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Total phenolic content was the highest in 60% ethanol extracts at 21.91 mg/g, and inhibitory activity
against tyrosinase of 60% ethanol extracts was higher than ethanol extracts of other concentration. The
inhibitory compounds against tyrosinase from Persimmon leaves were purified using Sephadex LH-20,
MCI-gel CHP-20 column chromatography with gradient elution. Two purified compounds were iso-
lated as a result. The chemical structures of each compound were determined and identified using
1
H-NMR and

13
C-NMR, FAB-Mass. The compounds were confirmed as (+)-gallocatechin and prodel-

phinidin B-3. The tyrosinase inhibitory activities of purified (+)-gallocatechin and prodelphinidin B-3
were 29.5 and 40.2%, respectively. The inhibitory activities of (+)-gallocatechin and prodelphinidin B-3
against melanin biosynthesis in melanoma cell were 32.5 and 46.7%. The safety of essence with ty-
rosinase inhibitory compounds from persimmon leaves was also assessed by various safety profiles.
First, changes in pH (4.90∼4.95) and viscosity (23,000∼26,000 cP) was not detected for 60 days.
Essence also showed stability against temperature and light for 60 days. All these findings suggest
that extracts from persimmon leaves have a great potential as a cosmetical ingredient with a potent
whitening effect.
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서 론

최근에 피부 흑화의 생물학적 현상에 대한 이해가 높아짐에

따라 여러 가지 미백자원에 대한 연구가 가능해졌다. 이에 우

리나라와 일본을 비롯하여 동양권 시장에서 경쟁을 원하는

다국적 기업들을 중심으로 새로운 표적에 작용하는 미백제의

연구가 활발히 진행되고 있으며[23,32], 우리나라에서는 화장

품 법 시행과 함께 기능성 화장품의 연구 및 기술개발이 더욱

발전하고 있다. 기능성 화장품은 다른 화장품과 달리 안전성

유효성을 과학적으로 입증하여 관련기관으로부터 허가를 취

득하여야 하는 제품이며, 따라서 소비자들의 효과에 대한 신

뢰성이 높은 제품이다. 미백화장품의 원료개발에 있어 천연원

료에 대한 연구는 우리 전통의학에 기반을 둔 원료개발이라는

점과 우리나라 소비자들의 화장품 선호도와 맞물려 국내 화장

품 개발의 주력분야가 되고 있으며, 우리가 경쟁력을 확보할

수 있는 부분이므로 지속적인 개발이 필요하다.

피부의 색조를 결정하는 주요한 인자인 melanin은 표피 기

저층의 melanocyte라고 불리는 색소세포 내의 melanosome에

서 생합성 된다. 멜라닌 생합성의 시작물질인 tyrosine은 멜라

닌 세포내에서의 tyrosinase에 의해 DOPA, DOPA quinone을

거쳐 indole-5,6-quinone으로의 중합에 의해 melanin을 생성

하는 것으로 알려져 있다[24,33,34]. 또한 사람의 피부색을 결

정하는 가장 중요한 요인인 멜라닌(melanin)은 피부의 광노화

나 일광각화증을 억제할 뿐만 아니라[4,29], 기미, 주근깨, 검버

섯 등의 부분적인 hyperpigmentation을 일으키는 역할을 하

고 있다[11,39]. 멜라닌은 표피 기저층에 존재하는 melanocyte

내의 소기관인 melanosome에서 생합성되며, melanocyte의

수지상 돌기를 통하여 주위의 keratinocyte로 전달되고, 피부

의 각질층으로 이행한다[28]. 상기의 색소 침착을 치유하기 위

해 멜라닌 생성을 억제하는 hydroquinone, resorcinol 등의 페

놀 유도체나, L-ascorbic acid와 그 유도체 및 kojic acid, arbu-

tin, lactic acid, glucosamine, tunicamycin 등이 개발되었으나,

피부 자극이나 안정성에 문제가 있어 극히 제한된 양만 사용

되고 있다[6,19].

