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요    약    문

Ⅰ. 제   목 

한방 약용작물을 이용한 미백 기능성 소재개발 및 제품화

Ⅱ. 연구개발의 목표

본 연구는 한의학의 문헌 및 임상 자료를 바탕으로 국내 한방 약용작물 대상으로 

미백 기능성을 가진 작물을 탐색하고 이를 이용한 새로운 천연물 유래 미백 소재

를 개발하여 제품화함으로서 한방 약용작물에 대한 새로운 수요창출 및 시장개척

에 목표를 두고 있음. 이는 부작용 없는 천연물 유래의 소재에 대한 관심을 고조

시켜 제한된 소비구조를 가진 약용작물에 대한 새로운 수요창출 및 제품화는 물

론 농가 재배작물의 선택 폭을 넓히는데 기여하고자 하는데 있음. 이를 위하여 

한방에서 피부 관련 약재 31종을 선별하여 아래와 같은 세부 목표를 두어 수행

함.

◎ Tyrosianse, melanin 생성 억제율 검정을 통한 유용 소재 스크린

◎ 소재의 분리를 위한 추출법확립 및 화학적 특성 분석 

◎ melanin 형성에 대한 유용소재의 작용성 및 기전연구

◎ 미백 기능성 소재의 화장료 적합시험을 통한 효능 및 안전성 검증

◎ 제품화를 위한 대량추출법 확립, 제형상의 안정성 확보

◎ 미백 기능성 소재의 유효성 평가 확립을 통한 미백 기능성 화장품 시제품     

   개발

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 한방 약용작물을 대상으로 미백기능성 소재의 스크린을 통한 유용 소재 도출 및 

화학적 특성 분석, 소재에 대한 기전연구, 화장료로서의 적합성을 판정을 통한 제

품화를 아래의 범위에서 시행함.
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1. 한방의 서지학 및 임상적에 근거에 따라 한방약용작물 선별

◎ 동의보감 및 본초강목을 중심으로 피부관련 한방 약재 선별

◎ 한방의 서지학 및 임상적 약재의 현대적 미백 기능 보유 검정

2. 미백 기능성 스크린을 통한 소재 도출 및 분리 방법 확립

◎ 비세포계를 이용한 tyrosinase 활성 검사

◎ 세포계를 이용한 melanin 생성 및 tyrosinase 활성 저해 분석

◎ 유기용매와 chromatography를 통한 미백 기능 소재 분리

◎ 유용 후보 소재에 대한 구조분석을 포함한 화학적 특성 분석

3. 유용 소재에 대한 기전 연구

◎ 세포계를 통한 MC1R관련 단백질활성 및 안정성 검사

◎ 세포계를 이용한 MSH에 의한 melanin합성 및 tyrosinase 활성 분석

◎ 세포계를 이용한 MAPK 신호전달 활성 분석 

◎ 실험동물을 이용한 mealnin생성 억제 및 면역조직화학적 분석

4. 원료의 대량 생산 방법 및 화장품 조성 확립

◎ 미백신소재의 화장품 원료 허가

◎ 원료의 대량생산 방법에 따른 추출물의 원료 시험

◎ 원료의 물성, 안전성, 안정성 검사 

◎ 미백 신소재의 화장품 원료 허가 (미국 CTFA)를 위한 실험

◎ 미국 FDA 등록을 위한 시험

Ⅳ. 연구개발결과

1. 미백기능 함유 한방약용작물 선별

 동의보감 및 본초 강목을 중심으로 약재 특성과 처방을 중심으로 피부 관련 한약

재 31종을 선별하고 정통적인 한약 추출법인 열수 추출법을 사용하여 추출물을 

획득하여 미백 기능성을 확인하였음. 미백 기능성은 비세포계와 세포계를 함께 시

용하였으나 현재 주목 받고 있는 대사조절형 미백소재 탐색을 위하여 B16F10 

세포계를 이용하여 melanin 생성 및 tyrosinase 활성을 중심으로 탐색하였음. 
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 약용작물 31종을 대상으로 B16F10 세포계의 melanin 생성 및 tyrosinase 

활성 분석과 함께 미백 기능성이 알려진 arbutin과 비교하여 확인함으로서 후보 

약용작물로 길경, 사삼, 울금, 세신, 감송향, 토사자, 승마 등 7종 약용작물을 선

별하였음. 

2. 유기용매 및 chromatography을 이용한 분획에 대한 효능 

 1차 선별된 약용작물 중 승마를 제외한 6종에 대하여 일차 열수 추출물을 에틸

아세테이트, 부탄올, 물 분획으로 분리하였으며 승마는 물, 80% 및 100% 메탄

올 추출물을 헥산, 디클로로메탄, 에틸아세테이트 순으로 분획 추출물을 제조하였

음. 사삼에 대한 효능은 미비하였으며 감송향은 낮은 농도에서 세포독성을 나타내

어 제외하였으며 길경, 세신, 감송향, 울금은 에틸아세테이트분획이 토사자는 물분

획에서 효능이 높게 나타났음. 이에 비해 승마는 물과 메탄올에 대한 디클로로메

탄, 에틸아세테이트 분획에서 높은 효과를 나타내며 특히 디클로로메탄 분획에서

의 효능이 매우 높게 나타났음. 

 유용작물간의 비교에서 승마가 가장 높은 효과를 나타내어 상품화에 있어 주종 

약용작물로 선별하였으며 다음으로 효능이 뛰어난 울금 및 세신을 포함하였음. 

나아가 길경, 세신, 감송향, 울금은 에틸아세테이트 분획 및 토사자는 물 분획에 

대하여 ODS open column chromatography을 통해 7 분획으로 정제도를 높

였으며 이에 대한 효능을 재차 검정하였음. 7 분획에 대한 효능 검정 결과 울금 

80%  MeOH ODS 분획 (분획5), 세신 60% MeOH ODS 분획 (분획 4) 그

리고 승마의 디클로로메탄 분획은 차기 ODS 분획에 비해 높게 나타나 이들을 유

효 소재로 선별하였음. 

3. LC/MS을 이용한 구조 분석

 

 상품화에 있어 주종 약용작물로 선별된 승마에 대한 유용 소재의 구조 분석을 위

해 물, 80% 및 100% MeOH 추출 후 hexane, dichloromethane, 

ethylacetate, 물로 분획을 하였으며, 이 중 효과가 높은 dichloromethane 분

획을 이 훨씬 높은 저해활성을 나타냈었음. 따라서, dichloromethane 분획을  

ODS open column chromatography에 적용하여 다시 6 분획을 획득하였음. 

이 중 분획2(F2)가 가장 높은 78% tyrosinase 활성 저해를 나타내어 F2를 

LC/MS를 이용하여 동정하였음. 결과, 승마추출물의 미백활성 성분은 트리테르펜
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(triterpene)을 주요 성분으로 하는 3가지의 혼합물이 주성분인 것으로 밝혀졌

음.

4. 미백 효능 기전 연구

 미백 기능성 소재에 대한 기전 연구는 승마, 울금, 세신을 중심으로 살펴 보았으

며 주로 멜라닌생성에 관여하는 신호전달 조절 가능성에 대해 살펴 보았음. 

4-1. 승마의 디클로로메탄 분획물에 대한 기전 연구

 승마의 디클로로메탄 분획물을 처리하여 tyrosinase와 TRP-1, TRP-2 그리고 

이들 발현의 주요 전사인자인 MITF 발현을 살펴 보았음. 승마 추출물은 

tyrosinases나 TRP-1의 발현을 제어하는 주요한 전사인자인 MITF의 발현을 

감소되는 것으로 관찰되었음. 이는 tyrosinases나 TRP-1 발현을 제어하는 전사

인자인 MITF의 붕괴를 유발함으로써 멜라닌합성을 감소시키는 ERK/MEK 신호 

활성화에 의함을 확인하였음. 나아가 ERK경로의 저해제인 PD98059를 디클로로

메탄 분획물과 함께 처리하면 멜라닌 합성 억제효과가 회복되는 것으로 보아 승마 

디클로로메탄 분획물이 ERK활성을 유도함으로 멜라닌 생성이 저해하는 것을 재확

인 하였음. 

4-2. 울금의 80% MeOH ODS 분획에 대한 기전연구

 80% MeOH ODS 분획을 사용하여 멜라닌 생합성에 관련된 단백질 발현과의 연

관성을 확인하기 위하여 MITF, tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 발현 변화를 

관찰하였음. 80% MeOH ODS 분획은 MITF, tyrosinase, TRP-1, TRP-2

의 발현을 저해하는 것으로 나타나 MITF 발현을 저해함으로써 멜라닌 생성을 저

해되는 것으로 생각되었음. 이들 기전을 알아보기위해 멜라닌 합성에 관여하는 

ERK/MEK 신호와 PI3K/Akt 신호 전달의 관여 여부를 조사하였음. 울금 분획

은 ERK/MEK신호와 PI3K/Akt 신호의 활성화에 미치는 영향을 조사한 결과 인

산화된 ERK1/2, MEK, Akt의 발현이 증가하여 6시간째에 가장 높은 값을 나타

내었으며 48시간까지 지속되는 것을 확인 하였음. 이로보아 울금 분획은 

ERK/MEK 또는 PI3K/Akt 두 가지 경로를 통해 멜라닌 합성에 영향을 주는 것

으로 보였음. 이를 확인 하기 위해 ERK/MEK 신호전달의 선택적 저해제인 
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PD98059와  Akt신호 저해제인 LY294002를 처리하여 조사한 결과 두 저해제 

모두에 의해 울금 분획의 저해효과가 회복되는 것으로 보아 두 경로 모두 관여하는 

것으로 생각됨.  

4-3. 세신의 60% MeOH ODS 분획에 대한 기전연구

 세신 60% MeOH ODS 분획이 티로시네이즈활성 억제율이 가장 높아 

tyrosinase, TRP-1, TRP-2, MITF의 발현을 본 결과 울금과 유사한 저해하

고 신호전달 분자 인산화를 유도하였으나, 승마와 울금 분획과는 달리, 처리한 후 

30분에서 60분에 인산화된 ERK1/2, MEK, Akt의 단백질이 최고에 달해 빠른 

반응 나타내었음. 그리고 p38 MAPK 에 대한 관여 여부를 조사하였으나 이들 신

호전달계는 관여 하지 않았음. 

4-4. 동물실험을 통한 효능 검정 

 피부조직에 대한 미백소재의 영향을 조사하기 위해 실험동물인 기니피그를 이용

한 실험을 진행하였음. 털을 제거한 실험동물 배부에 자외선 B를 조사한 후 승마

를 중심으로 제작된 시제품을 피부 도포후 착색정도를 측정하였음. Arbutin 2% 

결과와 비슷하게 승마추출물 2% 처리군이 10일째 (P<0.05)와 24일째 

(P<0.01)에서 유의성을 보였으며, 조직화학적 검색 결과도 대조군에 비해 멜라닌 

색소 침착이 완화되는 것으로 확인되어 본 연구에서 개발된 화장품 원료가 

arbutin과 유사한 미백 효과가 있다고 생각됨.

