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Abstract

SkinBioactiveEffectofAcetoneExtractfrom

ChineseMilkVetchSeeds(AstragalussinicusLinne)and

ItsEffectonSkinCare

                                      Kim,Ran

Advisor:Prof.ParkJongM.D.,Ph.D.

DepartmentofHealthScience

GraduateSchoolofChosunUniversity

Thisstudyaimstoidentifytheskinbioactiveeffectsofacetoneextractfrom

seedofChinesemilkvetchanditseffectonskincare.Forthepurpose,we

usedacetoneforskinbioactivetestandmadefluidandpackforwhich0.2% an

0.5% ofacetonewasaddedfortheskincaretest,targeting36femaleadults.

Theresultswereasfollows:

Totalcontentofpolyphenolandflavonoidwere190.59mg/g,and63.03mg/g,

respectively.

Tocheckcytotoxicityinit,conductedaMTT assayandalmost100% ofcell

survivalrateandcellproliferationwerefoun,whichindicatesthattherewas

littlecytotoxicity.

AsaresultoftestingDPPHradicalscavengingeffects,itwasfoundthatthe

acetoneisaananti-oxidantasithadhighscavengingeffects.

Theinhibitoryactivityoftheelastasewas97.36% ataconcentrationof250

㎍/㎖,thatofMMP-1was95.24% ataconcentrationof500㎍/㎖,andthatof

tyrosinasewas94.41% ataconcentrationof50㎎/㎖,whichindicatesthatthe
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elastaseiseffectiveforanti-agingandwhiteningofskin.

Thefluidwhere0.2% and0.5% acetonewasaddedwasstablyliquidifiedand

absorbedovertheskin,whichmeansgoodformoistureofskin,andthepack

whichwasmadefrom thefluidwasevenlyabsorbedtoskinandwellremoved

afterskinwasdried.

Asaresultofirritationtest,fluidandpackmadefrom seedsofmilkvetch,

had no irritation to skin atall.The fluid and pack were applied two

experimentalgroups foreightweeks to measure facialconditions such as

moisture,elasticity,coarseness,and pigment.skinsofthe two testgroups

showedbetterconditionsaftertheuseoffluidandpack(p<0.001),Thetest

groupwhowasapplied0.2% acetoneshowedbetterconditionontheskinthan

thegroupwhowasapplied0.5% acetone.
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Ⅰ.서 론

피부는 자외선,온도,습도,먼지,세균 등의 물리적,화학적,생물학적 요인으로

부터 인체를 보호해 주는 중요한 역할을 한다(김한식 등,2009).그러나 피부는

자외선에 의해 활성산소종(reactiveoxygenspecies)과 자유라디칼(freeradical)의

과다한 생산(Meinhard등,2001)과 비정상적인 대사 작용으로 인한 항산화시스템

의 기능저하는 세포의 superoxideanionradical,hydroxylradical,과산화수소,

hypochlorousacid등의 활성산소를 생성하여 피부 구성성분의 손상과 피부노화

를 촉진한다(Nordberg등,2001).이러한 피부문제를 개선하기 위하여 피부 미백

과 노화억제 물질인 항산화제에 대한 연구가 국내에서는 2001년 7월 기능성 화장

품법(식품의약품안전청)이 발효되면서 더욱 활발해지고 있다.현재 피부 관리를

위한 기능성 생리활성 물질은 arbutin,비타민 C,사탕수수 추출물의 α-hydroxy

acids(AHAs),코직산,상백피 추출물,닥나무 추출물 등이 주로 이용되고 있다.

피부 항산화제는 비타민 C와 비타민 E 등이 사용되고 있으며,페놀류의 caffeic

acid,chlorogenicacid,ferulicacid,catechine등과 플라보노이드류의 quercetin

및 kaempferol등도 항산화 활성물질로 보고되었다(Kawaguchi등,1996).피부

항산화제에 관한 연구가 빠르게 시작된 일본 등에서는 1991년에 피부 및 모발을

위한 기능성 화장품의 원료로 보리,밀,케일 등의 녹엽성분의 항산화 활성물질을

보고하였으며,동일 물질로 1998년에 우리나라에서도 특허출원하여 화장품의 원

료로서(하기와라 요시히데,1998)대중화 되어 이용되고 있다.

주름개선과 미백 등의 천연물에 대한 유효성 평가는 천연물에 대하여 성분분석

을 실시하고 세포독성을 파악하는 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5

-diphenyl-2H -tetrazolium bromide)assay를 실시하여 세포생존율 및 세포

증식을 파악하는 과정을 거친다.그리고 노화관련 효과를 알아보는 피부 생리활

성 실험으로는 elastase,collagenase,tyrisinase등의 저해활성 실험 결과에 의하

여 피부 생리활성 유효성을 평가받을 수 있다(과학기술부,2006;식품의약안전청,

2004,2007).피부의 진피층을 구성하는 세포외 기질(extracelllarmatrix)인 elastin

은 elastase,collagen은 matrix metallopeptidase-1(MMP-1)에 의해서 분해되는

것으로 알려져 있다(김한식 등,2009).이들 효소가 활성화되면 피부의 탄력저하
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와 주름이 생성되므로 피부 노화가 촉진되며,tyrosinase에 의하여 기미와 주근깨

등의 색소침착을 일으키게 되어 피부노화를 촉진시킨다(Imokawa등,1981).최근

항산화 물질의 피부노화 및 미백효과에 관한 연구로서 복분자의 elastase저해활

성을 연구한 결과 0.52mg/ml농도에서 89%의 저해활성을 나타내어 노화억제 물

질로 확인(곽윤진 등,2005)하였다.연교(개나리 열매)는 5.7ug/ml농도에서 자

유 라디칼의 50% 소거능을 보여주었고 농도에 따라 collagen합성 증가효과 및

세포 증식효과를 나타내어 임상시험에서 주름개선 효과를 유의하게 나타내었다

(김미진 등,2006).그리고 미백물질의 천연물 중 상백피는 89.7%의 tyrosinase저

해활성을,당귀는 76.2%의 tyrosinase저해활성을 나타내어 영양크림과 로션 등의

원료로(박동기,2000)현재 유용하게 사용되고 있어 천연 항산화제를 개발하는 연

구는 활발하게 이루어지고 있다.

천연 약용식물인 자운영은 두과초본의 월년초로서 콩과(Leguminosae)에 속하며

우리나라 남부지방에서 주로 녹비자원으로 생육 재배하는 식물이다.2006년 기준

으로 75,400ha의 재배면적과 10a당 36～54kg의 종자를 생산할 수 있다(농업진

흥청작물과학원 호남농업연구소,2007).매년 대량으로 생육되는 자운영의 전초에

는 trigonelline,canavanine가 함유되어 있으며,종자에는 canaline,canavanine,

homoserin,coumestrol등이 함유되어 있다(Shmuel,2004).Baoliang등,(1992)은

자운영 종자의 soyasaponinⅠ,Ⅱ,Ⅲ methylester,soyasaponinⅣ 등을 분리하

였다. 염승환(2004)은 flavonoid를 풍부하게 함유한 자운영 종자 화합물이

induciblenitricoxidesynthase와 prostaglandinE₂생성억제 및 라디칼 소거능이

우수하여 항산화제,항염증제,암예방제로 개발될 수 있는 가능성을 보고하였다.

