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Abstract: This research was to investigate the inhibitory

effects of tyrosinase, elastase and collagenase using rapeseed

meal extract for the functional cosmetics. Gamma-tocopherol

and alpha-tocopherol contents were 304.9 and 212.2 mg/kg,

respectively. In the case of delta-tocopherol and plastochro-

manol-8, they were 12.1 and 35.7 mg/kg, respectively. The

total phenol content of methanol extract was the highest (49.6

mg/g) which was about 4.96 fold higher than that of water

extract. The maximum nitrite scavenging activities of metha-

nol and acetone extract at pH 1.2 were 85.2 and 80.1%, res-

pectively, at 8.0 mg/mL. When the extract concentration of

rapeseed meal increased upto 2.0 mg/mL, cell viabilities did

not appear to have any significant cytotoxic effect, irrespec-

tive of extracts. Tyrosinase and elastase inhibition activities

increased from 25.2 to 42.5% and 25.3 to 48.0%, respectively,

as methanol extract concentration increased from 0.5 to 1.0

mg/mL. The collagenase inhibition activities of methanol and

acetone extracts at 1.0 mg/mL were 67.2 and 68.0%, respec-

tively. These results showed that the methanol and acetone

extract of rapeseed meal can be used as a new source of func-

tional cosmetic agent.
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1. 서론 

유채 (Brassica napus napobrassica)는 십자화과에 속하며 캐

나다, 아르헨티나, 인도 등에서 다량 재배되고 있는 유종실

작물이며, 국내에서는 제주도 전역과 중남부 지역에서 재배

되고 있는 중요한 자원이다. 특히 유채는 일부분을 산업에 직

간접적으로 활용할 수 있는 에너지 작물이며 주로 종실로부

터 기름을 짜서 이용하는 유지 작물 중 하나이다. 국내에서도

이러한 유채씨로부터 유채유를 생산하고 있으며 최근 유채

씨와 같은 친환경 원료를 활용한 대체에너지 또는 신재생에

너지로서 바이오디젤생산에 관한 연구가 진행되면서 보다

경제적인 활용으로의 관심이 집중되고 있다 [1]. 현재 유채박

의 기본적인 화학적 전처리에 대한 연구와 전처리에 관여하

는 다양한 인자들에 대한 분석이 충분히 이루어지지 않았으

며, 유채박 추출물을 이용하여 화장품 응용에 관한 연구는 아

직 미비한 실정이다.

피부 노화는 나이가 들어감에 따라 자연히 발생하는 시간

의존적인 내인적 노화와 주위환경, 특히 자외선 노출로 인해

발생하는 외인적 노화로 나눌 수 있다. 한편 에스트로겐의 감

소는 자연노화의 주요한 원인으로 진피에 있는 섬유아세포

를 자극하여 콜라겐 합성을 촉진시키며, 콜라겐 대사에 관여

해 콜라겐 분해효소인 collagenase의 발현을 조절하여 콜라겐

분해를 억제한다. 나이가 들어감에 따라 에스트로겐의 생성

이 중지되어 내분비성 노화가 촉진된다 [2]. 자외선에 의해 세

포 사이를 채우는 성분인 교원질과 탄력질의 합성이 감소하

게 되면 다양한 기질 단백질 분해 효소의 발현이 증가하게 된

다. 그러므로 피부 노화의 주원인인 콜라겐과 엘라스틴 분해

효소인 collagenase와 elastase의 활성을 저해시킴으로써 피부

노화를 억제할 수 있다고 하였다. 콜라겐과 엘라스틴은 섬유

아세포의 작용에 의해 합성되며 collagenase와 elastase에 의
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해 분해된다.

자외선 노출로 인해 피부는 항산화효소와 글루타치온, 비

타민 C, 비타민 E 및 유비퀴논과 같은 항산화제의 감소로 과

잉의 유해한 활성산소종 (reactive oxygen species)을 생성한

다. 자외선으로 생성된 활성산소 종은 실질적으로 피부의 효

소 및 비효소적 항산화 방어체계를 손상시키며 산화적 스트

레스는 지질과 산화, 단백질산화, 피부의 염증반응 유발, 피

부면역기능 억제, 세포성분의 손상을 야기시키고 광노화를

촉진시킨다 [3]. 광노화를 유발시키는 활성산소 멜라닌생성

을 촉진시키고 주름을 유발시키는 원인 물질로 받아들여지

고 있다. 멜라닌은 티로신 (출발물질)로부터 티로시나제 효

소에 의해 도파, 다시 도파퀴논로 산화되는 반응에 의해 합

성이 개시된다. 멜라닌 색소는 멜라노사이트 (melanocyte) 내

의 소기관인 멜라노솜에서 합성되며, 멜라노사이트의 수지

상 돌기를 통하여 주위의 케라티노사이트로 이동한다. 따라

서 피부 세포를 보호할 수 있는 항산화제, 피부를 구성하는

물질인 콜라겐을 분해하는 단백질 분해효소인 MMPs (mat-

rix-metalloproteinases)의 생합성을 억제할 수 있는 물질을 사

용하여 피부 노화를 완화할 수 있는 천연소재 개발에 대한

관심과 연구가 많이 진행되고 있다.

