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Abstract

We investigated changes in the extraction yield and whitening activity of polysaccharides from Undaria pinna-
tifida sporophyll due to gamma irradiation. U. pinnatifida sporophyll was gamma-irradiated at doses of 10, 30,
50, 70, and 100 kGy, then extracted with hot water and precipitated with ethanol to extract polysaccharides.
Crude polysaccharide yields increased with an increase in irradiation dosage, but tyrosinase inhibition activity
did not change. Melanin synthesis did not significantly differ between B16BL6 cells treated with irradiated
and non-irradiated samples. In conclusion, gamma irradiation increased the crude polysaccharide extraction yield
but did not change the whitening activity of U. pinnatifida sporophyll. This implies that gamma irradiation can
be used to increase yields in the cosmetic industry, thus increasing profits.
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서 론

Melanin은 생물체에 널리 분포되어 있는 색소로 인체에

서는 표피층에 있는 melanocyte에서 합성된다. Melanin의

생합성 과정에 작용하는 주요 효소가 tyrosinase이다(1).

Tyrosinase는 polyphenol oxidase의 일종으로 구리를 함유

한 효소로써 색소 세포에서 tyrosine을 L-3,4-dihydroxy-

phenylalanine(DOPA)으로 변환시키고, 다시 dopaquinone,

dopachrome으로의 변환과정을 거쳐 melanin의 생성을 유

도한다(2,3).

최근 천연물에서 tyrosinase 억제 활성을 갖는 화합물을

개발하기 위한 노력이 많이 이루어지고 있다. Melanin 합성

을 억제하는 대표적인 물질로는 누룩곰팡이로부터 분리된

kojic acid(4), hydroquinone(5), oxyresveratrol(6) 그리고

p-hydroxybenzyl alcohol(7)이 있으며, 천연물로는 상백피,

닥나무, 감초 등의 식물 추출물이 널리 알려져 있다(8).

해조류에서 추출한 수용성 다당류는 식물성 다당류로서

항염, 항바이러스, 항암 치료제 등의 의약품으로 다양하게

이용되어 왔으며, 최근에는 항노화, 보습제 등의 화장품 원

료로도 응용되어 이용되고 있다(8-11). 대표적인 식용 해조

류인 다시마의 추출물을 이용한 미백 실험에서는 다당류인

fucoidan과 열수추출물에서 높은 미백활성을 유지하는 것으

로 관찰되어, 천연 미백제 및 항염증제로서의 개발 가능성이

매우 큰 것으로 사료된다(12).

갈조류 곤포과에 속하는 미역의 뿌리 부분인 미역귀

(Undaria pinnatifida sporophyll)는 식용으로는 많이 쓰이

지 않으나 항균, 항암 등의 기능성식품으로서의 개발 가능성

이 높은 물질로 밝혀지고 있다(13). Fucoidan과 같은 해조다

당류의 미백활성에 관한 연구가 많이 이루어지고 있는데

(14-16) 특히 미역귀에는 미백활성을 나타내는 fucoidan이

6.65%로 2.71%인 다시마에 비해 3배 정도 높다는 연구가

보고되어있다(16).

한편 감마선 조사는 식품 소재의 부패방지, 제품의 안전성

및 보존성 향상의 효과가 보고되어 현재 널리 이용되고 있으
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며(17), 이온화 방사선의 물리적인 특성을 이용하여 기능성

소재의 생리활성 개선 및 추출률 증가 등의 다양한 연구들이

보고되어진다(18,19). 특히, 꼬시레기, 우뭇가사리 및 감태

등의 해조류에서 한천 또는 알긴산과 같은 해조 다당류의

추출 수율이 방사선 조사에 의해 증가되었다고 보고되었다

(20). 이러한 다양한 연구에도 불구하고 해조류에 대한 방사

선의 영향 평가 연구는 아직까지도 미비한 실정이다. 따라서

본 연구에서는 해조류에 대한 방사선의 영향 평가에 관하여

알아보기 위하여 방사선 조사된 미역귀로부터 조다당을 추

출하여 추출수율을 측정하였고, 추출된 조다당의 미백효과

에 관하여 평가하였다.

재료 및 방법

재료

본 실험에 사용된 미역귀는 부산광역시 기장읍에서 구입

하여 조다당 추출에 사용하였다.