또한 자운영의 전초는 홍화채,종자는 자운영 종자라 하여 약용으로 쓰이며,홍

화채는 3～4월에 채취한 것으로 trigonelline,choline및 adenine등이 함유되어

청열과 해독의 효능이 있고,종자에는 canaline,canavanine및 homoserin등의

성분이 혈액순환을 돕고 눈을 밝게 하는 효능이 있다고 알려졌다(농업진흥청작물

과학원 호남농업연구소,2007).그러나 자운영에 대한 피부 생리활성 및 그 응용

에 대한 연구가 현재 미흡하다.저자는 매년 자연 소실되는 자운영 종자를 이용

하여 항산화제와 항염증제의 효과(염승환,2004)에 관한 선행연구를 바탕으로 자

운영 종자를 아세톤과 메탄올 추출법에 의하여 추출한 결과,메탄올 추출물은

30% 이상의 세포독성이 나타났으며,아세톤 추출물은 다소의 세포증식 효과와 함

께 세포독성이 거의 없는 것으로 나타났다.
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따라서 본 연구에서는 자운영 종자의 아세톤 추출물을 이용하여 총 폴리페놀 및

총 플라보노이드의 함량을 검량한 후 피부 생리활성 실험과 피부미용 임상시험을

시행하여 다음의 구체적인 연구 목적을 달성하고자 한다.

1)자운영 종자 아세톤 추출물의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량을 측정하

고,MTTassay를 실시하여 세포 생존율 확인,1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

(DPPH)radical소거능을 통하여 항산화능과 elastase,collagenase,tyrosinase

의 저해활성을 확인하여 피부 생리활성 효과를 파악하고자 한다.

2)자운영 종자 아세톤 추출물을 첨가한 유액과 팩의 기능성 화장품으로서 사용

가능성을 확인한다.

3)자운영 종자 유액과 팩을 이용하여 피부미용 임상시험을 통해 피부의 수분지

수,탄력지수,거칠기지수,색소지수를 측정하고 분석하여 피부상태에 미치는

효과를 파악하고자 한다.
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Ⅱ.재료 및 방법

A.연구의 과정과 개요

자운영 종자를 아세톤으로 추출하여 총 폴리페놀과 총 플라보노이드의 함량을

측정하고,MTT assay를 실시한 후,피부생리활성 실험과 피부미용 임상시험을 실

시하여 피부상태에 미치는 효과를 파악하고자 하는 연구의 개요는 다음과 같다(그

림 1).

자운영 종자 아세톤 추출물

총 폴리페놀 및

총 플라보노이드 함량 측정

MTTassay

피부 생리활성 실험 피부미용 임상시험

유액과 팩 제조

피부자극 첩포시험

임상시험자 선정

8주 피부관리

피부 관리 전․후

피부상태 분석

그림 1.연구방법의 개요.
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B.피부 생리활성 실험

1.재료

1)실험재료

본 실험에 사용한 자운영 종자(AstragalussinicusLinne)는 2007년 11월 초순에 나

주 마한 농협에서 구입하여 이물질을 제거하고 세척한 후,음건하여 실험재료로

사용하였다.

2)시료추출

시료 1,100g을 80% 아세톤으로 실온에서 3회 추출하였다.추출액을 여과하여

감압 농축 및 동결 건조하여 냉동보관 하였다.

3)시약,배지,세포주

1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), ascorbic acid, tannic acid, rutin,

elastase, p-nitroanilide (N-methoxys uccinyl-Ala-Ala-Pro-Valp-nitroanilide),

collagenase,collagen,L-tyrosine및 mush-room tyrosinase는 Sigma(USA)의 제

품,diethyleneglycol과 Folin-Denisreagent는 Fluka(Belgium)제품을 사용하였다.

세포독성 시험에 사용된 MTT와 DMSO는 Sigma (USA),DMEM배지는

GIBCO (USA)제품을 사용하였다.Raw 264.7세포주는 한국생명공학연구원 생물

자원센터에서 분양받아 사용하였다.

2.방법

1)총 폴리페놀 함량 측정

Folin-Denis법(Swain등,1959)을 이용하여 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정

하였다.1㎎/㎖ 농도로 메탄올에 용해시킨 시료액 80㎕와 Folin-Denisreagent

80㎕를 혼합하여 3분간 반응시킨 뒤,10% Na₂-CO₃ 80㎕를 혼합하여 암실에

서 60분간 반응시킨 후 상등액 120㎕를 취하여 700㎚에서 흡광도(PowerWave
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X340,BIO-TEK,USA)를 측정하였다.3회 반복 실험을 실시하여 평균값을 사용하

였고,표준물질로 phenolic compound로서 항산화작용과 항변이 작용이 뛰어난

tannicacid(김정현 등,1997)를 이용하여 검량선을 작성하고 총 폴리페놀 함량을

mg/gtannicacid를 기준으로 산출하였다.

2)총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Moreno등의 방법(2000)에 의해 측정하였다.1㎎/㎖

농도로 methanol에 용해시킨 시료액 10㎕와 1N-NaOH 10㎕,diethyleneglycol

200 ㎕를 혼합하여 37 ℃에서 1시간동안 반응시킨 후 420 ㎚에서 흡광도

(PowerWaveX340,BIO-TEK,USA)를 측정하였다.3회 반복 실험을 실시하여 평

균값을 사용하였고,표준물질로 플라보노이드계로서 생리활성물질인 rutin(박종철

과 박희준,1990)을 이용하여 검량선을 작성하고 함량을 mg/grutin을 기준으로 산

출하였다.

3)MTT assay에 의한 세포생존율 측정

세포 생존율 측정은 Carmichael등의 방법(1987)에 의해 측정하였다.Raw 264.7

생쥐 대식 세포주를 10% FBS와 1% streptomycin이 첨가된 DMEM배지를 사용하

여 5% CO₂,37℃조건에서 배양하였다.세포주를 96wellplate에 1×10⁴cells/well

의 농도로 100㎕씩 분주하여 24시간 동안 incubator에서 배양한 후 각 농도별 추

출물을 10㎕씩 처리하여 다시 24시간 동안 배양하였다.MTT 용액을 10㎕를 각

각 가하여 다시 4시간 동안 반응 시킨 후 well바닥에 형성된 formazan이 흩어지

지 않도록 상등액을 제거하고 DMSO를 100㎕ 가하여 30분 방치한 뒤 540㎚에서

흡광도(PowerWaveX340,BIO-TEK,USA)를 측정하였다.추출물의 12.5mg/ml,

25mg/ml,50mg/ml의 각 농도별로 6회 반복 실험을 실시하여 평균값을 구하였으

며,추출물을 넣지 않은 대조군의 흡광도를 100%로 하여 상대적인 세포생존율을

구하였다.
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4)DPPH radical소거능 측정

Blois의 방법(1958)으로 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,Sigma)를 이용하

여 자운영 종자 추출물의 라디칼 소거능을 측정하였다.Methanol에 농도별로 용해

시킨 시료액 10㎕와 DPPH용액(300μM)190㎕를 혼합하여 15분간 암실에서 방

치한 후,517㎚에서 흡광도(PowerWaveX340,BIO-TEK,USA)를 측정하였다.

대조군과 실험군의 2.5mg/ml,5mg/ml,10mg/ml의 농도별로 각각 6회 반복 실

험을 실시하여 평균값을 사용하였다.시료액 대신 10㎕ methanol에 혼합한 반응

액의 흡광도를 기준으로 소거능을 계산하였으며,양성대조군으로 체내 항산화 활성

제인 ascorbicacid(임연일 등,1998)를 사용하였다.

