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  요 약 : 본 연구에서는 초임계추출 및 생물전환공정을 통하여 우방자로부터 악티게닌을 얻었다. 악티
게닌은 항염증, 항인플루엔자 등의 효능이 있기 때문에 다양한 분야에서 연구되고 있다. 제조된 악티게
닌은 FT-IR, 1H-NMR 분석결과 4-[(3,4-Dimethoxyphenyl) methyl)]dihydro-3-[(4-hydroxy-3- 
methoxyphenyl)methyl]-2(3H)-furanone(arctigenin)임을 확인하였고, HPLC 분석결과 95.1 % 순도임
을 확인하였다. 활성물질에 대한 티로시나아제 저해 효과를 확인한 결과, 농도 의존적으로 260 ㎍/㎖의 
농도에서 85.06±0.9 % 를 저해하였으며, 멜라닌 생성 억제 효과를 확인한 결과 3.0 ㎍/㎖ 의 농도에서 
51.1±3.7 % 를 억제하는 것을 확인하였고 악티게닌이 알부틴 보다 효과가 있음을 확인하였다.  결론적
으로 제조된 악티게닌은 미백화장품에 활용 가능성이 기대된다.

주제어 : 우방자, 악티게닌, 미백효과, 화장품, 생물전환
                                                                     
  Abstract : In this study, Arctigenin was obtained by using supercritical fluid extraction and 
bio-conversion process from Arctii Fructus. Arctigenin is efficacious in anti-inflammatory and 
anti-influenza. For this reason, Arctigenin is studied in various field. It was identified as 
4-[(3,4-Dimethoxyphenyl)methyl)]dihydro-3-[(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)methyl]-2(3H)-furanon
e (arctigenin) by FT-IR, 1H-NMR  and the purity of it was 95.1 % by HPLC analysis. Arctigenin 
inhibited tyrosinase (up to 85.06±0.9 % at 260 ㎍/㎖ concentration) and melanin synthesis in a 
dose dependent manner (up to 51.1±3.7 % at the concentration of 3.0 ㎍ / ㎖). The results were 
better than arbutin. Therefore, it is expected that manufactured Arctigenin is useful for whitening 
cosmetics.                          
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1. 서 론

  최근 삶의 질을 향상시키고자 하는 욕구와 함
께 성형, 미용, 화장에 대한 일반 대중의 관심이 
높아지고 있으며, 특히 기능적 측면이 강조된 미
백화장품 및 주름개선 화장품의 수요가 증가되고 
있다.[1, 14].
  멜라닌은 피부, 머리카락 등 생물체에 널리 분
포되어 있는 색소 성분으로 인체 표피층의 멜라
닌세포 내의 멜라노좀에서 합성되는데, 티로시나
아제에 의해 티로신을 출발 물질로 하여 
3,4-dihydroxy-phenylalanine (DOPA) 또는  도
파퀴논으로 변환되는 산화 및 중합 반응으로 생
합성 된다. 멜라닌은 자외선과 같은 피부자극에 
대해 저항력을 높여 주지만, 과도한 멜라닌 합성
은 피부에 기미, 검버섯, 주근깨와 같은 색소 침
착을 일으키게 된다[2].
  미백 및 주름개선에 대한 대중의 관심은 미백
화장품의 수요의 증가로 이어지고 있으며, 생물전
환(bioconversion) 및 생촉매(enzymatic catalyst)
를 이용한 친환경적인 유기합성 화장품이 개발되
고 있다[3].
  생물전환이란 미생물과 효소를 활용하여 발효
로부터 여러 가지 대사산물을 생산 및 제조하는 
기술을 말한다. 생물전환 공정은 기존의 발효공정
과 비교해 볼 때 비록 발효공정이 생물전환공정
보다 간단한 원료물질에서 출발하고 있으나, 생물
전환 공정은 미생물 또는 효소의 기질에 대한 선
택성을 활용하여 전구물질로부터 대사산물을 생
산한다는 점에서 차이점을 가지고 있다. 이런 점
에서 생물전환 공정은 발효기술을 한 단계 발전
시켜 의약품, 건강기능성 식품, 발효식품, 화장품
의 개발에 활용되고 있다[4]. 생물전환 및 효소에 
의한 방법에 의해 배당체의 당이 가수분해될 수 
있고, 이렇게 생산된 비배당체는 체내 흡수 및 
그 약리 활성 면에서 배당체 보다 월등한 것으로 
알려져 있다[5].
  우방자(Arctii Fructus)는 오실(惡實), 서점자(鼠
粘子), 대력자(大力子) 등으로도 불려지고 있는 
국화과(Compositae)에 속하는 우엉(Arctium 
lappa Linne)의 성숙한 과실로 한국, 중국 등 아
시아에서 널리 분포하며 민간에서 거담지해(祛痰
止咳), 소산풍열(疎散風熱), 청열해독(淸熱解毒), 
소염 또는 피부질환 등에 이용되고 있다[6, 7]. 
주요 성분으로는 악틴과 악티게닌이 함유되어 있
으며 또한 이소악티게닌, 지방유, 지방산 등이 있