조다당 추출 및 감마선 조사

조다당의 추출은 미역귀 10 g(건조중량)에 3차 증류수

100 mL를 가하여 감마선 조사(10, 30, 50, 70, 100 kGy) 후

2시간 동안 100oC에서 환류 추출하였고, 여과(Wattman,

No.4)하여 70% 에탄올로 4oC에서 12시간 동안 교반하면서

조다당을 추출하였다. 추출용액을 원심분리(10,000 rpm, 10

min)하여 조다당을 분리하였고 이를 동결건조 하여 본 실험

에 사용하였다. 감마선의 조사는 한국원자력연구원 방사선

과학연구소(Jeongeup, Korea) 내 선원 11.1 PBq, 60Co 감마

선 조사시설(point source AECL, IR-79, MDS Nordion

International Co. Ltd., Ottawa, ON, Canada)을 이용하여

실온(22±1oC)에서 시간당 10 kGy의 선량률로 각각 10, 30,

50, 70, 100 kGy의 총 흡수선량을 얻도록 하였다. 흡수선량의

확인은 alanine dosimeter(5 mm, Bruker Instruments,

Rheinstetten, Germany)를 사용하였다. 비조사구인 0 kGy

는 동일한 온도효과를 얻기 위하여 감마선 조사시설 외부에

보관하였고, 조사 직후 조사 처리구와 함께 4oC 냉장고에

저장하였다.

세포주 및 세포 배양

Melanin 생성량을 측정하기 위해 본 실험에는 한국세포

주은행에서 분양받은 B16BL6 melanoma 세포주를 사용하

였다. B16BL6 melanoma 세포는 10% fetal bovine serum

(FBS)과 penicillin, streptomysin(100 unit/mL, 100 μg/mL)

을 함유한 Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)

으로 37oC로 유지되는 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

Mushroom tyrosinase inhibition assay

Tyrosinase 저해능은 tyrosinase의 작용 결과 생성되는

dopachrome을 비색법을 이용하여 측정하였다(21). Sigma

사(St. Louis, MO, USA)에서 구입한 효소액(mushroom

tyrosinase, 100 unit/mL)을 0.2 mL, 기질로서 L-DOPA

(dihydroxyphenylalanine) 0.4 mL, 0.1 M potassium phos-

phate buffer(pH 6.8) 0.2 mL의 혼합액에 시료 0.2 mL을 첨

가한 후 37
o
C에서 15분간 반응시켜 475 nm에서 측정하고

dopachrome의 변화를 저해능으로 환산하였다. Tyrosinase

저해능은 다음의 환산식에 의하여 계산되었다.

저해능(%)＝(1－
A－B

)×100C－D

A: 효소액을 첨가한 시료 처리구

B: 효소액을 첨가하지 않은 시료 처리구

C: 효소액 첨가 후 시료 대신 증류수를 첨가한 흡광도

D: 효소액과 시료 대신 증류수를 첨가한 흡광도

세포생존율(cell viability) 평가

B16BL6 melanoma cell을 96 well plate에 배지 2.4×103
cell/well 농도로 분주한 후 37

o
C, 5% CO2 incubator에서 4시

간 동안 배양하면서 세포가 plate에 완전히 부착된 다음 0,

10, 30, 50, 70, 100 kGy 선량으로 방사선 조사된 미역귀로부

터 추출된 조다당을 125, 250, 500, 1,000 μg/mL로 처리한

후 72시간 동안 배양하였다. 세포생존율은 72시간 이후 각

well에 EZ-Cytox(Daeillab Service, Seoul, Korea)를 10 μL

씩 첨가하고, 37
o
C에서 1시간 동안 반응시킨 후 450 nm에서

흡광도를 측정하였다.

