같은 결과는 선행 논문에서 aronia에서 anthocyanin과 procyanidins을 추출하여 항산

화능을 확인했을 때 C3G의 함량이 가장 높았던 결과와 일치한다119
. Aronia 열매에서 

anthocyanin을 분리한 다른 연구에서 다른 선행 연구에서 C3G는 anthocyanin 전체 면적

의 64.5% 확인되었으며120
, 대사성 증후군 장애의 치료를 위해 aronia의 anthocyanin을 분

리하였는데 하루 투여량은 110 mg으로 제시하였고, 이때 추출한 aronia의 C3G의 함량은 

4.03 mg으로 다른 anthocyanin 함량을 비교해 보았을 때 50% 이상으로 가장 높게 추출되

었다121
. 이와 같이 추출조건이나 aronia의 열매의 생육 조건에 따라 C3G의 함량에 변화

가 있지만 aronia에서 anthocyanin 부분의 함량이 가장 높은 것은 C3G로 확인되었다. 

 

2.3.2. Total polyphenols and Total anthocyanin contents of extracts from Aronia 

melanocarpa 

건물 형태의 수입산 aronia extracts과 생물 형태의 국내산 aronia extracts, 생물 형태의 국

내산 aronia extracts에서 분리한 anthocyanin의 총 polyphenol 함량과 anthocyanin 햠량을 

조사하였다. 실험결과 aronia의 total polyphenol 함량을 분석한 결과, 건물 형태의 수입산 

aronia extracts 0.1 mg/mL은 gallic acid equivalent (GAE) 0.115 mg/mL에 해당되었고, 동일 농

도에서 생물 형태의 국내산 aronia extracts은 0.093 mg/mL, 국내산 aronia extracts 
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anthocyanin은 gallic acid 0.022 mg/mL에 해당하였으며, 실험 결과는 Table 1에 나타내었다. 

Total anthocyanin 함량은 cyaniding-3-o-galactoside equivalent (C3GE) 기준으로 하였으며, 건

물 형태의 수입산 aronia extracts 0.1 mg/mL의 농도에서 4.195 mg/mL, 생물 형태의 국내산 

aronia extracts은 2.986 mg/mL, 국내산 aronia extracts anthocyanin은 0.0569 mg/mL이었다. 이

와 같은 결과는 Wangensteen 등87이 품종이 다른 4종의 aronia 80% ethanol extracts의 

anthocyanin 조성을 비교했을 때 Aronia melanocarpa cultivar Moskva가 2.52 mg/mL, Aronia 

melanocarpa cultivar Hugin이 2.49 mg/mL이었던 결과와 유사하다. 또한 50% methanol 추출

을 통해 aronia의 anthocyanin 함량을 구했을 때 C3G가 3.64 mg/mL으로 조사되었고, 

Hwang 등122은 국내산 aronia를 70% ethanol로 추출한 결과 anthocyanin 함량은 93.0 

mg/mL으로 보고하였다. 실험 농도가 본 실험의 10배인 것을 감안하였을 때 본 실험보

다 약 2배 이상 높은 anthocyanin 함량이 조사되었다. 이와 같이 aronia의 anthocyanin 함

량은 aronia의 품종과 추출 시 용매 처리 방법에 따라 다르다는 것을 확인할 수 있으며, 

착즙이나 열수추출보다는 용매에 의한 추출 방법이 anthocyanin 함량을 높일 수 있어 시

료 확보 차원에서 용이하다고 할 수 있다.  

 

2.3.3. Statistical analysis 

실험 결과는 3번 반복 실험 후(SPSS version 22)를 이용하여 통계처리 하였으며, 실험에 

의해 얻어진 값들의 평균±표준편차로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 통계학적 유

의성 검증은 t-Test를 사용하였으며, p<0.05 수준에서 검정하였다. 
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Table 2. Total polyphenol and total anthocyanin contents of Aronia extracts 

Sample 

(dry condition) 

Total polyphenol 

(GAE* mg/g) 

Total polyphenol 

(QUE* mg/g) 

Total anthocyanin 

(C3GE* mg/g) 

Aronia (Imported) 115.23±0.69 91.36±0.94 4.195±1.17 

Aronia (Domestic) 93.56±1.36 58.36±0.24 2.986±0.44 

Anthocyanin (Extract) 22.29±1.24 8.23±1.36 0.569±0.78 
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Fig. 5. Isolation diagram of anthocyanin from Aronia. 
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Table 3. HPLC quantitative analysis results of Aronia extracts 

Samples Anthocyanin A. Extract (D) A. Extract (F) 

Concentration 22.4 μg/mL 250 μg/mL 250 μg/mL 

Cyanidin-3-galactoside 18.26 μg/mL 22.73 μg/mL 48.75 μg/mL 

Cyanidin-3-glucoside - - 8.76 μg/mL 
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Fig. 6. HPLC analysis results of Cyanidin-3-galactoside (A), Antocyanin (B), Domestic 

Aronia (C), and Foreign Aronia (D). 
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Table 4. Selected anthocyanidins and their substitutions 

 

 

Anthocyanidins R3′ R4′ R5′ R3 R5 R6 R7 

Aurantinidin −H −OH −H −OH −OH −OH −OH 

Cyanidin −OH −OH −H −OH −OH −H −OH 

Delphinidin −OH −OH −OH −OH −OH −H −OH 

Europinidin −OCH3 −OH −OH −OH −OC3 −H −OH 

Pelargonidin −H −OH −H −OH −OH −H −OH 

Malvidin −OCH3 −OH −OCH3 −OH −OH −H −OH 

Peonidin −OCH3 −OH −H −OH −OH −H −OH 

Petunidin −OH −OH −OCH3 −OH −OH −H −OH 

Rosinidin −OCH3 −OH −H −OH −OH −H −OCH3 

https://en.wikipedia.org/wiki/Aurantinidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Delphinidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Europinidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Pelargonidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Malvidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Peonidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Petunidin
https://en.wikipedia.org/wiki/Rosinidin
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Anthocyanidine.svg
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Fig. 7. Classification of polyphenols. 
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Table 5. Total polyphenol and total anthocyanin contents 

Sample 

(dry condition) 

Total polyphenol 

(GAE* mg/g) 

Total polyphenol 

(QUE* mg/g) 

Total anthocyanin 

(C3GE* mg/g) 

Aronia(Foreign) 115.23±0.69 91.36±0.94 4.195±1.17 

Aronia(Domestic) 93.56±1.36 58.36±0.24 2.986±0.44 

Anthocyanin(extract) 22.29±1.24 8.23±1.36 0.569±0.78 
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2.4. In vitro antioxidant 

2.4.1. Oxygen radical 

활성산소는 산소라디칼(oxygen radical) 및 산소라디칼로부터 파생된 여러 가지 산소 

화합물들을 통칭하며, 모두 다 반응성이 높다는 특징이 있다123
. Free radical이란 제

일 바깥쪽 전자각에 짝 지어지지 않은 전자(unpaired electron)를 포함하며 강한 반응

성을 나타내는 특징이 있다124
. 이들은 탐식 작용, 프로스타글란딘(prostaglandin)합성

과 같은 생리적 과정뿐만 아니라 수많은 효소 촉매반응의 중간물질로서 중요한 역

할을 하고 있다. 또한 홀수 상태의 전자는 안정화되려는 고유의 특성 때문에 인체 

내의 세포를 공격하여 전자를 빼앗고 상대적으로 공격을 당한 세포는 산화되어 여

러 가지 기능을 상실하게 된다. Free radical의 종류는 질소라디칼(nitrogen radical), 지

질라디칼(lipid radical), 산소라디칼(oxygen radical) 등이 있으며, 이와 같은 free radical 

중에 생체 내에서 가장 많이 발생하는 것은 산소라디칼이다124
. 주요 산소라디칼로

는 superoxide (O2
-
), hydroxyl (•OH), perhydroxyl (HO2•), alkoxy (RO•), peroxy (ROO•) 

radical 등이 있다. 그 외 radical은 아니지만 반응성이 강한 산소종으로 과산화수소

(H2O2)와 singlet oxygen이 있다125
. Singlet oxygen은 분자 산소와는 달이 외각의 전자 

2개의 spin 방향이 서로 반대로 되어 있어 불안정하다. 이와 같은 여러 가지 ROS 

중에서 hydroxyl radical과 singlet oxygen이 수용액 중에서 가장 강한 반응성을 나타

낸다. 활성산소는 생체 내의 다양한 반응에서 발생하며 이때 철이나 구리 같은 전

이금속이온이 이들의 발생을 촉진시킨다126
. 또한 활성산소는 여러 가지 반응을 통

하여 서로 전환되는데 아래와 같은 반응이 대표적인 예이다. 

 

2O
2-

 + 2H
+
 → H2O2 + O

2
  ― Dismutation 반응 

Fe
2+

 + H2O2 → Fe
3+

 +
 •OH + OH

-
  ― Fenton 반응 

 

2.4.2. Definition and classification of anti-oxidants 

항산화제는 산소나 기타 다른 물질에 의해 형성된 free radical의 산화 반응 억제물

질을 말한다. 생물학적인 측면에서 보았을 때 생체 내에서 산화성 스트레스로 인해 
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생성되는 산화 물질의 산화 억제 기능을 위해 방어하는 물질 또는 효소이다. 항산

화제는 크게 효소계와 비효소계로 분류할 수 있으며, 유전인자에 의해 생성되는 단

백질 효소와 화학물질의 차이로 구분한다127
. 효소는 생체 내에서 발생하는 화학 분

자들을 억제하는 기능을 가지고 있으며, 우리는 외부로부터 산화 방지에 필요한 항

산화 물질을 섭취하기도 한다. 호기성 생물은 다양한 전자전달 부위에서 이탈 또는 

자가 산화 반응을 통해 생성되는 산소라디칼에 대한 방어 mechanism을 가지고 있

으며, 산소라디칼을 생성하는 여러 인자와 세포를 방어하기 위한 균형을 갖는다. 

항산화제는 크게 3가지 종류로 구별할 수 있는데 첫 번째는 수용성 환원제, 두 번

째는 지용성 비타민, 세 번째는 항산화 효소이다101b
. ROS에 의한 산화적 스트레스

에 관한 연구 방법은 주로 한 종류의 항산화 물질 또는 효소 활성의 분석이나 다

른 스트레스에 대한 반응 등을 평가하는 방법이다. 식용 가능한 물질들은 양이나 

정도의 차이가 있지만 대부분 항산화 활성을 갖는 물질이나 효소가 존재하고 있다. 

항산화 물질의 항산화 활성을 평가하는 방법에는 DPPH, ABTS, Hydroxyl radical의 

소거능을 확인하는 방법이 있으며, 생체 내의 산화성 물질을 제거할 수 있는 효소

적인 측면에서 SOD, CAT, GSH 등의 활성을 측정하는 방법이 있다. 

 

2.4.3. DPPH assay 

체내에서 발생하는 산화 반응은 노화의 원인이 되며 세포의 변이를 유발해 암세포

를 생성한다고 알려져 있다123
. 항산화 작용은 free radical의 생성을 막을 수 있다면 

체내의 산화를 예방한다고 할 수 있으며, 간접적으로 노화와 암을 예방한다고 할 

수 있다75
. DPPH 측정법은 천연물의 수용성 또는 유기용매 extracts의 항산화 활성 

측정법으로써 가장 보편으로 알려진 방법이다. DPPH는 radical 상태에서 보라색을 

띄고, 환원이 되면 노란색의 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine (DPPH-H)으로 변환된다128
. 

안정한 라디칼인 DPPH는 산화 방지 물질로부터 전자 혹은 수소를 제공받으면 

non-radical로 전환된다129
. DPPH 측정법은 천연물의 수용성 혹은 유기용매 extracts의 

항산화 활성 측정법으로 널리 사용하는 방법이다130
.  

 

DPPH• + AH → DPPH–H + A• 
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DPPH• + R• → DPPH–R 

 

본 실험에서는 항산화 활성 측정 방법 중 Blois의 방법에 따라 측정하였다131
. 먼저 

95% ethanol에 용해시킨 0.1 mM DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma, USA) 800 

μL와 각 실험군 200 μL을 E.P. tube에 넣고 3 min 동안 voltexing하여 암실에서 30 min 

반응 시켰다. 남아 있는 radical의 농도를 UV-Visible spectrophotometer (SCINCO, Seoul, 

Korea)를 사용하여 517 nm에서 측정하였다 positive control으로는 C3G (Sigma, USA), 

quercetin (Sigma, USA)을 사용하였고, 실험 농도 범위는 5 ~ 100 µg/mL로 측정하였다. 