감의 과육과 잎에 많은 양이 들어 있는 polyphenol 중 탄닌

의 성상은 널리 알려져 있는데 그 중에서도 탄닌의 특징인

단백질 및 금속이온과의 결합에 관해서는 그 응용을

포함하여 연구가 진행되어 왔으며[7], 효소활성의 저해

작용도 중요한 탄닌의 역할로 인식되어지고 있다[36,37].

Feudenberg [12]와 Haslam [14]에 의해 분류된 축합형 탄닌

은 flavan-3-ol 유도체로서는 (-)-epicatechin, (+)-catechin 등이

가장 많으며 강산으로 처리하면 anthocyanidin류를 생성하므

로 proanthocyanidin으로 총칭되고 있다[9]. Namba 등[30]은

86종의 생약에서 수종의 flavonol 및 flavonoid 성분을 분리하

여 보고하였다. 최근 식물에 함유되어 있는 생리활성 성분에
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대한 관심이 높아져 이들 생리활성 성분을 함유한 천연식물

소재들을 천연 항산화제와 항진균제의 원료로 이용하려는 시

도가 많이 이루어지고 있다. 식품에 존재하는 생리활성 물질

의 대부분은 페놀성 화합물이고 이들 페놀성 화합물은 일반적

으로 수용성이며 플라보노이드 류가 주를 이루고 단순한 페놀

류, 페놀산, 페닐 프로파노이드 류, 페놀성 퀴논 류들을 포함하

는 것으로 항균, 항알러지, 항산화, 항종양, 항암, 충치방지,

심장질환 및 당뇨병 예방 등의 효과가 있는 것으로 보고되고

있다[8,13,17].

따라서 각종 생리활성 물질로서 주목받고 있는 탄닌의 ty-

rosinase 저해활성을 이용한 미백화장품으로 개발하기 위하여

떫은 감잎으로부터 분리한 tyrosinase 저해활성을 갖는 탄닌

을 분리, 동정하고 화장품제조에 적용하여 보았다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용한 감나무잎은 경북상주소재의 감 농장에서

수확하여 건조 후 분쇄하여 저온저장 하면서 이용하였다.

감잎추출물의 조제

감잎 분말 1 g을 물과 60% ethanol 100 ml에 넣고 6시간

동안 추출한 후 상징액을 Whatman No. 1로 여과하여 여액을

시료로 사용하였다.

Phenol성 화합물 정량

시료 1 ml를 95% ethanol 1 ml와 증류수 5 ml를 첨가하고

1 N Folin-ciocalteu reagent 0.5 ml를 넣어 잘 섞어주고, 5분간

방치한 후, Na2CO3 1 ml를 가한 후, 흡광도 725 nm에서 1시간

이내에 측정하여 gallic acid를 이용한 표준곡선으로 양을 환산

하였다.

Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성 측정은 Yagi 등의 방법[38]에 따라 측

정하였다. 반응구는 0.175 M sodium phosphate buffer (pH

6.8) 0.5 ml에 10 mM L-DOPA를 녹인 기질액 0.2 ml 및 시료용

액 0.1 ml의 혼합액에 mushroom tyrosinase (110 unit/ml) 0.2

ml을 첨가하여 25℃에서 2분간 반응시켜 반응액 중에 생성된

DOPA chrome을 475 nm에서 측정하였다. Tyrosinase 저해활

성은 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나타

내었다.