세포내 melanin 생성 억제 효과

6 well plate에 5×104 cell/well로 B16BL6 세포를 접종하

고 37
o
C, 5% CO2 incubator에서 4시간 동안 배양한 뒤 세포

가 plate에 완전히 부착된 것을 확인한 후 0, 10, 30, 50, 70,

100 kGy로 방사선 조사된 미역귀로부터 추출한 조다당을

1,000 μg/mL로 처리하였다. 그 후 B16BL6 melanoma 세포

의 세포내 melanin의 과생성을 유도하기 위하여 100 ηM의

α-melanocyte stimulating hormone(α-MSH) 처리하고 72

시간 후 원심분리 하여 cell pellet을 모은 뒤 1% Triton X-

100(Sigma)을 함유한 10 mM phosphate buffer(pH 6.8)를

100 μL 가하고 5분간 교반한 후 원심분리 하여 melanin 정량

에 사용하였다. 분리된 pellet을 1 N NaOH 100 μL와 증류수

200 μL를 가하고 60
o
C에서 1시간 반응하여 완전히 녹인 후

405 nm에서 흡광도를 측정하였다. Melanin 표준물질(Sig-

ma)로부터 얻은 검량선을 이용하여 각 well에서 생성된

melanin 양을 산출하였다. Melanin 생성량은 표준물질 대비

μg/mL로 표기하였다(12).

통계처리

이상의 실험에서 얻어진 결과는 SPSS Statistics 18.0

Network Version(on release 18.0.1 of PASW Statistics)을

이용하여 one way ANOVA test로 분석하였으며 유의적 차

이가 있는 항목에 대해서는 Duncan's multiple range test로

p<0.05 수준에서 유의차 검정을 실시하였다.
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Table 1. Changes in yields of polysaccharide from irradiated
Undaria pinnatifida sporophyll

Dose (kGy) Yields (%)

0
10
30
50
70
100

6.12±0.921)d2)
11.13±0.26c
10.82±0.37c
14.13±0.57b
14.16±0.16b
18.91±0.14a

1)Each value in mean±SD (n=3).
2)
Values with different letters are significantly different (p<0.05).

ccdcdbdd

a

b'b'b'b'b'b'

a'

b"b"c"c"c"b"c"c"

a"

-20

0

20

40

60

80

100

kojic acid 0 kGy 10 kGy 30 kGy 50 kGy 70 kGy 100 kGy

Sample

Ty
ro

si
na

se
 in

hi
bi

tio
n 

ac
tiv

ity
 (%

)  .

Concentration at 1 mg/mL

Concentration at 5 mg/mL

Concentration at 10 mg/mL

Fig. 1. Tyrosinase inhibition activity of crude polysaccharide
extracted from gamma-irradiated (10, 30, 50, 70, 100 kGy)
and non-irradiated (0 kGy) Undaria pinnatifida sporophyll.
a-dValues with different letters differ significantly (p<0.05) at the
concentration of 1 mg/mL.

a',b'
Values with different letters differ

significantly (p<0.05) at the concentration of 5 mg/mL. a"-c"Values
with different letters differ significantly (p<0.05) at the concen-
tration of 10 mg/mL.

결과 및 고찰

감마선 조사에 따른 조다당 추출수율

산업적 측면에서 볼 때 천연물의 추출수율 증가는 부가

가치적 측면에서 매우 중요한 요소로 작용한다. 최근 Lee

등(22)의 연구에 의하면 감마선 조사된 녹차 추출물로부터

항산화 활성 증가 및 색도 감소로 인하여 녹차 추출물의 이

용효율이 증가한다고 보고하였다. Kim(23)의 연구에서는

감마선 조사에 의한 폐미역의 추출수율을 평가하였는데, 대

조군에 비하여 50 kGy의 감마선 조사구에서 fucoidan은 2

배, laminarin은 1.26배 수율이 증가함을 보였으며, 감마선

조사에 의한 복귀돌연변이 시험 결과 200 kGy까지는 복귀돌

연변이를 유발하지 않는 것으로 나타났다. World Health

Oranization(24) 또한 발암성 생물학 검정 및 다세대 생식

독성 평가를 포함하는 많은 범위의 독성학 연구 결과, 감마

선 조사와 관련된 어떠한 독성을 발견하지 못했다. 본 연구

에서도 방사선 조사된 미역귀로부터 방사선 조사에 따른 조

다당의 추출수율 변화에 관하여 알아보았다. 10, 30, 50, 70

그리고 100 kGy로 감마선 조사된 미역귀 추출물로부터의

조다당 추출수율을 Table 1에 나타내었다. 조사선량별 조다

당의 추출수율을 관찰한 결과, 비조사구의 조다당 추출수율

이 6.12%로 관찰되었고, 조사구(10, 30, 50, 70, 100 kGy)의

경우 각각 11.13, 10.82, 14.13, 14.16 및 18.19%의 수율을 갖는

것으로 관찰되어 조사선량에 의존적으로 조다당의 추출수

율이 증가하는 것으로 관찰되었고, 특히 100 kGy로 조사된

미역귀로부터 추출한 조다당의 경우 추출수율이 비조사구

에 비해 약 3배 정도 증가한 것으로 나타나 조사선량과 추출

수율의 높은 상관관계를 반영한다. Harrison과 Were(25)의

연구에 의하면 방사선의 조사는 이온화 에너지에 의한 저분

자로의 분자구조의 변환을 유도하여 저분자화에 의한 추출

수율을 증가시킨다고 보고하여 본 연구의 결과를 뒷받침한다.