다. 지방산의 주요성분은 아라키드산이며 소량의 
스테아르산, 팔미트산, 리놀산 등이 있다[8-10].
  악티게닌은 예전부터 중국에서 감기, 후두 부
종, 매독, 홍역 등의 염증을 치료하는데 널리 사
용되어 왔다[11]. 최근 연구에 의해 알려진 악티
게닌의 효능에는 항염증, 항암, 항바이러스, 항
HIV, 항인플루엔자 등에 대한 효과가 밝혀졌으
며, 신경보호에도 효과가 있다는 연구보고가 있다
[12].
  우방자에 대한 연구는 혈관 이완효과 및 작용
기전에 대한 연구, 아토피 피부염에 대한 효과, 
항알러지 염증반응에 미치는 영향에 대한 연구 
등이 있다[15-17]. 그러나 미백에 관한 연구는 
아직 보고된 바가 없다.  
  본 연구에서는 우방자를 초임계추출법으로 오
일을 제거한 후, 우방자 박에 풍부한 악틴성분을 
Aspergillus oryzae 균주를 이용하여 생물전환 공
정 및 초임계추출법으로 악티게닌을 제조하였다. 
제조된 악티게닌의 구조를 확인하기 위하여 
FT-IR과 1H-NMR 분석을 행하였다. 티로시나
아제 저해효과 측정 및 멜라닌 생성 억제효과 측
정을 통하여 미백효과가 있음을 확인하였으며, 화
장품 제형 중 스킨과 크림에 적용하여 미백 기능
성 소재로서의 응용 가능성을 연구하였다.

2. 실 험

2.1. 재료 및 장치

  본 실험에 사용한 우방자는 2013년 경북 안동
에서 생산된 것을 구입하여 가볍게 수세한 후 건
조하여 사용하였다.
  우방자로부터 악티게닌 제조시 효모추출물, 글
루코오스는 Sigma-Aldrich Co.(USA) 제품을 사
용하였고, Aspergillus oryzae 균주 및 B16-F10 
Melanoma cell 는 (주)한국세포주은행(Korea) 제
품을 사용하였으며, Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM), fetal bovine serum(FBS), 항
생제인 penicilin-streptomycin, 3,4-dihydroxy 
phenylalanine (L-DOPA), mushroom tyrosinase,  
α-melanocyte stimulation hormone(α-MSH), 
phosphate bullered saline(PBS) 시약들은 Gibco 
BRL Co.(USA) 제품을 사용하였으며, 알부틴, 악
티게닌, 인산나트륨은 Sigma-Aldrich Co.(USA)
에서 구입하여 사용하였다. 부틸렌글리콜은 Oxer 
Co. (USA)을 구입하여 사용하였다.
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  크림 제조에 사용된 호모믹서는 TK Mark Ⅱ 
F Model(Takushu Kika, Japan), 물리적 평가에 
사용되어진 pH 측정기는 Orion 370A1(Orion, 
Korea), 점도계는 Brookfield LVT(Brookfield, 
USA), 배양기는 VS-1203P5N-O (Vision,  
Korea)를 사용하였다.