5)Elastase저해활성 측정

Elastase저해활성 측정은 Cannell등의 방법(1988)에 의해 측정하였다.human

leukocyteelastase를 50mM sodium acetatebuffersolution(pH 5.3)에 녹여 1

unit/ml용액을 제조하였다.p-Nitroanilide(N-methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-

Valp-nitroanilide)를 DMSO에 녹여 20mM stocksolution을 만든 후 elastase20

㎕와 시료 20㎕를 48wellplate에 분주하고,10mM sodium phosphatebuffer

(pH 6.8)에 녹인 400μM p-nitroanilide를 200㎕ 첨가하였다.반응액을 37℃에서

20분 동안 배양하여 반응액 120㎕씩을 96wellplate로 옮겨 410㎚에서 흡광도

(PowerWaveX340,BIO-TEK,USA)를 측정하였다.대조군과 실험군의 25ug/ml,

50ug/ml,100ug/ml,250ug/ml의 농도별로 각각 5회 반복 실험을 실시하여 평균

값을 사용하였으며,항산화제로서 진피의 구성 물질 등의 변성을 억제하는

quercetin(이의열 등,1991)을 양성대조군으로 사용하였다.

Inhibitionofelastaseactivity(%)={1-(S-B)/C}×100

S:시료와 효소 포함 반응액 흡광도

B:효소 대신 10mM sodium phosphatebuffer(pH6.8)첨가한 반응액 흡광도

C:시료 대신 10mM sodium phosphatebuffer(pH6.8)첨가한 반응액 흡광도
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6)Matrixmetallopeptidase-1(MMP-1,collagenase)저해활성 측정

MMP-1저해활성을 Sim 등의 방법(2004)을 변형하여 측정하였다.1,500㎕,

PBS(pH 6.0)에 용해한 collagen 용액(0.25 ㎎/㎖)300 ㎕,시료 600 ㎕,

collagenase용액(0.5unit)600㎕를 첨가하였다.암소 실온에서 20분 경과 후

형광분광광도계(fluorescencespectrophotometer,F-4500,Hitachi,Japan)를 이

용하여 흡수파장 280㎚,방출파장 300㎚에서 형광 값을 측정하였다.대조군

은 시료액 대신 PBS를 동량 첨가하여 측정하였다.대조군과 실험군의 각 농도

50ug/ml,100ug/ml,250ug/ml,500ug/ml의 농도별로 각각 3회 반복 실험

하여 평균값을 사용하였으며, 항산화제로서 collagen 변성을 억제하는

quercetin(이의열 등,1991)을 양성대조군으로 사용하였다.

Inhibitionofcollagenaseactivity(%)={(C-S)/C}×100

S:시료와 효소 포함 반응액 형광도

C:시료 대신 PBS를 첨가한 반응액 형광도

7)Tyrosinase저해활성 측정

Tyrosinase저해활성을 Mason등의 방법(1965)을 이용하여 측정하였다.50㎕

L-tyrosinesolution(1.5mM),0.1M phosphatebuffer(pH 6.5)220㎕,0.1M

phosphatebuffer(pH 6.5)에 녹인 시료 20㎕를 혼합하였다.혼합액에 20㎕의

mushroom tyrosinase(1,000unit/ml)를 분주하고 37℃에서 30분간 반응시켰다.반

응으로 생성된 dopachrome의 양을 490 nm에서 흡광도(Power Wave X340,

BIO-TEK,USA)를 측정하여 산출하였다.대조군과 실험군의 각 농도 6.25mg/ml,

12.5mg/ml,25mg/ml,50mg/ml의 농도별로 각각 3회 반복 실험을 실시하여 평

균값을 사용하였으며,멜라닌 생성을 억제하고 생성된 멜라닌을 환원시키는

ascorbicacid(과학기술부,2006)를 양성대조군으로 사용하였다.

Inhibitionoftyrosinaseactivity(%)={(C-S)/C}×100



- 9 -

C:시료 대신 PBS를 사용한 반응액의 흡광도

S:시료를 포함한 반응액의 흡광도
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C.자운영 종자 유액과 팩 제조 및 임상시험

자운영 종자 아세톤 추출물을 함유한 유액과 필 오프 타입의 팩을 제조하여 규

칙적으로 피부에 바르게 한 후,피부 관리에 미치는 영향을 알아보고자 임상시험을

실시하였다.

1.자운영 종자 유액의 제조

자운영 종자 유액은 대조군과 시험군(유액 A,유액 B)으로 각각 제조하였다.표

1의 처방전에 의하여 대조군의 유액은 75℃에서 84wt% 정제수에 8wt% jojoba

oil,2wt% vitaminEoil,1wt% cetylalcohol,5wt% emulsifyingwax를 혼합

하여 충분히 용해된 유상액을 천천히 첨가하면서 호모믹서를 이용하여 3,600rpm

에서 3분 동안 유화시키고 30℃까지 냉각시켰다.시험군의 유액 A와 유액 B또한

동일한 방법으로 각각 제조하였으며,대조군과 시험군의 유액 A와 유액 B를 실온

에서 7일간 숙성시켜 유화상태를 관찰하였으며,피부 관리에 이용하였다(표 1).

표 1.유액의 처방전 (wt%)

처 방 대조군 유액 A 유액 B

Deionized water 84.0 83.8 83.5

Chinesemilkvetchseeds

extracts
0.0 0.2 0.5

Jojobaoil 8.0 8.0 8.0

VitaminEoil 2.0 2.0 2.0

Cetylalcohol 1.0 1.0 1.0

Emulsifyingwax 5.0 5.0 5.0
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2.자운영 종자 팩의 제조

자운영 종자 팩은 실온에서 대조군과 시험군의 팩 A와 팩 B를 표 2의 처방전에

의하여 각각 제조하였다.대조군의 팩은 실온에서 86.6wt% 정제수,13wt%

polyvinylalcohol,0.4wt% Tween80을 디스퍼를 이용하여 충분히 혼합하여 팩의

기질을 제조하였다.시험군의 팩은 팩의 기질에 자운영 종자 추출물을 0.2wt%와

0.5wt%를 각각 첨가하여 디스퍼를 이용하여 2시간 동안 혼합하여 제조하였다.실

온에서 7일간 숙성시켜 팩의 기질을 관찰하였으며,피부 관리에 이용하였다(표 2).

처 방 대조군 PackA PackB

Deionized water 86.6 86.4 86.1

Chinese milk vetch seeds

extracts
0.0 0.2 0.5

Polyvinylalcohol 13.0 13.0 13.0

Tween80 0.4 0.4 0.4

표 2.팩의 처방전 (wt%)

3.피부자극 첩포 시험

자운영 종자 추출물을 함유한 유액 A와 B,팩 A와 B의 피부 안전성을 평가하기

위하여 평소 피부질환 및 알러지가 없는 연령이 20～40대인 10명의 피험자(남자 4

명,여자 6명)를 대상으로 상박부 내측에 첨포 시험을 실시하였다.첩포 부위에 소

독을 실시한 후,자운영 종자 물질이 첨가된 Finnchambers를 상박부 내측 시험부

위에 부착하였다.24시간 후에 첩포를 제거하고,피부자극 평가기준에 의하여 판독

하였다(표 3).
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Symbol Estimate standard

－ no irritation

± generation of fine erythema

＋ generation of weak erythema, wheals and papules

＋＋ generation of erythema, papules and vesicles

＋＋＋ generation of bullae

표 3.피부자극 판정기준

4.자운영 유액과 팩의 피부 임상시험

1)연구대상 선정과 배분

광주광역시에 소재한 K대학의 여학생을 대상으로 연구자가 임상시험의 목적과

방법에 대해 설명하였고,특정한 질병이 없이 건강상태가 양호한 동일 학년 학생으

로 임상시험자를 제한한다는 조건을 설명하였다.본 연구의 취지와 목적을 이해하

고 임상시험에 참여하기로 동의한 45명의 여학생을 선정하여 자기 기입식 설문지

를 작성하게 한 후 회수하였다.응답내용이 불분명하거나 응답이 부족한 설문지 6

매를 제외한 39명을 임의적으로 대조군,시험군 A,시험군 B의 순서대로 1매씩 놓

아가며 세 그룹으로 분리하여 각 그룹 당 13명씩 임상시험자를 배정하였다.그러나

개인 사유로 임상시험에 대한 참여를 철회한 3명을 추가로 제외하고 최종 36명을

선정하여 각각 12명씩 배정하여 임상시험을 실시하였다.

