
 

 

저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  

는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 

l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  

다 과 같  조건  라야 합니다: 

l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  

저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 

것  허락규약(Legal Code)  해하  쉽게 약한 것 니다.  

Disclaimer  

  

  

저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 

비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 

경 지. 하는  저 물  개 , 형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


2021년 2월

석사학위논문

조선대학교 대학원

치의생명공학과

황 유 희

동백 유래 추출물의 

구강보건효능 및 생체안전성 분석

[UCI]I804:24011-200000360077[UCI]I804:24011-200000360077



동백 유래 추출물의 

구강보건효능 및 생체안전성 분석

Analysis of Oral Health Efficacy and Biosafety of  Camellia 

(Camellia japonica L) Extracts

2021년  2월 25일

조선대학교 대학원

치의생명공학과

황 유 희



동백 유래 추출물의 구강보건효능 

및 생체안전성 분석

지도교수  문   성   용

이 논문을 치의생명공학 석사학위신청 논문으로 

제출함.

2020년  10월

조선대학교 대학원

치의생명공학

황   유   희



황유희의 석사학위논문을 인준함

위원장   조선대학교 교 수    이 숙 영  (인)  

위  원   조선대학교 교 수    김 재 성  (인)  

위  원   조선대학교 교 수    문 성 용  (인)

2020 년 11월

조선대학교 대학원



- i -

목 차

List of tables ················································································································ ⅱ

List of figures ·············································································································· ⅲ

Abstract ························································································································· ⅳ

제 1장. 서론 ··························································································································1

제 2장. 실험재료 및 방법 ··································································································3

1. 연구 재료 및 동백 추출물의 제조 ··········································································3

2. 동백 추출물의 항산화활성 분석 ··············································································3

가. ABTS radical 소거활성 분석 ············································································3

나. DPPH radical 소거활성 분석 ·············································································4

다. SOD 유사활성 분석 ·····························································································4

라. 총 폴리페놀 화합물의 함량 분석 ······································································4

마. 총 플라보노이드 화합물의 함량 분석 ······························································5

3. 동백 추출물의 RAW 264.7 세포에서의 항염증활성 분석 ·································5

가. 세포배양 ··················································································································6

나. 세포생존율 측정 ····································································································6

다. NO 생성 저해활성 측정 ······················································································6

4. 동백잎 추출물의 단회 경구투여 독성실험을 통한 생체안전성 분석 ··············7

가. 실험동물 및 사양관리 ··························································································8

나. 군 분리 및 투여 ····································································································8

다. 시험방법 및 항목 ································································································10

라. 자료의 평가 및 통계학적 검정 ········································································10

5. 동백 추출물이 함유된 구강케어 조성물의 최적배합 조건 분석 ····················10

가. 동백 추출물 함유 세치제 및 구강 청결제 제조 ··········································11

나. 조성물의 최적배합 확립을 위한 분석 ····························································13

6. 통계처리 ······················································································································13



- ii -

제 3장. 연구결과 ················································································································14

1. 추출물의 항산화활성 ································································································14

가. 추출물의 ABTS radical 소거활성 ··································································14

나. DPPH radical 소거활성 분석 ···········································································16

다. SOD 유사활성 분석 ···························································································18

라. 동백 추출물 내 항산화 화합물 함량 ······························································20

2. 동백 추출물의 RAW 264.7 대식세포에서의 항염증 효과 ·······························22

가. 세포생존율 ············································································································22

나. NO 저해 효과 ······································································································24

3. 동백 추출물의 생체내에서의 무독성 및 안전성 검증 ······································26

4. 추출물함유 구강케어 조성물의 최적배합 조건 분석 ········································38

제 4장. 결론 및 고찰 ········································································································40

제 5장. 참고문헌 ················································································································45

국문초록 ·······························································································································51



- iii -

List of tables

Table 1. Composition of test group ·············································································9

Table 2. Composition of toothpaste ·············································································12

Table 3. Composition of liquid oral cleaner ······························································12

Table 4. Contents of total phenol and flavonoid in the extracts of camellia

leaves and flower ····························································································21

Table 5. Mortalities and clinical signs of rats after oral administration of

camellia extract ·····························································································27

Table 6-1. Results of individual test animal for mortalities and clinical signs

of male rats ··································································································28

Table 6-2. Results of individual test animal for mortalities and clinical signs

of female rats ·······························································································29

Table 7. Body weight changes of rats after oral administration of camellia

extract ················································································································30

Table 8-1. Results of individual test animal for body weight changes of male

rats ··················································································································33

Table 8-2. Results of individual test animal for body weight changes of

female rats ··································································································34

Table 9. Gross findings of rats after oral administration of camellia extract 35

Table 10-1. Individual data of gross findings for male rats ·······························36

Table 10-2. Individual data of gross findings for female rats ····························37

Table 11. Optimal condition of toothpaste composition ·······································39

Table 12. Optimal condition liquid oral cleaner composition ································39



- iv -

List of figures

Figure1. ABTS free radical scavenging activity of 70% ethanol extracts from

camellia ··············································································································15

Figure2. DPPH free radical scavenging activity of 70% ethanol extracts from

camellia ··············································································································17

Figure3. SOD-like activity of 70% ethanol extracts from camellia ···················19

Figure4. Effects of camellia extracts on cell viability in RAW 264.7 cells ····· 23

Figure5. Inhibitory effects of camellia extracts on NO production in LPS

stimulated RAW 264.7 cells ·········································································25

Figure6. Change of body weight in rats during 14 days after oral

administration of camellia ···········································································31

Figure7. Weight gain in rats for 14 days after oral administration of camellia

extract ················································································································32



- v -

Abstract

Analysis of Oral Health Efficacy and Biosafety of 

Camellia (Camellia japonica L) Extracts

                                 Hwang Yu Hee

                                 Advisor: Seong-Yong Moon, Ph.D.

                                 Department of Dentistry,

Graduate School of Chosun University

This study evaluates the antioxidant and anti-inflammatory effects of

camellia leaf and flower extracts. The safety evaluation was conducted

through oral administration to rats, and the potentiality of the extracts as oral

health products was analyzed.

The antioxidant activity of 70% ethanol extracts of camellia leaves and

flowers was analyzed by four methods. As a result of confirming the ABTS

radical inhibitory effect of the camellia leaf and flower extracts, the inhibitory

effects of 96.66 ± 0.84% and 97.17% were confirmed in the camellia leaf and

flower extracts at a concentration of 1 mg/㎖ respectively. In addition, as a

result of analyzing DPPH radical scavenging activity, it was confirmed that

the inhibitory effect was 93.71% in the camellia leaf extract and 63.50% in

the camellia flower extract at a concentration of 1 mg/㎖. As a result of

confirming the SOD-like activity, the activity was 44.27% in the camellia leaf

sample at 5 mg/㎖ concentration and 23.69% in the camellia flower sample at

5 mg/㎖ concentration. As a result of analyzing the total polyphenol content

and the total flavonoid content in order to determine how much of the above

antioxidant-related compounds are contained in the camellia extract, the total

polyphenol content in the camellia flower sample at a concentration of 1

mg/㎖ is tannic acid standard. As a result of measuring as a curve, the
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flavonoid content of 139.96 ± 0.75 μg/㎖ and naringin as a standard curve

was measured as 53.70 ± 2.57 μg/㎖. In addition, mouse macrophage RAW

264.7 cells were used to determine the anti-inflammatory activity of camellia

extract. As a result of treatment with 1, 5, 10, 20, 50 and 100 μg/㎖ of

camellia leaf extract on cells induced by LPS, NO production up to 3.37, 2.71,

2.66, 2.54, 2.10 and 1.41μM, respectively, by concentration In the camellia

flower extract, it was confirmed that NO generation was suppressed to 4.63,

4.25, 3.77, 3.49, 2.03, and 1.51μM, respectively,

In addition, in this experiment, in order to verify the biosafety of the

camellia extract, rats were used as experimental animals, and the non-toxicity

of the extract was confirmed by oral administration. No dead animals were

observed in all test groups during the experiment. Also, no specific general

symptoms were observed in all test animals during the experiment. As a

result of body weight measurement, in one case of the female 1,000 mg/kg

administration group (G3-31), the body weight on the 14th day after

administration of the test substance decreased slightly compared to the 7th

day after administration. In other test animals, normal weight gain was

observed. As a result of statistical analysis, no significant difference in

weight was observed between the groups in both male and female test

groups. As a result of autopsy at the end of the experiment, no peculiar

macroscopic findings were observed.

The experimental results, verified that natural products derived from

camellia leaves and flowers are valuable as natural oral care materials and

can be safely administered in vivo. Camellia extract is expected to be

available as a plant-derived natural material for various oral health

products, which will be increasingly used in future. Therefore, camellia,

which is a special plant in the Honam Korea region , will provide added

value to the natural products industry.    
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제 1장. 서론

최근 생명공학기술의 급속한 발전에 따라 식물 유전자원에 대한 관심이 높아지면서

자생식물을 활용한 고부가가치의 천연물의약품, 기능성 식품 및 원예작물 개발에 대한

연구가 활발하다. 구강용품 분야에서도 천연물에 대한 관심이 점차 높아지고 있으며

시장이 활성화되면서 천연물로부터 구강건강에 미치는 새로운 기능성 물질을 찾으려는

연구와 노력이 활발하게 진행되고 있다. 구강질환 및 치과관련 질환치료에 이용되고

있는 의약품의 대부분은 합성약제로 부작용이 증가하는 추세이며 타 인체질환 치료제

의 경우 천연물의 소재로 한 신약 및 의약품이 출시되어 임상치료에 적용되고 있는 반

면 치의학 분야에서는 이에 대한 연구가 미미한 실정이다1).

구강건강은 전신 건강의 일부로서 치아우식증과 치주병 및 구강암 등 구강 질병들에

의하여 손상을 받는다. 치주질환은 성인병의 하나로서 연령이 증가함에 따라 중요한

사회문제로 인식되고 있으며 인류의 가장 보편적인 질환으로 어린이에서 성인에 이르

기까지 광범위하게 발생한다. 치아우식증과 치주질환은 우리나라 사람들에게 빈번하게

발생하는 구강질환임에도 불구하고 관련된 요인들을 구명해내려는 보건학적 연구는 상

대적으로 부족하다2). 구강질환은 우리나라 성인의 80%가 앓고 있으며, 60대 이상 노령

인구의 약 90%가 앓고 있는 만성질환이다. 잇몸질환의 경우 외래 다빈도 질환 중에서

3위를 차지하고 있을 만큼 발병률이 높고 매년 증가추세로 보고되고 있다. 치의약 분

야 관련 건강보조식품과 위생용품 개발에 있어 친환경 및 인체 친화적 천연소재의 중

요성은 날로 증대되고 있으며, 특히 전신만성질환 발생과 밀접한 관련이 있는 치주질

환 예방과 개선을 위한 구강보건용품 소재에서 phyto-material 연구의 필요성이 대두

되고 있는 추세이다. 또한 현재 판매중인 기능성 세치제의 경우 프라그 저해, 구강내

유해균 억제, 구취개선, 미백효과 등의 기능성은 부가되어 있으나 연령별, 개인의 구강

체질별 특성을 감안하지 않은 제품들이 대부분으로 사용함에 있어 잇몸질환과 구내염

증을 오히려 악화시키는 경우가 빈번하게 발생하고 있어 이를 대체할 제품개발 기술이

절실히 요구되고 있다.