따라서 본 연구에서는 유채씨로부터 유채유을 생산하는

과정에서 발생하는 부산물인 유채박의 피부 미용 효과를 알

아보기 위해 여러 추출물을 이용하여 아질산염 제거 효과를

검토하였으며 또한 세포 독성, tyrosinase, collagenase 및 ela-

stase 활성 저해 등의 실험을 하였다.

2. 재료 및 방법 

2.1.시료

본 실험에 사용한 시료는 2011년 전남 해남에서 채집한 유채

씨앗을 제공받은 즉시 분쇄하여 유채박 100 g당 헥산 100 mL

을 넣어 24시간 후에 탈지한 유채박을 시료로 사용하였다.

2.2.열수 추출물

유채박 200 g을 정제수 200 mL에 혼합한 후 1시간 동안 가열

후 추출하여 Whatman No. 2 (USA) 여과지로 여과하고 여액

을 80oC에서 감압 농축 (N-1000, EYELA, Tokyo, Japan)후, 동

결 건조하여 추출물 38 g을 시료로 사용하였다.

2.3. 메탄올 추출물

유채박 200 g을 메탄올 (95%) 200 mL에 실온에서 24시간 혼

합한 후 추출하였다. 추출액을 Whatman No. 2 (USA) 여과지

로 여과하고 여액을 50oC에서 감압농축 후, 동결 건조하여 추

출물 28.9 g을 시료로 사용하였다.

2.4. 아세톤 추출물

유채박 200 g을 아세톤 200 mL에 실온에서 24시간동안 혼합

한 후 추출하였다. 추출액을 Whatman No. 2 (USA) 여과지로

여과하여 30oC에서 감압농축 후 동결 건조하여 추출물 24 g

을 시료로 사용하였다.

2.5. 토코페롤 분석

추출한 유지 0.1 g을 헥산 1 mL에 녹이고 hydrophobic mem-

brane filter (polypropylene syringe filter; 0.2 µm×13 mm, To-

kyo, Japan)로 여과한 후, 20 µL를 HPLC (9100 HPLC system,

Younglin Co.)에 주입하였다. 분석컬럼은 µ-Porasil TM 컬럼

(3.9×300 mm, 10 µm, Waters, Milford, MA, USA)을 사용하였

고, 이동상으로는 n-헥산:아이소프로판올의 혼합용액(99.8:

0.2, v/v)을 사용하여 분당 2.0 mL의 속도로 용출시켰다. 이때

형광검출기 (G1321A, Agilent 110 series, Bblingen, Germany)

의 파장은 excitation 290 nm, emission 330 nm이었다.

2.6. 폴리페놀

추출물 1 mg/mL을 메탄올에 용해시킨 시료액 80 µL와 Folin-

Denis reagent 80 µL를 혼합하여 3분간 반응시킨 뒤, 10% Na2-

CO3 80 µL를 혼합하여 암실에서 60분간 반응시킨 후 상등액

120 µL를 취하여 700 nm에서 흡광도(Power Wave X340, BIO-

TEK, USA)를 측정했다.

2.7. 추출 수율 

추출 수율은 초기 건조중량과 추출 후 건조중량으로 계산하였

다. 추출 용매로는 정제수, 열수, 메탄올, 아세톤을 사용하였다.

2.8. 아질산염 제거 효과

NaNO2 (1 mM) 2 mL에 각 추출물 용액 1 mL (60 mg)을 첨가

하고 여기에 0.1 N HCl 및 0.2 M 구연산 완충용액을 사용하

여 반응액의 pH를 각각 조정한 다음 반응용액의 최종부피를

10 mL로 하였다. 반응액을 37oC에서 1시간 반응시킨 다음 반

응액을 각각 1 mL 취하고 여기에 acetic acid (2%) 5 mL, Griess

시약과 naphthylamine (1%)를 1:1 비율로 혼합한 용액 0.4 mL

를 가하여 잘 혼합 시켜 15분간 실온에서 방치시킨 후 흡광

도를 520 nm에서 측정 잔존하는 아질산염량을 구하였다.

