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Application of Electric Potential Difference to

Functional Cosmetics*

Cho, Hyun Dae

School of Pharmacy, Graduate School,

Chungbuk National University, Cheongju, Chungbuk, 28160 Korea

Supervised by Professor Han, Sang Bae

Abstract

In this study, Particulate matter are particles that are smaller than 2.5μ

m, and they contain harmful substances such as heavy metals. They can

penetrate the respiratory tract, blood vessels, and skin, causing adverse

effects in the body. In particular, when skin comes directly in contact with

the external environment, it’s vulnerable to particulate matter because it

penetrates through skin pores. Particulate matter penetrates sebaceous

glands in hair follicles and mixes with bodily secretions to block pores,

causing skin inflammation. In addition, free radicals produced by particulate

matter reduce oxidative damage to skin cells and synthesize collagen in the

skin to promote aging. Damage to the skin barrier causes various problems

such as sensitive and rough skin. For this reason, cosmetics applied to the

skin have a direct relationship with particulate matter. This study confirms

that cosmetics can be applied to alleviate skin trouble caused by particulate

* A thesis for the degree of Doctor in February 2021.
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matter, and then applying that to the cosmetics industry. First, the increase

in cytokine caused by particulate matter and skin inflammation were

confirmed using natural aerial bulbil extract. As a result, the path to

wrinkle improvement was identified by evaluating MMP-1, type-1

procollagen, pro MMP-1 production, and AP-1 activity inhibition, which

derives from skin damage. The stability and penetration effects were

improved by applying the dioscorea bulbifera extract to the transdermal

delivery system. Next, electric potential difference technology was applied

to cosmetic formulations to form positive emulsion particles that improve

adhesion and persistence in the skin. Accordingly, certain frequencies were

investigated in cosmetic formulations that formed emulsion particles smaller

and more homogenous, and improved the absolute value of the Zeta

potential. As a result, it was confirmed that the dioscorea bulbifera extract

suppresses skin aging by mitigating wrinkles caused by particulate matter,

and inhibiting the production of collagen degrading enzymes by stimulating

collagen production. In addition, applying a Zeta potential through frequency

irradiation increased the affinity and absorption rate in the skin. Stability

was also improved through the homogenization of emulsion particles.

Through these results, I would like to present various approaches of

protecting the skin from particulate matter.

Keywords: particulate matter, dioscorea bulbifera extract, ξ-zeta potential,

cosmetics materials, electric potential difference
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Ⅰ. 서  론

1. 미세먼지와 피부

황사는 중국이나 몽골 등 아시아 대륙의 중심부에 있는 사막과 황토 지대

에서 작은 모래나 먼지가 하늘에 떠다니다가 떨어지는 현상을 말한다. 황사에

는 마그네슘, 규소, 알루미늄, 철, 칼륨, 칼슘 같은 산화물이 포함되어 있다. 이

러한 황사보다 작은 입자를 형성하여 오는 공해를 미세먼지라고 한다(Dong

et al., 2015).

미세먼지는 우리 눈에 보이지 않는 아주 작은 물질로 대기 중에 오랫동안

떠다니거나 흩날려 내려오는 10um 이하의 물질을 통칭하는 것으로, 코에서

걸러지기도 하지만 초미세먼지는 기관지를 거쳐 폐에 흡착되거나 피부의 모공

속에 침투하기도 한다(Wheeler et al., 2011; Kim et al., 2017). 미세먼지는 면

역력 저하를 통해 감기, 천식, 기관지염 등의 호흡기 질환이나 피부질환을 일

으키고 있다(Li et al., 2003; Yang et al., 2011; Wallace et al., 2011).

미세먼지는 입자크기에 따라 분류되는데, 지름이 50 ㎛ 이하는 총 먼지

(TSP, Total Suspended Particles)라 하며, 지름이 10 ㎛보다 작은 미세먼지는

PM10 (Particulate Matter 10), 2.5 ㎛보다 작은 미세먼지는 PM2.5라 한다.

이처럼 미세먼지는 매우 작기 때문에 대기 중에 머물러 있다가 호흡기를

거쳐 폐에 침투하거나 혈관을 따라 체내에 이동하여 들어가면서 건강에 악영

향을 끼친다. 이를 증명하듯이 황사에 의해 기관지염, 피부염, 폐암 등의 질병

발병률이 증가하며 PM10이 1 μg/m3 증가할 때마다 피부염의 증상이 평균

0.4% 증가하고 PM2.5의 농도가 19 μg/m3 증가할 때마다 알러지성 비염, 천식
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이 8 %, 피부염은 10 % 증가하는 것으로 보고된다. 특히 피부는 미세먼지에

취약한데 그 이유는 피부가 외부환경과 직접 맞닿는 신체의 가장 바깥 조직이

며 모공의 지름이 20 ~ 50 ㎛인데 반해 미세먼지는 이보다 작은 크기이기 때

문에 모공을 통해 피부에 침투해 염증을 유발시키기 때문이다(Vierkotter et

al., 2010; Ma et al., 2017; Li et al., 2019). 미세먼지가 피부의 유분과 엉겨

붙을 경우, 모공을 막으면서 피부의 노폐물 배출을 방해하기도 하고 비소, 카

드뮴, 납 등 중금속 유해물질이 모낭 속 피지선에 염증을 유발해 피부트러블

을 자극하기도 한다(Yoon et al., 2012). 또한 미세먼지에 의해 생성된 활성산

소는 콜라겐의 합성을 감소시키고 분해를 증가시켜 노화가 촉진되며, 증가된

활성산소에 의해 지질, 단백질 및 핵산에 산화적 손상을 가져오게 된다(Liu et

al., 2013). 단백질 산화에 의해 유발되는 세포의 비정상적인 기능은 색소 침

착, 주름을 유발하여 피부 노화를 촉진한다(Ahn et al., 2007). 염증과 단백질

산화 외에도 미세먼지에 의해 피부장벽이 손상되면서 피부가 민감해지고 피부

결이 거칠어지면서 이 역시 피부 노화를 촉진시키게 된다(Zhao et al., 2016).

이러한 문제에 대처하기 위해 미세먼지 차단 효능을 갖는 다양한 화장품이

연구·개발되고 있으나 화장품이 어느 정도의 미세먼지 차단효능을 갖는지 여

부를 측정하고 분석하는 시스템이 없는 실정이다. 따라서 미세먼지를 함유한

인공대기환경 조성장치를 이용하여 화장품의 미세먼지 차단능을 분석하기 위

해 DPF 시스템을 구축하고자 한다.

DPF 시험법을 구축하기 위해 미세먼지 농도조건, 바람의 풍속조건 등 미

세먼지로 오염된 대기 조건을 구현하였고, 미세물질 대상을 선정하였다. 선정

된 미세물질들은 입자의 크기에 따른 피부 부착능을 비교하여 미세물질로 사
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용할 후보물질을 최종 선정하였다. 위 내용을 바탕으로 미세먼지 농도별, 미세

먼지 크기 별 외 환경변수에 대한 종합결과를 도출하여 이를 구현할 수 있는

인공대기 환경 시스템을 제작하였고, 시험장치의 구성은 아래와 같다(표 1).

인공대기환경 조성장치의 작동 원리는 크게 풍향발생장치와 먼지 공급 부,

역류방지 필터, 삽입구로 구성된다. 풍향발생장치는 여러 개의 팬이 다양한 각

도로 설치되어 미세물질 주입 시 대기 환경과 같이 고르게 분포될 수 있도록

순환시켜 준다. 장치를 가동시키고, 먼지공급부로 미세물질을 넣어주게 되면

장치에서는 미세물질이 고르게 분포된다. 장치 내부에 공기의 순환을 위해 외

부로의 공기 흐름은 방지하고 외부에서 내부로의 공기 흐름은 허용하는 역류

방지 필터를 설치하였으며, 피험자가 팔을 삽입하여 시험할 수 있도록 삽입구

를 만들어 장치를 구성하였다(그림 1).
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표 1. 인공대기환경 조성장치 구성

구분 역할

풍향발생장치
다수의 팬을 활용하여 공급된 먼지를 실제 대기환경과 동일

하거나 유사하게 분포

먼지공급부 미세먼지를 장치 내로 공급

역류방지필터
외부로의 공기흐름은 방지하고, 외부에서 내부로의 공기 흐

름은 허용

삽입구 피험자의 팔을 삽입
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그림 1. 인공대기환경 조성장치 도면.
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2 피부 장벽과 경피전달 시스템

피부는 표피, 진피로 구성되어 있다. 이 중 표피의 가장 바깥쪽 부분은 각

질층이라는 죽은 세포층으로 이루어져 있다. 이러한 각질층은 외부의 다양한

자극요인을 막아주는 방어막 역할을 하며 이를 피부 장벽이라고 말한다. 피부

장벽은 외부로부터 미생물 등에 의한 감염을 막을 뿐 아니라, 화학물질 및 물

리적인 자극 수단까지 막아주며 더 나아가 수분 손실을 최소화 시켜주는 역할

을 한다.

따라서 화장품 및 피부로 도포되는 다양한 의약품에 사용되는 활성물질들

은 경피전달시스템(Transdermal delivery system)을 통해 이러한 물질들을 전

달한다(그림 2). 이러한 경피전달 시스템은 물리적인 흡수를 통한 방법과 제형

학적인 흡수를 통한 방법이 있다(Gianeti et al., 2011; Forough et al., 2020).

물리적인 경피흡수시스템은 주로 피부에 직접 영향을 준 후 물질을 주입하는

방법들이 주를 이룬다(표 2). 피부에 전위차를 직접 주어 물질을 이동시키는

Iontophoresis, 초음파를 활용한 Sonophoresis, 고전압을 이용한

Electroporation, 각질층을 물리적으로 제거하는 Tape stripping, 마이크로 니

들 등을 이용하여 피부에 구멍을 만들어 침투시키는 방법들이 있다.

반면, 제형학적인 경피흡수시스템은 나노의 크기로 콜로이드 등의 입자를

형성하여 미세한 크기로 피부로 전달가능하도록 하는 방법을 말한다(표 3). 그

림 3에서처럼 이러한 방식들은 최근 다양한 형태로 개발되어 지고 있다(Nasr

et al., 2008; Ge et al., 2019; Rezvani et al., 2019).

화장품에서는 하이드로겔이라고 불리는 온도 및 pH에 따라 약물을 방출하

는 고분자 수화겔을 이용한 방식, 비이온성계면활성제를 통해 이중층의 쉘을
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갖는 나노입자를 통해 전달하는 니오좀, 세포막 혹은 각질층을 구성하는 인지

질로 세포막 구조와 유사한 라멜라 구조를 형성하여 나노 입자를 통해 전달하

는 리포좀(그림 4), 리포좀에 탄성 등을 부여하여 각질층을 보다 투과하기 쉽

게 하는 탄성 리포좀 등을 이용하여 활성물질을 전달한다(Gupta et al., 2005;

Tamaddon et al., 2007; Okore et al., 2011; Wichayapreechar et al., 2020). 이

러한 경피흡수 전달체계에 대한 관심은 꾸준히 증가하고 있으며, 시장에서도

지속적인 수요가 증가하는 추세이다(그림 5).
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그림 2. 제형적인 경피흡수 전달과 물리적 전달. 제형적인 경피 흡수는 주로

micro-nanocarrier를 통해 이루어지며, 물리적 전달은 micro noddle,

iontophoresis와 같은 방식으로 피부 진피층으로 약물을 전달한다(Tianyue et

al., 2020).
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표 2. 물리적인 경피흡수시스템

방식 원리

Iontophoresis
피부에 전위차를 주어 피부의 전기적 환경을 변화시켜

이온성 유효성분의 피부투과를 증가시키는 방법

Sonophoresis
초음파를 이용하여 유효성분이 생체막을 통과하여 피부

에 침투하게 만드는 방법

Electroporation
고전압을 이용하여 피부에 유효성분의 침투율을 높이는

방법

Tape Stripping
물리적인 방법으로 각질층을 제거하여 유효성분의 침투

를 돕는 방법

Micro Niddle
피부에 미세한 바늘을 이용하여 구멍을 만들어 유효성분

이 효과적으로 흡수될 수 있도록 하는 방법
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표 3. 제형학적인 경피흡수시스템

방식 원리

Hydro Gel

온도 및 pH 감응성을 갖는 고분자 수화젤을 이용하여 외부

환경에 불안정한 유효성분을 안정적으로 보존하고 피부에

도포 시 빠른 방출을 통해 침투시키는 방법

Niosome
비이온성 계면활성제를 이용하여 계면활성제 이중층 구조의

나노 캡슐을 제조하여 유효성분을 전달하는 방법

Nano

emulsion

500nm 미만의 입자 크기를 갖는 에멀전으로 작은 입자 크기

를 통해 유효성분을 전달하는 방법

Liposome
세포막과 같은 구조의 인지질 이중층으로 구성된 캡슐로 세

포막과 융합하여 유효성분을 효과적으로 전달하는 방법

Elastic

Liposome

리포좀에 탄성을 부여하여 각질층을 더 잘 투과할 수 있도

록 만든 리포좀
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그림 3. 다양한 나노 캡슐의 모식도. 화장품에서는 주로 liposome, nano

emulsion, Niosome 등이 최근 많이 활용되고 있는 추세다(Amit et al., 2019).
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그림 4. 인지질(Phopholipid)을 활용한 리포좀 기술. 인지질은 체내 세포막

의 구성원으로 이의 자기회합 능력을 이용하면 생체와 유사한 구조를 갖는 나

노 캡슐을 제조할 수 있다(Hank et al., 2016).
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그림 5. 미국에서의 경피흡수를 통한 약물전달 체계의 성장 추세. 경피흡수

를 통한 약물전달체의 개발은 앞으로도 지속적으로 주목받을 것으로 예상된다

(Brian et al., 2019).
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3 화장품 제형 기술과 제타포텐셜

화장품 제형(Cosmetic formula) 기술의 발달은 더 과학적인 피부 화장을

갈구하는 소비자들의 욕구를 만족시키기 위한 하나의 산물이다(Breuer et al.,

1985). 이런 관점에서 Cosmetic formula에 대한 다양한 연구가 진행 중이며,

본 연구에서는 제타포텐셜(Zata Potential)의 전위차를 이용하여 Cosmetic

formula를 완성하는 연구로써 음전하(Negative potential)의 전위를 지니고 있

는 피부의 최외각인 각질층에 Positive/Negative potential 전위를 띄는 화장품

을 피부에 도포함으로써 밀착력을 증가시켜 화장 지속력을 향상시키는 내용이

다(Pinnagoda et al., 1989;, Morris et al., 2019; Aboul-Einien et al., 2020).

더 나아가 본 연구를 바탕으로 보습효과 증진 및 피부 영양에 도움을 주는 성

분들의 지속시간을 증가시켜 피부를 장시간 촉촉하고, 건강하게 유지시킬 수

있을 것으로 예상한다. 제타포텐셜이란 그 정의는 다음과 같다(그림 6).

우선 liquid system에 분산되어 있거나 부유되어 있는 미세하게 구분되는

파티클을 colloid라고 부른다. 이런 콜로이드는 수용액내의 매질에 존재 시 전

기적인 Charge를 띄게된다(Piorkowski et al., 2013). 이러한 Charge의 대부분

은 수용액으로부터 선택적인 이온흡착에서의 결과이다(de Clermont-

Gallerande et al., 2001; Al-Amoudi et al., 2007; Zhang et al., 2015).

용액 중에 분산된 입자는 입자표면의 표면극성기의 해리와 이온의 흡착에

의하여 전기적으로 음극 또는 양극으로 대전하고 있다. 따라서 입자 주변에는

계면전하를 중화하기 위하여 과잉으로 존재하는 반대부호를 갖는 이온과 소량

의 동부호를 갖는 이온이 확산적으로 분포하고 있으며, 계면으로부터 전기적

포텐셜을 보이며 완만한 포텐셜 구배를 가지고 서서히 감소하게 된다.
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따라서 전하를 띈 파티클에는 상대이온이 흡착되어 상대적으로 움직이지

않는 층(stern layer)이 형성되고, 상대이온과 극성 액체 분자들이 이온확산층

(diffused layer)에서 steady-state configuration을 가지며 농도 구배를 보인다.

이러한 모델을 diffuse electrical double-layer model 이라고 부른다.

콜로이드(colloid) 용액에서 전하를 띈 파티클은 외부에서 가해준 전기장에

반응하여 일정한 속도를 가지고 파티클이 움직이게 되는데 이 속도를 전기영

동속도(electrophoretic velocity)라고 부른다. 이러한 전기장에 의하여 입자가

전기 영동하는 동안 이중층(double layer)에서 슬립이 일어나는 유체역학적 면

이 나타나게 되는데, 즉 다시 말해 입자가 이동할 때 압축된 고정층(stern

layer)은 파티클과 같이 움직이게 되지만, 이온 확산층은 액상과 같이 움직인

다(Fuziwara et al., 2004; Sudo et al., 2013).

좀 더 자세히 보면 shear plane에서 미끄러지는 면이 생기고 이 경계면에

서의 전기적인 포텐셜을 제타포텐셜(zeta potential; ζ)이라 부르고 전기운동역

학의 성질로부터 계산 할 수 있다. Liquid의 한 부분에 전기장을 가해줌에 따

라 그 결과 colloid의 drift velocity를 측정함으로써, colloid의 이동도와 제타포

텐셜이 측정될 수 있다. 현재 제타포텐셜에 대한 활용은 산업 전 분야에 널리

이용되고 있다. 특히 의약 및 식품분야에서 활발히 이용되고 있는데 전위차를

이용하여 인체 내에 유효성분의 흡수율을 높여 효과를 극대화하는데 많이 사

용되고 있다. 화장품 분야에서도 제타포텐셜을 이용하여 피부와의 친화력 및

흡수율을 증가시켜 피부를 보다 더 건강하고 아름답게 유지 시키는데 활용하

려는 움직임이 빠르게 일어나고 있는 실정이다(Elias et al., 1991; Motta et

al., 1994}.
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그림 6. Diffuse electrical double-layer model. 입자의 전위는 표면전위

Stern전위, 제타전위로 구분할 수 있다. 이 중 제타전위는 제타포텐셜로도 불

리며, 표면의 전하와 같은 전하를 띄는 전위로 입자의 표면의 전하를 간접적

으로 확인할 수 있는 방법 중 하나다(Syed Taqvi, Ghada Bassioni (2019),

"Understanding Wettability through Zeta Potential Measurements",

Wettability and Interfacial Phenomena - Implications for Material

Processing, 84185).
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4. 연구 개발 방향

본 연구에서는 유효물질의 선정에 앞서 미세먼지가 피부 내 세포에 미치는

영향을 살펴보았다. 선행 보고에 미세먼지는 피부 내에서 염증과 같은 자극반

응과 관련이 깊다는 것을 확인하였기에 미세먼지에 의해서 Cytokine이 증가하

고 이로 인해 피부 염증이 유발된다는 것을 검증하였다. 이를 통해 미세먼지

종에 따른 피부 내 염증 반응과 그에 대한 메커니즘을 확인하고자 하였다.

그 후 제주 소재 천연물들의 화장품 원료 및 미세먼지 제어 소제로서의 활

성을 평가하기 위해 제주 천연 식물 추출물 39종을 선별하여 항산화, 미백, 주

름 개선, 항염 등의 활성을 평가하여 제주 내에서 자생 혹은 재배되는 식물들

의 활용 가능성을 평가하고자 하였다.