2)설문 자료의 수집

피부 임상시험 전 조사한 설문지의 구성은 6문항으로 구성하였다.피부 관리 임

상시험을 실시함에 있어서 피부상태에 영향을 미칠 수 있는 요소 중 연령,건강상

태 인식,하루 평균 수면시간,규칙적인 운동의 빈도,하루 물 섭취량,하루식사 횟

수를 알아보는 내용으로 구성하여 조사하였다.자료 수집은 2009년 3월 9일부터 3

월 13일까지 두 차례에 걸쳐 실시하였다.
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3)자운영 종자 유액과 팩의 도포

유액과 팩의 피부미용에 미치는 영향에 대한 효과 평가를 위해 대조군 12명,시

험군 A 12명,시험군 B12명으로 분류하여 제형에 따라 제조한 자운영 종자 유액

과 자운영 종자 팩을 규칙적으로 얼굴에 바르도록 하였다.자운영 종자 유액은 아

침과 저녁 세안 후 마사지 하듯 충분히 바르도록 하였으며,자운영 종자 팩은 주 2

회 세안 후 자운영 종자 유액을 충분히 바르고 이어서 적당량의 자운영 종자 팩을

얼굴에 도포하여 약 15～20분경과 후 떼어낸 다음 다시 자운영 종자 유액을 충분

히 바르도록 하였다.임상시험 기간은 2009년 3월 23일부터 5월 18일까지 8주 동안

실시하였다.

4)피부미용 효과 측정 방법

눈 꼬리와 코의 외방이 교차하는 볼 지점을 임상시험 전과 임상시험 8주후의

수분지수,탄력지수,거칠기지수,색소지수를 각각 AramoTS DiagnosisSystem

(Aram HUVISCo,Korea)을 이용하여 비침습적 방법으로 측정하였다.

수분지수는 피부표면의 수분 함유량을 미세전기부하 저장능력으로 개량화하여

측정하며,피부에 직접 접촉하는 탐침자 사이의 전도 및 부하도를 계수화하여 계측

한다.피부 각질층의 수분 함유량이 많을수록 전도계기가 높게 측정되어 피부 손상

에 따른 변화를 평가하며,측정값이 1～30은 수분 매우부족,31～40은 수분부족,4

1～100은 수분양호를 나타내며 20대의 평균 표준 값은 수분지수 37arbitraryunit

(AU)이다.

탄력지수 측정의 원리는 흡입과 흡입시간의 지속에 따른 피부 변화와 복원력을

기본원리로 측정하며,기기내부에 마이너스압력(300mmbar)을 주어 피부를 빠르고

균일하게 흡입하여 측정 부위의 피부 변화 값을 광학측정시스템이 인지하여 수치

가 변화하게 된다.탄력지수는 0～100까지이며,0～30까지는 낮음,30～70까지는 보

통,70～100까지는 높은 상태이며,20대의 표준 값은 탄력지수 68Ur/Uf이다.

거칠기 지수는 화상분석기 (visiometer)를 통하여 evenness는 R-value가 1～100

까지이며,20대의 거칠기 표준 값은 50R-value이다.

색소지수 melanin index (MI)는 반사율 분광 광도계의 반사되는 광선의 정도를 광
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학적 측정기법에 의하여 색소지수를 나타내며 1～100까지의 MI로 20대의 MI표준

값은 25MI이다.

모든 측정 부위는 오차를 최소화하기 위해 동일한 부위에 3회씩 측정하여 평균

값을 사용하였으며,피부미용 전문가인 연구자가 처음부터 마지막까지 측정에 임하

였다.
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D.통계분석 방법

통계적 검정은 windows용 SPSS12.0program (SPSSInc.,Chicago,IL,USA)

을 이용하였다.피부 생리활성 실험에서 자운영 종자 추출물과 대조군의 DPPH

ridical 소거능, elastase 저해활성, MMP-1(collagenase)의 저해활성, 그리고

tyrosinase의 농도에 따른 변화 정도를 ANOVA를 이용하여 검정 후 Duncantest

로 농도간 유의성을 확인하였다. 각 농도별 대조군과의 효과 차이는

Mann-WhitneyU test를 이용하였다.피부미용에 미치는 임상시험 효과 검정에서

세 군간 특성의 차이는 ANOVA,Chi-Squaretest를 이용하였다.시험 전과 후의

피부상태의 변화 정도는 전과 후의 차이 값을 구한 후 ANOVA를 이용하였고,각

군별 차이를 보기 위한 사후검정은 Duncantest를 이용하였다.통계적 유의성은

p<0.05로 하였다.
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Ⅲ.연구결과

A.자운영 종자 아세톤 추출물의 피부 생리활성

1.총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

자운영 종자 아세톤 추출물의 총 폴리페놀 함량을 tannicacid를 표준곡선으로

하여 측정한 결과 190.59mg/g의 함량을 나타내었으며,총 플라보노이드 함량은

rutin을 표준물질로 검량선을 작성하여 측정한 결과 63.03mg/g의 함량을 나타내었

다(표 4).

표 4.총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량

추출물
총 폴리페놀 (㎎/g)

(Mean ± SD)

총 플라보노이드 (㎎/g)

(Mean ± SD)

Chinesemilkvetch

seedsacetoneextracts
  190.59±4.06   63.03±10.80

2.Raw 264.7세포에서 자운영 종자 아세톤 추출물의 세포 생존율에 미

치는 영향

자운영 종자 추출물의 Raw 264.7세포에 대한 독성을 MTT assay로 측정한 결

과 추출물의 12.5mg/ml에서 91.84±6.24%,25mg/ml에서 103.00±5.22%,50mg/ml

에서 96.61±7.56%의 세포 생존율을 나타내었다(그림 2).
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그림 2.자운영 종자 아세톤 추출물의 농도에 따른 Raw 264.7세포 생존율.
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3.자운영 종자 아세톤 추출물의 DPPH radical소거능

자운영 종자 아세톤 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 2.5 ㎎/㎖에서

63.52±2.86%,5.0 ㎎/㎖에서 90.71±0.65%,10.0 ㎎/㎖에서 91.6±0.21%의 DPPH

radical소거능을 나타내었으며,대조군인 ascorbic acid의 경우 2.5 ㎎/㎖에서

93.56±0.07%,5.0 ㎎/㎖에서 93.72±0.04%,10.0 ㎎/㎖에서 93.71±0.05%의 DPPH

radical소거능을 나타내어 5.0㎎/㎖와 10.0㎎/㎖에서 ascorbicacid와 유사하였다.

각 농도에서 자운영 종자 추출물의 소거능과 ascorbicacid의 소거능 간에는 통

계적으로 유의한 차이를 보였다(p<0.05)(그림 3).
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그림 3.자운영 종자 아세톤 추출물의 DPPH라디칼 소거능.

