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  Abstract : Caffeic acid is a kind of phytochemicals occurred in coffee, which is worked as 

a carcinogenesis restrainer and antioxidants on the human body.  In this study, as one type 

of caffeic acid derivatives, methoxypolyethylene glycol caffeate(MPC) was synthesized by the 

esterification between caffeic acid and methoxypolyethylene glycol with N,N’-dicyclohexyl 

carbodiimide, 4-dimethylamino pyridine. The synthesized product was confirmed by using 

FT-IR and 
1H-NMR, thin-layer chromatography. And these compound was investigated as 

antioxidant, Tyrosinase hindrance and skin moisturizers. In the free radical scavenging study, 

antioxidant effect of MPC was averagely high than the red ginseng extract that be used as a 

natural antioxidants. The result of Tyrosinase anti-activity test was better than embryo bud 

of rice extract at low concentration. At the iNOS anti-activity tested by using Raw 264.7 cell, 

and confirmed anti-inflammatory function.For the MPC handled with sodium lauryl sulfate,  

was tested for the skin moisture content and skin moisture loss.

Keywords : Caffeic acid, Polyethylene gylcol, Antioxidant activity, tyrosinase activity, iNOS 

activity.

1. 서 론

  살아있는 생물체는 에너지 소비로 인하여 활

성산소가 발생하며, 이로 인해 세포막, 지질, 단

백질, DNA 등에 손상을 입게 되어 궁극적으로 

󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
✝
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피부노화, 피부질환 및 피부암의 발생이 일으키

게 된다[1]. 이러한 활성산소를 제거하는 가장 

간편하면서도 효과적인 방법은 과산화 연쇄반

응을 차단하기 위하여 항산화제를 첨가하는 방

법이다. 항산화제는 식품, 화장품, 의약품 산업 

분야 등에서 널리 이용되고 있고 특히 천연물

로 만들어진 안정한 항산화제가 이용되고 있다
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[2∼5].

  지난 십 수 년 간 널리 사용되어오던 합성 

항산화제들의 항산화력은 매우 뛰어나지만, 안

정성에 관한 우려로 미국, 일본, 유럽 등 선진 

각국에서는 그 사용량이 법적으로 규제되어 천

연 항산화제로 대체하는 추세에 있다[6∼7]. 이

들 비타민류 이외에 천연 항산화제로는 생약류, 

해조류, 유칼리나무잎, 등 그 종류가 매우 다양

하며, 훈연성분 중의 페놀, 대두 등에 함유된 

플라보노이드 성분들이 항산화효과가 있다고 

알려져 있으며, 일본에서는 감초 추출물, 로즈

마리 등이 천연 항산화제로 개발되어 시판되고 

있다[8∼10]. 

  실험에 사용된 카페산은 파이토케미칼의 한 

종류이며 강력한 항산화제이다.  이것은 커피에

서 많이 발견되는 주요 파이토케미칼 성분들 

중 하나로 알려져 있으며 발암억제제로서 작용

을 하고 생체 안과 밖에 영향을 주는 항산화제

로 알려져 있다. 그리고 다른 항산화제보다 효

과가 우수한 것으로 알려져 있으며, 또한 산화

스트레스 및 아플라톡신의 생성을 감소시킬 뿐

만 아니라, 항염증작용 및 정균작용을 하여 생

선중독이나 버섯중독시 효과가 있는 것으로 알

려져 있다[11∼14]. 본 연구에서는 카페산에 메

톡시폴리에틸렌글리콜을 N,N’-dicyclo 

hexylcarbodiimide와 4-dimethylaminopyridine 

촉매 하에서 에스테르반응시켜 카페산 메톡시

폴리에틸렌글리콜에스테르(MPC)를 합성하고  

이렇게 제조된 MPC를 이용 항산화력, 티로시

아나제 저해능력 그리고 보습성을 평가하여 카

페산에 폴리에틸렌글리콜이 부과되었을 때 항

산화기능과 보습효과 및 물질 안정성을 시험 

검토하고자 한다.[15∼20]

2. 실 험

2.1. 실험재료 및 실험장치

  합성에 있어서 주요물질인 카페산(Aldrich 

chemical Co., USA)은 특급시약을 사용하였고 

메톡시폴리에틸렌글리콜 (Fluka, BuchsSG, 

Switzerland)은 1급 시약을 사용하였다. 촉매 

N,N-dicyclohexyl carbodiimide (DCC. Tokyo 

Chemical Industry, Japan)와 4-dimethylamino 

pyridine (DMAP. Tokyo Chemical Industry, 

Japan)는 1급 시약을 사용하였고, 용매는 디클

로로메탄(Junsei Chemical, Japan)을 사용하였

다. 합성장치는 Figure 1에 도시한 것과 같이 

둥근바닥 3구 플라스크와  교반기를 사용하여 

질소 기류 하에서 합성하였다. 