다음으로 영여자를 선정하여 1차적으로 개발된 영여자추출물이 콜라겐 생

성을 촉진하는 작용으로 주름을 개선 시킬 수 있는 물질이 될 수 있음을 확인

하였고, 또한 동시에 콜라겐 분해효소인 MMP-1 (matrix metalloproteinase-1)

의 생성을 억제함으로써 이중적으로 주름개선에 기여하고 있음을 확인하였다.

콜라겐 생성의 촉진과 MMP-1 생성 억제의 두 가지 기능을 동시에 나타내는

현상은 이미 보고되어 있는 AP-1의 활성화 억제 효과와 유사하므로 본 과제

의 개발 신물질인 영여자추출물의 작용 메커니즘을 분석하기 위해 노화 현상

의 보다 근본적 원인인 IFN-γ 신호에 의한 AP-1 활성화에 미치는 영향을 조

사해 보고자 하였다. 각각의 추출법으로 만들어진 추출물을 통해 콜라겐 생성

촉진효과는 세포실험을 통해 확인하였으며, 사용된 세포는 피부에서의 현상을

가장 잘 모방할 수 있도록 초대 배양된 인간 섬유아세포(HDFN)를 이용하였

다. 또한 세포배양 배지는 혈청에 의한 영향을 최소화하기 위해 세포 배양에
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서 사용하는 통상적인 혈청농도인 10% 대신 0.2%를 적용하였다.

최근 들어 피부 미용뿐만 아니라 피부 질환 치료에 대한 소비자들의 관심

이 급증하면서 이를 동시에 만족시킬 수 있는 기능성 화장품 개발 요구가 커

지고 있으며, 특히. 천연활성물질을 이용한 기능성 제품이 화장품 산업의 새로

운 성장 모멘텀으로 자리를 잡게 될 것이며 본 연구에서도 천연자원이 미세먼

지 차단 및 피부 보호에 도움을 줄 수 있는 새로운 접근 기술을 연구하여 한

차원 진보된 유효성분 침투 기술을 확보하고자 한다.

다음으로 Resonar Formulated Process (RFPTM)를 통해 주파수 시그널을

개발하고 선정된 시그널 적용에 따른 물성 변화를 통해 수용성 화장품 조성물

에 조사하여 혼합 시 균질화를 극대화하여 피부 부착력을 증가시키고, 궁극적

으로 미백, 주름개선, 자외선 차단의 기능성이 우수한 화장품을 개발하고자 하

였다. RFPTM 조사 대상의 물성에 따라 최적의 시그널이 개발되며 이는 다양

한 주파수에 의한 클럭(Clock)에 따라 단시간 고효율의 물성변화를 가져올 수

있다. 화장품 조성물 및 혼합물 대상으로 만들어진 RFPTM는 소정의 주파수

특성을 갖는 전기 신호를 생성하는 신호발생부, 물질의 공진을 유도하는 광물

질의 클러스터 또는 파우더에 전극을 연결시킨 공진유도장치부, 이를 모듈레

이션 시켜 조사할 수 있는 레이저 장치부를 구비하여 이에 따른 물성 변화 장

치 및 물성 변화 방법을 제공한다.

본 연구에서는 현재 화장품분야에서 제타포텐셜을 활용하여 효과를 극대화

시키려는 것이 무엇이며, 그것을 적용한 제형에 미치는 영향 등을 실험 및 관

찰하여 살펴보았다.

마지막으로 위에서 개발된 화장품을 직접 피부에 도포하고 미세먼지 환경
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을 조성하여 미세먼지에 대한 방어지수를 확인하였다.

이를 통해 추후 미세먼지 화장품에 있어서 다양한 확인법을 제시하고자 하

였고 더 나아가 미세먼지 방어에 대한 지표를 정립하여 미세먼지에 대한 방어

를 정량적으로 표현하는 방법을 찾고자 하였다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 기기 및 시약

3-(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),

BHT, phosphate buffered saline (PBS), glabridin, lecithn, DPPH tyrosinase,

elastase 등의 시약은 Sigma Chemical Co. (USA)에서 구입하여 사용하였다.

파운데이션 제조 시 사용된, PEG-10 Dimethicone, Phenyl Trimethicone,

Cyclopenta siloxane, Lauryl PEG-9 Polydimethylsiloxyethyl Dimethicone 등의 물

질들은 Shietsu에서 구입하여 사용하였다. 화장품 콜로이드 및 리포좀, 니오좀

의 입도 분석 및 제타포텐셜 측정은 Otsuka 전자의 ELS-1000Z를 통하여 실

험을 진행하였다. 물질 분석은 Waters사의 HPLC (high performance liquid

chromatography)을 이용하였다.

2. 미세먼지의 염증반응

2.1 세포 배양

본 연구에서는 Murine macrophage cell line인 Raw 264.7 세포를 사용하

였으며, murine melanocyte cell line인 B16F10 세포를 사용하였다. Human

keratinocyte cell line인 HaCaT cell은 Korea Research Institute of

Bioscience & Biotechnology (Korea)에서 분양받았으며, 10% fetal bovine

serum, 100 U/ml penicillin 그리고 100 μg/ml streptomycin이 첨가된 DMEM

배지를 이용하여 0.5% CO2가 공급되는 37 ℃ 배양기에서 배양하였다.
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2.2 역전사 중합효소 연쇄반응법 (Reverse transcription polymerase

chain reaction, RT-PCR)

미세먼지를 통한 세포의 유전자 발현을 확인하기 위하여 세포를 수확하여

PBS로 한번 세척한 후, TRIZOL™ Reagent (Invitrogen, MD, USA)를 이용하

여 total RNA를 분리하였다. cDNA는 RT kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 이

용하여 total RNA 300 ng의 농도로 42℃에서 60 분, 95℃에서 5 분간 합성을

진행하였다. 합성된 cDNA 45 ng와 primer 10 pM을 이용하여 중합효소 연쇄

반응을 수행하였다. 이 반응의 기본과정은 pre-denaturing phase (94℃, 5분),

denaturing phase (94℃, 30초), annealing phase (30초, 35 cycle), elongation

phase (75℃, 1분)의 조건으로 실험하였다. Annealing 온도는 각 primer 마다

58 ∼ 64℃사이로 조건이 다르다. PCR 생성물은 1% agraose gel (Qbiogene,

Quebec, Canada)에서 전기영동을 통하여 실험을 진행하였다.

2.3 ELISA

6 well plate에 Raw 264.7 세포를 2 × 105 cells/well씩 분주하여 24시간 안

정화 시킨 후, LPS 1 μg/ml과 carbon black (10, 30, 100 μg/ml),

ERM-CZ100, ERM-CZ120 (10, 30, 100, 300 μg/ml)을 처리하였다. 24시간 후

에 상층액을 얻은 뒤, mouse IL-1β ELISA kit (R&D system, Minneapolis,

MN, USA)를 이용하여 IL-1β의 양을 측정하였다. ELISA 용 96 well plate에

assay buffer 50 ㎕와 sample 50 ㎕를 넣은 후, 실온에서 2시간 반응시켰다.

그 후 wash solution 400 ㎕를 이용하여 5회 세척하고, 각 well에 IL-1β 

conjugate를 100 ㎕씩 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후 wash solution
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400 ㎕를 이용하여 5회 세척하고, substrate solution 100 ㎕를 각 well에 넣고

반응을 진행하였다. stop solution 100 ㎕를 넣어 반응을 종결하였다. 흡광도

리더기를 이용하여 450 nm – 570 nm에서 값을 측정하였다.

Mouse TNF-α ELISA kit (R&D system, Minneapolis, MN, USA)를 이용

하여 TNF-α의 양을 측정하였다. ELISA 용 96 well plate에 capture antibody

와 coating buffer를 1:120 비율로 희석하여 4℃에서 24시간 코팅하였다. wash

solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, blocking buffer 250 ㎕를 well에

넣은 후, 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이용하여

2회 세척하고, sample 100 ㎕를 넣은 후, 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후

wash solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, 각 well에 detection-antibody

100 ㎕씩 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이

용하여 2회 세척하고, Streptavidin-HRP 100 ㎕를 각 well에 넣고 20분 반응

시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, substrate

solution 100 ㎕를 각 well에 넣고 20분 반응시키고, stop solution 100 ㎕를

넣어 반응을 중지시켰다. 흡광도 리더기를 이용하여 450 nm – 570 nm에서

값을 측정하였다.

Mouse IL-6 ELISA kit (R&D system, Minneapolis, MN, USA)를 이용하

여 IL-6의 양을 측정하였다. ELISA 용 96 well plate에 capture antibody와

coating buffer를 1:125 비율로 희석하여 4℃에서 24시간 코팅을 시켰다. wash

solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, blocking buffer 250 ㎕를 well에

넣은 후, 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이용하여

2회 세척하고, sample 100 ㎕를 넣은 후, 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후
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wash solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, 각 well에 detection-antibody

100 ㎕씩 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이

용하여 2회 세척하고, Streptavidin-HRP 100 ㎕를 각 well에 넣고 20분 반응

시켰다. 그 후 wash solution 400 ㎕를 이용하여 2회 세척하고, substrate

solution 100 ㎕를 각 well에 넣고 20분 반응시키고, stop solution 100 ㎕를

넣어 반응을 중지시켰다. 흡광도 리더기를 이용하여 450 nm – 570 nm에서

값을 측정하였다.

6 well plate에 HaCaT 세포를 5×105 cells/well씩 분주한 후 24시간 안정

화를 시킨 후, TNF-α 100 ng/ml, carbon black 10, 30, 100 μg/ml와

ERM-CZ100, ERM-CZ120 10, 30, 100, 300 μg/ml을 48시간 동안 처리하여 상

층액을 얻은 후 human IL-1β ELISA kit (R&D system, minneapolis, MN,

USA)를 이용하여 IL-1β의 양을 측정함. ELISA용 96 well plate에 PBS로 1 :

120 비율로 희석한 capture antibody를 분주 후 상온에서 24시간 동안 코팅하

였다. Wash buffer 400 ㎕를 이용하여 3회 세척 후, reagent diluent 300 ㎕로

plate를 block함. 3회 세척 후, sample 100 ㎕를 분주 후, 실온에서 2시간 반

응시켰다. 3회 세척 후, detection antibody를 100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 2시

간 반응시켰다. 그 후, 3회 세척을 진행한 후, Streptavidin-HRP를 100 ㎕씩

분주한 후, 빛을 차단한 다음 상온에서 20분간 반응시켰다. 3회 세척 후,

substrate solution을 100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 20분가량 반응시킨 후, stop

solution을 50 ㎕씩 분주하여 반응을 중지시켰다. 흡광도 리더기를 이용하여

450nm – 570nm에서 값을 측정하였다.

Human IL-6 ELISA kit (R&D system, minneapolis, MN, USA)를 이용하
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여 IL-6의 양을 측정하였다. ELISA용 96 well plate에 PBS로 1 : 120 비율로

희석한 capture antibody를 분주 후 상온에서 24시간동안 코팅하였다. Wash

buffer 400 ㎕를 이용하여 3회 세척 후, reagent diluent 300 ㎕로 plate를

block함. 3회 세척 후, sample 100 ㎕를 분주 후, 실온에서 2시간 반응시켰다.

3회 세척 후, detection antibody를 100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 2시간 반응시

켰다. 그 후, 3회 세척을 진행한 후, Streptavidin-HRP를 100 ㎕씩 분주한 후,

빛을 차단한 다음 상온에서 20분간 반응함. 3회 세척 후, substrate solution을

100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 20분가량 반응시킨 후, stop solution을 50 ㎕씩

분주하여 반응을 중지시켰다. 흡광도 리더기를 이용하여 450nm – 570nm에

서 값을 측정하였다.

Human IL-8 ELISA kit (R&D system, minneapolis, MN, USA)를 이용하

여 IL-8의 양을 측정하였다. ELISA용 96 well plate에 PBS로 1 : 120 비율

로 희석한 capture antibody를 분주 후 상온에서 24시간동안 코팅하였다.

Wash buffer 400 ㎕를 이용하여 3회 세척 후, reagent diluent 300 ㎕로 plate

를 block 시켰다. 3회 세척 후, sample 100 ㎕를 분주 후, 실온에서 2시간 반

응시켰다. 3회 세척 후, detection antibody를 100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 2시

간 반응시켰다. 그 후, 3회 세척을 진행한 후, Streptavidin-HRP를 100 ㎕씩

분주한 후, 빛을 차단한 다음 상온에서 20분간 반응시켰다. 3회 세척 후,

substrate solution을 100 ㎕씩 분주 후, 상온에서 20분가량 반응시킨 후, stop

solution을 50 ㎕씩 분주하여 반응을 중지시켰다. 흡광도 리더기를 이용하여

450nm – 570nm에서 값을 측정하였다.
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2.4 Western Blot

세포를 cell lysis buffer (Cell Signaling technology, Danvers, MA, USA)

를 이용하여 ice에서 30분 간 융해하고, 4℃에서 12000 rpm으로 15분 동안 원

심분리 하여 단백질을 분리하였다. 단백질 정량은 Bradford법으로 측정하였고

동일한 양의 단백질을 10% SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 75 V에서

120분간 전기영동을 실시하였다. SDS-polyacrylamide gel에서 분리된 단백질

을 95V에서 100분간 PVDF membrane으로 옮긴 후, 5% nonfat dry milk가

첨가된 TTBS 완충액(0.1% Tween 20이 포함된 Tris-buffered saline)으로 1

시간 동안 blocking하였다. Blocking 후, membrane은 5% BSA가 포함된

TTBS 완충액에 적절한 농도로 희석된 1차 항체를 넣고 4℃에서 하루 동안

반응시켰다. 반응시킨 membrane은 TTBS 완충액으로 10분간 3회 세척한 후,

5% BSA가 포함된 TTBS 완충액에 적절한 농도로 희석된 2차 항체를 넣고

상온에서 90분 동안 반응시켰다. 반응시킨 membrane은 TTBS 완충액으로 10

분간 3회 세척한 후, ECL (Enhanced Chemiluminescence, Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)용액으로 반응시켜 Chemi Doc™

XRS+ machine (Bio-Rad, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

3. 제주 천연 자원의 활성 평가

3.1 추출 과정

추출물은 다음과 같은 과정으로 제조하였다. 건조물 50 g에 70% 에탄올

(발효 주정) 1,000 ml를 가하여 상온에서 24시간 동안 추출한 후 상층액을 회

수한다. 이 과정을 3회 반복한 후 상층액을 감압농축하고 동결 건조하여 추출
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물을 얻었다.

분석용 시료는 에탄올과 PBS 혼합용액 (1:1)에 녹인 후 0.45 um syringe

filter (Millipore Co., Billerica, MA, USA)로 여과하여 사용하였다.

3.2 DPPH Assay

DPPH 라디칼 소거 활성은 시료 100 ㎕과 DPPH를 메탄올에 100 uM의

농도로 녹인 DPPH 용액 900 ㎕를 넣고 혼합하여 실온(암실)에서 30 분간 방

치하였다. 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 대조군으로는 butylated

hydroxy anisole (BHA)를 사용하였다. DPPH 라디칼 소거 활성을 측정한 산

출식은 아래와 같다.

3.3 ABTS Assay

ABTS 라디칼 소거 활성은 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium

persulfate를 섞고, 상온에서 16 시간 배양한 후 ABTS 양이온(ABTS+)을 생

성하였다. 700 nm에서 흡광도의 값이 0.7 이하가 되도록 희석하여 시험용액으

로 제조하였다. ABTS+ 용액 100 ㎕에 시료 100 ㎕를 가하여 흡광도 값을 3

분 후에 측정하였다. 항산화능은 증류수를 대조군으로 하였다. ABTS 라디칼

소거 활성을 측정한 산출식은 아래와 같다.
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ABTS radical scavenging activity = (1-A TestA Control) × 100

3.4 미백활성 평가

추출물 39종에 대해 미백 혹은 주름개선에 대한 효능을 확인하기 위해

tyrosinase와 elastase효소 억제 활성을 측정하였다. Tyrosinase 효소 억제 활

성은 여러 농도의 시료 2 0㎕와 1 mM의 L-tyrosine (100 mM Potassium

phosphate buffer pH 6.8) 130 ㎕을 혼합하였다. 혼합한 시료에 250 unit/ml의

tyrosinase를 혼합하여 35℃ 드라이오븐에서 10분간 반응하였다. 반응이 완료

되면 492 nm,에서 흡광도를 측정하였다. 대조군과 비교하여 여러 농도 시료에

서 tyrosinase에 대한 효소 억제 활성을 평가하였다. Elastase 효소 억제 활성

은 여러 농도의 시료 20 ㎕와 45 mM N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-

nitroanilide (200 mM Tris-HCl pH 8.0) 130 ㎕을 혼합하였다. 혼합한 시료에

25 ug/ml Elastase를 혼합하여 25℃ 상온에서 15분간 반응하였다. 반응이 완

료되면 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군과 비교하여 여러 농도 시료

에서 Elastase에 대한 효소억제 활성을 평가하였다.

3.5 세포독성과 항염

추출물 39종에 대하여 RAW 264.7 mouse 대식세포에서의 세포독성과 in

vitro 항염 활성 측정을 위해 NO 생성 억제능을 측정하였다. 세포독성평가는

RAW 264.7 세포에 여러 농도의 시료를 첨가한 후 24시간 동안 배양하였다.

Ez-cyto를 각각 10 ㎕ 씩 첨가한 후 1시간 동안 반응하였다. 반응이 완료되면
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340 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군과 비교하여 RAW 264.7 세포에 대

한 시료의 세포독성을 평가하였다. In vitro 항염활성 평가는 RAW 264.7 세포

에 LPS(100 ng/ml)와 여러 농도의 시료를 동시에 첨가한 후 24시간 동안 배

양하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약을 이용하여 세포 배양액 중에 존재

하는 nitrite의 형태로 측정하였다.

NO의 생성은 NO의 대사물인 아질산염의 양을 측정하는 Griess assay (주

석)를 이용하였다. RAW 264.7 세포를 5 × 105 cells/ml로 조절한 후 24 well

plate에 접종하고, 시료와 LPS (1 µg/ml)를 함유한 새로운 배지를 처리하여

24시간 배양하였다. 생성된 NO의 양은 각 세포배양 상등액 100 µL을 취하여

96 well plate로 옮긴 후 Griess reagent (1% sulfanilamide in 5% phosphoric

acid and 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride in distilled water,

sigma) 100 ㎕를 혼합하여 96 well plates에 서 10분 동안 반응시킨 후

ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준농도 곡선은

sodium nitrite (NaNO2)를 단계적으로 희석하여 얻었다.

4. 영여자 미네랄 전이 추출법 및 그 활성 평가

4.1 미네랄 전이 추출 공법 정립

먼저 추출물을 제조하기 위해 활용되는 대부분의 천연물은 자연 상태 그대

로 채취되어 아직 그 활성을 잃지 않은 상태에서 활용하게 된다. 그렇기에 이

러한 원물에는 미생물, 농약 등의 다양한 오염원이나 중금속 등으로부터 안전

하지 못하다. 그렇기에 모든 원물은 세척과정을 철저하게 진행해야 한다.

다음으로 숙성과정을 보다 원활하게 하기위해, 덩어리 상태를 적당한 크기
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로 분쇄 혹은 파쇄시켜 공정상 처리하기 용이한 크기의 플레이크로 가공하는

전처리 과정을 거친다. 이렇게 분쇄된 영여자 원물은 3번째 단계에서 본격적

인 숙성과정인 미네랄이 다량 함유된 당과 만나 일정 조건 하에서 영여자가

갖고 있는 효소의 활성을 상승시켜 피부활성이 우수한 숙성액이 만들어지게

된다.