저해율(%)=(1-
시료첨가군의 흡광도

)×100
대조구의 흡광도

Melanoma cell (B16F10)에서의 melanin 생합성 저해

율 측정

피부 멜라노마 세포로부터의 melanin 생합성 저해 측정은

Hosoi 등[16]의 방법에 따라 측정하였다. DMEM 배지로 배양

된 멜라노마 세포를 100 mm culture dish에 2×10
6

cell/dish가

되게 분주하고 24시간 배양 후 시료를 농도별로 조제하여 2

ml 첨가하고, 48시간 후에 인산완충액(pH 7.4)으로 세척하였

다. 그 다음 0.25 M trypsin-EDTA 용액으로 세포를 탈착한 후

수확한 세포를 1×10
6
세포 당 1 ml의 5% TCA로 처리하고,

2,500 rpm으로 2회 원심분리한 후 분리된 melanin을 인산완

충액으로 세척한 뒤 ether:ethanol (1:3) 1 ml를 가하여 2회 원

심분리 한 후 ether 1 ml로 세척 건조시켰다. 건조된 melanin

에 1 N NaOH를 1 ml 가하여 80℃에서 1시간 반응시킨 후 분

광 광도계 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. Melanin 생합성

저해는 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율로 나

타내었다.

Melanin 생합성 저해율(%)=(1-
시료첨가군의 흡광도

)×100
대조구의 흡광도

Phenol성 화합물의 정제

Sephadex LH-20에 의한 정제

Sephadex LH-20 column을 충진한 후 흡착성의 성질에 의

해 분리하였다. 용출용매는 normal phase type으로서 EtOH

→H2O 및 60% EtOH과 reverse phase type으로 H2O→EtOH

의 순으로 용출시켜 TLC 상에서 phenol성 물질의 유무 및

종류를 확인하고 농축, 건조하였다.

MCI-gel CHP 20P에 의한 정제

MCI-gel은 다공성 polystyren gel로서 흡착성을 이용하였

으며 용출용매는 일반적인 reverse phase type인 H2O→EtOH

로 용출하여 TLC 상에서 확인하였다.

Thiolysis

Nonaka 등[31]의 방법에 따라 시료 200 mg을 AcOH-EtOH

(10 ml)에 용해하고 benzylmercaptan 6 ml를 첨가한 후 reflux

상태에서 6 시간 동안 완전 thiolysis하였다. 반응생성물은

Sephadex LH-20 column으로 60% MeOH 및 EtOH을 사용하

여 반복 정제하여 2 종류의 분해물을 얻었다.

Desulfurization

Nonaka 등[31]의 방법에 따라 시료 100 mg을 10 %

AcOH-EtOH(3 ml)에 용해하고 Raney nikel ethanol slurry에

첨가하여 실온에서 2 시간 방치하였다. 방치 후 침전된 Raney

nikel을 여과하고 감압 농축하여 Sephadex LH-20 column에

서 EtOH로 정제하였다.

정제된 phenol성 화합물의 물리 및 화학적 성질

Infrared (IR) spectrum은 할로겐화 알칼리 정제법을 이용

하여 순수 분리된 시료 1 mg을 KBr 100 mg 분말과 잘 섞어
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배합한 후 가압 정제를 만들어 측정하였다. 핵자기 공명 분광

기(Nuclear Magnetic Resonance, NMR) spectrum은 FT방법

(Pulse Fourier Transform method)을 이용하여 정제물 10 mg

을 측정용매 CDCl3+DMSO-D6+D2O에 5∼20%(W/V) 비율로

용해시키고 TMS [Tetramethylsilane; (CH3)4Si]를 기준 물질로

하여 PMR (300 MHz)로 측정하였다. Mass spectrum 측정은

고체 시료 1 mg을 감압상태(10-4∼10-6 mmHg)에서 negative

ion FAB-mass spectrum을 이용하여 화학적 분석법에 의해

측정하였다. 이때 측정 용매로서는 thioglycerol을 사용하였으

며, 측정조건에서 emitter 전류는 22∼28 eV이며, 이온원의 가

속가압이 6∼7 KV에서 질량분석을 하였다.

감나무잎 추출물을 활용한 화장품(essence)의 제조

Essence제품의 제조는 수상에 보습제인 glycerin, poly-

ethylene glycol 1500과 방부제를 넣어 80℃까지 가열하여 용

해시킨 후, homo mixer (T.K. Homo Mixer Mark Ⅱ, Tokushu

kika kogyo Co. Ltd., Osaka, Japan)를 이용하여 3,000 rpm에

서 2분간 유화하고, 미리 분산한 lubrajel DV와 점증제인 car-

bopol 940을 넣고 2분간 유화하였다. Triethanolamine (TEA)

를 넣고 3분간 더 유화한 후, 에탄올상인 PEG-40 hydro-

genated castor oil을 넣어 2분간 유화한 후 30℃까지 냉각하고

탈기하여 제조하였다.