ASL;자운영 종자 아세톤 추출물,Aa;ascorbicacid

TestedbyANOVAandDuncantest,Mann-WhitneyUtest

ASL:(2.5-5,10:p<0.05),Aa:(2.5,5,10:p>0.05)
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4.자운영 종자 아세톤 추출물의 elastase저해활성

자운영 종자 아세톤 추출물의 elastase저해활성은 25㎍/㎖에서 73.33±1.58%,50

㎍/㎖에서 80.25±2.07%,100㎍/㎖에서 90.82±2.46%,250㎍/㎖에서 97.36±1.69%의 저

해활성을 나타내었으며,대조군의 quercetin은 25㎍/㎖에서 75.60±1.69%,50㎍/㎖에서

79.12±1.03%,100㎍/㎖에서 85.03±1.03%,250㎍/㎖에서 105.28±3.63%의 저해활성을

나타내었다.대조군인 flavonoid계열의 elastase활성 억제물질인 quercetin과 비교하

여 100㎍/㎖에서는 자운영 종자 추출물의 elastase저해활성이 대조군의 quercetin에

비해 유의하게 높았다(p<0.05)(그림 4).
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그림 4.자운영 종자 아세톤 추출물의 elastase저해활성.

ASL;자운영 종자 아세톤 추출물,QCT;quercetin

TestedbyANOVAandDuncantest,Mann-WhitneyUtest

ASL:(25-50-100-250:p<0.05)

QCT:(25,50-100-250:p<0.05)
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5.자운영 종자 아세톤 추출물의 MMP-1(collagenase)의 저해활성

자운영 종자 아세톤 추출물의 MMP-1(collagenase)의 저해활성은 자운영 종자

추출물의 50 ㎍/㎖에서 23.00±0.06%,100 ㎍/㎖에서 43.9±0.06%,250 ㎍/㎖에서

76.9±0.02%,500 ㎍/㎖에서 95.24±0.03%의 저해 활성을 나타내었으며,대조군인

quercetin은 50 ㎍/㎖에서 69.95±0.12%,100 ㎍/㎖에서 84.2±0.09%,250 ㎍/㎖에서

98.4±0.02%,500㎍/㎖에서 99.95±0.01%의 저해활성을 나타내었다.각 농도에서 자운영

종자 추출물의 MMP-1(collagenase)저해활성이 대조군인 quercetin에 비해 유의하게

낮았다(p<0.05)(그림 5).
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그림 5.자운영 종자 아세톤 추출물의 MMP-1(collagenase)저해활성.

ASL;자운영 종자 아세톤 추출물,QCT;quercetin

TestedbyANOVAandDuncantest,Mann-WhitneyUtest

ASL:(50-100-250-500:p<0.05)

QCT:(50-100-250-500:p<0.05)



- 24 -

6.자운영 종자 아세톤 추출물의 tyrosinase의 저해활성

자운영 종자 추출물의 tyrosinase저해활성이 농도 의존적으로 활성화를 나타내

었다.6.25 ㎎/㎖에서 61.77±2.85%,12.5 ㎎/㎖에서 73.65±1.47%,25 ㎎/㎖에서

89.41±5.77%,50㎎/㎖에서 94.41±9.15%의 저해 활성을 나타내었으며,대조군인

ascorbicacid는 6.25㎎/㎖에서 68.81±0.29%,12.5㎎/㎖에서 88.75±1.58%,25㎎/㎖

에서 90.18±0.44%,50㎎/㎖에서 89.99±0.29%의 저해활성을 나타내었다.대표적인

미백물질인 ascorbicacid의 대조군과 비교하여 6.25㎎/㎖,12.5㎎/㎖에서는 유의

하게 낮았으나 50㎎/㎖에서는 유의하게 높았다(p<0.05)(그림 6).
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그림 6.자운영 종자 아세톤 추출물의 tyrosinase저해활성.

ASL;자운영 종자 아세톤 추출물,Aa;ascorbicacid

TestedbyANOVAandDuncantest,Mann-WhitneyUtest

ASL:(6.25-12.5-25,50:p<0.05)

Aa:(6.25-12.5-25,50:p<0.05)
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B.자운영 종자의 피부미용에 미치는 영향

1.자운영 종자 유액과 팩의 제조

처방전에 의해 제조한 자운영 종자 유액은 외관상 엷은 갈색을 띄었으며,수상과

유상이 분리되지 않고 처음과 같은 것으로 보아 유화상태가 안정하였고,자운영 종

자 추출물을 함유한 농도에 따라 색깔과 향의 차이를 나타내었다(그림 7).자운영

종자 추출물을 0.2% 함유한 유액의 pH는 5.7,0.5% 함유한 유액의 pH는 5.2를 나

타내었다.처방전에 의해 제조한 자운영 종자 팩은 진한 갈색을 띄었다.자운영 종

자 추출물을 함유한 농도에 따라 색깔이 다소 차이가 있었으며,0.5% 함유한 팩이

0.2% 함유한 팩보다 자운영 종자의 향이 다소 더 강하게 느껴졌다.팩의 점성은

필 오프의 특성에 알맞은 농도로 제조되었으며,0.2% 함유한 팩의 pH는 5.2,0.5%

함유한 팩의 pH는 4.8을 나타내었다.pH측정은 Orion Star Series Meter

(ThermoElectionCorporationUSA)를 이용하여 측정하였으며,실내의 실온에서 7

일 동안 유액과 팩을 육안 및 냄새를 통하여 관찰한 결과 제조 시점의 유화상태

및 팩의 기질을 안전하게 유지하였다(그림 8).
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대조군 자운영 종자 유액 A 자운영 종자 유액 B

그림 7.대조군과 시험군의 자운영 종자 유액 A와 유액 B.
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대조군 자운영 종자 팩 A 자운영 종자 팩 B

그림 8.대조군과 시험군의 자운영 종자 팩 A와 팩 B.
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2.피부자극 평가

자운영 종자 유액과 팩의 피부 안전성을 평가하기 위하여 참여자의 상박부 내측

에 24시간 동안 첩포 시험한 후,첩포를 제거하고 1시간 경과 후에 시험 부위의 피

부 반응을 관찰하여 판독하였다.피험자 10명 모두 알레르기나 기타 피부자극이 나

타나지 않았으며,판정기준에 의하여 판독한 결과 피부 이상반응이 관찰되지 않았

다(표 5).

표 5.자운영 종자 유액과 팩의 피부자극 평가

Symbol
24 hrs

- ± + ++ +++

 Result (n = 10) 10 0 0 0 0

3.임상시험자의 특성

대조군과 시험군 A,시험군 B의 특성을 조사한 결과,평균 연령은 각각 23.33세,

23.08세,23.83세로 세 그룹간의 유의한 차이가 없었다.또한 세 그룹간의 건강상태

인식,하루 평균 수면시간,규칙적인 운동의 빈도,하루 물 섭취량,하루식사 횟수

등도 유의한 차이를 보이지 않았다(p<0.05)(표 6).
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표 6.임상시험자의 특성 단위:명(%)

항  목
대조군

(n = 12)

시험군 A

(n = 12)

시험군 B

(n = 12)
p-value

연령 (Mean±SD) 23.33±1.43 23.08±1.89 23.83±2.44 0.626

건강상태 인식 좋음 0( 0.0) 4(33.3) 1( 8.3) 0.230

보통 4(33.3 6(50.0) 8(66.7)

좋지 않음 8(66.7) 2(16.7) 3(25.0)

수면시간

(1일)

5시간 미만 1( 8.3) 0( 0.0) 0( 0.0) 0.444

5시간 이상 5(41.7) 5(41.7) 4(33.3)

7시간 이상 4(33.3) 7(58.3) 5(41.7)

8시간 이상 2(16.7) 0( 0.0) 3(25.0)