 

5. 미백 기능 천연물 함유 미백화장품 시제품 개발

 원료의 대량 생산 방법 개발을 위하여 억제 활성이 우수한 승마, 세신, 울금으로 

부터 유효성분 대량 추출을 위하여 초임계, 초음파, 열수 추출 방법을 검정하여 

대량 추출의 가능성을 확인하였음. 각 방법에 따라 획득한 추출시료에 대한 

tyrosinase 활성억제 효과를 전술한 동일한 방법으로 확인하여 최적의 추출 방법

을 검정한 결과, 추출시료 중 초음파 추출분획은 100배 정도 희석하여도 약 

45%의 억제활성도를 나타내어 대량 추출 방법을 초음파추출로 선정하였음. 추출

물 내에 유효성분이 고농도로 존재하여 산업화의 발판을 마련하였다고 생각됨.

 그리고 초음파 방법으로 추출한 추출물이 화장품 원료서의 적합성을 조사하였음. 
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외견상의 성상, 굴절율, 비중, pH, 중금속 등과 같은 물리화학적 성질과, 세균 및 

진균수 시험의 미생물 시험을 한 결과 적합한 것으로 나타남.

 본 연구결과로 선정한 승마, 세신, 울금이 혼합된 추출물을 AD Whitening 

Complex로 명명하고, CTFA (Cosmetic, Toiletry and Fragrance 

Association, 미국화장품협회, 2009년부터 personal care products 

council로 변경. www.personalcarecouncil.org 의 ICID (International 

Cpsmetic Ingredient Dictionary)에 등재한 후, 추출물에 대한 시험규격을 

표준화함.

6. 원료의 대량생산 방법에 따른 추출물의 원료 시험

 시제품용 원료 조성을 선정한 후 피부안전성 시험과 피부미백효능효과시험을 미

국 FDA 시험기관에 의뢰하였으며, 피부안전성 시험에 대하여 총 75명의 지원자

가 시험에 참가하였으며 이중 시험 기간 동안 어떠한 부작용도 보고되지 않았다는 

결과를 통보 받음.

Ⅴ. 연구개발에 따른 기대성과

◎ 화장품 소재는 다국적 기업에 의해 90% 이상, 화장료의 경우 30% 이상을 

수입에 의존하고 있어 본 개발에 의해 얻어진 신소재 및 완제품은 수입대체 효과

를 가져 올 것임. 

◎ 미백 기능성 소재는 기미, 주근깨 등의 과색소 침착, 백반증, 백피증 등과 같

은 피부 결함 등 다양한 피부관련 증상에 적용 가능성은 매우 높아 파생 상품 유

발 효과가 클 것임. 

◎ 소득 증대에 따른 미용관련 제품 중 미백기능성 소재에 대한 관심이 증대하고 

있어 신 미백 기능성 소재 개발은 제한된 소비구조를 가진 한방 약용작물에 대한 

새로운 수요 창출이 가능할 것임.

◎ 한방 약용작물에 대한 정보의 현대적 활용은 한방 약용작물을 이용한 한방바

이오 연구의 새로운 영역 창출함과 동시에 산업화에 기여할 것임.
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◎ 한방 약용작물에 대한 신 수요창출은 재배농가의 소득증대로 이어지며 한정된 

소비구조 및 저가 수입품에 의해 재배 의미가 상실된 약용작물에 대한 재배 가능

성에 기여 할 것임.
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SUMMARY

Ⅰ. TITLE 

Development of whitening cosmetics by using oriental herb.

Ⅱ. GOAL OF RESEARCH DEVELOPMENT

 The goal for research development is creating a new demand and 

market places by the development of natural whitening materials 

and the resulting product after screening the medicinal plants 

based on literature and clinical data of oriental medicine. 31 

species of oriental medicine plants, which are skin-related, were 

selected for the following goals.

◎ Screening for natural whitening materials by conducting assay   

 of tyrosianse activity inhibition and melanin reduction. 

◎ Conduct purification and chemical characterization analysis of   

 natural whitening materials.

◎ Investigation for mechanism of natural whitening materials how  

 to inhibit tyrosianse activity and melanin synthesis. 

◎ Investigation for the efficacy and safety of natural whitening    

 materials as cosmetic materials.

◎ The whitening efficacy of medicinal plants based on              



- 10 -

 functionality and mechanism are analyzed.

◎ The final goal is to establish the validity of the assessment of  

  the whitening materials and to develop whitening cosmetics 

after the stability test of formulated prototype and proof of bulk 

production possibility.

◎ To create new demand for the medicinal plants with limited 

consumption by drawing attention on natural products without 

the side effects that have  has greater efficacy than the existing 

materials. 

Ⅲ. SCOPE OF RESEARCH  DEVELOPMENT

 We have screened many species of the whitening functional  

plants based on literature and clinical data of oriental medicine 

and analyzed the whitening efficacy of medicinal plants based on 

functionality and mechanism.

 

1. Screening medicinal plants with whitening function based on 

the bibliographic and clinical data of Oriental medicine.

◎ Selection of skin-related medicinal plant.

◎ Functional analysis of skin-related medicinal plant.

2. Separation and Purification Methods for components with 

whitening function from medicinal plants.

◎ In vitro tyrosinase enzyme inhibition assay.

◎ In vivo assay for reduction of melanin synthesis and tyrosinase 

inhibition.

◎ Organic solvent fractionation and chromatography separation of  

components with whitening function.

◎ Structural analysis and chemical characterization of the 
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whitening functional compounds.

3. Mechanism study of the whitening functional compounds.

◎ In vivo study of MC1R-related proteins.

◎ In vivo study of reduction of melanin synthesis and tyrosinase 

inhibition by MSH.

◎ Study of the whitening functional compounds targeting MAPK 

signaling pathway.

◎ In vivo study with lab animals for reduction of melanin 

synthesis and immunocytochemistry analysis.

4. Method for bulk production of raw materials and Formulation of 

whitening cosmetics.

◎ Registration of new whitening cosmetics materials to USA 

CTFA.

◎ The examination of the extracts which are obtained by 

different method for bulk production of raw materials. 

◎ Properties of materials, safety, and reliability tests.

◎ Experiments of new whitening cosmetics materials for 

registration to USA CTFA.

◎ The tests for USA FDA registration.

◎ Production of a prototype for sales. 

Ⅳ. RESULTS OF RESEARCH  DEVELOPMENT

1. Screening the medicinal plants with whitening function. 

 The skin-related 31 species of medicinal plants were selected for 

primary screening to seek whitening materials based on the 

Donguibogam, the Bonchogangmok and prescription of oriental 

medicine. Hot water extraction method, a traditional extraction 

method of oriental medicine, was utilized to obtain primary 
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extracts to begin. whitening function was assayed by in vitro as 

well in vivo. For in vivo, B16F10 cell line was adapted for melanin 

synthesis and tyrosinase activity assay. Among 31 species 

gilgyeong, sasam, woollgum, sesin, gamsonghyang, tosaja, seven 

species were primarily selected based on melanin synthesis and 

tyrosinase activity in B16F10 cells.

2. Whitening effect of organic solvent and ODS chromatography 

fractions.

 Six selected medicinal plants after primary screening were 

extracted with hot water followed by ethylacetate, butanol and 

water fractionation, sequentially. Seungma was extracted with hot 

water or 80% methanol or 100% methanol followed by hexane, 

dichloromethane, ethylacetate, sequentially. Sasam was excluded by 

neglectable function, Gamsonhyang was also excluded by cell 

toxicity at low concentration. Ethylacetate fractions of gilgyung, 

sesin and water fraction of tosaja showed whitening effect. In 

contrast, Suengma showed whitening effect in ethylacetate and 

dichloromethane fractions of water and methanol extracts, 

especially, dichloromethane fraction showed greater whitening 

effect.

 Among them Suengma was selected as a major medicinal plant for 

cosmetic material source followed by woolgum and sesin.

 Ethylacetate fractions of gilgyung, sesin, gamsonghyang and water 

fraction of tosaja were applied to ODS open column chromatography 

to improve purification. Seven frationations were obtained by ODS 

open column chromatography.  Fraction 5 of woolgum, fraction 4 of 

sesin showed high whitening effect.

3. Identification of whitening functional compounds by LC/MS 

chromatography
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 To obtain whitening functional compounds intensive study was 

focused on Suengma. Because dichloromethane fraction of 100% 

MeOH extract showed maximum tyrosinase activity inhibition it 

was applied to ODS open column chromatography, resulting 6 

fractions. Fraction 2 (F2) showed 78% tyrosinase activity 

inhibition. F2 was applied to LC/MS chromatography to identify 

compounds. The results showed 3 major compounds belong to 

triterpene in F2.

4. Mechanism study of whitening effect

Mechanism studies of whitening effect of Suengma, woolgum and 

sesin were focued on signaling pathways of melanin synthesis.

4-1. Mechnism study of dichloromethane fraction of suengma.

Dichloromethane fraction was treated to B16F10 cells. Tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2, and transcription factor, MITF, which regulates 

tyrosinase, TRP-1, were analyzed. Dichloromethane fraction 

decreased expression of MITF. ERK/MEK, which induces MITF 

degradation and consequently reduces melanin synthesis was 

activated by dichloromethane fraction. PD98059, specific inhibitor 

for ERK signaling pathway, in the presence of dichloromethane 

fraction suppressed melanin synthesis inhibition of dichloromethane 

fraction indicating thatdichloromethane fraction influences ERK 

signaling pathway.

4-2. Mechnism study of 80% MeOH fraction from ODS of woolgum.

 80% MeOH fraction was treated to B16F10 cells. Tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2, and transcription factor, MITF, which regulates 

tyrosinase, TRP-1, were analyzed.
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80% MeOH fraction also decreased expression of MITF, tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2. While, phosphorylated ERK1/2, MEK, Akt were 

increased after 80% MeOH fraction treatment and reached maximum 

level at 6 hr-post treatment. Phosphorylated ERK1/2, MEK, Akt 

were observed until 48 hr. These results indicated that 80% MeOH 

fraction decreases melanin synthesis via activating both ERK/MEK 

and/or PI3K/Akt. Data with specific inhibitor PD98059 for 

ERK/MEK signaling and specific inhibitor LY294002 for PI3K/Akt 

signaling also confirmed both ERK/MEK and PI3K/Akt involved.

4-3. Mechnism study of 60% MeOH fraction from ODS of sesin.

Most data with 60% MeOH fraction were similar to those from 

woolgum. However, in contrast to fractions of suengma and 

woolgum, 60% MeOH fraction treatment induced phosphorylation of 

ERK1/2, MEK, Akt within 30 min after treatment. At 60 min 

phosphorylation reached maximum. p38 MAPK seemed not to be 

invloved.