실험군인 aronia extracts과 onion skin extracts의 실험 농도 범위는 25 ~ 500 μg/mL이었

다. DPPH에 대한 소거능(IC50)은 용매만을 사용한 대조군의 흡광도를 50% 감소시

키는데 필요한 농도로 나타내었다. 항산화능은 시료첨가구와 무첨가구의 흡광값을 

구하여 다음 식과 같이 백분율로 표시하였다. 

 

Antioxidant activity (%) =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
× 100 
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2.4.4. ABTS Assay 

ABTS assay는 항산화능이 있는 물질이 있을 때 ABTS•
+이 항산화 물질에 의해 산화

가 억제되는 것에 기인하여 개발된 방법이다. 실험 원리는 ABTS와 potassium 

persulfate가 반응하여 파랑 또는 녹색의 ABTS•
+을 형성하게 되며 415 nm, 645 nm, 

734 nm에서 최대 파장을 흡수한다123, 132
. 본 실험에서는 ABTS (2, 2’-azinobis(3-

ethylbenzothiazolone-6-sulfonic acid) radical 소거능은 Valery
133등의 방법을 변형하여 측

정하였다. 실험 방법은 증류수에 용해한 7 mM의 ABTS potassium persulfate 2.45 mM

을 1:1로 넣어 흡광값이 0.70±0.02이 되도록 PBS (pH 7.4)로 희석하였다. 12-16 h 동안 

암소에 방치하고 radical stock solution은 희석된 용액 800 μL에 농도별로 제조된 

sample 200 μL씩을 가하여 15 min 동안 방치 후 720 nm에서 흡광값을 측정하였다. 

양성 대조군으로는 gallic acid (Sigma, USA), quercetin (Sigma, USA), ascorbic acid (Sigma, 

USA)를 사용하였고, 농도범위 0.025 ~ 0.5 mg/mL에서 측정하였다. Extracts의 ABTS에 

대한 소거능(IC50)은 용매만을 사용한 대조군의 흡광도를 50% 감소시키는데 필요한 

농도로 나타내었다. 항산화능은 시료첨가구와 무첨가구의 흡광값을 구하여 다음 식

과 같이 백분율로 표시하였다. 

 

Antioxidant activity (%) =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
× 100 

 

2.4.5. ORAC Assay 

ORAC assay는 항산화력 측정 방법중의 하나로 reaction 과정을 buffer와 sample, FL 

(fluorescein disodium) solution을 mix 한 후 radical generator인 AAPH (2,2'-azobis-2-

methyl-propanimidamide, dihydrochloride)를 첨가함으로써 반응이 시작된다134
. 실험원

리는 APPH에 의하여 FL decay 반응이 억제됨을 이용하여 측정한다. 샘플과 buffer

는 15분 동안 pre-incubation하며 혼합된 반응액을 37℃로 평형시켜 형광분광광도계

를 사용하여 형광의 감소 과정을 60분 동안 2분 간격으로 형광이 95% 감소될 때까

지 진행하였고 측정은 excitation 590 nm에서 실시하였다. Radical 소거 활성은 trolox

를 표준물질로 사용하여 trolox standard curve로부터 산출하였으며, aronia extracts을 
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각 농도별로 희석하여 75 mM phosphate buffer에 녹여 peroxy radical의 생성과 소멸에 

의한 fluorescent의 감소율을 ELISA (Biochrome EZ400, Korea)로 측정하여 ORAC value

를 측정하였다. 
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Table 6. Type of reactive oxygen species 

Free radicals Non radicals 

Hydroxyl radical OH• Hydrogen peroxide H2O2 

Superoxide radical O2•• Singlet oxygen O2 

Nitric oxide radical NO• Hypochlorous acid HOCl 

Lipid peroxyl radical LOO• Ozone O3 
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2.4.6. SOD assay  

Hydrogen peroxide, superoxide, hydroxyl radical 같은 ROS는 모든 호기성 생물들의 산

소 대사산물이다. ROS가 생성되는 것은 mitochondria 전자 전달계의 에너지 생성 과

정의 결과로써, virus 또는 bacteria 같은 미생물에 대항하기 위한 방편이라고 할 수 

있다. 또한 cytochrome p450 system과 관련된 대사 과정 등에서 발생되며, UV, 

ioniaing radiation, redox chemicals 등의 환경적인 요인에 의해서도 발생된다. 활성산

소의 공격을 차단, 또는 감소시키는 인체 내 자동 방어 기전을 항산화 기전이라 하

며, 이러한 항산화 방어 기전을 수행하기 위한 특수한 기능을 가진 물질은 

superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase 등의 항산화 효소와 vit E, β-

carotene, uric acid, glutathione, thioredoxin 등의 저분자량의 항산화 물질로 구분된다. 

대부분의 활성 산소들은 이와 같은 항산화 물질들의 작용에 의해 중화되지만 이런 

방어 시스템을 능가할 만큼의 지나친 스트레스는 lipids, proteins, DNA와 같은 생체 

분자들에 손상을 입히게 된다. SOD는 인체 내에서 생성되는 가장 강력한 항산화 

작용을 가진 효소로서 방어 효과가 가장 높은 것으로 알려져 있다. SOD radical 

scavenging activity 측정은 19160 SOD determination kit (sigma, USA)을 사용하였으며, 

assay 방법은 xanthine-xanthine oxidase system을 nitroblue tetrazolium (NBT)로 발색시킨 

SOD Kit를 이용하여 측정하는데, SOD Kit의 원리는 xanthine에 xanthine-oxidase가 작

용하면 O2
-가 생성되고 생성된 O2

-는 공존하는 NBT를 환원시켜 발색반응을 나타내

지만 생성된 O2
-는 제거능을 가진 물질로 인하여 발색이 저해되는 원리이다. 반응 

조건은 완충액 19 mL에 기질 1 mL (WST solution)을 섞은 다음 희석용 완충액 25 

mL에 효소 용액 15 μL 섞어 37℃의 incubator에서 15분 반응시킨 후 560 nm에서 

ELISA reader (UVM-340)를 사용하여 흡광도를 측정하였으며, 항산화 활성 측정은 

다음의 식과 같이 계산하였다. 

 

Antioxidant activity (%) =
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
× 100 
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2.4.7. Catalase assay 

Catalase는 호기성 세포의 과산화소체(peroxisome)에 존재하며, H2O2를 분해하여 O2

와 H2O를 만들어 낸다. Catalase는 세포에서 발견되는 가장 효율적인 효소로써 

catalase 한 분자는 초당 수백만 분자의 H2O2를 중화 시킨다. Catalase는 매우 견고하

고 안정된 구조를 취하고 있기 때문에 다른 효소에 비해 온도에 의한 변성이나 산

도에 대한 저항성, 단백질 분해에 대한 저항력이 있다. 본 실험에서는 catalase의 활

성을 측정하기 위해 catalase activity colorimetric fluorometric assay kit (Bio vision, USA)

을 사용하였으며, 실험 방법은 96 well plate 각각에 assay buffer 100 μL, methanol 30 μL, 

1000배로 희석한 각각의 실험 샘플을 20 μL 넣고, 각 well에 hydrogen peroxide 20 μL

를 넣은 후 20분간 shaker에서 반응시켰다. 20분 후 각각의 well에 potassium 

hydroxide 30 μL, Catalase purpled 30 μL를 넣은 뒤 실온에서 10분간 shaker에서 반응시

켰다. 다시 10분 후에 각각의 well에 Catalase potassium periodate 10 μL를 넣고 실온에

서 5분간 shaker에서 반응시킨 후 microplate reader (Bio-Rad)를 이용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 
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2.5. Results and discussion 

2.5.1. DPPH radical scavenging and ABTS radical scavenging activity of 

Quercetin and Aronia melanocarpa extracts 

Methanol에 용해시킨 0.1 mM DPPH 용액 0.8 mL과 C3G, quercetin, gallic acid, aronia 

extracts 0.2 mL을 vortex를 이용하여 5초간 진탕 한 뒤 암소에서 15분간 반응한 후 

microplate reader (ELISA UVM-340)를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 

결과는 Fig. 8에 나타내었다. C3G IC50값은 42.92 μg/mL, quercetin의 IC50값은 63.31

μg/mL, gallic acid의 IC50값은 60.00 μg/mL, aronia extracts (F)의 IC50 154.93 μg/mL이었다.

Aronia extracts (F)의 항산화능은 flavonoids와 polyphenols 계열 성분에 의해 나타나는 

것으로 판단되며, 추후 각 성분의 표준물질을 이용하여 항산화능과 정확한 기전을 

규명할 필요가 있다. ABTS 항산화 실험 결과는 Fig. 9에 나타내었으며, C3G IC50 값

은 36.98 μg/mL, quercetin의 IC50값은 38.47 μg/mL, gallic acid의 IC50 값은 42.35 μg/mL,

aronia extracts (F) IC50 값은 97.99 μg/mL이었다. ABTS radical scavenging 결과는 앞서

실험한 DPPH radical scavenging 보다 약간 높은 항산화 활성을 나타내었는데 이것은 

ABTS 항산화 활성 측정 방법이 친수성 성분과 소수성 성분의 radical 소거 활성을 

모두 측정할 수 있기 때문에 친수성 시료 측정 방법에 적합한 DPPH 항산화 실험 

결과보다 높은 항산화능을 보이는 것으로 생각된다. 이와 같은 결과로 볼 때 aronia 

extracts은 인체에 매우 유용한 천연 항산화 소재로서 가능성이 있다고 판단되며, 

추후 aronia의 추출 방법을 달리하여 항산화 활성을 확인할 필요가 있다. 
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Fig. 8. DPPH radical scavenging effect of aronia extracts and polyphenols. 
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ABTS radical scavenging
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Fig. 9. ABTS radical scavenging effect of aronia extracts and polyphenols. 
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2.5.2. SOD activity of Aronia melanocarpa extracts 

Superoxide radical (O2
-
•) 은 전자 환원에 의한 반응성이 매우 강하여 세포 독성을 일

으켜 각종 질병과 암을 유발하고 피부를 노화시킨다135
. 인체 내에서는 superoxide

radical을 제거하기 위하여 SOD가 분비되어 세포에 유해한 superoxide radical을 과산

화수소(H2O2)와 정상상태의 산소로 전환시켜주는 반응(2O2
- 
+ 2H

+
 → H2O2 + O2)을 하

는 것으로 알려져 있으며, SOD에 의해 생성된 H2O2는 생체 조직을 산화시키기도

하고 peroxidase나 catalase에 의하여 인체에 무해한 물 분자와 산소 분자로 전환된

다136
. SOD와 유사한 역할을 하는 저분자 물질로 주로 phytochemicals에 속하는 것으

로 보고되어 있다137
.