본 연구에서 사용된 동백나무(Camellia japonica)는 동백나무과(Theaceae), 동백속

(Camelliae)에 속하는 상록교목으로 주로 남해안과 도서지역 등 일정한 지역에 군락을

이루고 있으며, 특히 국내 동백의 분포는 온대 남부 해안 도서지방인 전남지역이 전국
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식재 면적의 67%를 차지하고 있다3). 동백나무의 원예 품종은 대략 600여 가지에 달하

며, 겹꽃, 홀꽃 등 꽃의 모양과 색깔이 다양하다. 우리나라 자생 동백나무의 외형적 특

성은 상록수이며 넓고 보통 5 - 7 미터까지 자라는데 최고 18 미터까지 자란 나무도

있다. 짙푸르고 두터운 잎새는 작은 가지에 어긋나게 붙으며, 꽃의 개화 시기는 자라는

곳에 따라 조금씩 다르나 주로 11월에 꽃망울을 맺기 시작하여 다음해 4월까지 핀다.

꽃은 가지 끝 또는 잎겨드랑이에 1개씩 달리는데 꽃대가 없으며 붉은색으로 반개하여

옆으로 향한다. 꽃잎은 주로 다섯 장이나 간혹 일곱 장까지 나기도 하며 서로 조금씩

포개져 아랫부분이 붙어있다4). 성분연구는 주로 일본에서 이루어지고 있는데 동백나

무의 약효 성분들은 잎, 종자 및 꽃으로부터 camellin, pipecolicacd, eugenol,

camelliagenin A, B, tubakisaponin, triterpene, tannin, benzenoid, steroid, flavonoid,

phenyl propanoid 등의 많은 화합물이 존재함이 보고되었다. 일본에서는 건조시킨 동

백 꽃봉오리(山茶花: 본초명)를 민간에서 토혈증(吐血症), 장풍하혈(腸風下血)의 지혈제

로서 붉은 꽃을 분말로 해서 동뇨(童尿), 생강의 즙 및 술과 함께 복용하였으며, 항원

충작용 및 진경작용, 치석형성 억제효과, 알코올 흡수억제, 피부 미백 작용 등의 생리

활성이 보고되고 있다3). 동백나무 잎의 약리학적 효과는 건선, 인후 통증, 화상, 항균,

진경 및 알코올 흡수 억제 등이 알려져 있으며 다양한 생리활성 성분을 함유하고 있어

천연 기능성 식의약품 소재로서 이용가치가 높은 식물로 보고되고 있다5). 동백나무와

동일속인 녹차는 수많은 연구개발의 결과로 국내외적으로 산업화가 대중화되었으나 동

백나무는 주로 관상용 원예자원으로 이용되어 왔고 부위별로는 고품질 지방이 함유되

어 있는 종실이 전통적으로 식용유와 화장유 자원으로 이용되어 왔으며 줄기는 고급

숯의 원료로 활용되어 왔다. 본초명이 산다화인 동백꽃은 토혈, 비출혈, 혈붕, 화상 등

을 치료하는데 사용되었으며, 동백엽과 과피 등도 항원충작용 및 진경작용, 치석형성

억제효과, 알코올 흡수 억제, 미백작용, 소염작용등과 같은 약리활성이 있다고 보고되

어 있으나 이와 같은 효능을 이용한 치의학분야의 연구는 매우 미미한 실정이다.

본 연구에서는 동백나무 잎과 꽃의 에탄올 추출물을 제조한 후 잇몸의 조기노화 억

제와 관련 있는 항산화활성을 분석, 구강 내에 상재하는 대표적인 구강유해균에 대한

항미생물 활성과 항염증활성을 분석, 생체 내에서의 추출물 안전성을 동물실험을 통하

여 검증하고자 하며 구강보건용품의 천연소재로서 동백나무 유래 추출물의 실험적 유

효성을 검증하는 것을 목적으로 한다.
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제 2장. 실험재료 및 방법

1. 연구 재료 및 동백 추출물의 제조

본 연구에 사용된 시료인 동백나무 잎과 꽃은 우리나라 완도군 군외면 삼두리의 동

백나무 군락지에서 전량 채취하였다. 채취한 동백나무 잎을 증류수로 세척하여 10일간

그늘에서 건조하여 분쇄한 후 실험에 사용하였다. 동백나무 잎과 꽃의 추출물은 분말

시료 200 g에 70% 에탄올 2ℓ를 가하여 상온에서 72시간 동안 진탕 추출하였다. 추출

물을 filter paper (Whatman No. 2, Whatman International Ltd., Maidstone, England)

로 여과하여 40°C에서 감압농축(Rotary evaporator R-24, Büchi, Flawil, Switzerland)

하여 동결건조(PVTFD 100R, Ilsin Biobase Co., Kora)하여 사용 전까지 냉장 보관하

였다.

2. 동백 추출물의 항산화활성 분석

가. ABTS radical 소거활성 분석

에탄올(70%)을 용매로 추출한 동백잎 및 꽃 추출물의 ABTS radical을 이용한 항산

화력 측정은 Re 등의 방법인 ABTS+ cation decolorization assay법을 약간 변형하여

다음과 같이 측정하였다6). 7.0 mM ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-

sulfonic acid)와 2.45 mM potassium persulfate 용액을 1 : 1 비율로 혼합하여 상온의

암실 상태에서 12시간 이상 반응하여 ABTS 양이온을 생성시켜 안정화한 후 반응된

용액이 730 nm에서 흡광도 0.7 ± 0.02가 되도록 PBS (potassium phosphate buffered

saline, pH 7.4)로 희석하였다. 희석된 ABTS 라디칼 용액 180 ㎕에 농도별 시료 20 ㎕

를 첨가하여 상온의 암실 상태에서 15분간 반응시킨 후 750 nm에서 흡광도를 측정하

였다. ABTS radical 소거 활성 비율(ABTS radical scavenging activity)은 시료 무첨

가구에 대한 시료 첨가구의 비로 다음 식을 이용하여 계산하였다.

ABTS radical scavenging activity (%)

= [ 1 –(value of absorbance sample / value of absorbance control)] × 100
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나. DPPH radical 소거활성 분석

동백잎 및 꽃 추출물의 DPPH radical 소거능에 의한 항산화력을 확인하기 위하여

Blois의 방법을 약간 변형하여 측정하였다7). DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)를

absolute ethanol (99.9%)에 1 mM의 농도로 용해한 다음 DPPH와 동백 추출물 시료

를 1 : 1의 비율로 각각 100 ㎕씩 첨가하여 실온에서 15분간 반응시킨 후 517 nm에서

흡광도를 측정하여 시료 무첨가구에 대한 시료 첨가구의 흡광도 비로 DPPH radical

소거 활성(DPPH radical scavenging activity)은 다음과 같은 식에 의하여 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)

= [ 1 –(value of absorbance sample / value of absorbance control)] × 100

다. SOD 유사활성 분석

동백잎 및 꽃 추출물의 SOD(superoxide dismutase) 유사활성은 Marklund 등의 방

법에 따라 과산화수로 전환 시키는 반응을 촉매하는 pyrogallol의 생성량을 측정하여

SOD 유사활성으로 나타내었다8). 동백잎 및 꽃 추출시료 2 ㎖에 Tris-HCl의 완충용액

(50 mM Tris + 10 mM EDTA, pH 8.5) 3 ㎖과 7.2 mM pyrogallol 0.2 ㎖을 첨가하여

실온에서 10분간 반응시킨 후 1N HCl 0.1 ㎖를 가하여 반응을 정지시키고 반응액 중

산화된 pyrogallol의 양을 420 ㎚에서 측정하였다. SOD 유사활성은 시료용액의 첨가구

와 무첨가구의 흡광도 감소율을 백분율(%)로 하여 다음식에 의하여 SOD 유사활성을

나타내었다.

SOD-like activity (%)

= [ 1 –(value of absorbance sample / value of absorbance control)] × 100

라. 총 폴리페놀 화합물의 함량 분석

동백잎 및 꽃 추출물에 함유되어 있는 항산화 화합물인 폴리페놀(polyphenol) 함량

은 Folin-Ciocalteu's 시약이 페놀성 화합물에 의해 환원되어 몰리브덴의 청색으로 발
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현되는 원리를 이용한 Folin-Denis 방법을 응용하여 측정하였다9). 1 mg/㎖의 동백잎

및 꽃의 70% 에탄올 추출물 시료 50 ㎕에 정제수 650 ㎕, Folin-denis reagent 100 ㎕

을 첨가하여 잘 혼합한 후 실온에서 3분간 반응시켰다. 이후 무수 10% sodium

carbonate (Na2CO3) 포화용액 100 ㎕, 정제수 150 ㎕을 첨가하여 혼합한 다음 37℃의

항온수조에서 1시간 반응시킨 후 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 바탕시료

(blank)는 초순수를 사용하고, 표준물질로 사용한 tannic acid를 200 μg/㎖ 농도로 제

조한 다음 연속적으로 2배씩 단계 희석하여 얻어진 0, 12.5, 25, 50, 100 및 200 μg/㎖

농도의 tannic acid 용액을 위와 동일한 방법으로 분석하여 얻어진 표준곡선을 이용하

여 동백잎 및 꽃 추출물에 함유되어 있는 총 페놀 화합물의 함량을 산출하였다. 측정

단위는 mg tannic acid equivalents (TAE)/g을 사용하였다.

마. 총 플라보노이드 화합물의 함량 분석

동백잎 및 꽃 추출물에 함유되어 있는 항산화 화합물의 일종인 플라보노이드

(flavonoid) 함량은 Davies의 방법을 약간 변형하여 측정하였다10). 1 mg/㎖의 동백잎

및 꽃의 70% 에탄올 추출물 시료 10 ㎕에 1 ㎖의 diethylene glycol, 1N sodium

hydroxide (NaOH) 100 ㎕를 첨가하여 잘 혼합한 후 37℃의 항온수조에서 1시간 반응

시킨 다음 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 바탕시료(blank)는 초순수를 사용하

고, 표준물질로 사용한 naringin을 200 μg/㎖ 농도로 제조한 다음 연속적으로 2배씩 단

계 희석하여 얻어진 0, 12.5, 25, 50, 100 및 200 μg/㎖ 농도의 용액을 위와 동일한 방

법으로 분석하여 얻어진 naringin 표준곡선을 작성하여 동백잎 및 꽃 추출물에 함유되

어 있는 총 플라보노이드 화합물의 함량을 산출하였다. 측정단위는 mg naringin

equivalents (NE)/g을 사용하였다.