4번째 단계는 보다 높은 활성 영여자 숙성액을 얻기 위해, 영여자와 함께

숙성과정에서 시너지 효과를 나타낼 수 있고, 특히 마라는 작물에서 많이 나

타나는 인체 자극 성분과 같이, 천연물 자체가 갖고있는 우리 인체에는 좋지

않을 수 있는 성분의 기능을 중화시키거나 상쇄시킬 수 있는 일정 조건의 2차

숙성과정을 거쳐 만들어진다.

이렇게 4단계 과정을 거쳐 얻어진 영여자 숙성액은 위의 공정도에서와 같

이 여러 차례의 필터링과 용해도에 따른 혼합 희석 과정을 거쳐 화장품에 응

용될 수 있는 마무리 원료화 과정을 거치게 된다.

4.2 영여자의 추출방법

열수 추출은 건조 시킨 영여자 50 g을 정제수 1 L에 침지시킨 후 약탕기

로 90분 간 가열시켜준다. 추출물 냉각 후, 1차로 25 ㎕ pore의 필터로 여과시

킨 뒤 2차로 5 ㎕ 크기의 필터로 한 번 더 여과를 진행한다. 그 다음, 55℃,

90 rpm에서 농축시켜준 뒤 만들어진 샘플은 냉장에 보관하는 방법이다.

에탄올 추출은 건조 시킨 영여자 50 g을 에탄올 1 L에 침지 시킨 후

Overhead stirrer로 상온, 300 rpm에서 3시간 동안 추출한다. 추출물 냉각 후,

1차로 25 ㎕ 크기의 필터로 여과시킨 뒤, 5 uL 크기의 필터로 한 번 더 여과
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를 진행한다. 그 다음 55℃, 90 rpm에서 농축시켜준 뒤 만들어진 추출물은 냉

장에 보관하는 방법이다.

미네랄 전이 추출물제조방법은 영여자를 먼저 건조 시켜 준 후 건조 시킨

영여자 50 g을 미네랄, 당류 1 L에 침지 시킨다. 1달 동안 1차 숙성을 시켜준

후, 2차 숙성 또한 1개월 이상 진행 시켜준다. 숙성된 추출물 냉각 후, 1차로

25 uL 크기의 필터로 여과시켜준다. 2차로 5 uL pore의 필터로 한 번 더 여과

를 진행한다. 그 다음, 55℃, 90 rpm에서 농축시켜준다. 만들어진 추출물은 냉

장에 보관한다.

대량생산 제조를 위해 세척된 영여자를 분쇄하여 전처리를 진행한다. 분쇄

된 영여자에 미네랄 혼합물 및 당을 첨가하여 숙성시키는 1차 숙성단계를 거

친다. 1차 숙성된 영여자에 녹두 및 감초 중 하나 이상을 포함하는 숙성 보조

제를 첨가하여 2차 숙성 단계를 거친다. 2차 숙성된 영여자는 여과 후 숙성액

에 butylene glycol, glycerin, 1,2-hexanediol, water 등을 첨가하여 원료화 시

켜준다.

4.3 영여자추출물의 세포활성 평가

콜라겐 생성 촉진 효과는 세포실험을 통해 확인하였으며, 사용된 세포는

피부에서의 현상을 가장 잘 모방할 수 있도록 초대 배양된 인간 섬유아세포

(HDFN)를 이용하였다. 또한 세포배양 배지는 혈청에 의한 영향을 최소화하기

위해 세포배양에서 사용하는 통상적인 혈청농도인 10% 대신 0.2%를 적용하였

다.

간단히 설명하면, 0.2% FBS, 0.1% BSA를 함유한 DMEM 배지에 2.0 ×
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104 cells/ml가 되도록 HDFN을 조절한 후, 이 세포액 135 uL를 96 microplate

에 분주한 다음, incubator에서 overnight pre-culture하고, 동일한 media로 교

체한 후, 각 농도로 희석된 영여자 추출물을 첨가하여 3일간 추가 배양하였다.

세포배양액을 이용하여 ELISA법으로 type-1 procollagen의 농도를 측정하였

다.

영여자 MMP-1 저해 실험은 0.2% FBS, 0.1% BSA를 함유한 DMEM 배

지에 2.0 × 104 cells/ml가 되도록 HDFN을 조절한 후 이 세포액 135 uL를 96

microplate에 분주한 후, incubator에서 overnight pre-culture하고, 동일한 배

지로 교체한 후 각 농도로 희석된 영여자 추출물을 첨가한 후 3일간 추가 배

양하였다. 세포배양액을 이용하여 ELISA법으로 pro-MMP-1의 농도를 측정하

였다.

실험방법은 0.2% FBS, 0.1% BSA를 함유한 DMEM 배지에 1.0 × 104

cells/ml가 되도록 HDFN을 조절한 후 이 세포액 135 uL를 96 microplate에

분주한 후, incubator에서 overnight pre-culture하고, 동일한 배지로 교체한

다음, 각 농도로 희석된 IFN-γ를 첨가한 후 3 일간 추가 배양하였다. 세포배

양액을 이용하여 ELISA법으로 type-1 procollagen의 농도를 측정하였다.

4.4 영여자 추출물의 자극 평가

부화가 되기 전의 유정란을 취하여 상단에 둥글게 껍질을 따낸 후, 얇은

투명 pellet 위 개발된 영여자추출물을 각각 1㎍씩 로딩하여 건조된 상태의

pellet을 유정란의 내부 막 위에 부착시킨 후, 따낸 껍질 부위를 투명한 테이

프를 사용하여 차단한다. 그런 후, Incubator에서 부화시킨 유정란이 부화하면
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서 나타나는 혈관의 생성을 통하여 독성의 유무가 확인할 수 있다.

4.5 영여자 추출물을 포함하는 리포좀 개발

카보네이트(carbonate) 이온을 함유하는 ZnAl-LDH를 다음과 같이 공침법

(coprecipitation)으로 합성하였다. 0.2 M Zn(NO3)2와 0.1 M의 Al(NO3)3의 혼

합용액에 최종 pH가 7.0 정도가 될 때까지 1 M의 Na2CO3용액을 서서히 첨가

하였다. 혼합용액을 약 70°C의 오븐에 하루 정도 보관 후, 필터한 다음 증류수

와 에탄올로 세척하고 나서 진공펌프를 이용하여 건조하였다. 합성된 c-LDH

의 가능한 구조식은 다음과 같다: [Zn4Al2(OH)12]CO3·xH2O. 영여자 추출물 함

유 리포좀과 c-LDH의 캡슐 제조는 합성된 c-LDH를 100 g에서 제조된 영여

자 추출물 함유 리포좀에 분산 후 볼 밀러(ball miller)를 이용하여 48시간 이

상 밀링하고, 진공펌프로 건조하여 영여자 추출물 함유 리포좀과 c-LDH의 캡

슐(이하에서 “영여자-LDH 캡슐”이라고 한다)을 얻었다.

제조한 리포좀 내 영여자의 포집률을 알아보기 위한 시험을 진행하였다.

영여자가 담지된 용액을 centrifugation을 이용하여 13,000 rpm 조건에서 10

분간 침전시켜 상층액을 제거하고 따로 보관하였다. 상층액을 제거 후 침전된

리포좀에 triton-x-100이 10% 녹아있는 용액을 첨가하여 리포좀을 붕괴시킨

후 cenrifugation을 이용하여 13,000 rpm 조건에서 10분간 붕괴된 리포좀을 침

전시켰다. 처음 리포좀 침전시키고 회수한 상층액과 리포좀 붕괴 후 회수한

상층액을 회수하여 HPLC를 이용하여 측정하였다.
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4.6 영여자 추출물을 포함하는 니오좀(Niosome)개발

영여자 전이 추출물이 함유된 NIOSOME 제조를 위해 아래 처방(표)에 표

기된 A상, B상, C상을 각각 적절한 비커에 칭량한다. 각 상을 70℃에서 완전

히 용해 시켜준다. 용해된 A상에 B상과 C상을 순차적으로 투입한 후 50℃에

서 균일하게 혼합한다. 혼합용액을 고압 미세유화기로 1,000bar에 연속으로 2

회 처리하여 제조한다.
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표 4. 니오좀(Niosome)의 제조 처방

상 CAS No. 원료명
Sample

1

Sample

2

A

90989-79-0 Rapeseed Sterols 1.5 1.5

68441-03-2 PEG-5 Rapeseed Sterol 3.0 3.0

57-88-5 Choesterol 1.5 1.5

3539-43-3 Cetyl Phosphate 0.5 0.5

B

56-81-5 Glycerin 7.0 7.0

6381-92-6 Disodium EDTA 0.01 0.01

4028-10-8 Sodium Palmitiyl Sarcosinate 0.7 0.7

7732-18-5 Water To. 100 To. 100

- 영여자 전이 추출물 1.0 2.0

C 128497-20-1 Macadamia Ternifolia Seed Oil 10.0 10.0
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5. 파운데이션 제조 실험

경피 흡수, 밀착력 실험, 미세먼지 차단 시험 등에 사용된 파운데이션의 제

조는 아래와 같은 방식으로 제조되었다(표 5). 먼저, 각 상을 각각의 비커에

칭량하여 준비한다. 그 다음 유상부를 70℃ ~ 75℃ 까지 가온하여 완전히 용

해한다. 그 후 용해된 유상부에 색소를 투입하여 분산시킨다. 색소가 분산된

용액을 Homogenizer를 통하여 약 2500 rpm으로 교반한다. 교반 중인 유상부

에 계량된 수상부를 서서히 투입하여 3500 rpm, homogenizer를 통해 유화를

진행한다. 유화 진행 후 40℃ 미만으로 온도가 되면 방부제를 투입한다. 탈포

후 30℃ 까지 냉각한다.
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표 5. 파운데이션의 제조 처방

상 CAS No. 물질명
함량

(%)

유상부

8012-89-3 Beeswax 1.2

63148-62-9

Lauryl PEG-9

Polydimethylsiloxyethyl

Dimethicone

2

1136947-78-8 PEG-10 Dimethicone 3

2116-84-9 Phenyl Trimethicone 12

541-02-6 Cyclopentasiloxane 12

수상부

6381-92-6 Disodium EDTA 0.1

7487-88-9 Magnesium Sulfate 1.5

107-88-0 Butylene Glycol 6

7732-18-5 Water (영여자 전이 추출물 포함) To 100

방부제 122-99-6 preservative 0.5

색소

13463-67-7 Titanium Dioxide (CI 77891) 5

51274-00-1 Iron Oxides (CI 77492)

q.s.1309-37-1 Iron Oxides (CI 77491)

12227-89-3 Iron Oxides (CI 77499)
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6. Franz Diffusion Cell

경피를 통한 화장품의 흡수력 시험은 Franz diffuion cell을 이용하여 진행

하였다. Receptor chamber에는 증류수와 에탄올을 1:1 비율로 혼합하여 8 ml

를 넣어 receptor phase를 준비하였다. donor chamber에는 직경 5 mm 시약스

푼을 이용하여 피부조직(인공피부조직, Tego science, KOR) (20 mm×20 mm)

에 시료를 고르게 도포하여, 8시간 동안 흡수 평가를 진행하였다. Receptor

chamber는 70 rpm 이상의 속도로 magnetic stirrer를 이용하여 교반하고, 순

환 수조를 이용하여 내부의 온도를 37 ℃로 유지하였다.

피부투과도 시험이 완료된 후 피부조직은 Franz cell에서 분리하여 에탄올

4 ml를 이용하여 3 회씩 세척한다. 조직은 유효성분 침투량을 분석하기 위하

여 N2(액화질소)로 파쇄하고 2 ml 에탄올로 4 시간 동안 상온에서 용출한 뒤

4 ℃에서 보관한다. 12 시간 뒤 시약스푼 세척액 2 ml, 조직 세척액 4 ml, 조

직 용출액 2 ml, receptor chamber에서 회수한 수용액 8 ml를 HPLC를 통하

여 분석하여 흡수력을 평가하였다.

7. 화장품 밀착력 평가 시험

부착력은 인체적용시험 시 밀착력 항목으로 측정하며, 밀착력은 9 cm2 (3

cm × 3 cm)의 면적으로 2곳에 표시를 한 후 시험제품과 대조제품을 고루 도

포한다. 도포 후 시간대 별로 applicator 와 cotton puff를 사용하여 채취한다.

채취한 시험제품과 대조제품은 Image pro-Plus ver.4.0 프로그램을 이용하여

Count 한다. 측정 값이 크면 puff에 묻어나온 제품의 양이 많음을 의미한다

측정계수는 arbitrary unit (A.U.)이다.
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8. Glabridin 함량 분석

적용한 시료의 glabridin의 총 함량을 측정하기 위해 glabridin이 5% 함유

된 COS-50, COS-100, COS-100R, CONTROL 각각 10 ㎕를 MeOH 10 ㎖에

희석하여 HPLC로 분석하였다.

9. 미세먼지 평가 시험

시험은 촬영대상인 화장료가 도포된 도포부위와 화장료가 도포되지 않은

무도포부위로 구획하여 피험자의 팔을 미세먼지에 노출전과 노출 후 2 차례에

걸쳐 각각 동일한 조건하에서 촬영한다. 이때, 촬영대상의 화장료 도포부위와

무도포부위의 크기는 각각 3 cm × 3 cm로 하였으며, 도포부위의 화장료 도포

량은 도포부위면적 × 2 ug을 사용하였다. 또한 촬영 전후 이미지 분석 시 오

차를 최소화하도록 미세먼지 노출 전에는 화장표 도포 후 15분 경과한 다음

촬영하였고, 미세먼지 노출 후에도 15분 이상 일정 밝기의 조명이 설치된 항

온·항습의 청정 공간 내에서 안정화 시킨 후 촬영하였다. 측정결과는 강도범

위(intensity range)를 설정하여 도출하며, 미세먼지 노출 전과 노출 후의 동일

한 부분을 중첩하여 같은 값의 강도 범위로 분석한다. 여기서, 수치 분석에 대

해서는 화장료 도포 부위와 무도포 부위의 잔여 미세먼지 변화량에 대한 측정

결과를 독립검정(independent t-test)법으로 분석하여 유의차 5% (p<0.05) 일

때 통계적 유의성이 있다고 간주하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 미세먼지에 의한 피부염 유발 기전

1.1 미세먼지가 melanocyte에 미치는 영향

미세먼지가 피부 구성 세포인 melanocyte에 미치는 영향을 확인하기 위하

여 murine melanoma인 B16F10 세포에 미세먼지를 처리하였다. 미세먼지는

미세먼지 표준물질인 ERM-CZ100, ERM-CZ120, carbon black을 선정하였으

며, 각 미세먼지 표준물질의 농도는 선행 독성 연구결과를 참고하여 설정하였

다. 미세먼지는 B16F10 세포에서 IL-1β, TNF-α, IL-6 등 염증성 사이토카인

의 발현을 증가시키지 않았다 (그림 7).

이상의 결과로 미세먼지 ERM-CZ100, ERM-CZ120, carbon black은 피부

구성 세포인 melanocyte에서 염증성 반응에 영향을 주지 않음을 확인할 수 있

었다.
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그림 7. 미세먼지가 B16F10 세포에 미치는 영향. B16F10 세포에 미세먼지

를 농도별로 6시간 처리한 후, 염증성 사이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발

현량을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다.
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1.2 미세먼지가 macrophage에 미치는 영향

(1) 미세먼지의 염증성 사이토카인 유발

미세먼지가 피부 구성 세포인 macrophage에 미치는 영향을 검증하기 위하

여 Raw264.7 세포에 미세먼지 표준물질 ERM-CZ100, ERM-CZ120 그리고

carbon black을 처리하였다. 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은

Raw264.7 세포에서 IL-1β, TNF-α, IL-6 등 염증성 사이토카인의 발현을 증

가시켰으나, carbon black은 영향이 없었다(그림 8).

이상의 결과로 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 피부 내에서 대

식세포(macrophage)에서 L-1β, TNF-α, IL-6 등과 같은 염증성 사이토카인을

분비하여 피부 염증을 유발할 수 있음을 확인하였다.
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그림 8. 미세먼지가 Raw 264.7 세포에 미치는 영향. Raw 264.7 세포에 미

세먼지를 농도별로 6시간 처리한 후, 염증성 사이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-6

의 발현량을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다.
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(2) Raw 264.7 cell을 자극하는 미세먼지의 최소 농도

대식세포에서 염증을 유발하는 미세먼지의 최소농도를 확인하기 위해,

Raw 264.7 세포에 미세먼지 종 ERM-CZ100, ERM-CZ120 그리고 carbon을

농도별로 처리하여 염증성 사이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발현 정도를 확

인하였다. 확인 결과, carbon black은 염증성 사이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-6

등의 발현에 영향을 주지 않았지만 (그림 9A), ERM-CZ100과 ERM-CZ120은

농도 의존적으로 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발현을 증가시키는 것으로 확인되었

다(그림 9B). 이 결과를 β-actin 대비 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발현량을 정량

적으로 분석하기 위해 Image J 프로그램을 이용하여 정량화 하였다. 정량 분

석 결과, 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 30 μg/ml부터 염증성 사

이토카인 IL-1β 및 TNF-α의 발현을 유의미하게 증가시켰으며, 100 μg/ml부

터 IL-6의 발현을 증가시키는 것을 확인할 수 있었다(그림 9C-E).

추가적으로 ELISA를 이용하여 사이토카인 단백질양을 분석한 결과

ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 농도 의존적으로 IL-1β, TNF-α, IL-6의 분비

를 증가 시키는 것을 확인할 수 있었다(그림 9F-H).

이상의 결과로 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 30∼100 μg/ml에서 Raw

264.7 cell의 염증반응을 유도한다는 것을 확인하였다.
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그림 9. Raw 264.7 세포에 영향을 주는 미세먼지의 최소농도. Raw 264.7

세포에서 미세먼지를 농도별로 6시간 처리한 후, 염증성 사이토카인 IL-1β,

TNF-α, IL-6의 발현량을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다(A and B).

ImageJ를 이용하여 정량화 하였다(C, D and E). 사이토카인 분비량을 확인하

기 위하여 IL-1β, TNF-α, IL-6 ELISA를 수행하였다(F, G, H).
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(3) Raw 264.7 cell에서 미세먼지에 의한 MAPK 인산화 증가

다음으로 대식세포를 통한 미세먼지의 염증유발 작용기전을 확인하기 위해

Raw 264.7세포에 염증성 사이토카인 분비량에 영향을 미친 미세먼지

ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리한 이 후 MAPKs (ERK, p38, JNK) 인산

화를 측정하였다. 일반적으로 LPS와 같은 외부 자극에 의해 My D88, IRAK,

TRAF6가 활성화되고 이에 따라 TAK1도 활성화되어 최종적으로 MAPKs가

활성화되면 염증성 사이토카인이 발현된다.

Raw 264.7 세포에 ERM-CZ100과 ERM-CZ120 100 μg/ml를 15, 30, 60,

120, 240 분 동안 처리하고 ERK, p38, JNK의 인산화를 western blot을 이용

하여 확인하였다. 그 결과 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리하고 15 분 내

지 30 분 경 후에는 ERK, p38, JNK의 인산화가 증가하지만, 60 분 이 후에는

인산화가 감소하는 것을 확인할 수 있었다(그림 10A and B). 이와 같은 반응

은 대식세포가 염증반응을 나타낼 때 관측되는 전형적인 MAPK 인산화 반응

이다.