C3G, quercetin, gallic acid, aronia extracts 대한 superoxide anion (O2
-
•) 소거 활성을 측정

한 결과는 Fig. 11에 나타내었다. Superoxide anion 소거 활성에 대한 C3G IC50값은

28.25 μg/mL으로 확인되었으며, quercetin은 48.84 μg/mL, aronia와 양파껍질 extracts은 

각각 125.27 μg/mL, 272.69 μg/mL를 나타내었다. Aronia와 양파껍질 extracts은 천연물 

기준으로 매우 높은 항산화 활성을 나타내었다. 
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Fig. 10. The reaction principle of SOD. 
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Fig. 11. Superoxide dismutase activity of polyphenols. 
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2.5.3. Oxygen radical antioxidant capacity (ORAC) activity of Aronia 

melanocarpa extracts 

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay는 수소 전자의 전달에 의한 환원력을 

측정하는 방법으로 식물 내에 친수성 및 소수성 성분과 모두 반응하기 때문에 응

용 범위가 넓으며 항산화 측정에 매우 적합하다138
. ORAC value는 Ou 

139
 등 의 실험

방법을 응용하여 평가하였다. 본 실험에서 사용한 시료 및 표준물질의 희석과 시약

의 제조는 75 mM phosphate buffer (pH 7.4)를 이용하였다. 실험 직전 AAPH (150 mM)

는 37℃에서 15분간 정치하여 활성화한 뒤, 96-well plate에 희석된 착즙액 25 μL와 

fluorescein (40 nM) 150 μL를 혼합하고 측정 직전에 AAPH (150 mM) 25 μL를 첨가하

였다. 혼합액은 ELISA (UVM-340)를 사용하여 485 nm에서 전자를 여기 후 535 nm에

서 방출되는 조건으로 37℃에서 90분간 3분마다 fluorescence의 감소율을 측정하였

다. 결과값은 착즙액 첨가와 blank의 area undercurve (Net AUC) 값을 나타낸 후 

trolox를 이용하여 작성한 검량선에 대입하여 나타내었다. ORAC assay를 통하여 항

산화를 측정한 결과 C3G, quercetin, aronia extract 모두 14±0.25 μM TE/mL으로 높은 

ORAC 수치를 나타내었으며, positive control으로 사용한 Trolox의 ORAC 지수는 14±

0.14 μM TE/mL이었다. Aronia extracts가 천연물인 것을 감안했을 때 positive control과 

비슷한 수준의 항산화 활성을 나타낸다는 것은 매우 높은 항산화 활성을 갖고 있

음을 의미한다. 
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Fig. 12. Relative luminescence intensity as increased in trolox concentration for 30 

min. 
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Fig. 13. Net luminescence intensity as increased in trolox concentration at 30 min. 
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Fig. 14. Net luminescence intensity as increases in polyphenols concentration at 30 

min. 
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2.5.4. Catalase activity of Aronia melanocapa extracts 

Catalase는 인체 내에서 생성된 H2O2를 H2O로 분해하는 효소이다. SOD에 의해서 환

원된 H2O2뿐만 아니라 peroxisome의 효소, mitochondria의 전자전달계, xanthine 

oxidase에 의해 생성된 H2O2를 분해 함으로써 인체를 보호하는 역할을 한다. 본 실

험에서는 Catalase assay kit (CAT 100)을 사용하여 항산화 활성을 측정하였다. 실험 

결과 aronia extracts (F)의 IC50 값은 25.52 μg/mL, aronia extracts (D)는 45.48 μg/mL으로 

측정되었다. 선행연구에서 aronia 열매 및 잎의 extracts 또는 분획의 항산화 활성을 

확인하였는데 aronia 열매와 잎 extracts의 경우 50% 에탄올 extracts의 활성산소 소

거 활성은 각각 25.00 μg/mL 및 37.27 μg/mL, 에틸아세테이트 분획은 각각 2.86 

μg/mL 및 8.38 μg/mL, 아글리콘 분획은 각각 1.80 μg/mL 및 3.38 μg/mL을 나타내었

으며, aronia 열매의 아글리콘 분획은 비교 물질로 사용된 L-ascorbic acid (OSC50 = 

1.50 μg/mL)와 유사한 항산화 활성을 보고하였다102
. 또 다른 선행 연구에서는 aronia 

anthocyanin 분획에서 높은 항산화 활성을 보고하였으며, 기타 베리류(acai berry, blue 

berry, cranberry, black currant)보다 2배 이상의 높은 항산화 활성을 보고하였다140
. 이

와 같은 결과로 보았을 때 aronia extracts를 적절한 방법과 농도로 사용한다면 피부

에 안전하고 노화를 방지하는 천연 항산화제의 응용이 가능할 것으로 판단된다.  
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Fig. 15. Calibration curve of absorbance intensity at 520 nm wavelength vs. Hydrogen 

peroxide (H2O2) concentration. 
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Fig. 16. Catalase activities (%) of polyphenols according its concentration. 

 

 

 

 

 

 



62 

 

2.5.5. Statistical analysis 

실험 결과는 3번 반복 실험 후 SPSS version 22를 이용하여 통계처리 하였으며, 실

험에 의해 얻어진 값들의 평균  ±표준편차로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 

통계학적 유의성 검증은 t-Test를 사용하였으며, p<0.05 수준에서 검정하였다. 
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2.6. In vivo antioxidant Activity of Zebrafish 

2.6.1. Introduction 

Zebrafish는 인간의 유전자 정보와 organ system이 매우 비슷한 척추동물이다141
. 사

람의 유전자와 크기 및 수가 비슷하고 유전자 및 단백질 간의 상동성이 높으며, 신

경계 및 각종 기관형성 과정이 사람과 유사하기 때문에 인체의 각종 질병 연구를 

위한 동물모델로서 세계적으로 다양한 연구에 사용되고 있다142
. Zebrafish는 선충이

나 초파리에서 가능했던 생체 내에서의 세포생물학적인 실험이나 대규모 유전학적

인 연구가 가능하다는 장점이 있다. 또한 zebrafish는 발생 중의 배아가 투명하며 

체외에서 발생이 이루어지기 때문에 조직 특이적으로 형광을 발현하면 각종 장기

를 구성하는 특정 세포들의 형성 및 이동이나 분화  과정을 생체 내에서 직접 관

찰할 수 있기 때문에 in vivo imaging을 이용한 중추신경계 형성 및 각종 기관형성과 

분화과정 연구에 많은 장점들을 가지고 있다143
. 동물모델로서 zebrafish가 가지는 

장점은 마우스와 비슷한 수명(2년 정도)을 갖는다는 것과 생후 3개월이면 번식이 

가능하다. 암컷은 일주일 간격으로 100-500개의 알을 낳을 수 있고, 체외수정을 하

고 발생 중의 배아가 투명하기 때문에 일반 해부현미경 관찰로 발생의 모든 과정

을 관찰할 수 있다144
. 또한 발생이 매우 빨라 초기 세포분열은 대장균(20분)보다 

빠른 15분 간격으로 진행되며, 발생 6시간째 gastrulation이 시작되어 발생 10시간째

에 마치고, 12시간이 지나면 눈의 형태가 형성된다145
. 수정 후 24시간이 지나면 심

장의 박동과 혈액순환을 관찰할 수 있다. Zebrafish는 허파를 제외하고는 간, 췌장, 

그리고 지라, 흉선 등 면역계를 포함한 대부분의 기관을 가지며(Fig.17), 특히 돌연

변이 연구에서 밝혀지는 여러 결과들이 인간의 유전질환과 매우 유사한 것으로 밝

혀지고 있다. Zebrafish가 가지는 이러한 장점들로 인하여 세계적으로 많은 연구자들

에 의하여 신경계, 혈관계, 심장, 간, 면역계 등의 각종 기관 발달 관련 연구가 이

루어지고 있다. 이러한 동물 모델로서의 장점들 때문에 zebrafish로 전환하는 연구

자들이 급격히 증가하고 있는 실정이다146
.  

천연물질이나 그로부터 추출된 성분들의 유용성은 물질을 분리하여 그 구조를 정

확히 분석하는 것이 선행되어야 하며, 그 성분의 생리 활성이 있는지를 in vitro 또

는 in vivo 실험으로 천연성분으로써의 가치를 확인하고 이후에 사람에게 적용하는 
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임상실험(clinical trial) 단계를 거쳐야 하기 때문에 많은 시간과 노력, 비용이 요구되

고 있다. In vivo 동물 모델 실험에서 사용되고 있는 mouse는 유전학적으로나, 생리

적 유사성이 사람과 매우 유사하여 포유동물 모델로서 가장 많이 사용되어 왔지만, 

마우스를 이용한 대단위의 screening은 연구 방법의 한계와 비용의 문제가 발생한다

141, 147
. 그 외에 C. elegans나 drosophila가 유전학적으로 가장 많이 연구된 실험동물

로서 in vivo screening에 사용되어 왔지만, 이들 모델은 무척추동물로서 유연관계에

서 사람과 차이가 많아 제약이 많이 따른다. 이와 같은 동물모델들과 비교하여 

zebrafish는 drug screening을 위한 in vivo assay에서 많은 장점들을 가지고 있다. 첫째, 

mouse에 비해 많은 수의 개체 수의 유지가 용이하며, 둘째, 통계적인 자료를 만들

기가 쉬어 재현성이 뛰어나다. 또한 embryo가 투명하기 때문에 in vivo 상에서의 

organogenesis를 관찰하기가 쉬우며, 쉽게 visual screening이 가능하다148
. 이외에도 

zebrafish 배아의 크기는 약 5 mm로 작아서 96 well plate와 같은 작은 size의 공간으

로도 assay가 가능하기 때문에 물질을 최소한으로 사용하여 저렴한 경비로 많은 수

의 chemical들을 확인할 수 있는 장점이 있다146
. 특히 zebrafish는 사람에 존재하는 

대부분의 장기들을 가지고 있으며, 다양한 mutagenesis 방법을 통하여 다수의 동물

모델이 개발되어 있고, 또한 유전자의 유사성이 drosophila나 C. elegans에 비하여 매

우 높기 때문에 최근에는 zebrafish를 이용하여 다양한 연구에서 in vivo drug 

screening이 진행되고 있으며, 피부가 투명하여 관찰이 용이하므로 최근 미백 연구

에서도 시도되고 있다141, 146
. 본 실험에서는 강력한 항산화 활성 효과를 갖고 있으

나, 미백효과에 대해 논란의 여지가 많은 quercetin과 천연물 상태에서quercetin 을 

다량 함유하고 있는 양파껍질 추출물(onion skin extracts을 zebrafish)를 이용하여 항

산화 활성과 미백 효과를 검증하고자 하였다.  

또한 새로운 천연 미백 소재를 개발하기 위해 최근 슈퍼푸드로 알려진 aronia와 

aronia 속에 포함되어 있는 anthocyanin 성분 중의 하나인 C3G의 항산화 활성을 확

인하고 현재 미백 효과가 보고된 바 없는 C3G의 미백 효과 검증을 통해 천연 미

백 소재로서의 가능성을 제시하고자 하였다.  



65 

 

 

Fig. 17. Internal organ development in zebrafish
(151)

. 
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2.6.2. Experimental zebrafish 

Zebrafish는 transgenic model (Havard Medical school male & female)로써, 성숙된 

zebrafish 암수를 알 채취 전날 알 채취용 수조에 넣고 14:10 시간의 낮과 밤의 주

기로 28.5℃의 수온을 유지, 폐쇄 순환 여과 시스템을 갖춘 수조에서 수정한 뒤 다

음날 광주기 시기 1~2시간 이후에 알을 채취하였다. 수정된 알은 zebrafish embryo 

medium에 넣고 24시간 발생시킨 후, zebrafish skin cell에 damage를 주기 위해 

metronidazole (MT)을 1000 mM로 처리한 후 각 샘플을 농도별로 처리하였다. 실험 

샘플을 농도별로 희석하여 72시간 후 zebrafish embryo를 washing 하였다. Washing 한 

embryo를 medium으로 옮기고 0.1% (v/v) tricaine anaesthetic를 사용하여 마취 후 488 

nm에서 현미경(Olympus SZX16, Tokyo, Japan)으로 항산화 활성 정도를 fluorescent 

spot을 counting하여 확인하였다.  

 

2.6.3. Anti-oxidant effect of in zebrafish from Allium cepa skin extracts (onin 

skin) 

양파껍질 extracts의 항산화 활성을 fluorescent counting 값으로 측정하였다. Zebrafish

에 MT를 처리하게 되면 skin cell에 damage를 주게 되고 damage를 입은 skin cell의 

fluorescent rate가 감소하게 된다. 이 상태에서 항산화 활성이 있는 물질을 처리하게 

되면 fluorescent rate가 증가하게 되고 이와 같은 방법으로 항산화 활성을 평가할 수 

있다. 본 실험에서는 MT를 1000 mM 농도로 처리 후 양파껍질 extracts을 DMSO에 

희석하여 30~100 μg/mL의 농도로 실험하였다. positive control으로는 vit C (Ascorbic 

acid) 100 μg/mL을 사용하였으며, 실험 결과 양파껍질 extracts은 농도 의존적으로 항

산화 활성이 증가하는 경향을 보였고 positive control인 vit C는 100 g/mL의 농도에

서 100% fluorescent rate를 나타내었다. 양파껍질 extracts은 vit C와 동일한 농도에서 

항산화 활성의 fluorescent rate가 120%으로 확인되었으며, positive control으로 사용한 

vit C 보다 20% 정도 더 높은 항산화 활성을 보여주었다. 이와 같은 높은 항산화 

활성은 양파껍질에 다량 함유되어 있는 quercetin 성분으로 추정되며 추후 단일물질

(quercetin)의 항산화능을 확인할 필요가 있다. Zebrafish를 이용한 다른 항산화 실험

에서 셀레늄(selenium) 섭취 시 산화 스트레스에 대한 항산화 활성을 보고하였는데 
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zebrafish에 고함량의 selenium을 식이 처리하였을 때 산화, 환원 반응의 균형을 조

절하고 항암효과가 있음이 밝혀진 selenoprotein의 단백질 발현에 영향을 주지 않는

다고 하였다149
. Zebrafish를 이용한 다른 연구에서 flavonoids는 flavone보다 낮은 

toxicities 높은 항산화 활성이 있음을 보고하였는데 toxicity 농도 범위는 LD50 > 100 

ppm이라고 보고하였다150
. 또한 quercetin 과 rutin을 zebrafish에 50 mg/kg으로 

injection 시켰을 때 항산화 효과와 함께 알츠하이머 예방효과가 있음이 보고되었다

151
. 다른 연구에서는 갈색 해조류에서 dieckol 성분을 분리하여 zebrafish에 UVB를 

조사하였을 때 UV에 대한 매우 높은 skin damage 방지 효과에 대해 보고하였다152
. 