4-4. Animal study for whitening effect.

Lab animal, guinea pigs were used for whitening effect on skin 

tissue. After shaving, abdominal area was UVB illluminated. the 

cream containing the extract by supercritical extraction method was 

applied to the area. Pigmentation was then measured. The cream 

containing 2% extract showed similar results with a creaming 

containing 2% arbutin and the results of 10 days and 24 days 

showed significance at P<0.05 and P<0.01, rspectively. Histochemical 

results also showed reduction of melanin pigmentation in the 

animal group with the cream containing 2% extract when compared 

with control group. These data altogether suggested that prototype 

cream has whitening effect similar to arbutin.

 5. Prototype development of whitening cosmetics containing 
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natural whitening materials.

 We examined supercritical, ultrasound, thermal extraction methods 

to develop extraction method for whitening functional compound 

from medicinal plants. Extracts from each extraction methods 

assayed for tyrosinase activity inhibition function. The best 

method was ultrasound method because the extract by ultrasound 

method showed app. 45% inhibition even after 100 fold dilution. 

The way to industrialization appeared to be developed due to 

presence of high amount of functional materials in the extract.

 The extract by ultrasound method was tested for cosmetic 

materials. Physicochemical characteristics such as appearance, 

refractive index, weight, pH, heavy metals and microbiological 

tests such as bacteria and fungi tests approved the extract.

We registered new whitening cosmetics materials, AD Whitening 

Complex, to USA CTFA (Cosmetic, Toiletry and Fragrance 

Association, USA) and standardized the formulation.

6. The examination of the extracts, as cosmetic materials, which 

are obtained by different method for bulk production of raw 

materials.

Registration of new whitening cosmetics materials to USA CTFA.

After determination of material composition for prototype a 

prototype sample was applied to the USA FDA test agency for  the 

efficacy of skin whitening and skin safety test.  A total of 75 

volunteers participated in the test for skin safety tests. We were 

reported that none of the volunteers appealed any side effects.
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Ⅴ. EXPECTATIONS BASED ON RESEARCH AND          

      DEVELOPMENT 

◎ Development of new whitening compounds will bring import 

replacement, currently depending on the multinational companies  in 

more than 90% and imported materials in more than 30% of cosmetics.

◎ New whitening compounds may lead to Development of 

multifunction, new types, and time-saving products to meet 

welbing industry.

◎ Whitening compounds can be utilized to produce other products 

because whitening functional compounds are applicable to 

freckles, vitiligo, and related skin symptoms.

◎ New whitening compounds will create new demand for 

medicinal plants which may be not consuming much because of 

increased interest in the whitening beauty-related products and 

material development.

◎ Application of Oriental medicine to evidence-based medicine 

will dominate the world market via combining the Oriental 

medicine with BT technology and the creation of the new 

added-value products.

◎ Utilization of information about medicinal plants to modern 

biotechnology takes advantage of the creation of new areas of 

Oriental medicine research and Oriental medicine industry.

◎ Demand for new medicinal plants will create culture expansion 

of those plants and the income increase of the growers.
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제1장   연구개발과제의 개요

제1절 연구개발의 목적, 필요성

1. 연구개발의 목적

 한의학의 문헌 및 임상 자료를 바탕으로 국내 한방 약용작물 대상으로 미백 가

능성을 가진 작물을 탐색하고 이를 이용한 새로운 천연물 유래 미백 소재를 개발

하여 제품화함으로서 한방 약용작물에 대한 새로운 수요창출 및 시장개척에 목표

를 둠. 

2. 연구개발의 필요성

◎ 현대 전통의학에 대한 관심 고조 및 난치성·생활습관성 질환에 대한 한방 접근  

   범위 확대됨에 따른 한방 약용작물의 수요가 증대하고 있으며 한의학적 氣味論  

   에 따른 새로운 기능성 소재 개발과 상품화는 약용작물에 대한 새로운 수요 창  

   출이 가능함.

◎ 산업화로 인한 환경오염은 일반생활의 장애를 초래하며 특히 인체 보호막으로서  

   피부 질환이 증가 및 삶의 질 향상은 피부 관련 미용과 질환 완화 치료 소재에  

   대한 수요가 폭발적으로 증가하며 이러한 효능을 가진 천연물 소재 관심 증가하  

   고 있음.

◎ 한의학과 BT기술의 접목을 통한 한방 약용작물을 이용한 미백 기능성 소재 개  

   발은 한방 약용작물을 이용한 연구 및 개발 영역에 대한 인프라 구축은 물론 국  

   제적 우위를 점하는 한의학과 더불어 국내 시장과 해외 시장개척에 유리함.

◎ 피부 관련 소재 특히 미백 소재는 대부분 수입에 의존 하고 있어 국내산 소재   

   수급이 긴요하며 한방 약용식물을 이용한 새로운 고부가가치 제품 창출을 통해  

   제한된 소비구조를 가진 한방 약용작물의 판로 개척과 재배농가의 수익증대가   
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   요구됨.

◎ 이미 기능성화장품으로 다음과 같은 식물추출물이 원료로 사용되고 있음 :      

    Hamamelidis, Lithospermum 추출물, Peppermint oil, Thyme 추출   

    물, Borage seed oil, Oriental bittersweet 추출물, Tamarind 열매추  

    출물, Pine bark 추출물(프랑스에서 생산되는 유명브랜드 Pycnogenol 제   

    품), Anthocyanin, Gingko flavone 등. 이상의 제품들은 식물성 원료의   

    일부에 지나지 않음.

◎  미국의 2000년도 《식물 화장품원료 Reference handbook》에 수록된 기  

    능성화장품 식물 원료는 1000여종에 이르고 있어 식물 원료에 의한 약물성화  

    장품의 개발전망은 매우 밝다고 할 수 있음.(참고자료: 2007.06.11 의약경제  

    보)

◎ 따라서 한방약용작물의 원료화를 위한 연구는 더 늦기 전에 반드시 필요하다고  

   판단됨

가. 기술적 측면

(1) 미백 기능성 소재개발에 대한 논의

◎ 안전성 위주의 화장품 개발 동향은 현대 가치관 다양화와 개성화가 두드러지면  

   서 미백, 보습, 세포재생, 주름개선 등의 성분을 함유한 기능성 화장품의 개발  

   로 이어지고 있으며 특히 미백 기능성 화장품의 개발은 melanocyte내        

   melanin의 생성을 억제하는 것과 멜라닌세포 자극물질을 조절하는 것, 멜라닌  

   의 분해 및 배출을 촉진키는 것 등의 세 가지 방향으로 이뤄지고 있음

◎ 피부 melanin합성증가와 기저층 melanocyte의 수적 증가는 기미, 주근깨와  

   같은 이상을 일으키며 양방 의학에서는 hydroquinone과 retinoic acid 등의  

   피부 복합제재를 사용하거나 레이저 또는 박피술 등의 외과적인 치료방법을 이  

   용하고 있으나 치료효과가 일시적이거나 여러 부작용을 유발하고 이에 대한 새  

   로운 접근이 필요함
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◎ Tyrosinase 저해제로 잘 알려진 4-hydroxyanisole, 5-hydroxyindole 및  

   hydroquinone 등은 강력한 멜라닌 생합성 저해활성을 보이지만 색소세포의   

   변성 또는 치사를 일으키고 세포본래의 기능을 손상시키는 등의 부작용을 나타  

   내며, kojic acid, arbutin 등은 이미 상품화 되어 화장품, 식품 등에 미백제  

   로 사용되고 있으나 안전성에 문제점이 있는 것으로 나타남

◎ 현재까지 안정성을 고려한 천연물 유래 미백 기능성 소재는 상지, 닥나무, 반   

   하, 상황버섯 추출물 등 민간처방 또는 한의학에서 경험적으로 사용이 되어져  

   왔던 몇 가지 한방 약용작물에 한정되어 있어 광범위한 탐색작업이 요구됨

◎ 열수 및 각종 용매를 이용한 복합추출물의 미백기능성 탐구는 또 다른 부작용  

   을 나타낼 수 있다는 우려와 함께 알부틴 (arbutin)과 같은 유효한 단일물질과  

   비교하여 그 효과가 감소할 수 있다는 문제점이 노출되고 있음

◎ 기능성화장품 신소재 창출과 사업화를 이룩하기 위해서는 신소재의 도출과 함께  

   도출된 신소재의 화학적 물리적 안정성과 피부침투성을 증대시킬 수 있는 새로  

   운 제형개발에 필수적인 유변학적 물성평가 그리고 신소재의 유용성            

   (efficacy) 및 안전성 (safety)을 규명하는 연구가 복합적으로 이루어질 수 있  

   는 기술기반 구축이 필수적임

(2) 미백 기전에 대한 논의

◎ 신체의 가장 바깥부분에 위치하는 표피는 기저층, 유극층, 각질층의 순으로 배  

   열되며 다양한 세포 종류 중 melanocyte는 모발색과 피부색을 결정지으며 페  

   놀류의 생체고분자 물질로 검은 색소와 단백질의 복합체인 melanin을 합성하  

  고 분비하여, 자외선 등의 외부 스트레스 등으로부터 피부를 보호하는 작용함

◎ Melanin의 과잉 생산은 기미, 주근깨와 같은 피부 질환을 초래하며, 심한 경   

   우 피부암의 유발과도 관련이 있는 것으로 보고되어 있어 melanin의 과잉생산  

   을 억제하는 방향으로 미백 효과를 나타내는 소재 개발하려는 경향이 강하며 대  

   체로 tyrosinase의 활성을 제어, 억제하는 세포내 신호전달계를 제어하는 방  

   향으로 진행되고 있음 
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◎ Melanin합성에 대한 세포내 신호전달 기전은 매우 다양한 요인에 의해 영향을  

   받으나 이중 가장 중요한 요인은 MC1R을 통한 세포내 활성 변화이며, 특히    

   MITF가 중심적 위치를 가지며 CREB/CBP를 통한 MITF활성을 통해        

   tyrosinase-related proteins (TRPs; tyrosinase, TRP-1, TRP-1)활  

   성을 통한 melamnin합성이 가장 주요한 요인으로 보여 짐 

◎ 자외선은 nitro oxide를 생성하여 피부조직의 melanocyte내에서 구성효소인  

   tyrosinase와 TRP-1의 분비를 증가시켜 멜라닌 색소의 생성을 촉진하며, 생  

   성된 멜라닌 색소들은 keratinocyte로 이동되어 기미와 주근깨를 비롯한 피부  

   색소 침착을 유발함

◎ 멜라닌 합성에 영향을 주는 신호전달물질 TRPs 관련 단백질의 활성을 저해시  

   키는 기전을 가진 천연 소재도출 세포독성이 낮은 안정성이 보장된 신 소재 개  

   발이 가능하며 생체내 melanin관련 대사의 기초 연구 뿐만 아니라 멜라닌 생  

   합성 저해제의 대체물질로 활용될 수 있을 것 임.