감나무잎 추출물을 활용한 화장품의 안정성 실험

pH 측정은 Metrohm (Metrohm 691, Metrohm UK Ltd.

Herisau, Switzerland)을 이용하여 25 ± 1℃에 보관한 essence

를 측정하였다. 점도측정은 Brookfield Viscometer를 이용하

여 스핀들(spindle) No. 4를 택하여 6 rpm에서 1분간 점도를

측정하였다. 화장품의 온도에 따른 안성성 시험법은 소정의

온도 조건(0, 25, 40℃)에 보관하여, 경시적 변화에 따른 유분

리, 침전, 변색 등의 상태변화를 관찰하였다. 인공광 노출 시험

은 투명용기에 화장품을 담아 sun lamp 장치(내부온도는 40℃,

광원과 용기의 거리는 20.3 cm)에 넣은 후 인공 UV 조사 후

0.5, 1, 2, 3시간 동안의 변색, 발색, 변취, 산패 등의 변화를

관찰하였다. 또한 자연광 노출 시험은 화장품을 투명용기에

담아 햇빛이 잘 드는 실외에 보관하여 7, 15일 동안의 변색,

발색, 변취, 산패 등의 변화를 관찰하였다. 온도순환에 따른

안정성 시험은 화장품을 투명용기에 담아 -15℃, -10℃, -5℃,

0℃, 5℃, 10℃, 15℃, 25℃, 37.5℃, 40℃에서 각각 24시간 보관

한 후 이를 1 cycle로 하여 10회 반복 시행하여 온도 순환에

따른 안정성을 평가하였다(Fig. 4). 냉ㆍ해동순환(freeze &

thaw cycling)에 따른 안정성 시험은 화장품을 투명용기에 담

아 -10℃와 25℃에 각각 24시간 보관하여 이를 1 cycle로 하여

3, 7일 동안의 안정성을 관찰하였다.

결과 및 고찰

Ethanol 농도에 따른 phenol성 물질의 용출량

감나무잎 추출물의 추출 조건을 확립하기 위해 다양한 농도

의 ethanol을 추출용매로 하여 phenol성 물질의 용출량을 측

정하였다. 그 결과 Fig. 1과 같이 60% ethanol을 사용하여 추출

하였을 경우 가장 높은 용출량을 확인 할 수 있었으며, ty-

rosinase 억제 효과도 60% ethanol 추출물에서 가장 높게 나타

나는 것으로 보아 phenol성 물질의 함량과의 상관관계가 인정

되었다. 따라서 이후의 실험은 물 추출물과 60% 에탄올 추출

물을 이용하여 실시하였다.

추출물의 tyrosinase 억제 효과 측정

Tyrosinase는 tyrosine으로부터 3,4-dihydroxyphenylalanine

과 DOPA-quinone을 거쳐 최종적으로 흑갈색의 melanin 색소

생성에 관계하는 효소로써 야채나 과실류 특히 감자의 갈변현

상과 피부에 암갈색의 색소 물질을 침착 시키는 원인이 되기

도 한다. 본 연구에서는 식물 유래 추출물로부터 미백 및 갈변

저해물질을 분리하고 미백효과를 검토하여 기능성 화장품 소

재로서 활용키 위해 tyrosinase 억제효과를 검토한 결과 Fig.

2에서와 같이 감잎 60% 에탄올 추출물에서 약 37%의 ty-

rosinase 억제효과를 나타내어 가장 높은 저해효과를 확인할

수 있었다. 그리고 전체적으로 물 추출물보다는 에탄올 추출

물이 tyrosinase 저해활성이 높은 것을 확인할 수 있었다.