2.9. 세포 생존율 측정

Raw 264.7 생쥐 대식 세포주를 96-well plate에 8×104 cells/mL

로 분주하여 안정화시킨 후 추출물을 농도 별로 처리하여 24

시간 배양 하고 배지를 제거한 후 MTT 용액 (0.5 mg/mL)을

첨가하여 37oC에서 2시간 동안 CO2 배양기에서 반응시키면

불용성의 결정이 생성되게 된다. 이렇게 생성된 불용성 결정

을 dimethylsulfoxide (DMSO)로 완전히 녹인 다음, microplate

reader (TECAN Austria GmbH, Austria)를 이용하여 570 nm의

파장에서 흡광도를 측정했다. 이렇게 측정된 값을 이용하여

세포독성을 확인하였다.

2.10. 멜라닌세포 배양방법

B16/F10 melanoma 세포 (CRL-6475M, ATCC, Manassas, VA,

USA)는 25 mM HEPES, 25 mM sodium bicarbonate, 10% fe-
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tal bovine serum, 50 units/mL penicillin 및 100 µg/mL strepto-

mycin이 포한된 Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM)

을 배양액으로 하여 37oC, 5% CO2 조건의 배양기에서 배양

하였다.

2.11. 멜라닌 함량

분주한 후 10% FBS가 함유된 DMEM 용액에서 24시간 동안

배양하였다. 그리고 추출물에 1 µM의 α-MSH를 처리하여

37oC에서 48시간 동안 배양하였다. 배양이 끝나고 난 후 phos-

phate buffered saline (PBS, 1%)로 3회 반복하여 수세하였다.

수세가 끝난 배양액은 2,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상

등액을 제거하고, 물에 불용성을 나타내는 멜라닌의 액화를

일으키기 위하여 1 N NaOH 200 µL를 가하고 80oC에서 20분

간 끓여 멜라닌을 완전히 녹인 후 96 well plate에 100 µL를 옮

기고 405 nm에서 흡광도를 측정하여 추출물을 첨가하였을

때 나타내는 melanin 합성의 상대적 변화량을 조사하였다.

2.12. Tyrosinase 활성 저해

96 well에 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.8)에 tyrosinase

(1100 units/mL, Sigma chemical Co., St Louis, MO, USA)와

1.5 mM의 L-tyrosinase를 순서대로 넣은 다음 37oC에서 10분

동안 반응시킨 뒤 ELISA microplate reader (680, Bio-rad, To-

kyo, Japan)로 475 nm에서 흡광도를 측정했다.

2.13. Elastase 활성 저해

각 시험용액을 일정 농도가 되도록 조제하여 0.1 mL씩 시험

관에 취하고, 50 mM tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 0.05 mL

의 elastase, pancreatic solution (Type I: From Porcine Pancreas

유래, 0.6 units/mL) 용액을 각각 첨가한 후 기질로 50 mM

tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 0.1 mL의 N-succinyl-(L-Ala)

3-p-nitroanilide (1 mg/mL)을 첨가하여 30분간 반응시키고

microplate reader를 이용하여 410 nm에서 흡광도를 측정했

다. Elastase 활성 저해는 시료용액의 첨가구와 무 첨가구의

흡광도 감소율로 나타났다.

2.14. Collagenase 활성 저해 

반응구는 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7.5)에 4 mM CaCl2를 첨

가하여, 4-phenylazobenzyl oxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-Arg

(0.3 mg/mL)를 녹인 기질액 0.25 mL 및 시료용액 0.1 mL의

혼합액에 0.15 mL의 collagenase (0.2 mg/mL)를 첨가하여 실

온에서 20분간 방치한 후 0.5 mL의 6% citric acid를 넣어 반

응을 정지시킨 후 1.5 mL의 ethylacetate를 첨가하여 상등액을

320 nm에서 흡광도를 측정하였다. Collagenase 활성 저해는 시

료용액의 첨가구와 무 첨가구의 흡광도 감소율로 나타났다.

3. 실험 결과 

3.1. 토코페롤

Tocopherols은 천연 항산화제로써 BHT보다도 항산화 효과가

약 250배 증가한다고 보고되고 있다. 또한 항산화제 이외에

도 비타민으로서의 역할도 수행하기 때문에 영양학적으로 중

요하다. 토코페롤을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 여러 토코

페롤 중에서 gamma-tocopherol (304.9 mg/kg) 와 alpha-toco-

pherol (212.2 mg/kg)이 가장 높게 나타났다. Delta-tocopherol

및 plastochromanol-8 농도는 각각 12.1 mg/kg와 35.7 mg/kg으

로 나타났다. 그러나 beta-tocopherol은 검출되지 않았다.