(3). 한의학적 관점에서 해결 방안 

◎ 한방에서 얼굴에 나타나는 여러 피부결함 [피부 발진, 분자(粉刺), 주근깨, 기   

   미, 검정 사마귀 등]의 치료시 피부미용 및 질환에 응용된 단일 및 복합소재를  

   주로 사용하며 구체적인 방법으로 경구복용과 세면용으로 활용하여 백옥 같은   

   얼굴 상태를 유지하는 것을 이상으로 삼았음.

◎ 한방의 연구는 어혈을 풀고 혈액순환을 촉진시키는 약재를 이용한 미용 미백실  

   험, 고온다습한 인체의 내부 환경을 청소하여 염증을 제거하는 약재를 이용한   

   미용 미백 실험이 있으며, 한편으로는 문제성 피부인 기미, 주근깨 등을 직접   

   치료하는 미용 미백 약재를 활용하는 실험 등이 있어 활용의 폭이 넓음.

◎ 기존 한방 임상에서 우수한 미용 미백 효과를 나타내고 있는 한방 천연물 복합  

   소재를 대상으로 melanin합성의 신호전달체계에 미치는 영향을 검증함으로써,  

   피부 미백 물질을 개발함과 동시에 기미, 주근깨 등의 과색소 침착, 백반증, 백  

   피증 등과 같은 피부 결함에 대한 활용도 가능함.
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◎ 한의학적 관점에서 미용 미백의 직접적인 효과를 나타내는 재료로는 주로 녹두,  

   백지, 백급, 백렴, 백강잠, 백부자, 천화분 등 많으며 이들을 복합적으로 사용하  

   여 더욱 우수한 효과를 나타내고 있음.

(나) 경제⋅산업적 측면

(1) 국내 약용작물 이용에 대한 산업적 관점

◎ 한방 약용작물로부터 생리활성물질을 탐색하여 기능성 식품 및 식의약으로 개발  

   하고자하는 연구는 오랜 역사를 가지고 있으며 특히 동양권 한의학에서 체계적  

   이고 광범위하게 약용자원으로 활용해 왔기 때문에 기록이 풍부하게 축적되어   

   있으나 이에 대한 심도 있는 성분과 효능 분석을 통한 활용도는 떨어짐.

◎ 한방 약용작물에 대한 신약개발의 연구와 투자는 활성화되고 있으나 대체로 메  

   커니즘 구명 등의 연구에 치중한 면이 많으며 다양한 약용작물의 이용에 관한   

   기술은 미비하여 제한된 약용작물의 생산, 유통, 개발 구조를 가지고 있음.

◎ 한방 약용작물에 관한 정확한 분자생물학적 기전과 더불어 이를 활용한 다양한  

   제품 생산은 한의학과 BT 기술을 접목한 synergy 효과를 극대화하여 산업의  

   성장 잠재력이 대단히 크며 21세기 산업으로 각광 받고 있는 기능성 미용소재  

   산업에 대한 영역 개척이 가능함.

◎ 한방약용작물을 이용한 미용 소재 개발을 위한 안전성과 유효성을 확보하고, 문  

   헌적으로만 통용되는 약용작물의 효능을 검정하여 EBM (Evidence-Based   

   Medicines)를 실현함으로서 한국전통의약의 산업화를 통한 수요 증대.

(2) 국내·외 경제⋅산업적 측면

◎ 전 세계적으로 화장품 개발은 선진국에 의해 주도되고 있으며 세계시장은 미국,  

   일본, 브라질, 프랑스가 상위를 점유하고 있음. 또한 세계 화장품 시장은 최근   

   3년 동안에도 꾸준히 증가 추세에 있음. 이에 한국정부도 화장품산업 육성책을  

   개발하여 화장품산업육성을 지원하고 있음(보건복지가족부 보도자료,           

   2009.2.14)
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표 1-1. 세계 화장품시장 규모 및 국가별 순위                 (단위 : 10억불, %)

순

위

2006년 2007년 2008년(E)

국가 금액 점유율 국가 금액 점유율 국가 금액 점유율

1 미국 50.2 18.6 미국 51.0 18.4 미국
51.

9 
18.1 

2 일본 29.8 11 일본 30.4 11.0 일본
31.

1 
10.9 

3 브라질 18.2 6.8 브라질 21.0 7.5 브라질
24.

1 
8.4 

4 프랑스 14.1 5.20 프랑스 15.3 5.5 프랑스
16.

5 
5.8 

5 독일 13.6 5 독일 15.3 5.3 독일
15.

3 
5.3 

6 영국 12.9 4.8 영국 13.7 4.9 영국
14.

6 
5.1 

7 중국 11.7 4.3 중국 12.8 4.6 중국
14.

1 
4.9 

8 이탈리아 10.0 3.7 이탈리아 10.7 3.8 이탈리아
11.

4 
4.0 

9 러시아 8.5 3.1 러시아 9.8 3.5 러시아
11.

3 
4.0 

10 스페인 7.8 2.9 스페인 8.7 3.1 스페인 9.7 3.4 

11 멕시코 7.2 2.7 멕시코 7.4 2.7 멕시코 7.7 2.7 

12 대한민국 5.9 2.2 대한민국 6.3 2.3 대한민국 6.8 2.4 

13 캐나다 5.5 2 캐나다 6.0 2.2 캐나다 6.5 2.3 

14 인도 4.0 1.5 인도 4.2 1.5 인도 4.5 1.6

total 269.6 277.9 286.5

* 자료 : Euro-monitor(2007), 2008년도는 추정치

* 금액기준 : 유통가격 기준
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◎ 천연물은 미국 FDA가 승인한 것이 120종으로 시장규모는 약 10조 달러에 이  

   르고 있으며 한의학의 발상지인 중국의 경우는 의약품을 세 가지로 분류하여 순  

   수한 단일성분, 활성분획 그리고 조엑스 등으로 나누고 있으며 이중 조엑스가   

   의약품으로 허가를 받아 국민 보건 체계를 천연물(한약재)에 상당히 의존하고   

   있음.

◎ 화장품 산업은 정밀화학 산업에서 의약 다음으로 시장규모가 큰 사업으로 2002  

   년 화장품 세계시장은 1천억불에 달하는 고부가가치의 지식기반 산업의 하나이  

   며 기능성 화장품을 포함한 전체 화장품 세계시장규모는 2000년 1,008억 달  

   러, 2003년 1,240억 달러이며 2006년 1,430억 달러로 전망되고 있음.

◎ 기능성 화장품 시장은 화장품 전체시장의 약 1/5 수준이나 기능성 화장품의 기  

   술적 유용성과 삶의 질 향상에 대한 소비자 인식이 증가하고 있으며 국내 화장  

   품의 전체 시장 규모가 2002년부터 2005년까지 연평균 증가율은 경제 불황의  

   여파로 답보상태이나 2006년에서 2013년까지는 10%대의 시장증가가 예측됨.

◎ 기능성화장품의 국내시장에서 조차 외국산 유명 화장품의 점유율이 점차 증가하  

   고 있을 뿐 아니라 국내 화장품 원료의 80% 이상이 수입에 의존하고 있으며   

   공격적 마케팅과 강한 제품력에 기반을 둔 해외 화장품 업체들에 의해 잠식되고  

   있음.
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표 1-2. 국내 수출․수입 실적                                (단위: 천달러, %)

연도

수출 수입

무역수지
수출금액

전년대비

증감율
수입금액

전년대비

증감율

1996년 46,068 42.74 318,971 53.53 -272,903

1997년 69,456 50.77 303,538 - 4.84 -234,082

1998년 57,611 -17.05 134,167 - 55.80 -76,556

1999년 66,856 16.05 210,946 57.23 -144,090

2000년 102,927 53.95 331,386 57.10 -228,459

2001년 117,918 14.56 444,777 34.22 -326,859

2002년 140,970 19.55 555,639 24.93 -414,669

2003년 171,899 21.94 543,807 - 2.13 -371,908

2004년 251,195 46.13 538,887 - 0.90 -287,692

2005년 264,645 5.35 589,076 9.31 -324,431

2006년 280,311 5.92 685,327 16.34 -405,016

2007년 304,067 8.47 751,823 9.70 -447,756

* 자료: 관세청 수출입 통계 (2008)

◎ 화장품의 전체 시장규모는 생물과학과 피부과학 등 화장품 효능의 원천기술의   

   진보에 따라 혁신기술의 제품 구현과 더불어 중국, 러시아, 인도 등 거대 잠재  

   시장의 확대로 6% 대의 성장이 예상됨으로 이를 선점할 수 있는 제품의 개발이  

   필요함.

◎ 기능성화장품에서 가장 중요한 원천기술인 피부에 생리활성 효과가 있는 신소재  

   창출은 부가가치가 매우 큰 산업으로 현재 선진국에서도 경쟁적으로 연구되고   

   있으며 미래에 국가경제에 크게 이바지할 가능성이 높아 국내에서도 국가적으로  
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   적극 육성해야 할 산업분야임.

◎ 국내 화이트닝 크림의 판매동향 : 2003년 9%, 2004년 9%, 2005년 6%,    

   2006년 12%, 2007년 14%로 증가세를 보이고 있음(대한화장품협회).

(다) 사회⋅문화적 측면

◎ 생활패턴 변화와 소득증대로 인하여 다양한 질환에 대해 양방적 접근보다 한의  

   학적 접근이 부작용이 없으며 삶의 질을 배려한 접근이 각광을 받고 있으며 예  

   방의학적인 연구와 더불어 천연물을 이용한 소재 개발 및 이용에 대한 국민적   

   관심 및 이해가 높아 짐.

