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오레가노 초임계추출물의 황색포도상구균 바이오필름 형성
억제능을 이용한 기능성 화장품 소재의 개발

 Anti-Biofilm Activity of Origanum Vulgare Supercritical Fluid 
Extracts and Cosmetic Active Ingredients Development

박신성*, 이광원**, 박수인***, 신문삼****

Shinsung Park*, Kwang Won Lee**, Su In Park***, Moon Sam Shin****

요 약 본 연구에서는 오레가노를 초임계유체추출법과 열수추출법으로 추출하여 항균, 항산화 in vitro 실험을 수행하
였다. 항균실험인 Disc diffusion method 결과, 초임계추출물에 대해서만 clear zone이 나타났다. S. aureus에 대한

MIC는 초임계추출물에서만 관찰되었으며, 1000 μg/mL로 확인되었다. 열수추출물은 C. acnes에 대한 MIC가 125 μ

g/mL로 여드름균에 대한 항균력이 뛰어났다. 나아가 우리는 Biofilm inhibition assay를 통해 오레가노 초임계추출물

이 125 μg/mL의 저농도에서도 S. aureus의 바이오필름을 70%이상 억제한다는 것을 발견하였다. DPPH radical 소
거능, ABTS+ radical 소거능, SOD 유사활성능과 총 폴리페놀 함량 측정에서 열수추출물의 항산화력이 초임계추출

물보다 우수하게 측정되었다. 나아가, 앞서 확인된 오레가노 초임계추출물의 S. aureus 바이오필름 억제능을 활용하

여 아토피 피부에 적합한 소재를 개발하고자 하였다. 오레가노 초임계추출물의 낮은 용해도를 극복하고 안정성을 증

가시키기 위하여 리포좀을 이용하였다.

주요어 : 오레가노, 초임계 유체, 바이오필름, 리포좀, 화장품

Abstract In this study, oregano was extracted by supercritical extraction and hydrothermal extraction method. In 
vitro experiments such as antimicrobial and antioxidant activity test were performed. As a result of the disc 
diffusion method, only the supercritical extracts formed a clear zone. The MIC for S. aureus was found only in 
the supercritical fluid extracts and it was 1000 μg/mL. The hydrothermal extract’s MIC is 125 μg/mL for C. 
acnes. Through biofilm inhibition assay, we found that the supercritical fluid oregano extracts  inhibit the 
biofilm of S. aureus by more than 70% even at low concentrations of 125 μg/mL. On the other hand, the 
antioxidant ability of the hydrothermal extract was better than that of the supercritical fluid extracts. 
Furthermore, we tried to make a skincare ingredient for atopic dermatitis by utilizing the S. aureus biofilm 
inhibitory ability of oregano supercritical fluid extracts. Liposome was used to overcome the low solubility of 
the oregano supercritical fluid extracts and increase stability.
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Ⅰ. 서 론

바이오필름(biofilm)은 미생물 오염의 지속적인 원인

으로 작용할 가능성이 있어 미생물의 억제의 중요한 요

소로 여겨지고 있다[1]. 이러한 바이오필름은 미생물이

고체의 표면에 부착해서 자라나며 세포 밖으로 세포외

중합체 물질을 분비하여 형성하는 얇은 막이다[2]. 부유

상태의 세균(planktonic bacterial cells)대비 항생물질에

대한 내성을 10배에서 1,000배 이상 높아지게 만들고

큰 물리적 자극을 공급해야 균을 제거할 수 있으므로,

자극 없이 바이오필름의 형성을 억제하는 물질이 필요

하다[3, 4].

바이오필름을 형성하는 것으로 알려진 균으로는 Sta

phylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomonas

aeruginosa 등이 있으며, Cutibacterium acnes와 같은

혐기성균도 바이오필름을 형성한다[5,6]. 이 중 Staphy

lococcus aureus는 아토피 환자의 90%에서 감염이 발

견되는 등 연관성이 알려진 바 있으며, 그 바이오필름

역시 아토피 병변 피부에서 흔히 발견된다[7, 8]. Sta

phylococcus aureus의 바이오필름은 아토피피부염의 병

인화에 중요한 영향을 끼치므로, 이러한 맥락에서 바이

오필름을 이해하고 형성을 억제한다면 증상의 완화를

기대할 수 있다[8].

