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방사선 조사 및 녹차 폴리페놀을 첨가한 화장품의 항균효과
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Cosmetic products including skin and essence were manufactured to analyze the effect of green tea
polyphenols addition. In addition, irradiation was applied to remove an undesirable color of green
tea polyphenol(GTP), which may cause a problem in the marketing, of a final product; moreover,
comparative studies were conducted with the cosmetic products on whether or not antiseptics were
treated to verify its use for the development of non-antiseptic cosmetic products. Growth inhibition
zones were shown in the microbial study except for Candida albicans. The minimum inhibitory
concentration(MIC) of E. coli and C. albicans was 2,500 ppm but that of S. aureus was 1,000 ppm.
The numbers of E. coli and S. aureus were reduced to undetected levels when 10,000 and 5,000
ppm of polyphenol were added, respectively. Results indicate that the addition of irradiated green
tea polyphenol provides a good method to manufacture functional cosmetics including skin and
essence with various biological activities such as antimicrobial activity without antiseptics.
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서 론

화장품이 미생물에 의하여 오염이 되면 화장품의 표면이나

내용물속에서 미생물의 이화작용과 동화작용 및 생분해 작용으

로 침전물, 혼탁상태, 박막(pellicle) 등이 형성된다1). 표면에

colony를 형성하는 곰팡이의 경우는 대사산물에 의해 pH가 변

하고 미생물이 분비하는 색소에 의하여 변색이 일어나기도 한

다2). 또한 고분자물질이나 당분의 분해, 입자의 응고에 의하여

점도가 변하거나 층이 분리되기도 하며, 액상 상태에서는 점막

이 있는 것처럼 느낄 수도 있다3). 크림 및 유액 등의 유화형

화장품의 성분은 식물유 및 광물류를 비롯하여 지방, 탄수화물

등의 각종 미생물의 영양원을 함유하고 있으며, 비이온계면활

성제도 비교적 다량이 함유되어 있으므로 미생물에 의해 쉽게

오염되며 자체방부가 곤란한 상태이다4). 이들 제품을 무균적으

로 제조한다고 해도 장기간 사용하면 박테리아, 곰팡이 또는 효

모 등에 의해 오염되며 화장품 원료 중의 일부를 탄소원으로

이용하여 증식하기 때문에 제품의 조성이 변화될 수 있으며 제

품이 원래의 목적과는 상반되는 자화현상이 일어날 수 있으므

로5-7), 제품의 성분, 조성, 상태 등을 품질, 성능 및 안정성으로

평가하는 위생적 측면의 품질관리가 요구되고 있다. 화장품에

배합이 허가된 방부제는 약 159종류8)를 넘지만 일반적으로 방

부살균제는 미생물이나 생물포자에 기습하여 생존을 억제하는

물질이고 사람세포에 대해서도 본질적으로는 무해하나 다량으

로 사용하면 피부를 자극하여 피부문제를 발생하며, 알러지와

같은 부작용을 유발시키는 사례가 많이 발생하고 있어 적절한

양의 배합이 요구되고 있다. 또한 최근에는 미생물 제어기술을

보완·대체해줄 수 있는 새로운 방법으로 제시된 것이 바로 방

사선 조사에 의한 미생물의 살균 기술이며 현재 식품 및 공중

보건산물의 살균에 감마선 조사가 유용하게 사용되고 있다. 식

품 및 공중보건산물의 방사선 조사 효과에 대한 연구는 크게

대상 물질의 물리·화학적 변화, 생화학적 활성 변화, 살충 또

는 살균과 같은 생물학적 효과와 안정성의 분야에서 다양하게

진행되어 왔다9).

녹차에는 특징적인 성분으로 폴리페놀류를 함유하고 있는데,
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이는 동일분자 속에 수산기(-OH)를 두개 이상 갖는 페놀성 물

질로 구조가 다양하다. 녹차의 폴리페놀류는 catechin으로 알려

진 flavanols, flavandiols, flavonoid, phenolic acid를 포함하는

flavonol류 등으로서, 그 중 카테킨류는 주로 유리형의 epicatechin

(EC), epigallocatechin(GC)과 ester형인 epicatechingallate(ECG),

epigallocatechingallate(EGCG)이며 catechin과 gallocatechin이

소량 함유되어 있다. 또한 이들 폴리페놀류는 혈중 콜레스테롤

을 저하시키고10), 항산화 작용11-13), 항암작용14), 해독작용15), 항

균작용16), 충치예방작용17), 노화억제작용18), 미백작용19), 향기성

분20) 및 중금속제거효과21) 등이 보고되고 있다.