Fig. 1. Reaction apparatus.

2.2. 카페산 메톡시 폴리에틸렌글리콜 에스테르

의 합성

  카페산과 메톡시폴리에틸렌글리콜을 둥근바

닥 3구 플라스크 내에서 에스테르화반응시켰다. 

반응방법은 반응장치 내에 용매인 디클로로메

탄(DCM), methoxy polyethyleneglycol 0.43g 

(0.0022몰) 그리고, caffeic acid 0.43g (0.0024

몰)을 같이 넣고 촉매인 DCC 0.45g (0.0024몰)

과 DMAP 0.0075g (0.0001몰)를 투입했다. 이것

을 빛이 차단된 상온상태에서 24시간 동안 교

반하여 반응시켰다. 반응혼합물은 Scheme 1과 

Figure 3의 흐름도와 같은 순서 및 방법으로 

MPC를 합성 및 정제하였다. 반응 혼합물중의 

용매를 감압 증발하여 제거한 후, 건조 잔유물

은 촉매 제거를 위하여 소량의 DCM에 여과 

세척 후, 여과 수집하여 디에틸에테르  200g과 

물 100g으로 2회 반복하여 세척하고, 분액 깔대

기로 물 층만 분리한 후 건조하였다.

2.3. 분석방법

  2 . 3 . 1 .  얇은  막  크 로 마 토 그 래피

  합성한 카페산 에스테르에 대하여 얇은 막 

크로마토그래피(E. Merck Co., silicagel 60 F 

254)를 이용하여 분리실험을 시행하였고, 원료 

물질들과 비교하였다. 얇은 막 크로마토그래피
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의 두께는 0.25 mm이었고, 점적은 모세관을 사

용하였다. MPC 10 %w/t 수용액 5㎕를 채취하

여 박판층 하단 25 mm되는 지점에 점적한 후, 

건조하여 전개조에 넣고, 약 7.5 cm까지 실온에

서 전개한다. 박층판을 꺼내 열풍으로 건조한 

뒤, 254 nm UV 램프로 spot을 확인하고 Rf 값

을 계산하였다. 이때 전개 용매로 에탄올과 물

(v/v, 3 : 2)을 사용하였다. 

Scheme 1. Synthetic procedure of  

         methoxypoly ethyleneglycol caffeate.

2.4. 기기 분석

  2 . 4 . 1 .  적 외 선  스펙트 럼

  합성품에 대한 구조 및 관능기를 확인하기 

위해 사용하였다. 

  2 . 4 . 2 .  1 H-NMR

  합성품에 대한 NMR 측정은 Bruker 사의 

Avance 500MHz를 이용하였고, 내부 표준물질

로는 DMSO(dimethyl sulfoxide)를 사용하였고, 

이에 대한 용매로는 CDCl3를 사용하였다. 

2.5. MPC 효능 및 보습력평가

  2 . 5 . 1 .  자 유 라 디 칼  소 거  효 과

  자유라디칼 시약인 1,1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl (DPPH)을 1급 시약 용 에탄올

에 용해하여  0.1 mM DPPH 용액을 제조한다.  

실험용 튜브에 에탄올 400 ㎕를  넣어 준 후, 

각 농도의 MPC 100㎕씩 투입하고 대조군에는 

정제수 100 ㎕를 넣어 준다.  각각의 튜브에 

0.1 mM DPPH 용액을 500 ㎕를 고루 투입한 

후, 준비된 각각의 시료를 vortexing 하여 4℃ 

냉장고에서 30분간 보관 후 200㎕취해서 517 

nm에서 분광계로 흡광도를 측정한다.

  2 . 5 . 2 .  티 로 시나 제  활 성저 해 실 험

  티로시나제 활성제해실험은 pH 6.8인 0.1M 

sodium phosphate buffer, 20 ml와  NaH2PO4 

0.2몰, 그리고 Na2HPO4 0.2몰을 각각 준비한 

후, 머쉬룸 티로시나제 와 상기 제조된 0.1M 

sodium phosphate buffer 10ml를 투입하였다. 