3.2. 폴리페놀

천연에 존재하는 항산화제의 대부분이 페놀성 물질이라는

데 주목 되어 근래에 페놀성 화합물 (phenolic compounds)에

대한 연구가 활발히 진행되고 있다 [4,5]. 백삼과 홍삼의 주요

페놀성 성분인 cinnamic acid 및 quercetin은 tyrosinase 저해

하는 효과가 있으며, 특히 tyrosinase 활성에 의한 세포내 me-

lanin 함량을 저해시키는 효능을 가지고 있다고 보고하였다

[6]. 폴리페놀 화합물들은 식물계에 널리 분포되어 2차 대사

산물의 하나로서 다양한 분자구조와 분자량을 가진다. 이들

은 phenolic hydroxyl (OH)기를 가지기 때문에 단백질 및 기

타 거대분자들과 쉽게 결합하여 항산화, 항암 등 다양한 활

성을 갖는다. 체내의 생체막에 존재하는 지질은 free radical

과 반응하여 산화되는데 이는 생체 노화의 근원이 된다. 이

러한 산화반응을 방지하기 위해 free radical scavenging을 이

용하여 연쇄반응의 전파단계에서 peroxy radical 등과 탈수소

반응을 통해 수소원자를 공여함으로써 radical이 비교적 안정

한 상태로 유지된다. 이러한 free radical scavenger를 항산화

제라고 하는데 이중 대표적인 물질이 페놀 화합물이다. 폴리

페놀 화합물의 주된 역할은 자유 라디칼을 소거라는 것이라

는 연구가 보고되었다. 따라서 이러한 페놀 화합물인 플라보

노이드나 페놀산 등의 총량인 총페놀 함량은 DPPH radical

소거능으로 나타내는 항산화 활성에서는 중요한 인자로 작

용하며 일반적으로 항산화 활성이 증가함에 따라 총 페놀 함

량도 증가했다. 식품에서 hydroxyl anisol과 butylated hydro-

xyl toluene 등 합성 항산화제가 있으나 이들은 50 mg/kg/day

이상 섭취하면 생체 효소 및 지방의 변화로 인체에 암을 유

발할 수 있다는 보고가 있고 천연 항산화제에 대한 연구가

많이 진행되고 있다. 본 연구는 유채박을 추출 용매에 따른

총 페놀 함량을 검토하기 위하여 용매로서 물, 열수, 메탄올,

아세톤을 사용하였다. 유채박의 물, 열수, 에탄올, 및 아세톤

추출물의 총페놀 함량의 결과는 Fig. 1과 같다. 총 페놀 함량

을 sinapic acid를 표준곡선으로 하여 측정하였다. 추출물들

의 총페놀 함량 범위는 10.0~49.6 mg/g extract로 나타났다.

Table 1. Concentrations of tocopherol of rapeseed meal

Tocopherol Content (mg/kg)

Alpha-tocopherol 212.2

Gamma-tocopherol 304.9

Delta-tocopherol 12.1

Plastochromanol-8 35.7
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특히 메탄올 추출물을 이용할 경우 총페놀 함량은 49.6 mg/g

으로 가장 높았고 그 다음으로 아세톤 추출물이 40.1 mg/g

extract로 나타났다. 물 추출물의 총페놀 함량은 10.0 mg/g

extract로 나타났고 그러나 열수 추출물의 경우는 32.1 mg/g

extract로 나타났다. 공액 방향족환에 수산기 (-OH)가 결합된

폐놀계 화합물들은 수소 공여 작용에 따른 환원 활성에 의하

여 지질의 산화를 억제 시키기거나 지연시키는 것으로 알려

졌다 [6,7]. 그러나 물추출물에서는 항산화력이 낮거나 산패

를 촉진하는 특성을 나타내었는데, 이는 수용액추출물의 성

분들이 다양한 성분들로 구성되어 있어 이들 성분들의 일부

는 상당한 환원성을 갖는다. 식물체의 가장 주된 성분들인

동시에 대표적인 수용성성분인 당류와 아미노산, 펩타이드

및 단백질에 대한 항산화 작용의 연구 결과들을 종합해보면

대체적으로 당류 및 탄수화물은 산패를 촉진하는 반면 아미

노산, 펩타이드 및 단백질은 산패를 억제한다는 보고가 있다

[8]. 유채박의 수용성 추출물에서 항산화 효과가 낮고 그리

고 산패가 촉진된 것은 질소화합물에 비하여 당류 및 탄수화

물을 상당히 높게 함유된 것으로 사료된다. 페놀성 화합물인

플라보노이드나 페놀산 등의 총량인 총페놀 함량은 항산화

활성에 중요한 인자로 작용한다. 이는 천연식품 자원에 존재

하는 다양한 페놀성 화합물들이 미백 활성을 유도하는 것으

로 판단되며, 채종박의 메탄올 및 아세톤 추출물의 탁월한

항산화활성은 추후 화장품과 같은 미용 산업 분야에서 기능

성 소재로서 가치가 있다고 사료 되며 향장 관련 산업소재로

서의 활용 가능성이 기대된다.