오레가노(Origanum vulgare)는 고대부터 향신료로

서 사용되어 왔으며, 오레가노 에센셜오일은 항균 효과

가 우수한 것으로 알려져 있다[9]. 선행연구에 따르면,

항균 효과뿐 아니라 항산화와 항염 효과를 가지며 각종

심혈관계 질환과 대사증후군에 대한 억제 효과도 대두되

고 있다[10]. 오레가노 추출물의 주요물질은 carvacrol

과 thymol로 여러 제조환경에서 바이오필름을 억제할

수 있다고 보고되었으며, 이는 피부에 생긴 바이오필름

에도 긍정적인 효과를 보일 수 있다는 것을 시사한다

[10, 11].

초임계유체추출법(supercritical fluid extraction)은

신속하면서도 선택적인 추출이 가능한 추출 방법이다.

용매에 임계점 이상의 압력과 온도를 가하면 액체의 용

해력과 기체의 확산성을 모두 가지게 된다[12]. 특히 용

매로 이산화탄소를 이용하면 비교적 저렴하고, 용매가

추출물에 거의 남지 않아 인체에 무해하며 하다는 장점

을 지니기 때문에 효율적이고 경제적으로 추출이 가능

하다[13].

한편, 리포좀(liposome)은 지질 분자들이 수용액에

분산될 때 스스로 형성하는 지질 분자들의 회합체이다.

내부의 수용성 공간에는 수용성 약물을, 지질막에는 친

유성 약물을 캡슐화 할 수 있다. 생체막 구조와 유사한

지질이중층 구조를 가지므로 인체에 대한 독성이 경미

하여 인체에 부작용 없이 약물의 투여가 가능하다. 또

한, 물질의 효과적인 전달과 안정성 증가의 측면에서도

활용도가 높다[14, 15].

본 연구는 오레가노 추출물을 아토피피부염 완화 화

장품의 원료로서 활용하기 위해 수행되었으며, 오레가

노의 잎과 줄기를 초임계유체추출법과 열수추출법으로

추출하였다. 이러한 천연소재에 대하여 항균실험과 항

산화 실험을 진행하였고, 이를 통해 다양한 생리 활성

능을 검증하고자 하였다. 또한 crystal violet 염색법으

로써, 오레가노의 바이오필름 형성 억제능을 측정하였

다. 나아가 오레가노 추출물을 세라마이드(ceramide)와

함께 리포좀으로 제형화하여 실제 화장품에 이용가능

한지 확인하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

본 연구에서 사용된 오레가노는 터키에서 채취하여,

세척과 건조 과정을 거친 오레가노 럽드를 오허브에서

구매하였다. 이를 추출직전에 분쇄하여 추출을 진행하

였다. 추출 후에는 4°C로 냉장 보관하여 실험에 사용하

였다.

2. 시약 및 기기

L-ascorbic acid(Samchun Chemicals, Korea), gallic

acid(Samchun Chemicals, Korea), Na2CO3(Samchun

Chemicals, Korea)를 사용하였다. SOD 실험에서는

SOD Assay Kit(Biomax, Korea)를 사용하였다. MIC

실험에는 tween 20(Sigma-Aldrich, USA)이 사용되었

다. 항산화실험과 항균실험에서 96well microplate(SPL

Life Sciences Co., Korea)를 사용했으며, 흡광도 측정

에 Multi-Mode microplate reader(BioTek, USA)가 사

용되었다.

3. 시료추출

오레가노초임계추출물(Origanum vulgare supercritical
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fluid extract, OSE)은 초임계 이산화탄소 추출 장비

(ARI instrument, Korea)를 통해 추출하였다. 오레가노

를 분쇄하여 추출조에 넣고, 추출압력은 350 bar, CO₂

분당 60 mL, EtOH 분당 5 mL의 조건에서 150분 동안

추출하였다. 추출 온도는 35°C, 45°C, 60°C의 조건으로

나누어 진행하였다. 회수한 추출물은 모두 필터를 통해

여과한 후 감압농축기(EYELA, USA)로 50°C에서 농축

하여, 녹색 반고형의 오레가노 초임계 35°C 추출물

(OSE 35), 오레가노 초임계 45°C 추출믈(OSE 45), 오

레가노 초임계 60°C 추출물(OSE 60)을 얻었다. 이후

dimethylsulfoxide(DMSO)에 용해시켜 사용하였다.