이와 같은 결과를 보았을 때 drug screening을 위한 in vivo assay로 zebrafish를 활용하

는 것은 in vivo 실험에서 매우 유용하다고 생각되며, 아직까지 밝혀지지 않은 다른 

종류의 polyphenol 항산화 활성과 mineral 등 다른 유용성분들에 대해서 조사할 필

요가 있다.  

 

2.6.4. Anti-oxidant effect of in zebrafish from C3G 

Fertilization 시킨 배아를 24-well plate에 1 well 당 zebrafish embryo를 10마리씩 

medium에 놓고 24시간 배양 시킨 후 MT를 1000 mM로 처리하였다. C3G는 각각 의 

농도(10, 30, 50, 100, 150, 200 μmol/L)로 처리하였고 positive control으로 NAC (N-acetyl-

L-cystenin)를 사용하였다. 실험 결과 C3G 30 µg/mL ~ 100 µg/mL 농도에서는 농도 의

존적으로 항산화 활성이 증가하였으나, 150 ~ 200 µg/mL 의 농도에서는 항산화 활성

이 감소하였다. 이와 같은 이유는 C3G의 toxicity 때문으로 생각되며, 본 연구에서 

toxicity range를 조사하기 위해 실험했던 zebrafish mortality data와 비교해 보았을 때 

C3G의 in vitro 실험의 안전한 농도 범위는 100 µg/mL 이하로 판단된다. 다른 선행 

연구에서 grape skin (GS)과 acai puree의 항산화 활성과 zebrafish를 20 mg/day/fish의 

조건으로 intake 시켰을 때 콜레스테롤 감소 효과에 대해 보고를 하였다153
. 기존의 

문헌들을 조사를 해보면 in vivo 실험에서 zebrafish를 이용한 실험들은 대부분 식이

를 통한 연구가 대부분이며, 본 실험과 같은 방법으로 항산화 활성을 연구는 사례

한 경우는 매우 드물다. 또한 cyanidin의 분류 물질 중에서 C3G의 생리 활성에 대

한 연구가 매우 미흡하므로 추후 여러 가지 기초연구들과 함께 단일 물질의 분리
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를 통한 다양한 mechanism의 규명이 필요할 것으로 생각된다. 
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Fig. 18. Fluorescent counting (%) of zebrafish after treatment of Allium cepa skin 

extract (onion skin). 
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Fig. 19. Fluorescence images of anti-oxidant effect in zebrafish from Allium cepa skin 

extract (onion skin). 
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Fig. 20. Fluorescence images of anti-oxidant effect in zebrafish from C3G. 
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Fig. 21. Fluorescent counting (%) of zebrafish after treatment of C3G. 

** P<0.01 vs. control, ▲P<0.05 vs. MT, ▲▲P<0.01 vs. MT 
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Chapter 3. Determination of anti-melanogenesis activities 

of onion skin extracts and Aronia melanocarpa extracts 

3.1. Introduction 

Melanosome 안에서 생기는 melanin 합성 과정에는 3개 이상의 효소가 관여하며, 합

성에 관여하는 주요한 효소는 tyrosinase, tyrosinase-related protein 1 (TRP-1), tyrosinase-

related protein 2 (TRP-2)이다. 이 중 tyrosinase는 rate-limiting step에 관여하는 효소로써, 

melanin 합성 과정에서 가장 핵심이 되는 효소이다21
. Tyrosinase는 melanogenesis의 

속도결정 단계인 초기 반응에 관여하는 효소로 생합성 경로에서 서로 다른 세 반

응을 촉매 한다. 첫 번째 반응은 Tyrosine에서 DOPA로의 hydoxylation, 두 번째 반

응은 DOPA가 산화되어 DOPA quinone으로 전환되며, 세 번째는 다시 산화되어 DHI

의 탈수화 반응을 일으킨다. DOPA는 첫 번째와 세 번째 반응에서 cofactor로 작용

하며154
, DOPA와 tyrosinase의 정확한 상호작용 부위는 밝혀져 있지 않으나 서로 다

른 두 개의 binding site가 있는 것으로 보고되었다. Tyrosinase에 cofactor가 결합하게 

되면 tyrosinase의 conformation 변화를 유도하게 되며 기질에 대한 효소의 친화력을 

증가시킨다155
. Tyrosinase의 활성을 위해서는 촉매 활성 자리에 있는 histidine 잔기에 

2개의 구리 이온이 결합되어야 하고, tyrosinase-related proteins인 TRP-1과 TRP-2는 

melaningenesis 과정에서 매우 중요한 역할을 한다156
. TRP-1과 TRP-2는 tyrosinase와 

약 40%의 아미노산 homology를 공유하며, TRP-1은 melanosomal 막에 존재하여 

transmembrane protein을 glycosylation 시킨다. 또한 Mouse의 TRP-1이 tyrosinase의 안

전성과 피부의 pigmentation을 증가시킨다고 알려져 있으나, melanogenesis에서 TRP-1

의 작용은 아직 정확히 규명되지 않았다157
. 또한 human TRP-1은 Mouse TRP-1과 달

리 fibroblast에 transfected TRP-1 실험을 통해 DHICA oxidase 활성을 띄지 않는 것으

로 밝혀졌다156a
. TRP-2는 tyrosinase와 같은 glycoprotein이다. TRP-2가 정상적인 기능

을 하기 위해서는 이 단백질의 glycosylation이 필요하다158
.  
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Fig. 22. Structure of melanocyte in skin. 
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Fig. 23. Chemical reaction-based melanin formantion mechanisms. 

 

Melanin synthesis pathway regulated by tyrosinase, tyrosinasefamily protein TRP1 and TRP2. 

Tyrosinase catalyzes the first tworate-limiting steps in melanin synthesis of tyrosine 

hydroxylationto DOPA and DOPA oxidation to DOPAquinone, and also theoxidation of the 

downstream intermediate DHI to indo-5,6-quinone and DHICA to indole-5,6-quinnone 

carboxylic acid. TRP1and TRP2 catalyze the oxidation of DHICA to indole-5,6-quinone 

carboxylic acid and tautomerization of DOPAchrome to DHICA.
159
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3.2. Mushroom tyrosinase inhibition  

Aronia extracts의 미백 효과를 확인하기 위해 1차 적으로 mushroom tyrosinase 

activity를 측정하였다. 실험 방법은 tyrosinase 활성에 의해 L-DOPA가 DOPA 

chrome으로 변하는 원리를 이용한 것이며, 본 실험에서는 Xie
76의 방법을 변

형하여 실험을 진행하였다. 실험 방법은 E.P. tube에 0.1 M sodium phosphate 

buffer (pH 6.5) 220 μL 와 50 ~ 1000 μg/mL 농도로 제조된 블루베리 추출액 20 

μL, L-tyrosine (Sigma, USA) 1.5 mM 40 μL, 1500 unit로 제조한 mushroom 

tyrosinase (Sigma, USA) 20 μL을 넣고 37℃에서 15 min 간 반응 시켰다. 반응이 

끝난 후 tyrosinase에 의해 DOPA로부터 형성되는 DOPA chrome의 양을 490 nm

에서 측정하였다. Positive control로 arbutin과 ascorbic acid를 사용하였다.  
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3.3. Cell Culture (B16F10)  

B16F10 mouse 세포는 한국세포주은행에서 분양 받았으며, 10% fetal bovine serum 

(FBS, Gibco BRL, USA), 0.2 % sodium bicarbontate를 첨가한 Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM; Sigma, USA)를 배지로 사용하였고, 37℃ 온도에서 5% CO2 상태로 

배양하였으며, 세포가 바닥 면적의 80% 정도까지 자란 상태에서 계대 배양하여 실

험을 진행하였다. 세포는 10% FBS, 50 U/mL 페니실린 및 50 μg/mL streptomycin이 함

유된 DMEM에서 37℃ 및 5% CO2조건 하에 배양하였다. 

 

3.4. Measurement of cellular Melanin Content  

B16F10 세포를 96 well plate에 1 x 10
5 

cells/well 농도로 분주하고 24 h 후에 1 µM α-

MSH와 aronia extracts를 각 농도별(10 µg/mL ~ 50 µg/mL)로 각각 처리하였으며, 72 h

이 지난 후 melanin 생성을 확인하고 세포를 PBS로 세척하였다. 세포를 수확하고 

10,000 rpm에서 5 min 간 원심분리하고 생성된 pellet에 1 N NaOH를 넣고 60℃에서 

1 h 동안 방치하여 용해시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. melanin 함량은 

무처리군의 흡광도와 비교하였으며, 양성대조군으로는 arbutin을 사용하였다. 
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3.5. MTT Assay 

B16F10 cell suspension을 96-well에 1x10
5 

cells/well 농도로 100 µL씩 분주하여 배양기

에서 24시간 동안 안정화를 시킨 후 시료를 농도 별로 단독 혹은 다른 항산화제들

과 함께 병용 처리한 후 24시간 동안 배양하였다. Vistica
160의 방법에 따라 2.5 

mg/mL MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 용액을 well당 

50 µL 씩 넣어 4시간 동안 배양기에 방치한다. 이후 상등액을 제거하고 DMSO를 

well당 100 µL 씩 가하고 1분간 shaking하여 formazan을 완전히 용해시킨 후 ELISA 

Bio-Tek instrument Inc (Winooski, VT, USA)을 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 본 실험에 사용한 MTT, DMSO는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입

하였다. 96 well plate는 Nunc (Roskild, Denmark)에서, 0.2 µM syringe filter는 Nalgene®  

(Rochester, NY, USA)에서 구입해 사용하였다. 

 



79 

 

3.6. Western blot analysis 

B16F10 cell suspension을 100 π tissue culture dish에 각 well 당 1x10
5 

cells/well로 가한 

후 24시간 동안 배양하여 cell을 안정화시킨 후, 약물을 농도 별로 처리한다. 배양

이 끝난 세포를 2~3회 PBS로 세척 후 lysis buffer를 첨가해 cell을 lysis 시킨 후 

14,000 rpm에서 20분간 원심분리 하였다. Protein의 정량은 Bradford법을 이용해 측정

하였다. 25 g의 단백질을 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE)로 변

성 분리하고, 이를 polyvinyildene difluoride (PVDF) membrane에 transfer하였다. 

Membrane을 blocking 시킨 후, 2.5% nonfat dry milk가 함유된 Tris-buffered saline with 

0.2% Tween-20 (TBST)에 1차 항체를 넣고 상온에서 1시간 혹은 4℃에서 24시간 반

응 시켰다. 1차 항체와 반응시킨 membrane을 TBST로 3회 세척하고 2차 항체와 상

온에서 1시간 반응시킨 뒤에 TBST로 3회 세척하여 ECL advance detection system으로 

각 band의 양상을 확인하였다. 30% acrylamide, 2-mercaptoethanol, non-fat dry milk, N, N, 

N'N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), bovine serum albumin은 Bio-Rad (Hercules, CA, 

USA), RIPA buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, with 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 0.5% 

sodiumdeoxycholate, and 0.1% SDS), Tween-20, tris[hydroxyl-methyl]aminomethane (Tris), 

glycine, ammonium persulfate는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), protease inhibitor 

cocktail과 phosphotase inhibitor cocktail은 Roche (Indianapolis, IN, USA), polyvinylidene 

difluoride (PVDF) transfer membranes은 Millipore (Billerica, MA), ECL advance detection 

system은 Amersham Pharmacia (Piscataway, NJ, USA)에서 구입하였다. Mini-Protein tetra 

cell casting module, Semi-dry transfer kit, Electrophoresis power supply는 Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, CA, USA)에서 centrifuge는 Hanil Science Industrial Co. (Incheon, 

South Korea)에서, LAS-3000 imaging system은 Fujifilm (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. 