이 결과로부터 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 Raw 264.7 세

포에서 MAPK 활성화를 통해 염증성 사이토카인 발현을 증가시키고 있음을

알 수 있었다.
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그림 10. Raw 264.7 cell에서 미세먼지에 의한 MAPKs 활성화. Raw

264.7 세포에 ERM-CZ100, ERM-CZ120을 100 μg/ml의 농도로 시간별 (15,

30, 60, 120, 240분)로 처리한 후, MAPKs (ERK, p38, JNK)의 인산화를

western blot으로 확인하였다(A, B).
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(4) Raw 264.7 cell에서 미세먼지에 의해 활성화된 MAPK의 기능

위 실험에서 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120에 의해 ERK, p38,

JNK 인산화가 증가함을 확인할 수 있었다. 이 결과를 바탕으로 이 들 MAPK

중 어느 것이 염증성 사이토카인 발현에서 많은 기여를 하는 지 확인하고자

하였다. 이를 위해 미세먼지와 MAPK 저해제를 처리하여 염증성 사이토카인

의 발현도를 분석하였다.

Raw 264.7 cell에 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리할 경우 ERK 인산화

가 증가하였으며, ERK 인산화 억제제인 PD98059는 ERK 인산화를 억제하였

다(그림 11A) 그러나 PD98059는 ERM-CZ100과 ERM-120에 의한 염증성 사

이토카인 발현은 억제하지 않았다(그림 11D and E).

Raw 264.7 cell에 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리할 경우 p38 인산화

가 증가하였으며, p38 인산화 억제제인 SB20219는 p38 인산화를 억제하였다

(그림 11B). 게다가 SB20219는 ERM-CZ100과 ERM-120에 의한 염증성 사이

토카인 발현은 억제하였다(그림 11D and E).

Raw 264.7 cell에 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리할 경우 JNK 인산화

가 증가하였으며, JNK 인산화 억제제인 SP600125는 JNK 인산화를 억제하였

으며(그림 11C), SP600125는 ERM-CZ100과 ERM-120에 의한 염증성 사이토

카인 발현은 억제하였다(그림 11D and E).

위의 결과들을 종합하여, ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 p38, JNK 인산화

를 통해 염증성 사이토카인의 발현을 증가시키고 있음을 확인할 수 있었다.
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그림 11. MAPKs 저해제에 의한 MAPKs 신호전달 억제와 염증성 사이토

카인 발현 억제. Raw 264.7 세포에 ERK, p38, JNK 저해제를 2시간 동안 전

처리하고, ERM-CZ100, ERM-CZ120 100 μg/ml를 30분간 처리하였다.

MAPKs 활성화는 western blot을 수행함 (A, B, C). MAPKs 활성화를 억제

시킨 후, ERM-CZ100과 ERM-CZ120 100 μg/ml를 6시간 처리하여 염증성 사

이토카인 IL-1β, TNF-α, IL-6의 발현을 RT-PCR로 측정하였다(D, E).
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(5) Raw 264.7 cell에서 미세먼지에 의해 의한 NF-κB 활성화

대식세포의 염증성 사이토카인 발현은 MAPK와 더불어 NF-κB 신호전달

에 의존한다고 알려져 있다. 세포 내에서 NF-κB는 IκBα /IκBβ와 결합하고

있어, 핵으로 이동하지 못한다. 세포에 염증자극이 오면 IκB는 인산화 되고,

유비퀴틴(ubiquitin)으로 이동하고, 염증성 사이토카인 등 유전자의 발현을 증

가시킨다.

Raw 264.7 세포에 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 각각 100 μg/ml 씩을 4

시간 동안 처리하고 핵으로 이동한 NF-κB의 양을 western blot을 통해 확인

하였다. 두 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리하면 NF-κB

(p50, p65)의 핵으로의 이동이 증가하는 것을 확인 할 수 있었다 (그림 12A).

동시에 ERM-CZ100 (그림 12B)와 ERM-CZ120 (그림 12C)를 처리할 때 세포

질 내 IκBα의 농도가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. IκBα의 양은 미세먼지

처리 후 15 ~ 30 분경에 감소하고 60 분 이후에는 다시 증가하는 전형적인

NF-κB 활성화 기전을 보여주었다.

위의 결과들로부터 미세먼지 ERM-CZ100과 ERM-CZ120는 NF-κB 활성

화를 통해 염증성 사이토카인 발현을 증가시키고 있는 다는 것을 확인할 수

있었다.



- 50 -

1.3 미세먼지가 keratinocyte에 미치는 영향과 그 최소 농도

(1) 미세먼지의 염증성 사이토카인 유발

미세먼지가 피부 구성 세포인 macrophage에 미치는 영향을 검증하기 위하

여 Raw264.7 세포에 미세먼지 표준물질 ERM-CZ100, ERM-CZ120 그리고

carbon black을 처리하였다. 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은

Raw264.7 세포에서 IL-1β, TNF-α, IL-6 등 염증성 사이토카인의 발현을 증

가 시켰으나, carbon black은 영향이 없었다(그림 12).

이상의 결과로 미세먼지 종 ERM-CZ100과 ERM-CZ120은 피부 내에서 대

식세포(macrophage)에서 L-1β, TNF-α, IL-6 등과 같은 염증성 사이토카인을

분비하여 피부 염증을 유발할 수 있음을 확인하였다.

(2)미세먼지가 keratinocyte 세포를 자극하는 최소 농도

미세먼지가 피부구성세포인 keratinoocyte에 미치는 영향을 확인하기 위에

서 분석한 결과(그림 13)에 Image J 프로그램을 이용하여 농도에 대한 염증성

사이토카인의 발현량을 정량적으로 분석하였다. 그 결과, ERM-CZ100과

ERM-CZ120을 농도별로 처리한 경우 염증성 사이토카인 IL-1β와 IL-8의 발

현은 최소농도 30 μg/ml부터 유의미한 증가를 보여주었으며, IL-6의 발현은

최소농도 100 μg/ml에서 유의미한 증가를 보여주었다. 하지만 TNF-α의 농도

의존적 발현 증가는 확인되지 않았다(그림 13C-E).

이상의 결과로 ERM-CZ100과 ERM-CZ120는 10 ∼ 100 μg/ml의 농도에서

HaCaT 세포의 IL-1β, IL-6, IL-8의 분비를 증가시킨다는 것을 확인할 수 있

었다.
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그림 12. 미세먼지에 의한 NF-κB의 활성화. Raw 264.7 세포에서

ERM-CZ100, ERM-CZ120 100 μg/ml의 농도로 4시간 처리한 후, NF-κB 활

성화를 확인하기 위하여 western blot을 수행하였다(A). IκB degradation을 확

인하기 위하여 ERM-CZ100, ERM-CZ120 100 μg/ml을 시간별(15, 30, 60,

120, 240분)로 처리한 후, western blot을 수행하였다.
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그림 13. HaCaT 세포에 영향을 주는 미세먼지의 최소농도. HaCaT 세포에

서 미세먼지를 농도별로 24시간 처리한 후, 염증성 사이토카인 IL-8, IL-6,

TNF-α, IL-1β의 발현량을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다(A and

B). ImageJ를 이용하여 정량화하였다(C, D, E and F). 사이토카인 분비량을

확인하기 위하여 IL-8, IL-6, IL-1β ELISA를 수행하였다(G, H and I).
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(3) HaCaT 세포에서 미세먼지에 의한 MAPK 인산화 증가

다음으로 피부 세포 내에서 미세먼지의 염증유발 작용기전을 확인하기 위

해 HaCaT 세포에서 염증성 사이토카인 발현을 유발시킨 미세먼지 종 ERM-

CZ100과 ERM-CZ120을 처리하여 MAPKs (ERK, P38, JNK)의 활성화를 확

인하고자 하였다. 일반적으로 TNF-α와 같은 외부 자극에 의해 My D88,

IRAK, TRAF6가 활성화되고 이에 따라 TAK1도 활성화되어 최종적으로

MAPKs가 활성화되면 염증성 사이토카인이 발현된다. 먼저 HaCaT 세포에

ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 각 100 μg/ml 씩 15, 30, 60, 120, 240 분 동안

처리하고 ERK, p38, JNK의 인산화를 western blot을 이용하여 확인하였다.

ERM-CZ100과 ERM-CZ120을 처리하고 30 분 내지 60 분경 후에는 ERK,

p38의 인산화가 증가하지만, 120 분 이 후에는 인산화가 감소함을 확인할 수

있었다 (그림 14A and B). 이와 같은 반응은 염증 반응을 나타낼 때 관측되

는 전형적인 MAPK 인산화 반응이다. 위 결과로, 미세먼지 종 ERM-CZ1100

과 ERM-CZ12은 HaCaT 세포에서 MAPK 활성화를 통해 염증성 사이토카인

발현을 증가시키고 있는 다는 것을 확인할 수 있었다. 결과적으로 미세먼지는

피부에서 대식세포와 keratinocyte를 통하여 염증반응을 유발할 수 있다는 것

을 확인하였다. 이 후 MAPK 억제제를 처리할 경우 염증성 사이토카인 발현

이 감소하는 지에 대한 확인과 NF-κB 활성화와 염증성 사이토카인 발현과의

연관성 또한 규명할 필요가 있을 것으로 사료된다.

위와 같은 결과로부터 미세먼지는 피부 내에서 30∼100 μg/ml의 농도만으

로도 염증반응을 일으킬 수 있다는 것을 확인할 수 있었으며, 더 나아가 미세

먼지에 의해 유도된 피부염증을 완화할 수 있는 소재를 탐색하고자 한다.
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그림 14. HaCaT cell에서 미세먼지에 의한 MAPKs 활성화. HaCaT 세포

에서 ERM-CZ100, ERM-CZ120을 100 μg/ml의 농도로 시간별 (15, 30, 60,

120, 240분)로 처리한 후, MAPKs (ERK, p38, JNK)의 인산화를 western blot

으로 확인하였다(A, B).
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2. 제주 천연소재 개발

2.1 제주 천연소재 선정 및 추출

미세먼지에 의한 피부 내 염증 작용을 완화할 수 있는 소재의 탐색을 위해

제주도 내 자생 식물 혹은 재배 식물 39종을 선별하여 제주 천연 소재 개발하

고자 하였다. 선정된 식물 중 백년초와 같은 식물은 부위별로 분류(표 6)하였

으며, 총 39가지로 분류된 식물 종의 추출을 진행하였다.

추출은 70% Ethanol로 진행하였으며, 추출물의 수율 결과는 아래 표에 추

가적으로 나타내었다(표 7). 여기서 동백꽃의 추출 수율이 53.5%로 가장 높은

수율을 보여주었으며, 대부분 10% 이상의 수출 수율을 보여주었다.

본 추출물 39종을 이용하여 피부 내 활성과 관련 있는 항산화활성, 미백

기능성 평가, 주름 개선 기능성 평가, 항염 평가 등을 진행하였다.

이러한 평가들을 통해 제주 천연 소재 들의 화장품 원료 및 미세먼지 개선 원

료로서의 가능성을 살펴보고자 하였다.
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표 6. 제주도내 자생/재배 식물 추출물 목록

국 명 학 명 부위 국 명 학 명 부위

백년초
Opuntia ficus indica

var.saboten
열매 감귤 Citrus unshiu 열매

백년초
Opuntia ficus indica

var.saboten

열매

(씨

제외)

백합 Lilium longiflorum 줄기

백년초
Opuntia ficus indica

var.saboten
줄기 병풀 Centella asiatica 전초

백년초
Opuntia ficus indica

var.saboten
씨 달맞이꽃 Oenothera odorata 씨

함박꽃나

무(산목

련)

Magnolia sieboldii 꽃 갯질경이 Plantago major 전초

감귤 Citrus unshiu 꽃 갯질경 Limonium tetragonum 전초

황매화 Kerria japonica 꽃 갯방풍 Glehnia littoralis 전초

수선화
Narcissus tazetta var.

chinensis
꽃 큰비쑥 Artemisia fukudo 전초

수국 Hydrangea macrophylla 꽃 민들레
Taraxacum

platycarpum
전초

동백꽃 Camellia japonica 꽃 여우구슬 Phyllanthus urinaria 전초

꽃향유 Elsholtzia splendens 꽃 신선초 Angelica keiskei 잎

백합 Lilium longiflorum 꽃 비수리 Lespedeza cuneata 전초

장미 Rosa banksiae Aiton 꽃 송악 Hedera rhombea 전초

목련 Magnolia kobus 꽃
좁은잎천

선과

Ficus erecta var.

sieboldii
열매

조릿대 Sasa borealis Makino 줄기 녹차 Camellia sinensis 씨

더덕 Codonopsis lanceolata 뿌리 피망 Capsicum annuum 줄기

마치현(

쇠비름)
Portulaca oleracea 전초 돌외

Gynostemma

pentaphyllum
전초

신선초 Angelica keiskei 줄기 감귤 Citrus unshiu 잎

브로콜리
Brassica oleracea var.

italica
잎 익모초 Leonurus japonicus 전초

민트 Mentha piperascens 전초
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표 7. 39종의 제주 소재에 대한 70% EtOH 추출 수율

국명 부위 수율 국명 부위 수율

백년초 열매 26.9 감귤 열매 39.3

백년초
열매 (씨

제외)
28.2 백합 줄기 21.3

백년초 줄기 22.0 병풀 전초 20.7

백년초 씨 10.8 달맞이꽃 씨 9.7

함박꽃나무(

산목련)
꽃 30.2 갯질경이 전초 23.7

감귤 꽃 30.5 갯질경 전초 25.8

황매화 꽃 30.7 갯방풍 전초 27.0

수선화 꽃 42.5 큰비쑥 전초 26.2

수국 꽃 41.7 민들레 전초 7.0

동백꽃 꽃 53.5 여우구슬 전초 12.4

꽃향유 꽃 28.1 신선초 잎 26.4

백합 꽃 50.5 비수리 전초 13.0

장미 꽃 43.3 송악 전초 44.8

목련 꽃 31.2 좁은잎천선과 열매 32.4

조릿대 줄기 13.7 녹차 씨 17.0

더덕 뿌리 21.7 피망 줄기 11.4

마치현(쇠비

름)
전초 16.3 돌외 전초 16.4

신선초 줄기 29.0 감귤 잎 30.0

브로콜리 잎 30.7 익모초 전초 9.8

민트 전초 11.0
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2.2 제주 천연소재 39종의 항산화 활성 평가

미세먼지와 자외선과 같은 외부 스트레스에 의해 피부에서 생성되는 과잉

의 ROS는 세포 및 조직 손상과 더불어 노화를 가속화시킨다. 이러한 ROS에

는 super oxide anion radical (O2 ∙- ), hydroxyl radical ( OH) 등이 있으며

이들과 생체분자와의 반응으로 생성된 유기 라디칼 ( OR 또는 OOR)과 같은

라디칼 종이 포함된다. 라디칼은 원자가 전자 오비탈에 쌍을 이루지 않은 홀

전자가 존재하는 상태로 이 상태는 에너지 준위가 높고 반응성이 매우 커서

생체 내에서 세포들과 반응을 하게 된다. 특히, 세포막에서 지질 과산화반응을

개시하여 자동 산화 반응을 일으키는데 이는 연쇄 반응 과정으로 세포를 연쇄

적으로 파괴시켜 체내에서 큰 손상을 입힐 수 있다. 즉, 이와 같은 반응은 체

내에서 노화 반응과 밀접히 연관되어 있으며, 피부에서 라디칼에 의한 산화

반응은 피부 노화, 염증, 미백과 같은 다양한 현상들과 밀접한 관련을 갖고 있

다.

위와 같은 이유로 추출한 39종의 소재에 대한 항산화 활성을 확인하기 위

해 DPPH와 ABTS 라디칼 소거능을 측정하였다. 이 두 실험은 대표적인 라디

칼 소거 활성 평가 방법으로 시약 내 존재하는 자유라디칼을 환원시켜 간편하

게 실험군의 라디칼 소거능을 확인할 수 있다. 즉, 라디칼에 의한 산화에 대한

환원력 평가를 통해 항산화 활성을 확인할 수 있다.

DPPH와 ABTS 라디칼 소거능을 이용한 항산화 활성 측정 결과 농도 별

로 처리 시 다음과 같이 그래프로 나타내었으며(그림 15 and 16), 라디칼의

절반이 소거되는 농도인 IC50 [μg/ml]값 (Inhibitory concentration 50)은 다음

과 같이 표로 나타내었다(표 8).
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아래 표에서 보는 것과 같이 수국, 동백, 꽃항유, 장미, 목련, 병풀, 갯질경

이, 갯질경, 큰비쑥, 민들레, 비수리가 높은 항산화 활성을 가지고 있는 것으로

나타났다.

위와 같은 결과를 통해 자유라디칼 소거 활성을 갖는 제주천연 소재를 확

인하였으며, 이는 추후 항산화 활성이 요구되는 기능성 화장품, 건강식품 등에

응용될 수 있음을 확인하였다.
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그림 15. 제주 천연 소재 39종의 DPPH활성 평가. 제주 식물소재 39종의 항

산화능 평가를 하기 위해 DPPH법을 통해 확인하였다.
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그림 16. 제주 천연 소재 39종의 ABTS활성 평가. 제주 식물소재 39종의

항산화능 평가를 하기 위해 ABTS법을 통해 확인하였다.
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표 8. 39종의 제주 소재에 대한 항산화 활성

국명 부위

DPPH

(IC50

[μg/ml])

ABTS

(IC50

[μg/ml])

국명 부위

DPPH

(IC50

[μg/ml])

ABTS

(IC50

[μg/ml])

백년초 열매 429.0 357.3 감귤 열매 727.2 340.5

백년초

열매

(씨

제외)

671.0 594.1 백합 줄기 682.2 563.6

백년초 줄기 >1000 619.7 병풀 전초 72.7 88.0

백년초 씨 259.7 302.2
달맞이

꽃
씨 >1000 7.1

함박꽃

나무(

산목련

)

꽃 167.5 234.5
갯질경

이
전초 60.8 72.1

감귤 꽃 322.0 426.0 갯질경 전초 36.7 50.6

황매화 꽃 271.5 300.0 갯방풍 전초 408.8 541.7

수선화 꽃 313.5 413.0 큰비쑥 전초 69.1 123.3

수국 꽃 51.0 54.0 민들레 전초 17.9 21.0

동백꽃 꽃 45.5 44.5
여우구

슬
전초 >1000 >1000

꽃향유 꽃 47.5 64.0 신선초 잎 105.8 195.4

백합 꽃 166.0 179.5 비수리 전초 35.3 40.0

장미 꽃 8.5 20.0 송악 전초 131.1 151.3

목련 꽃 67.5 84.0
좁은잎

천선과
열매 117.2 177.6

조릿대 줄기 196.0 158.5 녹차 씨 264.0 230.4

더덕 뿌리 >1000 >1000 피망 줄기 251.5 450.4

마치현

(쇠비

름)

전초 228.7 377.3 돌외 전초 426.9 376.1

신선초 줄기 >1000 >1000 감귤 잎 185.5 415.0

브로콜

리
잎 571.3 >1000 익모초 전초 267.1 343.3

민트 전초 83.1 88.2
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2.3 제주 천연 소재 39종의 피부 미백 및 주름개선 활성 평가

다음으로 제주 천연 소재 39종의 미백 및 주름 개선에 대한 활성을 평가하

기 위해 tyrosinase와 elastase 효소 억제 활성을 측정하였다.