규칙적 운동 주 2～3회 1( 8.3) 1( 8.3) 0( 0.0) 0.723

주 1회 1( 8.3) 2(16.7) 3(25.0)

하지 않음 10(83.3) 9(75.0) 9(75.0)

하루 물

섭취량

5잔 이하 10(83.3) 11(91.7) 7(58.3) 0.079

6잔 2(16.7) 0( 0.0) 5(41.7)

8잔 0( 0.0) 1( 8.3) 0( 0.0)

식사횟수

(1일)

3회 0( 0.0) 3(25.0) 1( 8.3) 0.064

2회 1( 8.3)   4(33.3) 1( 8.3)

기타 11(91.7) 5(41.7) 10(83.3)
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4.자운영 종자 유액과 팩의 피부 임상시험

자운영 종자 유액과 팩을 사용하기 전과 후의 대조군과 시험군 A,시험군 B의

수분지수를 측정한 결과,세 그룹 각각 사용 전 47.83±6.27,45.67±4.49,45.25±2.76

의 수분지수를 나타내었으며,사용 후 45.42±6.74,49.25±5.70,48.17±3.43의 수분지

수를 나타내었다.사용전과 후의 차이는 각각 -2.42±2.64,3.58±2.64,2.92±2.19의 차

이를 나타내어 대조군은 수분지수가 감소하였으며 두 시험군에서는 유의하게 증가

하였다(p<0.001).

탄력지수를 측정한 결과에서는 사용 전 57.33±8.13,56.08±8.40,57.08±6.40의 탄력

지수를 나타내었으며,사용 후 54.83±8.98,63.00±9.21,62.00±5.86의 탄력지수를 나

타내었다.사용 전과 후의 차이는 각각 -2.50±1.83,6.92±5.69,4.92±3.94의 차이를

나타내어 대조군은 탄력지수 감소를 보였으며,두 시험군에서는 유의하게 증가하였

다(p<0.001).

거칠기지수를 측정한 결과,사용 전 세 그룹 각각 24.00±3.79,23.92±4.69,

25.67±3.08의 거칠기 지수를 나타내었으며, 사용 후에는 각각 26.08±3.63,

19.83±3.32, 21.42±2.35의 거칠기 지수를 나타내었다. 사용전과 후의 차이는

2.08±1.50,-4.08±3.39,-4.25±2.66의 지수를 나타내어 대조군에서는 증가,두 시험군

에서는 유의하게 감소하였다(p<0.001).

색소지수를 측정한 결과는 사용 전 각각 47.42±15.10,44.67±11.56,54.17±11.48을

나타내었으며,사용 후 각각 53.75±14.64,29.25±13.41,39.08±13.23의 색소지수를 나

타내었다.사용전과 후의 차이는 각각 6.33±6.30,-15.42±13.27,-15.08±7.01의 차이

를 나타내어 대조군에서는 증가하였으며,두 시험군에서는 유의하게 감소하였다

(p<0.001).

각 군별 차이를 사후검정에서 수분지수,탄력지수,거칠기 지수,색소지수 모두

대조군과 시험군 A,시험군 B군 간에 유의한 차이를 보였고(p<0.05),시험군 간에

는 유의한 차이를 보이지 않았다(표 7).
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표 7.임상시험자의 피부 관리 전․후의 피부상태 단위:Mean±SD

항  목
대조군

(n = 12)

시험군 A

(n = 12)

시험군 B

(n = 12)
p-value*

수분지수
전 47.83±6.27 45.67±4.49 45.25±2.76 0.369

후 45.42±6.74 49.25±5.70 48.17±3.43 0.224

차이¹⁾ -2.42±2.64 3.58±2.64 2.92±2.19 <0.001

탄력지수
전 57.33±8.13 56.08±8.40 57.08±6.40 0.915

후 54.83±8.98 63.00±9.21 62.00±5.86 0.039

차이²⁾ -2.50±1.83 6.92±5.69 4.92±3.94 <0.001

거칠기

지수

전 24.00±3.79 23.92±4.69 25.67±3.08 0.474

후 26.08±3.63 19.83±3.32 21.42±2.35 <0.001

차이³⁾ 2.08±1.50 -4.08±3.39 -4.25±2.66 <0.001

색소지수
전 47.42±15.10 44.67±11.56 54.17±11.48 0.191

후 53.75±14.64 29.25±13.41 39.08±13.23 0.002

차이
4)

6.33±6.30 -15.42±13.27 -15.08±7.01 <0.001

p-value
*
:분산분석

차이
1)
,차이

2)
,차이

3)
,차이

4)
:Duncantest,대조군 -시험군 A, 시험군 B
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Ⅳ.고 찰

A.자운영 종자 아세톤 추출물의 피부 생리활성

자운영은 약 1000년 전부터 중국의 양자강 이남에서 재배되었으며,우리나라에

서는 1909년 처음으로 시험재배 되어 따뜻한 남부지방에서 타감작용(allelopathy)

효과로 인하여 자운영을 생육재배하고 있다(유광호,2007).자운영 종자는 항산화

제 및 항염증제 등의 효과(염승환,2004)가 있으며,전초는 외상출혈이나 대상포진

등의 피부 질환을 치료하는데(배기환,2000)쓰이는 약용식물이다.본 연구는 이러

한 천연자원의 자운영 종자를 아세톤으로 추출하여 총 폴리페놀 및 총 플라보노이

드의 함량을 검량하고 피부생리활성과 기능성화장품으로서의 사용 가능성 및 피부

상태에 미치는 영향에 대하여 연구하고자 하였다.

자운영 종자에서 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과 190.59mg/g을 나타내었다.

폴리페놀 화합물은 건강유지와 질병예방에 기여하는 물질로서 녹차의 카테킨(박시

준,2007),커피의 클로로젠산(서지연,2006),딸기,가지,파프리카,포도,복분자 등

의 붉은색이나 자색의 안토사이아닌계(박필재,2004)색소 등에 풍부하게 함유되어

있다.항산화,산화방지제 등의 효과에 관여되는 원인물질(이형범,2007)인 폴리페

놀이 자운영 종자의 추출물에도 풍부하게 함유되어 있어 피부 관리를 위한 기능성

화장품의 천연원료로서 항균,항염,노화예방,미백 등에 기여할 수 있는 물질임을

확인할 수 있었다.

플라보노이드는 벤즈 감마 피론(benz­ γ ­ pyrone)의 구조를 갖는 페놀성 화합

물로서 식물에 다량 함유되어 있으며,활성산소종을 소거하여 조직 손상을 막아주

고 광노화의 원인인 단일항산소를 소거시킬 수 있다(김한식 등,2009).자운영 종자

아세톤 추출물의 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과 63.03mg/g을 나타내었다.

염승환(2004)은 자운영 종자를 80% 아세톤으로 추출한 후 chromatography로 8종

의 화합물을 분리한 결과 플라보노이드를 풍부하게 함유하고 있음을 밝혔다.기존

의 플라보노이드 함량 분석 연구에서 산딸기 잎은 49.81mg/g,복분자 미숙과는

2.41mg/g(김민영 등,2008),향유의 꽃 추출물은 2.75mg/g,잎은 3.51mg/g(엄혜

진과 김건희,2007)을 보여 자운영 종자의 플라보노이드 함량 또한 높은 것으로 확
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인되었다.

자운영 종자 추출물의 세포독성 여부를 알아보기 위하여 MTTassay결과,추출

물의 25mg/ml에서 103%의 세포 증식효과를 보였고,50mg/ml에서도 96.61%의

세포 생존율을 나타내었다.뱀 딸기 열매의 세포 생존율은 50～80%(정은주,2008),

에탄올 및 아세톤 추출물의 500ppm에서 80% 정도의 세포 생존율을 나타낸 복숭

아 꽃의 연구결과(이진영,2007)와 비교해볼 때 자운영 종자는 세포독성에 대한 영

향을 거의 미치지 않는 것으로 확인되었다.

