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  요 약 : 구아바 잎 추출물이 미백 기능성 화장품 소재로써의 활용 가능성을 확인하고자 하였다. 
DPPH radical 소거 활성, 세포 내 ROS 측정, B16F10 melanoma cell 에서의 세포 독성 및 자외선A에 
대한 세포 보호효과, 시험관 내 tyrosinase 억제 효과, 멜라닌 생합성 억제 효과를 측정하였다. 구아바 
잎 추출물의 높은 DPPH radical 소거 활성과, 세포 내 ROS 활성 억제 측정을 통해 항산화 효과를 확
인하였다. B16F10 melanoma cell 에서의 세포 생존율이 모든 농도에서 98% 이상의 생존율을 나타냈으
며, UVA로부터의 세포 보호효과가 농도 의존적으로 높아지는 것을 확인하였다. 또한 10%의 시험관 내 
tyrosinase 활성 억제 효과와 20%의 멜라닌 생합성 억제 효과를 확인되었다. 구아바 잎 추출물은 
B16F10 melanoma cell에 대한 독성이 적고, 높은 항산화 활성과 tyrosinase 활성 억제 및 멜라닌 생합
성 억제 효과를 통해 안전하고 우수한 미백 효과를 가진 미백 기능성 화장품 소재로써의 개발 가능성을 
확인하였다.

주제어 : 항산화, 멜라닌, 구아바 잎, 활성산소, 자외선 A

  Abstract : The purpose of this study was to investigate the applicability of the Psidium guajava 
leaf extract as a whitening functional cosmetic material. We measured DPPH radical scavenging 
activity, intracellular ROS, cytotoxicity in B16F10 melanoma cells and cytoprotective effect on 
ultraviolet A, in vitro tyrosinase inhibitory effect and melanin biosynthesis inhibitory effect. The 
antioxidative effect was confirmed through high DPPH radical scavenging activity and intracellular 
ROS activity inhibition measurement of the Psidium guajava leaf extract. The survival rate of 
B16F10 melanoma cells was more than 98% at all concentrations, and the cytoprotective effect 
from ultraviolet ray A was found to increase in a concentration-dependent manner. In addition, in 
vitro tyrosinase activity inhibitory effect of 10% and melanin biosynthesis inhibitory effect of 20%   
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were observed. Through less toxicity for B16F10 melanoma cell, high antioxidant activity, inhibition 
of tyrosinase activity and melanin biosynthesis inhibitory effect, we confirmed the possibility of 
developing the Psidium guajava leaf extract as a whitening functional cosmetic material with a safe 
and excellent whitening effect

Keywords : Anti-oxidant, Melanin, Psidium guajava leaf, ROS, UV-A 

1. 서 론

멜라닌(melanin)은 피부색을 결정하는 색소 세
포로써, 자외선에 의한 피부 손상과 활성산소를 
제거하여 피부 보호 역할을 하는 것으로 알려져 
있으나 과도한 생성은 기미, 주근깨, 검버섯, 점 
등을 유발하고, 멜라닌 전구 물질의 독성으로 인
하여 세포의 사멸과 피부 암 생성이 촉진되기도 
한다[1,2]. 피부에서의 멜라닌 생 합성은 멜라닌 
세포의 멜라닌 소체에서 L-tyrosine으로부터 일
련의 반응 단계를 거쳐 생성 되어[3-7], 세포질 
돌기를 통하여 표피의 기저층과 유극층의 각질화
세포로 운반되어 진다[8]. 이때 멜라닌의 합성은 
tyrosine을 기질로 하여 tyrosinase에 의해 
3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA)와 DOPA 
quinone으로 대사된 후 DOPA quinone의 반응
에 따라 pheomelanin과 eumelanin 생성의 2가지
로 나누어 지게 된다[9]. tyrosinase는 멜라닌 중
합체를 생성하는 중요한 효소로 세포 내에서 활
성화 되어 멜라닌이 과잉 생산되면 피부의 기미, 
주근깨, 검버섯, 점 등의 색소 침착이 일어나 
tyrosinase 활성 억제 실험은 미백 원료 개발의 1
차 screening 단계에서 필수적인 요소로 보고되고 
있다[10]. 현재까지 알려진 멜라닌 생성 억제 물
질로는 arbutin, kojic acid, hydroquinone, 
oxyresveratrol, deroxybenzyl alcohol 등이 멜라
닌 생성 억제 활성은 높은 것으로 보고되고 있으
나, 세포 독성이 강하고, 잠재적인 돌연변이의 원
인이 될 수 있다고 보고되고 있다[11-13]. 이에 
따라 최근 독성이 적고, 다양한 생리활성 효능을 
가진 천연물질에 대한 관심도가 증가하면서 천연
물질 탐색에 대한 연구가 진행되고 있는 실정이
다. 