먼저 피부의 톤을 검거나 불균일하게 만드는 멜라닌 색소의 생성과정은

tyrosine의 분해와 관련이 깊은데, 여기서 이를 분해하는 tyrosinase가 핵심요

소로 작용한다. 자세히 살펴보면 멜라닌의 생성과정에서 tyrosinase는

L-tyrosine에서 3,4- dihydroxy –L- phenylananine (DOPA)를 걸쳐 DOPA

quinone으로 산화되는 과정의 전체 반응 속도를 결정하는 핵심 효소로 작용한

다. 즉 tyrosinase의 저해활성은 미백활성을 측정하는데 매우 유용하며 멜라닌

생성에 있어 핵심적인 효소이다. 따라서 Tyrosinase 저해 활성을 통하여 미백

효능을 측정할 수 있다.

피부 진피층은 세포외 기질(ECM, Extracellular matrix)의 일종인 콜라겐,

엘라스틴과 같은 단백질로 구성되어 있다. 이러한 단백질들은 피부를 지탱하

며 그 외관을 유지시켜 준다. 하지만 이들을 분해하는 효소인 MMPs

(matrix metalloproteinases)가 자외선 및 활성산소 등에 의해 유발되면, 피부

의 외관을 구성하는 단백질의 붕괴가 일어나며 외관적으로 주름이 발생하게

된다. 알려진 바에 의하면 미세먼지는 피부 내에서 활성산소를 유발하는 것으

로 알려져 있다. 피부 진피층에서 collagenase, elastase와 같은 MMPs가 생성

되면 피부노화, 특히 주름생성과 피부 탄력감소와 밀접한 관계가 있다. 따라서

탄력감소 및 주름생성 평가에 있어 elastase의 활성 저해 평가는 매우 중요하

다.

제주 천연 소재 39종의 농도별 tyrosinase 및 elastase 효소 억제농도
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(IC50 [μg/ml)는 표로 나타내었다(표 8).

Tyrosinase와 elastase 효소 억제 활성을 통한 미백 및 주름개선 효과를

확인하기 위한 분석결과 수국, 장미, 조릿대, 달맞이, 갯질경, 여우구슬, 좁은잎

천선과는 tyrosinase 효소 억제활성이 있는 것으로 보아 미백 효능이 있을 것

으로 예상되며, 장비, 달맞이, 좁은잎천선과, 피망은 elastase 효소 억제활성이

있는 것으로 보아 주름 개선 효과가 있을 것으로 예상된다.
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표 9. 39종의 제주 식물종 소재에 대한 tyrosinase, elastase 효소 억제 활성

국명 부위

Tyrosinase

저해 활성

(IC50

[μg/ml])

Elastase

저해 활성

(IC50

[μg/ml])

국명 부위

Tyrosinase

저해 활성

(IC50

[μg/ml])

Elastase

저해 활성

(IC50

[μg/ml])

백년초 열매 >1000 >1000 감귤 열매 >1000 >1000

백년초

열매

(씨

제외)

>1000 >1000 백합 줄기 >1000 >1000

백년초 줄기 >1000 >1000 병풀 전초 >1000 >1000

백년초 씨 >1000 >1000
달맞

이꽃
씨 122.4 31.2

함박꽃

나무(

산목련

)

꽃 >1000 >1000
갯질

경이
전초 >1000 >1000

감귤 꽃 >1000 >1000
갯질

경
전초 525.5 >1000

황매화 꽃 >1000 >1000
갯방

풍
전초 >1000 >1000

수선화 꽃 >1000 >1000
큰비

쑥
전초 >1000 >1000

수국 꽃 901.1 >1000
민들

레
전초 >1000 >1000

동백꽃 꽃 >1000 >1000
여우

구슬
전초 302.3 >1000

꽃향유 꽃 >1000 >1000
신선

초
잎 >1000 >1000

백합 꽃 >1000 >1000
비수

리
전초 266.9 >1000

장미 꽃 300.5 310.0 송악 전초 >1000 >1000

목련 꽃 >1000 >1000

좁은

잎천

선과

열매 863.1 876.2

조릿대 줄기 930.8 >1000 녹차 씨 >1000 >1000

더덕 뿌리 >1000 >1000 피망 줄기 >1000 627.1

마치현

(쇠비

름)

전초 >1000 >1000 돌외 전초 >1000 >1000

신선초 줄기 >1000 >1000 감귤 잎 >1000 >1000

브로콜

리
잎 >1000 >1000

익모

초
전초 >1000 >1000

민트 전초 >1000 >1000
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2.4 제주 천연 소재 39종의 세포독성 평가 및 항염 효과

제주 추출물 39종의 RAW 264.7 mouse 대식세포에서의 세포독성과 in

vitro 항염 활성 평가하기 위해 NO 생성 억제능을 측정하였다. 본 연구에서는

앞선 연구 결과를 통해 미세먼지와 항염작용이 피부 내에서 매우 밀접하게 연

관이 있다는 사실을 확인하였다. 또한 피부의 염증반응은 자외선, 미생물의 침

입 등 외부로부터의 다양한 자극에 반응하여 유발되므로 폭넓은 가능성을 제

시해 줄 수 있다.

이에 제주 천연소재 39종의 항염평가를 진행하였다. 활성평가의 목적은 미

세먼지뿐 아니라 다양한 자극에 의해 활성화 되는 피부에서 일어난 염증반응

을 억제시키는 제주 천연자원의 가능성을 확인하고자 하였다.

평가 방법은 RAW 264.7 mouse 대식세포에 각 제주 추출물을 1000, 500, 250,

125, 62.5 μg/ml씩 처리하여 RAW 264.7 세포의 생존률과 NO저해를 평가하였

다(그림 17).

NO 생성 저해능(항염 억제 활성)과 세포독성을 고려할 때 효과가 있는 것

으로 나타나는 것은 SI 지수 2으로 꽃향유, 목련, 조릿대, 민트, 병풀, 갯질경

이, 민들레 송악으로 나타났다(표 10).

이 결과를 통해 위와 같은 제주 천연 소재는 추후 미세먼지로 인한 염증발

생을 억제시키는 소재로서 이용 가치가 있음을 확인하였다.

앞선 결과들을 모두 정리하여 각 추출물들의 항산화, 미백, 주름개선, 항염

활성에 대한 부분들을 표로 정리하였다(표 11). 표에는 효과가 매우 우수한 추

출물 (●로 표기)와 우수한 추출물 (○로 표기)를 각각의 기호로 표기하였다.

결과를 살펴보면, 모든 활성을 보여주는 추출물은 없었으나, 대부분의 추출



- 73 -

물이 한 가지 이상의 활성을 보여주었는데, 이는 제주 천연 자원이 피부 내

활성을 충분히 갖고 있음을 보여주었으며, 이와 같이 제주 천연 소재를 이용

하면 다양한 활성을 갖는 기능성 소재로서 화장품과 같은 피부와 연관된 산업

분야에서 충분히 이용가치가 있는 것으로 판단하였다.
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그림 17. 제주 천연 소재 39종의 세포독성 및 항염 평가. 제주 식물소재 39

종의 항산화능 평가를 하기 위해 세포독성(그래프 왼쪽 축)과 NO 저해효과

(그래프 오른쪽 축)을 통해 확인하였다.
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표 10. 39종의 제주 소재에 대한 세포독성과 NO 생성 억제능

번호 국명 부위

세포독성

(CC50

[μg/ml])

NO

저해활성

(IC50

[μg/ml])

S. I.

1 백년초 열매 >1000 >1000 1.00

2 백년초
열매 (씨

제외)
>1000 >1000 1.00

3 백년초 줄기 >1000 >1000 1.00

4 백년초 씨 770.9 796.2 0.97

5 함박꽃나무(산목련) 꽃 847.5 576.9 1.47

6 감귤 꽃 >1000 >1000 1.00

7 황매화 꽃 >1000 906.0 1.10

8 수선화 꽃 21.6 11.4 1.89

9 수국 꽃 13.6 6.9 2.03

10 동백꽃 꽃 287.9 307.7 0.94

11 꽃향유 꽃 >1000 139.4 7.17

12 백합 꽃 >1000 >1000 1.00

13 장미 꽃 509 652.7 0.78

14 목련 꽃 >1000 338.6 2.95

15 조릿대 줄기 811.6 126.2 6.43

16 더덕 뿌리 >1000 >1000 1.00

17 마치현(쇠비름) 전초 >1000 >1000 1.00

18 신선초 줄기 >1000 >1000 1.00

19 브로콜리 잎 >1000 >1000 1.00

20 민트 전초 >1000 402.3 2.48
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21 감귤 열매 >1000 >1000 1.00

22 백합 줄기 >1000 >1000 1.00

23 병풀 전초 >1000 347.8 2.87

24 달맞이꽃 씨 84.1 72.9 1.15

25 갯질경이 전초 >1000 381.1 2.62

26 갯질경 전초 >1000 >1000 1.00

27 갯방풍 전초 464.9 166.9 2.78

28 큰비쑥 전초 >1000 734.8 1.36

29 민들레 전초 >1000 >1000 3.57

30 여우구슬 전초 302.3 >1000 1.00

31 신선초 잎 >1000 658.4 1.51

32 비수리 전초 852.1 557.5 1.52

33 송악 전초 159.3 73.4 2.17

34 좁은잎천선과 열매 >1000 >1000 1.00

35 녹차 씨 <62.5 <62.5 1.00

36 피망 줄기 >1000 623.8 1.60

37 돌외 전초 377.1 325.3 1.16

38 감귤 잎 >1000 497.6 2.00

39 익모초 전초 >1000 332.1 3.01
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표 11. 제주 천연소재 추출물의 사용부위 및 기능성 평가

번호 국명 부위 항산화 미백 주름개선 항염

1 백년초 열매 ○

2 백년초
열매

(씨 제외)

3 백년초 줄기 ○

4 백년초 씨 ○

5
함박꽃나무

(산목련)
꽃 ○

6 감귤 꽃 ○

7 황매화 꽃 ○

8 수선화 꽃 ○

9 수국 꽃 ○ ○ ○

10 동백꽃 꽃 ○

11 꽃향유 꽃 ○ ●

12 백합 꽃 ○

13 장미 꽃 ● ○ ○

14 목련 꽃 ○ ○

15 조릿대 줄기 ○ ○ ●

16 더덕 뿌리

17 마치현(쇠비름) 전초 ○

18 신선초 줄기

19 브로콜리 잎

20 민트 전초 ○ ○
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21 감귤 열매

22 백합 줄기

23 병풀 전초 ○ ○

24 달맞이꽃 씨 ● ●

25 갯질경이 전초 ○ ○

26 갯질경 전초 ○ ○

27 갯방풍 전초 ○ ○

28 큰비쑥 전초 ○

29 민들레 전초 ● ○

30 여우구슬 전초 ○

31 신선초 잎 ○

32 비수리 전초 ○ ○

33 송악 전초 ○ ○

34 좁은잎천선과 열매 ○ ○ ○

35 녹차 씨 ○

36 피망 줄기 ○ ○ ○

37 돌외 전초 ○

38 감귤 잎 ○

39 익모초 전초 ○ ○

○: 효과적 ●: 매우 효과적
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3. 영여자를 이용한 추출법 확인과 그 활성 평가

3.1 미네랄 전이 추출 공법 정립

(1) 미네랄 전이 추출

일반적인 열수 및 용매를 이용한 추출방법에 비해 숙성을 활용한 추출은

추출물 내의 효소의 활성화로 인해 높은 활성을 기대할 수 있다.

먼저 전처리된 영여자(Dioscorea Opposite Thunb.)를 미네랄 당류 (Mineral

Sucrose)를 이용하여 1차 숙성 공정을 1 개월 간 진행한다. 이후 1차 숙성 공

정을 마친 숙성물에 한방 천연물을 이용하여 2차 숙성을 진행하였다.

구체적으로 설명하면, 영여자 숙성액의 제조 방법은 수성 용매, 유기 용매

또는 발효균을 사용하지 않고, 그리고 물리적으로는 온도와 압력 등과 같이

어떠한 인위적인 조작을 하지 않고 영여자를 숙성시키기 위한 방법으로, 바이

오컨버전 원리를 이용해 천연물 자체가 갖고 있는 고유의 자가 효소를 활성화

시키기 위한 다량의 미네랄이 함유된 미네랄당을 이용하여 영여자에 적용시킴

으로써 마의 내재적 독성은 감소시키는 반면, 영여자 자체의 바람직한 효능

및 활성을 상승시킬 수 있다.

영여자 숙성액은 일반적인 수성 용매 또는 알코올과 같은 유기 용매를 이

용한 단순 영여자 추출물에 비해 높은 세포 안전성 및 세포활성 효과를 지니

며 피부 자극 시험에서도 일반 영여자 추출물과는 달리 낮은 독성을 나타냄을

확인하였다. 또한, 본 발명의 영여자 숙성액을 함유한 화장품 조성물에서도 우

수한 항노화 기능, 주름 개선능 및 피부 재생능이 있음을 확인하였다.

또한, 아래 그림18에 나타낸 것과 같은 공정도를 통한 숙성을 거치게 되면
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일반 발효공학에서 활용되고 있는 발효조보다는 단순한 시스템에서도 효율적

으로 보다 효능 및 물성면에서 우수한 천연물 가공 원료를 제공할 수 있다는

장점을 가지고 있다.

또한, 본 연구에서 실시한 미네랄/슈크로오즈 추출은 종래에 산업적으로

거의 응용되지 않은 영여자의 활용도를 높이기 위해 미네랄 혼합물 및 당을

이용해 숙성시킴으로써 영여자의 내재적인 자극 성분 (예를 들어, 뮤신 등)을

감소시키는 동시에 건강 및 미용상의 효능은 보다 우수한 새로운 영여자 숙성

액을 제조할 수 있다(그림 18).

추출 및 숙성 과정에 응용될 다양한 용매에 대한 이화학 평가를 위해 아래

와 같이 2차 추출물 여부와 2차 숙성 공정에서 사용된 한방천연물의 종류에

따라 세 가지(MSA 영여자-A, MSA 영여자-B, MSA 영여자)로 추출물을 분

류하였다(그림 19).
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그림 18. 영여자 숙성 추출물의 제조 공정도. 영여자를 절단 및 분쇄를 통한

전처리 후 미네랄/슈크로오스 숙성과 2차 숙성을 통해 숙성추출물을 제조하였

다.
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그림 19. 이화학 평가를 위한 영여자 추출물. 영여자 추출물은 미네랄/슈크

로오스 공법만 적용시킨 MSA 영여자, 2차에서 녹두와 감초를 각각 적용시킨

MSA 영여자 A와 B로 명칭을 정하여 준비하였다.
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(2) 영여자 전이 추출물들의 세포 활성 평가

추출용액에 따른 세포 활성효과를 보기 위해 MTT 시험법을 이용하여 세

포활성 여부를 확인하였다. 세포 활성(MTT)의 억제를 보이는 일반 영여자 추

출물과는 달리 MTT 시험법을 통한 영여자 전이 추출물들의 세포 활성에 모

두 높은 효과를 보이는 것을 확인할 수 있었다. 특히 녹색의 미네랄 공법만이

영여자 전이 추출물보다 2차 추출 용액으로 한방 혹은 천연물 유래의 특정 용

액을 사용한 영여자 전이 추출물들의 세포 활성이 보다 넓은 농도 구간에서

우수한 효과를 나타내는 경향을 확인할 수 있었다(그림 20).

MTT 시험법을 통한 세포 활성 효과 결과와 마찬가지로, 세포 성장의 억

제를 보이는 일반 영여자 추출물과는 달리, 미네랄 공법을 통한 전이 추출물

들은 매우 높은 세포 성장 효과를 나타내었으며 앞에서와 같이 2차 추출 용액

으로 한방 혹은 천연물 유래의 특정 용액을 사용한 영여자 전이 추출물들의

세포 성장이 보다 넓은 농도 구간에서 우수한 효과를 나타내는 경향을 확인할

수 있었다(그림 21).
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그림 20. 각 영여자 숙성 추출물의 세포활성 및 성장 효과 테스트. 각각의

영여자 숙성 추출물은 일반 영여자 추출물 대비 세포활성 및 성장효과에서 우

수한 효과를 보여주었다.
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그림 21. 영여자 추출물 0.1% 적용 시 세포 성장 효과. 영여자 추출물 0.1%

적용 시 일반 영여자 용매추출법을 따른 결과보다 세포의 성장이 촉진되는 것

을 확인하였다.
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(3) 영여자 숙성 추출물의 기간별 효능 확인

MTT 시험법을 통해 영여자의 숙성 기간별 효능이 나타나는 경향을 확인

하였다(그림 22). 이러한 실험은 특정 천연물의 숙성과정을 통해 천연물이 함

유하고 있는 다양한 성분들의 생성 및 변화가 얼마만큼 일어나며 또한 효능적

인 측면에서 일반 추출이나 발효와는 달리, 또 다른 기능적인 변화의 다양성

이 나타날 수 있는지 확인할 수 있다. 따라서 이를 확인하기 위해 2차 추출

및 숙성 과정에 따른 이화학적 평가를 수행하였다.

1주 부터 14주 동안 기간에 따른 영여자 숙성액의 세포 내 미토콘드리아

생성 변화를 통해 세포활성을 측정한 결과, 위의 차트와 같이, 숙성 후 약간씩

효능 증가의 변화를 보이다가 약 6주 정도부터 14주 정도까지 두드러진 세포

내 미토콘드리아의 증가를 나타내었다. 이러한 결과를 통하여, 미네랄/ 슈크로

오스와 같은 특정 당류를 이용하여 숙성 시킨 영여자 숙성추출물은 숙성 기간

에 따라 효과가 증가하며, 이는 세포 활성을 일으키는 효능 성분들의 변화가

일어나는 것으로 짐작할 수 있다. 또한 숙성 기간별 효능 변화를 확인함으로

써 최적의 숙성 추출물의 숙성 기간을 확인할 수 있었다. 위의 결과에서 6주

이 후 활성이 증가하기 시작하여 12주차에 최고의 활성을 보여주었으므로, 영

여자 숙성액은 약 12∼14주 정도의 숙성이 최적의 숙성 추출 조건으로 확인되

었다.

위와 같은 방식으로 개발된 고효능 영여자 전이 추출물은 기존의 추출 공

법과는 차별화된 특수 공법으로서, 기존 추출물의 경우 단순하게 유효성분을

용출 하였지만, 본연구에서는 특정 전이를 통한 추출 및 삼투압을 이용한 변

이 추출 개념까지 도입하여 진행하였다. 뿐만 아니라 피부 자극을 가지고 있
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다고 이미 알려져 있는 일반 마 추출물과는 달리, 자극이 적으며, 우수한 생체

활성과 세포 수준에서부터의 분화과정에서도 활성을 보이는 고기능성 소재로

볼 수 있다. 이러한 추출에 대한 차별성으로 추출물이 다양하게 쓰이는 식품,

의약품 및 화장품 분야로의 응용이 가능한 소재다.
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그림 22. MTT Assay를 통한 숙성 기간별 영여자 전이 추출물의 세포활

성 변화 결과. MSA 영여자-A를 이용하여 1주∼14주 동안 숙성 기간 별 세

포활성의 변화를 확인하였다. 최소 6 주의 숙성기간을 거치면서 활성이 급격

히 증가하였다.
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3.2 영여자 전이 추출물의 생리활성 평가

(1) 영여자 전이 추출물의 주름 개선 평가를 위한 배경

본 연구에서 개발된 영여자추출물은 피부 내 활성 효과를 나타내는 고효능

원료를 개발하는 것을 목적으로 하고 있다. 이러한 목적을 수행하기 위해, 우

선 합성된 영여자 추출물들의 다양한 생체활성이 연구되어야 하며, 특히 주름

개선과 관련된 고 기능성 원료화를 위해서는 세포 활성과 관련하여 콜라겐 생

합성 촉진 및 MMP-1에 대한 기작을 비롯하여 AP-1, STAT 1과 같은 그와

관련된 메카니즘적인 효과가 연구되어야 한다.