Tyrosinase 억제 활성

방사선 조사된 미역귀에서 추출된 조다당의 tyrosinase

억제 활성을 cell free system에서 관찰한 결과를 Fig. 1에

나타내었다. Tyrosinase 억제 효과를 알아보기 위하여 방사

선 조사구 및 비조사구로부터 추출한 조다당의 농도를 1,

5, 10 mg/mL로 각각 조제한 후 enzyme 농도 50 unit/mL에

서 mushroom tyrosinase 억제 활성을 측정하였다. 실험 결

과, 대조구에서는 1, 5, 10 mg/mL의 농도 증가에 따라 0.42,

5.11, 8.06%, 100 kGy에서는 1, 5, 10 mg/mL의 농도 증가에

따라 3.20, 5.96, 11.18%로 각각의 sample에서 농도의 증가에

따라 유의적으로 tyrosinase의 활성을 억제시키는 것으로 관

찰되었다. 반면 조사선량이 증가함에 따라 tyrosinase의 활

성을 억제시키는 경향을 보였으나 유의성을 나타내지는 않

았다(Fig. 1). Tyrosinase는 피부 기저층에 있는 melanocyte

의 melanosome에서 tyrosine 혹은 DOPA를 기질로 하여 피

부의 색소 성분인 melanin을 생합성 하는데 있어서 key

enzyme으로 작용하는 효소이다(26). 따라서 본 연구에서 미

역귀로부터 추출한 조다당은 tyrosinase의 억제를 통해서

melanin 색소의 세포내 침착을 막아 미백활성을 유지시켜

주는 작용을 할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 방사선의

조사된 미역귀 조다당 추출물은 미백활성이 유지되는 것으

로 관찰되었다. 따라서 방사선 조사 기술은 미백활성을 가지

는 조다당 추출물의 수율을 증가시키는 유용한 방법으로 사

료된다.

세포 생존능(cell viability) 및 melanin 생성 억제 효과

감마선 조사한 미역귀로부터 추출한 조다당의 melanin 생

성 억제효과에 관하여 알아보기 위하여 우선적으로 B16BL6

melanoma cell의 생존율에 미치는 영향에 관하여 관찰하였

다(Table 2). 방사선 비조사 및 조사 과정을 통해서 얻어진

조다당을 125, 250, 500, 1,000 μg/mL의 농도로 세포에 처리

한 후 72시간 동안 배양한 결과, 대조군에서의 생존능을

100%로 비교하였을 때 샘플 처리구(0, 10, 30, 50, 70, 100

kGy)에서 유의적인 세포생존율의 변화는 관찰되지 않았다

(Table 2). 따라서 melanin 생성 억제 효과 실험에서는 1,000

μg/mL의 농도를 사용하여 실험하였다(Fig. 2).

세포내 melanin의 합성은 tyrosinase, tyrosinase related
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Table 2. Cell survival (%) in B16BL6 melanoma cell line treated with crude polysaccharide extracted from gamma-irradiated
(10, 30, 50, 70, 100 kGy) and non-irradiated (0 kGy) Undaria pinnatifida sporophyll

Dose (kGy) 125 μg/mL 250 μg/mL 500 μg/mL 1,000 μg/mL

Kojic acid
0
10
30
50
70
100

105.93±9.121)a2)
89.81±12.96b
87.90±2.32b
106.90±8.14b
88.76±8.15b
86.53±6.84b
86.26±1.86b

108.46±9.94a
83.90±6.09b
90.39±4.29b
102.19±2.94b
82.42±4.64b
86.12±7.33b
81.69±4.10b

104.50±2.62a
83.94±3.75cd
96.18±9.08ab
97.78±5.73abc
80.29±4.70d
80.45±6.44d
86.66±5.33bcd