이렇게 준비된 티로시나제 20㎕ 에 100 mM 

sodium phosphate buffer를 220㎕  넣고, 여기

에 각 농도의  MPC 20㎕를 투입하였다. 대조

군은 0.1M sodium phosphate buffer를 사용하

였다.  이렇게 제조된 샘플에  0.0015M 

L-tyrosine을 40㎕ 씩 투입 후, 37℃ 물중탕에

서 15분간 반응시켰다. 이것을 각 200㎕를 

96well plate을 이용하여 490 nm 에서 측정하

고 백분율로 환산하였다.

  2 . 5 . 3  iNO S활 성저 해  효 과

  마우스의 대식 세포인 Raw 264.7 세포를 10 

% FBS-DMEM 배지에 24 well  plate에 1 × 

105 cell/well로 분주하고, Confluency가 80 %

가 도달할 때까지 항온기에서 18∼24시간 배양 

후, 시료를 농도별로 처리한다. 다양한 농도의 

시료 에 대하여 1 ㎍/ml의 lipopolysacchairide 

(LPS)를 처리한 후, 18∼24시간 동안 항온기에

서 더 배양한다. 상층액 100 ㎕를 회수하여 96 

well plate에 넣고 Griess reagent를 100 ㎕ 첨

가하여 상온에서 10분간 가볍게 흔들어주어 

570 nm의 흡광도에서 측정한다. NaNO3으로 

검량선을 작성하고 각 시료를 배양액 중의 산

화질소 NO의 생성량을 구한다. LPS를 처리한 

군의 산화질소의 생성량을 100 %로 하여 각 

시료의 % 수득율을 구한다.

2.6. 보습력 평가실험

  항온 항습 보습력 평가실험을 이용하여 MPC

와 생리식염수 그리고 PEG-400의 수분 보유력, 

피부 수분 공급정도 등을 실험한다. in vitro 건

조잔량 측정법을 이용하여 항온항습실에서 31 

℃, 상대 습도 40∼60%에서 3시간 동안 수분 

보유량 측정으로 실험물질의 보습효과를 평가

한다.

2.7. 피부 수분함량 평가실험

  라우릴황산나트륨은 피부의 장벽 기능에 영

향을 주고, 염증을 유발하는 자극성이 강한 계

면활성제로 이를 이용한 실험은 자극성 피부반
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응 연구에 대표적인 방법이다. 피검자의 양측 

상완 내측에 0.5 wt% 라우릴황산나트륨 수용액

을 종이판에 50 ㎕ 씩 적셔 직경 11 mm large 

finn chamber를 scanpor tape인 epitest 로

(Finland) 부착하여 인위적으로 자극성 피부염

을 유발하는 라우릴황산나트륨을 첩포하였다.  

24시간 경과 후 라우릴황산나트륨 첩포를 제거

하고 30분 경과 후 피부상태를 측정한 뒤 시험

물질과 대조군을 각 실험부위에 5일간 1일 2회

씩 도포하였다. 도포 1일, 3일, 5일 후에 피부수

분함량을 피부수분함량 측정기

(CornemeterC+K, Koln, Germany)를 이용하여 

측정하였다.

2.8. 피부 수분손실량 평가실험

  피부수분손실량 측정기 (Tewameter TM 

210C+K, Koln, Germany)를 이용하여 측정하였

다. 시험 시작 30분 전부터 항온항습조건인 20

∼22 ℃, 상대습도 40∼60 %의 실내에서 상박

부에 각각의 시료 1.0 ㎎/㎖을 균일하게 도포하

고, 시료를 도포하지 않은 좌측 상박부를 대조

군으로 도포직전 및 도포 직후의 피부수분 손

실량을 측정하였다. 이후 대조 부위와 각 실험

물질 도포 부위를 도포 1일, 3일, 5일 후에 피

부수분손실량을 각각 측정하였다. 측정된 피부

수분손실량은 g/h·m²로 표기하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 얇은 막 크로마토그래피

  메톡시폴리에틸렌글리콜과 카페산를 이용하

여 MPC를 합성하였다. 반응의 종결여부를 확

인하기 위하여 3시간 가격으로 얇은 막 크로마

토그래피를 지속적으로 측정하였다. 합성화합물

의 Rf값은 0.76이었다. 최초 3개의 포인트에서 

2개의 포인트로 최초 3시간 내에 대부분 변하

였으며, 24시간 반응 후, 완전히 2개의 포인트

로 분리되었다.  