오레가노 열수추출물(Origanum vulgare water extract,

OWE)은 오레가노를 분쇄하여 비커에 원물 100 g과 정

제수 1000 mL을 넣고(10%, w/v) 항온조(Changshin

Science, Korea)에 정제수를 가한 후, 80°C를 유지하며

4시간 동안 추출하였다. 이 추출물을 70 μm pore size

의 mesh로 1차 여과하고, 원심분리기(Hamil Scientific

Inc., Korea)로 2차 분리하였다. 3차 여과로는 5 μm

pore size 여과지를 사용해 감압 여과하였다. 이후에 동

결건조장치(Ilshin Bio Base, Korea)로 건조과정을 걸쳐

황색 분말을 얻었고, 추출물은 멸균수에 용해시켜 사용

하였다.

4. 항균 실험

1) 사용 균주 및 배지

항균 실험에 사용된 균주는 모두 ATCC(American

Type Culture Collection, USA)에서 분양받았다. 본 연

구에는 Staphylococcus aureus(S. aureus, ATCC 6538),

Escherichia coli(E. coli, ATCC 23726), Bacillus

subtilis(B. subtilis, ATCC 19659), 그리고 Cutibacte

rium acnes(C. acnes, ATCC 6919)가 사용되었다. S.

aureus, E. coli, B. subtilis 균주는 Muller-Hinton(MH)

배지를 이용하여, Shaking incubator(37°C, 500 rpm)에

서 24시간동안 배양하였다. C. acnes는 Reinforced

Clostridial(RC) 배지를 이용하고, AnaeroGen pack

(Oxoid Ltd., UK)을 사용한 혐기성 환경에서 37°C에서

72시간 이상 배양하였다. 이후 실험에서도 위와 동일한

배지를 이용하였다.

2) Disc diffusion method

오레가노의초임계추출물과열수추출물의항균활성을

평가하기 위해 Disc diffusion method를 진행하였다

[16]. S. aureus, E. coli, B. subtilis 균주는 계대배양하

여 현탁액의 흡광도를 600 nm에서 0.5로 맞추어 실험

을 진행하였다. 이후 고체배지에 현탁액을 150 μL씩 접

종하였다. C. acnes는 계대배양하여 현탁액의 흡광도를

600 nm에서 0.5로 맞춘 뒤, 현탁액을 150 μL씩 고체배

지에 접종하였다. 이후 각각에 50 μL의 시료를 적신 지

름 8 mm의 paper disc를 얹었다. S. aureus, B.

subtilis, E. coli는 호기성 환경의 37°C에서 18시간, C.

acnes는 혐기성 환경의 37°C에서 72시간 동안 배양하

였다. S. aureus, B. subtilis, E. coli에 대한 positive

control은 methyl paraben(Daejung Chemicals &

Metals, Korea)을, C. acnes에 대한 positive control은

salicylic acid(Daejung Chemicals & Metals, Korea)를

사용하였다. 균이 생장하지 못하는 구역인 clear zone의

지름을 통해 시료의 항균력을 평가하였다.

3) Minimum Inhibitory Concentration(MIC)

각 추출물의 MIC를 측정하기 위해 Broth dilution

method가 이용되었다[17]. 0.5%의 tween 20이 포함된

40 mg/mL의 추출물 용액을 각각의 액체배지에 희석하

였고, 배지에 serial dilution하여 농도의 범위를 정하였

다. 각각의 균주를 계대배양하여 흡광도를 600 nm에서

0.5로 맞춘 뒤 1/100 농도로 배지에 희석하여 현탁액을

만들었다. 일정 농도로 희석한 100 μL의 시료에, 위와

같이 희석한 100 μL의 시험균 현탁액을 접종하였다. 이

후 S. aureus, B. subtilis, E. coli는 호기성의 37°C 환

경에서 24시간동안, C. acnes는 혐기성의 37°C 환경에

서 48시간 동안 배양하였다. 육안 상, 균의 성장이 관찰

되지 않는 최소 농도를 MIC로 판단하였다. S. aureus,

B. subtilis, E. coli에 대한 positive control은 methyl

paraben을, C. acnes에 대한 positive control은 salicylic

acid를 사용하였다.