3. 동백 추출물의 RAW 264.7 세포에서의 항염증활성 분석

활성산소가 체내에서 과도하게 발생하면 염증, 암, 노화 등을 유발하게 된다. 최근 경향

은 우수한 항염증의 효능을 보유하면서 부작용이 없는 추출물의 필요성이 대두되고 있다

11). 이에 따라 본 연구에서는 동백추출물의 항염증 효과를 확인하기 위하여 RAW 264.7

대식세포를 이용하였다.
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가. 세포배양

마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 (KCLB: Korean Cell Line

Bank)에서 분양 받아 사용하였으며 RAW 264.7 대식세포는 10% fetal bovine serum

(FBS)과 1% antibiotic-antimycotic (10 unit/㎖ penicillin, 100 μg/㎖ streptomycin,

0.25 μg/㎖)을 첨가한 Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM)에 37℃, 5% CO2

조건의 배양기에서 배양하였다. 배양배지는 세포가 80% 이상 자란 시점에서 2-3일마

다 교체하였다.

나. 세포생존율 측정

RAW 264.7 마우스 대식세포의 생존율 측정은 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay를 이용하여 측정하였다12). 96 well plate의 각

well에 1×105 cells/well의 농도가 되도록 조절하여 200 ㎕씩 분주하고 24시간 동안 배

양하여 부착화 및 안정화를 시행하였다. 배양이 끝난 후 시료의 최종 농도가 1 - 500

μg/㎖이 되도록 배양액에 희석하여 부착 및 안정화된 세포에 공급하고 24시간 동안 배

양하였다. 배양 후 각각의 well에 MTT 용액 (1 mg/㎖ in PBS)을 10 ㎕씩 첨가하고,

다시 37℃, 5% CO2의 습윤 배양기에서 4시간 동안 반응시킨 후 배양액을 제거하였다.

배양액이 제거된 각각의 well에 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 150 ㎕ 첨가하여 생존

세포의 MTT가 환원되어 생성된 보라색 formazan 결정을 완전히 용해시킨 다음 발색

정도를 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 다음 식과 같이 시료용액의

첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율(%)로 나타내었다.

Cell viability (%)

= (value of absorbance sample / value of absorbance control) x 100

다. NO 생성 저해활성 측정

LPS(Lipopolysaccharide)로 염증이 유도된 RAW 264.7 대식세포에서 NO(nitric
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oxide) 생성에 대한 동백잎 및 꽃 추출물의 저해활성은 다음과 같이 측정하였다13). 96

well plate의 각 well에 1×105 cells/well의 농도가 되도록 조절하여 200 ㎕씩 분주하고

24시간 동안 배양하여 부착 및 안정화시킨 다음 NO 생성을 유도하기 위해 LPS 200

ng/㎖을 단독 혹은 다양한 농도(1, 5, 10, 20, 50 및 100 μg/㎖)의 시료와 함께 RAW

264.7 대식세포가 배양되고 있는 각 well에 처리하고 37℃, 5% CO2 incubator(Forma

series II, Water Jacked M311, Thermo Electron Co., USA)에서 24시간 동안 배양하

여 염증을 유발시켰다. 그 후 세포배양액에 존재하는 NO2
-의 양을 측정하기 위하여 세

포배양 상등액 100 ㎕를 채취하고 여기에 동량의 Griess 시약 (1% sulfanilamide,

0.1% naphylethylenediamine in 2.5% phophoric acid, 1 : 1)을 혼합하여 15분 동안 반

응시킨 다음 540 nm에서 흡광도를 측정하여 NO 생성을 비교하였다. 대조구는 Griess

시약 대신 증류수 100 ㎕를 첨가하여 위와 동일한 방법으로 측정하고 NO 생성 저해활

성은 다음과 같은 식에 의하여 시료첨가구와 무첨가구 사이의 흡광도 차이를 백분율

(%)로 나타내었다.

Nitric oxide scavenging activity (%)

= [ 1 –(value of absorbance sample / value of absorbance control)] × 100

4. 동백잎 추출물의 단회 경구투여 독성실험을 통한 생체안전

성 분석

시험물질 동백 잎 추출물의 Sprague-Dawley(SD) 랫드(rat)에 단회 경구투여하였을 때

독성증상과 개략의 치사량 (aproximate lethal dose(LD))을 조사하기 위하여 시험기관(한

국건설생활환경시험연구원바이오융합연구소)에 의뢰하여 실시하였다. SD 계통 암·수 랫

드를 이용하여 500 (저용량군, n = 10), 1,000 (중용량군, n = 10) 및 2,000 (고용량군, n =

10) ㎎/㎏의 용량으로 시험군을 설정하고 부형제 대조군과 비교하였으며, 실험기간 동안

사망동물의 발생유무, 일반증상, 체중변화 및 실험종료 시 생존동물의 부검소견을 관찰하

였다12-13).
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가. 실험동물 및 사양관리

랫트는 독성시험에 널리 사용되고 있으며 풍부한 시험 기초자료가 축척되어 있어 이

를 실험결과의 해석 및 평가에 용이하게 활용할 수 있기에 시험에 사용하였다. 암컷은 과

거에 새끼를 낳은 적이 없고 현재 임신 중이지 않은 것을 사용하였고 입수동물의 성별은

암·수 각 2 마리, 총 4 마리이며 7주령으로 수컷체중은 190.5 - 207.49 g 암컷체중은

169.84 - 194.5 g을 사용하였다. 시험은 입수 후 6 일간 순화기간을 두었으며, 순화기간

중 일반증상을 관찰하여 건강한 동물만을 시험에 사용하였다. 사료 (Teklad Certified

Iradiated Global 18 % Protein Rodent Diet, Harlan Co.Ltd., USA)는 급이기에 넣고 자

유섭취 시켰다. 물은 음용 상수도수를 정수시킨 후 폴리카보네이트제 물병에 넣고 자유섭

취 시켰다. 오염물질의 검사는 사료 생산자로부터 공급된 자료 및 국가공인 검사기관에서

검사한 자료를 참고하였다. 해당 시험은 시험기관 동물실험윤리위원회의 승인(승인번호 :

IA16-0094)을 거쳐 수행되었다.

나. 군 분리 및 투여

투여 전일에 체중을 측정하고 엑셀 프로그램을 이용하여 순위화한 체중으로 군 분리를

실시하였다. 평균체중의 ±20 % 범위 내에 속하는 동물만을 시험에 사용하였다. 개체식별

은 미부 표시법 및 사육 상자별 개체식별카드 표시법을 이용하였다. 동물실의 입구에는

시험번호, 시험제목, 동물실 사용기간, 시험책임자명, 시험자명을 기재한 동물실 사용기록

지를 부착하였다. 투여 전 하루 밤 동안 절식시켜 위 내용물을 비운 후 경구투여용 존데

를 이용하여 강제 경구투여 하였고, 약 3-4시간 후 사료를 재공급하였으며 절식중이라도

음수는 공급하였다. 투여당일 14 시 이전에 단회 투여하였으며 투여당일 측정한 체중을

기준으로 10 ㎖/㎏의 투여액량을 계산하였다. 투여용량은 식품의약품안전처 고시 제

2015-82호 (2015년 1월 1일) ‘의약품등의 독성시험기준’에 의거하였다. 단회투여 독성시험

에서 일반적으로 사용되는 한계용량인 2,000 ㎎/㎏을 고용량군으로 설정하고 공비를 2로

두어 중용량군 및 저용량군을 설정하였다. 또한 부형제만을 투여하는 부형제 대조군을 두

었으며 시험군의 구성은 표 1에 나타내었다.
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Table 1. Composition of test group.

Group Sex
No. of

animals
Animal ID.

Dosage

Volume

(㎖/kg)

Capacity

(mg/kg)

G1
M 5 G1-1 ～ G1-5

10 0
F 5 G1-21 ～ G1-25

G2
M 5 G2-6 ～ G2-10

10 500
F 5 G2-26 ～ G2-30

G3
M 5 G3-11 ～ G3-15

10 1,000
F 5 G3-31 ～ G3-35

G4
M 5 G4-16 ～ G4-20

10 2,000
F 5 G4-36 ～ G4-40

G1: Excipient control group, G2 ～ G4: Test substance administration group. Abbreviations as

follows: M; Male, F; Female, No; Number, ID; identification.
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다. 시험방법 및 항목

(1) 일반증상관찰

모든 동물에 대하여 매일 1회 일반증상관찰을 실시하였으며, 투여 당일에는 투여 30분

후 및 이후 4시간까지 매 시간 마다 관찰하였다. 일반증상관찰은 투여 후 14일까지 실시

하였다.

(2) 체중측정

모든 시험동물에 대하여 입수 시, 군 분리 시, 투여일(투여 전), 투여 후 1, 7 및 14일째

(부검 전)에 측정하였다.

(3) 부검

투여 후 14일째에 모든 생존동물을 CO2 가스를 이용하여 마취시킨 후 개복하여 복대동

맥과 후대정맥을 절단하는 방법으로 방혈 치사시켜 육안 적으로 모든 장기를 검사하였다.

라. 자료의 평가 및 통계학적 검정

각 시험단계별 시험동물의 체중을 평균 및 표준편차로 정리하고 표와 그림을 이용하여

경향을 분석하였다. 부형제 대조군과 시험물질 투여군 간의 체중변화는 일원배치 분산분

석 (One-way ANOVA test)을 통하여 유의성을 확인하고 등분산을 검정하였다. p <

0.05 인 경우에 통계학적으로 유의하다고 판정하였다. 통계학적인 분석은 본 시험기관의

통계처리에 관한 표준작업지침서에 따랐으며 상용으로 널리 사용되는 통계 패키지인

SPSS 12.0 K 프로그램 (SPSS, Chicago, IL, USA)을 이용하였다.

5. 동백 추출물이 함유된 구강케어 조성물의 최적배합 조건 분

석

구강케어 제품으로 추출물이 함유된 세치제와 구강청결제를 제조하였다. 0.05%

(w/w), 0.1% (w/w)의 동백 추출물을 함유하는 제형을 개발하고 평가하였다.
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가. 동백 추출물 함유 세치제 및 구강 청결제 제조

세치제의 조성비를 확립하기 위하여 이산화규소, 글리세린, 자일리톨, 솔비톨, 기포

제, 카르복시메틸셀룰로오스, 동백 추출물을 조성물로 하는 세치제를 표 2와 같은 조성

으로 제조하여 물성을 비교하고 최적조성비 확립하였다. 또한, 천연 위주의 구강청결제

의 조성비를 확립하기 위하여 천연색소 (카카오), 감미제 (글리세린), pH 조절제 (시트

르산), 동백 추출물, 정제수의 조성물로 하는 구강청결제를 표 3과 같은 조성으로 제조

하여 물성을 비교하고 최적조성비 확립하였으며 최적의 조성비로 동백 추출물을 함유

한 구강케어용 시제품을 제작하여 제형의 물성을 평가하였다.
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Component Control Sample 1 Sample 2

Silicon dioxide 17 17 17

Glycerin 8 8 8

Xylitol 1 1 1

Sorbitol 69 68.95 68.90

Foaming agent 3 3 3

Carboxymethyl cellulose 2 2 2

Camellia extract (Leaf) - 0.05 0.1

Total volume 100 100 100

Component Control Sample 1 Sample 2

Natural pigment (Cacao) 0.1 0.1 0.1

Sweetner (Glycerin) 5 5 5

pH adjuster (Citric acid) 0.3 0.35 0.4

Camellia extract (Leaf) - 0.05 0.1

Purified water TO 100 TO 100 TO 100

Total volume 100 100 100

Table 2. Composition of toothpaste.