3.2. 적외선 스펙트럼

  MPC의 주요 작용기를 확인하기 위하여 적외

선 스펙트럼을 분석하였다. Figure 2와 같이 주

요 작용기로는 1750 cm
-1 부근에서 에스테르기

의 C=O 신축 진동피크를 확인하였고, 1050 

cm-1 부근에서 에스테르의 C-O 신축진동피크

를, 3500cm
-1 부근에서 페놀의 -OH 신축진동 

피크를 확인하였다.

Fig. 2. FT-IR spectrum of methoxypoly      

          ethyleneglycol caffeate.

3.3. 수소핵자기공명 스펙트럼

  MPC의 분자구조를 확인하기 위한 수소핵 자

기공명스펙트럼 분석결과를 Figure 3에 도시하

였다.

  벤젠기의 수소원자피크는 각각 6.6 ppm, 6.51 

ppm, 6.69 ppm에서 반응 전 후 모두 동일한 위

치의 벤젠고리의 수소에 대한 피크를 보여주었

고 반응 후 7.64 ppm, 과 6.39 ppm에서 에틸렌

의 수소원자 피크를, 그리고 마지막으로 3.24 

ppm의 말단 메틸기의 수소원자 피크를 관찰하

였다. -OCH2-CH2의 수소원자 피크는 3.6∼3.7 

ppm 였다. 합성 후-OCH2-CH2의 고유 피크가 

4.27 ppm에서 chemical shift값을 나타냈으며, 

이것은 카페산과 메톡시폴리에틸렌글리콜의 에

스테르 결합이 형성되었음을 보여준다.

Fig. 3. 1H-NMR chemical shift of 

       methoxypolyethyleneglycol caffeate.

3.4. 자유라디컬 소거 효과

  각 농도의 MPC를 100㎕씩 투입 하고 대조군
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에는 항산화에 유효한 홍삼 추출물을 같은 농

도별로 사용하였다. 각각의 튜브에 0.1 mM 

DPPH 용액을 500 ㎕씩을 투입한 후 30 min동

안 4 ℃ 냉장고에 보관 후. 샘플로 200 ㎕ 취하

여 517 nm에서 분광계로 흡광도를 측정하여 

항산화능을 백분율로 표기하였다. 측정결과는 

Figure 4에 나타냈으며, 0.5 wt%에서 78 %의 

소거능력을 나타냈으며.  0.5 wt%까지는 농도 

증가에 따라 소거능이 증가하였고, 그 이상의 

농도에서는 다소 감소하는 경향을 나타냈다. 

 Fig. 4. Antioxidant activity of methoxypoly 

ethyleneglycol caffeate.

3.5. 티로시나제 활성저해실험

  Tyrosinase 20㎕에 100mM sodium 

phosphate buffer 220㎕를  넣고, 여기에 각 농

도의 MPC 20㎕를 투입하였다. 미백에 유효한 

쌀눈 추출물을 같은 농도별로 사용하였다. 이렇

게 제조된 각각의 샘플에  1.5 mM L-tyrosine

을 40㎕ 투입 후, 37℃ 항온수조에서 15분간 반

응시켰다. 

  Fig. 5. caffeate on tyrosinase activity in    

         B16f10 melanoma cells.

  이것을 각 200 ㎕를 96well plate로 옮겨서 

490nm ELISA로 측정하고 백분율로 환산하였

다. 이렇게 처리된 데이터를 % 분율화하여 

Figure 5에 도식화하였다.  농도에 따라 티로시

나제의 활성이 저하됨을 보여주고 있고 저농도

에서 티로시나제 감소에 좀 더 효과가 있음을 

알 수 있다.

3.6. iNOS활성 저해 효과

  각각의 농도로 시료 처리 후, 1 ㎍/ml의 LPS 

(lipopolysaccharide)를 처리한 후 18∼24시간 

동안 항온기에서 배양한다. 상층액(100 ㎕)을 

회수하여 96 well plate 에 넣고 Griess reagent

를 100 ㎕ 첨가하여 상온에서 10분간 가볍게 

흔들어주어 570 nm의 흡광도에서 측정한다.  

질산나트륨 표준품으로 검량선을 작성하고 각 

시료를 배양액 중의 산화질소 NO의 생성량을 

구한다.  LPS를 처리한 군의 산화질소 NO의 

생성량을 100 %로 하여 각 시료의 % 수득율을 

구하였다. 이렇게 작성된 Figure 6을 보면  

iNOS활성 저해가 함량에 따라 증가하며 이는 

함량에 따라 항염 효과가 있음을 보여준다.

Fig. 6. iNOS activity hindrance test using 

Raw264.7 cell of mouse. 