Tyrosinase 저해활성은 폴리페놀의 종류 및 그 구조와 상관관

계가 있는 것으로 Kim 등[22]은 보고하였고, 또한 폴리페놀

중에서도 catechin류는 tyrosinase 저해활동을 나타내지 않았

지만, gallocatechin이나 epicatechin류에서 높은 저해활성을

나타내었으며, monomer보다 dimer에서 저해활성이 더 우수

하였다고 안 등[1]은 보고하였다.

감잎 추출물로부터 tyrosinase 저해 물질의 정제 및 동정

Tyrosinase 저해 활성 측정 결과 감잎 추출물에서 37%의
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Fig. 1. The effect of ethanol concentration on phenolics content

in extracts from Persimmon leaves.
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Fig. 2. Inhibition of tyrosinase activity by extracts from

Persimmon leaves.

저해력을 나타내어 감잎으로부터 효소활성 저해 물질로 생각

되어지는 화합물인 polyphenol류를 정제하고자 하였다. 감잎

을 60% EtOH로 추출하여 농축하고 Sephadex LH-20 column

에 충진하여 60% EtOH을 용매로 하여 용리한 결과 Fig. 3과

같이 3가지 분획물을 얻을 수 있었으며, 세가지 분획 중 B 분획

에서 효소 저해 활성이 확인되어(Table 1), Sephadex LH-20

column을 이용하여 EtOH을 0→100%까지 변화시키며 2차

분리를 수행한 결과 B분획에서 3가지(B-1, B-2, B-3)분획이 검

출되었고, C분획에서 2가지(C-1, C-2)분획이 검출되었다. 이들

분획 중 B-2와 C-1에서 tyrosinase 저해활성이 검출되었으나

(Table 2), TLC 상에서 혼합물로 판정되어 순수물질로 분리하

기 위하여, B-2와 C-1을 MCI-gel CHP-20 column을 이용하여

3차 분리 하였다. 이때 용리 조건은 MeOH을 0→100%로 gra-

dient로 용출하였다. 그 결과 Fig. 3에서와 같이 B-2로부터

B-2-1와 B-2-2을, C-1으로 부터 C-1-1, C-1-2 및 C-1-3의 단일

물질을 얻을 수 있었으며, 각 정제물을 이용하여 tyrosinase저

Persimmon leaves

Fig. 3. A procedure for isolation of phenolic compounds from

persimmon leaves.

Table 1. Tyrosinase inhibition of fractions from persimmon

leaves by Sephadex LH-20

Fraction Inhibition activity (%)

A -

B 26.5±2.3

C 38.3±1.5

Table 2. Tyrosinase inhibition fractions from persimmon leaves

by Sephadex LH-20

Fraction Inhibition activity (%)