따라서 본 연구에서는 여러 가지 효능을 가진 녹차 폴리페

놀을 이용하여 스킨과 에센스를 제조하고, 방사선 조사하여 방

부제를 첨가하지 않았을 때의 항균효과 및 방부효과를 검증하

여 무방부제 화장품 첨가제로서 녹차 폴리페놀 이용 가능성을

검토하였다.

재료 및 방법

시약. 항균력 검색 실험에서 사용한 공시 균주는 피부 상재

균으로서 Staphylococcus aureus KCTC 1621, Staphylococcus

epidermidis KCTC 1917 및 Escherichia coli KCTC 1039를

계대 배양하여 사용하였으며, 구강내 세균으로서 Streptococcus

mutans KCTC 3065 및 Candida albicans KCTC 7965를 계

대 배양하여 사용하였다. 전 배양 및 본 배양을 위한 액체 배

지는 nutrient broth(NB), tryptic soy broth(TSB), brain heart

infusion(BHI) 및 YM broth(YMB)를 Difco Lab.(Sparks, MD,

USA)에서 구입하여 사용하였으며, 생육 저해환 및 생균수 측

정을 위한 고체배지는 nutrient agar(NA), tryptic soy agar

(TSA), brain heart infusion agar(BHIA) 및 YM agar(YMA)

를 Difco Lab.(Sparks, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다.

그 외의 기타 시약은 특급 시약을 사용하였다.

시료 제조. 차(10 kg)를 추출 탱크에서 60% 아세톤(50 l)에 침

지하여 실온에서 24시간 방치 한 후 8,000 g에서 원심 분리

(Hitachi, CR21, Tokyo, Japan)하여 상층액을 취했다. 침전물을

다시 60% 아세톤을 가하여 위와 같은 추출 과정을 3회 반복

하여 상층액을 모은 다음 농축(N-N SERIES, Eyela, Tokyo,

Japan) 여과(No. 2, Advantec, Tokyo, Japan)하여 클로로필을

제거한 여액을 회수하여 분리용 시료로 사용하였다. 분리용

Sephadex LH-20 column에 시료를 loading 하고, 전개 용매로

는 methanol을 사용하여 methanol : Deionizedwater(0 : 1→ 1 : 0)

로 전개하여 분리시켰다. 각 분획물의 폴리페놀을 silicagel thin

layer chromatography(TLC)로 전개 시켜 발색시약으로 발색유

무를 확인한 후 동결건조하여 (+)-catechin를 표준품으로 high

performance liquid chromatograph(HPLC)를 이용하여 폴리페놀

함량을 정량하여 사용 하였다 (Fig. 1).

폴리페놀 첨가 화장품의 방사선 조사. 방사선 조사는 한국원

자력 연구소 내 선원 10만 Ci, Co-60 방사선 조사 시설을 이

용하여 분당 83.3 Gy의 선량율로 조사하였다. 선량은 5, 10, 20

kGy의 총 흡수선량을 얻어 본 실험의 시료로 사용하였다.

폴리페놀을 첨가한 스킨 및 에센스 제조 처방 및 방법. 녹차

폴리페놀을 첨가한 스킨은 Table 1의 처방에 따라 제조하였다.

수상에는 보습제인 glycerin, 1,3-butylene glycol를 넣었으며, 에

탄올상에는 가용화제인 PEG-40 hydrogenated castor oil을 넣고

각각 핸드믹싱한 후 혼합하였다. 혼합한 후 pH 조절제인 citric

acid와 sodium citrate를 넣고, 녹차 폴리페놀 2%를 첨가하여 본

실험에 사용하였다.