DPPH radical의 감소는 자유 라디칼의 소거반응이 진행됨을 알 수 있고,지질과

산화의 초기반응 억제정도를 예측할 수 있다(김미진 등,2006).자운영 종자의 추출

물에서 DPPH radical소거능은 농도 의존적으로 높은 효과를 나타내었다.5.0

mg/ml에서 10.0mg/ml까지 90% 이상의 높은 소거능을 보였고,5.0mg/ml의 낮은

농도에서도 소거능이 높은 것으로 나타났다.대조군인 ascorbicacidmg/ml5.0에

서 93.72%,10.0mg/ml에서 93.71%의 소거능과 비교하여 거의 유사한 항산화 효과

를 보여 자운영 종자 화합물을 분획하여 ascorbicacid보다 더 우수한 항산화 활

성을 나타냄을 보고한 선행연구(염승환,2003)를 뒷받침하였다.또한 ursolicacid의

경우 500ppm에서 16.4%,1000ppm에서 24.7%의 항산화 효과(김인영,2005)를 나

타내었으며,바위취 수용성 추출물은 100㎍/㎖에서 55.7%의 항산화 작용을,에탄

올 추출물에서는 58.9%의 항산화 작용을 나타낸 보고(윤미연 등,2007)와 비교하여

자운영 종자 추출물의 DPPHradical소거능은 높은 것으로 확인되었다.

Elastase는 특이적으로 elastin을 분해하는 효소로서 1949년 Balo등에 의해 소의

신선한 췌장에서 발견되어 그 존재가 보고되었다.1952년 Banga에 의해 신선한 돼

지 췌장으로부터 조결정이 얻어졌으며,동시에 elastase가 단백분해능도 가지고 있

음이 밝혀졌다(임윤규와 이영순,1990).이러한 elastase는 elastin을 분해시켜 진피

의 그물망 구조결합을 절단하여 탄력감소와 주름생성의 주원인 효소로 알려져 있

다(곽윤진 등,2005).자운영 종자 추출물의 100㎍/㎖에서 90.82%,250㎍/㎖에서

97.36%의 높은 elastase저해활성을 보였다.오배자의 경우 elastase저해활성능이 500

㎍/㎖의 농도에서 65.79%(박진미,2008)를 나타내었고,애엽 메탄올 추출물의 경우

1000㎍/㎖의 농도에서 26.7%(박시향 등,2008)의 결과와 비교하면 자운영 종자 추출물

의 elastase저해활성은 상대적으로 높은 것으로 사료된다.또한 대조군인 플라보노이

드 계열의 elastase저해활성 억제물질인 quercetin(Pietta,2000)과도 유사하게 높은

저해활성을 보여 자운영 종자 추출물은 elastase저해활성 물질임을 확인할 수 있었다.
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자외선은 collagenase와 같은 MMP의 발현을 유도하여 collagen의 분해가 증가

되면서 함량이 줄어들게 되어 피부의 탄력감소와 주름이 나타나게 된다(이태완 등,

2004).Collagenase저해활성 실험은 피부의 지지역할을 하는 collagen을 가수분해

하는 collagenase의 저해활성을 측정하여 피부노화의 감소 정도를 측정한다(최원식

등,2008).자운영 종자 추출물 500㎍/㎖에서 나타낸 MMP-1(collagenase)의 저해

활성 결과는 대조군의 quercetin에 비해 낮았으나 피부 노화를 예방하고 주름을 개

선하는 기능을 하는 것으로 볼 수 있다.자운영 종자 추출물은 낮은 농도에서는 대

조군과 비교하여 상대적으로 낮은 저해활성을 보여 자운영 종자 추출물의 MMP-1

(collagenase)저해활성은 대체적으로 고농도에서 효과를 발휘하는 것임을 알 수

있었다.또한 피부노화예방과 세포재생에 효과적인 coenzymeQ10의 경우 농도 1%

에서 91.1%의 저해활성(최원식 등,2008)을 보여 자운영 종자 아세톤 추출물의 500

㎍/㎖의 95.24% 결과는 MMP-1(collagenase)의 저해활성 효과가 좋음을 알 수 있었

다.

자외선에 의해 피부 노화가 진행되면 melanocyte내 tyrosinase가 활성화 되어 색

소침착을 일으킨다(조수민 등,2001).Tyrosinase는 copper를 함유한 metalloprotein

으로 monophenol의 o-hydroxylation을 촉매하는 cresolase와 o-diphenol의

oxidation반응을 촉매하는 catecholase의 두 가지 촉매 활성을 지니며,전환되는

기질은 수산기(-OH)를 갖는 phenol류 및 catechol류로서 L-tyrosine,o,m-cresol,

chlorophenol,resorcinol,l-napthol등이다(김지연과 유영제,1990).본 연구에서 자

운영 종자 추출물의 tyrosinase저해활성은 농도 의존적으로 활성화된 효과를 나타

내었다.낮은 농도에서는 대조군인 ascorbicacid보다 낮은 저해활성을 나타내었으

나 50 ㎎/㎖에서는 94.41%의 저해 활성을 나타내어 대조군인 ascorbicacid의

89.99%에 비해 자운영 종자 추출물이 더 효과적임을 확인할 수 있었다.현재

ascorbicacid가 대표적인 미백물질임을 감안하면 자운영 종자 추출물의 tyrosinase

저해활성은 안전하고 높은 것임을 알 수 있다.식용 및 약용식물의 종자를 이용한

새로운 기능성 소재 탐색 연구에서 고욤나무 종자와 대추종자 추출물을 이용한

tyrosinase 저해활성 실험 결과,4 mg/ml의 농도에서 각각 46.7%,44.4%의

tyrosinase저해활성을 나타낸 결과(정진아 등,2007)와 비교하여도 자운영 종자 추

출물이 갖는 tyrosinase저해활성이 우수함을 알 수 있었다.
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B.자운영 종자 아세톤 추출물의 피부미용에 미치는 영향

처방전에 의해 제조한 자운영 종자 유액을 피부에 도포 할 때 밀리거나 뭉침 현

상이 없이 가볍고 부드럽게 흡수되었으며 도포 후 수 시간이 경과하여도 피부 보

습효과를 유지하였다.자운영 종자 유액의 처방전은 유화를 위한 기본 물질로만 구

성하였으며,방부제를 첨가하지 않았으므로 냉장보관하면서 사용하도록 하였다.임

상시험 8주 동안 25℃의 실온에서 보관하면서 관찰한 결과 색깔,향,농도 등의

변성이 일어나지 않았으며,안정한 유화상태를 유지하였다.자운영 종자 추출물을

고농도로 첨가하여 기능성 화장품으로서의 효능을 알아보고자 실험 제조하는 과정

에서 자운영 종자 추출물을 1%～3%까지 첨가하여 실험 제조를 실시한 결과 유화

가 이루어지지 않았으며,반복 실험의 결과 0.5% 첨가량 이하에서 자운영 종자 유

액이 정상적으로 유화됨을 확인할 수 있었다.