B-1 -

B-2 28.3±3.3

B-3 -

C-1 37.9±3.5

C-2 -

해 활성을 측정한 결과 B-2-2(compound A)와 C-1-2(com-

pound B)에서 높은 효소 저해 활성을 확인할 수 있었다(Table

3). 정제된 2가지 compound의 동정을 위하여 구조 분석을 한

결과, compound A는 무색침상형으로 melting point가 186∼

189℃이었고, [α]D가 +2.4˚(C=1.0, acetone)이었으며, negative

FAB-MS에서 305의 분자량을 얻었으므로 (-)-epicatechin 및

(+)-catechin에 산소 분자 1개가 더 결합한 물질임을 알 수 있

었고,
1
H-NMR spectrum에서 2.56 ppm (dd), 2.75 ppm (dd)는

alipatic 영역의 4-H를 의미하고 4.13 ppm (s), 4.74 ppm (d)은

catechol의 전형적인 signal로써 3,2-H를 확인할 수 있었다. 또

한 5.86, 5.99 ppm spectrum은 doublet의 분열 양상으로 6,8-H

임을 시사하였고 6.52 ppm의 2 H분의 singlet는 2',6'-H로서

(+)-gallocatechin으로 동정하였다. 이러한 결과는 Sakanaka

등[35]의 분석 결과와 일치하였다. Compound B는 염갈색의

무정형으로 [α]D는 -157.6°(C=1.0, acetone)이었고 anisalde-

hyde-H2SO4에서 갈색반응을 나타내었으며, negative

FAB-MS에서 m/z; 609[M-H]-의 분자량을 얻었으므로 축합형

탄닌의 dimeric 이상의 화합물임을 알 수 있었다. Compound

B를 monomer로 제조하기 위해 thiolysis반응을 거쳐

Sephadex LH-20 column으로 분리한 결과 Fig. 4에서와 같이

compound B-1과 B-2가 1:1 mol의 비율로 얻어 졌으며 B-1의
1
H-NMR spectrum을 확인한 결과 4.09 ppm (2 H, s,-SCH2-),

7.16～7.46 ppm (5 H, aromatic)에서 benzylthioether화된 물

Table 3. Tyrosinase inhibition fractions from persimmon leaves

by Sephadex LH-20

Fraction Inhibition activity (%)

B-2-1 5.2±0.8

B-2-2 29.5±1.3

C-1-1 1.3±0.3

C-1-2 40.2±1.3

C-2-3 10.7±1.1
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Fig. 4. Thiolysis of compound C-1-2

질로 확인 되었고, 다시 물질의 확실한 귀속을 위하여 Raney

Ni하에 탈황 반응을 거쳐 Sephadex LH-20으로 정제한 결과

B-3를 얻을 수 있었다. B-3의
1
H-NMR을 살펴본 결과 com-

pound A의
1
H-NMR과 일치하여 (+)-gallocatechin으로 동정

하였으며 B-2의
1
H-NMR도 (+)-gallocatechin의 signal과 일치

하였다. 또한 compound B물질의 spectrum에서 상부에 해당

하는 4-H의 결합정수가 크므로 compound B는 상부에

(+)-gallocatechin, 하부에 (+)-gallocatechin이 4α-8의 결합형태

로 결합된 prodelphinidin B-3로 동정하였다. 이러한 결과는

안 등[1,2,3]의 결과와 일치하였다.

정제물의 tyrosinase 저해활성 확인

Tyrosinase는 피부 멜라닌 생성에 있어서 매우 중요한 역할

을 하고 있으며, melanosome 내에서 tyrosine을 산화시켜

DOPA를 만드는 tyrosine hydroxylase로, DOPA를 산화시켜

DOPA quinone을 만드는 DOPA oxidase로서 작용하여 멜라

닌 중합체를 합성하는데 중요한 효소로 작용한다[15]. 이렇게

피부 내에서 멜라닌 중합체 생합성을 효과적으로 저해할 수

있는 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 Table 4와 같이 측정

되었다. 감잎으로부터 분리한 (+)-gallocatechin과 prodelphi-

nidin B-3는 각각 29.5, 40.2%의 저해활성을 나타내어 ty-

rosinase 저해활성이 비교적 높게 나타났다. Lee 등[27]의 제주

산 식물을 이용한 tyrosinase 억제 활성을 측정한 결과 1,000

ppm의 농도에서 10.0% 미만의 효과가 나타났으며, Jung 등

[20]의 토사자, 숙지황, 오가피 추출물 1,000 ppm에서 30.0%

미만의 저해능을 나타낸 결과와, An 등[5]의 진달래꽃 추출물

의 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 열수 및 에탄올 추출물

1,000 ppm에서 각각 24.0, 48.0%의 저해를 나타낸 결과와 비교

Table 4. Inhibitory effect of tyrosinase by purified phenolics

from persimmon leaves

Source Phenolics Inhibition activity (%)

Persimmon

leaves

Gallocatechin 29.5±1.3

Prodelphinidin B-3 40.2±2.6

하여 감잎의 활성이 우수함을 확인할 수 있었다. 또한 Kwak

등[26]의 쑥 추출물의 tyrosinase 저해활성을 측정한 결과 10

mg/ml에서 hexane, chloroform 및 ethyl acetate로 분획한 추

출물이 각각 55.8, 57.5, 60.2%의 효과를 나타내었으며, Kwak

등[25]이 치자열매의 에탄올 추출물을 hexane, chloroform 및

ethyl acetate로 분획한 치차열매 분획물의 tyrosinase 저해능

이 10 mg/ml에서 72.0%, 59.0%, 99.7%를 나타내었다고 보고

한 것과 유사한 저해활성을 나타내어 tyrosinase 저해활성이

우수함을 확인할 수 있었다.