3.3. 추출 수율

유채박 추출수율은 Fig. 2와 같다. 추출 수율은 초기 건조중

량과 추출 후 건조중량으로 계산하였다. 유채박의 추출수율

은 추출용매에 의해 각각 다르게 나타났고 유채박의 추출 수

율 범위는 0.1~0.19 mg/g meal로 나타났다. 특히 여러 추출

용매에서 열수를 이용할 경우 가장 높은 수율이 나타났다

(0.19 g/mg meal).

3.4. 세포 생존율

MTT assay는 살아 있는 세포에서 탈수소 효소 작용에 의하여

노란색의 수용성 기질인 MTT tetrazolium이 청자색을 띄는

비수용성의 MTT formazan으로 환원시키는 미토콘드리아의

능력을 이용하는 검사법으로 추출물의 세포 생존율에 미치

는 영향을 알아보았다. Fig. 3은 세포생존율의 결과이다. 세

포독성 실험 결과 추출물은 추출용매에 상관없이 2.0 mg/mL

까지 독성이 없는 것으로 나타났다.

3.5. 추출물 pH 변화에 따른 아질산염 제거 효과

발암성 물질인 N-nitroso 화합물의 전구체의 하나인 아질산

염은 미량이기는 하나 야채, 곡류를 비롯한 각종 농산물에

널리 함유되어 있고, 육제품이나 기타 식품의 보존과 발색

안정을 위해 식품 첨가물로도 사용되고 있다. 식품의 안전성

측면에서 니트로사민 (nitrosamines)은 식품 성분 간의 상호

반응으로 식품 내에서 뿐만 아니라 nitrosation이 인체의 위

내 pH조건과 유사하며, 위내에서도 쉽게 생성될 수 있다 [9].

특히 아질산염은 그 자체가 지니는 독성 때문에 일정 농도 이

상 섭취하게 되면 혈중 hemoglobin이 산화되어 methemo-

globin을 형성하여 mrethmoglobinia 등과 같은 각종 중독 증

상을 일으킨다고 보고되었다 [10]. 그러므로 유채박 추출물

pH 변화에 따른 아질산 소거능을 검토 했고 그 결과는 Fig. 4

에 나타났다. 열수, 메탄올 및 아세톤 추출물의 아질산 소거

능은 pH 1.2에서 약간의 차이는 있으나 75~80% 범위로 나타

났다. 그러나 pH가 증가함에 따라 추출용매에 관계없이 모

두 감소했다. 특히 pH가 8.0으로 증가할 경우 열수, 추출물의

Fig. 1. Effect of extracting solvents on total phenolics in rapeseed

meal.
Fig. 2. Effect of extractant extracting solvents on extraction yield.

Fig. 3. Effect of rapeseed meal extract on cell viability.
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아질산 소거능은 전혀 일어나지 않았고 메탄올 및 아세톤 추

출물의 아질산 소거능은 5.3%와 3.0%로 감소했다. 본 실험

에서의 결과를 볼 때 추출물을 아질산염이 존재할 수 있는

가공식품과 함께 섭취할 경우 각종 중독증상 및 암 발생과

같은 질병을 다소 예방할 수 있을 것으로 사료된다. 여러 종

의 Herb 추출물에서 물, 메탄올 추출물의 아질산염 소거능은

pH 1.2에서 56.9~86.7%를 나타났고, pH가 증가함에 따라 점

차 감소하여 pH 4.2에서는 0~1.7%로 특히 apple mint와 thy-

me은 소거능이 없는 것으로 나타났다. 각종 페놀성 화합물의

농도를 수용액으로 조제 후 아질산염 소거율을 여러 pH 조

건 하에서 측정한 결과 pH 1.2에서 가장 높게 나타났고 pH

6.0에서 대부분 상실되었다고 보고하였다 [11,12]. 신선초,

케일, 당근, 녹즙의 수용성 추출물 아질산염 분해능을 측정

한 결과 pH 1.2에서 가장 효과가 좋았고 pH 6.0에서는 큰 차

이가 없다고 보고하였다 [13]. 녹차 추출물의 수용성은 pH

1.2에서 90%의 아질산 소거능을 나타났고 메탄올 추출물은

거의 100%에 가까운 활성을 나타났다고 하였다 [14]. 또한

대추 잎의 경우는 에탄올 추출물을 pH 1.2에서 반응 시킨 결

과 40% 이상 분해능을 나타냈다고 보고하였다 [15].

3.6. 추출물 농도에 따른 아질산 제거 효과

추출물 pH 1.2에서 유채박 추출물 농도에 따른 아질산 제거

효과 검토하기 위해 추출물 농도 0.5 mg/mL에서 8.0 mg/mL

까지 농도를 이용하여 측정하였고 그 결과는 Fig. 5에 나타났

다. 아질산 제거 효과는 열수, 메탄올 및 아세톤 추출물와 관

계없이 농도에 의존적으로 증가했다. 추출물 농도가 0.5 mg/

mL에서 8.0 mg/mL로 증가할 경우 열수 추출물의 아질산 제

거 효과는 30.5%에서 70.6%로 증가했다. 메탄올 추출물의

아질산 제거 효과는 35.8%에서 80.2%로 증가했다. 그리고

아세톤 추출물의 아질산 제거 효과는 34.9%에서 75.1%로 증

가했다.