녹차 폴리페놀을 첨가한 에센스는 Table 2의 처방에 따라 제

조하였다. 수상에는 보습제인 glycerin, betain, polyethylene

glycol 1500과 방부제를 넣어 80oC까지 가열하여 용해시킨 후,

homo mixer(T.K. Homo Mixer Mark II, Tokushu kika kogyo

Co. Ltd., Osaka, Japan)를 이용하여 3,000 rpm에서 2분간 유화

하고, 미리 분산한 lubrajel DV와 점증제인 carbopol 940을 넣

고 2분간 유화하였다. Triethanolamine(TEA)를 넣고 3분간 더

유화한 후, 에탄올상인 PEG-40 hydrogenated castor oil을 넣어

1분간 유화하고, 녹차 폴리페놀 2%를 넣어 2분간 유화한 후

30oC까지 냉각하고 탈기하여 본 실험에 사용하였다.

항균력 측정

균배양. Streptococcus mutans와 Candida albicans의 배양을

위한 액체배지로는 brain heart infusion(BHI) 및 YM broth

(YMB)를 각각 사용하였으며, Escherichia coli 및 Staphylococcus

Fig. 1. Purification procedure for the polyphenol isolated from

green tea.

Table 1. The experimental formulation of the skin containing

polyphenol

No. Technical Name INCI Name
Contents %

(W/W)

1 D.I. water Deionized Water to 100

2 Glycerin Glycerin 2

3 1,3-B.G 1,3-Butylene Glycol 3

4 Preservatives
Methyl (ethyl, propyl) 

paraben, Phenoxyethanol
Q.S.1)

5 Ethanol Alcohol 5

6 Cremophor RH 40
PEG-40 Hydrogenated

Castor Oil
0.8

7 Citric Acid Citric Acid 0.04

8 Sodium Citrate Sodium Citrate 0.1

9 Polyphenols Polyphenols 2

1)Quantum sufficient: Proper quantity
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epidermidis의 액체배지로는 nutrient broth(NB)를 사용하였고,

Staphylococcus aureus의 액체배지로는 tryptic soy broth(TSB)

를 사용하였다. 고체배지는 상기 액체배지에 agar를 첨가하여

본 실험에 사용하였다. Streptococcus mutans균은 CO2 incubator

에, 그 외 균주는 BOD incubator에서 37oC로 배양하였다.

생육 저해환(Clear zone) 측정. 항균력 측정은 paper disc법22)

을 이용하여 측정하였다. 즉, 평판배지에 배양된 각 균주를 1

백금이 취해서 액체배지 10 ml에서 18~24시간 배양하여 증균

배양 시킨 후 다시 액체배지 10 ml에 균액을 0.1 ml 접종하여

3~6시간 본 배양한 후 평판배지 1개당 균수가 약 1×107 cells

되게 접종하여 멸균 면봉으로 균일하게 도말하였다. 멸균된 filter

paper disc(Tokyo, 8mm, Japan)를 고체 평판배지에 올려놓은

다음 0.05 ml/disc가 되도록 시료를 농도별로 흡수시켜 37oC에

서 18~24시간 배양하여 disc 주위의 clear zone(cm)의 직경을

측정하였다.

최소저해농도 결정. 각 균에 대한 최소저해농도(MIC:

minimum inhibitory concentration)를 측정하기 위하여 각 시료

를 농도별로 혼합 분주한 액체배지에 활성화된 각 균주의 전

배양액을 1백금이량 취하여 접종한 후, 37oC에서 48시간 배양

하여 육안으로 미생물의 증식이 확인되지 않은 농도로 결정하

였다23).

최소살균농도 결정. 각 균에 대한 최소살균농도(MBC:

minimum bactericidal concentration) 측정은 각 시료를 농도별

로 혼합 분주한 액체배지에 활성화된 각 균주의 전 배양액을

1백금이량 취하여 접종한 후, 37oC에서 48시간 배양하여 평판

배지에 계대배양하여 균의 생존율이 99.9% 이상의 균이 감소

되는 살균제의 농도로 결정하였다24).

생균수 측정. 생균수의 측정은 액체배지 희석법25,26)을 이용하

여 측정하였다. 평판 배지에 배양된 각 균주를 1백금이량 취해

서 액체배지 10 ml에서 18~24시간 배양시켰다. 녹차 폴리페놀

과 폴리페놀이 첨가된 스킨 및 에센스의 농도가 S. aureus는

1,000 ppm, E. coli는 5,000 ppm, C. albicans는 10,000 ppm의

농도로 첨가된 액체배지에 균액을 약 105cells/ml가 되게 접종

하여 0~48시간 배양하면서 일정 시간간격으로 평판배지에 희

석수로 적당히 희석한 후 균액을 0.1 ml 도말하여 35oC의

incubator에서 24시간 동안 배양한 후 나타난 colony수를

colony forming unit(log CFU/ml)로 나타내었다.