구아바(Psidium guajava)는 도금양과
(Myrtaceae)에 속하는 아열대성 식물로써 Guava 
혹은 Kuawa로 불려지고 있으며, 전 세계적으로 
아열대성 기후대에 널리 분포 하고 있다[14]. 구

아바는 예로부터 나무 껍질이나 잎, 열매 등을 
약용으로 사용하였으며, 특히 위장의 기능을 활성
화시켜 급성 위장염이나 설사, 당뇨의 치료, 감기
나 폐결핵, 항염증과 지혈제로도 사용하고 있다
[15-18]. 구아바의 주요 성분으로는 과실에는 페
놀성 화합물인 myricetin, apigenin, ellagic acid, 
anthocyanin 등과 비타민 C, 카로티노이드가 높
은 함량으로 함유되어 있으며[19-21], 잎에는 
sesquiterpene, triterpenoid, flavonoid, coumarin, 
alkaloid, tannin 등이 함유되어 있는 것으로 여
러 선행 연구를 통해 보고되고 있다[22-26]. 구
아바와 관련한 주요 생리활성 연구로는 구아바 
잎 추출물의 항산화 및 항균활성[27], 구아바 추
출물의 항산화 활성[28], 발효 구아바 잎 추출물
의 고혈당 억제 효과[29], 항 당뇨 효과[30], 식
중독 세균에 대한 항균 특성[31], 신경세포에 대
한 보호 효과[32]등이 보고되고 있다. 또한 현재 
국내 식약처에서는 구아바 잎 열수 추출물이 건
강기능식품으로 개별 인증되어 있으며, 일본에서
는 구아바가 함유된 음료를 ‘특정보건용 식품’ 으
로 표시 허가하였고, 미국 FDA에서는 2003년도 
EAFUS(Everything Added to Food in the 
United Stated) 리스트에 구아바 잎 추출물을 안
전하게 사용할 수 있는 식품으로서 정식 등재가 
되어 있다[33]. 이렇듯 구아바 잎은 기능성 소재
로써 활용가치가 매우 높은 고부가가치 식물로써 
현재까지 기능성 화장품 소재로써의 활용 연구는 
미비한 실정이다. 

따라서 본 연구에는 구아바 잎 추출물이 항산
화 활성과 미백 효과를 가진 화장품 소재로써의 
가능성을 확인하고자 구아바 잎 추출물에 대한 
항산화 활성을 살펴보고, B16F10 melanoma 세
포를 이용하여 세포에 대한 독성 및 UVA에 대
한 세포 보호 효과, 멜라닌 생 합성 억제 및 
tyrosinase 저해 활성을 측정하여 미백 효과를 검
증하고, 구아바 잎 추출물의 미백 화장품 소재로
써의 가능성을 확인하고자 하였다. 
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2. 준비 및 방법

2.1. 시료 준비

본 실험에 사용된 구아바 잎은 건조하여 70% 
ethanol용액에 10배의 무게를 가한 후 37℃ 인큐
베이터안에서 72 h 추출하였다. 72 h 후 침전물
을 여과하여 Rotary evaporator (EYELA, Japan)
를 사용하여 감압 농축한 후 ethanol을 제거한 
뒤 최종 extract를 얻어 본 실험에 사용하였다. 