4) Biofilm inhibition assay

바이오필름 형성의 측정은 O'Toole G.A(2011)의

Biofilm formation assay를 변형하여 사용하였다[18]. S.

aureus 균주를 계대배양하여 흡광도를 600 nm에서 0.5

로 맞춘 뒤 1/100농도로 배지에 희석하여 현탁액을

만들어 사용하였다. 96-well plate에 추출물을 MIC이하

의 농도범위로 희석하여 80 μL씩 준비하고 시험균의
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현탁액을 80 μL씩 접종하였다. 이것을 호기성의 37°C

환경에서 24시간 배양하여 바이오필름을 충분히 형성

시켰다. 배양 후 바이오필름만을 측정하기 위해 배양액

을 버리고, 표면에 붙어있는 부유 상태의 세균을 제거

하기 위해 well을 정제수로 2회 수세하였다. 이후 well

당 200 μL의 0.1% crystal violet(Daejung Chemicals &

Metals, Korea) 용액을 넣고 10분간 염색하였으며, 다

시 정제수로 2회 수세하였다. 이를 상온에서 12시간 이

상 건조하고, 250 μL의 30% acetic acid (Samchun

Chemicals, Korea) 용액을 넣은 후, 바이오필름에 염색

된 crystal violet을 녹여냈다. 이 용액을 200 μL씩 새로

운 96-well plate에 옮겨 담고, microplate reader로 595

nm에서 흡광도를 측정하여 바이오필름 억제능을 구하

였다. positive control은 ciprofloxacin을 사용하였다.

바이오필름 억제능(%) =

5. 항산화 실험

1) DPPH radical scavenging assay

DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical 소거

능의 측정은 Blois의 방법을 변형하여 실행하였다[19].

190 μL의 0.2 mM DPPH 용액과 일정 농도로 희석한

10 μL의 시료와 혼합하여 암실에서 20분간 반응시켰다.

이후 반응액을 microplate reader를 사용해 520 nm의

흡광도로 측정하였다. positive control에는 L-ascorbic

acid를 이용하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)

=(1-시료 첨가군의 흡광도/시료 무첨가군의 흡광도)×100

2) ABTS+ radical scavenging assay

ABTS+ radical 소거능을 확인하기 위하여, Van den

Berg의 실험방법을 응용해 ABTS(2,2'-azino-bis) assay

를 수행하였다[20]. 14.8 mM의 ABTS solution과 5.28

mM potassium persulfate를 제조하여 암실에서 24시간

동안 반응시켰다. ABTS+ radical을 형성시켜, ABTS

용액의 흡광도가 07~0.8이 되도록 조정하여 실험에 사

용하였다.

앞서제조한 ABTS 용액 190 μL와 일정농도로희석한

10 μL의 시료와 혼합하였다. 이를 실온의 암실에서 20

분간 반응시켰고, 반응액은 microplate reader를 사용하

여 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. positive control

에는 L-ascorbic acid를 이용하였다.

ABTS+ radical scavenging activity (%)

=(1-시료 첨가군의 흡광도/시료 무첨가군의 흡광도)×100

3) SOD assay

SOD와 유사한 역할을 하는 분자가 추출물에 포함되

어 있는지 알아보기 위해 Superoxide dismutase(SOD)

assay를 수행하였다. 이는 Marklund와 Marklund의 방

법을 활용한 OxiTec™ SOD Assay Kit를 변형하여 실

험하였다[21, 22]. WST working solution 172 μL에 일

정 농도로 희석한 10 μL의 시료를 넣은 후, enzyme

working solution 18 μL를 혼합시켜 37°C incubator에

서 20분간 반응시켰다. 이후 반응액을 microplate reader

로 450 nm의 흡광도로 측정하였다. positive control에

는 L-ascorbic acid를 이용하였다.

SOD-like activity (%)

=(1-시료 첨가군의 흡광도/시료 무첨가의 흡광도)×100

4) Total polyphenol content assay(TPC assay)

시료를 희석하여 일정 농도로 제조한 후, 각 well에

40 μL의 folin ciocalteu’s reagent와 10 μL의 시료를 넣

고 3분 동안 반응시켰다. 그 후 150 μL의 20% Na2CO3
를 첨가하여 반응액을 알칼리 조건으로 만들었다. 이후

microplate reader를 통해 760 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 표준물질로서 gallic acid를 사용하여 gallic acid

standard curve를 얻었으며, 폴리페놀의 함량은 mg

gallic acid equivalents(GAE)/g extract로 표현하였다.

6. 리포좀 제조

1) 리포좀의 제조

리포좀 제형을 만드는데 필요한 재료들을 각각 80°C

까지 가온하여 완전 용해한 후, 30분간 충분히 교반하

였다. 그 후 High pressure homogenizer(Micronox,

Seongnam, Korea)를 이용하여 1200 bar에서 3회 통과

시켰다. 이러한 과정을 통해 세라마이드(DS-Y30

ceramide, Doosan, Korea) 8%, 추출물 0.1%를 함유한

리포좀을 얻었다.