통계처리. 결과 통계처리는 SPSS 10.0 for windows program

을 사용하였으며, 유의차 검증은 분산분석(ANOVA: analysis of

variance)을 한 후 α = 0.05 수준에서 Duncan의 다중검증법

(DMRT: Duncan’s multiple range test)에 따라 분석하였다.

결 과

생육 저해환(Clear zone) 확인. 녹차 폴리페놀과 폴리페놀을

첨가한 스킨 및 에센스, 폴리페놀 무첨가 스킨 및 에센스의 방

사선 조사구 및 비조사구의 항균 효과 및 방사선 조사에 따른

영향력을 검토하기 위하여, 피부상재균인 Staphylococcus aureus,

Escherichia coli 및 Staphylococcus epidermidis와 구강내 세균

인 Streptococcus mutans, Candida albicans에 대한 clear zone

형성을 관찰한 결과 Fig. 2~4, Table 3, 4와 같이 나타내었다.

방사선 조사구와 비조사구의 항균력 측정 결과 모든 균주에 대

Fig. 2. Antimicrobial activity of irradiated polyphenol isolated from

green tea on several microorganisms. A: Staphylococcus aureus, B:
Staphylococcus epidermidis, C: Escherichia coli, D: Candida albicans,
E: Streptococcus mutans.

Table 2. The experimental formulation of the essence containing

polyphenol

No. Technical Name INCI Name
Contents % 

(W/W)

1 D.I. water Deionized Water to 100

2 Glycerin Glycerin 5

3 Aminocoat Betain 7

4 PEG-1500 Polyethylene Glycol 1500 2

5 Preservatives
Methyl (ethyl, propyl) 

paraben, Phenoxyethanol
Q.S.1)

6 Lubrajel DV
Polyglycerylmethacrylate/

propylen
3

7 Carbopol 940 Carboxyvinylpolymer 0.3

8 T.E.A Triethanolamine 0.3

9 thanol Alcohol 4

10 Cremophor RH 40
PEG-40 Hydrogenated

Castor Oil
0.5

11 Polyphenols Polyphenols 2

1)Quantum sufficient: Proper quantity
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해 유의적인 차이는 나타나지 않았으며, 녹차 폴리페놀을 첨가

한 에센스보다 스킨의 항균력이 높게 나타났다. 녹차 폴리페놀

의 1 mg/disc의 경우 E. coli는 11.3 mm, S. aureus는 22.5 mm,

S. epidermidis는 10.5 mm, S. mutans는 9.3 mm를 각각 나타내

었다. 폴리페놀이 첨가된 스킨의 조사구와 폴리페놀이 첨가된

에센스의 비조사구에서는 S. aureus가 다른 균주에 비해 가장

큰 저해환을 나타내었다. 이는 Bae 등의 지치 추출물27)의 항균

효과와 비교하여 녹차 폴리페놀과 폴리페놀을 첨가한 스킨 및

에센스의 항균효과를 확인할 수 있었다. 따라서 녹차 폴리페놀

을 식품 및 화장품의 보조 방부제 및 피부상재균주에 대한 항

균제로서 사용이 가능할 것이며, 방사선 조사량과 관계없이 유

의성 있는 항균효과를 보여 방사선 조사량의 증가에도 안정함

을 나타내었다.

최소저해농도 결정. 녹차 폴리페놀과 폴리페놀이 첨가된 스

킨 및 에센스의 최소저해농도(MIC: minimum inhibitory

concentration)를 측정하기 위하여 gram(+)세균인 S. aureus와

gram(-)세균인 E. coli 및 yeast로서 C. albicans를 사용하여 측

정한 결과 Table 5와 같이 나타내었다. 즉, E. coli, C.

Fig. 4. Antimicrobial activity of non-irradiated essence containing

polyphenol on several microorganisms. A: Staphylococcus aureus, B:
Staphylococcus epidermidis, C: Escherichia coli, D: Candida albicans,
E: Streptococcus mutans.