각 물질의 Western blot으로 단백질 발현 측정을 알아보기 위해 β-actin (Cell 

signaling), tyrosinase (Santa Cruz), TRP-1 (Santa Cruz), TRP-2 (Santa Cruz), MITF 

(SantaCruz), Anti-Rabbit-HRP (Cell signaling), Anti-Mouse-HRP (Santa Cruz)을 구입하여 

실험에 사용하였다.
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3.7. Results and discussion  

3.7.1. Effect of mushroom tyrosinase inhibition by Quercetin and Aronia 

melanocarpa extracts 

Tyrosinase는 melanin 합성에 있어서 핵심적인 역할을 하는 효소로서 melanin 합성의 

출발 물질인 tyrosine을 DOPA quinone으로 전환하기 때문에 tyrosinase의 활성 유무에 

따라서 melanin 생성이 결정 된다28, 161
. 본 실험에서 quercetin 의 tyrosinase inhibion 

IC50 값은 86.35 µg/mL로 측정되었으며, 양성대조군(positive control)으로 사용한 

ascorbic acid과 arbutin의 IC50 값은 각각 17.96 µg/mL과 101.65 µg/mL로 측정 되었다. 

Aronia extract의 IC50 값은 168.93 µg/mL 으로 측정 되었으며, 이와 같은 결과는 

positive control으로 사용한 quercetin, ascorbic acid, arbutin보다는 낮은 저해활성을 나

타내지만 실험시료가 천연물이라는 점을 감안했을 때 매우 높은 tyrosinase 저해활

성이라고 볼 수 있다. 일반적으로 식물들이 갖고 있는 페놀류 화합물은 높은 항산

화 활성을 갖기 때문에, tyrosinase에 의한 가역적 산화반응을 억제시켜 미백 기능을 

하는 것으로 알려져 있다162
. 또한 페놀류 화합물은 tyrosinase의 기질인 tyrosine과 

구조적으로 유사하여 tyrosinase의 활성을 저해한다고 알려져 있다163
. 효소반응에서 

경쟁적 저해제(competitive inhibitor)는 기질과 그 형태가 매우 유사하여 효소의 활성

부위에 기질과 경쟁적으로 결합을 하게 되며, aronia extracts에 포함되어 있는 각종 

polyphenols이 tyrosinase를 저해하여 미백활성을 나타내는 것으로 추정된다. 추후 

aronia extracts의 tyrosinase related protein과 mRNA의 발현량 측정을 통해 melanin 생

성 억제 활성에 관한 분자생물학적 수준의 연구가 필요하다고 생각된다. 
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Fig. 24. L-tyrosine standard curve of tyrosinase inhibition detection. 

 

 

 

L-tyrosine standard curve

Concentration

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

A
b

so
rb

a
n

ce
  
2

8
5

 (
n

m
)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

b[0]	8.619047619e-3
b[1]	0.4846571429
r ² 	0.9949882236



82 

 

Tyrosinase inhibition

Concentration (g/ml)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

A
c
ti

v
it

y
 (

%
)

0

20

40

60

80

100

120

Quercetin 

Arbutin 

Vitamin C 

Aronia extract

A490nm

 

Fig. 25. Inhibitory effect of mushroom tyrosinase from aronia extracts. 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 

 

3.7.2. Measurement of cytotoxicity of Quercetin and Aronia extracts in 

B16F10 melanoma cells. 

Quercetin과 aronia extracts의 독성의 정도를 확인 하기 위해 B16F10 melanoma cells을 

이용하여 48시간 시료 처리 후 세포 생존율을 측정하였다. Quercetin은 10 ~ 50 μM의 

농도 범위에서 농도 별로 측정 한 결과 세포 생존율은 <10 μM 에서 90% ~ 109%이

었다. 이와 같은 결과는 Nagata (2004)
164의 연구에서 quercetin의 세포 생존율의 범위 

<20 μM 보다는 높은 독성을 나타내었다. 대부분의 기존 연구들을 보면 quercetin의 

세포 생존율의 범위는 <10 μM로 조사 되었으며, 이와 같은 결과들은 quercetin이 

매우 toxic한 물질임을 시사한다. Aronia extracts의 세포 독성 평가에서 안전한 농도 

범위는 10 ~ 25 μg/mL로 조사 되었으며, quercetin 보다 독성이 없는 것으로 나타났다. 

Thani (2012)
165의 연구에서 aronia extracts의 세포 독성 평가 농도 범위는 30 ~ 60 

μg/mL이라고 하였으며, Rooprai (2016)
166의 연구에서 aronia extract의 독성 평가 범위

는 <1 µg/mL에서 안전하다고 하였다. 본 연구의 결과 aronia extract의 안전한 농도

범위는 <30 μg/mL 으로 조사되었다.
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Fig. 26. Effect of Quercetin and Aronia extracts on cytotoxicity. 
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Aronia melanocarpa MTT assay
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Fig. 27. Relative cell viability of SSE on B16 melanoma cells by aronia extracts.
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3.7.3. Mesasurement of melanin contents of Aronia extracts 

Melanin 생합성에 관여하는 주요 인자로는 tyrosinase, DOPA chrome conversion fator 

(DCF), prostaglandin (PG), interferon (IFN), melanocyte stimulation hormone (MSH), vitamin 

D3, histamine 등이 있다167
. 미용학적 측면에서 보았을 때 melanin 생성은 심미적인 

문제의 요인이 되므로 melanin 형성을 저해하고 피부에 적용하였을 때 안전하고 효

과적인 미백 소재의 개발은 무척 중요하다. Aronia extracts의 melanin 생성 억제활성

을 확인하기 위해 B16F10 cell에 α-MSH 1 µM을 처리하여 melanin 생성을 유도한 후 

(Fig.28) 각각의 농도(10 ~ 200 µg/mL)로 처리한 결과 농도 의존적으로 melanin 양이 

감소함을 확인하였다. 이와 같은 결과는 양성대조군인 ascorbic acid보다는 낮은 결

과이지만 실험시료가 천연물이라는 점을 감안했을 때 비교적 높은 melanin 생성 저

해 활성이라고 할 수 있다. Aronia 열매와 잎에는 anthocyanin 성분이 다량으로 포함

되어 있는데 이러한 anthocyanin 색소가 tyrosinase 활성을 저해하고 melanin 생성을 

억제 한다는 연구 결과가 보고 되어있다168
. 현재 aronia에 관한 연구로는 영양성분 

분석 및 항산화 활성에 관한 연구가 대부분이며 미백활성에 대한 연구는 매우 미

흡하다. Aronia extracts의 여러 가지 지표성분들의 미백활성 검증을 통해 천연 화장

품 소재로서의 가능성에 대해 검토할 필요가 있다.  
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Fig. 28. Melanin contents standard curve. 
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Fig. 29. Effect of aronia extracts on melanin content. 
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3.7.4. Western blot analysis in B16F10 cells  

피부의 기저층에 존재하는 melanin은 melanin 생성세포 내 소기관인 melanosome에

서 합성되며, melanosome은 멜라닌 합성 시 중요한 효소인 tyrosinase, TRP-1, TRP-2 

등을 함유하고 있다169
. 피부가 UV에 노출되면 세포내의 α-MSH의 생성이 증가하고, 

α-MSH은 melanin cell의 특이 수용체인 melanocortin receptor(MC1R)과 결합하여 하위 

신호를 전달하게 되며, adenylate cyclase를 활성화시켜 cAMP를 증가 시킨다. 이때 

cAMP  PKA와 cAMP의 response element binding 단백질인 CREB를 phosphorylation 

시켜 microphthalmia-associated transcription factor (MITF)의 발현을 증가 시킨다. 

Melanin 생성의 다른 경로는 MAPK의 경로가 있으며, ERK는 membrano-to-nucleus 

신호를 통해 세포의 증식과 분화에 관여하고 ERK의 활성은 MITF의 serine 73을 

phosphorylation 시켜 MITF의 발현이 감소하면 tyrosinase의 전사가 저해 된다고 알

려져 있다170
. Melanin 합성의 또 다른 경로는 NO pathway가 있으며, 체내에서 NO가 

생성되면 guanulate cyclase가 활성화 되고 cGMP가 증가하게 되고 MITF 또한 증가

하게 된다171
. 이외에도 Wnt pathway와 extracellular의 경로 이외에 아직 밝혀지지 않

은 몇 가지 경로가 더 존재할 것으로 예상되며, 신호전달 mechanism 규명이 필요할 

것으로 생각된다(Fig. 4). 본 실험에서는 B16F10 cell에 α-MSH로 자극을 주고 

melanin 양이 증가된 상태에서 quercetin과 aronia extract, C3G 의 tyrosinase, TRP-1, 

TRP-2의 단백질 발현 양상을 조사하였다. 실험결과 quercetin에서 단백질 발현량은 

감소하지 않았고, aronia extracts 10 µg/mL에서 TRP-2가 약간 감소하였다. Aronia 

extracts와 지표성분인 C3G의 단백질 발현량을 조사하였으며, 결과는 aronia extracts 

중 단일 compound인 C3G의 미백활성이 더 높은 것으로 확인되었다.
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Fig. 30. Inhibitory effect of Quercetin on the Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and Actin in 

expression B16F10 cells.
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Fig. 31. Inhibitory effect of Aronia extract on the Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and Actin 

in expression B16F10 cells.
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Fig. 32. Inhibitory effect of Quercetin and Aronia extract on the MITF, Tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2 and Actin in expression B16F10 cells.
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Fig. 33. Inhibitory effect of C3G on the Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and Actin in expression B16F10 cells.
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Fig. 34. Inhibitory effect of C3G and Aronia extract on the Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 and Actin in expression B16F10 cells. 
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3.7.5. Statistical analysis 

실험 결과는 3번 반복실험 후 (SPSS version 22)를 이용하여 통계처리 하였으며, 실

험에 의해 얻어진 값들의 평균을±표준편차로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 

통계학적 유의성 검증은 t-Test 사용하였으며, p<0.05 수준에서 검정하였다. 

 

3.7.6. Effect of Quercetin and on pigmentation of zebrafish 

Quercetin을 각 농도별(2~30 μM)의 농도로 zebrafish embryo에 처리 후 48시간 후에 

melanin 생합성 억제활성을 control군과 비교하였다. 색소 침착 저해활성을 조사한 

결과 positive control로 사용한 PTU 0.2 mM 처리군에서는 control (DMSO 0.1%)에 

비해 강력한 미백활성이 나타났다. Quercetin의 농도범위는 mortality 결과를 

바탕으로 생존 가능한 농도(2~  30 μM)로 처리하였으며, 실험한 농도 전체의 

범위에서 미백효과는 나타나지 않았으며, 농도가 높아질수록 독성으로 인해 오히려 

melanin이 증가하는 경향을 보였다. Zebrafish 내에서 tyrosinase의 활성을 비교 

하였는데 농도 의존적으로 tyrosinase 활성이 증가하였다. Quercetin에 관한 기존의 

연구결과들은 대부분 in vitro cell 실험들이 대부분이며, 몇몇 연구자들은 

미백효과가 있음을 보고하였고, 다른 연구자들은 반대로 melanin 증가에 대해 

보고하였다. Quercetin에 대한 기존의 in vivo 실험에서 C3H/HeN Jel mouse 피부에  

quercetin을 처리했을 때 tyrosinase protein과 TRP-2가 증가하고 hair follicle 색깔이 

검게 변했다는 연구가 있다172
. 본 연구결과 quercetin은 항산화 활성은 매우 높지만 

in vitro cell 실험의 경우 10 μM 이하의 낮은 농도에서도 독성이 나타나며, in vivo 

zebrafish 실험에서는 30 μM 에서 mortality rate가 20% 이하로 나타나 독성이 매우 

강한 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과를 보았을 때 quercetin은 미백성분으로는 

적합하지 않다는 결론을 내렸다. 반면 aronia extracts는 농도 50 μM 에서 mortality 

rate가 20%로 확인되었으며, tyrosinase 활성이 100 μM 이상에서 감소하였으므로, 

미백활성이 있다 해도 zebrafish의 mortality rate를 감안하였을 때 미백제로 사용 

하려면 50 μM 이하의 농도 범위로 제한되어야 한다. 따라서 다른 in vivo 실험이나 

clinical trails을 통해 농도 범위를 확인할 필요가 있으며, aronia 속의 단일물질인 

C3G의 미백활성에 대한 연구가 필요하다.
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Fig. 35. Pheno-type based dechorionated 9 hpf and embryo after treatments of PTU 

and Arbutin. 