◎ 소득증대와 고령화의 영향으로 2020년경에는 국내 의료비 지출 규모는 GDP   

   대비 7% 이상으로 증가할 전망이며, 이는 단순한 질병치료가 아닌 미용 등 삶  

   의 질 향상과 연계된 수요 증가가 함께 이루어져 시장의 양호한 성장을 지속할  

   것이며 이에 대한 한의학적 역할은 더욱 증대되어 약용작물에 대한 국민적 관심  

   이 증대 할 것 임.
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제2절 연구개발의 범위

연구개발의 목표 연구범위 연구개발의 내용 

미백기능 함유 

한방약용작물 선별

- 한방의 서지학 

및 임상적에 

근거에 따라 

한방약용작물 

선별

- 동의보감 및 본초강목을 중심으로 

피부관련 한방 약재 선별

- 한방의 서지학 및 임상적 약재의 

현대적 미백 기능 보유 검정

한방약용작물로부터 

미백 기능 소재 도출
- 미백 기능성 

검정과 병행하여 

미백 기능 소재 

도출

- 미백 기능 소재 

분리 방법 개발

- 멜라닌 형성에 관여 하는 Tyrosinase 

효소 활성 저해 기능 분석으로 소재 

선별

- 멜라닌 합성 세포를 이용한 세포내 

멜라닌 생성 저해 및 Tyrosinase 

효소 활성 저해 분석으로 소재 선별

- 용매와 chromatography를 통한 미백 

기능 소재 분리

미백 효능 기전 연구 - 세포계를 이용한 

미백효과 기전 

검사와 실험동물 

이용 안정성 

검사

- 세포계를 이용한 세포 내 melanin합성 

저해와 tyrosinase 활성 저해 분석

- melanin 합성 신호경로에 미백 소재 

작용 분석

- 실험동물을 이용한 색소침착 및 

mealnin생성억제 효과

미백 기능 천연물 

함유 미백화장품 

시제품 개발

- 원료의 대량 

생산 방법 개발

- 화장품 조성 

확립

- 미백신소재의 

화장품 원료 

허가

- 원료의 대량생산 방법에 따른 추출물의 

원료 시험

- 원료의 물성, 안전성, 안정성 검사 

- 미백신소재의 화장품 원료 허가 (미국 

CTFA)를 위한 실험

- 미국 FDA 등록을 위한 시험
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제2장   국내외 기술개발 현황

◎ 21세기는 경제 사회적 구조뿐만 아니라 미용소재와 관련된 수급환경이 급변하  

   고 있어 한방 약용작물을 이용한 천연 소재에 대한 국민적 욕구 또한           

   거세어지며 대내외적 환경변화는 학문간 접목에 의한 새로운 시장 창출이 이루  

   어 질 것임.

◎ 예견되는 화장품의 환경변화는 과학기술과 산업의 눈부신 발달로 유전자 재조합  

   이나 세포배양 등 첨단 유전공학기술 제품은 물론 각종 신물질이나 신소재를 활  

   용한 화장품의 개발이 폭발적으로 증가할 것임.

◎ 전통의학 연구가 왕성하게 이루어지는 중국에서 한방 약용작물 및 이를 이용한  

   복합 소재에 대한 다양한 제품이 개발되고 있으나 생산 방법 및 유통 경로에 대  

   한 법률적 미비로 부작용 및 변질에 대한 문제가 빈번함.

◎ 일본에서 메이지유신 이래 한방에 대한 전통성이 결여되어 있으며 현재         

    Kampo Medicine이라 불리는 한방은 단일제제나 수종이내의 복합제제를 중  

    심으로 이루어지고 있어 효능성 및 개발의 여지가 매우 좁음.

◎ 동양권에서 특히 한국은 한의학적 전통이 뿌리 깊은 나라로 다양한 문헌적, 임  

   상적 자료 를 보유하고 있어 약용작물을 이용한 소재개발 및 제품화는 국제적   

   경쟁력에 있어 우위 를 점하고 있음.

제1절 국내 관련 기술의 현황과 문제점

◎ 환경오염에 의한 피부질환과는 별개로 생활수준의 향상과 더불어 피부의 미용   

    및 미백 에 대한 사회적인 관심 증대되고 있음.

◎ 여성의 경우, 안면의 문제성 피부로 인한 대인기피 및 사회적 적응이 약화되는  

   경향이 두드러짐으로 이에 대한 근본적인 예방 또는 치료 전략이 필요함.

◎ 화학 합성제에 대한 부작용의 이유로 자연 천연물질, 특히 한방 약용작물을 이  
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   용한 미용 및 미백 물질을 개발하여 상품화하고 있음.

◎ 한의학적 원리에 입각한 한방 바이오 상품의 연구 및 개발이 증진되고 있으며   

   이러한 현 상은 세계적인 추세로 확대되고 있음.

◎ 천연물을 이용한 미용 미백 물질의 개발은 효능소재에 대한 인위적 합성 또는   

   유도체로 대체하려는 노력에서 이뤄지고 있으나 한방 약용작물의 신소재에 대한  

   연구는 드뭄.

제2절 국외 관련 기술의 현황과 문제점

◎ 소득증대와 노령화 사회로 진행됨에 따라 기능성 화장품 및 식품에 대한 관심이  

   높아지고 있으며 특히 화장품은 2000년대에 들어서면서 피부 주름완화 및 제   

   거, 피부 미백 등 분야에 많은 관심이 쏟아지고 있음.

◎ 기능성 화장품 및 식품에 대한 개발은 현재 각 업체에 집중적으로 진행하고     

   있으며 소비 자들도 환경오염에 의한 피부질환과는 별개로 피부의 미용 및 미백  

   에 대한 사회적인 관심 증대되고 있음.

◎ 기존 연구는 tyrosinase활성억제를 중심으로 연구되어 왔지만 최근에는        

   tyrosinase 활성 억제, 항산화력, tyrosinase합성조절, melanogenesis 조  

   절물질 등의 개발이 시도되고 있음.

◎ 화학 합성제에 대한 부작용으로 자연 천연물질, 특히 한방 천연물질을 이용한   

   미용 및 미백 소재를 개발하여 한의학적 원리에 입각한 한방바이오 상품화하고  

   자 하는 연구와 개발이 증진되고 있으며 세계적인 추세로 확대되고 있음.

◎ 선진국에 비해 높은 경쟁력을 가진 한의학의 관점에서 피부 미용 및 미백에 효  

   과가 있을 것으로 사료되는 한방 제제들을 서지학적 또는 임상적인 경험에 의해  

   분류하여 화학합성물질에 의해 야기되는 문제점을 해결할 수 있는 천연 소재 연  

   구가 필요하나 아직 초기단계 수준임.
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연구수행방법

(이론적․실험적 접근방법)
구체적인 내용

 B16F10 melanoma세포계를 이용하여 

melanogenesis를 통한 melanin 형성 

저해에 대한 소재의 효능 및 연구

- B16F10 melanoma세포 배양

- Hosoi 등의 방법에 의한 melanin양 측정

- 세포외 분비 melanin 양 측정

- Matinez-Esparza 방법에 의한 

tyrosinase 활성 측정

 멜라닌 형성 관련 효소인 TRPs  

(Tyrosinas, TRP-1, 및 TRP-2)및 

MITF   관련 단백질 발현에 대한 연구

- B16F10 melanoma 세포 배양

- Western blot analysis 

- MITF 관련 단백질 발현

- ERK 및 Akt의 phosphorylation

- ERK 및 Akt inhibitor 의 영향

 B16F10 melanoma 세포계에 대한 

미백 소재의 독성검사 

- 세포형태 관찰

- Hematometer를 이용한 세포 생존율

- MTT assay 의한 세포성장 측정

 In vitro assay를 이용한 미백기능성 

후보물질 대량 탐색

- Mushroom tyrosinase를 이용한 in 

vitro enzyme assay 

 유효성분 추출물질의 분리

- ODS open column chromato- 

graphy를 이용한 분획

- Mushroom tyrosinase활성 저해 검사

- 세포계에서의 melanin 합성량 저해 검사

- 세포계에서의 Tyrosinase 활성 저해 검사

 도출 소재 및 분획물에 대한 

 화장료로서의 자격요건 검정

- 원료추출방법 탐색 : 열수, 초임계 및 초음파 

추출

제3장   연구개발수행 내용 및 결과

 제1절 이론적, 실험적 접근방법
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- 추출물의 원료적합 검사

- 추출물의 tyrosinase 활성 및 melanin 

생성억제효과

- 추출물을 포함한 시제품의 안전성, 안정성 

검사

- 제품제형시험

- 미백신소재의 화장품 원료 허가 (미국 

CTFA)를 위한 실험

- 미국 FDA 등록을 위한 시험

제2절 연구내용 및 결과

1. 한방 약용작물 유래 미백소재의 일차적 효능검정과 기전연구

가. 서지학적 고증에 의한 미백관련 약용작물 도출 및 일차 열수추출의 수득율

◎ 동의보감 및 본초강목을 중심으로 약재 특성과 처방을 참고하여 피부 관련 한  

   약재 31종을 선별하였으며 약재선별을 위한 추출법은 정통적인 한약 추출법인  

   열수 추출법을 사용하였음. 약재 100 g을 증류수 2,000 ㎖에 넣어 90℃에서  

   2시간 동안 열수 추출하여, 3,000 rpm으로 30분간 원심 분리하여 침전물을  

   제거하고 pore size가 0.45 ㎛인 여과지로 부유물을 제거한 다음 동결건조   

   함. 시료로 사용하기 위해 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이 함  

   유된 Dulbecco's modified Eagle's medium을 이용하여 100 ㎎/㎖의 농  

   도가 되도록 함. 

◎ 피부 관련 약용작물의 생약명, 사용부위, 효능 및 수득률은 아래 표 3-1과 같  

   음.
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No. 韓藥名 생약명 사용부위 한약 효능 수득률(%) 표본번호

1 天花粉

Trichosant

hes 

kirilowii

뿌리
열을 내리고 진액을 

냄
1.875 PT06-01

2 藿香
Agastache 

rugosa
全草

위장, 당뇨,혈압, 노화

방지, 피부질환, 암예

방

8.800 PT06-02

3 桔梗
Platycodi 

Radix
뿌리

중추억제작용, 진정, 

진통, 해열. 항염증작

용

33.470 PT06-03

4 益母草
Leonurus 

siviricus
全草

산후 지혈 및 복통, 

혈압강하, 이뇨, 진정, 

진통

9.500 PT06-04

5 烏梅
Prunus 

mume
과실

항균작용, 기침, 설사, 

소갈에 사용
19.800 PT06-05

6 桑枝
Murus 

bombycis
가지

부종제거, 관절에 작

용
7.000 PT06-06

7 蘿蔔子
Traphanus 

sativus
씨 담(淡)제거, 소화증진 10.500 PT06-07

8 杏仁
Prunus 

armeniaca
씨

기침, 천식, 변비에 사

용
1.900 PT06-08

9 五香
Saussurea 

lappa
뿌리

복통, 구토, 설사에 사

용, 항균작용
　15.900 PT06-09

10 藁本
Angelica 

tenuissima
뿌리

항염증 작용, 항균작

용, 두통에 사용
12.460　PT06-10

11 防風

Ledebourie

lla 

seseioides

뿌리 해열작용 14.700 PT06-11

12 菟絲子
Cuscutae 

semen
씨 간과 신장을 보로 9.845 PT06-12

13 沙蔘
Adenophor

ae Radix
뿌리

피부진균 억제작용, 

거담작용, 용혈, 강심

작용

29.470 PT06-13

14 鬱金
Curcumae 

Rhizoma
뿌리

담즙분비 촉진, 담석

제거, 혈액순환을 도

움

11.570 PT06-14

15 細辛
Asiasari 

Radix

뿌리 및 

뿌리줄기

후두염, 비염등에 사

용, 해열, 진통, 진정 

작용

14.390 PT06-15

16 甘松香 Nardostach 뿌리 및 복통, 기미, 검버섯, 11.775 PT06-16

표 3-1. 피부 관련 약용작물의 관련 효능 및 수득률
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ys 