Fig. 3. Antimicrobial activity of non-irradiated skin containing

polyphenol on several microorganisms. A: Staphylococcus aureus, B:
Staphylococcus epidermidis, C: Escherichia coli, D: Candida albicans,
E: Streptococcus mutans.

Table 3. Antimicrobial activity of polyphenol isolated from green tea on several microorganisms

Strains
polyphenol (mg/disc)

0.25 0.5 1

Escherichia coil KCTC 1039 2)-1) 008.3±0.532) 11.3±0.3

Staphylococcus aureus KCTC 1621 17.0±0.9 19.3±1.53 022.5±2.12

Staphylococcus epidermidis KCTC 1917 - 8.6±0.2 10.5±0.5

Streptococcus mutans KCTC 3065 - - 009.3±0.29

Candida albicans KCTC 7965 - - -

1)No inhibition
2)Mean±SD: Inhibition zone diameter (mm)
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albicans에 대하여 MIC가 2,500 ppm에서 나타났으며, S. aureus

는 1,000 ppm에서 MIC를 나타내었다. 이와 같이 gram(+)균이

gram(-)균보다 낮은 농도에서 MIC가 나타났다. Lee 등28)은 동

백나무 부위별 methanol 추출물의 gram(+)균과 gram(-)균의

MIC 측정결과 Bacillus subtilis, S. aureus와 같은 gram(+)균에

대하여 1 mg/ml, 10 mg/ml에서 MIC를 나타내었고, E. coli와

Pseudomonas aeroginosa와 같은 gram(-)균에 대하여 10 mg/ml,

15 mg/ml에서 MIC를 나타내는 것을 보고한 바 있다. 이와 같

은 결과는 Nakamura 등29)이 보고한 바와 같이 gram(+)균의 세

포벽은 peptidoglycan층이 표면에 노출되어 항균활성 물질의 공

격을 받기 쉽지만, gram(-)균은 lipopolysaccharide를 주성분으로

하는 외막이 peptidoglycan층을 보호하는 역할을 하기 때문에

항균활성 물질의 공격이 어려운 것에 기인할 것으로 사료된다.

최소살균농도 결정. 녹차 폴리페놀과 폴리페놀이 첨가된 스

킨 및 에센스의 최소살균농도(MBC; minimum bactericidal

concentration)를 측정하기 위하여 gram(+) 세균인 S. aureus와

gram(-) 세균인 E. coli 및 yeast인 C. albicans를 사용하여 측

정한 결과 Table 5와 같이 나타내었다. 녹차 폴리페놀은 S.

aureus에 대하여 5,000 ppm, E. coli에 대하여 10,000 ppm에서

최소살균농도를 나타내었으며, 폴리페놀을 첨가한 스킨 및 에

센스도 같은 농도에서 S. aureus와 E. coli에 대해 최소살균농

도를 나타내었다. 한편 C. albicans에 대해서는 최소살균농도를

측정 할 수 없었다.

생균수 측정. 생육 저해환, MIC 및 MBC에서 나타낸 결과

를 토대로 하여 녹차 폴리페놀 및 폴리페놀이 첨가된 스킨 및

에센스의 시간에 따른 생균수를 측정 한 결과 Fig. 5~7과 같이

나타났다. S. aureus에 대하여 시료 농도 1,000 ppm, E. coli는

5,000 ppm, C. abicans는 10,000 ppm에서 측정한 결과 6시간

뒤부터 생육저해가 나타남을 확인할 수 있었고, S. aureus와 E.

coli의 경우 12시간대에서 대조군과 비교하였을 때 시료 모두

4.63, 4.82의 log cycle의 차이를 나타내었고, C. albicans는 12

시간대에서 대조군과 비교하였을 때 시료 모두 6.05의 log

cycle 감소현상을 나타내어 뚜렷한 성장 억제 효과를 확인할 수

있었다. Oh 등30)은 황련의 ethanol추출물의 silica gel column

분획물을 이용하여 L. monocytogenes와 S. aureus에 대하여 생

균수를 측정 결과 1,000 ppm에서 균의 성장을 억제한다고 보

Table 4. Antimicrobial activity of cosmetics containing polyphenol on several microorganisms

Strains
polyphenol skin (mg/disc) polyphenol essence (mg/disc)

0.25 0.5 1 0.25 0.5 1

Escherichia coil KCTC 1039 2)-1) -

12.0±0.292)