 

Chemical 

Arbutin was purchased from TCI (Tokyo, Japan); PTU, C3G, Quercetin were purchased from 

Sigma (St Louis, USA). Vc was purchased from Beijing Dingguo Changsheng Biotechnology 

Co.LTD (Beijing, China) 

PTU (1-phenyl-2-thiourea) is a well known tyrosinase inhibitor used routinely to inhibit 

pigment production in zebrafish. 

Zebrafish embryos  

The AB line zebrafish used in this study were from Drug screening Platform of Shandong 

Academy of Sciences and were maintained following the standard procedures (Westerfield 

1995). Embryos were obtained from natural spawning that was induced at the morning by 

turning on the light. Colletion of embryos was completed with 30 min. After being rinsed 

several times, the clean embryos were cultured at 28.5 °C.  
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Fig. 36. Flowchart of pigment induction by alpha-MSH in zebrafish.
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Fig. 37. Photograph of 96-well for the treatment of quercetin according to its 

concentration. 
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Fig. 38. Optical microscopic imagesof alpha-MSH induced zebrafish after treatment 

of quercetin according to its concentration.
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Fig. 39. Effect of quercetin in pigment area of zebrafish .
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Fig. 40. Effect of quercetin in tyrosinase activity in zebrafish. 
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Chapter 4. Synthesis of quercetin derivatives 

4.1. Introduction 

과학기술의 발달에 따라 최근 미백 활성의 다양한 mechanisim 규명이 이루어 지고 

있으며, 미백 기능성 소재의 경우에는 주로 tyrosinase 활성을 저해하는 성분들이 주

류를 이루고 있다. 최근 들어 UV 또는 염증을 비롯한 외부 자극으로부터 

melanocyte의 신호 전달을 차단하거나, tyrosinase를 합성하는 유전자의 발현을 억제

하는 연구가 활발하게 진행 되고 있다. 미백에 효과가 있는 성분들은 주로 부작용

을 동반하는 경우가 흔하며, 이에 따라 천연 식물에서 유용성분들을 추출하려는 연

구가 일반적이다. 천연 식물의 성분이 절대적으로 안전한 것은 아니지만, 합성된 

물질보다는 안전성 측면에서 비교적 문제가 될 가능성은 훨씬 적다고 할 수 있다. 

그러나 비타민이나 효소 같은 물질은 미백 효과가 매우 뛰어나지만 안정성의 확보

가 어려워 제품화 할 경우 여러 가지 문제가 발생한다. 따라서 인체에 적용 했을 

때 세포 독성이 높지 않는 범위 내에서 미백 효과가 있는 물질의 화학적 처리를 

통하여 안정과 안전성을 높일 수 있는 유도체의 개발은 매우 중요하다. 일반적으로 

미백 효과를 보인다고 알려진 천연 항산화제인 polyphenols, flavonoids, flavanols, 

stilbens, terpenes (carotenoids 및 essential oils 포함)류는 식물 extracts과 화합물 형태로 

제형을 만들면 활성과 안정성 및 시너지 효과를 가진 화장품 제품을 만들 수 있다

173
. 대표적인 사용 화장품으로 quercetin

174
, kojic acid, resveratrol이 제형 성분으로 포

함되어있다. Quercetin은 주요 flavonoid 화합물로 과일과 채소 등에서 높은 함량을 

나타내며, vit C의 기능을 향상시키고 흡수를 높여주며 free radical의 산화로부터 보

호해준다. 최근에는 quercetin을 이용하여 활발한 연구가 진행되고 있으며, 그 연구

사례를 들어보면 quercetin에 acetate, propionate, palmitate와 같은 작용기를 결합시켜 

그 활성을 측정해본 결과 전구체보다 뛰어난 활성이 나타남을 확인 활 수 있는 연

구결과가 보고되었다175
. 그러나 미백 소재로 잘 알려진 quercetin에 대해 현재까지의 

연구의 동향을 조사해 보면 아직도 미백 효과에 대한 이견이 많다. 기존의 연구에

서 Arung 
176

, Kim 
177

, Nakashima 
178는 quercetin과 quercetin 유도체가 미백 효과가 있

다고 보고를 하고 있으며, 반면에 Yamauchi는 quercetin이 melanogenesis를 자극 하는 
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물질이라는 연구 결과를 보고 하였다179
. 최근 연구 동향을 살펴보면 quercetin에 분

포하는 OH 기능기의 역할이 미백효과와 어떤 상관성이 있는지에 대한 관심이 증폭

되고 있다. Quercetin은 일반적으로 R1과 R2 위치에 서로 다른 기능기가 있음에 따라, 

quercetin, rutin, quercitrin, kaempferol, isorhamnetin으로 이루어 진다180
. Quercetin 유도체

로서 각기 다른 항산화능을 가지며, 식용 메밀에 많이 함유하고 있는 루틴(rutin)의 

경우, R2 (C3) 위치에 rutinose기가 달려있는 형태이다. 본 연구에서는 OH기가 총 5

개 존재하는 quercetin에 7가지의 다른 기능기를 SN2 반응을 이용하여 치환하였다. 

새로 합성된 quercetin 유도체를 B16F10 cell을 이용하여 세포독성 평가 및 미백평가

를 하였으며, 이러한 기능들이 quercetin 유도체에서 어떤 기능기에 의한 미백 효과

인지에 대한 기작을 예측하고자 하였다. 또한 quercetin 유도체 합성을 통해 독성을 

낮추고 미백 기능을 높여 새로운 미백소재로써의 가능성에 대해 검토 하였다. 
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4.2. Synthesis of quercetin   

식품, 및 화장품의 원료로써, 자연에서 얻을 수 있는 천연물은 한계가 있고 자원으

로써 한계가 있다. 천연물 유도체의 합성은 이러한 문제점에 대한 대안이며, 유도

체의 합성을 통해 여러 가지 생리활성을 갖고 있는 천연물의 대량화와 함께 안정

성을 확보할 수 있다. 현재 전 세계적으로 천연물 자원을 대상으로 하는 유도체의 

신약개발이 진행되고 있으며, 다양한 분야에서 경쟁적으로 연구가 진행되고 있다. 

본 연구에서는 quercetin의 독성을 낮추고 미백효과를 높이기 위해 총 7가지의 친

핵체(4-Nitrobenzyl bromide, Benzyl bromide,4-Bromophenethyl bromide, 4-Methylphenethyl 

bromide, (s)-(+)-Citronellyl bromide, 1-Bromo-2-Methylpropane, Oleyl bromide)를 사용하여 

quercetin의 치환반응을 수행하였다. 대표적으로 치환이 용이한 bromide leaving기를 

가진 물질로 선택하였으며, quercetin에 각각 따로 7가지 중 1가지의 친핵체 물질과 

반응을 시켰다. 모든 반응에서 촉매로는 Na2CO3 (Sigma Aldrich, USA)를 사용하였고 

용매로는 DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma Aldrich, USA)를 사용하였다. 당량비에 있어

서는, quercetin에는 -OH기가 5개가 붙어있으므로 반응 할 수 있는 자리를 고려하여 

quercetin 1당량당 친핵체 물질과 Na2CO3는 각각 1.2 당량 또는 1.5 당량 씩 넣어주

었다.  
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Fig. 41. R1 and R2 substituted quercetin derivatives (a) and rutin compound (b). 

(a) (b) 
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Table 7. Literature summary of increase or decrease in melanogenesis with in vitro assay by quercetin and its derivatives 

Derivatives structure Synthesis compounds Derivatives structure Synthesis compounds 

O

O

OH

HO

HO

OH

 

Taxifolin and Luteolin 

An et. al., (2008)
181

. 

O

O

O

HO

O

HO

OH

O

OH

OH

OH

O

OH

OH

OO

OH

OH

OH

OH

OH

OH

 

4’-O-β-D-glucopyranosyl-

quercetin-3-O-β-D-

glucopyranosyl-(1  4)- β-D-

glucopyranoside 

Yamauchi et. al., (2013)
183

 

O

O

OH

HO

HO

OH

OCH3

 

3-O-methyl quercetin 

Yamauchi et. al., (2014)
182

 

O

O

O

HO

O

HO

OH

O

OH

OH

O

OH

OH

OO

OH

OH

OH

OH

OH

OH

O

OH

OH

OH

OH
O

 

4’-O-β-D-glucopyranosyl-(1  

2) -β-D-glucopyranosyl-

quercetin-3-O-β-D-

glucopyranosyl-(1  4)-β-D- 

glucopyranoside 

Yamauchi et. al., (2013)
183

 

.

O

O

O

HO

O

O

OH

 

3’,4’,7-O-trimethyl quercetin 

Yamauchi et. al., (2014)
182

 

O

O

OH

HO

HO

OH

OO

OH

OH

OH

OH

 

Quercetin glucosides 

Gómez-Cordovés et. 

al.,(2001)
184
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4.3. SN2 reaction   

친핵성 치환반응(nucleophilic substitution reaction)은 유기화학반응의 핵심반응이다. 

Nucleophilic은 비공유 전자쌍을 가지고 있는 분자나 음이온을 말하며, 루이스 염기

라고 할 수 있다185
. H2O 같은 중성물질도 nucleophile이 될 수 있으며, 강염기인 OH-

leaving group은 치환반응에서 대체 되는 그룹으로써 떠날 때 안정적인 약염기가 되

며, halogen이 가장 흔하다186
. 친핵성 치환 반응은 반응 mechanism에 따라 SN1과 

SN2 반응으로 나뉘며, SN1 반응은 leaving group이 먼저 떠나서 cabocation 이 

intermediate로 형성되고 그 후에 nucleophile이 intermediate를 접근해서 최종 물질이 

형성된다. SN2 반응은 유기화학에서 치환반응의 한 종류로써 이분자성 친핵성 치환

반응(bimolecular nucleophilic substitution)을 말한다187
. SN2 반응에 영향을 줄 수 있는 

변수로는 크게 4가지로써, 용매의 종류, 이탈기의 종류, 친핵체의 종류와 농도, 반

응 기질의 종류와 농도가 있으며, 상황에 따라 SN1 반응과 경쟁관계가 될 수도 있

다. SN2 반응에서의 생성물은 반응물이 카이랄한 경우 그 카이랄성이 뒤집히게 된

다. 전이상태를 살펴보면 평면삼각형 구조의 양쪽에 친핵체(nucleophile)와 이탈기

(leaving group)이 수직하게 붙어있는 구조인데, 친핵체와 이탈기가 중심 carbon을 두

고 자리를 차지하려는 경쟁적 반응이 일어나게 된다. 따라서 SN2반응이 일어나게 

되면 R/S configuration에 변화가 생기게 된다188
. SN1 반응은 carbocation이 안정화 된 

경우와 용매가 극성인 경우, 친핵체가 약한 경우에 잘 일어나며, SN2 반응은 친전자

성 탄소가 입체장애가 없는 경우, 친핵체가 강한 경우, 용매가 aprotic인 경우 잘 일

어난다. 

https://ko.wikipedia.org/wiki/%EC%9C%A0%EA%B8%B0%ED%99%94%ED%95%99
https://ko.wikipedia.org/wiki/%EC%B9%98%ED%99%98%EB%B0%98%EC%9D%91
https://ko.wikipedia.org/wiki/SN1_%EB%B0%98%EC%9D%91
https://ko.wikipedia.org/w/index.php?title=%EC%A0%84%EC%9D%B4%EC%83%81%ED%83%9C&action=edit&redlink=1
https://ko.wikipedia.org/w/index.php?title=%EC%B9%9C%ED%95%B5%EC%B2%B4&action=edit&redlink=1
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Fig. 41. Mechanism of SN2 reaction.
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Fig. 42. Photograph of SN2 quercetin reactor. 
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Silica oil을 채운 bath를 hot plate위에 올려놓은 후 silica oil의 온도를 측정할 수 있도

록 온도계를 설치한다. 그 다음 100 mL 용량의 two-neck round-bottom flask에 

quercetin, 친핵체 물질, Na2CO3, DMSO 를 넣어준 후 hot plate의 RPM과 온도를 조절

해 magnetic stirring 해가며 반응을 진행하였다. 반응이 진행되고 있는 도중에 한 방

울 정도 샘플링하여 1.5 mL E.P. tube에 담은 후, NH4Cl 수용액을 0.5 mL 및 

ethylacetate (EtOAc) 0.5 mL를 혼합하여 상등액을 취해 thin layer chromatography (TLC)