본 사업 과제에서는 영여자추출물의 주름 개선 기능성 효과를 확인하고 세

포 및 피부에 대한 안전성을 연구하는 것을 목표로 하였다. 영여자추출물의

추출 조건 정립과 더불어 개발된 신소재들의 기능성 효능 연구가 매우 활발이

진행되어 왔으며 그 결과, 주름 개선 효과의 단순 확인뿐만 아니라 어떻게 그

러한 효과가 발휘되는지를 연구하기 위한 메카니즘 연구에 대한 결과도 확인

되어졌다.

연구에서 개발한 영여자 추출물은 무궁무진한 생체 활성을 나타내는 기능

성 소재로써 연구되고 있다. 특히, 주름 개선 효과 면에서 콜라겐의 생합성을

촉진하고 이를 생체 내에서 분해시키는 효소인 MMP-1 (Matrix metallo

proteinase-1)의 생성을 억제하는 기능을 갖고 있다. 콜라겐과 분해효소인

MMP-1 (matrix metalloproteinase-1)의 생성은 TGF-β1 (transforming

growth factor)에 의해 조절되는 것으로 알려져 있다. 활성화된 TGF-β1이 세

포막의 receptor에 결합하게 되면 전사조절인자인 SMAD가 인산화되어 핵 내

로 이동하게 되고 활성화된 SMAD가 유전자의 binding site에 결합함으로써
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유전자의 전사가 조절되는데, 콜라겐의 경우 활성화된 SMAD에 의해 생성이

촉진되며, 그와 반대로 MMP-1은 생성이 억제된다. 이때 SMAD이외에

co-activator가 필요하며 대표적인 것이 p300/CBP이다.

콜라겐과 MMP-1의 생성조절에는 TGF-β1 이외에 면역과 관련된

cytokine도 중요한 역할을 하게 되며, 기질적으로 면역의 과활성화 상태나 자

외선 등에 의한 염증 발생 이후 콜라겐 분해가 일어나는 것은 이 cytokine 들

에 의한 조절이 주요한 영향이라고 볼 수 있다. 영여자추출물의 콜라겐 생성

및 MMP-1 억제와 관련한 주름 기능성 원료의 개발 방향이다.

최근 주름과 관련된 연구는 콜라겐의 생성 촉진이나 collagenase 의 생성

억제 등의 현상에 대한 연구를 넘어, 이러한 현상이 일어나는 근본 원인이 무

엇인지에 대한 연구로 확대되고 있으며, 그 중 하나가 cytokine과 관련된 노화

현상에 의한 주름 생성에 대한 연구이다. 이에 따라 우리는 콜라겐 또는

collagenase 생성 조절과 관련된 대표적 cytokine인IFN-γ의 pathway에 대한

영여자 추출물의 영향에 관하여 메커니즘 분석의 주 타겟으로 설정하였다.

자외선을 받은 피부 또는 염증이 발생한 피부의 진피층에서는 콜라겐의 생

성이 감소하고 콜라겐 분해효소가 활성화되는데 그로 인하여 장기적으로 지속

되면 주름진 노화피부로 변하게 된다. 이러한 현상을 야기 시키는 주요한 매

개 cytokine 중에 하나가 interferon gamma(IFN-γ)로 알려져 있다. 자외선 또

는 각종 염증 매개 cytokine들에 의해 interferon gamma(IFN-γ)의 생성이 촉

진되면 생성된 IFN-γ가 주변 세포의 receptor에 결합하게 되고 세포는 이 신

호에 따라 각종 세포 내 신호전달인자를 조절하게 된다. 이때 활성화된 신호

전달인자들이 핵 내부의 유전자 발현에 영향을 미침으로써 세포의 기능이 조
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절된다.

주름과 관련된 세포내 신호전달자 중 주요한 인자가 activating protein

(AP-1)으로 알려져 있는데, 이 신호전달인자는 인산화에 의해 활성화되면 핵

내로 이동하여 특정 유전자의 활성을 조절하게 된다. 특히 주름과 관련된 주

요한 유전자인 콜라겐의 생성을 억제하는 역할을 하며 콜라겐 분해효소의 활

성은 증진시키는 역할을 한다. 바로 이 AP-1을 활성화 시키는 cytokine 중 하

나가 IFN-γ로 보고되어 있다. 따라서 자외선 등 외부환경과 염증 등 내적요

인에 의한 노화를 억제하는 데에 IFN-γ의 신호전달을 조절하는 것은 매우 중

요하다.

본 연구에서는 개발된 영여자 추출물이 콜라겐 생성을 촉진하는 작용으로

주름을 개선시킬 수 있는 물질이 될 수 있음을 확인하였고, 또한 동시에 콜라

겐 분해효소인 MMP-1(matrix metalloproteinase-1)의 생성을 억제함으로써

이중적으로 주름개선에 기여하고 있음을 확인하였다. 콜라겐 생성의 촉진과

MMP-1 생성 억제의 두 가지 기능을 동시에 나타내는 현상은 이미 보고되어

있는 AP-1의 활성화 억제 효과와 유사하므로 본 과제의 개발 신물질인 영여

자 추출물의 작용 메커니즘을 분석하기 위해 노화 현상의 보다 근본적 원인인

IFN-γ 신호에 의한 AP-1 활성화에 미치는 영향을 조사해 보고자 하였다.

(2) 추출 조건별 영여자 추출물의 콜라겐 생합성 효과

연구 수행을 위해 영여자 용매별 추출 및 분리, 농축을 이용한 제조기술

개발을 하였으며, 그 추출방법으로는 열수 추출, 에탄올 추출, 미네랄/슈크로

오즈 추출을 사용하였다.
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각각의 추출법으로 만들어진 추출물을 통해 콜라겐 생성촉진효과는 세포실험

을 통해 확인하였으며, 사용된 세포는 피부에서의 현상을 가장 잘 모방할 수

있도록 초대 배양된 인간 섬유아세포(HDFN)를 이용하였다. 또한 세포배양 배

지는 혈청에 의한 영향을 최소화하기 위해 세포배양에서 사용하는 통상적인

혈청농도인 10% 대신 0.2%를 적용하였다.

그 결과 영여자 추출물들을 첨가한 세포에서의 콜라겐 생성이 영여자 추출

물의 농도에 비례하여 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 이 증가율은 대조군

으로 이용한 TGF-β1의 효과보다도 높은 것으로 매우 의미 있는 수준이라고

판단된다. 또한 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만들어진 영여자 추출물이 다

른 추출법에 의해 만들어진 추출물보다 콜라겐 생합성 촉진 효과가 우수함을

확인할 수 있었고, 효능을 나타내는 유효 농도 구간도 매우 넓게 분포되어 있

다는 결과로부터 주름 개선 효과를 갖는 기능성 소재로의 높은 응용 가치를

나타내고 있다(그림 23).
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그림 23. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통해 추출한 영여자 추출물의 콜라

겐 생합성 효과. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통하여 추출한 영여자는 열수

추출법, 용매추출법(에탄올 이용)을 통하여 추출한 영여자 추출물 대비 우수한

콜라겐 생합성 효과를 나타내었다.
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(3) 추출 조건별 영여자 추출물의 MMP-1 생성억제 효과

MMP-1 생성 억제효과는 세포실험을 통해 확인하였으며, 사용된 세포는

피부에서의 현상을 가장 잘 모방할 수 있도록 초대 배양된 인간 섬유아세포

(HDFN)를 이용하였다. 또한 세포배양 배지는 혈청에 의한 영향을 최소화하기

위해 세포배양에서 사용하는 통상적인 혈청농도인 10% 대신 0.2%를 적용하였

다.

그 결과 영여자 추출물의 농도에 의존하여 pro-MMP-1의 생성이 현저히

감소됨을 알 수 있었다(그림 24). 특히 앞에서 소개한 콜라겐 생합성 효과와

마찬가지로 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추출물이 열수, 에탄

올 추출법으로 만들어진 추출물보다 더 높은 MMP-1 억제 효과를 나타내고

있다는 점에서 추출법에 따라 효능 경향도 확인할 수 있을 것으로 예상된다.

콜라겐과 MMP-1에 대한 영여자 추출물이 주름개선에 대한 우수한 원료가

될 수 있음을 추정할 수 있었으며, 이러한 결과를 토대로 보다 정밀한 메커니

즘을 알아보기 위하여 주름개선과 관련된 메커니즘에 대한 문헌연구를 수행하

였다. 그 결과 상기 IFN-γ와 같은 염증 매개 cytokine과 관련된 전사인자들이

콜라겐 및 MMP의 생성에 중요한 조절자로써의 역할을 한다는 것을 확인하였

다.
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그림 24. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통해 추출한 영여자 추출물의

MMP-1 억제 효과. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통하여 추출한 영여자는 열

수 추출법, 용매추출법 (에탄올 이용)을 통하여 추출한 영여자 추출물 대비 우

수한 MMP-1 억제효과를 보여주었다. 이는 MMP로 인한 세포외기질의 분해

를 보다 우수하게 저해할 수 있음을 나타낸다.
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(4) 미네랄/슈크로오즈 추출물의 MMP-1 생성억제 매커니즘 분석

앞선 결과들을 통해 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만들어진 영여자 추출

물과 염증 매개 인자들 간의 역학적인 관계를 조사함으로써 영여자 추출물의

콜라겐 생성촉진 및 MMP-1 생성억제에 대한 메커니즘을 분석하고자 하였으

며, 이를 위해 IFN-γ에 의한 콜라겐 생성 억제효과 또한 확인하였다.

일부 연구보고에서 나타난 IFN-γ의 콜라겐 생성억제효과를 검증하고 추가

적인 메커니즘을 확인하기 위해 본 실험방법을 확립하였다. IFN-γ의 콜라겐

생성억제효과는 세포실험을 통해 확인하였으며, 사용된 세포는 피부에서의 현

상을 가장 잘 모방할 수 있도록 초대 배양된 인간 섬유아세포(HDFN)를 이용

하였다. 또한 세포배양 배지는 혈청에 의한 영향을 최소화하기 위해 세포배양

에서 사용하는 통상적인 혈청농도인 10% 대신 0.2%를 적용하였다.

실험 결과, IFN-γ 단독 처리군은 비처리군에 비해 type-1 procollagen 생

성이 약 35% 감소하였으나, 영여자 추출물 처리군은 IFN-γ에 의한 type-1

procollagen 생성 감소가 현저히 억제되었고, 심지어는 IFN-γ 비 처리군 보다

도 높은 생성 촉진효과가 나타날 정도로 매우 우수한 효능을 보였다(그림 25).

특히 실험에 사용한 영여자 추출물의 최저 적용농도보다 낮은 0.1%의 매우

낮은 농도에서도 우수한 효과가 나타났으며, 1.0% 이상에서는 IFN-γ를 처리

하지 않은 대조군보다도 높은 콜라겐 생성 촉진효과가 확인됨으로써 실질적인

유용성을 기대할 수 있었다.

proMMP-1의 생성에 대한 실험결과 IFN-γ 처리군은 비처리군에 비해

proMMP-1의 생성이 증가되는 것으로 나타났으며 이는 알려진 결과들과 일치

하였다. 그런데 IFN-γ와 영여자 추출물을 동시에 첨가한 실험 군에서는 IFN-
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γ 단독 처리 군에 비해 proMMP-1의 생성이 현저히 감소하였으며, 특히 본

과제에서 개발된 영여자 추출물 1.0% 이상의 농도에서는 IFN-γ에 의한

proMMP-1 생성 유도가 완전히 억제되었을 뿐 아니라, IFN-γ 비 처리군보다

도 낮은 수준으로 나타났다(그림 26).

위의 두 실험결과에서 개발된 영여자 추출물은 collagen의 생성 촉진과

MMP의 생성억제 효과를 동시에 나타내는 것으로 관찰되었고, IFN-γ가

AP-1을 활성화시킨다는 보고가 있으므로 영여자 추출물의 작용 메커니즘이

AP-1과 연관되어 있을 것으로 예상하였다.

AP-1은 외부 신호에 의해 인산화됨으로써 활성화되면 세포핵내로 이동하

여 특정 유전자의 발현을 조절하게 된다. 따라서 세포핵내의 인산화된 AP-1

을 측정함으로써 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추출물의 작용

메커니즘을 분석하고자 하였다.

IFN-γ는 현저하게 AP-1을 활성화하였으며 이미 예상했던 바와 같이 영여

자 추출물은 0.1%의 매우 저농도에서도 AP-1의 활성화를 억제하고 있음을

확인할 수 있었다. 또한 1.0% 이상의 농도에서는 IFN-γ 비처리군 보다도 낮

은 AP-1 활성이 나타남으로써 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추

출물의 효능이 매우 우수함을 확인할 수 있었다(그림 27). 따라서, 미네랄/슈

크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추출물은 AP-1의 활성화를 억제하는 메커

니즘을 갖는 우수한 주름개선 신원료라 할 수 있다.
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그림 25. IFN-γ 처리 세포 내, 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자

추출물의 type-1 procollagen 생성 억제 효과. 미네랄/슈크로오즈 추출법을

통한 영여자 추출물을 0.1% ~ 10.0%까지 농도 별로 처리하여 type-1

procollagen 생성 억제효과를 확인하였다. 그 결과, 10.0%의 영여자 추출물 처

리 시 가장 우수한 억제효과를 보여주었다.
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그림 26. IFN-γ 처리 세포 내, 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자

추출물의 proMMP-1 생성 억제 효과. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통한 영

여자 추출물을 0.1% ~ 10.0%까지 농도 별로 처리하여 proMMP-1 생성 억제

효과를 확인하였다. 그 결과, 10.0%의 영여자 추출물 처리 시 가장 우수한 억

제효과를 보여주었다.
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그림 27. IFN-γ 처리 세포 내, 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자

추출물의 AP-1 활성 억제 효과. 미네랄/슈크로오즈 추출법을 통한 영여자

추출물을 0.1% ~ 10.0%까지 농도 별로 처리하여 AP-1 활성 억제효과를 확인

하였다. 그 결과, 10.0%의 영여자 추출물 처리 시 가장 우수한 활성 억제 효

과를 보여주었다.
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(5) 미네랄/슈크로오즈 추출물의 면역 과민반응 확인

피부는 감염, 상처, 자외선 등 외적 요인과 면역계 이상, 호르몬 불균형, 신

경계 이상 등에 의한 내적요인에 의하여 피부에 면역과민반응이 나타나게 되

고 이 중 가려움, 통증 등은 히스타민에 의해 주로 유발되게 된다. 소양증은

그 자체로 피부질환자에 고통을 주기도 하지만, 긁음에 의해 2차적으로 피부

손상과 감염을 유발시킴으로써 증상을 더욱 악화시키게 된다. 따라서 피부 질

환에 대한 치료뿐만 아니라 염증과 관련된 노화의 개선을 위해서는 히스타민

에 대한 영향을 조사하는 것이 필요하다. 이에 따라 미네랄/슈크로오즈 추출

법으로 만든 영여자 추출물들이 mast cell(비만세포)의 히스타민 과립 방출에

대해 미치는 영향을 조사하였다. 히스타민 과립의 방출유도원(자극체)는

c48/80을 이용하였다.

실험결과, 아래 그림에서와 같이 비처리군에 비해 미네랄/슈크로오즈 추출

법으로 만든 영여자 추출물를 처리한 군에서 degranulation이 현저히 억제되

었음을 확인할 수 있었다(그림). 이 결과는 negative charge를 갖는 물질이 히

스타민의 방출을 억제할 수 있다는 기존의 보고와 일치하는 것으로서 미네랄/

슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추출물에서는 다수의 negative charge를

갖는 작용기가 있기 때문인 것으로 해석된다.
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그림 28. 영여자 추출물의 항히스타민 효과. 영여자 추출물의 면역과민반응

을 살펴보기 위해 항히스타민 효과를 평가하였다. 자극제를 투여해 비교해본

결과 영여자 추출물은 히스타민의 분비를 억제하며, 자극을 완화할 수 있다는

것을 확인하였다.
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(6) 영여자 추출물의 지표 물질 확인

열수, 에탄올, 미네랄/슈크로오즈 추출법을 이용하여 영여자 추출물을 제조

한 후, 지표물질을 분석하고 효능 효과에 대해 연구하였다. 지표물질인 gallic

acid는 미네랄/슈크로오즈 추출법에 의해 만들어진 영여자 추출물에서 가장

많이 함유되어 있는 것을 확인할 수 있었고, 이에 따른 영여자 추출물 속

gallic acid 농도 범위는 1∼10 ppm으로 나타났다. 미네랄/슈크로오즈 추출법

으로 만든 영여자 추출물의 효능 효과는 콜라겐 생성 촉진효과, MMP-1 생성

억제효과, IFN-γ의 콜라겐 생성억제효과(AP-1활성)의 분석에서 모두 높은 효

율을 보였고, 항히스타민효과 또한 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 본 연구

를 통해 미네랄/슈크로오즈 추출법으로 만든 영여자 추출물은 향후 주름개선

물질로 촉망받는 신원료가 될 것임을 예상할 수 있었다.

(7) 영여자 추출물의 안전성 평가

본 연구에서 개발된 영여자 추출물은 이미 세포 실험을 통한 세포 독성을

확인한 바 있다. 결과적으로 합성된 영여자 추출물은 세포에 대한 독성과 자

극이 없으며, 이를 토대로 하여 앞에서 연구된 세포 활성에 대한 효능을 발견

할 수 있었다. 따라서 개발된 영여자 추출물의 물질 독성 및 안전성을 평가하

기 하기 위한 차원에서 유정란을 이용한 CAM 실험을 통해 안전성을 확인하

였다(그림 29).

아래 그림의 실험 결과와 같이, 개발된 영여자 추출물은 유정란에 로딩되

어도 계란의 부화로 인해 생성되는 혈관의 생성 억제 또는 생성 과촉진에 전

혀 영향을 미치지 않는 다는 것을 확인할 수 있었고 이를 통해 물질 자체의
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독성 및 자극으로부터의 안전성을 증명할 수 있었다.

이는 세포 실험과 더불어 영여자 추출물은 생체 내에서 사용 시 세포 반응

과 혈관 자극 반응과 관련이 적으며 안전성에 대한 뒷받침이 될 수 있는 결과

임을 시사한다.



- 108 -

그림 29 유정란을 이용한 CAM assay. 영여자 추출물의 안전성 평가를 확

인하기 위해 유정란을 이용하여 혈관생성을 살펴보았다. 그 결과 영여자 추출

물의 안전성을 확인하였다.
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3.3 영여자 숙성 추출물의 나노캡슐화를 통한 상승효과

(1) 영여자 추출물을 이용하여 리포좀 및 캡슐 제조

아래 표의 조성으로 성분들을 용기에 도입하여 80°C의 온도에서 용해시킨

다음, 호모 믹서를 이용하여 5분 동안 혼합한 후에 고압 균질기에서 1,000바

(bar)로 연속 5회 통과시키고 나서 냉각, 탈포하여 영여자 추출물을 함유하는

리포좀을 얻었다(표 12).

카보네이트(carbonate) 이온을 함유하는 ZnAl-LDH를 다음과 같이 공침법

(coprecipitation)으로 합성하였으며, 리포좀과 c-LDH의 캡슐(이하에서 “영여

자-LDH 캡슐”이라고 한다)을 얻었다.

제조된 리포좀의 입자 분포는 Photal ELS-Z를 사용하여 측정하였으며, 그

결과는 아래 그림에 나타내었다. 측정 결과 영여자 추출물 함유 리포좀의 평

균 입자 크기가 52.1 nm 임을 알 수 있었다(그림 30).