chinensis
뿌리줄기

영양장애 부스럼, 치

질 등 

17 敗醬草

Patrinia 

scabiosaefo

lia

뿌리
간세포 재생 촉진 및 

변성 방어, 항균작용
14.900 PT06-17

18 人蔘
Panax 

ginseng
뿌리

항암면역효과, 항스트

레스
7.800 PT06-18

19 金櫻子
Rosa 

laevigata
과실, 화탁

강장, 강정, 수렴, 항

균작용
14.770 PT06-19

20 白鮮皮
Dictamnus 

dasycarpus
뿌리껍질

해열작용, 피부진균억

제작용
14.260 PT06-20

21 金銀花
Loniceraja

ponica
꽃

소화성궤양 예방 및 

항균작용
18.000 PT06-21

22 射干
Belamcand

a chininsis
뿌리줄기

거담, 진해, 해열, 해

독, 소염작용
8.600 PT06-22

23 麻黃
Ephedra 

sinica
땅윗줄기

발한, 해열, 진해, 이

뇨제
7.700 PT06-23

24 玄蔘

Scrophulari

a 

buergriana

뿌리 혈압강하 40.200 PT06-24

25 升麻

Cimicifuga 

heracleifol

ia

뿌리줄기 해열, 항염증작용 11.100 PT06-25

26 浮萍草
Spirodela 

polyrhiza
全草

수종, 두드러기, 암종, 

가려움증에 처방
3.030 PT06-26

27 常山
Dichroae 

Radix
뿌리 해열작용 10.100 PT06-27

28 白芷
Angelica 

dahurica
뿌리 진균억제작용 20.000 PT06-28

29 白附子
Anconitum 

koreanum
母根, 子根 진정진통작용 25.000 PT06-29

30
白花蛇

舌草

Oldenlandi

a diffusa
全草 해독, 항균, 소염작용 4.500 PT06-30

31 砂仁
Amomum 

xanthioides
과실

소화불량, 토사, 복통 

등에 효능
8.500 PT06-31
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Control 
(mg/ml)

(-)α-MSH 
(ug/ml)

(+)α-MSH 
(ug/ml)

저해율

Control 0 268.1 637.6 100

Arbutin 0.1 240.4 370.4 41.9 

PT06-01 0.1 280.6 500.1 21.6 

　 0.5 32.4 33.4 94.8 

PT06-02 0.5 151.3 341.9 46.4 

　 1.0 286.6 731.1 -14.7 

PT06-03 1.0 208.3 465.9 26.9 

　 2.0 41.5 77.1 87.9 

PT06-04 1.0 259.6 399.2 37.4 

PT06-05 1.0 345.1 626.1 1.8 

PT06-06 1.0 312.5 452.9 29.0 

PT06-07 1.0 285.7 546.4 14.3 

PT06-08 1.0 370.1 691.8 -8.5 

PT06-09 1.0 288.4 693.7 -8.8 

PT06-10 1.0 256.0 510.1 20.0 

PT06-11 1.0 234.5 484.7 24.0 

PT06-12 1.0 200.8 388.0 39.1 

PT06-13 0.5 289.8 525.4 17.6 

　 1.0 340.4 431.0 32.4 

PT06-14 0.5 191.3 503.7 21.0 

　 1.0 216.5 478.8 24.9 

나. 세포계를 이용한 melanin합성 및 세포외 melanin분비량에 의한 일차 효능  

    선별 

◎ 일반적으로 미백소재의 탐색은 짧은 시간 내 다량의 소재를 탐색할 수 있다는  

   용이성에 의해 비세포계의 mushroom tyrosinase활성을 조사하고 있으나 이  

   는 생체내의 작용이 제한적인 단점이 있음.

◎ 본 연구에서는 비록 많은 시간과 노력이 소요되더라도 첫 단계에서 B16F10  

   세포계를 이용하여 melanin 생성량 및 세포외 melanin 량은 3일 배양하여  

   측정하였으며 tyrosinase활성은 5일간 배양하여 조사하였으며 편의상        

   hemocytometer를 이용하여 세포를 개수 한 후 정상군과 비교하여 저해율을  

   구하였음. 

표 3-2. 약용작물 열수 추출물에 의한 B16F10세포계의 melanin생성 저해율
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PT06-15 1.0 246.0 528.2 17.1 

　 2.0 172.0 271.3 57.5 

PT06-16 0.2 186.4 454.2 28.8 

　 0.5 144.0 151.8 76.2 

　 1.0 29.4 44.3 93.1 

PT06-17 1.0 225.5 518.5 18.7 

PT06-18 1.0 277.6 624.5 2.0 

PT06-19 0.5 330.7 582.6 8.6 

　 1.0 277.6 326.7 48.8 

PT06-20 1.0 230.6 249.4 60.9 

PT06-21 1.0 261.6 240.6 62.3 

PT06-22 0.5 390.6 399.8 37.3 

　 1.0 208.1 248.4 61.0 

PT06-23 0.5 532.0 668.1 -4.8 

　 1.0 253.6 370.1 41.9 

PT06-24 1.0 287.3 771.9 -21.1 

PT06-25 0.1 503.7 682.5 -7.1 

　 0.5 420.2 511.4 19.8 

　 1.0 351.1 272.2 57.3 

PT06-26 1.0 555.8 619.3 2.9 

PT06-27 1.0 498.4 449.9 29.4 

PT06-28 0.5 247.5 765.2 -20.0 

　 1.0 206.3 657.5 -3.1 

　 2.0 276.4 816.2 -28.0 

PT06-29 0.5 204.8 657.5 -3.1 

　 1.0 286.8 617.8 3.1 

　 2.0 186.2 549.8 13.8 

PT06-30 1.0 355.9 431.7 32.3 

PT06-31 0.5 216.8 521.6 18.2 

　 1.0 152.4 161.1 74.7 

　
Control 
(mg/ml)

(-)α-MSH(%) (+)α-MSH(%)
%of 

(+)α-MSH 

Control 0 100.0 2215.0 100

Arbutin 0.1 97.8 1852.3 83.6 

PT06-01 0.1 72.9 3155.2 142.4 

표 3-3. 약용작물 열수 추출물에 의한 B16F10세포계의 세포외 melanin생성
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　 0.5 49.9 684.8 30.9 

PT06-02 0.5 131.6 3085.4 139.3 

　 1.0 224.3 8132.1 367.1 

PT06-03 1.0 171.5 7456.6 336.6 

　 2.0 48.4 1021.9 46.1 

PT06-04 1.0 135.8 1978.9 89.3 

PT06-05 1.0 119.2 2602.7 117.5 

PT06-06 1.0 121.8 1957.9 88.4 

PT06-07 1.0 104.4 2749.4 124.1 

PT06-08 1.0 96.5 2647.2 119.5 

PT06-09 1.0 135.0 2954.5 133.4 

PT06-10 1.0 110.1 2430.0 109.7 

PT06-11 1.0 122.0 2257.8 101.9 

PT06-12 1.0 149.9 2978.4 134.5 

PT06-13 0.5 96.7 2011.0 90.8 

　 1.0 95.1 1947.2 87.9 

PT06-14 0.5 92.0 2379.9 107.4 

　 1.0 106.3 2398.5 108.3 

PT06-15 1.0 250.5 7836.9 353.8 

　 2.0 214.4 3014.0 136.1 

PT06-16 0.2 124.9 1165.5 52.6 

　 0.5 134.5 1581.7 71.4 

　 1.0 165.7 2190.0 98.9 

PT06-17 1.0 129.0 2756.9 124.5 

PT06-18 1.0 107.4 2267.4 102.4 

PT06-19 0.5 162.2 2971.9 134.2 

　 1.0 332.2 7375.7 333.0 

PT06-20 1.0 164.6 4543.6 205.1 

PT06-21 1.0 389.2 5807.5 262.2 

PT06-22 0.5 107.4 2211.5 99.8 

　 1.0 195.9 2608.3 117.8 

PT06-23 0.5 170.4 3160.7 142.7 

　 1.0 292.5 5148.4 232.4 

PT06-24 1.0 185.3 3452.7 155.9 

PT06-25 0.1 123.7 2365.3 106.8 

　 0.5 161.1 2742.9 123.8 

　 1.0 416.2 3645.0 164.6 
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PT06-26 1.0 227.2 4005.1 180.8 

PT06-27 1.0 145.6 3176.5 143.4 

PT06-28 0.5 189.6 3793.1 171.2 

　 1.0 300.0 3000.0 135.4 

　 2.0 430.0 5172.4 233.5 

PT06-29 0.5 150.0 2733.6 123.4 

　 1.0 200.0 2768.2 125.0 

　 2.0 400.0 2148.8 97.0 

PT06-30 1.0 208.8 3818.1 172.4 

PT06-31 0.5 89.9 1372.5 62.0 

　 1.0 159.3 2151.2 97.1 

　
Control 
(mg/ml)

(-)α-MSH(%) (+)α-MSH(%)
%of 

(+)α-MSH 

Control 0 100.0 515.0 100.0 

Arbutin 0.1 120.0 259.5 50.4 

PT06-02 1.0 166.0 495.2 96.2 

PT06-03 2.0 102.1 571.2 110.9 

PT06-04 1.0 89.4 518.3 100.6 

PT06-06 1.0 119.1 538.1 104.5 

PT06-10 1.0 123.4 449.0 87.2 

PT06-11 1.0 110.6 505.1 98.1 

PT06-12 1.0 127.7 435.8 84.6 

PT06-13 0.5 40.0 366.2 71.1 

　 1.0 0.0 206.0 40.0 

PT06-14 0.5 88.9 591.8 114.9 

　 1.0 92.1 367.9 71.4 

PT06-15 1.0 101.9 543.0 105.4 

　 2.0 174.5 350.0 68.0 

PT06-16 0.2 80.9 42.9 8.3 

◎ B16F10세포계에서 약용작물 추출물에 의한 melanin생성 저해율로 보아     

   곽향, 길경, 익모초, 상지, 고본, 방품, 토사자, 사삼, 울금, 세신, 감송향, 사인  

   등이 두드러진 효능을 보여 이들에 대한 세포계내 tyrosinase활성 저해를     

   추가적으로 살펴 봄.

 

표 3-4. 약용작물 열수 추출물에 의한 B16F10세포계의 tyrosinase활성 저해율
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　 0.5 34.0 168.4 32.7 

PT06-31 0.5 77.8 453.0 88.0 

　 1.0 127.7 353.3 68.6 

◎ Tyrosinase활성 저해에 두드러진 효능을 나타내는 후보 약용작물 중 약리    

   성분 및 세포독성에 대한 데이터, 국내 농가 재배나 채취 가능한 종으로 중심  

   으로 길경, 울금, 세신, 감송향, 토사자, 사인, 승마 등을 선별함. 