를 이용하여 분석하였다. TLC에서 대조군으로 quercetin도 함께 전개하여 생성물 유

무를 확인하였고, 반응의 완결 기준을 TLC 상의 quercetin 밴드가 완전히 없어지거

나 희미하게 나올 때까지로 진행하였다. TLC 용매로는 hexane:EtOAc (7:3) + formic 

acid (1.0%) 용매를 이용하였다. 반응이 종료되면, work up 과정을 통해 시료를 전처

리 하였다. 합성이 완료된 시료를 분별깔때기에 담은 후, EtOAc 100 mL과 NH4Cl 수

용액을 40 mL을 넣어 준 후 분별깔때기 뚜껑을 덮은 후 격하게 흔들고 층이 분리

되면 하등액은 버렸다. 남은 상등액에 NH4Cl 수용액을 40 mL을 넣어 격하게 흔든 

후 하등액은 버림으로써 반응에 사용된 Na2CO3를 제거하였다. NaCl 수용액 40 mL

도 위와 같은 방법으로 2번 반복한 후 마지막으로 남은 용액을 받아서 anhydrous 

MgSO4를 넣어 물기를 제거하였다. 유리필터를 이용해 필터 한 후, 농축하여 시료 

전처리를 완료하였다. 전처리가 완료된 시료의 양 중에서 반 정도를 open column을 

사용하여 분리하였다. Column 전개용매는 TLC 찍었을 때 가장 높은 밴드가 TLC판

의 70% 정도로 위치할 때의 용매로 선택하였다. Column을 내리기 전 silica에 전개

용매를 부어 잘 저어준 후 2시간 정도 후부터 column 분리를 시작하였고, 이때 전

개용매는 비극성부터 극성 순서대로 진행하였다. 
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Fig. 43. Fractionations of pre-treated open column. 
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4.4. Synthesis of quercetin derivatives results 

Column을 내려서 분획 별로 유리관에 받은 후, TLC를 진행하여 물질을 동정한 후, 

같은 물질끼리 합하여 농축시켰다. 농축 후 Speed vac (MaxiVac, Neutec, USA)을 이용

해 최종적으로 농축하였다. Silica oil의 온도는 42℃를 유지시키면서 2시간 정도 진

행하다가 200℃에 도달하면 반응을 멈추었다 (Fig. 44). 유리관 1, 2, 15~23번은 TLC 

상에서 band가 관찰되지 않아 추가로 농축을 진행하지 않았다. 

Quercetin syn EXP ①: Quercetin syn EXP ①-4은 quercetin으로 추정 되었으며, quercetin 

synthesis EXP ①-2에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ②: 느린 반응을 보여 5시간 30분 째에 benzyl bromide와 Na2CO3

를 1.2 당량 씩 더 넣어주었으며, quercetin syn EXP ②-1과 ②-2

에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ③: 마찬가지로 느린 반응을 보여 4시간 째에 4-bromophenethyl 

bromide와 Na2CO3를 1당량씩 더 넣어주었으며, 6시간 째에 4- 

bromophenethyl bromide와 Na2CO3를 1당량씩 더 넣어주었다. 

Quercetin syn EXP ③-1에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ④: Quercetin syn EXP ④-7는 quercetin으로 추정되며, quercetin syn 

EXP ④-1과 ④-3에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ⑤: 역시 반응이 느려 8시간 째에 1-Bromo-2-methylpropane와 

Na2CO3를 1.5 당량 씩 더 넣어주었다. EXP ⑤-1과 ⑤-5에서 뚜

렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ⑥: Quercetin syn EXP ⑥-6은 quercetin으로 추정되며 quercetin syn 

EXP ⑥-2에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰되었다. 

Quercetin syn EXP ⑦: Quercetin syn EXP ⑦-1과 ⑦-5에서 뚜렷한 밴드의 이동이 관찰

되었다. 
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4.5. Statistical analysis 

실험 결과는 3번 반복실험 후 (SPSS version 22)를 이용하여 통계처리 하였으며, 실

험에 의해 얻어진 값들의 평균을±표준편차로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 

통계학적 유의성 검증은 t-Test 사용하였으며, p<0.05 수준에서 검정하였다. 
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Table 8. Information of reactants (quercetin, 4-Nitrobenzyl bromide, Na2CO3, and 

DMSO) 

Quercetin syn EXP ① 

Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

4-Nitrobenzyl bromide 216.03 1.2 0.42885 g 

Na2CO3 105.99 1.2 0.2104 g 

DMSO   15 ml 

 

Table 9. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc (7:3) 1~13 

Hexane:EtOAc (5:5) 14~23 
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Fig. 44. TLC bands of open column fractionations of nucleophile 4-Nitrobenzyl 

bromide reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 10. Information of loading solvents and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ①-1 3 

Quercetin syn EXP ①-2 4 

Quercetin syn EXP ①-3 5~7 

Quercetin syn EXP ①-4 8~10 

Quercetin syn EXP ①-5 11~14 
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Table 11. Information of reactants (quercetin, Benzyl bromide, Na2CO3, and DMSO) 

Quercetin syn EXP ② 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

Benzyl bromide 171.03 1.2 236 μl 

Na2CO3 105.99 1.2 0.2104 g 

DMSO   15 ml 
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Fig. 45. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 4.5, 5.5, 11, 

and 6.6 hr. 

 

Table 12. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc (8:2) 1~9 

Hexane:EtOAc (7:3) 10~13 

Hexane:EtOAc (5:5) 14~15 

Hexane:EtOAc (3:7) 16~17 

Hexane:EtOAc (0:10) 18~21 

 

After 4.5 hr 

 

After 5.5 hr  After 6.6 hr  
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Fig. 46. TLC bands of open column fractionations of nucleophile benzyl bromide 

reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 13. Information of samples and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ②-1 1 

Quercetin syn EXP ②-2 2~4 

Quercetin syn EXP ②-3 5~10 

Quercetin syn EXP ②-4 11 

Quercetin syn EXP ②-5 12 

Quercetin syn EXP ②-6 13~21 
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Table 14. Information of reactants (quercetin, 4-Bromophenethyl bromide, Na2CO3, 

and DMSO) 

Quercetin syn EXP ③ 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

4-Bromophenethyl bromide 263.96 1.2 303 μl 

Na2CO3 105.99 1.2 0.2104 g 

DMSO   15 ml 

 

. 
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Fig. 47. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 3.5, 4.5, 11, 

and 20.5 hr.  

 

Table 15. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc (7:3) 1~2 

Hexane:EtOAc (5:5) 3~7 

Hexane:EtOAc (3:7) 8~9 

Hexane:EtOAc (0:10) 10~15 

After  

3 hr 30 min 

After  

4 hr 30 min 

After  

11 hr  

After  

20 hr 30 min 

Q
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Fig. 48. TLC bands of open column fractionations of nucleophile 4-Bromophenethyl 

bromide reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 16. Information of samples and test tube numbers 

Labeling Test tube no. 

Quercetin syn EXP ③-1 1 

Quercetin syn EXP ③-2 2,3 

Quercetin syn EXP③-3 4,5 

Quercetin syn EXP ③-4 6,7 

Quercetin syn EXP ③-5 8~12 
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Table 17. Information of reactants (quercetin, 4-Methylphenethyl bromide, Na2CO3, 

and DMSO) 

Quercetin syn EXP ④ 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

4-Methylphenethyl bromide 199.09 1.5 3,783 μl 

Na2CO3 105.99 1.5 0.2630 g 

DMSO   11 ml 
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Fig. 49. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 5, 6, 22, and 

28 hr. 

 

 

Table 18. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc 8:2 1 

Hexane:EtOAc 7:3 2~7 

Hexane:EtOAc 5:5 8,9 

Hexane:EtOAc 3:7 10,11 

EtOAc 10 12~15 

 

 

 

After  

5 hr  

After  

6 hr  

After  

22 hr  

After  

28 hr  
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Fig. 50. TLC bands of open column fractionations of nucleophile 4-Methylphenethyl 

bromide reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin.  

 

 

Table 19. Information of samples and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ④-1 1 

Quercetin syn EXP ④-2 2 

Quercetin syn EXP ④-3 3 

Quercetin syn EXP ④-4 4 

Quercetin syn EXP ④-5 5~6 

Quercetin syn EXP ④-6 7 
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Table 20. Information of reactants (quercetin, (s)-(+)-Citronellyl bromide, Na2CO3, 

and DMSO) 

Quercetin syn EXP ⑤ 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

(s)-(+)-Citronellyl bromide 219.16 1.5 4,899 μl 

Na2CO3 105.99 1.5 0.2630 g 

DMSO   11 ml 
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Fig. 51. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 4, 15, 21, 

and 24 hr.  

 

Table 21. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc 8:2 1~4 

Hexane:EtOAc 7:3 5~6 

Hexane:EtOAc 5:5 7 

Hexane:EtOAc 3:7 8~10 

EtOAc 10 11~12 

 

 

After  

4 hr  

After  

15 hr  

After  

21 hr  

After  

24 hr  
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Fig. 52. TLC bands of open column fractionations of nucleophile (s)-(+)-Citronellyl 

bromide reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 22. Information of samples and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ⑤-1 1,2 

Quercetin syn EXP ⑤-2 4 

Quercetin syn EXP ⑤-3 4 

Quercetin syn EXP ⑤-4 5~7 

Quercetin syn EXP ⑤-5 8 

Quercetin syn EXP ⑤-6 9 
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Table 23. Information of reactants (quercetin, 1-Bromo-2-methylpropane, Na2CO3, 

and DMSO) 

Quercetin syn EXP ⑥ 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

1-Bromo-2-methylpropane 137.02 1.5 2,699 μl 

Na2CO3 105.99 1.5 0.2630 g 

DMSO   12 ml 
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Fig. 53. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 4, 15, and 

21 hr. 

 

Table 24. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc (7:3) 1~2 

Hexane:EtOAc (5:5) 3~6 

Hexane:EtOAc (3:7) 7~8 

EtOAc (0:10) 9~10 

 

 

After  

4 hr  

After  

15 hr  

After  

21 hr  
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Fig. 54. TLC bands of open column fractionations of nucleophile 1-Bromo-2-

methylpropane reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 25. Information of samples and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ⑥-1 1 

Quercetin syn EXP ⑥-2 2 

Quercetin syn EXP ⑥-3 3,4 

Quercetin syn EXP ⑥-4 5 

Quercetin syn EXP ⑥-5 6 

Quercetin syn EXP ⑥-6 7,8,9 
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Table 26. Information of reactants (quercetin, oleyl bromide, Na2CO3, and DMSO) 

Quercetin syn EXP ⑦ 
Molecular Weight 

(g/mol) 

Equivalent 

(eq) 

Using weight 

Quercetin 302.24 1 0.5 g 

Oleyl bromide 331.37 1.5 8,256 μl 

Na2CO3 105.99 1.5 0.2630 g 

DMSO   12 ml 
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Fig. 55. TLC bands of synthesized quercetin derivatives after reaction for 23 and 30 

hr.  

 

Table 27. Information of loading solvents and test tube numbers 

Loading solvent Test tube no. 

Hexane:EtOAc (8:2) 1~5 

Hexane:EtOAc (7:3) 6~9 

Hexane:EtOAc (5:5) 10~11 

Hexane:EtOAc (3:7) 12~15 

 

 

 

After  

23 hr  

After  

30 hr  
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Fig. 56. TLC bands of open column fractionations of nucleophile oleyl bromide 

reacted with quercetin. Note that ‘Q’ is marked quercetin. 

 

Table 28. Information of samples and test tube numbers 

Label Test tube no. 