2.2. 실험 방법 

  2.2.1. DPPH radical 소거 활성 측정
구아바 잎 추출물의 항산화 활성은 

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH; 
Sigma-Aldrich, USA)용액을 사용하여 라디칼 소
거 활성을 측정하는 blois의 방법[34]을 이용하여 
측정하였다. 시료를 각 농도별로 희석한 다음 96 
well plate에 10 mM DPPH 용액 180 μL와 시
료액 20 μL를 혼합하여 차광 상태에서 37℃, 
30 min 동안 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 
측정하였다. 본 실험은 동일한 조건으로 3회 반
복적으로 실험하여 평균값을 측정하였으며, 양성 
대조군으로는 Ascorbic acid (Sigma-Aldrich, 
USA)를 실험군과 동일하게 사용하였다. 

DPPH radical 소거 활성(%) = 
   100-{(첨가군 흡광도/무첨가군 흡광도)×100}

  2.2.2. 세포 배양
한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, 

Korea)에서 B16F10 melanoma Cell을 구입하여, 
10% fetal bovine serum (FBS; Sigma-Aldrich, 
USA)과 1% penicillin (100 IU/mL, GE 
Healthcare Life Sciences, USA), 1% 
streptomycin (50 μg/mL, GE Healthcare Life 
Sciences)를 High glucose Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium (DMEM; Sigma-Aldrich, USA) 
배지에 첨가하여 37℃, 5%의 CO2인큐베이터 안
에서 배양하였으며, 세포 주기는 36∼48 h으로 
유지하며 계대배양 하였다. 

  2.2.3. 세포내 Reactive oxygen species (ROS) 
측정

Dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) 방
법을 이용하여 세포 내 ROS 농도 변화를 측정하

였다. B16F10 melanoma 세포를 이용하여 3 × 
104 cells/well의 농도로 분주 한 후 24 h 배양하
였다. DCF-DA 10 μM 첨가하여 30 min 어두
운 곳에서 배양 한 후 Fluorescence plate reader 
(Synergy HT; BioTek Instruments, USA)을 이
용하여 485 nm excitation 530 nm emission 
wavelength에서 ROS의 변화량을 측정하였다. 

  2.2.4. 세포 생존율 및 UVA에 대한 B16F10 
melanoma cell 보호 효과

Moon & you(2016)의 방법에 따라 neutral 
red (NR) assay를 B10F10 melanoma 세포에 대
한 세포 생존율 측정하고자 96 well plate에 well 
당 3 × 104 cells/well의 세포를 24 h 동안 배양
기에서 부착하였다. 24 h 후 구아바 잎 추출물을 
농도별로 처리한 다음 각 96 well plate에 UVA 
100 mJ/cm2를 10분간 조사 후 37℃에서 CO2 
배양기에서 48 h 동안 배양하였다[35]. 48 h 후 
NR solution (Sigma-Aldrich, USA)이 1% 포함
된 무 혈청배지로 교환하여 3 h 동안 배양한 다
음 세포 고정액으로 10% formaldehyde 용액이 
첨가된 phosphate buffered saline (PBS)을 각 
well에 100 mL로 20 min 처리하여 고정하였다. 
NR desorb solution (1% glacial acetic acid, 
49% ethanol, 50% distilled water)을 각 well에 
100 mL을 가하여 세포 내의 NR을 추출하고 
microplate reader (Synergy HT; BioTek 
Instruments, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광
도를 측정하였다. 동일한 조건으로 3회 반복적으
로 실험하여 평균값을 측정하였다. 