대조군의흡광도 음성대조군의흡광도
시료의흡광도 음성대조군의흡광도 ×
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2) Particle size 및 Zeta potential

Particle size 및 Zeta potential 측정은 Particlemetrix

(Stabino® Particle Charge Mapping, DREAM Co.,

Suwon, Korea)를 사용하였고, 3회 반복 측정하였다.

7. 통계처리

각각의 실험은 모두 3회의 실험을 실행하였다. 이를

통해 Mean ± SD로 얻어진 결과 값들을 나타내었다.

Disc diffusion method와 MIC외의 모든 실험은 SPSS

프로그램 18.0 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA)을 이용해

t-test를 실시하였으며, p의 값이 0.05 미만일 때 값이

유의하다고 해석하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 오레가노 추출물의 항균 실험 결과

1) Disc diffusion method

Disc diffusion method는 항균력을 가지는 추출물이

disc 주변의 배지로 확산하면서 그 부위에 균이 자라지

못하는 구역의 지름을 측정하는 방법이다. 상대적으로

간편하게 다양한 균의 항균 활성을 확인할 수 있다[23].

S. aureus, E. coli, B. subtilis 와 C. acnes 균주의 Disc

diffusion method 결과는 아래의 Table 1에 자세히 나

타내었다.

OSE는 S. aureus, B. subtilis에서 clear zone이 관찰

되었다. 온도에 따라 상이한 결과를 보여주었는데, 유의

미한 차이는 발견할 수 없었다. OWE의 경우, 모든 균에

대해서 clear zone이 나타나지 않았다. E. coli와 C.

acnes에 대해서는 OSE와 OWE 모두 항균 활성을 보이

지 않았다.

2) Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

MIC는 최소(발육)저해농도를 뜻하며, 미생물의 성장

을 저지하는 데에 요구되는 항 미생물 물질의 최소농도

를 말한다. 값이 작을수록 뛰어난 항균력을 가지는 것

으로 해석한다[24]. OWE는 앞선 Disc diffusion method

에서 항균 활성을 보이지 않았으나, 물질의 확산성에

따라 Disc diffusion method에서는 항균활성이 나타나

지 않을 수 있다고 추정된다. 이에 따라 OWE도 OSE

와 동일하게 2000μg/mL부터 일정농도로 MIC를 측정하

였고, 그 결과는 Table 2과 같다.

Strain
Conc(μg/mL)

OWE OSE 35 OSE 45 OSE 60

S. aureus - 1000 1000 2000

E. coli - 2000 2000 2000
B. subtilis - 500 500 1000
C. acnes 125 500 500 1000

Conc: Concentration(μg/mL), OWE: Origanum vulgare water
extract, OSE: Origanum vulgare supercritical fluid extract.

표 2. 오레가노 추출물의 MIC 측정 결과
Table 2. MIC of OWE, OSE

OSE는 S. aureus, E. coli, B. subtilis, C. acnes, 다

시 말해 실험에 사용한 모든 균주에 대하여 MIC값이

도출되었다. 특히 초임계추출물 내에서는 OSE 35,

OSE 45가 비교적 효과적이었는데, 이는 온도와 압력조

건에 따라 선택적으로 추출되는 초임계 추출의 특성으

로 해석할 수 있다[12]. OWE는 S. aureus, E. coli, B.

subtilis 에서는 미생물을 제어하지 못하였다. 그러나 C.

acnes에 대해서는 MIC가 125 μg/mL로 여드름균에 강

력한 항균력을 보였다. OSE는 C. acnes에 대해서는

OWE보다 항균력이 부족한 편이나, 보다 다양한 균에서

Strain
clear zone (mm)

CTL PC OWE OSE 35 OSE 45 OSE 60
40 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL

S. aureus - 10.63 ± 0.37a - 9.63 ± 0.37 9.88 ± 0.62 10.17 ± 0.33

E. coli - 14.5 ± 1.5a - - - -

B. subtilis - 9.5 ± 0.5a - 10.13 ± 0.37 10.13 ± 0.37 9.38 ± 0.62

C. acnes - 17.25 ± 0.25b - - - -

Values represent the mean ± SD of three independent experiments, Conc: Concentration(mg/mL), CTL: Control, sample untreated
group, PC: Positive control, a: Methyl paraben, b: Salicylic acid, OWE: Origanum vulgare water extract, OSE: Origanum vulgare
supercritical fluid extract.