2.2. 실험방법

  2.2.1. 우방자로부터 악티게닌의 제조
  초임계 추출장치는 R-401 Series SFE 
System(Reaction Engineering, Inc., Korea)을 사
용하였다. 우방자를 추출 용기에 300 g을 넣어 
일정한 온도와 압력의 추출조건에서 CO2 의 유
속은 2 mL / min, 추출시간은 120분으로 추출
하였다. 초임계 추출을 통해 유지를 제거하였다. 
초임계 추출을 하고 남은 우방자 박을 32.5 g, 
효모추출물 5 mL, 글루코스 5 mL를 각각 넣은 
후 증류수를 채워 500 mL를 제조하고, 2N 
NaOH을 이용하여 전체 혼합액의 pH를 7.0으로 
조절한 후, 가압 멸균하여 우방자 박 배지를 제
조하였다. 

Raw Materials
(Arctii Fructus)

▼

Supercritical Fluid Extraction
(300 bar, 40℃)

▼

Fermentation
(Aspergillus oryzae)

▼

Freeze Drying
(-75℃ , 48 hr) 

▼

Supercritical Fluid Extraction
(300 bar, 40℃)

▼
Arctigenin

Fig. 1. Preparation process of arctigenin.

  균주(Aspergillus oryzae(KCCM 11530)) 배양

액을 우방자 박 배지의 2% (v/w)가 되게 접종하
고, 37℃ 에서 48시간 동안 교반 배양하였다. 배
양이 완료된 발효액을 동결건조 후 다시 초임계 
추출장치에 넣고 40℃, 300 bar 추출조건에서 
CO2 유속은 2 mL / min 추출시간은 120분으로 
하여 악티게닌을 추출하였다. 제조 과정은 Fig. 1 
에 나타내었다. 

  2.2.2. 티로시나아제 저해효과 측정
  티로시나아제 저해효과 측정은 Masamoto의 
방법에 따라 측정하였다[18]. 2.5 mM 
3,4-dihydroxyphenylalanine(L-DOPA) 0.3 mL, 
제조된 악티게닌과 알부틴 65-260 µg / mL 시료 
용액 0.05 mL에 0.1 M 인산완충용액(pH 6.8)을 혼
합하여 25℃에서 보관한 후, 여기에 mushroom 
tyrosinase(1,380 units/mL) 0.05 mL를 넣은 후 2
5℃에서 2분간 반응시켜 475 nm에서 흡광도를 측
정하였다.  