3.7. 멜라닌 합성 억제

멜라닌 (melanin)은 자연계에 널리 분포하는 페놀류의 생물

고분자로 검은 색소와 단백질의 복합체이다. 사람의 피부색

을 결정하는 가장 중요한 요인인 멜라닌은 자외선 등으로부

터 피부를 보호하는 역할을 하지만 이의 과다 생성은 기미,

주근깨, 검버섯, 피부암 등의 질환을 유발한다. 멜라닌은 표

피 기저층 melanocyte의 수지상 돌기를 통하여 주위의 kera-

tinocyte로 전달되고, 피부의 각질층으로 이행한다. 멜라닌

생성은 멜라닌 생성 세포의 melanosome이라는 소기관에서

이루어진다 [16]. 본 연구에서는 멜라닌 생성세포인 B16/F10

melanoma cell line을 이용하여 유채박 추출물이 세포 수준에

서 멜라닌 합성에 미치는 영향을 연구하였다. B16/F10 mela-

noma 세포 배양에서 기본배지만을 사용한 것을 control로 하

였다. 그리고 추출물을 농도별로 첨가하였을 때 멜라닌 합성

의 저해 정도를 측정한 결과는 Fig. 6과 같다. 유채박의 추출

물을 0.5, 1.0 mg/mL를 농도별로 처리하여 멜라닌 합성 억제

를 확인한 결과 농도 의존적인 멜라닌 색소 생성 저해가 나

타났다. 여러 추출물 중에서 메탄올 추출물이 멜라닌 생성저

해가 가장 높게 나타났다. 특히 메탄올 추출물 1.0 mg/mL의

경우 control에 비교해서 약 52% 저해 효과를 보여주었다. 이

러한 결과는 다양한 생리활성을 나타내는 항산화 물질이 연

속적인 산화과정에 의해 생성되는 멜라닌 색소 형성을 막을

수 있을 뿐만 아니라 활성산소 소거를 통해서도 멜라닌 색소

형성을 막을 수 있는 미백 물질로 사료되고 페놀성 물질이

멜라닌의 합성을 억제하는데 효과가 있다고 보고하였다

[17]. 최근 들어 phenolic acid, vitamin E, flavonoid, carotenoid

등 많은 항산화성 물질이 천연식물에서 발견됨에 따라 천연

물질을 이용한 미백제 및 항산화제 탐색이 활발히 진행되고

Fig. 4. Effect of pH on nitrite scavenging activity. Fig. 5. Effect of rapeseed meal extract on nitrite scavenging activity.

Fig. 6. Effect of rapeseed meal extract on melanin concentration.
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있다. 그러므로 유채박 추출물의 항산화 효과에 대한 폴리페

놀 함량이 중요하다. 이러한 결과를 종합해 볼 때 총 페놀성

화합물 함량 및 항산화 활성은 멜라닌 생성 억제와 높은 연관

성이 있는 것으로 사료되며, 이는 유채박에 존재하고 있는 페

놀성 생리활성 물질들로부터 기인한 것으로 판단된다.