(3) 앞의 실험결과를 바탕으로 선별한 한방약용작물이 멜라닌 합성과정에 관여하  

   는 rosinase-related proteins (TRPs; tyrosinase, TRP-1, TRP-2)  

   에 직접적인 영향을 분자수준에서 알아보았으며, 실험결과는 대체적으로       

   tyrosinase, TRP-1, TRP-2 발현을 억제하는 것으로 나타났음.

 

그림 3-1. 감송향의 멜라닌합성 저해 기능

그림 3-2. 사인의 멜라닌합성 저해 기능
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그림 3-3. 세신의 멜라닌합성 저해 기능

2.  Melanin합성 억제 소재 분리와 효능 기전연구

 미백 기능성 소재 추출을 위한 방법으로 열수 추출과 유기용매 분획법을 채택하였

음. 각각의 유기용매 분획에 대해 미백 효능성을 검정하였으며, 미백 효능성이 높

은 유기용매 분획은 ODS open column chromatography를 사용하여 소재의 

정제도를 향상시켰음.

가. ODS open column chromatography를 이용한 분획

  

 미백활성을 나타내는 약용작물의 EtOAc층을 감압 증류하여 반고형 조추출물     

 을 얻음. 조추출물 중 일부를 소량의 증류수에 녹인 후 ODS open column     

 chromatography를 이용하여 여러 개의 분획 (fraction)으로 나눔. 컬럼은     

 유리필터 컬럼 66×200 ㎜ (내경×길이), 고정상은 ODS (YMC gel silica,    

 50 μm, YMC CO. LTD.)를 사용하고, 용리액은 100% 증류수에서 시작하여  

 메탄올을 20%씩 증가시켜 사용하였으며, 100% 메탄올 이후에는                

 dichloromethane으로 잔류물질을 세척함. 이와 같이 하여 얻은 7개의 분획 (각  

 2 L)을 감압농축하고 동결 건조시켜 건조무게를 측정하였음.

(1) 각 약용작물의 분획 과정과 수득률
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Sam ples
Dry weight

(m g)

EtoAc층에 대한 

수 득 률  (% )

➀

WC34

(세신)

Hot 

Ex.
EtOAc ODS-D.W. 962.6 48.1

➁ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-20%MeOH 157.4 7.9

➂ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-40% MeOH 97.9 4.9

➃ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-60% MeOH 109.2 5.5

⑤
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-80% MeOH 433.8 21.7

⑥
Hot 

Ex.
EtOAc

ODS-100% 

MeOH
97.4 4.9

⑦
Hot 

Ex.
EtOAc

ODS-M.C.(dichlo

romethane)
4.8 0.2

  

   그림 3-4. 세신 분획 과정

표 3-5. 세신의 ODS open column chromatography를 이용한 분획
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Samples
Dry weight 

(mg)

EtoAc층에 

수득률 (%)

➀

WC35

(감송향)

Hot 

Ex.
EtOAc ODS-D.W. 1193.1 15.5

➁ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-20% MeOH 1764.9 22.9

➂ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-40% MeOH 2298.6 29.9

➃ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-60% MeOH 1194.1 15.5

⑤
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-80% MeOH 300.3 3.9

⑥
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-100% MeOH 140.1 1.8

⑦
Hot 

Ex.
EtOAc

ODS-M.C.(dichlorom

ethane)
143.9 1.9

   그림 3-5. 감송향 분획 과정

표 3-6. 감송향의 ODS open column chromatography를 이용한 분획
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그림 3-5. 길경 분획 과정                             

 

표  3-7. 길경의 ODS open column chromatography를 이용한 분획

Samples
Dry weight 

(mg)

EtoAc층에 

대한 

수득률(%)

➀

WC31

(길경)

Hot Ex. EtOAc ODS-D.W. 2014.3 21.9

➁ Hot Ex. EtOAc ODS-20% MeOH 382.5 4.2

➂ Hot Ex. EtOAc ODS-40% MeOH 538.7 5.8

➃ Hot Ex. EtOAc ODS-60% MeOH 487.0 5.3

⑤ Hot Ex. EtOAc ODS-80% MeOH 491.8 5.3

⑥ Hot Ex. EtOAc ODS-100% MeOH 3425.5 37.2

⑦ Hot Ex. EtOAc
ODS-M.C.

(dichloromethane)
1724.1 19.7
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  그림 3-7. 울금 분획 과정

표 3-8. 울금의 ODS open column chromatography를 이용한 분획

Samples

Dry 

weight 

(mg)

EtoAc층에 

대한 수득률 

(%)

➀

WC33

(울금)

Hot 

Ex.
EtOAc ODS-D.W. 305.8 11.9

➁ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-20% MeOH 641.0 25.0

➂ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-40% MeOH 480.5 18.8

➃ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-60% MeOH 551.7 21.6

⑤
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-80% MeOH 127.9 5.0

⑥
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-100% MeOH 163.4 6.4

⑦
Hot 

Ex.
EtOAc

ODS-M.C.

(dichloromethane)
68.4 2.7
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    그림 3-8. 토사자 분획 과정

표 3-9. 토사자의 ODS open column chromatography를 이용한 분획

Samples

Dry 

weight 

(mg)

EtoAc층에 

대한 수득률 

(%)

➀

WC36

(토사자)

Hot 

Ex.
EtOAc ODS-D.W.

3034.

6
17.3

➁ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-20% MeOH 703.1 4.0

➂ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-40% MeOH 201.1 1.1

➃ Hot 

Ex.
EtOAc ODS-60% MeOH 72.8 0.4

⑤
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-80% MeOH 44.3 0.3

⑥
Hot 

Ex.
EtOAc ODS-100% MeOH 28.3 0.2

⑦
Hot 

Ex.
EtOAc

ODS-M.C.

(dichloromethane)
58.3 0.3
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(2) ODS 분획의 in vitro tyrosinase inhibition 활성 조사

  Mushroom tyrosinase를 이용한 in vitro enzyme assay 방법을 적용시킨 

시스템으로 유효성분 추출물질을 조사하여 미백기능성 후보물질을 탐색함. [buffer 

(PBS pH 6.8 50 mM), 40 ㎕ Tyrosinase (60 u/ml), 40 ㎕  sample 

(0.5 mg/ml)를 RT 5 min 배양, 40 ㎕ tyrosine (0.1 mg/ml)로 37℃ 

30min 배양 후 490 nm 측정을 3회 이상 행한 후 그 평균치를 비교함] : 

Mushroom tyrosinase 활성 억제에 대한 영향을 알아보기 위해 0.1 mg/ml의 

동일한 농도로 처리하여 스크린 한 결과는 아래와 같음. 두드러진 분획은 관찰되지 

않으며 울금 3분획, 세신 4분획, 감송향 1분획이 다소 나은 결과를 보였음. 

표 3-10. Effect of Octadesyl silane Fractions on Tyrosinase Inhibition

약재명/분획 1 2 3 4 5 6 7

길경 - - - 2.72 4.76 4.76 -

울금 - 3.38 35.14 20.27 16.89 4.05 -

세신 - 20.26 28.76 31.21 24.20 7.01 -

감송향 33.16 25.51 28.06 30.61 14.80 10.20 4.59

토사자 - 2.74 13.01 - - - 3.42

활성이 다소 높은 분획 시료를 농도 별로 tyrosinase 활성저해를 조사하였음. 

 그림 3-9. ODS 분획의 농도에 따른 Tyrosinase Inhibition



- 51 -

나. ODS 분획의 세포계를 이용한 melanin합성 및 세포외 melanin분비량에    

    의한 일차 효능 선별 

  일반적으로 미백소재의 탐색은 짧은 시간 내 다량의 소재를 탐색할 수 있다는 

용이성에 의해 비세포계의 mushroom tyrosinase활성을 조사하고 있으나 이는 

생체내의 작용이 제한적인 단점이 있어 세포계를 이용한 미백기능성의 판정이 필

수적이어 아래와 같이 B16F10세포계를 이용한 미백기능성을 살펴 봄.

(1) 추출물에 대한 세포독성 검사 

  후보물질을 배지에 희석하여 처리한 후 3일 경과 후 배지를 제거하고 MTT 

assay를 통해 세포독성을 살펴 봄. ODS open column chromatography를 

이용한 7분획을 길경, 울금, 세신, 토사자는 1, 5, 10, 30 및 50 ug 등의 범위

에서 처리하였고 0.01, 0.03, 0.05, 0.01, 0.1, 0.3 0.5 및 1.0 ug 등의 범위 

농도로 처리하였음. 결과로 보아 길경 및 세신은 10 ug/ml 농도에서 울금 및 토

사자는 5 ug/ml 농도에서, 감송향은 2분획이 0.3 ug/ml 나머지 1 ug/ml농도 

이하에서 세포독성이 약함을 알 수 있음. 

그림 3-10. 감송향 ODS 분획의 세포 독성 검사
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 그림 3-11. 울금 ODS 분획의 세포 독성 검사

 그림 3-12. 세신 ODS 분획의 세포 독성 검사
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 그림 3-13. 감송향 ODS 분획의 세포 독성 검사

 그림 3-14. 토사자 ODS 분획의 세포 독성 검사
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(2) 세포내 멜라닌생성에 미치는 영향

  멜라닌생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 arbutin을 50 ug/ml의 농도로 처

리하고 실험군과 같은 조건으로 배양하여 대조군으로 사용하였음. MTT 결과에 의

한 세포성장에 저해를 주지는 않는 농도로 처리한 결과 멜라닌 생성에는 길경의 4

분획, 울금의 2분획, 세신의 4분획, 감송향의 3분획, 토사자의 5분획이 저해 효과

를 보였음. 
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 그림 3-15. 길경 분획의 melanin 합성 저해 효과    
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 그림 3-16. 울금 분획의 melanin 합성 저해 효과
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 그림 3-17. 세신 분획의 melanin 합성 저해 효과
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그림 3-18. 감송향 분획의 melanin 합성 저해 효과
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그림 3-19. 토사자 분획의 melanin 합성 저해 효과
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(3) 세포외 멜라닌 양에 미치는 영향

  세포외 분비된 멜라닌양은 각 추출물에서 현저한 영향을 주지 않으나 감송향 3분

획이 특히 낮은 값을 보여 주었음.
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그림 3-20. 감송향 분획의 세포외 melanin 량 저해 효과 
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 그림 3-21. 울금 분획의 세포외 melanin 량 저해 효과 
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그림 3-22. 세신 분획의 세포외 melanin 량 저해 효과 
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 그림 3-23. 감송향 분획의 세포외 melanin 량 저해 효과
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그림 3-24. 토사자 분획의 세포외 melanin 량 저해 효과 
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(4) 세포내 Tyrosinase 활성에 미치는 영향 