- -

1.30±0.762)

12.0±0.353) 17.0±0.683)

12.0±0.834) 18.0±0.524)

13.0±0.885) 15.0±0.485)

Staphylococcus aureus KCTC 1621

14.0±0.872) 17.0±0.292) 21.0±0.502)

- -

12.0±1.002)

15.0±0.583) 18.0±0.323) 21.0±0.473) 12.0±0.873)

12.0±0.474) 15.0±0.214) 20.0±0.434) 12.0±0.824)

14.0±0.725) 17.0±0.925) 20.0±0.515) 12.0±0.895)

Staphylococcus epidermidis KCTC 1917 -

11.3±1.532) 14.0±2.122)

- - -
12.0±0.533) 20.0±0.283)

13.0±0.974) 18.0±2.124)

12.0±0.295) 15.0±0.125)

Streptococcus mutans KCTC 3065

11.0±0.492) 13.0±0.682) 15.0±0.292)

-

2)-2) 14.7±1.042)

12.0±0.283) 13.0±0.873) 16.0±0.463) 12.0±0.573) 18.0±0.143)

12.0±0.744) 14.0±0.664) 16.0±0.364) 10.0±0.594) 15.0±0.684)

11.0±0.735) 12.0±0.125) 14.0±0.345) 10.0±0.125) 18.0±0.045)

1)No inhibition.
2)Mean±SD: Non-irradiated inhibition zone diameter (mm).
3)Mean±SD: 5kGy-irradiated inhibition zone diameter (mm).
4)Mean±SD: 10kGy-irradiated inhibition zone diameter (mm).
5)Mean±SD: 20kGy-irradiated inhibition zone diameter (mm).

Table 5. Minimum inhibitory concentration (MIC) & Minimum bactericidal concentrations (MBC) on several microorganisms

Strains
MIC (ppm) MBC (ppm)

PP1) PS2) PE3) PP PS PE

Escherichia coil KCTC 1039 2,500 2,500 2,500 10,000 10,000 10,000

Staphylococcus aureus KCTC 1621 1,000 1,000 1,000 5,000 5,000 5,000

Candida albicans KCTC 7965 2,500 2,500 2,500 n.d4) n.d n.d

1)PP: Polyphenol.
2)PP: Polyphenol skin.
3)PP: Polyphenol essence.
4)Not determined.
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고하여 녹차 폴리페놀 및 폴리페놀이 첨가된 스킨 및 에센스와

유사한 결과를 나타내었으며, Bae31) 등은 물푸레 ethyl acetate

추출물에 gram(+) 세균인 S. aureus와 gram(-) 세균인 shigella

dysenteriae을 72시간 배양하면서 일정시간 간격으로 성장 정도

를 측정한 결과 S. aureus와 S. dysenteriae에 대하여 4,000

ppm에서 24시간 까지 증식이 억제되고, 그 후부터 급속한 균

증식을 볼 수 있었다.

초 록

방사선 조사한 녹차 폴리페놀을 스킨과 에센스에 첨가하여

방부제를 첨가하지 않았을 때의 항균효과 및 방부효과를 검증

하고 무방부제 화장품으로서의 가능성을 검토하였다. 항균력 측

정 결과, C. albicans를 제외한 모든 균주에서 항균효과가 나타

났으며, 피부상재균인 S. aureus에서 항균효과가 높게 나타났다.

MIC 측정 결과, E. coli와 C. albicans의 경우 2,500 ppm에서,

S. aureus의 경우 1,000 ppm에서 저해농도를 나타내었으며,

MBC 측정 결과, C. albicans를 제외한 모든 균주에서 측정이

가능하였으며, E. coli의 경우 10,000 ppm, S. aureus의 경우

5,000 ppm에서 모든 균이 사멸하였다. 시간에 따른 생균수 측

정 결과, 시간이 지남에 따라 균의 증식을 억제하여 항균력이

뛰어남을 알 수 있었다. 이와 같은 결과로 미루어 보아 녹차

폴리페놀은 스킨과 에센스에 첨가 시 항균효과가 우수하여 화

장품 첨가제로 이용이 가능할 것으로 사료된다.

Key words: anti-microbial activity, green tea polyphenol,

non-antiseptic cosmetic products
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