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Abstract Purpose: This study was conducted to investigate the antioxidative, collagenase and elastase activities of

defatted perilla ethanol extracts. In addition, the possibility of its use as a functional cosmetic material has been studied.

Methods: In order to investigate the antioxidant function of the perilla extract, electron spin resonance (ESR) was mea-

sured with a spectrometer by analyzing the scavenging ability of diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH) free radicals.

Results: The antioxidant activity of DPPH free radical scavenging activity of the perilla extract was about 68% at 85

μg/ml, 85% at 20 μg/ml, 90% at 40-100 μg/ml, and showed antioxidant ability. The inhibitory activity of collagenase

was increased to 4.1% at 20 mg/ml, 12% at 40 mg/ml and 26.7% at 100 mg/ml. The inhibitory activity increased in pro-

portion to the concentration. The inhibitory activity of elastase was increased to 3.8% at 20 mg/ml, 15% at 40 mg/ml,

28% at 80 mg/ml and 35.7% at 100 mg/ml.  Conclusions: These results suggest that the ethanol extract of perilla may

inhibit the antioxidant activity and the activity of collagenase and elastase to improve the skin aging and wrinkles.
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초록 목적: 본 연구는 들깨 부산물의 이용가치를 높이는 방법으로 들깨박 에탄올 추출물의 항산화 작용, collagenase

와 elastase 활성의 저해작용을 통하여 항노화 활성이 있는지를 연구하였다. 그 외에 기능성 화장품 소재로서의 이용가

능성을 연구도하였다. 방법: 들깨박 추출물의 항산화 기능을 연구하기 위하여 DPPH 자유기의 소거능력을 분석하여

electron spin resonance (ESR)를 광도계로 측정하였다. 결과: 들깨박의 에탄올 추출물의 diphenyl-β-picrylhydrazyl

(DPPH) 자유기 소거의 항산화 기능은 추출물 농도 10 μg/ml에서는 약 68%, 20 μg/ml에서는 85%, 40-100 μg/ml에서

는 90% 이상의 자유기의 소거 활성을 보여서 항산화능이 있음을 나타냈다. collagenase의 저해활성은 에탄올 추출물

농도 20 mg/ml에서는 4.1%, 40 mg/ml에서는 12%, 100 mg/ml에서는 26.7%로 증가하였다. 저해활성이 농도에 비례하

여 증가하였다. elastase의 저해활성은 에탄올 추출물 농도 20 mg/ml에서는 3.8%, 40 mg/ml에서는 15%, 80 mg/ml에서

는 28%, 100 mg/ml에서는 35.7%로 증가하였다. 결론: 이상의 연구결과에서 들깨박의 에탄올 추출물이 항산화효과,

collagenase와 elastase의 활성을 저해하여 피부의 노화와 주름의 개선효과를 나타낼 수 있다고 본다.
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서 론

피부는 크게 표피, 진피, 피하조직으로 구분된다. 진피에는

혈관, 림프시스템, 모공, 섬유아세포 등 피부의 중요한 부속

기들이 있고 표피 두께의 15-40배에 해당되는 두꺼운 층으로

피부의 대부분을 차지한다(Peyrefitte, 2011). 진피조직에는 가

교섬유인 콜라겐(collagen)과 탄력섬유인 엘라스틴(elastin)으

로 이루어져 있는데 이들은 섬유아세포(fibroblast)에서 합성

된다. 콜라겐은 긴 섬유로 몸의 지탱, 결합, 경계면을 만드는

역할을 한다. 콜라겐은 피부에 가해지는 압력이나 외부의 힘

에 대해 저항하는 역할을 한다. 반면에 엘라스틴은 용수철처

럼 피부의 탄력성을 유지하는 역할을 한다. 콜라겐과 엘라스

틴이 그물망 구조를 형성하여 피부의 탄력성을 유지시켜 준

다(Peyrefitte, 2011).

피부가 노화됨에 따라 주름이 나타나고, 나이가 들어감에

따라 그 수나 깊이, 범위가 증가해 간다. 노화는 내인성 및

외인성 노화로 구분되는데 내인성 노화는 나이를 먹으면서

피부의 구조와 생리적 기능이 계속적인 감퇴를 일으키는 것

이다. 외적 요인에 의한 노화는 장기간에 걸친 자외선의 노

출로 등이 원인으로 나타난다(Sung et al., 2008).

섬유아세포에서 생성되는 elastase가 피부탄성섬유의 3차원

적 뒤틀림에 중요한 역할을 한다고 보고되고 있으며, elastase

의 활성증가는 피부의 엘라스틴과 콜라겐을 감소시켜 피부

주름 형성에 기여한다. 자외선 조사 후 elastase의 활성이 증

가하기 때문에 elastase의 활성 변화는 자외선에 의한 피부 탄

성도의 감소 및 주름 생성의 주요원인으로 생각된다(Oh et

al., 2009). 따라서 항산화제와 elastase의 억제제 소재 개발하

면 주름개선에 도움이 될 것이다.