Table 3. Composition of liquid oral cleaner.
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나. 조성물의 최적배합 확립을 위한 분석

각 제조된 조성물을 제조 후 상온에서 7일간 숙성 한 다음 pH 미터(Mettler Toledo,

USA)를 이용하여 pH를 측정하였다. 조성물의 제형 안정성을 위하여 원심분리기 (MF

300, Hanil Scientific Inc. Korea)를 이용하여 제형의 상 분리를 측정하였으며 점도계

(DV2T, Brookfield, USA)를 이용하여 점도 측정하였다.

6. 통계처리

본 연구의 모든 실험은 3회 반복 측정 후 얻어진 실험결과를 평균(mean) ± 표준편

차(standard deviation, SD)로 표기하였으며, 대조군과 각 시료로부터 얻은 실험 결과

들의 유의성을 검정하기 위하여 분산분석(ANOVA)을 실시한 후 사후검정으로

Duncan's multiple range test에 의하여 p〈 0.05 수준에서 유의성을 검정하였다.
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제 3장. 연구결과

1. 추출물의 항산화활성

가. 추출물의 ABTS radical 소거활성

임의로 ABTS 라디칼을 형성시킨 다음 동백잎과 동백꽃 추출물의 ABTS 라디칼 소

거 효과를 확인한 결과 그림 1에서 보는 바와 같이 동백꽃 추출물에서는 0.977, 1.953,

3.906, 7.813, 15.625, 31.25 및 62.5 μg/㎖의 농도에서 각각 12.3 ± 2.48%, 26.51 ±

1.50%, 44.2 ± 0.58%, 79.54 ± 0.95%, 92.38 ± 0.53%, 96.64 ± 0.67% 및 97.17 ±

0.90%로 농도 의존적인 소거활성의 증가를 보였으나 125, 250 및 500 μg/㎖에서는 각

각 96.07 ± 0.79%, 94.11 ± 0.77% 및 90.20 ± 1.06%로 ABT 라디칼 소거활성이 농도

의존적으로 약간씩 감소하는 경향을 나타냈다. 결과적으로 동백꽃의 70% 에탄올 추출

물은 15.625 μg/㎖ 이상의 농도에서 90% 이상의 높은 소거활성을 나타내었으며 1 mg/

㎖ 농도에서도 96.66 ± 0.84%로 우수한 억제활성을 나타내었다. 동백잎 추출물의 경우

에서도 0.977, 1.953, 3.906, 7.813, 15.625 및 31.25 μg/㎖의 농도에서 각각 16.84 ±

2.43%, 37.55 ± 0.20%, 61.22 ± 0.43%, 94.59 ± 0.31%, 97.47 ± 0.49% 및 97.67 ±

0.52%로 농도 의존적인 ABTS 라디칼 소거활성이 증가하였으나 62.5, 125, 250 및 500

μg/㎖에서는 각각 97.57 ± 0.56%, 97.45 ± 0.43%, 97.10 ± 0.37% 및 96.59 ± 0.15%

동백꽃 추출물과 동일하게 점차적으로 감소하는 경향을 나타내었다. 결과적으로 동백

잎의 70% 에탄올 추출물은 7.813 μg/㎖의 이상의 농도에서 90% 이상의 높은 소거활

성을 나타내었으며 1 mg/㎖ 농도에서도 96.43 ± 0.04%의 강력한 억제 효과를 확인하

였다. 이상의 결과로 볼 때 ABTS 라디칼 소거능에 의한 항산화활성은 동백잎 추출물

이 동백꽃 추출물보다 약간 높게 나타났으며 동백꽃과 잎 추출물의 경우 각각 62.5 μ

g/㎖의 농도에서 97.17 ± 0.90%, 31.25 μg/㎖의 농도에서 97.67 ± 0.52%로 가장 높은

ABTS 라디칼 소거활성을 보여 동백 추출물의 항산화력이 매우 우수함을 확인할 수

있었다.
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Figure 1. ABTS free radical scavenging activity of 70% ethanolic extracts from

Camellia japonica L. 20 ㎕ of samples for each concentration were added to 180 ㎕

of the diluted ABTS radical solution and reacted for 15 minutes in a dark at room

temperature. Values are mean ± SD of triplicate determinations. Means in the same

column are significantly different each other as determined by ANOVA and

Turkey’s multiple range test (*p < 0.05).
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나. DPPH radical 소거활성 분석

동백 추출물의 항산화 활성을 분석하기 위해 DPPH 라디칼 소거능을 알아 본 결과

그림 2에서와 같이 동백잎과 동백꽃의 70% 에탄올 추출물에서 동일하게 농도 의존적

으로 DPPH 라디칼 소거활성이 증가하는 경향을 나타냈으며 이러한 결과는 ABTS 라

디칼 소거능 결과와는 차이를 보였고 소거활성에 있어서도 동백꽃 추출물의 경우 상대

적으로 낮은 활성을 나타냈다. 동백꽃 추출물의 경우 0.977, 1.953, 3.906, 7.813, 15.625,

31.25, 62.5, 125, 250 및 500 μg/㎖ 농도에서 각각 1.57 ± 4.13%, 9.23 ± 3.54%, 16.31

± 5.30%, 25.34 ± 6.25%, 43.81 ± 4.50%, 57.37 ± 5.08%, 70.73 ± 4.76%, 76.42 ±

4.45%, 80.75 ± 4.76% 및 85.46 ± 5.35%로 추출물의 농도 증가에 따라 억제활성도 유

의적으로 증가하는 경향을 나타냈다. 동백잎 추출물 31.25 μg/㎖ 이상의 농도에서 50%

이상의 억제활성을 보였고 1 mg/㎖ 농도에서는 93.71 ± 4.73%의 매우 우수한 DPPH

라디칼 소거활성을 나타내었다. 동백꽃 추출물의 경우 0.977, 1.953, 3.906, 7.813,

15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 및 500 μg/㎖농도에서 각각 5.69 ± 0.47%, 10.43 ± 0.82%,

19.59 ± 0.27%, 32.07 ± 0.99%, 43.6 ± 0.47%, 48.34 ± 0.47%, 50.55 ± 0.27%, 53.4 ±

0.27%, 55.77 ± 0.55% 및 59.87 ± 0.27%로 추출물의 농도가 증가함에 따라 억제활성도

증가하였지만 상대적으로 동백잎 추출물보다 억제활성이 낮은 것으로 나타났다. 62.5 μ

g/㎖ 이상의 동백꽃 추출물 농도에서 50% 이상의 DPPH 라디칼 억제활성을 보였고 1

mg/㎖ 농도의 동백 꽃 추출물에서 63.51 ± 1.42%의 가장 높은 억제효과를 확인하였지

만 동백잎 추출물의 활성과 비교하여 상대적으로 낮은 억제효과를 보였다.
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Figure 2. DPPH free radical scavenging activity of 70% ethanolic extracts from

Camellia japonica L. 1 mM DPPH and camellia extract samples were added at a

ratio of 1:1 to react at room temperature for 15 minutes. Values are mean ± SD of

triplicate determinations. Means in the same column are significantly different each

other as determined by ANOVA and Turkey’s multiple range test (*p < 0.05, **p

< 0.005).
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다. SOD 유사활성 분석

SOD는 생체 내에서 O2-의 소거에 관여하는 효소이며, 생체 내에서 생성된 활성 산

소는 체내에서 산화적 장애를 초래하게 되므로 이런 현상을 억제하기 위해 SOD 유사

활성 실험을 진행하였다. 그림 3에서 보는 바와 같이 동백 잎과 동백 추출물에서 활성

산소를 제거하는 SOD 항산화 효소와 같은 물질의 활성도를 확인한 결과, 동백잎 및

꽃 추출물에서 동일하게 두드러진 활성을 나타내지는 않았지만 농도 의존적으로 SOD

유사활성이 유의적인 증가경향을 나타냈다. 동백잎의 추출물의 경우 125, 250, 500,

1,000, 1,250 및 2,500 μg/㎖의 농도에서 각각 7.87 ± 1.06%, 6.02 ± 2.23%, 8.10 ±

1.60%, 9.03 ± 1.20%, 25.52 ± 2.39% 및 43.62 ± 4.51%로 1,250 μg/㎖ 이상의 동백잎

추출물 농도에서 25% 이상의 SOD 유사활성을 나타냈으며 5 mg/㎖ 농도의 동백 잎

추출물에서 44.27 ± 0.90%로 가장 높은 SOD 유사활성을 나타냈다. 동백꽃 추출물의

경우 역시 125, 250, 500, 1,000, 1,250 및 2,500 μg/㎖의 농도에서 각각 5.09 ± 1.45%,

6.71 ± 2.12%, 9.03 ± 3.67%, 9.49 ± 3.82%, 18.36 ± 1.35% 및 21.22 ± 3.25%로 전 농

도에서 25% 이하의 활성도를 보여 동백잎 추출물과 비교하여 상대적으로 낮은 SOD

유사활성을 나타내었다. 5 mg/㎖ 농도의 동백꽃 추출물에서 23.70 ± 2.51%의 가장 높

은 SOD 유사활성을 확인하였다.
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Figure 3. SOD-like activity of 70% ethanolic extracts from Camellia japonica L. To

2 ml of camellia extract, 3 ml of Tris-HCl buffer solution (50 mM Tris, 10 mM

EDTA, pH 8.5) and 0.2 ml of 7.2 mM pyrogallol were added, reacted at room

temperature for 10 minutes. Values are mean ± SD of triplicate determinations.