추가적으로 제조된 리포좀의 제타포텐셜을 측정하였다. 제타포텐셜값은 절

대값을 비교하며, 양전하 혹은 음전하를 강하게 나타낼 경우 콜로이드 입자

사이에서 반발력을 발생시켜 응집, 합일과 같은 현상들을 막아주어 콜로이드

의 안정성을 확인하는 지표로 활용된다. 이번 실험에서 측정된 제타포텐셜 값

은 –70 mV 정도로 이는 리포좀 입자가 음전하를 나타내며, 안정한 리포좀

입자를 형성하였음을 알 수 있었다(그림 31).

제조된 영여자-LDH 캡슐은 입자 크기가 너무 미세하여 촬영을 위해 전자

현미경(JEM 1010, JEOL사, 일본)을 이용하여 촬영하였으며(그림 32), 분말 X

선 회절시험을 통해 판상의 간격이 7.6A 임을 알 수 있었다(그림 33).

위와 같은 세 가지 실험들의 결과로 영여자-LDH 캡슐은 작고 균일하며
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안정한 리포좀을 형성하였음을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 영여자를 담

지한 나노캡슐의 상승효과를 기대할 수 있을 것으로 판단된다.
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표 12. 영여자 추출물을 담지한 리포좀 제조 처방

성분명 함량 (wt.%)

영여자 추출물 20.00

하이드로제네이티드 레시틴 1.00

소듐 스테아로일 글루타메이트 0.50

소듐 아스코빌 포스페이트 0.03

옥틸 팔미테이트 3.00

에탄올 2.00

글리세린 5.00

정제수 68.47

Total 100.00
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그림 30. 영여자-LDH 캡슐의 입자 분포 측정 결과. 영여자 추출물을 담지

한 리포좀의 입자 분포 측정 결과 약 200nm 전 후의 크기로 리포좀이 형성되

는 것을 확인할 수 있었다. 이 크기는 일반적인 리포좀의 크기로서 영여자를

담지한 리포좀이 작고 균일하게 형성되었음을 확인할 수 있다.
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그림 31. 영여자-LDH 캡슐의 제타포텐셜 측정 결과. 영여자 추출물을 담지

한 리포좀의 제타포텐셜 값을 측정한 결과 약 –70 mV 전 후의 크기로 리포

좀의 표면에 전하가 형성되는 것을 확인할 수 있었다. 이 제타포텐셜의 절대

값을 살펴보아 반발력으로 인해 안정한 리포좀이 형성된 것을 확인하였다.
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그림 32. 영여자-LDH 캡슐의 전자현미경 촬영 결과. 제조된 영여자-LDH

캡슐의 입자 크기가 너무 미세하여 촬영을 위해 전자현미경을 통해 촬영하였

다.
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그림 33. 영여자-LDH 캡슐의 분말 X선 회절시험 결과. 제조된 영여자

-LDH 캡슐은 분말 X선 회절시험을 통해 판상의 간격이 7.6A 임을 알 수 있

었다.
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(2) 영여자 추출물을 담지한 리포좀의 포집률 확인

제조한 리포좀 내 영여자의 포집률을 알아보기 위한 시험을 진행하였다.

리포좀 내 활성물질의 포집률은 활성과 그 효율과 직접적인 관련이 있는 지표

로 약물전달에 있어 중요한 요소이다.

정량적인 분석은 HPLC를 통해 분석하였으며, 그 결과 제조한 리포좀 용액

에 있는 영여자는 3.105±0.102 ug/ml로 나타났으며, 리포좀에 포집되어 있는

영여자는 약 1.91 ug/ml이고 포집되지 않은 영여자는 1.04±0.047 ug/ml로 나

타났다(표 13).

따라서 포집률은 64.7 %인 것으로 확인되었다. 위와 같은 포집률을 통해

총 20.0%의 영여자 추출물 중 리포좀 내에는 약 12.94%의 영여자 추출물이

담지되어 있다는 점을 확인 할 수 있었다.
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표 13. 영여자 추출물을 담지한 리포좀의 포집률 계산

구분 흡광도
영여자 농도

(ug/ml)
포집률 (%)

영여자 Sample 2.48 ± 0.077 3.065 ± 0.102 -

포집되지 않은 영여자 0.285 ± 0.007 1.04 ± 0.047 -

포집된 영여자 - 1.91 64.7
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(3) 나노캡슐 (NIOSOME)의 처방 구성과 함량 설정

영여자 숙성 추출물의 상승 효과를 위해 니오좀을 이용한 나노캡슐화를 통

해 추출물의 피부 투과율 증진 및 안정성 확보를 위한 기술을 도입하였다. 적

절한 나노캡슐화 조건을 찾기 위해 다음과 같이 Nonionic sulfactant vesicle,

계면활성제, 오일 등을 각각의 함량 별로 실험하여 다음과 같이 그 결과를 확

인하였다(표 14).

가장 먼저 니오좀을 구성하는 핵심 성분인 비이온성 베지클로 NSV

(Bressica Campestris (Papeseed) Sterols, PEG-5 Rapeseed Sterol,

Cholesterol, Cetyl Phosphate을 선정하였다. NSV의 최적 농도를 확인하기 위

해 5.5%, 6.5%, 7.5%에서 니오좀 확인 결과 6.5 %의 농도에서 가장 안정한

니오좀을 형성하였다.

다음으로 니오좀의 shell을 더 안정하게 형성시켜주기 위한 계면활성제의

선정하였다. 먼저 계면활성제의 농도를 결정하기 위해 Sodium Palmitoyl

Sarcosinate를 각각 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%를 적용하여 니오좀을 제조

하였다. 그 결과 0.7%의 Sodium Palmitoyl Sarcosinate를 적용하였을 때 가장

안정한 니오좀을 형성하는 것을 확인할 수 있었다.

다음으로 계면활성제으 종류를 선정하였다. 먼저 앞서 결정된 농도인 0.7

%로 각각의 계면활성제 농도를 결정하였으며, 계면활성제는 odium Palmitoyl

Sarcosinate, Polysorbate 80, Sodium Stearoyl Glutamate, Potassium Cetyl

Phosphate를 이용하였다. 그 결과 0.7%의 Sodium Palmitoyl Sarcosinate를 적

용하였을 때 가장 안정한 니오좀을 형성하는 것을 확인할 수 있었다.

다음로 니오좀을 구성하는 오일상을 결정하기 위해 먼저 Macadamia
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Integrifolia Seed Oil을 5.0%, 10.0% 15.0% 씩 적용하였다. 그 결과 10.0%의

오일을 적용하였을 때 가장 안정한 니오좀을 형성하는 것을 확인할 수 있었

다.

마지막으로 니오좀을 구성하는 오일의 종류를 선별하였다. 오일은 에스터

계 오일인 Cetyl Ethylhexanoate, 천연오일 Macadamia Integrifolia Seed Oil,

트리글리세라이드인 Caprylic/Capric Triglyceride, 비실리콘 Demethicone, 휘

발성 실리콘인 Cyclomethicone로 구성하여 각각 10.0 % 씩 적용하였다.

그 결과 천연오일인 Macadamia Integrifolia Seed Oil 10.0%를 적용하여

실험한 결과 안정한 니오좀을 형성하였다.

최종적으로 NSV 6.5%, Sodium Palmitoyl Sarcosinate 0.7%, Macadamia

Integrifolia Seed Oil 10%를 적용하여 리포좀 처방에 구성하였다.
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표 14. 니오좀 원료의 최적 조건 설정

N o n - i o n i c

sulfactant vesicle

원료

및

함량

-원료명: NSV (Bressica Campestris

(Papeseed) Sterols, PEG-5 Rapeseed

Sterol, Cholesterol, Cetyl Phosphate)

- 함량: 5.5%, 6.5%, 7.5%

결과 -6.5%에서 가장 안정한 니오좀 형성

계면활성제 농도

설정

원료

및

함량

-원료명: Sodium Palmitoyl Sarcosinate

- 함량: 0.4%, 0.5%, 0.6%, 0.7%, 0.8%

결과 0.7%에서 가장 안정한 니오좀 형성

계면활성제 종류

설정

원료

및

함량

- Polysorbate 80

- Sodium Palmitoyl Sarcosinate

- Sodium Stearoyl Glutamate

- Potassium Cetyl Phosphate

함량: 0.7%

결과
Sodium Palmitoyl Sarcosinate를 사용한 니

오좀이 가장 안정.

오일 함량 설정

원료

및

함량

- 원료명 : Macadamia Integrifolia Seed Oil

- 함량 : 5.0%, 10%, 15%

결과 10.0%에서 가장 안정한 니오좀 형성.

오일 종류 설정

원료

및

함량

- Cetyl Ethylhexanoate

- Macadamia Integrifolia Seed Oil

- Caprylic/Capric Triglyceride

- Demethicone

- Cyclomethicone

함량: 10.0%

결과
Macadamia Integrifolia Seed Oil에서 가장

안정한 니오좀 형성.



- 121 -

(4) 영여자 전이 추출물을 함유한 NIOSOME의 안정성 평가

위 실험을 토대로 선정된 원료와 함량을 결정하여 영여자 숙성 추출물을

각각 1% (Sample 1)과 2% (Sample 2) 적용하여 NIOSOME을 제조하였다.

제조된 고효능 영여자 전이 추출물의 나노 캡슐 안정성 평가를 위해 제타전위

분석을 수행하였다. 제타전위 분석은 입자의 표면 전위 측정 및 분산안정도를

예측할 수 있는 분석 방법으로 일반적으로 -40이하 혹은 +40이상의 전위를

가질 때 분산이 안정적으로 되어 있다고 판단한다. 제타전위 및 입자사이즈

측정결과는 아래 표와 같다 (표 15). 제타전위 분석 결과, 미네랄 공법을 통한

고효능 영여자 전이 추출물이 나노캡슐화 제형에서 안정한 것으로 판단된다.

입자사이즈 측정을 통해 나노캡슐 입자들이 150-230nm 내외의 사이즈를 가지

고 있음을 확인하였다.

결과를 더욱 자세히 살펴보면 1 %의 영여자 추출물을 함유한 Sample 1의

경우 158.9 nm 영여자 추출물 2 %를 함유한 Sample 2의 경우는 222.5 nm의

니오좀 입자 크기를 보여주었다. 제타전위의 경우 Sample 1과 Sample 2 모두

–40 값보다 작은 값으로 우수한 분산안정성을 보여주는 것으로 확인 되었다.

이를 통해 1 %의 영여자 추출물을 함유하는 니오좀이 작은 크기와 우수한

분산성으로 인해 안정하고 침투력이 더 높은 가능성을 갖고 있음을 확인하였

다.
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표 15. 영여자 전이 추출물을 함유한 니오좀의 농도별 입자 사이즈 및 제타포

텐셜 측정 결과

구분 입자 사이즈 제타포텐셜

영여자 전이 추출물 1.0 %

함유한 니오좀
158.9 nm -47.89 mV

영여자 전이 추출물 2.0 %

함유한 니오좀
222.5 nm -55.66 mV
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4. 전위차 기술을 이용한 화장품 개발

4.1 전기역학적 균질화를 위한 시그널 장치 구성

본 연구에서 전위차 기술은 Resonar Formulated Process (RFPTM)을 적

용한 시그널 개발을 통한 것이다. 이러한 기술을 적용 시, 물성 변화를 통해

수용성 화장품 조성물에 조사하여 혼합 시 균질화를 극대화하여 피부 부착력

을 증가시키고, 궁극적으로 미백, 주름개선, 자외선 차단의 기능성이 우수한

화장품을 개발하는 것이다. RFPTM 조사 대상의 물성에 따라 최적의 시그널

이 개발되며 이는 다양한 주파수에 의한 클럭(Clock)에 따라 단시간 고효율의

물성변화를 가져올 수 있다. 화장품 조성물 및 혼합물 대상으로 만들어진

RFPTM는 소정의 주파수 특성을 갖는 전기 신호를 생성하는 신호발생부, 물

질의 공진을 유도하는 광물질의 클러스터 또는 파우더에 전극을 연결시킨 공

진유도장치부, 이를 모듈레이션시켜 조사할 수 있는 레이저장치 부를 구비하

여 이에 따른 물성 변화 장치 및 물성 변화 방법을 제공한다(그림 34).
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그림 34. 전기역학적 균질화를 위한 시그널 장치 구성 모식도. 시그널 장치

는 신호 발생기, 공진유도장치, 레이저 장치 등으로 구성되어 있으며, 반응대

상 시료는 신호발생기에서 발생되는 파장에 따른 주파수를 설정하여 시그널을

처리하였다.
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그림 35. 시그널 개발 프로세스. BB크림 수상 부에 파장별로 시그널을 처리

하여 TLC 및 제타전위값을 측정하였다.
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4.2 TLC 및 제타전위 확인을 통한 시그널 선정

시그널 개발을 위해 총 9개의 시그널은 선별하였으며, 비비크림 수상에 9

개의 시그널을 처리한 뒤 대조군과의 제타포텐셜 및 TLC를 통한 Rf 값을 비

교 분석하였다(그림 35). TLC는 RFPTM이 조사된 화장품 수용액을 전개 물

질로 Ethanol과 Methanol에 혼합하여 30분간 chamber에서 전개이동하고, 이

에 따른 Rf value 값을 측정하였으며, 그 결과 값은 다음과 같다(그림 36).

제타포텐셜 측정은 Otsuka Electronics ELS-1000z 장비를 사용하여 3번

반복 실험하여 평균값 및 평균 오차를 구하였다(그림 37). 마지막으로 TLC값

과 제타포텐셜 값을 각각 수치화 하여 표로 나타내었다(표 16).

관찰된 제타포텐셜과 Rf 값 사이에는 상관관계가 있는 것으로 관찰되며 선

별된RFPTM 시그널이 제타포텐셜을 증가시켜 수용성이 높아지는 물성변화를

유도하는 것으로 관찰되었다.

결과값을 살펴보면, 저주파-1, 중주파-1 중주파-4에서 가장 큰 제타포텐셜

의 절대값을 가졌으며, TLC의 Rf 값은 모두 큰 결과를 보여주었다.

이를 통해 저주파-1, 중주파-1, 중주파-4가 화장품 수용액에서 가장 적절

한 주파수임을 확인할 수 있었다.

본 연구에서는 위와 같은 주파수의 명칭을 각각 COS-50 (저주파-1),

COS-100 (중주파-1), COS-100R(중주파-4)로 정하였다.

추가적으로 선별된 3개의 시그널을 처리한 샘플에 대해 입자 크기를 측정

하였다(표 17).
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그림 36. 시그널 파장종류에 따른 TLC결과. 저주파-1, 중주파-1, 중주파-4

에서 가장 큰 Rf 값을 보여주었다.
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그림 37. 시그널 파장종류에 따른 제타전위 측정 결과. 모든 주파수에서 음

전하를 보여주었으며, 특히 극저주파-3, 저주파-1, 중주파-1, 중주파-3, 중주파

-4에서 가장 큰 절대값의 제타전위 값을 보여주었다.
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표 16. 주파수 영역에 따른 화장품 수상부의 제타포텐셜값과 TLC/Rf 값
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표 17. 선정된 3개 시그널 처리에 따른 비비크림 수상부의 입자크기 분포

입자 크기 분포 (nm)

용매 D. I Water base

Repeat. Control COS-50 COS-100 COS-100R

1 40.8 37.3 27.1 50.8

2 43.3 39.9 25.8 45.8

3 44.8 38.8 27.5 44.5

Avr 43.0 38.7 26.8 47.0

ST.Dev 2.0 1.3 0.9 3.3
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4.3 제타포텐셜과 입경에 따른 피부 밀착력 비교

앞선 결과를 바탕으로 제타포션셜 값과 입자 크기 분포 차이에 따른 피부

부착력 및 외부 자극에 의한 피부 진정에 어떠한 효과가 알아보기 위한 시험

을 진행하였다(표 18, 그림 38).

부착력은 인체적용시험 시 밀착력 항목으로 측정하며, 측정 값이 크면 화

장품용 퍼프(puff)에 묻어나온 제품의 제품의 양이 많음을 의미한다(그림

40,41,42).

피부 밀착력 시험을 진행한 결과 제타포텐셜 값과 입경값과 유의성을 보이

는 것을 확인할 수 있었다(표 19, 그림 39). 이 결과는 연구전 가설처럼 균질

화가 되었을 때 피부에 고르게 분포되고, 변경된 전하값으로 인해 밀착력에

영향을 미친다는 것을 알 수 있다.

이는 균질화로 인해 콜로이드 입자의 피부와 닿는 면적의 증가와 제타전위

값이 낮아짐에 따라 밀착력이 증가한다는 것으로 유추해볼 수 있다.
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표 18. 피험자 기본 정보
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그림 38. 피부 상태에 따른 자기 평가 피험자들의 피부 자기 평가
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표 19. 밀착력 측정 결과
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그림 39. 시그널 처리에 따른 밀착력 비교. 대조군과 비교하여 시험군

(COS-50, COS-100, COS-100R)은 도포 30분 후 밀착력에 변화가 있음을 확

인할 수 있었다. 시험군 (COS-50, COS-100, COS-100R) 모두에서 대조군과

비교하여 높은 수치를 나타내었다.
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그림 40. COS-50의 밀착력 비교 실험 결과 데이터
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그림 41. COS-100의 밀착력 비교 실험 결과 데이터
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그림 42. COS-100R의 밀착력 비교 실험 결과 데이터
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4.4 제타포텐셜과 입경에 따른 자외선에 의한 손상 감소 확인

다음은 자외선에 의한 데미지 감소 효과를 보고자 하였다(표 20, 21). 자외

선에 의한 데미지 감소 효과는 외부자극에 의한 피부진정 효능평가를 통해 측

정이 가능하다. 측정은 색차계를 사용하여 기기적 측정값을 적용하고, 제품 사

용 부위(시험군)와 제품 미사용 부위(대조군)을 무작위 배정하여 비교 시험하

도록 하며, 측정은 제품을 사용 전, 제품 사용 24시간 후, 제품 사용 48시간

후에 측정한다.

그 결과 시그널을 처리한 샘플이 무처리한 샘플에 비해 보다 진정 효과가

좋게 나오는 것을 확인할 수 있었다(그림 43). 이를 통해 시그널을 처리할 시

자외선과 같은 외부 환경요인에 대한 피부 자극 완화가 이루어질 수 있음을

확인하였다.
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표 20. 시그널처리에 따른 자외선에 의한 손상효과
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표 21. 시그널처리에 따른 자외선에 의한 진정효과
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그림 43. 시그널 처리에 따른 자외선에 의한 데미지 감소 효과. 시그널을

처리한 군은 대조군 대비 자외선에 의한 데미지 감소효과를 보여주었다.
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4.5 시그널 처리에 따른 경피흡수 평가

시그널 처리에 의한 균질화가 되었을 때 유효물질의 흡수력 증가 효과를

보고자 시험을 수행하였다. 흡수력 증가효과는 Franz diffusion cell을 이용하

여 측정하며, Franz diffusion cell을 이용할 경우 유용성 물질로 실험을 하였

을 때, 보다 정확한 결과를 얻을 수 있어 glabridin을 메탄올에 8%씩 녹인 후

선별된 3가지 시그널을 처리하여 샘플을 준비하였다.