3.8. Tyrosinase 활성 저해능

용매에 따른 유채박 추출물의 기능성 화장품 소재로 이용 가

능성을 검토하기 위해 갈변색소 melanin의 생합성에 관여하

는 tyrosinase의 저해 활성을 조사했다. Tyrosinase는 tyrosin으

로부터 3,4-dihydroxy-L-phenylalanin (DOPA)과 DOPA-quinone

을 거쳐 최종적으로 흑갈색의 melanin색소 생성에 관여하는

효소로 자외선에 의하여 melanocyte의 유사분열이 일어나고

이어서 melanocyte가 활성화 된다. 활성화된 melanocyte에서

는 tyrosinase 합성이 촉진되고 melanin의 생성이 되어 이를

표피 밖으로 운반 배출하게 되어 기미, 주근깨와 같은 색소

침착이 일어나게 된다. 활성산소와 같은 유해 인자를 제거하

는 것은 자외선에 의한 피부색소 형성을 막을 수 있으며, 항

산화 효과를 가지는 식물은 미백에 관련한 tyrosinase 효소를

억제할 수 있는 유효 성분이 다량 포함되어 있을 것으로 보

고하였다 [18]. 그러므로 tyrosinase 활성 억제제는 피부 내에

서의 melanin polymer 합성을 효과적으로 저해할 수 있어 피

부 미백제의 개발에 있어서 tyrosinase 활성 억제 실험은 유용

한 평가법으로 인정되어 진다고 하였다 [19]. Fig. 7은 채종박

추출물의 농도에 따른 tyrosinase 활성의 저해도를 나타낸 결

과이다. Tyrosinase 활성의 저해도는 유채박 추출물의 농도에

의존적으로 증가하였고 메탄올 추출물을 이용할 때 tyrosi-

nase 활성의 저해도가 가장 높게 나타났다. 특히 메탄올 추출

물농도가 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL으로 증가할 경우 tyrosi-

nase 활성 저해도는 25.2%에서 42.5%으로 증가했다. 그러나

표준물질인 arbutin (0.5 mg/mL)은 76.3%였다. 이것은 tyrosi-

nase 활성 저해에 유효한 물질로 알려진 페놀 성분이 메탄올

추출물을 통해 증가함에 따른 것으로 사료된다. 찔레 잎 및

뿌리 추출물은 농도 200 µg/mL에서 30% 및 32%의 tyrosi-

nase 저해효과가 나타났다고 보고하였다 [20]. 미백효과와 관

련된 다양한 연구 결과들을 고려해볼 때 식물자원 유래 phe-

nolics 함량 및 구성에 따라 tyrosinase 저해효과가 상대적으로

나타나고 있으며, chlorogenic acid를 포함한 수종의 phenolics

를 함유하는 물질이 tyrosinase 저해효과를 가진다는 연구결

과 [21]를 바탕으로 chlorogenic acid 성분을 함유한 경우 미백

향장산업 소재로서 가능성을 제시하는 것으로 판단된다.

3.9. Elastase 저해 활성

피부노화 현상은 피부세포 내 생체결합의 손실, 피부 각질층

의 구조변화, 표피 세포의 분화 감소, 진피 내의 섬유아세포

에 의한 단백질 및 세포간 물질의 생체합성기능 저하 등에

의해 나타난다. 피부노화의 주원인 중의 하나인 elastin 분해

효소인 elastase 활성을 저하시킴으로써 피부조직의 기계적

특성을 유지 시켜 탄력을 유지하고 피부가 늘어지는 것을 예

방 할 수 있는 것으로 알려져 있다 [22]. Elastase는 단백질인

엘라스틴을 분해하는 효소로 다른 중요한 기질 단백질인 콜

라겐을 분해할 수 있는 비 특이적 가수분해 효소이다. 피부의

진피조직 속에는 collagen과 피부의 탄력성에 관련된 elastin

이 그물망 구조를 형성하고 있는데, elastin이 elastase에 의해

분해되어 피부의 그물망 구조 결합이 끊어짐으로, elastase가

주름생성의 주원인 효소로 알려져 있다. Elastase 저해제는 피

부 주름을 개선하는 작용을 나타내고, ursolic acid 등이 elas-

tase 저해제로 이용되고 있다. 그리고 체내의 elastin을 분해

하는 백혈구 과립 효소 중의 하나로 이상조직에서는 효소의

활성이 극히 높아 조직 파괴에 직접적인 원인이 되어 피부의

주름 및 탄력성 소실을 유발한다. 따라서 채종박 추출물이

elastase 저해 활성에 미치는 영향을 검토하였다. 유채박 추출

물 농도에 대한 elastase 저해 활성은 Fig. 8에 나타났다. Elas-

tase 저해활성은 추출물의 농도 의존적으로 증가되었다. 특히

메탄올 및 아세톤 추출물 농도가 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL

증가할 경우 elastase 저해 활성은 25.3~26.0에서 47.2~48%로

증가되었다. 이 수치들은 대조군인 ursolic acid (0.5 mg/mL)

에 비해서 약 55% 저해 활성이 나타났다. 이에 따라 메탄올

및 아세톤 추출물을 첨가한 화장품의 제조는 피부 각질층의

elastin을 분해하여 피부의 탄력성을 소실시켜 피부의 노화를

야기하는 elastase의 작용을 저해함으로써 이와 관련한 피부

개선 능력을 가질 것으로 사료된다. 따라서 화장품 소재로서

의 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

Fig. 7. Effect of rapeseed meal extract on tyrosinase activity. Fig. 8. Effect of rapeseed meal extracton on elastase activity.
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3.10. Collagenase 저해 활성