  2.2.3. 세포배양 및 멜라닌 생성억제 효과 측정 
  실험에 사용된 B16-F10 melanoma cell의 세
포배양은 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM)에 10% fetal bovine serum(FBS)와 1% 
항생제를 포함하는 배지를 사용하였으며 CO2 배
양기(5% CO2, 37℃)에서 배양하였다. 
  멜라닌 생성 억제 효과측정은 Cho 등의 방법
을 변형하여 측정하였다[20]. B16-F10 
melanoma cell를 10% FBS가 함유된 DMEM으
로 6 well plate에 1×105 cells / well로 2 mL씩 
넣고 5% CO2, 37℃ 조건 하에서 24시간 동안 
배양하였다. 배양 후 배양액을 제거하고 시험액
(제조된 악티게닌 및 알부틴을 1.0, 2.0, 3.0 µg 
/ mL)을 10% FBS 함유 DMEM 배양액에 넣고, 
여기에 성장인자로 α-MSH(100nM)를 첨가하였
으며, 5% CO2, 37℃ 조건으로 72시간 동안 배
양하였다. 배양 후 배양액을 제거하여 PBS로 3회 
세척하고 이것을 trypsin-EDTA로 처리하여 세포 
펠렛을 회수하였다. 회수된 세포 펠렛을 10,000 
rpm으로 10분 동안 원심 분리한 다음 상등액을 
제거하였다. 그리고 이 세포 펠렛을 70℃에서 건
조한 후 10% DMSO가 함유된 1M NaOH 400 
µL를 넣어 90℃ 항온조에서 세포내의 멜라닌을 
얻었다. 이 액 100 µL를 96-well plate에 넣고 
ELISA reader로 490 nm에서 흡광도를 측정하였
다.
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  2.2.4. 기기 분석
  적외선 스펙트럼 분석은 제조된 악티게닌의 작
용기를 확인하기 위하여 FT-IR Spectro- 
photometer (Jasco Co, 480 plus)를 사용하여 분
석하였으며, 시료는 KBr 디스크를 제작하여 측정
하였다.
  수소핵 자기공명스펙트럼 분석은 제조된 악티
게닌에 대한 1H-NMR chemical shift 측정은 수
소핵자기공명분석기(Bruker Co, Avance 500 
MHz)를 사용하였고, 내부 표준물질로는 
TMS(tetramethyl silane)를 사용하였고, 이에 대
한 용매로는 CDCl3를 사용하였다.
  제조된 악티게닌에 대한 HPLC(Agilent 
Technologies, Agilent 1100) 분석은 악티게닌을 
10 mL 용량 플라스크에 넣고 메탄올로 눈금을 
맞춘 후 60분간 초음파기기를 이용하여 초음파 
처리 시킨 후 syringe filter(0.2 µm)로 여과한 후 
분석하였다. 악티게닌에 대한 HPLC 분석 조건은 
Table 1에 나타내었다.

Table 1. HPLC Condition for Analysis of      
           Arctigenin

Items Conditions

Column  ZORBAXEclipse XDB-C18 

Guard Column ZORBAXEclipse XDB-C8 

Column 
Oven Temp.

 25℃

Mobile phase 
Detector

 0.1% Acetic acid : 
MeOH=40 : 60

Flow rate 0.3mL / min

Detector & 
wavelength

 UV 250nm

Injection 
volume

 1µL

  2.2.5. 악티게닌 함유 크림 제조 및 안정성
  실험에 사용된 크림 조성은 Table 2 와 같으며 
동일한 조성에서 제조된 악티게닌을 포함한 크림
을 Cream A, 포함하지 않은 크림을 Cream B로 
구분하였다. 온도에 따른 안정성을 평가하기 위해 
5℃, 25℃, 37℃ 및 45℃ 조건으로 Cream A, 
Cream B 에 대한 안정성을 평가하기 위해 4주 
동안 각 온도에 노출시켰으며, 실험기간 동안 1
주 간격으로 pH를 측정하였다. Cream A, 

Cream B는 25℃ 온도에 노출 후 1주 간격으로 
점도를 측정하였다. pH와 점도를 측정하여 물리
화학적 특성을 파악하였으며 변취 및 변색을 관
찰함으로써 안정성을 확인하였다. pH 측정은 내
용물을 매회 2 g씩 취하여 증류수를 30 mL 채
운 후 초음파 분해기로 분해시킨 후 pH를 측정
하였다. 
  측정시 온도를 25±1℃로 유지하였다. 점도 측
정은 본 실험에서는 축의 종류와 회전수를 
spindle D, 12 rpm으로 30초 동안 측정하였고, 
측정 시 온도를 25±1℃로 유지하였다. 