처방전에 의해 제조한 자운영 팩은 진한 갈색으로 자운영 종자 추출물을 함유한

농도에 따라 약간의 색의 차이가 있었으며,0.5% 함유한 팩이 0.2% 함유한 팩보다

자운영 종자의 향이 더 높았으며 색깔도 더 진한 갈색을 띄었다.팩의 점성은 필

오프 타입의 특성을 잘 나타내었으며 피부에 도포 후 약 15～20분 경과 후에 제거

하였을 때 분산되거나 조각남이 없이 자연스럽게 제거되었다.또한 임상 8주 동안

25℃의 실온에서 보관하면서 관찰한 결과,색깔,향,농도 등의 변성이 일어나지 않

았으며,분산 상태를 안전하게 유지하였다.팩 또한 자운영 종자 추출물을 고농도

로 첨가하여 기능성 화장품으로서의 효능을 알아보고자 실험 제조하는 과정에서

자운영 종자 추출물을 1%～3%까지 첨가하여 제조한 결과 농도가 묽어지는 현상

을 초래하였으며,반복 실험의 결과 0.5% 첨가량 이하에서 자운영 종자 팩이 정상

적으로 제조됨을 알 수 있었다.따라서 차후 자운영 종자 추출물을 고농도로 첨가

하여 기능성 화장품을 제조하기 위한 연구가 이루어져야 할 것으로 사료되었다.

사람 피부의 산도는 pH 4～6을 유지해야한다(Eckstien,1991).이러한 약산성 pH

는 병원균으로부터 피부를 보호하므로 외부 자극으로부터 피부를 보호하기 위해서

는 중성 또는 약산성 화장품을 사용하는 것이 바람직하다.자운영 종자 추출물을

0.2% 함유한 유액의 pH는 5.7,0.5% 함유한 유액의 pH는 5.2를 나타내었으며,필

오프 타입의 pH는 0.2% 함유한 팩은 5.2,0.5% 함유한 팩은 4.8을 나타내어 제조

일 부터 28일이 경과하는 동안 안정적으로 pH가 유지되었다.도화추출물을 첨가한
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W/O/W multipleemulsionpH 5.95(이진영,2007),오미자를 첨가한 보습팩의 pH

4.4～4.5(송미애,2007)를 나타낸 결과와 비추어볼 때 자운영 종자 추출물을 함유한

유액과 팩의 pH도 약산성임이 확인되어 적절한 피부보호 효과가 있을 것으로 판단

된다.

대조군과 시험군 A,시험군 B의 세 그룹의 특성을 조사한 결과,평균 연령은 23

세로 세 그룹간의 연령 차이는 없었다.또한 건강상태 인식 등도 대조군과 시험군

간에 유의한 차이를 보이지 않아 이러한 특성들이 임상시험에 영향을 미치지 않을

것으로 사료되었다.

유액과 팩을 제조하여 8주 동안 얼굴에 도포하여 얼굴의 피부상태,즉 수분지수,

탄력지수,거칠기,색소지수의 변화 및 효과에 대하여 관찰한 결과,유액과 팩을 사

용하기 전과 후의 세 그룹의 피부상태는 상대적으로 대조군에 비하여 두 시험군에

서 피부상태 개선 효과를 나타내었다.기본 베이스의 화장품을 사용하여 피부 관리

한 대조군은 수분지수와 탄력지수가 감소하였으며,거칠기 지수와 색소지수는 증가

함을 나타내었다.이는 임상시험 기간이 봄볕이 강한 때인 점과 기능성 물질을 함

유하지 않은 유액과 팩은 피부미용에 도움을 주지 못하는 것을 보여주는 결과임을

알 수 있다.자운영 종자 추출물을 농도별로 함유한 유액과 팩을 사용하여 피부 관

리한 두 시험군에서는 수분지수와 탄력지수가 유의하게 증가하였으며,거칠기 지수

와 색소지수 또한 유의하게 감소하여 자운영 종자 추출물을 함유한 유액과 팩이

피부 관리에 효과가 있는 것으로 확인되었다.두 시험군의 피부 관리 결과를 살펴

보면,자운영 종자 추출물을 0.5% 함유한 그룹보다 0.2% 함유한 그룹에서 다소 피

부 관리 효과가 높은 것을 알 수 있어 자운영 종자 추출물은 적은 양에서도 양호

한 효과를 나타내는 것으로 사료된다.

본 연구의 제한점으로는 쥐나 토끼를 이용하여 자운영 종자 추출물의 동물 피부

생리활성 효과를 파악하지 못한 점과 자운영 종자 아세톤 추출물의 어떠한 특정

성분이 피부 생리활성 효과와 피부 임상시험에 효과가 있는지 화합물을 분획하지

못했다는 점이다.차후 이러한 부분의 연구를 진행하여 자운영 종자가 피부미용에

갖는 효과를 깊이 있게 검증해야할 필요가 있다고 생각한다.

본 연구는 현재까지 화장품의 원료로 사용되지 않았던 자운영 종자 아세톤 추출

물이 기능성 피부미용 물질임을 확인하여 피부 관리를 위한 새로운 원료를 개발하

였다는 점과 피부 임상시험 결과,기능성 화장품으로서 사용가능성을 확인하였다는

점에서 연구의 의의가 있다고 사료되며,향후 자운영 종자 추출물을 첨가한 기능성
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화장품으로서의 안전성과 유효성을 검증하는 계속적인 연구가 필요하다고 생각한

다.
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Ⅴ.요약 및 결론

본 연구는 자운영 종자의 아세톤 추출물을 이용하여 피부 생리활성 효과와 피부

미용에 미치는 영향을 규명하고자 자운영 종자 아세톤 추출물을 이용하여 피부 생

리활성 실험을 시행하고 0.2%와 0.5%를 첨가한 유액과 팩을 제조한 후 36명의 성

인여성을 대상으로 피부미용 임상시험을 실시한 결과는 다음과 같다.

총 폴리페놀 함량은 190.59mg/gtannicacid,총 플라보노이드 함량은 63.03

mg/grutin의 함량을 나타내었다.

세포독성 여부를 확인하기 위하여 MTT assay한 결과 100%에 가까운 세포 생

존율 및 세포 증식 효과를 나타내어 세포독성이 거의 없는 것으로 나타났다.

DPPH ridical소거능의 실험 결과,높은 소거능을 나타내어 자운영 종자 아세톤

추출물이 항산화제임을 확인하였다.

Elastase의 저해활성은 250㎍/㎖에서 97.36%,MMP-1의 저해활성은 500㎍/㎖에

서 95.24%,tyrosinase저해활성은 50㎎/㎖에서 94.41%의 저해 활성을 나타내어 피

부 관리를 위한 노화억제 및 미백물질임을 확인하였다.

자운영 종자 아세톤 추출물 0.2% 및 0.5%를 첨가한 유액은 안정적으로 유화되

어 피부에 부드럽게 흡수되어 피부보습력을 유지하였으며,팩 또한 고르게 흡착되

어 건조 후에 잘 제거되어 피부상태를 매끄럽게 개선하는 효과를 나타내었다.

피부자극 첩포 실험 결과 자운영 종자 유액과 팩은 피부 자극이 없었으며,유액

과 팩을 제조하여 8주 동안 관리한 후,얼굴의 피부상태 즉,수분지수,탄력지수,

거칠기지수,색소지수의 변화 및 효과에 대하여 측정한 결과,유액과 팩을 사용하

기 전과 후의 피부상태는 상대적으로 대조군에 비하여 두 시험군에서 우수한 피

부상태 개선 효과를 나타내었으며(p<0.001),자운영 종자를 0.5% 함유한 시험군보

다 0.2% 함유한 시험군에서 효과가 더 높은 것으로 나타났다.

결론적으로 자운영 종자 아세톤 추출물은 우수한 피부 생리활성 효과를 지니고

있는 기능성 화장품 원료로서의 가능성을 확인하여 피부미용에 활용될 가치가 높

을 것으로 사료된다.
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