  2.2.5. 시험관 내에서 Tyrosinase 활성 억제
        측정

구아바 잎 추출물의 Tyrosinase 활성 억제 효
과를 확인하기 위하여 L-DOPA를 사용하였다. 
potassium phosphate buffer (0.5 M, pH 6.8)로 
완전히 녹인 25 mM L-DOPA와 M-tyrosianse 
1mg/20mL 농도로 준비하였다. 각 농도별로 희
석한 구아바 잎 추출물 10 μL, tyrosinase 140 
μL, L-DOPA 30 μL를 넣고 37℃에서 30 min 
반응시킨 후 475 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
동일한 조건으로 3회 반복적으로 실험하여 평균
값을 측정하였다. 양성 대조군으로는 구아바 잎 
추출물과 동일한 조건으로 추출한 상백피(Morus 
alba L.) 추출물을 실험군과 동일하게 사용하였
다. 
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  2.2.6. 멜라닌 생성 억제능 측정
구아바 잎 추출물의 미백 효과를 확인하기 위

하여 멜라닌 생성 억제능을 측정하였다. B16F10 
melanoma 세포를 96 well plate에 세포수가 
2×103 cells/well이 되도록 접종하여 24 h 동안 
37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 24 h 후 
5% FBS와 100 nM α-MSH(Sigma-Aldrich, 
USA)로 배지로 교환 후 구아바 잎 추출물을 각 
농도별로 희석하여 72 h 배양하였다. well plate
에 분비된 멜라닌 양은 microplate reader를 이용
하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대
조군으로는 100 μg/mL Arbutin을 사용하였다. 

2.3. 통계 처리

본 실험은 동일한 조건하에 독립적으로 3회 이
상 측정하여 실험 결과를 얻어 사용하였다. 평균 
± 표준편차(Mean±SD)로 표기하였으며, 통계 
처리는 SPSS Window Version 17.0 (SPSS Inc., 
Illinois, USA)을 이용하여 분석하였고, 유의성 검
증은 Student t-test로 실시하였다. 실험 결과 p
값이 0.05 미만을 때 통계적으로 유의한 차이가 
있는 것으로 판정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. DPPH radical 소거 활성 측정

구아바 잎 추출물의 항산화 활성을 알아보기 
위하여 DPPH radical 소거 활성을 통한 항산화 
작용을 Fig. 1에 나타내었다. 본 연구 결과 구아
바 잎 추출물을 0.1, 0.25, 0,5 1 mg/mL 농도로 
처리하였을 때 DPPH radical 소거능을 확인한 
결과 63.5%, 74.4%, 91.2%, 92.4%로 확인되었
으며, 양성 대조군으로는 항산화 작용이 뛰어난 
것으로 알려진 ascorbic acid을 이용하여 구아바 
잎 추출물과 항산화 효과를 비교하였을 때 1 
mg/mL 농도에서 ascorbic acid는 96.9%, 구아바 
잎 추출물은 92.4%의 DPPH racical 소거 활성
이 나타나 ascorbic acid과 비슷한 radical 소거 
활성을 확인하였다. Park et al.,(2008)은 구아바 
잎 메탄올 추출물에 대한 radical 소거의 강한 활
성과 SOD 유사 활성도 저 농도에서도 강한 활성
을 나타내고 있다고 보고되고 있는데[36], 이러한 
결과는 caffeic aicd, quercetin, gallic acid, 
ferulic acid, chlorogenic aicd 등의 페놀성 화합
물들의 함량이 높을수록 radical 소거 활성과 

SOD 유사 활성이 높아지는 상관관계가 나타난다
고 보고되는 것과 같이[37,38], 구아바 잎에는 플
라보노이드(flavonoid), 탄닌(tannin)계의 페놀성 
화합물들이 다량 함유되어 있어서[39], 이와 같이 
항산화 활성이 나타난 것으로 사료되어 진다. 

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity of 
Psidium guajava leaf extract. 
Anti-oxidant effect was measured by 
DPPH radical scavenging activity. The 
results are presented as the mean ± 
S.D. of three independent experiments.

3.2. 세포 생존율

 

 

Fig. 2. Cytotoxicity in B16F10 melanoma cells. 
The cytotoxicity of Psidium guajava 
leaf extract was measured in B16F10 
melanoma cell. The results are 
presented as the mean±S.D. of three 
independent experiments.