들깨(Perilla frutescens var. japonica Hara)는 식물분류학

상 꿀풀과에 속하는 1년생 초본식물로 동부 아시아지역이 원

산지로 한국, 일본, 중국 동북부 등의 지역에서 재배되어온

유지작물로 비옥하지 않은 토질에서도 잘 자란다. 들깨 씨의

모양은 둥글고 크기는 2.5 mm × 2.3 mm 내외이고 종류에

따라 여러 가지 색이 있으나 흑색종이 많다(Yeo et al., 1998).

들깨종자는 유지의 함량이 매우 높아 유지식품으로서는 물론

강장효과도 있어 식품학적, 영양학적인 의의가 크다.

들깨 지방의 중요성분은 oleic acid와 linolenic acid의 gly-

ceride이며, 고도 불포화지방산(PUFA)의 함량이 높아 산패에

대해 불안정하다(Mo, 1975). 종실 상태에서는 상당기간 산패

없이 저장이 가능하므로 종실자체의 공기차단 효과와 함께

특수한 항산화물질이 존재하는 것이 보고되었다(Lee et al.,

1993; Kim et al., 1981; Yoon et al., 1993; Lee, 1993; Hong

et al., 1997).

따라서 본 연구에서는 들깨 부산물의 이용가치를 높이는

방법으로 들깨박 추출물에서 항산화 및 항노화 활성이 있는

지를 연구하는 것이 목적이었으며, 향후 기능성 화장품 개발

소재 가능성도 검토하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 들깨박은 충북 음성 코메가 회사에서 생

들깨를 착유 후 남은 부산물을 수거하여 건조 후 사용하였다.

시료의 추출 및 수율측정

들깨박 추출은 들깨박을 분말상태로 만들었다. 70% ethanol

을 이용하여 들깨박 분말과 용매의 비율을 1:10으로 혼합하

여 상온에서 72시간 동안 추출하였다. 그 후 시료를 여과하

여 감압농축 후 동결 건조하여 실험에 사용하였다.

DPPH radical 저해활성 측정

DPPH(α-α-Diphenyl-β-picrylhydrazyl)의 자유기(free radi-

cal)  거 활성은 시료인 들깨박 추출물 용액 30 μl를 α-α-

diphenyl-β-picrylhydrazyl와 메탄올에 용해한 60 μM DPPH

용액 30 μl을 각각 혼합하여 상온에서 2분 동안 반응시켰다.

혼합액을 미세 피펫으로 튜브에 옮긴 다음 전자회전공명(elec-

tron spin resonance: ESR)을 분광광도계(JES-PX 2300, Jeol

Co., Japan)로 측정하였다. 이 때 ESR 분광광도계의 측정조

건은 자기장의 경우 336.5±5 mT, 미세파동 전력(microwave

power)은 5 mW, 변조주파수(modulation frequency)는 9.41

GHz이었다. 변조 항산화시료에 대한 DPPH의 자유기 저해활

성(%)은 (첨가물에 함유된 ESR 신호강도(signal intensity) /

대조군의 ESR 신호강도) × 100으로 계산하였다.

Collagenase 저해활성 측정

피부노화억제 효과를 확인하기 위한 collagenase 저해활성

측정은 Kim et al.(2004)의 방법으로 측정하였다. 반응용액은

0.1 M Tris-HCl 완충액(pH 7.5)에 4 mM CaCl2를 첨가하여

준비하였다. 녹인 기질액 0.25 ml에 0.3 mg/ml의 4-phenyl-

azobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-Arg 용액과 시료용액

0.1 ml을 혼합액한 후에 collagenase(0.2 mg/ml) 0.15 ml를

첨가하여 실온에서 20분간 방치하였다. 다시 6% citric acid

0.5 ml을 넣어 반응을 정지시킨 후 ethylacetate 1.5 ml을 첨

가하여 상등액을 320 nm에서 흡광도를 측정하였다. Collag-

enase 저해활성은 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감

소율로 나타내었다.