그 결과 무처리군에서는 57.72% 정도 투과되는 것으로 나타났으며, 그 중

피부에 남아있는 양이 13.18% 정도로 관찰되었다. 하지만 시그널처리를 통해

균질화가 된 샘플의 경우 79%∼88%까지 흡수력이 매우 좋아지는 것을 확인

할 수 있었고, 피부에 남아있는 양도 2% 미만으로 피부에 남지 않고 대부분

통과하는 결과를 얻을 수 있었다(표 22-25, 그림 44).

위 결과를 보았을 때, 처음에 세웠던 가설처럼 어떠한 화학적 첨가 없이

보다 기능적으로 우수한 제품을 만들 수 있을 것이라 생각되어, 제품에 적용

하여 보다 안정화된 제품을 만들기 위한 시험을 진행하였다. 본 실험은 현재

까지 선별한 시그널 중 제타전위차를 가장 크게 변이시켜 제형의 유화도를 높

이고, 경피흡수도가 높은 COS-100R을 선정하여 시험을 진행하였다.
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표 22. COS-50의 피부침투량 및 투과량 분석
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표 23. COS-100의 피부침투량 및 투과량 분석
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표 24. COS-100R의 피부침투량 및 투과량 분석
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표 25. 대조군의 피부침투량 및 투과량 분석
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그림 44. 시그널 처리에 따른 경피흡수 평가. 각 시그널 (COS-50,

COS-100, COS-100R)을 처리한 후 Franz diffusion cell을 이용하여 각 시료

의 경피흡수 평가를 진행하였다. 실험결과, 미처리 군 대비 시그널 처리 군은

경피흡수 효과가 증가하는 것을 확인하였다.
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4.6 시그널 처리에 따른 화장품 제형의 물성 평가

시험을 위해 COS-100R 시그널을 3개의 파운데이션을 랜덤으로 선정하여,

100g 시료 기준으로 1분 30초씩 총 2회 처리하였다.

RFPTM 시그널이 적용된 화장품의 제형은 전기역학적 변이를 통해 반영

구적 물성변화를 나타내며, 처리에 따른 처리에 따른 물성변화는 입경분포도

및 제타 전위차를 통해 관찰이 될 수 있다. 이는 어떠한 화학적인 첨가물 없

이 화장품의 기본이 되는 분체-오일-물의 3가지 성분을 보다 효율적으로 혼

합 시킬 수 있으며 이들의 입경과 전위차를 안정적으로 증대 시킬 수 있다.

본 연구에서는 수용성 제형의 최적화된 COS-100R RFPTM 시그널을 사용하

여 완제품 파운데이션에 적용하여 이에 따른 물성 변화를 관찰하였다. 처리된

파운데이션은 총 3가지이며, A샘플 같은 경우 제타포텐셜의 차이는 오차범위

안에 포함되어 있어 그 유의성은 없었으며(그림 45), B샘플 그리고 C샘플 파

운데이션의 경우 제타포텐셜은 최소 25.53% 증가 하였다(그림 46,47). 이는

COS-100R RFPTM 시그널 처리 후 분산도의 증가로 에멀전의 안정화가 개선

되었다고 볼 수 있다. 또한 모든 파운데이션의 입경은 감소하였으며 원본 대

비 최대 20.03%까지 감소하는 것으로 관찰되었다. 이 같은 결과는 에멀전의

안정화가 제타포텐셜의 증가와 입경의 감소로 나타났음을 알 수 있다. 이 같

은 결과는 비공식적인 관능테스트에서 제형의 발림성이 개선되었다는 것으로

도 나타나고 있다.
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그림 45. 샘플 A (파운데이션)의 RFP 처리 시 제타포텐셜 측정결과. RFP

처리 시 입자의 크기는 20 %, 제타포텐셜은 약간 감소하였다. 이를 통해 RFP

처리는 콜로이드의 안정화 시키는데 기여함을 확인하였다.
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그림 46. 샘플 B (파운데이션)의 RFP 처리 시 제타포텐셜 측정결과. RFP

처리 시 입자의 크기는 9%, 제타포텐셜은 약 40% 증가하였다. 이를 통해

RFP 처리는 콜로이드의 안정화 시키는데 기여함을 확인하였다.
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그림 47. 샘플 C (파운데이션)의 RFP 처리 시 제타포텐셜 측정결과. RFP

처리 시 입자의 크기는 약 15%, 제타포텐셜은 약 25% 증가하였다. 이를 통해

RFP 처리는 콜로이드의 안정화 시키는데 기여함을 확인하였다.
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5. DPF 기술의 개발

5.1 미세먼지 실험장치 구축

미세먼지는 우리 눈에 보이지 않는 아주 작은 물질로 대기 중에 오랫동안

떠다니거나 흩날려 내려오는 10 um 이하의 물질을 통칭하는 것으로, 코에서

걸러지기도 하지만 초미세먼지는 기관지를 거쳐 폐에 흡착되거나 피부의 모공

속에 침투하기도 한다. 미세먼지는 면역력 저하를 통해 감기, 천식, 기관지염

등의 호흡기 질환이나 피부질환을 일으키고 있다. 이러한 문제에 대처하기 위

해 미세먼지 차단효능을 갖는 다양한 화장품이 연구·개발되고 있으나 화장품

이 어느 정도의 미세먼지 차단효능을 갖는지 여부를 측정하고 분석하는 시스

템이 없는 실정이다. 따라서 미세먼지를 함유한 인공 대기환경 조성장치를 이

용하여 화장품의 미세먼지 차단능을 분석하기 위해 DPF 시스템을 구축하고자

한다.

DPF 시험법을 구축하기 위해 미세먼지 농도조건, 바람의 풍속조건 등 미

세먼지로 오염된 대기 조건을 구현하였고, 미세물질 대상을 선정하였다. 선정

된 미세물질들은 입자의 크기에 따른 피부 부착능을 비교하여 미세물질로 사

용할 후보물질을 최종 선정하였다. 위 내용을 바탕으로 미세먼지 농도별, 미세

먼지 크리별 외 환경변수에 대한 종합결과를 도출하여 이를 구현할 수 있는

인공대기 환경 시스템을 제작하였고, 시험장치의 구성은 아래와 같다(그림

48).

인공대기환경 조성장치의 작동 원리는 크게 풍향발생장치와 먼지공급부,

역류방지 필터, 삽입구로 구성된다. 풍향발생장치는 여러 개의 팬이 다양한 각
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도로 설치되어 미세물질 주입시 대기 환경과 같이 고르게 분포될 수 있도록

순환시켜 준다. 장치를 가동시키고, 먼지공급부로 미세물질을 넣어주게 되면

장치에서는 미세물질이 고르게 분포된다. 장치 내부에 공기의 순환을 위해 외

부로의 공기 흐름은 방지하고 외부에서 내부로의 공기 흐름은 허용하는 역류

방지 필터를 설치하였으며, 피험자가 팔을 삽입하여 시험할 수 있도록 삽입구

를 만들어 장치를 구성하였다.
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그림 48. 미세먼지 발생장치의 구성. 풍향발생장치를 통하여 대기환경과 유

사하게 조성해 주어 미세먼지 환경을 조성할 수 있다.
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5.2 DPF 파운데이션의 미세먼지 차단 효과에 대한 인체 적용 시험

파운데이션의 미세먼지 차단 효과를 확인하기 위해 인체에 적용을 하여 그

효과를 확인하였다.

시험은 촬영대상인 화장료가 도포된 도포부위와 화장료가 도포되지 않은

무도포부위로 구획 하여 피험자의 팔을 미세먼지에 노출전과 노출 후 2차례에

걸쳐 각각 동일한 조건 하에서 촬영하였다. 미세먼지의 피부 부착 정도는 사

진촬영을 통한 이미지분석으로 진행하였으며, 피험자는 총 20명의 여성으로

구성하였다(표 26). 시험하기에 앞서 피험자들의 피부에 대한 자기 평가가 이

루어 졌으며(그림 49), 그 결과 대부분 피험자들은 비 민감성 피부로 미세먼지

에 의한 자극으로 인하여 실험 값에 대한 오차가 적게 나타날 수 있음을 확인

하였다.

분석결과 파운데이션 도포를 한 피부에서 미세먼지가 적게 부착된 것을 확

인할 수 있었으며(표 26), 이러한 결과 값은 잔여 미세먼지 변화량까지 측정하

였다(표 27, 그림 50). 그리고 이러한 이미지들은 촬영을 통해 분석되었다 그

림 52).

이를 통해 개발된 파운데이션이 미세먼지 흡착 방지의 역할을 수행할 수

있다는 것을 알 수 있었다.

상기의 기술을 바탕으로 화장품 유형중에 유중수형태의 W/O 에멀젼 제형

인 화운데이션 처방을 개발하여 미세먼지로 인한 피부 보호 천연물질과 RFP

신호처리 방법을 이용하여 미세먼지 차단 기능과 피부 보호 처방을 개발하여

임상시험을 통해서 미세먼지 차단 효과가 있음을 확인하였다.

이 결과는 종래의 평가 방법보다 진보된 형식으로 단순히 미세먼지의 부착
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여부만이 아닌 양을 특정식(그림 51)을 통해 산출하게 되면서 미세먼지 흡착

량에 대한 지표로 삼을 수 있을 것이라고 판단된다.

이러한 점은 지금까지 세정력, 피부에 대한 자극 완화와 같은 2차적인 미

세먼지에 대한 대응보다 더욱 직접적인 연관이 있다. 또한 이러한 평가법은

미세먼지 뿐 아니라 최근 늘어가는 다양한 공해로 부터의 피부에 대한 자극을

보호하는 평가에 대한 지표로 활용될 수 있다는 것을 암시한다.
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표 26. 피 시험자 기본 정보
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그림 49. 피부 상태에 대한 자가 설문 평가. 미세먼지 차단 실험에 들어가기

에 앞서 피험자들의 피부 상태에 대한 설문 평가를 진행하였다.
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표 27. 잔여 미세먼지 분석 결과
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표 28. 잔여 미세먼지 변화량
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그림 50. 잔여 미세먼지 변화 분석 결과. 시험 제품 도포 부위와 무도포 부

위의 잔여 미세먼지 차이를 확인할 수 있었으며,도포 부위는 무도포 부위와

비교하여 통계적으로 유의한 수준의 미세먼지 차단 효과가 있음을 알 수 있었

다(p<0.05).
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그림 51. DPF 계산식을 통한 미세먼지 지수의 정량화. DPF 계산식을 이용

하면 미세먼지 지수를 정량화 할 수 있다. 이는 미세먼지 차단율에 대한 지표

로 활용될 수 있을 것으로 전망된다.
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그림 52. 시험 제품의 잔여 미세먼지 촬영 결과. 미세먼지 촬영결과는 이미

지 분석을 통해 부착량을 확인하였다.
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Ⅳ. 고 찰

피부 트러블을 유발하는 요인중의 하나인 대기오염은 나날이 증가하여 피

피부의 노화를 촉진시키는데 주목을 받고 있다. 미세먼지를 유발하는 환경은

다양한데 소비자들은 대기먼지, 공장의 매연, 자동차의 증가, 가정에서의 가스

사용 등에 의한 피부 유해 환경에 충분히 노출되어 있고 자신도 모르는 사이

에 미세먼지들이 피부에 트러블을 유발시키고 있다. 천연물 내 미세먼지로 인

해서 유발되는 사이토카인과의 연관성을 연구하고 이를 바탕으로 미세먼지와

의 상관관계를 규명했으며 특히 제주 청정지역의 자원 중 54종을 연구하여 각

각의 Keratinocyte macrophage에서의 염증반응, 각 세포 내에서의 MAPK 활

성화를 통해 염증성 사이토카인의 발현, HaCaT에서는 ERK p38 JNK인산화

를 통해 사이토카인의 발생, Raw 264.7세포에서의 NF-kB의 활성화를 통해

염증성 사이토카인의 증가를 평가하여 새로운 피부 트러블 완화에 적합성을

평가하였다. 그 중에서 특히 영여자 추출물은 새로운 미네랄/슈크로오스 숙성

추출법을 이용하여 활성 성분 추출을 극대화 하였고 MMP-1 억제 효과,

type-1 procollagen 생성억제 효과,AP-1 활성 억제 효과를 규명하였다. 영여

자 추출물이 피부 트러블 완화와 사이토카인에 대한 피부 보호 물질로 검증하

여 새로운 미세먼지 보호 물질로 확인했다. 피부 구조에서 유효 성분을 지질

층을 통과시키는 것은 상당히 어려운 문제이다. 피부 유효성분의 안정화는 종

래에 리포좀, 에토좀, 니오좀, 캡슐레이션, 세라믹 파우더 담지 기술을 이용하

여 안정화 및 서방성 기술을 지속적으로 연구해 오고 있는데 본 연구에서는

콜로이드 수용액 상에서의 전위차 형성을 이용하여 제타 전위차 값을 화학적

변환 없이 시그널 조사 기술을 개발하여 피부 유용성의 피부 침투 증가를 확



- 173 -

인했으며 이 시그널 기술은 제형의 안정성을 증가시키며 피부 밀착력 및 발림

성 미세먼지 차단 부가 기능을 부여함을 확인하였다.

RFPTM 시그널이 적용된 화장품의 제형은 전기역학적 변이를 통해 반영구

적 물성변화를 나타내며, 처리에 따른 처리에 따른 물성변화는 입도분포도 및

제타 전위차를 통해 관찰될 수 있다. 이는 어떠한 화학적인 첨가물 없이 화장

품의 기본이 되는 분체-오일-물의 3가지 성분을 보다 효율적으로 혼합 시킬

수 있으며 이들의 입경과 전위차를 안정적으로 증대시킬 수 있다. 시그널 개

발을 위해 총 9개의 시그널은 선별하였으며, 비비크림 수상에 9개의 시그널을

처리한 뒤 대조군과의 제타포텐셜 및 TLC를 통한 Rf 값을 비교 분석하였다.

본 연구에서는 수용성 제형의 최적화된 COS-100R, RFPTM 시그널을 사용하

여 완제품 파운데이션에 적용하여 이에 따른 물성 변화를 관찰하였다. 처리된

파운데이션은 총 3가지이며, A샘플 같은 경우 제타포텐셜의 차이는 오차범위

안에 포함되어 있어 그 유의성은 없었으며, B샘플 그리고 C 샘플 파운데이션

의 경우 제타포텐셜은 최소 25.53% 증가하였다. 이는 COS-100R RFPTM 시그

널 처리 후 분산도의 증가로 에멀전의 안정화가 개선되었다고 볼 수 있다. 또

한 모든 파운데이션의 입경은 감소하였으며 원본 대비 최대 20.03%까지 감소

하는 것으로 관찰되었다. 이 같은 결과는 에멀전의 안정화가 제타포텐셜의 증

가와 입경의 감소로 나타났음을 알 수 있다. 이 같은 결과는 비공식적인 관능

테스트에서 제형의 발림성이 개선되었다는 것으로도 나타나고 있다. 미세먼지

는 우리 눈에 보이지 않는 아주 작은 물질로 대기 중에 오랫동안 떠다니거나

흩날려 내려오는 10 um 이하의 물질을 통칭하는 것으로, 코에서 걸러지기도

하지만 초미세먼지는 기관지를 거쳐 폐에 흡착되거나 피부의 모공 속에 침투
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하기도 한다. 미세먼지는 면역력 저하를 통해 감기, 천식, 기관지염 등의 호흡

기 질환이나 피부질환을 일으키고 있다. 이러한 문제에 대처하기 위해 미세먼

지 차단효능을 갖는 다양한 화장품이 연구·개발되고 있으나 화장품이 어느 정

도의 미세먼지 차단효능을 갖는지 여부를 측정하고 분석하는 시스템이 없는

실정이다. 따라서 미세먼지를 함유한 인공대기환경 조성장치를 이용하여 화장

품의 미세먼지 차단능을 분석하기 위해 DPF 시스템을 구축하였다. DPF 시험

법을 구축하기 위해 미세먼지 농도조건, 바람의 풍속조건 등 미세먼지로 오염

된 대기 조건을 구현하였고, 미세물질 대상을 선정하였다. 선정된 미세물질들

은 입자의 크기에 따른 피부 부착능을 비교하여 미세물질로 사용할 후보물질

을 최종 선정하였다. 위 내용을 바탕으로 미세먼지 농도별, 미세먼지크기 별

외 환경변수에 대한 종합결과를 도출하여 이를 구현할 수 있는 인공대기 환경

시스템을 제작하였다.

미세먼지 차단 효과를 볼 수 있는 장치와 함께 자외선 차단 지수인 SPF나

PA와 같이 수치화하여 미세먼지 차단 제품을 만들고자 DPF를 수치화 할 수

있는 계산식을 만들었으며, 계산식은 미세먼지 노출 전후에 따른 차단 정도에

근거하여 작성되었다.

이 수치 평가 방법은 미세먼지로 인한 피부 보호의 차단 효과를 나타 -낼

수 있는 지표로 개발된다면 미세먼지 차단 화장품 제형의 국가 경쟁력을 확보

할 수 있다고 본다.
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<국문 초록>

전위차 기술을 응용한 기능성 화장품 개발

조 현 대

미세먼지는 중금속과 같은 유해물질을 포함하는 입자로, 2.5㎛보다 작은 입

자를 포함하여, 호흡기, 혈관, 피부 등으로 침투하여 체내에서 악영향을 끼친

다. 특히 피부는 외부환경과 직접 맞닿아 있으며 모공을 통한 미세먼지의 침

투가 가능하여 미세먼지에 취약하다. 미세먼지는 모낭 속 피지선에 침투하여

분비물과 섞여 모공을 막는 등의 작용으로 피부 내 염증을 유발하며, 이는 피

부트러블의 원인이 된다. 또한, 미세먼지에 의해 생성된 활성산소는 피부 세포

의 산화적 손상과 피부 내 콜라겐의 합성을 감소시켜 노화를 촉진한다. 더불

어 피부장벽이 손상되면서 피부가 민감해지고 거칠어지는 등 다양한 문제를

야기한다. 이러한 이유로 피부에 적용하는 화장품은 미세먼지와 매우 밀접한

관계를 가질 수 있다. 이에, 본 연구에서는 미세먼지로 인한 피부 트러블 완화

와 이를 화장품에 적용하여 화장품 산업에서의 응용가능성을 확인하였다. 먼

저, 천연물인 영여자 추출물을 이용하여 미세먼지에 의한 cytokine 증가와 이

로 인한 피부 염증을 확인하였다. 그 결과, 피부 손상을 유래하는 MMP-1,

type-1 procollagen, pro MMP-1 생성, AP-1활성의 억제 등을 평가하여 주름

개선에 대한 경로를 확인하였으며, 영여자 추출물을 경피 전달 시스템에 적용

하여 안정성 및 침투 효과를 향상시켰다. 그 다음으로, 전위차 기술을 화장품
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제형에 적용하여 양전하를 띄는 에멀전 입자를 형성하여 피부에서의 밀착력과

지속력을 향상시키고자 하였다. 이에 특정 주파수를 화장품 제형에 조사하여

에멀전 입자를 더욱 작고 균질하게 형성시켰으며, 제타 전위의 절대값을 향상

시켰다. 결과적으로 영여자 추출물은 콜라겐 생성을 촉진하는 작용으로 미세

먼지로 유발되는 주름을 완화하며, 콜라겐 분해효소의 생성을 억제함으로써

피부노화를 억제하는 기능이 있음을 확인하였다. 또한, 주파수 조사를 통한 제

타 전위를 부여하여 피부와의 친화력 및 흡수율을 증가시켰으며, 에멀전 입자

의 균질화를 통해 안정성을 향상시켰다. 이러한 결과들을 통해 미세먼지로부

터 피부를 보호하는 다양한 접근법을 제시하고자 한다.
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