구아바 잎 추출물이 B16F10 melanoma cell에
서의 세포 생존율을 통한 세포 독성을 확인하고
자 5, 10, 25, 50, 100 μg/mL의 각 농도별로 
처리하여 세포 독성 평가 결과를 Fig. 2에 나타내
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었다. 세포 생존율은 control 100% 대비 99.6%, 
98.9%, 98.5%, 98.4%, 97.9%의 생존율로 
B16F10 melanoma cell에 대한 세포 독성이 거의 
나타나지 않은 것으로 확인되었다. 이와 같은 결
과를 통해 100 μg/mL 농도에서 다음 시험을 진
행을 진행하였다.  

3.3. UVA 조사에 의한 세포 생존율

자외선에 의한 세포 보호 효과를 측정하기 위
하여 UVA 100 mJ/cm2로 유도된 B16F10 
melanoma cell 에 대한 구아바 잎 추출물의 세
포 보호 효과를 측정한 결과는 Fig. 3에 나타내었
다. 세포 생존율은 control 100% 대비 무 처리군
에 UVA 조사 후 65.5%의 세포 보호 효과가 나
타났으며, 구아바 잎 추출물의 경우 5, 10, 25, 
50, 100 μg/mL 농도에서 87.7%, 88.8%, 93%, 
97%, 99.2%로 농도 의존적으로 세포 보호 효과
가 증가하는 것을 볼 수 있었다. 이와 같은 결과
는 구아바 잎의 높은 항산화 활성이 자외선에 의
한 활성산소의 생성을 억제하면서 UVA로 부터의 
B16F10 melanoma cell에 대한 세포 보호 효과를 
나타낸 것으로 사료된다.  

Fig. 3. Cytoprotective effect on ultraviolet A in 
Psidium guajava leaf extract. 
Cytoprotective effect from ultraviolet 
ray A was found to increase in a 
concentration-dependent manner. The 
results are presented as the mean±S.D. 
of three independent 
experiments(*p<.05, **p<.01).

 
3.4. 세포내 ROS 측정

인체에서 발생하는 노화의 발생과 진행 과정은 
산화적 스트레스와 활성산소가 관여하며, 특히 피
부 세포의 유전적 변형에 중요한 병리적 요소로

도 알려져 있다[40]. 본 실험에서는 구아바 잎 추
출물이 세포 내 활성산소 억제 효과를 측정하기 
위하여 세포내 ROS를 측정한 결과를 Fig. 4에 
나타내었다. 본 실험 결과 농도 의존적인 ROS 
생성 억제 효과를 확인하였으며, 특히 50, 100 
μg/mL 농도에서 유의하게 억제됨을 확인하였다
(p<0.01**). 이와 같은 결과는 구아바 잎 추출물
이 피부 탄력 감소나 주름, 기미, 주근깨 등의 각
종 피부 질환을 유발하는 활성산소를 억제함으로
써 미백, 주름 기능성 화장품 소재로써의 가능성
을 확인하였다. 

Fig. 4. Reactive oxygen species (ROS) 
inhibition of Psidium guajava leaf 
extract. Anti-oxidant effect was 
measured by ROS inhibition. The 
results are presented as the mean ± 
S.D. of three independent 
experiments(**p<.01).  

3.5. 시험관 내에서 Tyrosinase 활성 억제 측정

Tyrosinase는 멜라닌 합성 과정에서 속도 제한
(ratelimiting) 효소로써, 멜라닌 합성의 중요한 조
절 단계에 관여하는 효소로 알려져 있다[41]. 본 
연구에서는 시험관 내에서 구아바 잎 추출물이 
0.1, 0.25, 0.5, 1 mg/mL 농도에서 tyrosinase 활
성에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 
L-DOPA를 사용하여 tyrosinase 활성 억제 효과
를 Fig. 5에 나타내었다. 양성 대조군으로는 
tyrosinase 저해 활성이 우수한 것으로 알려진 상
백피 추출물[42,43]을 실험군과 동일한 농도로 
사용하였다. 상백피 추출물과 구아바 잎 추출물은 
농도 의존적으로 tyrosinase 활성이 억제됨이 확
인 되었으며, 특히 0.5 mg/mL 농도에서 상백피 
추출물과 구아바 잎 추출물은 30.8%, 18%의 
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tyrosinase 활성이 억제 되어 control과 비슷한 
tyrosinase 활성 억제 효과가 나타남에 따라 구아
바 잎 추출물이 멜라닌 합성 과정의 중요한 조절 
단계에 영향을 미치는 것을 확인할 수 있었다. 