Elastase 저해활성 측정

피부주름 개선효과를 확인하기 위한 porcine, pancreas, ela-

stase저해활성은 Cannell et al.(1998)의 방법으로 다음과 같

이 측정하였다. 피부 주름 개선효과를 확인하기 위하여 기질

로서 N-succinyl-(L-Ala)3-p-nitroanilide를 사용하여 37oC에서

30분간 p-nitroanilide의 생성량을 측정함으로서 elastase 저해

활성을 조사하였다. 각 시험용액을 일정 농도가 되도록 조제

하여 0.1 ml씩 시험관에 취하고 50 mM Tris-HCl buffer (pH

8.6)에 녹인 elastase, pancreatic solution (Type I： porcine
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pancreas 유래, 0.6 units/ml)용액 0.05 ml을 가한 후 기질 50

mM Tris-HCl buffer (pH 8.6)에 녹인 N-succinyl-(L-Ala)3-

p-nitroanilide(1 mg/ml)을 0.1 ml를 첨가하여 30분간 반응시

키었다. 그리고 microplate reader를 이용하여 410 nm에서 흡

광도를 측정하였다. Elastase 저해활성은 시료용액의 첨가구

와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타내었다.

결과 및 고찰

들깨박 추출물의 항산화력

들깨박 추출물의 항산화력을 DPPH 자유기의 저해능은 ESR

을 통하여 분광광도계로 측정하여 백분율로 표시값이 Fig. 1

에 제시되었다. 들깨박을 에탄올로 추출물한 원액의 농도는

각각 10, 20, 40, 80, 100 μg/ml으로 나누었다. 그 다음에 실

험에서는 각각의 DPPH 자유기 소거능은 10 μg/ml에서 약

68%로 나타났으며, 20 μg/ml 이상의 농도에서부터는 80% 이

상의 높은 DPPH 자유기의 소거하는 활성을 보였다. 독활 에

탄올 추출물의 항산화능은 10 μg/ml에서는 3.16%, 50 μg/ml

에서는 20.53%을 나타냈고 보고하였다(Lee et al., 2015). 흑

메밀 에탄올 추출물의 항산화능은 추출물 10 μg/ml에서 15%,

50 μg/ml에서는 68%라 보고하였다(Lee et al., 2016a). 모시

에탄올 추출물의 항산화능은 추출물 50 μg/ml에서는 62%,

100 μg/ml에서는 70%의 DPPH자유기의 소거능을 나타내었

다(Lee et al., 2016b). Choi & Lee(2016)은 운지버섯 자실

체의 열수추출물(HE)과 메탄올 추출물(ME)의 DPPH의 자유

기 소거활성은 에탄놀 추출액은 1 mg/ml에 비해서 3 mg/ml

에서는 41.03%가, ME 1 mg/ml에 비해서 3 mg/ml에서는

16.36%로 더 높게 나타나서 두 종류의 추출물은 항산화 및

생리활성기능을 나타내어 피부의 주름의 완화제로서 유용하

다고 판단되었다. 본 연구에서 들깨박의 추출물은 항산화능

이 독활, 흑메밀, 모시의 에탄올 추출물의 항산화능보다 높게

나타나서 효율성이 높다고 판단한다.

항산화 물질의 가장 특징적인 기작은 유리기와 반응하는

것으로 유리기의 소거 작용은 활성라디칼에 전자를 공여하여

항산화 효과나 인체에서 노화를 억제하는 척도로 이용되고

있다(Ahn et al., 2007). DPPH는 hydrazyl의 질소원자가 불

안정한 상태로 쉽게 수소원자를 받아들이는 성질을 가지고

있어 항산화성 물질과 반응하여 수소원자를 받아들임으로서

자체적으로 가지고 있는 정색성을 잃게 되는 성질을 이용하

여 항산화능의 정도를 측정할 수 있다. DPPH 자유기 소거방

법은 DPPH의 환원정도를 기준으로 측정물질의 환원력과 항

산화력을 가늠하게 한다고 하였다(Kim, 2004). 본 연구의 결

과에서는 소거능력이 기존의 연구들보다 높았다고 판단한다.

들깨박 추출물에서의 collagenase 저해활성

들깨박 추출물 농도에 따른 collagenase 저해활성의 결과는

Fig. 2에 제시하였다. 추출물 농도가 20, 40, 80, 100 mg/ml로

증가할 경우 collagenase 저해 활성은 20 mg/ml에서는 4.1%,

40 mg/ml에서는 12%, 100 mg/ml에서는 26.7%로 증가하였

다. Collagenase 저해 활성은 들깨박 추출물 농도증가에 따라

서 증가하는 경향을 보였다. 따라서 들깨박 추출물이 항노화

기능성 주름개선 원료로서 사용가능성을 확인하였다. Choi &

Lee(2016)는 운지버섯 자실체의 열수추출물(HE)과 메탄올 추

출물(ME)의 collagenase저해활성은 HE 1 mg/ml에 비해서

3 mg/ml에서는 5.44%가, ME에서는 4.07%로 더 높았다. 상기

효소활성은 모두 추출액농도증가에 비례하여 활성이 증가하

였다. 결론적으로 상기의 두 종류의 추출물은 항산화 및 생

리활성기능을 나타내어 피부의 주름의 완화제로서 유용하다

고 하였다.