Melanoma cell (B16F10)에서의 melanin 생합성 저해

율 확인

감잎 정제물을 천연 미백제로 사용하기 위하여 melanoma

세포에서의 멜라닌 생합성을 측정한 결과 Table 5와 같이 측정

되었다. 감잎으로부터 분리한 (+)-gallocatechin과 prodelphi-

nidin B-3는 멜라닌생성 저해효과가 각각 32.5, 46.7%의 저해

활성을 나타내었다. 이는 Kwak 등[25]의 치자 열매 추출물의

B16F10 melanoma 세포의 melanin 억제효과가 10 mg/ml에

서 열수 추출물의 경우 36.3%, 에탄올 추출물의 경우 55.9%로

나타나 감잎의 멜라닌 생성억제효과와 비슷함을 알 수 있었

고, Hwang 등[18]의 인삼의 부위별 멜라닌 생성억제효과에서

건조 인삼시료 100 μg/ml의 농도에서 27.0%의 저해율을 나타

내었으며, Cho 등[10]의 유기농의 멜라닌 생성 억제 효과에서

200 μg/ml의 유기농 butanol 분획물의 경우 25.0%의 저해율

을 나타내었고, Kim 등[21]의 안정화시킨 vitamin C와 파이토

스핑고신의 멜라닌 생성 억제 효과에서 대조군인 코직산이

100 μg/ml의 농도에서 44.7%의 억제효과와 비교하여, 감잎의

멜라닌 저해 효과가 우수함을 확인할 수 있었으며, 우수한 천

연 미백제로 사용이 가능할 것으로 사료된다.

감나무잎 추출물을 활용한 essence 제품의 안정성

Table 6의 처방에 따라 제조하여 실온(25℃)에서 보관한 es-

sence 제품을 60일간의 pH와 점도 측정 결과 Fig. 5와 같았다.

Essence 제품의 경우 10,000 ppm의 농도에서 pH 측정결과

4.90～4.95로 60일 동안의 저장기간 동안 큰 변화를 나타내지

않았다. Essence 제품의 점도를 Brookfield LV-Ⅱ digital visc-

ometer로 측정한 결과 실온(25℃)에서 보관한 essence 제품의

점도를 60일 동안 측정한 결과 23,000∼26,000 cP사이에 분포

했으며 저장기간 동안 수치상의 큰 변화 없이 안정하였다. 화

장품의 열에 의한 경시적 품질열화현상을 관찰하기 위해서

Table 5. Inhibitory effects of melanin synthesis of purified com-

pounds from persimmon leaves induced B-16 mouse

melanoma cell lines

Source Phenolics Inhibition activity (%)

Persimmon

leaves

Gallocatechin 32.5±2.3

Prodelphinidin B-3 46.7±1.1
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Table 6. Recipe of essence

Phase Ingredient Content (%)

A

Purified Water 37.75

Dopotassium Glycyrrhizate 0.05

Disodium Ethylenediaminetetraacetate 0.03

Imidazolidynyl Urea 0.15

Polyethylene Glycol 1500 2.00

Betain 3.00

Glycerin 5.00

1,3-Butylene Glycol 2.00

B
Purified Water 10.00

Polyglycerylmethacrylate/Propylene Glycol 2.00

C

Purified Water 15.00

Carbomer 940 0.20

Carbomer 941 0.06

D
Purified Water 2.00

Hydroxyethylcellulose 0.02

E
Purified Water 1.00

Sodium Hyaluronate 0.01

F
Purified Water 2.00

Triethanolamine 0.26

G

Ethanol 6.00

Methyl Paraben 0.15

Polyoxyethylene Hydrogenated Castor Oil 0.40

Fragrance 0.02

H
Aloe Vera Gel 0.30

Fucogel 1000 0.30

I
Purified Water 10.00

Purified compounds 0.30
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Fig. 5. pH and viscosity change of the essence.