Means in the same column are significantly different each other as determined by

ANOVA and Turkey’s multiple range test (*p < 0.05, **p < 0.005).
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라. 동백 추출물 내 항산화 화합물 함량

본 실험에서는 동백 잎, 동백 꽃 시료에 존재하는 폴리페놀 및 플라보노이드 함량을

각각 tannic acid, naringin을 기준 물질로 하여 측정하였다. 1 mg/㎖ 농도의 동백 잎

시료에서 총 폴리페놀 함량은 tannic acid 표준 곡선으로 하여 측정한 결과 186.42 ±

2.17 μg/㎖, naringin을 표준 곡선으로 플라보노이드 함량을 측정한 결과 116.06 ± 1.29

μg/㎖로 나타났다. 1 mg/㎖ 농도의 동백 꽃 시료에서 총 폴리페놀 함량은 tannic acid

표준 곡선으로 하여 측정한 결과 tannic acid 표준 곡선으로 하여 측정한 결과 139.96

± 0.75 μg/㎖, naringin을 표준곡선으로 플라보노이드 함량을 측정한 결과 53.70 ± 2.57

μg/㎖로 나타났다. 폴리페놀은 식물의 대표적인 2차 대사산물로 식물계에 널리 분포되

어 있으며, phenolic hydroxyl기가 효소 단백질 등 거대분자와 결합하는 성질을 가지고

있어 항산화, 항균, 항암, 충치예방 등의 생리기능을 가지는 것으로 알려져 있다. 본 연

구에서 부위별 동백나무 추출물에 대한 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량을 측정한

결과는 표 4와 같다. 총 폴리페놀 함량은 tannic acid를 표준용액으로 하여 작성한 검

정 곡선으로부터 에탄올 추출물의 1 mg/㎖속의 총 페놀 함량의 경우 동백잎과 동백꽃

추출물의 경우 각각 186.42 ± 2.17 mg TAE/g, 139.96 ± 0.75 mg TAE/g으로 동백잎

추출물이 더 높게 나타난 것을 알 수 있었다. 총 플라보노이드 함량은 naringin를 표준

용액으로 하여 작성한 검정 곡선으로부터 에탄올 추출물의 1 mg/ml 속의 총 플라보노

이드 함량의 경우 동백잎 추출물과 동백꽃 추출물의 경우 각각 116.06 ± 1.29 mg

NE/g, 53.70 ± 2.57 mg NE/g으로 나타났다. 일반적으로 총 플라보노이드 함량은 총

폴리페놀 함량과 밀접한 상관관계가 있다고 보고와 같이 본 실험에서도 총 폴리페놀

함량과 총 플라보노이드 함량 모두에서 동백꽃 보다 동백잎 추출물이 더 높게 나타난

것을 알 수 있었다.
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Table 4. Contents of total phenol and flavonoid in the extracts of Camellia japonica

L. leaves and flower.

Camellia japonica L.
Compounds (μg/㎖)

Total polyphenol Total flavonoid

Extract
Leaves 186.42 ± 2.17 116.06 ± 1.29

Flower 139.96 ± 0.75 53.70 ± 2.57

Values represent means ± SD (n=3). Means are significantly different each other as

determined by ANOVA and Turkey’s multiple range test (p<0.05).
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2. 동백 추출물의 RAW 264.7 대식세포에서의 항염증 효과

가. 세포생존율

동백잎과 꽃의 70% 에탄올 추출물이 마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포에 미치

는 영향을 알아보기 위해 1 - 1,000 μg/㎖까지 다양한 농도로 처리하여 세포 생존율을

확인한 결과 그림 4에서 보는 바와 같이 추출물의 처리 농도가 증가 할수록 농도 의존

적으로 세포 독성이 증가하는 것을 관찰하였다. 동백잎 추출물의 경우 0, 1, 5, 10, 20,

50, 100, 200, 500 및 1,000 μg/㎖ 동백잎 추출물의 농도에서 각각 100.00 ± 2.59%,

100.82 ± 0.52%, 101.77 ± 0.63%, 101.72 ± 0.88%, 100.89 ± 0.02%, 91.46 ± 4.34%,

94.19 ± 0.68%, 81.92 ± 2.35%, 66.77 ± 0.52% 및 50.62 ± 5.12%의 RAW 264.7 대식세

포의 생존율을 나타나 100 μg/㎖ 이상의 동백잎 추출물 농도에서 부터는 농도 의존적

으로 약한 세포독성이 있는 것으로 확인되었다. 동백꽃 추출물에서는 0, 1, 5, 10, 20,

50, 100, 200, 500 및 1,000 μg/㎖ 동백꽃 추출물의 농도에서 각각 100.00 ± 1.24%,

99.47 ± 0.78%, 98.87 ± 1.48%, 98.08 ± 0.78%, 95.90 ± 0.12%, 89.05 ± 6.40%, 88.53 ±

1.52%, 88.18 ± 0.49%, 78.24 ± 3.90% 및 50.60 ± 4.24%로 나타나 추출물의 농도가 증

가함에 따라 유의적으로 세포생존율이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이는 동백잎

과 꽃의 70% 에탄올 추출물의 경우 100 μg/㎖ 농도 이상의 고농도에서는 세포독성이

있어 90% 이하의 세포 생존율이 확인됨으로 이에 다음 실험에 적용할 동백잎 및 꽃

추출물 시료의 농도는 생존율이 88% 이상이 되는 1, 5, 10, 20, 50 및 100 μg/㎖ 농도

를 적용하였다.
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Fig 4. Effects of camellia extracts on cell viability in RAW 264.7 cells. The cells

were treated with the indicated concentrations 0 to 1000 ug/mL extracts for 24h.

Cell viability was evaluated using a colorimetric assay based on MTT assay.

Values represent means ± SD (n=3). Means in the same column are significantly

different each other as determined by ANOVA and Turkey’s multiple range test

(*p < 0.05).
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나. NO 저해 효과

최근 자외선과 같은 외부 환경요인에 의해 과다 생성되어 과색소 생성 및 염증 유발

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 NO생성에 대한 동백 시료의 효과를 확인하기

위하여 RAW 264.7 세포에 LPS로 자극을 주고 세포 독성이 없는 농도의 동백잎과 꽃

추출물 시료를 각각 처리하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO 생성량을 확인하였다.

추출물 시료는 1 - 100 μg/㎖의 농도로 처리하였으며 대조군으로는 동백잎과 꽃 추출

물 대신 PBS를 사용하여 LPS를 처리한 control과 추출물 시료 및 LPS를 처리하지 않

은 blank를 사용하였다. 그림 5에서 보는 바와 같이 LPS를 처리한 control은 NO 생성

량은 동백잎과 꽃 추출물에서 각각 5.02 ± 0.02, 5.34 ± 0.09μM로 나타났으며 LPS를

처리하지 않은 blank는 NO의 생성량이 각각 0.08 ± 0.03, 0.04 ± 0.01μM로 상대적으로

매우 낮게 나타났다. LPS에 의해 염증 반응이 유도된 마우스 대식세포에 동백잎 추출

물 시료를 농도별로 1, 5, 10, 20, 50 및 100 μg/㎖로 처리한 결과 각각 5.02 ± 0.02,

3.37 ± 0.12, 2.72 ± 0.14, 2.66 ± 0.17, 2.55 ± 0.15, 2.09 ± 0.14, 1.42 ± 0.12μM로 NO

생성량이 농도 의존적으로 감소하였으며 동백꽃 추출물 시료에서는 동일한 농도별로

처리한 결과 각각 5.34 ± 0.09, 4.64 ± 0.14, 4.25 ± 0.09, 3.77 ± 0.06, 3.49 ± 0.09, 2.04

± 0.19, 1.51 ± 0.05μM까지 NO 생성량이 감소하였다. 동백잎과 꽃 추출물 70% 에탄올

추출물을 처리한 경우 NO 생성량은 LPS를 처리한 경우와 비교하여 두 추출물 모두

농도 의존적으로 유의적인 감소 경향을 확인할 수 있었다. 특히, 동백잎 추출물에서는

1 μg/㎖의 농도로 처리한 이후부터 LPS를 단독처리한 경우와 비교 33% 이상 50 μg/

㎖의 농도 이상에서는 59% 이상의 NO 생성량 감소를 확인할 수 있었으며 동백꽃 추

출물에서는 20 μg/㎖의 농도까지는 35%, 50 μg/㎖ 이상의 농도에서는 62% 이상의

NO 생성량 감소를 확인할 수 있었다. 100 μg/㎖의 농도에서는 동백잎과 꽃 추출물에

서 동일하게 72%의 매우 우수한 NO 생성량 감소를 확인할 수 있었다.
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Figure 5. Inhibitory effects of Camellia japonica L ethanolic extracts on NO

production in LPS stimulated RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with

or without LPS (200 ng/㎖) and then with extract and incubated for 24 h. The

culture media of the treated cells were used to measure NO level. Values are mean

± SD of triplicate determinations. Means in the same column are significantly

different each other as determined by ANOVA and Turkey’s multiple range test

(*p < 0.05).
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3. 동백 추출물의 생체 내에서의 무독성 및 안전성 검증

본 시험은 동백잎의 70% 에탄올 추출물의 단회 경구투여에 의한 독성증상과 개략의

치사량을 조사하기 위하여 실시하였다. Spraque-Dawley (SD) 계통의 암, 수 rat를 이용

하여 저용량군 (500 mg/kg), 중용량군 (1,000 mg/kg), 고용량군 (2,000 mg/kg)의 용량으

로 시험군을 설정하고 부형제 대조군과 비교하였으며 실험기간 동안 사망동물의 발생유

무, 일반증상, 체중변화 및 실험종료 시 생존동물의 부검 소견을 관찰하였다 그 결과 표

5, 표 6-1 및 표 6-2에서 보는 바와 같이 동백잎 추출물을 경구 투여한 후 각 시험군에

서 부형제 대조군과 동일하게 실험기간 동안 모든 시험군에서 사망동물이 관찰되지 않았

다. 또한 실험기간 동안 모든 시험동물에서 특이한 일반증상이 관찰되지 않았다. 또한, 동

백잎 추출물을 경구 투여한 후 14일까지 시험동물의 체중변화를 측정결과 그림 7, 8-1,

8-2, 그림 6 및 그림 7에서 보는 바와 같이 각 시험군마다 날짜의 경과에 따라 정상적인

체중의 증가를 확인할 수 있었고 14일 경과 후 수컷의 경우 87 ㎎/㎏ 이상, 암컷의 경우

39 ㎎/㎏ 이상의 체중증가를 보였다. G1(0), G2(500), G3(1,000), G4(2,000)의 시험군에서

수컷의 경우 각각 97.11 ± 16.92, 93.63 ± 14.67, 87.25 ± 7.56 및 89.17 ± 6.26 ㎎/㎏의 체

중 증가를 나타내었고 암컷의 경우 각각 45.46 ± 4.05, 39.85 ± 5.40, 41.39 ± 13.88, 39.62

± 10.76 ㎎/㎏의 체중이 증가한 것으로 확인되었다. 암컷 1,000 ㎎/㎏ 투여군의 1례

(G3-31번)에서 7일째 192.40g에서 14일째 191.98g으로 동백잎 추출물 투여 후 14일째 체

중이 투여 후 7일째 체중에 비하여 감소하였다. 그 외 시험동물에서는 정상적인 체중증가

가 관찰되었다. 통계학적 검정결과, 암·수 모든 시험군에서 군간 유의한 체중차이는 관찰

되지 않았다. 부검소견은 표 9, 표 10-1 및 표 10-2에 나타낸 바와 같이 실험종료 시 부

검결과 모든 기관에서 특이한 육안소견이 관찰되지 않았다.
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Table 5. Mortalities and clinical signs of rats after oral administration of

camellia extract.

Male Group (㎎/㎏)

G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

Mortalities

No. of dead animal 0 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5

% 0 0 0 0

Clinical signs
No abnormalities

detect
5 / 5 5 / 5 5 / 5 5 / 5

Female Group (㎎/㎏)
G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

No. of dead animal 0 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5

Mortalities
% 0 0 0 0

Clinical signs
No abnormalities

detect
5 / 5 5 / 5 5 / 5 5 / 5

Number of animals with the signs / Number of animals examined
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Table 6-1. Results of individual test animal for mortalities and clinical signs of

male rats.