3.7. 보습력 평가

  31℃, 상대 습도 40 ∼ 60%상의 항온 실습실

에서 PEG400과 생리식염수 그리고 MPC수용액

의 보습효과를 측정한 결과 Figure 7에서 보는 

바와 같이  3시간 동안 수분 보유량 측정 시 

높은 보습효과를 보여주고 있다
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Fig. 7. Effect of water holding capacity with 

methoxypolyethyleneglycol caffeate.

3.8. 피부 수분함량 평가

  피부에 0.5 wt% 라우릴황산나트륨 용액을 24

시간 동안 첩포하여 자극이 유발된 피검부위의 

피부수분함량을 수분함량측정기를 이용하여 측

정한 결과 피부수분함량이 급격히 낮아지는 것

을 확인할 수 있었다. Figure 8은 피검부위에 

각각의 시료를 첨가했다. A는 라우릴황산나트

륨 처리 전 피부의 수분함량이고 B는 라우릴황

산나트륨을 처리한 후 피부 수분량이다. 시료를 

피부에 도포하고 도포직후와 시간경과에 따른 

피부수분함량을 조사한 결과로, 자극유발 후 시

료를 첨가하지 않은 부위와 첨가한 부위를 5일 

경과 후 유의적으로 자극에 의한 피부 수분함

량 저하를 개선해주는 것으로 나타났다. 이것은 

MPC를 피부에 도포 시 피부손상으로 건조해진 

피부에 수분을 지속적으로 공급하여 피부수분

의 항상성을 유지시켜주는 역할을 한다.

Fig. 8. Comparison of the skin moisture 

capacity of volunteer's forearm area 

to methoxypolyethyleneglycol caffeate.

3.9. 피부 수분손실량 평가

  피부에 0.5% 라우릴황산나트륨 용액을 24시

간동안 첩포하여 자극이 유발된 피검부위의 피

부수분손실량을 피부수분손실량 측정기를 이용

하여 측정한 결과,자극이 유발된 피검부위는 피

부수분손실량이 급격히 증가하는 것으로 확인

된다. Figure 9은 피부수분손실량을 도포 후 5

일 동안 관찰한 결과로서 A는 라우릴 황산나트

륨 처리 전 피부의 수분함량이고 B는 라우릴황

산나트륨을 처리한 후의 피부 수분량이다. 시료

를 첨가한 부위가 시료를 첨가하지 않은 부위

에 비해 도포 3일 후부터 유의적으로 자극에 

대하여 피부 수분손실량의 감소를 확인하였다. 

이것은 MPC가 자극으로 인해 손상된 피부에 

우수한 수분 보호막을 형성하여 피부장벽기능

을 효과적으로 회복할 수 있다.

Fig. 9. Comparison of the skin moisture loss 

capacity of volunteer's forearm area 

to methoxypolyethylene glycol  

caffeate.

4. 결 론

  본 연구에서 MPC를 합성하고. 합성된 화합

물을 FT-IR과 수소핵자기공명스펙트럼을 이용

하여 분석 하였다. 그리고 이를 이용하여 항산

화, 타이로시나제 저해 그리고 피부 보습력 테

스트 한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

  1. 합성물의 생성결과물 성상은 연한 연두색 

고체이다. FT-IR과 수소(1H)핵자기공명스

펙트럼 분석결과 최종생성물의 구조를 확
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인하였고 수율은 32%이다.

  2. DPPH를 이용한 자유 라디칼 소거능 시험

에서 MPC의 항산화력은 일반적으로 천연 

항산화제로 많이 사용하는 홍삼추출물 보

다도 평균적으로 높은 항산화성을 보였다.

  3. 티로시나제 활성저해 실험에서의 결과는 

쌀눈 추출물보다 저 농도에서 좋은 티로

시나제 활성저해 결과를 보였다.

  4. Raw264.7 세포를 이용한 iNOS활성 저해 

실험은 항염 기능이 존재함을 볼 수 있었

다. 농도가 증가함에 따라  세포내에서 항

염인자인 iNOS활성을  억제하는 효과를 

보였다.

  5. MPC를 이용한 보습력 평가에서는 두 개

의 대조군인 PEG-400과 생리 식염수 보

다 높은 보습력을 보였다.

  6. 라우릴황산나트륨으로 처리된 피부수분 함

량 과 피부 수분손실량 실험에서는  시료

를 첨가한 부위가 시료를 첨가하지 않은 

부위에 비해 도포 3일 후 부터 유의적으로 

자극에 대하여 피부 수분손실량의 감소를 

보였다.
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