온도안정성 평가를 실시한 결과 Table 7과 같이 0, 25, 40℃의

온도에서 보관한 essence 제품은 60일 동안 모든 온도 조건에

서 안정한 것으로 나타났다. 불안정한 화장품의 경우 고온(4

0℃)에서는 외관의 산패, 변색, 변취, 점도, 증발, 부유, 침전,

탁도(투명도), 분리 등이 관찰되며, 저온에서는 응고, 침전, 탁

도(투명도), 결정 석출, 분리 등의 화학적․물리적 변화가 관찰

된다. 이와 같은 현상은 사용성에 큰 영향을 줄뿐 아니라, 화장

품이 갖는 미적외관, 이미지의 손실에도 영향을 준다. 일반적

으로 화장품의 품질수명은 소비자가 끝까지 사용할 때 까지를

보증해야 하므로 안정성을 체크해야 하며, essence 제품은 60

일 동안 경시적 변화 없이 안정하였다. Essence 제품의 인공광

과 자연광에 대한 안정성을 실시한 결과 Table 8과 9와 같이
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Table 7. Results of stability test of essence in constant temperature conditions

Temperature (℃)

Stability

Storage time (day)

1 3 7 15 30 60

0 Stable Stable Stable Stable Stable Stable

25 Stable Stable Stable Stable Stable Stable

40 Stable Stable Stable Stable Stable Stable

Table 8. Results of artificial sun lamp test of essence

Condition
Storage time (hr)

0.5 1 2 4

Stability Stable Stable Stable Stable

* Temperature was 40℃ and Distance from light source was 20.3 cm

Table 9. Results of sun test of essence

Sample
Storage time (day)

7 15

Essence Stable Stable

Table 10. Results of stability test of essence in cycle chamber condition

Cycle 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Stability Stable Stable Stable Stable Stable Stable Stable Stable Stable Stable

Table 11. Results of stability test of essence in freeze & thaw cycling condition

Temperature (℃)
Storage time (day)

3 7

-10 Stable Stable

25 Stable Stable

저장 기간 동안 모두 안정함을 나타내었다. 이러한 결과로 볼

때 감나무 잎의 미백물질이 첨가된 화장품은 제조 후 태양광

과 형광등의 빛에 노출되어도 비교적 안정성을 유지한다고

판단되었다. 온도순환에 따른 안정성 시험법은 4계절이 분명

한 우리나라에서 화장품의 저온 및 고온의 보관조건에 따른

물성변화를 관찰하기 위하여 실시하고 있으며, 또한 온도 변

화에 따라 유화․가용화에서의 물성변화를 관찰하기 위하여

실시한다. 제품의 대부분은 고온에서 가수분해 현상 및 기타

현상 등이 빨리 일어나며, 저온인 경우는 부피팽창, 용해도차

에 의한 계면막 손상, 침전 등이 일어난다. Essence 제품을 -15,

-10, -5, 0, 5, 10, 15, 25, 37.5, 40℃에서 각각 24시간 보관한

후 온도 순환에 따른 안정성을 관찰한 결과 Table 10과 같이

10 cycle 모두에서 상의 분리와 변색, 변취 없이 안정함을 육안

으로 확인할 수 있었으며, essence 제품을 급격한 온도 조건인

고온(25℃)과 저온(-10℃)의 온도 변화를 주어 각각 24시간 보

관하여 3일과 7일차에 안정성을 관찰한 결과 Table 11과 같이

상의 분리와 변색, 변취 없이 모두 안정함을 확인할 수 있었다.
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초록：감나무 잎으로 부터 분리한 tyrosinase 억제물질의 응용
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