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID

Clinical

observations

Time of signs occurrence

Hour Day

0.5 - 4

Day

1 - 14

G1

(0)

G1-1 . .

G1-2 . .

G1-3 . .

G1-4 . .

G1-5 . .

G2

(500)

G2-6 . .

G2-7 . .

G2-8 . .

G2-9 . .

G2-10 . .

G3

(1,000)

G3-11 . .

G3-12 . .

G3-13 . .

G3-14 . .

G3-15 . .

G4

(2,000)

G4-16 . .

G4-17 . .

G4-18 . .

G4-19 . .

G4-20 . .

. : No abnormalities detected
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Table 6-2. Results of individual test animal for mortalities and clinical signs of

female rats.

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID

Clinical

observations

Time of signs occurrence

Hour Day

0.5 - 4

Day

1 - 14

G1

(0)

G1-21 . .

G1-22 . .

G1-23 . .

G1-24 . .

G1-25 . .

G2

(500)

G2-26 . .

G2-27 . .

G2-28 . .

G2-29 . .

G2-30 . .

G3

(1,000)

G3-31 . .

G3-32 . .

G3-33 . .

G3-34 . .

G3-35 . .

G4

(2,000)

G4-36 . .

G4-37 . .

G4-38 . .

G4-39 . .

G4-40 . .

· : No abnormalities detected
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Table 7. Body weight changes of rats after oral administration of camellia

extract.

Body weight changes (g)

Day
Male group (㎎/㎏)

G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

0 200.08 ± 3.38　(5) 221.06 ± 4.29 (5) 222.25 ± 6.61 (5) 221.93 ± 7.67 (5)

1 242.25 ± 6.62 (5) 241.58 ± 8.02 (5) 244.51 ± 4.87 (5) 239.79 ± 7.52 (5)

7 281.25 ± 12.30 (5) 280.50 ± 10.56 (5) 278.60 ± 10.51 (5) 281.36 ± 5.49 (5)

14 317.19 ± 19.47 (5) 314.69 ± 16.32 (5) 309.51 ± 13.09 (5) 311.10 ± 5.32 (5)

Gai 97.11 ± 16.92 (5) 93.63 ± 14.67 (5) 87.25 ± 7.56 (5) 89.17 ± 6.26 (5)

Day
Female group (㎎/㎏)

G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

0 181.25 ± 4.37 (5) 　179.30 ± 4.81 (5) 180.18 ± 4.52 (5) 181.87 ± 7.74 (5)

1 196.98 ± 5.18 (5) 194.66 ± 5.31 (5) 194.91 ± 8.75 (5) 190.98 ± 1.12 (5)

7 213.23 ± 4.56 (5) 211.70 ± 8.43 (5) 213.45 ± 12.05 (5) 212.88 ± 13.77 (5)

14 226.72 ± 6.92 (5) 219.15 ± 9.97 (5) 221.57 ± 17.71 (5) 221.48 ± 17.62 (5)

Gai 45.46 ± 4.05 (5) 　 39.85 ± 5.40 (5) 41.39 ± 13.88 (5) 39.62 ± 10.76 (5)

Mean ± S.D (Number of animals), a : Body weight gains betwen day 0 and 14
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Figure 6. Change of body weight in rats during 14 days after oral administration

of camellia extracts. Values are mean ± SD of triplicate determinations. Means in

the same column are significantly different each other as determined by ANOVA

and Turkey’s multiple range test (*p < 0.05). M : Male; F : Female; G1 - G4 :

Units of test group.
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Figure 7. Weight gain in rats for 14 days after oral administration of camellia

extract. Values are mean ± SD of triplicate determinations. Means in the same

column are significantly different each other as determined by ANOVA and

Turkey’s multiple range test (*p < 0.05). G1 - G4 : Units of test group.



- 33 -

Table 8-1. Results of individual test animal for body weight changes of male

rats.

Body weight changes (g)

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID
Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Gaina

G1

(0)

G1-1 216.48 233.21 264.49 293.89 77.41

G1-2 220.10 240.32 279.54 324.36 104.26

G1-3 217.40 240.87 276.31 300.33 82.93

G1-4 224.93 246.03 289.62 326.80 101.87

G1-5 221.48 250.84 296.32 340.56 119.08

Mean 220.08 242.25 281.25 317.19 97.11

S.D. 3.38 6.62 12.30 19.47 16.92

G2

(500)

G2-6 215.10 232.11 263.71 294.67 79.57

G2-7 218.70 241.84 282.66 329.98 111.28

G2-8 221.51 235.49 281.72 310.61 89.10

G2-9 224.17 246.69 281.36 305.40 81.23

G2-10 225.82 251.78 293.0 332.78 106.96

Mean 221.06 241.58 280.50 314.69 93.63

S.D. 4.29 8.02 10.56 16.32 14.67

G3

(1,000)

G3-11 212.45 237.13 264.34 291.54 79.09

G3-12 218.39 241.90 272.75 301.52 83.13

G3-13 226.55 247.50 285.48 322.89 96.36

G3-14 227.78 248.10 279.33 311.27 83.49

G3-15 226.09 247.92 291.11 320.31 94.22

Mean 222.25 244.51 278.60 309.51 87.25

S.D. 6.61 4.87 10.51 13.09 7.56

G4

(2,000)

G4-16 212.15 233.29 276.78 303.51 91.36

G4-17 215.33 234.91 281.02 313.97 98.64

G4-18 225.25 243.26 281.56 308.08 82.83

G4-19 228.33 236.08 277.06 312.83 84.50

G4-20 228.58 251.39 290.36 317.09 88.51

Mean 221.93 239.79 281.36 311.10 89.17

S.D. 7.67 7.52 5.49 5.33 6.26

a : Body weight gains betwen day 0 and 14
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Table 8-2. Results of individual test animal for body weight changes of female

rats.

Body weight changes (g)

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID
Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Gaina

G1

(0)

G1-21 174.85 188.68 207.59 218.93 44.08

G1-22 178.91 196.14 209.99 220.52 41.61

G1-23 182.85 201.65 216.99 235.12 52.27

G1-24 185.81 197.52 213.18 231.30 45.49

G1-25 183.85 200.91 218.41 227.71 43.86

Mean 181.25 196.98 213.23 226.72 45.46
S.D. 4.37 5.18 4.56 6.92 4.05

G2

(500)

G2-26 172.70 186.87 199.58 206.57 33.87

G2-27 177.35 199.47 207.53 211.69 34.34

G2-28 178.66 191.51 212.58 220.65 41.99

G2-29 182.70 197.51 218.76 226.14 43.44

G2-30 185.07 197.95 220.04 230.68 45.61

Mean 179.30 194.66 211.70 219.15 39.85
S.D. 4.81 5.31 8.43 9.97 5.40

G3

(1,000)

G3-31 172.29 181.48 192.40 191.98 19.69

G3-32 180.44 192.22 215.99 231.69 51.25

G3-33 182.45 199.89 222.15 234.58 52.13

G3-34 182.87 196.51 216.36 218.23 35.36

G3-35 182.86 204.46 220.33 231.36 48.50

Mean 180.18 194.91 213.45 221.57 41.39
S.D. 4.52 8.75 12.05 17.71 13.88

G4

(2,000)

G4-36 172.70 180.84 198.65 202.32 29.62

G4-37 178.49 179.78 199.70 206.44 27.95

G4-38 182.14 195.18 216.94 231.74 49.60

G4-39 182.14 192.40 217.73 222.14 40.00

G4-40 193.86 206.68 231.39 244.77 50.91

Mean 181.87 190.98 212.88 221.48 39.62

S.D. 7.74 11.12 13.77 17.62 10.76

a : Body weight gains betwen day 0 and 14



- 35 -

Table 9. Gross findings of rats after oral administration of camellia extract.

Male group (㎎/㎏)

Organs Signs G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

All organ
No gross finding

detect
5 / 5 5 / 5 5 / 5 5 / 5

Female group (㎎/㎏)

Organs Signs G1(0) G2(500) G3(1,000) G4(2,000)

All organ
No gross finding

detect
5 / 5 5 / 5 5 / 5 5 / 5

Number of animals with the signs / Number of animals examined
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Table 10-1. Individual data of gross findings for male rats.

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID
Fate (day) Organs Observations

G1

(0)

G1-1 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-2 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-3 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-4 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-5 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2

(500)

G2-6 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-7 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-8 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-9 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-10 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3

(1,000)

G3-11 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-12 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-13 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-14 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-15 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4

(2,000)

G4-16 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-17 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-18 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-19 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-20 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected
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Table 10-2. Individual data of gross findings for female rats.

Group

(㎎/㎏)

Animal

ID
Fate (day) Organs Observations

G1

(0)

G1-21 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-22 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-23 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-24 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G1-25 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2

(50)

G2-26 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-27 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-28 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-29 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G2-30 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3

(1,000)

G3-31 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-32 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-33 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-34 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G3-35 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4

(2,000)

G4-36 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-37 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-38 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-39 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected

G4-40 Terminal sacrifice(14) No gross findings detected
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4. 추출물 함유 구강케어 조성물의 최적배합 조건 분석

표 2와 3과 같은 조성으로 조제하여 상온에서 7일간 보관하고 숙성한 추출물 함유 구

강케어 조성물의 pH를 측정한 결과를 표 8과 9에 나타내었다. 세치제는 대조군에서는

pH 8.0로 측정되는데 반하여 Sample 1에서는 pH 8.4, Sample 2에서는 pH 9.0로 약간

높은 값이 측정되었다. 구강청결제는 대조군이 pH 3.5 ± 0.12, Sample 1에서는 pH 3.8

± 0.07, Sample 2에서는 pH 4.0 ± 0.05가 측정되었으며 추출물의 함유량이 높아짐에

따라 pH가 조금씩 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 세치제는 추출물의 함유량이 높아

질수록 CPS가 낮아지는 것을 확인하였으나 구강청결제는 함유량이 높아질수록 CPS가

미세하게 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 조성물 모두 일반적인 치약 및 세치제의

점도 범주를 보였다. 동백추출물이 함유된 구강케어제품에서는 500 mg/㎖ 함유 시 안

정화된 물성이 관찰되는 것을 확인하였다.
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Table 11. Optimal condition of toothpaste composition.

pH Phase separation Viscosity (CPS)

Control 8.0 ± 0.03 X 72,000

Sample 1 8.4 ± 0.07 X 79,000

Sample 2 9.0 ± 0.05 0 68,000

Mean ± S.D (N = 3), CPS : Cycle per second

Table 12. Optimal condition liquid oral cleaner composition.

pH Phase separation Viscosity (CPS)

Control 3.5 ± 0.12 x 15

Sample 1 3.8 ± 0.07 x 18

Sample 2 4.0 ± 0.05 x 20

Mean ± S.D (n = 3), CPS : Cycle per second
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제 4장. 결론 및 고찰

본 연구는 동백나무(Camellia japonica L.) 잎과 꽃의 70% 에탄올 추출물을 재료로

하여 항산화와 항염증의 효과를 평가하고 rats를 실험동물로 사용하여 경구투여에 의

한 안전성 평가를 통하여 구강보건용품으로 활용 가능성을 확인하고자 하였다. 동백

잎과 꽃에서 분리한 추출물의 항산화 활성은 4가지 방법으로 분석하였다. ABTS 라디

칼 소거활성은 추출물의 항산화력에 의해 청록색의 ABTS 라디칼이 탈색되는 정도를

측정하는 방법으로 추출물로부터 항산화 활성물질 개발을 위한 연구에 광범위하게 이

용되고 있다6). ABTS 시약은 free radical을 이용한 항산화능 측정은 potassium

persulfate와의 반응으로 생성되는 ABTS free radical이 시료 내의 항산화 물질에 의

해 제거되어 radical 특유의 색인 청록색이 투명하게 탈색되는 것을 이용한 방법이다7).