자연 노화와 계절에 따른 세포 활성의 감소와 같은 내적

요인에 의해 콜라겐의 생합성이 감소되고, 여러 가지 유해 환

경에 의한 스트레스의 증가 및 자외선에 의한 활성산소종의

증가와 같은 외적요인에 의해 분해가 가속화되어 피부 기질

이 파괴되면서 주름이 생성된다(Kim et al., 2002; Year et al.,

1998; Li et al, 1996). 들깨박, 메밀 및 흑메밀 등의 추출물

의 활용으로 이러한 피부환경을 극복할 수 있다고 생각한다.

Fig. 1. Effect of the defatted Perilla ethanol extracts on DPPH radical scavenging activity. The capacity to scavenge DPPH free radical by

different concentrations defatted Perilla ethanol extract and ESR spectra was measured. The scavenging activity of each sample on DPPH

radical was measured using a JES-FA ESR spectrometer. A spin adduct was measured on an ESR spectrometer exactly 2 min later.
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들깨박 추출물에서의 elastase 저해활성

들깨박 추출물이 elastase 저해활성에 미치는 영향을 조사

하였다. 들깨박 추출물 농도에 대한 elastase 저해활성은 Fig.

3에 제시하였다. 들깨박 추출물 농도가 20에서 100 mg/ml이

증가할 경우 elastase저해활성은 3.8%에서 35.7%로 증가되는

것을 확인하였다. Choi & Lee(2016)는 운지버섯 자실체의 열

수추출물(HE)과 메탄올 추출물(ME)의 elastase 저해활성은

HE 1 mg/ml에 비해서 3 mg/ml에서는 3.12%가, ME에서는

21.53%가 더 높았다고 보고하였다. 상기 효소활성은 모두 추

출액 농도증가에 비례하여 활성이 증가하였고, 두 종류의 추

출물은 항산화 및 생리활성기능을 나타내어 피부의 주름의

완화제로서 유용하다고 판단되었다.

Elastase는 단백질인 elastin을 분해하는 효소로 다른 중요한

기질 단백질인 collagen을 분해할 수 있는 비특이적 가수분해

효소이다. 피부의 진피조직 속에는 collagen과 피부의 탄력성

에 관련된 elastin이 그물망 구조를 형성하고 있다. elastin이

elastase에 의해 분해되어 피부의 그물망 구조 결합이 끊어짐

으로써 elastase가 주름생성의 주원인 효소로 알려져 있다. Ela-

stase저해제는 피부 주름을 개선하는 작용을 나타내고, ursolic

acid 등이 elastase저해제로 보고되어 있다(Tsuji et al., 2001).

이상의 결과는 들깨박의 에탄올 추출물이 피부의 주름 등

의 개선에 관여하는 효소들의 억제제로 작용하는 것을 발견

하였다. 이의 활용연구가 더욱 발전하기를 기대하여 본다.

결 론

본 연구에서는 들깨 부산물의 이용가치를 높이는 방법으로

들깨박 추출물에서 항산화 및 항노화 활성이 있는지를 연구

하여 기능성 화장품 소재로서의 이용가능성을 연구하는 것이

목적이었다. 방법으로 들깨박 추출물의 항산화를 효과를 알

아보기 위하여 DPPH자유기l 저해능력을 분석하여 ESR 광도

계로 측정하였다.

추출물의 항산화력

들깨박을 에탄올로 추출물의 농도는 각각 10, 20, 40, 80,

100 μg/ml으로 나누어서 측정하였다. 각각의 DPPH 자유기

소거능은 10 μg/ml에서 약 68%로 나타났으며, 20 μg/ml 이

상의 농도에서부터는 80% 이상의 강력한 DPPH 자유기의 소

거하는 활성을 보였다.

collagenase 저해활성

들깨박 추출물 농도가 20, 40, 80, 100 mg/ml로 증가할 경

우 collagenase 저해 활성은 20 mg/ml에서는 4.1%, 40 mg/ml

에서는 12%, 100 mg/ml에서는 26.7%로 증가하였다.

elastase 저해활성

들깨박 추출물 농도가 20에서 100 mg/ml이 증가할 경우

elastase저해활성은 3.8%에서 35.7%로 증가되는 것을 확인하

였다.

결론적으로 이상의 연구결과에서 들깨박의 에탄올 추출물

이 항산화효과, collagenase와 elastase의 활성을 저해하여 피

부의 노화와 주름의 개선효과를 나타낼 수 있다고 본다.
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