Quercetin syn EXP ⑦-1 1 

Quercetin syn EXP ⑦-2 2 

Quercetin syn EXP ⑦-3 3 

Quercetin syn EXP ⑦-4 4,5 

Quercetin syn EXP ⑦-5 6~10 

Quercetin syn EXP ⑦-6 11,12 

Quercetin syn EXP ⑦-7 13,14 
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4.6. Synthesis of quercetin derivatives anti-melanogenesis acitivy 

총 7가지 물질(EXP ① 4-Nitrobenzyl bromide, EXP ② Benzyl bromide, EXP ③ 4-

Bromophenethyl bromide, EXP ④ 4-Methylphenethyl bromide, EXP ⑤ (s)-(+)-Citronellyl 

bromide, EXP ⑥ 1-Bromo-2-methylpropane, EXP ⑦ Oleyl bromide)로 합성한 뒤 1차 

로 open column으로 물질을 38 가지 fraction으로 분리하고 DPPH assay를 통해 항산

화 활성이 있는 물질을 1차 선택하였다. 실험결과 EXP ②에서는 3,4,5번의 항산화 

활성이 확인 되었고, EXP ③에서는 2,3,4,5번이 확인되었다. EXP ③, EXP ④에서는 

4,5,6번 fraction의 항산화 활성이 확인되었으며, EXP ⑥에서는 3,4,5번의 항산화 활

성이, EXP ⑦에서는 3,4,5,6,7의 항산화 활성을 확인하였다. 합성된 quercetin 

derivatives의 미백 활성을 확인하기 위해 1차적으로 cell free system tyrosinase 저해활

성을 평가하였는데 EXP ④-4와, EXP ⑥-3, EXP ⑦-3의 저해 활성이 높은 것으로 

확인되어 B16F10 cell의 세포독성과 미백활성을 평가하였다. 준비한 시료를 농도별

로 처리하고 24시간 후 측정을 하였으며, 실험결과 cell toxicity의 안전한 농도범위

는 10~50 μ g/mL로 확인되었다. ③-2번과 ⑦-4번에서 생존률이 유지되기는 하지만 

morphology 변화가 관찰되어 ③-2번과 ⑦-4번 분획샘플은 배제하였다. Cell 실험결과 

-MSH의 ④-4번을 10  μ g/mL와 50 μ g/mL의 2가지로 농도로 처리하였을 때,  

tyrosinase, TRP-1, TRP-2 밴드가 강도가 control에 비해 상대적으로 약해졌음을 확인

할 수 있었다. -MSH의 ⑥-3번의 10 µg/mL을 처리한 샘플에서는 melanin 형성 단백

질 밴드의 변화는 나타나지 않았으며, 50 µg/mL 처리한 군에서 tyrosinase, TRP-1, 

TRP-2 밴드가 확실하게 감소 하였다. 또한 현미경으로 morphology를 관찰하였을때 

⑥-3번의 50 µg/mL을 처리한 샘플에서는 cell density가 조금 줄어들었음을 확인할 

수 있었다. -MSH 40 hrs 의 50 µg/mL의 ⑦-3번 샘플에서는 10µg/mL과 50 µg/mL 농

도 모두에서 melanin 형성 단백질 밴드가 가장 확실하게 감소 하였으며, morphology

의 변화도 관찰되지 않았다. 따라서 3가지 실험군(EXP ④-4, ⑥-3, ⑦-3) 중에서 

저농도(10 µg/mL)와 고농도(50 µg/mL) 모두에서 미백효과가 뛰어나고 morphology의 

변화가 없어 비교적 안전한 물질인 EXP ⑦-3이 미백 성분으로써 가능성이 있다고 

판단된다. Quercetin의 미백활성을 높이기 위한 기존의 논문에서 Yamauchi는 

quercetin에 3-o-methyl을 치환시켜  tyrosinase, TRP-1, TRP-2, P38 MAPK의 단백질 발현이 감소
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함을 보고 하였으며, 다른 연구에서는  3’, 4’, 7-O-trimethyl 을 치환시켜 MITF, p-p38 MAPK의 

발현을 감소되는 것을 확인하였다182. 본 실험에서는 methylphenethyl bromide, 1-bromo-2-

methylpropane, oleyl bromide을 사용하여 치환반응을 시켰을 때 tyrosinase, TRP-1, 

TRP-2의 단백질 발현이 감소하는 것을 확인 하였다. 다른 논문에서는 4’-O-β-D-

glucopyranosyl-quercetin-3-O-β-D-16glucopyranosyl-(1 → 4)-β-D-glucopyranoside와 같은 

glucose를 치환시켜 cell toxicity를 낮추었으나, 미백활성은 나타나지 않았음을 보고 

하였고183
 Gómez(2001)는 glucosides를 치환하여  Tyrosinase의 발현이 감소함을 보고하였다

184
. 이와 같이 quercetin은 치환반응을 통해 신규 derivatives를 만들면 toxicity level을 낮

추거나 미백 활성을 높일 수 있다. 본 실험에서 미백활성이 있음이 밝혀진 3가지 

합성물질은 추후 HPLC를 통해 단일 물질로 분리하고 NMR을 이용한 구조분석을 

통해 신규 물질에 대한 검증이 필요할 것으로 생각된다. 
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4.7. Statistical analysis 

실험 결과는 3번 반복실험 후 (SPSS version 22)를 이용하여 통계처리 하였으며, 실

험에 의해 얻어진 값들의 평균을±표준편차로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 

통계학적 유의성 검증은 t-Test 사용하였으며, p<0.05 수준에서 검정하였다. 
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Table 29. Information of synthesized substrate, its chemical structure, open column  

numbering, TLC bands, and DPPH of EXP 1-7 

Sample Synthesis Subtrate Structure Open column TLC DPPH 

EXP ① 
4-Nitrobenzyl 

bromide 

 

 
 

- 

EXP ② Benzyl bromide 

  
 

3,4,5 

EXP ③ 

4-

Bromophenethyl 

bromide 
  

 

2,3,4,5 

EXP ④ 

4-

Methylphenethyl 

bromide 
 

 
 

4,5,6 

EXP ⑤ 
(s)-(+)-Citronellyl 

bromide    

4,5,6 

EXP ⑥ 
1-Bromo-2-

methylpropane    
3,4,5 

EXP ⑦ Oleyl bromide  
  

3,4,5,6,7 

 

 

 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/b17905?lang=ko&region=KR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/651982?lang=ko&region=KR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/653810?lang=ko&region=KR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/377716?lang=ko&region=KR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/156582?lang=ko&region=KR
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Fig. 57. Tyrosinase inhibition results of quercetin derivatives. 
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Table 30. Cell viability in B16F10 after samples (10 µg/mL and 50 µg/mL) treatment 

by MTT assay for 24 hrs 

Sample substrate structure IC
50 (μg/ml) 

3-① 
4-Bromophenethyl 

bromide 
 

748 

4-④ 
4-Methylphenethyl 

bromide 

 

625 

6-③ 
1-Bromo-2-

methylpropane 
 

245 

7-③ Oleyl bromide 
 

485 

7-④ Oleyl bromide 
 

840 

 

 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/653810?lang=ko&region=KR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/156582?lang=ko&region=KR
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Fig. 58. Western blot bands of 1 µM -MSH induction after 4-4 sample treatment. 
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Fig. 59. Optical microscopic images of treatment of 4-4 sample (a), after 1 µM 𝛂-

MSH induction for 40 hrs (b), 10 µg/L (c) and 50 µg/mL (d) of 4-4 sample treatment.
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.  

Fig. 60. Western blot bands of 1 µM -MSH induction after 6-3 sample treatment. 
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Fig. 61. Optical microscopic images of treatment of 6-3 sample (a), after 1 µM -MSH 

induction for 40 hrs (b), 10 µg/L (c) and 50 µg/mL (d) of 6-3 sample treatment. 
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Fig. 62. Western blot bands of 1 µM -MSH induction after 7-3 sample treatment. 
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Fig. 63. Optical microscopic images of treatment of 7-3 sample (a), after 1 µM -MSH 

induction for 40 hrs (b), 10 µg/L (c) and 50 µg/mL (d) of 7-3 sample treatment. 
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Overall conclusions and Future Aspects 

화장품의 사용 목적은 단순히 아름다움을 추구하는 것에 국한되지 않고 피부에 효

능을 부여하는 기능성 제품들에 초점이 맞추어져 있으며, 이에 따라 인체에 부작용

이 없는 안전한 천연 소재를 이용한 기능성 화장품의 연구 개발이 절실히 요구되

고 있다. Polyphenol 화합물은 천연 항산화제로 널리 알려져 기능성 화장품 소재로

서의 가능성에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. Polyphenol 화합물 중 

quercetin은 강력한 항산화 활성과 함께 일부 연구에서 미백효과가 있음이 보고 되

었으나 매우 toxic하여 화장품 소재로써 의문이 제기되며, 몇몇 연구자들은 오히려 

melanin 형성을 증가시킨다고 보고 하였다. 본 연구에서는 논란의 중심에 있는 

quercetin의 toxicity revel을 조사하고 zebrafish를 이용한 in vivo 실험을 통해 미백효과

를 검증하고자 하였다. 또한 quercetin의 toxicity level을 낮추고 미백효과를 높일 수 

있는 물질을 개발하고자 quercetin을 여러 가지 기질로 합성하고, 새로 합성된 신규 

물질의 독성평가와 미백효과를 평가하였다. 또한 polyphenol 화합물 중에서 새로운 

미백소재를 개발하고자 강력한 항산화 활성으로 super food라고 불리는 aronia를 선

택하여 미백소재로서의 가능성에 대해 검토하였으며, aronia의 성분 중에서 가장 높

은 함량을 가지고 있는 C3G의 천연 미백 소재로서의 가능성에 대해 조사하였다. 

quercetin, quercetin derivatives, aronia extracts, C3G의 독성과 미백평가를 하기 위해 

B16F10 melanoma cell에 MTT assay를 실시하였고 α-MSH 처리하여 melanin 생성을 

유도하여 미백효과를 평가하였다.  

 

1. Quercetin의 toxicity level은 >10 µM, quercetin derivatives은 >50 µg/mL, aronia 

extracts 는 >50 µg/mL , C3G는 >50 µM 이었다.  

2. Quercetin은 in vitro cell free system mushroom tyrosinase 저해 실험에서는 미백 

효과가 있었으나, B16F10 melanoma cell을 이용한 in vitro 실험에서는 미백효

과가 나타나지 않았다. 

3. Zebrafish를 이용한 in vivo 실험에서 quercetin의 mortality rate는 >200 µM로 

확인 되었으며, zebrafish 안의 tyrosinase 활성이 증가하고 실험한 전체 농도
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(10~200 µM)에서 melanin 형성이 모두 증가되는 경향을 보였다. 따라서 

quercetin은 미백 소재로서 적절하지 않는 것으로 판단 되어 다른 물질과의 

합성을 통해 미백소재로서의 가능성을 검토하였다. 

4. 합성을 시도한 7가지 quercetin derivatives 중에서 oleyl bromide를 기질로 사

용한 물질은 ≥50 µM으로 quercetin 보다 약 5배 정도 낮은 독성을 나타냈

으며, B16F10 melanoma cell 을 이용한 in vitro 실험에서 tyrosinase와 TRP-1, 

TRP-2 의 발현량을 모두 억제하여 미백 소재로서의 가능성을 확인하였다.  

5. Aronia extracts (F)의 total polyphenol contents는 표준물질 gallic acid를 기준으

로 115.23 mg/g으로 확인되었으며, total anthocyanin contents는 C3G 기준으로 

4.19 mg/g이었다. DPPH radical scavenging IC50는 69. 63 µg/mL, ABTS radical 

scavenging IC50는 42. 20 µg/mL으로 조사되었다. 

6. SOD activity IC50는 28. 25 µg/mL, catalase activity의 25.52 μg/mL로 조사되었고, 

ORAC value는 14 ±0.25 μM TE/mL로 높은 항산화 활성을 나타내었다.  

7. B16F10 melanoma cell을 이용한 in vitro 실험에서 aronia extract의 toxicity level

은 >100 µg/mL이었으며, Tyrosinase와 TRP-1의 단백질 발현량의 변화는 없

었고, TRP-2 의 발현량은 약간 억제하는 경향을 보였다. 

8. C3G의 toxic level 은 >50 µM으로 확인되었고, Tyrosinase, TRP-1, TRP-2 의 발

현량이 모두 감소하여 미백소재로써의 가능성을 확인하였다. 

9. In vivo zebrafish 실험결과 C3G의 mortality rate는 >100 µM이었으며, 30~50 

µM 의 농도에서는 항산화 활성이 증가하였고, >150 µM의 농도에서는 오

히려 항산화 활성이 감소하였다. 

10. Zebrafish를 이용한 미백실험에서 aronia extracts 는 10 ~ 100 µM의 농도에서 

미백효과가 나타났으며, >150 µM의 농도에서는 미백효과가 나타나지 않았

다. 
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이러한 연구결과들을 보았을 때 본 실험에서 합성한 quercetin derivatives와 미백소재

로써 가능성이 연구되지 않았던 C3G는 기능성 천연미백소재로써의 가능성이 매우 

높은 것으로 생각되며, 추후 zebrafish 를 통해 C3G 단일물질의 미백효과에 대해 검

증할 필요가 있다. 또한 quercetin derivatives의 단일 물질을 분리하고 NMR을 이용한 

구조 분석을 통해 합성된 물질의 효능을 규명할 필요가 있으며, clinical trial을 시행

하여 미백효과를 증명할 필요가 있다. 
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