동백꽃의 70% 에탄올 추출물은 15.625 μg/㎖ 이상의 농도에서 90% 이상의 높은

ABTS 라디칼 소거활성을 나타내었으며 1 mg/㎖ 농도에서도 96.66 ± 0.84%로 우수한

억제활성을 나타내었다. 동백잎 추출물의 경우에서도 저농도에서 농도 의존적인

ABTS 라디칼 소거활성이 증가하였으나 고농도에서는 동백꽃 추출물과 유사하게 점차

적으로 감소하는 경향을 나타내었다. 결과적으로 동백잎의 70% 에탄올 추출물은 7.813

μg/㎖의 이상의 농도에서 90% 이상의 높은 소거활성을 나타내었으며 1 mg/㎖ 농도에

서도 96.43 ± 0.04%의 강력한 억제 효과를 확인하였다. 이상의 결과로 볼 때 ABTS

라디칼 소거능에 의한 항산화활성은 동백잎 추출물이 동백꽃 추출물보다 약간 높게 나

타났으며 동백꽃과 잎 추출물의 경우 각각 62.5 μg/㎖의 농도에서 97.17 ± 0.90%,

31.25 μg/㎖의 농도에서 97.67 ± 0.52%로 가장 높은 ABTS 라디칼 소거활성을 보여

동백 추출물의 항산화력이 매우 우수함을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 누리장나

무 에탄올 추출물에서 97.26 ± 0,017% (1,000 μg/㎖)14), 오미자 에탄올 추출물에서

97.0%15), 바질 에탄올 추출물에서 94.7%16)과 유사한 활성을 나타내었으며 태광콩 청국

장 분말의 에탄올 추출물(1,000 ppm)이 각각 71.1%, 85.1%17), 흑대두와 황대두 추출물

(600 ppm)에서 각각 11,6%, 6.4%18) 보다 우수한 항산화력을 나타냈다 따라서 동백잎

및 꽃의 70% 에탄올 추출물은 천연 화장품 소재 및 천연 항산화제로서의 가능성이 매

우 높다는 것을 확인할 수 있었다. DPPH는 그 자체가 매우 안정한 free radical로서

517 nm에서 특징적인 광흡수를 나타내는 보라색 화합물이다. DPPH는 알코올 등의 유

기용매에서 매우 안정하며 특히 여러 가지 항산화 기작 중 proton-radical scavenger
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에 의하여 탈색되기 때문에 항산화 활성을 육안으로도 쉽게 관찰할 수 있는 장점이 있

다8). 동백 추출물의 항산화 활성을 분석하기 위해 DPPH 라디칼 소거능을 알아 본 결

과 동백잎과 동백꽃의 70% 에탄올 추출물에서 동일하게 농도 의존적으로 DPPH 라디

칼 소거활성이 증가하는 경향을 나타냈으며 이러한 결과는 ABTS 라디칼 소거능 결과

와는 차이를 보였고 소거활성에 있어서도 동백꽃 추출물의 경우 상대적으로 낮은 활성

을 나타냈다. 동백꽃 추출물의 경우 추출물의 농도 증가에 따라 억제활성도 유의적으

로 증가하는 경향을 나타냈다. 동백잎 추출물 31.25 μg/㎖ 이상의 농도에서 50% 이상

의 억제활성을 보였고 1 mg/㎖ 농도에서는 93.71 ± 4.73%의 매우 우수한 DPPH 라디

칼 소거활성을 나타내었다. 동백꽃 추출물의 경우 추출물의 농도가 증가함에 따라 억

제활성도 증가하였지만 상대적으로 동백잎 추출물보다 억제활성이 낮은 것으로 나타났

다. 62.5 μg/㎖ 이상의 동백꽃 추출물 농도에서 50% 이상의 DPPH 라디칼 억제활성을

보였고 1 mg/㎖ 농도의 동백 꽃 추출물에서 63.51 ± 1.42%의 가장 높은 억제효과를

확인하였지만 동백잎 추출물의 활성과 비교하여 상대적으로 낮은 억제효과를 보였다.

동백나무 잎과 꽃 추출물의 항산화 효과가 있는 것으로 알려져 있다19). DPPH radical

을 50% 소거하는 농도(IC50) 값에서도 제주산 동백나무 어린잎의 에탄올 추출물(1,174

μg/㎖)20), 전라남도에서 자생한 동백나무 잎 추출물(197.65 μg/㎖)과 동백오일(500,000

μg/㎖) 으로 결과21-22)보다는 상대적으로 매우 높은 소거활성을 나타냈으며, 버섯류인

차가버섯 69.29% (25 μg/㎖)23), 상황버섯 78.59% (500 μg/㎖)24)과 조금 높거나 유사한

소거활성을 보였으며 1,000 ppm의 백복령과 숙지황 물 추출물의 50% 이하의 DPPH

라디칼 소거활성25)과 짚신나물 물 추출물 500 ppm 이상의 농도에서 85% 이상의 소거

활성26)보다는 상대적으로 높은 소거활성을 보여 동백잎의 항산화 활성이 매우 우수한

것으로 생각된다. SOD는 생체 내에서 O2-의 소거에 관여하는 효소이며, 생체 내에서

생성된 활성 산소는 체내에서 산화적 장애를 초래하게 되므로 이런 현상을 억제하기

위해 SOD 유사활성 실험을 진행하였다. 동백잎 및 꽃 추출물에서 동일하게 두드러진

활성을 나타내지는 않았지만 농도 의존적으로 SOD 유사활성이 유의적인 증가경향을

나타냈다. 동백잎의 추출물의 경우 1,250 μg/㎖ 이상의 동백잎 추출물 농도에서 25%

이상의 SOD 유사활성을 나타냈으며 5 mg/㎖ 농도의 동백 잎 추출물에서 44.27 ±

0.90%로 가장 높은 SOD 유사활성을 나타냈다. 동백꽃 추출물의 경우 전 농도에서

25% 이하의 활성도를 보여 동백잎 추출물과 비교하여 상대적으로 낮은 SOD 유사활

성을 나타내었다. 5 mg/㎖ 농도의 동백꽃 추출물에서 23.70 ± 2.51%의 가장 높은

SOD 유사활성을 확인하였다. 이는 태광콩과 청국장 분말의 에탄올 추출물(1,000 ppm)
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에서 각각 19.3%와 20,2%17), 괭이밥의 에탄올 추출물(1 mg/㎖)에서 34.53%27), 금은화

21.60%, 애엽 22.9%, 박하 15.99%, 홍화 13.43% 치자 10.93%, 목단피 9.10%, 작약

6.27%, 하수오 5.57%, 소엽 3.67%28), 연교 23.05%29)와 비교하여 유사하거나 높은 활성

을 니타내었다. 이러한 결과는 SOD 유사활성이 식품의 산화와 비만과도 밀접한 관계

가 있으며 pyrogallol과 SOD 유사 활성물질은 수퍼옥사이드를 정상적인 산소로 전환

시키지는 못하지만 반응성을 억제하는 역할을 하는 것으로 알려져 있어 동백잎과 꽃의

70% 에탄올 추출물이 산화적 장애를 방어하여 항산화 효과를 나타내는 것으로 사료된

다. 폴리페놀 화합물은 flavonoids, anthocyanins, tannins, catechins, isoflavones,

lignans, resveratrols 등으로 식물계에 널리 분포되어 있으며 여러 화합물과 쉽게 결합

하는 특성에 의해 항산화, 항암 및 항염 효과가 뛰어나다고 알려져 있다30). 폴리페놀은

식물의 대표적인 2차 대사산물로 식물계에 널리 분포되어 있으며, phenolic hydroxyl기

가 효소, 단백질 등 거대분자와 결합하는 성질을 가지고 있다. 폴리페놀계 물질들은 다

양한 구조와 분자량을 가지며, 한 분자 내에 2개 이상의 phenolic hydroxyl (OH)기를

가진 benzene 화합물을 가리키는데 이는 색소 화합물인 플라보노이드와 탄닌이 주성

분으로 항산화, 항균, 항암, 충치예방 등의 생리기능을 가지는 것으로 알려져 있다27).

본 연구에서 추출물의 1 mg/㎖속의 총 페놀 함량의 경우 동백잎과 동백꽃 추출물의

경우 각각 186.42 ± 2.17 mg TAE/g, 139.96 ± 0.75 mg TAE/g으로 동백잎 추출물이

더 높게 나타난 것을 알 수 있었다. 총 플라보노이드 함량은 에탄올 추출물 1 mg/ml

속의 총 플라보노이드 함량의 경우 동백잎 추출물과 동백꽃 추출물의 경우 각각

116.06 ± 1.29 mg NE/g, 53.70 ± 2.57 mg NE/g으로 나타났다. 일반적으로 총 플라보

노이드 함량은 총 폴리페놀 함량과 밀접한 상관관계가 있다고 보고30)와 같이 본 실험

에서도 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량 모두에서 동백꽃보다 잎추출물이 더

높게 나타난 것을 알 수 있었다. 이러한 결과는 Seo 등 (2015)31)은 동백나무 성엽

(61.18 mg/g), 꽃(56.47 mg/100g)의 폴리페놀을 함량과 동백나무 성엽(168.29 mg/g),

꽃(159.00 mg/g) 플라보노이드 함량 결과와 폴리페놀은 유사하게 나타났지만 플라보노

이드 함량은 낮은 결과를 보였다. 또한 페놀 화합물의 hydroxyl group은 유지 산패의

초기 단계에 생성 된 유리기들이 안정된 화합물을 형성할 수 있도록 산화억제 작용을

한다. 즉 페놀 함량이 높은 것은 산화 억제 작용이 높은 것을 의미한다. 이를 통해 동

백꽃보다 동백잎 추출물에서 더 높은 항산화 활성을 기대할 수 있다32-34). 동백나무 잎

은 tannin계열인 camelliatannins와 camellianoside, okicamelliaside 등의 성분이 알려졌

고, 항산화, 항미생물, 항암, 항균활성 등에 효과가 있는 것으로 보고되어 있다35-41).
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구강보건용품 조성물에서 천연소재의 항염활성의 중요성은 치은염과 구내염의 예방