Table 2. Formulation of Cream A and B

Phase Component
Cream A
Content

(%) 

Cream B
Content

(%)

A

D-water Up To 
100

Up To 
100

EDTA-2Na 0.02 0.02
Tri amino ultra pc 0.03 0.03
1,3 Butylene glycol 2.00 2.00

B D-water 5.00 5.00
Keltrol F 0.10 0.10

C

Arlacel 165 2.50 2.50
Refined shea butter 15.00 15.00
Lanette O 2.00 2.00
KF96/6CS 1.00 1.00
Glycerine 10.00 10.00
Dermosoft octiol 0.50 0.50

D Sepigel 305 0.70 0.70

E Phenoxyethanol 0.30 0.30
Fragrance 0.10 0.10

F Arctigenin BG 1 % 1.00 -

3. 결과 및 고찰

3.1. 우방자 추출물의 제조 및 분석결과

  Fig. 1 공정으로 우방자로부터 악티게닌을 제조
한 후, HPLC 분석결과 95.1% 의 순도를 확인하
였다. 제조한 악티게닌의 적외선 스펙트럼을 살펴
보면 악티게닌의 특정 작용기라 할 수 있는 
C-O기의 신축진동 피크는 1298 cm-1, C-C기의 
신축진동 피크는 1589 cm-1, C=O기의 신축진동 
피크는 1764 cm-1, C-H기의 신축진동 피크는 
2964 cm-1 과 2910 cm-1, =C-H기의 신축진동 
피크는 3081 cm-1, O-H기의 신축진동 피크는 
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3422 cm-1 파장에서 나타난 것을 확인하였다.
  수소핵 자기공명스펙트럼에서 관측되는 2.64 
ppm 범위의 시그널은 디하이드로퓨란의 수소에 
해당하고, 2.85 ppm 범위의 시그널은 디하이드
로퓨란과 벤젠 사이에 있는 메틸렌의 수소에 해
당한다. 3.83 ppm 범위의 시그널은 벤젠의 메톡
시기의 수소에 해당하고, 4.20 ppm 범위의 시그
널은 벤젠에 있는 수산화기에 해당하며, 6.42∼
6.80 ppm 범위의 시그널은 벤젠의 수소에 해당
한다. 이와 같이 FT-IR과 1H-NMR을 통해 악
티게닌이 제조되었음을 알 수 있었다.

3.2. 티로시나아제 저해효과 측정

  티로시나아제는 Tyrosine을 3,4-dihyroxy 
phenylalanine(DOPA)로 변환하는 tyrosine 
hydroxylase활성과 DOPA를 DOPA quinone으로 
전환하는 DOPA oxidase 활성을 모두 가지고 있
어 멜라닌 합성 과정에서 가장 중요한 역할을 하
고 있다. 제조된 악티게닌을 mushroom tyrosinase
을 이용하여 in vitro 티로시나아제 저해효과 실험
결과는 Fig. 2 와 같다. 제조된 악티게닌은 260 
µg / mL에서 85.06% 의 높은 저해 활성을 보였
다. 제조된 악티게닌은 농도가 증가함에 따라 티로
시나아제 저해 활성율이 증가함을 확인하였다. 또
한, in vitro 티로시나아제 활성효과시험에서 제조
된 악티게닌의 IC50 값은 79 µg / mL로 확인되었
다. 양성 대조군으론 식품의약품안전처 고시 기능
성화장품 고시원료인 알부틴을 사용하였으며, 알부
틴의 IC50 값은 110 µg / mL  로 확인되었다. 예
전부터 미백소재로 사용되어온 알부틴보다 더 높
은 티로시나아제 저해효과를 나타내고 있으므로 
미백효능이 월등하다고 사료된다.

  Fig. 2. Tyrosinase inhibition activity of
         manufactured Arctigenin and Arbutin.

3.3. 멜라닌 생성억제효과 측정

  멜라닌 생성억제효과 실험에서는 세포 배양된 
B16-F10 melanoma cell을 이용하여 실험하였다. 
  제조된 악티게닌 및 알부틴의 세포내 멜라닌 
생성억제 실험결과는 Fig. 3 과 같다. 제조된 악
티게닌에 대한 멜라닌 생성억제효과는 농도가 증
가함에 따라 높은 생성 억제율이 증가하였다. 1 
µg / mL, 2 µg / mL, 3 µg / mL 모두 알부틴
보다 멜라닌 생성 억제율이 높았으며, 3 µg / 
mL 에서는 51.1% 의 생성 억제율을 나타내었다. 
Lee 등의 연구에서도 악티게닌 0.5 µg / mL에서 
21.9%, 3.0 µg / mL 에서는 52.7%로 멜라닌 생
성억제효과가 있음을 확인하였고 제조된 악티게
닌이 알부틴보다 매우 높은 미백 활성을 가지는 
것으로 사료된다.