표 1. 오레가노 추출물의 clear zone 지름 측정 결과
Table 1. The result of clear zone diameter of OWE, OSE
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효과를 나타내기 때문에 보편적인 항균 제제로써 사용

이 가능할 것으로 사료된다.

3) Biofilm inhibition assay

바이오필름 형성 및 억제능에 대한 측정은 아토피

피부염에 관여하는 S. aureus에 대하여 진행하였다.

MIC를 선행하여 항균력이 나타나지 않는 농도를 확인

하였고, 항균력이 나타나지 않는 농도에서 30%이상의

바이오필름 억제가 나타날 때 바이오필름을 억제하는

것으로 판단하였다.

OSE는 MIC인 1000 μg/mL이하인 500 μg/mL부터

진행하였으며, OWE는 MIC에서 S. aureus에 대한 항균

력을 확인하지 못하였으므로 농도 2000 μg/mL부터 실

험하였다. S. aureus의 바이오필름 형성 억제 결과를

methyl paraben과 비교하여 Figure 1으로 나타내었다.

그림 1. 오레가노 추출물의 바이오필름 형성 억제능(%)
Figure 1. Biofilm inhibition activity of OWE, OSE.

Positive control: Ciprofloxacin, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
vs control, CTL: control, sample untreated group, PC: Positive
control, MP: Methyl paraben OWE: Origanum vulgare water
extract, OSE: Origanum vulgare supercritical fluid extract.

화장품의 방부제로 사용되는 methyl paraben은 40%

이하의 억제능을 보이는데 반해,　OSE는 250 μg/mL까

지도 S. aureus의 바이오 필름을 90%이상 억제하였다.

125 μg/mL에서는 OSE 35 76.57 ± 2.07%, OSE 45

81.16 ± 1.9%, OSE 60 76.45 ± 1.51%의 억제 효과를

보이며 비교적 저농도에서도 바이오필름을 탁월하게

억제하였다. methyl paraben과 비교하였을 때, OSE가

훨씬 우수한 바이오필름 억제능을 가진 것으로 보인다.

반면, OWE는 2000 μg/ mL에서 약 66%의 억제능이 측

정되었다. 그 이하의 농도에서는 모두 30%이하의 바이

오필름 억제능을 보여 그 억제 효과가 미미하였다.

Crystal violet 염색을 통해 형성된 바이오필름을 측

정함으로써, 오레가노 추출물이 바이오필름 형성 억제

에 미치는 영향을 확인하였다. 특히 오레가노 초임계

추출물의 경우 매우 우수한 S. aureus의 바이오필름 형

성 억제를 보여주었는데, 이를 통한 아토피 피부염의

병인화 억제 또한 예상해볼 수 있다. 차후 기능성 성분

분석에 대한 연구도 이어져야 할 것으로 보인다.

2. 오레가노 추출물의 항산화 실험 결과

1) DPPH radical scavenging assay

DPPH radical은 일반적으로 free radical과 반응을

잘하는 물질일수록 쉽게 소거된다고 알려져 있다[25].

이러한 특성을 이용해 항산화력을 평가하여 Figure 2로

나타내었다. OWE는 200 μg/mL 농도에서 87.96 ±

0.21%의 소거능을 보였다. OSE 35, OSE 45, OSE 60은

2000 μg/mL 농도에서 각각 94.34 ± 0.24%, 92.83 ±

0.22%, 91.54 ± 1.6%였으며, 추출온도 간 차이는 3%내

외로 미미하였다. IC50(half maximal inhibitory

concentration)값은 OWE가 93.61 μg/mL, OSE 35은

453.17 μg/mL, OSE 45는 440.56 μg/mL, OSE 60은

469.64 μg/mL로 OWE의 항산화력이 좋았다. OSE내에

서는 IC50의 차이가 미미하였으나, OSE 45, OSE 35,

OSE 60 순의 항산화력 경향성을 보였다.

그림 2. 오레가노 추출물의 DPPH radical 소거능(%)
Figure 2. DPPH radical scavenging activity of OWE, OSE.

Positive control: L-ascorbic acid 69.99 ± 1.38% (radical
scavenging activity) at a concentration of 10 μg/mL,
***P<0.001 vs control, CTL: control, sample untreated group,
PC: Positive control, OWE: Origanum vulgare water extract,
OSE: Origanum vulgare supercritical fluid extract.