차원에서 매우 중요하며, 특히 항염활성 천연물을 세치제나 구강청결제에 첨가할 경우,

혀와 구강조직에 자극적이지 않고 합성소재에서 발생하는 부작용 등이 유발되지 않아

매우 큰 의미가 있다. 최근 자외선과 같은 외부 환경요인에 의해 과다 생성되어 과색

소 생성 및 염증 유발에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 NO생성에 대한 동백 추출

물의 효과를 확인하기 위하여 마우스 대식세포로 알려진 RAW 264.7 세포에 LPS로

자극을 주고 세포 독성이 없는 농도의 동백잎과 꽃 추출물 시료를 각각 처리하여 세포

배양액 중에 존재하는 NO 생성량을 확인하였다. 그 결과 LPS를 처리한 control의 NO

생성량은 동백잎과 꽃 추출물에서 각각 5.02 ± 0.02, 5.34 ± 0.09μM로 나타났으며 LPS

를 처리하지 않은 blank는 NO의 생성량이 각각 0.08 ± 0.03, 0.04 ± 0.01μM로 상대적

으로 매우 낮게 나타났다. LPS에 의해 염증 반응이 유도된 마우스 대식세포에 동백잎

과 꽃 추출물 시료를 농도별로 처리한 결과 NO 생성량이 농도 의존적으로 감소하였

다. 동백잎과 꽃 추출물 70% 에탄올 추출물을 처리한 경우 NO 생성량은 LPS를 처리

한 경우와 비교하여 두 추출물 모두 농도 의존적으로 유의적인 감소 경향을 확인할 수

있었다. 특히, 동백잎 추출물에서는 1 μg/㎖의 농도로 처리한 이후부터 LPS를 단독처

리한 경우와 비교 33% 이상 50 μg/㎖의 농도 이상에서는 59% 이상의 NO 생성량 감

소를 확인할 수 있었으며 동백꽃 추출물에서는 20 μg/㎖의 농도까지는 35%, 50 μg/㎖

이상의 농도에서는 62% 이상의 NO 생성량 감소를 확인할 수 있었다. 100 μg/㎖의 농

도에서는 동백잎과 꽃 추출물에서 동일하게 72%의 매우 우수한 NO 생성량 감소를 확

인할 수 있었다. 갈조류인 구멍갈파래의 에탄올 추출물 NO 생성 억제 효과의 경우 50

μg/㎖ 농도 이상에서 34% 이상의 억제 활성을 보였다는 결과42)나 갈조류 다시마 뿌리

의 에탄올 추출물의 경우 100 μg/㎖ 농도에서 28%의 No 생성 억제 효과를 보였다는

결과43) 보다는 더 높은 저해활성을 보였다. 동백나무 수피의 경우 triterpene saponin계

열인 camellioside A, B, E, F, G, H 화합물이 분리·동정되었으며, 이들 화합물이

RAW264.7 대식세포에서 NO 생성(IC50 : 4.96 - 18.25 μM)을 억제하였다는 보고가 있

다44). 또한 동백나무 종자 추출물이 RAW 264.7 대식세포에서 NF-kB와 AP-1의 활성

을 억제하여 NO, PGE2, TNF-α의 생성을 억제하는 것으로 나타났다45). 동백나무 잎·

가지 추출물도 NO (IC50 = 45.68 μg/㎖) 및 PGE2 (C50 = 43.90 μg/㎖) 생성량을 유의

적으로 억제하여 항염 효과가 있는 것으로 보고되었다46)는 결과보다는 낮은 저해활성

을 보였다. NO는 인체 내에서 방어기능, 신호 전달 기능, 신경 독성, 혈관 확장 등의
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여러 가지 생리적 기능을 가지고 있으며 세균의 침입이나 외부 자극에 대하여 이를 제

거하고 방어하기 위해 NO를 분비한다. 하지만 분비가 과다하여 정상범위를 넘어서게

되면 조직의 손상이나 염증이 유발되는 것으로 알려져 있다47).

본 실험에서는 동백 추출물의 생체안전성을 실험적으로 검증하기 위하여 랫트를 실

험동물로 사용하여 경구주입 방식으로 추출물의 무독성 여부를 확인하였다. 실험기간

동안 모든 시험군에서 사망동물이 관찰되지 않았다. 또한 실험기간 동안 모든 시험동물에

서 특이한 일반증상이 관찰되지 않았다. 체중측정 결과, 암컷 1,000 ㎎/㎏ 투여군의 1례

(G3-31번)에서 시험물질 투여 후 14 일째 체중이 투여 후 7 일째에 비하여 감소하였다.

그 외 시험동물에서는 정상 적인 체중증가가 관찰되었으나 매우 경미하고 다른 항목에서

이를 지지할만한 결과가 없어 동백잎 추출물에 의한 영향은 아닌 것으로 판단된다. 통계

학적 검정결과, 암·수 모든 시험군에서 군간 유의한 체중차이는 관찰되지 않았다. 부검소

견으로는 실험종료 시 부검결과, 특이한 육안소견이 관찰되지 않았다. 이상의 결과로 보

아 동백잎 추출물에 의한 독성증상은 관찰되지 않았으며 개략의 치사량 (approximate

LD)은 〉2,000 mg/kg b.w으로 사료된다. 따라서 동백잎 추출물은 2,000 mg/kg 이하의

농도에서는 무해하고 매우 안전한 천연물임을 확인할 수 있었다. 한편 동백 추출물 함유

한 세치제, 구강청결제와 같은 구강케어 조성물의 조제하여 상온에서 7일간 보관하고 숙

성한 다음 최적 조건을 확인한 결과 세치제와 구강청결제 모두 추출물의 함유량이 높아

짐에 따라 pH가 조금씩 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 세치제는 추출물의 함유

량이 높아질수록 CPS가 낮아지는 것을 확인하였으나 구강청결제는 함유량이 높아질수

록 CPS가 미세하게 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 동백 추출물이 함유된 구강케어

제품에서는 500 mg/㎖ 함유시 안정화된 물성이 관찰되는 것을 확인하였다.

이상의 실험결과를 토대로 동백나무 잎과 꽃 유래 추출물은 매우 우수한 항산화 효

과와 항염증 효과를 가지고 있어 기능성 천연물질로서 매우 가치가 높고 특히, 천연

구강 케어소재로서 충분한 가치가 있을 것으로 생각되며 경구독성시험에 결과로 생체

내에서도 안전하다는 것을 검증하였다. 이와 같은 실험결과를 토대로 향후 다양한 구

강보건용품 개발에 필요한 식물유래 천연소재로서 동백나무 유래 추출물의 활용가치가

매우 높아질 것으로 사료되며, 천연물산업에서 호남지역 특산식물인 동백나무의 산업

적 부가가치가 향상될 것으로 사료된다.
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국문초록

동백 유래 추출물의 구강보건효능 및 생체안전성 분석

황 유 희

지도교수 : 문 성 용

조선대학교 치의생명공학

실험 배경 및 목적: 동백나무(Camellia japonica L.)의 잎과 꽃 추출물의 항산화 및

항염증 활성은 많이 알려져 있다. 또한, 병원성 미생물에 대한 항균 활성을 가지고 있

다. 특히, 구강 내에 서식하는 구취균과 충치균에 대한 항균활성을 가지고 있어 본 연

구에서는 동백나무 잎과 꽃 추출물의 항산화와 항염증의 효과를 평가하고 랫드 경구투

여를 통해 안전성 평가를 진행하였으며 구강보건용품으로 활용 가능성을 분석하였다.

방법: 본 실험에서 동백나무 잎과 꽃에 항산화합물의 함량은 Folin & Denis방법으로

분석하였고 총 페놀(Polyphenol) 과 플라보노이드(Flavonoid)의 함량을 μg/㎖로 표기

하였다. 항산화능은 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS),

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), superoxide dismutase (SOD)활성을 평가하였

으며, RAW 264.7 대식세포에 Lipopolysaccharides (LPS) 처리한 후 염증 유도인자인

nitric oxide (NO)의 저해활성을 평가하였다. 추출물의 인체안정성을 확인하기 위해

Sprague-Dawley (SD) rat를 이용하여 경구독성시험을 수행하였다. 추출물을 적용한 세

치제 및 구강청결제를 제조하여 물성을 평가하였다.

결과: 본 실험에서 동백 잎과 꽃 추출물에 존재하는 항산화 화합물인 폴리페놀화합물

은 tannic acid을 표준물질로 측정하였으며 동백 잎과 꽃 추출물에서 각각 186.42 ±

2.17 μg/㎖ 및 139.96 ± 0.75 μg/㎖을 함유하는 것으로 나타났다. Naringin을 표준물질

로 측정한 폴라보노이드의 경우 동백 잎과 꽃의 추출물은 각각 116.06 ± 1.29 μg/㎖

및 53.70 ± 2.57 μg/㎖로 분석되었다. ABTS radica 소거능은 1 mg/㎖의 농도에서 동
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백잎은 96.66 ± 0.84%, 동백꽃은 96.43 ± 0.04%의 소거율을 나타내었다. DPPH

radical 소거능의 경우 1 mg/㎖의 농도에서 동백잎은 93.71 ± 4.73%, 동백꽃은 63.50 ±

1.42%의 억제 효과를 확인하였다. SOD의 소거능을 측정한 결과 5 mg/㎖의 농도에서

동백잎은 44.27 ± 0.90%, 동백꽃은 23.70 ± 2.51%의 활성도를 확인하였다. 대체적으로

동백꽃보다는 동백잎에서 높은 활성을 나타냈었다. RAW 264.7 세포에서 LPS를 처리

한 후 NO생성량을 측정한 결과 대조군은 5.34μM로 분석된 반면, 동백잎 시료를 1, 5,

10, 20, 50 및 100 μg/㎖로 처리한 결과 농도별로 각각 3.37, 2.71, 2.66, 2.54, 2.10 및

1.41μM까지 NO 생성량이 감소하였고, 동백꽃 추출물에서는 농도별로 각각 4.63, 4.25,

3.77, 3.49, 2.03 및 1.51μM까지 NO 생성량이 감소하였다. 추출물을 경구 투여한 rat에

서 실험기간 동안 모든 시험군에서 사망동물이 관찰되지 않았다. 또한 실험기간 동안 모

든 시험동물에서 특이한 일반증상이 관찰되지 않았다.

이상의 실험결과를 토대로 동백나무 잎과 꽃 유래 천연물이 천연 구강케어소재로서

충분한 가치가 있고, 생체 내에서도 안전하다는 것을 검증하였다. 이와 같은 실험결과

를 토대로 향후 다양한 구강보건용품 개발에 필요한 식물유래 천연소재로서 동백나무

유래 천연물의 활용가치가 높아질 것으로 사료되며, 천연물산업에서 호남지역 특산식

물인 동백나무의 산업적 부가가치가 향상될 것으로 사료된다
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