Fig. 5. Effect of Psidium guajava leaf extract 
on Tyrosinase inhibition activity in 
mushroom tyrosinase. The results are 
presented as the mean±S.D. of three 
independent experiments (**p<.01, 
***p<.001).

3.6. 멜라닌 생성 억제능 측정

Fig. 6. Ability of Psidium guajava leaf extract 
to suppress melanin production in 
B16F10 melanoma cells. B16F10 
melanoma cell was treated with α
-MSH. And activity to inhibit melanin 
synthesis of Psidium guajava leaf 
extract was measured. Arbutin (100 
µg/mL) was used as positive control 
group. The results are presented as the 
mean±S.D. of three independent 
experiments. And statistical significance 
was shown (*p<.05, **p<.01).

구아바 잎 추출물을 10, 25, 50, 100 μg/mL 
농도로 처리하여 B16F10 melanoma cell에서 멜
라닌 생합성 억제 효과를 측정한 결과는 Fig. 6에 
나타내었다. 대조군인 Control에 비해 멜라닌 생
성을 촉진 시키는 것으로 알려진 a-MSH를 처리
하여 멜라닌 생성을 유의하게 증가 시켰으며, 양
성 대조군으로 사용된 알부틴은 100 μg/mL 농
도에서 30.5% 유의하게 감소하였다(p<0.01**). 
본 실험에 사용된 구아바 잎 추출물을 각 농도에
서 11.3%, 14.7%, 15.7%, 20%의 감소 효과를 
확인하였다. 이와 같은 결과는 본 연구에 사용된 
구아바 잎 추출물이 멜라닌 생합성 과정에 직접
적으로 영향을 미치는 것을 확인 할 수 있었으
며, 세포에 대한 독성이 거의 없고, 안전하게 멜
라닌 생성을 효과적으로 억제하는 물질로써의 활
용 가능성을 확인하였다. 

4. 결 론

  본 연구에서 구아바 잎 추출물이 미백 기능성 
화장품 소재로써의 활용 가능성을 확인하고자 
DPPH radical 소거 활성을 통한 항산화 효과와 
B16F10 melanoma 세포에서의 자외선으로 부터
의 피부 세포 보호 및 멜라닌 생성 저해 효과를 
연구하였다. 실험 결과 구아바 잎 추출물의 
DPPH radical 소거 활성은 92.4%의 높은 
radical 소거 활성을 나타내었으며, 우수한 항산
화 활성을 나타내었다. 피부 세포인 melanoma 
cell에 대한 세포 독성은 거의 나타나지 않았으
며, UVA에 대해 농도 의존적인 세포 보호 효과
를 확인하였다. 또한 시험관 내에서 tyrosinase 
활성을 0.5 mg/mL 농도에서 control과 비슷한 
tyrosinase 활성을 저해 하였으며, 멜라닌 생합성 
억제 효과도 100 μg/mL 농도에서 20%의 멜라
닌 생합성 억제 효과를 확인하였다. 이와 같은 
결과를 종합해 볼 때 구아바 잎 추출물의 함유되
어 있는 페놀성 화합물들의 높은 radical 소거 활
성과 세포 내 ROS 생성 억제를 통한 항산화 효
과를 나타내고 있으며, B16F10 melanoma cell 
에서의 세포 독성이 낮고, 멜라닌 합성에 있어서 
중요한 효소인 tyrosinase 활성 억제 및 멜라닌 
생합성 억제를 통해 우수한 미백 기능 효과를 가
진 화장품 소재로써의 개발 가능성이 있을 것으
로 사료되어 진다. 
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