2) ABTS+ radical scavenging assay

ABTS+ radical 소거능을 측정한 결과 OWE는 50
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μg/mL 농도에서 98.95 ± 0.13%의 소거능을 나타냈다.

OSE 35, OSE 45, OSE 60은 50 μg/mL 농도에서 각각

87.93 ± 0.13%, 77.17 ± 0.12%, 53.46 ± 1.01%의 소거능

을 보였다. IC50값은 OWE가 21.45 μg/mL, OSE 35은

27.44 μg/mL, OSE 45는 34.33 μg/mL, OSE 60은 46.13

μg/mL로 OWE의 항산화력이 뛰어났다. IC50은 OSE

45, OSE 35, OSE 60 순의 항산화력 경향성을 확인하였

고, 이러한 경향성은 DPPH의 경향성과도 일치한다. 상

세한 측정 결과는 figure 3에 제시하였다.

그림 3. 오레가노 추출물의 ABTS+ radical 소거능(%)
Figure 3. ABTS+ radical scavenging activity of OWE, OSE.

Positive control: L-ascorbic acid 99.91 ± 0.09% (radical
scavenging activity) at a concentration of 10 μg/mL,
***P<0.001 vs control, CTL: Control, sample untreated group,
PC: Positive control, OWE: Origanum vulgare water extract,
OSE: Origanum vulgare supercritical fluid extract.

3) SOD assay

SOD는 촉매 역할을 하여 free radical 중 하나인

superoxide를 반응성이 비교적 낮은 O₂와 H2O2로 바

꾸어주는 효소이다[26]. 추출물 내에 SOD와 유사한 기

능을 하는 물질이 존재하는지 알아보기 위하여 SOD

assay를 진행하였다. Figure 4에서 OWE는 50 μg/mL

농도에서 71.96 ± 1.52%의 유사활성능을 나타냈다.

OSE 35, OSE 45, OSE 60은 50 μg/mL 농도에서 각각

56.84 ± 3.46%, 64.11 ± 3.9%, 58.24 ± 3.76%의 유사활

성능을 보였다. IC50값은 OWE가 20.02 μg/mL, OSE

35은 34.79 μg/mL, OSE 45는 22.86 μg/mL, OSE 60은

30.77 μg/mL로 OWE의 항산화력이 조금 더 우수했다.

OSE에서는 OSE 45의 유사활성능이 가장 좋았다

그림 4. 오레가노 추출물의 SOD 유사활성능(%)
Figure 4. SOD-like activity of OWE, OSE.

Positive control: L-ascorbic acid 68.93 ± 4.67% (SOD-like
activity) at a concentration of 25 μg/mL, ***P<0.001 vs control,
CTL: Control, sample untreated group, PC: Positive control,
OWE: Origanum vulgare water extract, OSE: Origanum
vulgare supercritical fluid extract.

.

4) Total polyphenol content assay

식물계에 널리 존재하는 폴리페놀은 항산화력의 대

표적인 지표로 알려져 있다. 폴리페놀 함량의 정량은

간접적으로 항산화력을 평가할 수 있는 방법이다[13].

각 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과는 Table

3에 나타내었다. OWE는 100.51 ± 0.88 mg GAE/g

extract를 함유하고 있었다. OSE35 에서 48.42 ± 1.29

mg GAE/g extract, OSE 45에서 61.85 ± 1.96 mg

GAE/g extract, OSE 60에서 42.24 ± 1.62 mg GAE/g

extract의 폴리페놀 함유를 확인하였다. OWE에서 가장

많은 폴리페놀 함량을 볼 수 있었고, OSE내에서는

OSE 45에서 가장 높은 폴리페놀 함량이 정량되었다.

Sample
Total polyphenol content

(mg GAE/g extract)

OWE 100.51 ± 0.88

OSW 35 48.42 ± 1.29

OSW 45 61.85 ± 1.96

OSW 60 42.24 ± 1.62

Values represent the mean ± SD of three independent
experiments. OWE: Origanum vulgare water extract,
OSE: Origanum vulgare supercritical fluid extract.

표 3. 오레가노 추출물에 함유된 총 폴리페놀 함량
Table 3. Total polyphenols of OWE, OSE

3. Particle size 및 Zeta potential 측정

선행된 실험에서 OSE는 S. aureus에 대한 항균력과

바이오필름 억제능이 우수하였다. 또한, 세라마이드는
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사람의 각질 세포 간 지질성분 중 40% 정도를 구성하

고 있으며 피부장벽강화에 효과적이라고 알려져 있다

[27]. 이에 근거하여 OSE와 세라마이드를 함께 사용한

리포좀을 제조하였고, S. aurues와 그 바이오필름을 억

제하면서 피부장벽을 강화하여 아토피 피부의 완화에

도움을 줄 수 있는 기능성 화장품 소재를 개발하였다.