Fig. 3. Melanin synthesis inhibition activity of 
manufactured Arctigenin and Arbutin 
in B16-F10 melanoma cell. 

3.4. 악티게닌 함유 스킨과 크림의 평가

  제조된 악티게닌을 화장품제형 중 크림제형에 
적용하여 물성변화 및 제품안정성을 관찰하였다. 
안정도 관찰 실험 중 pH 변화에 대한 결과를 
Fig. 4에 나타내었다. 시험 크림의 초기 pH는 
7.07이었고 온도별 저장 조건에서 4주 후 5℃, 
25℃, 37℃, 45℃에서 각각의 pH가 7.02, 6.82, 
6.73, 6.63를 확인하였다. 시험 크림의 pH는 
6.60-7.10 범위 내에 분포함을 알 수 있었다. 대
조 크림의 초기 pH는 7.05이었고 5℃, 25℃, 3
7℃, 45℃에서 각각의 pH가 7.05, 6.97, 6.83, 
6.77로 측정되었다. 45℃에서 가장 큰 pH 변화
를 보였으나 대조제품과 비슷한 pH 변화로 보아 
제조된 악티게닌에 의한 제형 변화로 보기에는 
어렵다고 판단된다.
  제조된 악티게닌을 함유한 크림과 함유하지 않
은 크림의 점도변화를 Fig. 5 에 나타내었다. 함
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유크림과 함유하지 않은 크림의 최초 점도는 
31000 cPs와 32500 cPs로 1500 cPs의 차이가 
있었으나 미약한 차이였다. 4주 후 점도는 관찰
결과 비슷한 변화를 확인하였다. 악티게닌의 함유 
유무에 따른 제형 변화는 없는 것으로 판단된다.
  크림의 온도 조건에 따른 안정성을 평가하기 
위하여 5℃, 25℃, 37℃, 45℃에서 4주 동안 관
찰한 결과 크리밍이나 합일과 같은 분리 현상은 
관찰되지 않았으며, 관능평가인 변색 및 변취 에
서도 특이한 사항이 관찰되지 않았다. 

  

Fig. 4. pH changes of cream A and B with 
times.

   

Fig. 5. Viscosity changes of cream A and B 
with times.

4. 결 론 

  본 연구에서는 우방자로부터 친환경적인 초임
계추출법과 생물전환공정을 이용하여 순도 높은 
악티게닌을 제조하였다. 제조한 악티게닌의 구조 
및 in vitro 미백효과를 측정하였으며, 화장품에 
적용하여 안정성을 평가하였으며, 다음과 같은 결
론을 얻었다.
 
1. 초임계추출법 및 Aspergillus oryzae 균주를 

이용한 생물전환공정을 통하여 우방자로부터 
악티게닌을 제조하였다.  

2. FT-IR, 1H-NMR 분석결과 제조된 성분이 
악티게닌인 것을 확인하였고, HPLC 분석결
과 순도가 95.1% 임을 확인하였다.

3. 티로시나아제 저해효과 측정 결과 260 µg / 
mL의 농도에서 85.06%로 높은 저해율을 나
타내었으며, 멜라닌 생성억제효과를 측정한 
결과 3 µg / mL의 농도에서 51.1%로 높은 
생성 억제율을 나타내었다.

4. 제조된 악티게닌을 크림에 적용하여 pH, 점도 
및 변색, 변취 등을 관찰하여 안정성을 입증하
였으며, 결론적으로 제조된 악티게닌은 미백효
과를 부여하는 화장품으로 활용 가능성이 기
대된다.
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