세포외기질의 주요 구성 성분인 콜라겐은 피부 섬유아세포

에서 생성되는 주요 기질 단백질로 피부, 뼈 및 치아의 유기

물질의 대부분을 형성하며 피부견고성, 결합조직결합력, 세

포 접착성, 세포 분화유도 등의 기능을 가지고 있다. 콜라겐

은 진피층의 90% 이상으로 구성되어 있으면서 피부의 장력

과 강도를 부여하여 외부로부터의 자극에 대해 피부를 보호

하고 유지시킨다. 노화된 피부의 대표적 증상은 잔주름 및

주름의 발생이다. 이는 피부 진피조직의 교원질 중 주 단백질

인 콜라겐의 현저한 감소에 의한 것이라 할 수 있다. 콜라겐

분해에 따른 감소는 피부 탄력을 유지하는 결합조직이 파괴

되어 주름과 탄력저하, 피부 처짐의 원인으로 나타난다. Col-

lagen의 주된 기능으로는 피부의 기계적 견고성, 결합조직의

저항력과 조직의 결합력, 세포 접착의 지탱, 세포분할과 분

화의 유도 등이 알려져 있다. 이러한 collagen은 연령 및 자외

선 조사에 의한 광노화에 의해 감소하며, 이는 피부의 주름

형성과 밀접한 연관이 있다고 알려져 있다. 또한 collagen은

트립신 등의 단백질 분해효소의 작용을 받지 않으나, colla-

genase에 의해 분해된다는 보고가 있었다 [23]. 유채박 추출

물을 이용하여 collagenase 저해활성을 측정하였다. 유채박

의 추출물의 collagenase 활성저해를 측정한 결과는 Fig. 9에

나타났다. Collagenase 활성저해는 유채박 추출물의 농도 의

존적의 증가하였다. 열수 추출물이 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/

mL로 증가할 경우 collagenase 활성저해는 20.1%에서 41.3%

로 증가하였다. 그러나 메탄올 및 아세톤 추출물이 0.5 mg/

mL에서 1.0 mg/mL로 증가할 경우 collagenase 활성저해는

32.3~33.5%에서 67.2~68.0%로 증가하였다. 이 수치들은 대

조군인 ascorbic acid (0.5 mg/mL)에 비해서 약간 높은 활성저

해이 나타났다. 메탄올 및 아세톤 추출물은 collagen의 분해

를 막아 피부의 주름을 개선할 것으로 사료된다.

4. 결론

유채박 추출물의 피부 미용 효과를 검토하기위해, 토코페롤

과 폴리페놀 함량을 분석하였고 또한 아질산염 제거 효과,

tyrosinase 활성 저해, 멜라닌 합성 억제, elastase 활성 저해,

collagenase 활성 저해를 측정하였다. 여러 토코페롤 중에서

gamma-tocopherol이 304.9 mg/kg, alpha-tocopherol이 212.2

mg/kg로 가장 높게 나타났다. Delta-tocopherol 및 plastochro-

manol-8 농도는 각각 12.1 mg/kg와 35.7 mg/kg으로 나타났다.

여러 추출물 중에서 메탄올 추출물을 이용할 경우 총페놀 함

량이 49.6 mg/g로 가장 높았고 그 다음으로 아세톤 추출물이

40.1 mg/g로 나타났다. 그러나 열수 추출물의 경우는 32.1

mg/g로 나타났다. 열수, 메탄올 및 아세톤 추출물의 아질산

소거능은 pH 1.2에서 약간의 차이는 있으나 75~80% 범위로

나타났다. 추출물 농도가 0.5 mg/mL에서 8.0 mg/mL로 증가

할 경우 메탄올 추출물의 아질산 제거 효과는 35.8%에서

85.2%로 증가했다. 그리고 아세톤 추출물의 아질산 제거 효

과는 34.9%에서 80.1%로 증가했다. Tyrosinase 활성의 저해도

는 추출물의 농도에 의존적으로 증가했고 메탄올 추출물을

이용할 때 tyrosinase 활성의 저해도가 가장 높게 나타났다.

특히 메탄올 추출물 농도가 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL으로

증가할 경우 tyrosinase 활성 저해도는 25.2%에서 42.5%으로

증가했다. 멜라닌 합성 억제는 여러 추출물 중에서 methanol

추출물이 가장 높게 나타났다. 특히 메탄올 추출물 1.0 mg/

mL의 경우 control에 비교해서 약 52% 저해 효과가 나타났

다. Elastase 활성 저해는 메탄올 및 아세톤 추출물 농도가

0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL 증가할 경우 elastase 활성 저해는

25.3~26.0에서 47.2~48%로 증가했다. Collagenase 활성 저해는

열수 추출물이 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL로 증가할 경우

collagenase 저해활성은 20.1%에서 41.3%로 증가했다. 그러

나 메탄올 및 아세톤 추출물이 0.5 mg/mL에서 1.0 mg/mL로

증가할 경우 collagenase 활성 저해는 32.3~33.5%에서 67.2~

68.0%로 증가했다. 결론적으로 유채박의 메탄올 및 아세톤

추출물은 우수한 피부 생리활성 효과를 지니고 있어 기능성

화장품 원료로서 가치가 높을 것으로 사료된다.
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