97.67±1.77a
93.75±4.19ab
98.65±3.47a
97.51±5.86bc
87.03±7.31bc
79.83±7.33bc
91.74±3.28ab

1)
Each value in mean±SD (n=3).
2)Values with different letters within a same row are significantly different (p<0.05).
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Fig. 2. Inhibitory effect of melanin synthesis by crude poly-
saccharide extracted from gamma-irradiated (10, 30, 50, 70,
100 kGy) and non-irradiated (0 kGy) Undaria pinnatifida
sporophyll in B16BL6 melanoma cell treated with α-MSH.
a-cValues with different letters differ significantly (p<0.05).

protein-1(TRP-1), tyrosinase related protein-2(TRP-2),

cyclic adenosine monophosphate(cAMP), adrenocorticotropic

hormone(ACTH), forskolin 및 α-melanocyte stimulating

hormone(α-MSH) 등의 다양한 인자들에 의해서 조절된다

(27-29). 그중 α-MSH는 뇌하수체 및 피부를 포함한 여러

가지 말초조직에서 분비되는 pleiotropic molecule로써 세포

막 수용체(melanocortin receptor 1, MC1R)와 결합하여

gamma G protein을 활성화시키고, 이차적으로 adenylate

cyclase 활성에 의한 cAMP가 증가되고 연속적으로 protein

kinase A(PKA), tyrosinase 활성 등을 통하여 melanin 생성

을 촉진시키며 microphthalmia-associated transcription

factor(MITF) 단백질의 발현을 증가시켜 tyrosinase 유전자

의 발현을 촉진하는 것으로 알려져 있다(30,31). Park 등(12)

의 연구에 의하면 B16 melanoma 세포에서 다시마 열수추출

물은 melanin 생성에 있어서 1, 10, 100 μg/mL 농도에서 농

도 의존적으로 억제시켰다. 이에 본 연구에서는 B16BL6

melanoma 세포에 α-MSH를 처리하여 melanin의 형성을 촉

진시키는 melanogenesis 과정을 유도한 후 감마선 조사 과

정을 통하여 얻은 미역귀 조다당 추출물의 처리가 melanin

생성과정에 미치는 변화를 관찰하였다. 감마선 조사구 및

비조사구에 대한 melanin 생성 억제 측정 결과를 Fig. 2에

나타내었다. 무처리군(non-treated group)에 비하여 α-

MSH 처리군에서 melanin의 농도가 유의적(p<0.05)으로 증

가한 것으로 보아 α-MSH에 의한 melanogenesis가 성공적

으로 유도되었음을 보여준다. 또한 양성대조구로 사용한 kojic

acid 처리 그룹에서 melanin의 생성량이 유의적(p<0.05)으

로 감소되는 것으로 관찰되었으며, 미역귀 조다당 추출물을

처리한 모든 그룹에서 α-MSH 처리군보다 melanin의 생성

량이 유의적으로 감소되는 것을 관찰할 수 있었다. 그러나

방사선 조사선량에 따른 melanin 생성량의 변화는 관찰되지

않았다. 이러한 결과로 미루어 보아 감마선 조사구는 비조사

구와 비슷한 melanin 생성 억제 효과를 나타내는 것으로 사

료되며, 수율로 생기는 이득을 고려하였을 때 산업적 측면에

서 보다 긍정적인 효과를 얻을 수 있을 것으로 사료된다.

요 약

본 연구에서는 해조류에 대한 방사선의 영향 평가에 관하

여 알아보기 위하여 감마선 조사된 미역귀로부터 추출된 조

다당의 추출수율 및 미백활성에 관하여 관찰하였다. 미백활

성은 melanin 합성에 중요하게 작용하는 tyrosinase 억제

활성과 melanocyte의 melanin 생성 억제능을 평가하였다.

실험 결과, 방사선의 조사는 선량 의존적으로 조다당의 추출

수율을 증가시키고, tyrosinase 억제 활성 및 α-MSH로

melanin을 과생성 시킨 B16BL6 melanoma 세포내 melanin

생성 억제 활성을 유지시켜 주는 것으로 나타났다. 이러한

결과로 미루어 보아 감마선의 조사는 미백활성을 갖는 미역

귀 조다당을 얻기 위한 효과적인 방법이며, 미백 산업 분야

에서도 효과적으로 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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