소재 개발에는 항산화력과 항균력을 모두 고려하여

OSE 45를 이용하였다.

입자크기의 측정 결과, OSE 45 0.1%와 세라마이드

8%를 함유한 리포좀(Formulation 1)의 입자 크기는

311.33 ± 7.33 nm 로, OSE 45 0.1%를 에탄올 수용액에

분산시킨 제형(Formulation 0)대비 크기를 약 41%를

감소시켰다. 육안으로 관찰하였을 때에도 Formulation

0는 입자가 고르게 용해되지 못하고 침전물이 생겼지

만, Formulation 1은 침전물 없이 고르게 제형화되었

다.(Figure 5, Figure 6).

그림 5. Formulation 0의 입자 크기 분포
Figure 5. Particle Size Distribution of Formulation 0

Formulation 0: OSE 45 0.1% in Water and Ethanol(1:1).
OSE 45: Origanum vulgare supercritical fluid 45°C extract.

그림 6. Formulation 1의 입자 크기 분포.
Figure 6. Particle Size Distribution of Formulation 1

Formulation 1: OSE 45 0.1% and Ceramide 8% in Liposome.
OSE 45: Origanum vulgare supercritical fluid 45°C extract.

Zeta potential의 측정 결과는 Table 4와 같다. OSE

45 0.1%와 세라마이드 8%를 함유한 Formulation 1은

–101.8 ± 0.1 mV으로측정되었다. Formulation 0과 비교

하였을 때 제타전위의 절댓값이 82.73 ± 0.47 mV 증가

한 것이다. 이것은 리포좀 형성을 통해 안정도가 매우

향상된 것으로, 오레가노 초임계추출물이 실제 화장품

소재로서 사용가능하다고 사료된다.

Formulation Zeta potential

Formulation 0 19.07 ± 0.43 mV

Formulation 1 -101.8 ± 0.1 mV

Values represent the mean ± SD of three independent
experiments.
Formulation 0: OSE 45 0.1% in Water and Ethanol(1:1).
Formulation 1: OSE 45 0.1% and Ceramide 8% in Liposome.
OSE 45: Origanum vulgare supercritical fluid 45°C extract.

표 4. 오레가노 초임계추출물 함유 제형의 제타전위
Table 4. Zeta potential of formulation with OSE

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 오레가노의 열수추출물과 초임계추출

물의 항균, 항산화 실험을 진행하여 다양한 생리활성능

을 측정하였다. 이를 통해 오레가노 초임계추출물로부

터 아토피피부염 완화 천연소재로서의 가능성을 확인

하였다. 화장품에 활용하기 위하여 리포좀으로 제형화

하였고, 이것이 화장품에 적용 가능하다고 판단하였다.

항균실험 결과, 오레가노 초임계추출물은 S. aureus

를 포함한 다양한 균주에 대한 항균활성을 보였다. 반

면, 열수추출물은 C. acnes에 대해서만 효과를 보였다.

특히, 우리는 오레가노 초임계추출물에서 S. aureus의

바이오필름 억제에 탁월한 효과를 확인하였다. 이러한

결과를 통해 아토피 피부염의 병인화 억제도 예상해볼

수 있다.

DPPH radical, ABTS+ radical 소거능 실험, SOD 유

사활성능 평가와 총 폴리페놀 함량 측정에서 오레가노

열수추출물이 전반적으로 뛰어난 항산화력을 가진 것

을 확인하였다. 초임계추출물 역시 상당한 항산화력이

측정되었다. S. aureus에 대한 항균력과 항산화력을 모

두 고려하였을 때 오레가노 초임계추출물이 아토피 피

부염 환자에게 보다 적절하다고 사료된다.

이에 더하여, 오레가노 초임계추출물을 세라마이드

와 함께 리포좀으로 제조하여 화장품 소재로서 활용하

고자 하였다. 우리는 이를 리포좀으로 제조함으로써, 안

정성은 물론 용해성까지 개선하였다. 오레가노의 S.

aureus 바이오필름 억제 효과와항균활성, 그리고 세라마

이드의 장벽강화 효과로 아토피피부염 완화에 긍정적인
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영향을 줄 것으로 기대된다.
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