  멜라닌생성에 관해 조사한 동일한 농도의 분획물과 α-MSH를 함께 처리한 후 

2일간 배양하여 tyrosinase활성도를 측정한 결과 감송향 1 및 2분획, 토사자의 5 

및 6분획이 낮은 tyrosinase활성을 보였음.
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그림 3-25. 길경 분획의 세포 Tyrosinase 활성 저해 효과 
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그림 3-26. 울금 분획의 세포 Tyrosinase 활성 저해 효과

0

100

200

300

400

500

without α-MSH with α-MSH

T
yr

o
s
in

a
s
e
 a

c
ti
vi

ty

(%
 c

o
n
tr
o
l)

control

arbutin

세신1

세신2

세신3

세신4

세신5

세신6

 

그림 3-27. 세신 분획의 세포 Tyrosinase 활성 저해 효과
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그림 3-28. 감송향 분획의 세포 Tyrosinase 활성 저해 효과

그림 3-29. 토사자 분획의 세포 Tyrosinase 활성 저해 효과
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다. 승마로부터 미백소재의 추출방법

 약용작물 승마는 미백소재의 분리 및 구조 분석의 과정을 거쳤음으로 별도 기재

함. 승마(건조중량, 30g)를 세절한 후 초기 추출 용매로 물(300 ㎖) 또는 80% 

메탄올(300 ㎖) 또는 100% 메탄올(300 ㎖)로 각각  3시간 동안 환류시키고 실

온까지 냉각시킨 후 여과지를 이용하여 감압 여과하였음. 상기와 같은 방법으로 3

회 실시하여 얻어진 여과액(300 ㎖ × 3회)을 40℃에서 감압 농축하여 각각의 물 

추출물, 80% 메탄올 추출물 및 100% 메탄올 추출물을 얻었음. 상기에서 제조된 

물추출물 및 80% 메탄올 추출물에는 50% 메탄올을 가하여 재용해하고, 100% 

메탄올 추출물에는 95% 메탄올 용액을 가하여 재용해 하였음. 각각의 용매 추출물

을 동량의 헥산, 디클로로메탄, 에틸아세테이트의 순으로 용매 분획 후  40℃에서 

감압 농축하여 각 용매 분획추출물을 제조하였음.

그림 3-30은 대표적으로 승마추출물의 메탄올 분획 단계를 나타내었고 표 3-11

과 표 3-12는 각각 승마의 건조중량 30g 당 각 용매별 수득량 및 수득율과 각 용

매 추출물의 추가 용매분획추출물의 수득량 및 수득율을 나타내었음.

 그림 3-30. 승마로부터 유효성분 추출 scheme
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표 3-11. 승마의 각 추출 용매별 수득량 및 수득률

1차 추출용매 수득량(g) 수득율(%)

물 8.53 28.4

80% 메탄올 8.91 29.7

100% 메탄올 5.64 18.8

표 3-12. 1차 추출용매의 분획 추출용매의 수득량 및 수득률

1차 추출용매 분획 추출용매 수득량 (g) 수득율 (%)

물

헥산 0.04 0.1

디클로로메탄 0.30 1.0

에틸아세테이트 0.50 1.7

물 4.50 15.0

80% 메탄올

헥산 0.33 1.1

디클로로메탄 1.17 3.9

에틸아세테이트 1.26 4.2

물 5.49 18.3

100% 메탄올

헥산 0.21 4.0

디클로로메탄 1.24 4.1

에틸아세테이트 0.21 0.7

물 1.62 5.4

(1) In vitro Tyrosinase 활성 억제 

  50 mM 인산완충용액(pH 7.2) 120 ul에  100ug/ml 농도 tyrosine 40 ul

와 60 unit tyrosinase 40 ul를 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 490 

nm 파장에서 흡광도를 측정하여 tyrosinase 활성을 측정하였으며(T, total 

tyrosinase 활성), 이때 승마 추출 시료액을 각각의 농도별로 상기의 반응액에 추

가로 첨가하여 반응시켜  tyrosinase 활성이 감소되는 (R, 감소된 tyrosinase 

활성) 추출 시료액에 대하여 다음의 계산식을 적용하여 억제률(I, %)로 나타내었

음. 각 추출용매 100 ㎍/㎖ 농도에서 tyrosinase 억제율을 조사한 결과는 다음과 

같음. 각 추출 분획물을 농도별로 실험한 결과는 표 3-13과 같으며 물, 80% 메

탄올, 100% 메탄올 추출물에서 각각 디클로로메탄 분획물이 높은 활성억제 효과

를 나타내었음. 
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1차 추출용매 분획 추출용매 헥산 에틸아세테이트 디클로로메탄 

물

500㎍/ml 미약 39.89±2 85.84±0.7

250㎍/ml 미약 38.46±1.2 90.43±2.6

100㎍/ml 미약 33.11±0.5 86.44±4.1

50㎍/ml 미약 21.21±1 80.27±1.8

80%메탄올

500㎍/ml 미약 52.27±2.4 90.96±0.5

250㎍/ml 미약 49.42±2.8 90.14±2.2

100㎍/ml 미약 39.83±2.1 88.70±0.6

50㎍/ml 미약 29.54±2.5 85.26±1.9

100%메탄올

500㎍/ml 43.37±3.4 65.45±0.7 92.22±1.2

250㎍/ml 40.06±7.0 65.66±3.9 91.25±0.7

100㎍/ml 22.44±3.3 62.06±5.4 89.97±1.2

50㎍/ml 17.63±2.0 53.45±5.6 86.70±1.8

표 3-13. 농도별 Tyrosinase 저해율 결과 (단위: %)

          

 

 그림 3-31. 각 용매 추출물의 에틸아세테이트 분획 및 알부틴의 활성억제율 비교
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그림 3-32. 각 용매 추출물의 디클로메탄 분획 및 알부틴의 활성억제율 비교

(2) B16F10 세포계에서의 승마의 미백기능성 검사

(가) 승마 추출물의 세포성장 저해율 

  승마 추출물의 세포처리 가능 농도를 알아보기 위해 B16F10 세포성장에 대한 

승마 추출물의  영향을 MTT assay로 알아 본 결과 아래와 같음. 각 추출물에서 

10 ㎍/ml의 농도가 세포 성장에 저해를 주지 않았으며 세포형태의 관찰에서도 α

-MSH를 단독으로 처리한 세포의 경우에 멜라닌세포의 특징적인 형태인 수지상 

세포돌기가 관찰되었으며, 이러한 현상은 승마 추출물로 처리한 군에서도 관찰되어 

형태적 변화를 보여 주지 않았음.  

                           

그림 3-33. 승마 추출물처리에 대한 B16F10세포의 형태적 변화. 

A; 정상군 B; 대조군(α-MSH처리군) C; 승마추출물처리군
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그림 3-34. 물 추출물 각 분획의 B16F10 세포에 대한 성장 저해율 

그림 3-35. 80% MeOH 각 분획의 B16F10 세포에 대한 성장 저해율 
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 그림 3-36. 100% MeOH 각 분획의 B16F10 세포에 대한 성장 저해율

(나) 승마 추출물의 세포내 멜라닌생성에 미치는 영향

  B16F10세포계내 멜라닌생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 승마 추출물 각 분

획을 처리하여 5일간 배양한 결과는 표 3-14와 같으며 모든 추출물 중 디클로로

메탄 분획의 억제율이 가장 높았음. 

표 3-14. 세포내 멜라닌생성에 미치는 영향

추출용매 농도 헥산 디클로로메탄 
에틸아세테이

트
물

물 10 ㎍/ml 미약 25.0 8.3 4.2

80% 메탄올 10 ㎍/ml 미약 21.2 미약 미약

100% 메탄올 10 ㎍/ml 10.6 26.5 13.6 13.3

(다) 세포외 멜라닌생성에 미치는 영향

  승마 추출물과 α-MSH를 처리한 다음 5일간 배양 후 배양액을 취하여 세포외

로 분비되는 멜라닌 양을 조사한 결과 아래와 같음.
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표 3-15. 세포외 멜라닌분비에 미치는 영향

추출용매 농도 헥산 디클로로메탄 에틸아세테이트 물

물 10 ㎍/ml 5.7 23.7 28.8 21.2

80% 메탄올 10 ㎍/ml 21.1 30.9 14.1 8.0

100% 메탄올 10 ㎍/ml 24.0 42.4 11.3 25.8

(라) Tyrosinase 활성에 미치는 영향

  세포성장에 영향을 주지 않는 10 ㎍/ml 농도의 승마 추출물과 α-MSH를 함께 

처리한 후 2일간 배양하여 tyrosinase 활성도를 측정한 결과 α-MSH에 의해 유

도된 tyrosinase 활성은 승마 추출물에 의해 아래와 같은 억제율을 보이며 특히 

100% 메탄올의 디클로로메탄의 억제율이 가장 현저하였음.

표 3-16. 승마 추출물의 B16F10 세포내 티로시네이즈활성 억제율 (단위 : %)

추출용매티로

시네이즈활성
농도 헥산 디클로로메탄 에틸아세테이트 물

물 10 ㎍/ml 8.6 23.3 29.8 32.7

80% 메탄올 10 ㎍/ml 23.3 35.7 40.9 34.3

100% 메탄올 10 ㎍/ml 36.3 46.8 33.4 30.6

(마) 100% 메탄올의 디클로로메탄의 추출물의 효능

  승마 추출물 중 100% 메탄올의 디클로로메탄의 억제율이 가장 높았음. 보다 정

확한 검정을 위해 추가적인 반복 실험한 결과 아래와 같이 높은 억제율을 보이며 

이 중 특히 100% 메탄올의 디클로로메탄이 가장 현저한 효과를 보였음. 

표 3-17. 100% 메탄올의 디클로로메탄 분획 억제 효과

농도 Tyrosinae 세포내 멜라닌 세포외멜라닌

물l 9.9±0.2 48.3±10.4 26.5±6.0

80% 메탄올 16.0±1.5 24.6±7.4 24.1±10.3

100% 메탄올 24.4±3.1 58.5±0.4 1.2±0.8
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(3) ODS column 분획의 세포계내 미백 기능 

 

 (가) ODS column 분획에 대한 세포독성

  100% 메탄올의 디클로로메탄 분획물을 ODS column에 걸어서 얻어진 분획

1-6 샘플의 B16F10 세포계에 처리 가능한 농도를 MTT assay로 알아본 결과

는 아래와 같았음. 
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그림 3-37. ODS column 분획물의 B16F10 세포 성장 저해율 

(나) ODS column 분획에 대한 미백기능성

  모든 분획에서 세포성장에 저해를 주지 않는 5 ㎍/ml 농도로 세포에 처리하였을 

때 저해를 주지 않는 효과를 살펴보았음. ODS column에 의해 얻어진 분획 1-6

을 5 ㎍/ml 농도로 B16F10 세포에 처리하여 얻어진 결과는 표 3-18과 같으며 

다양한 분획에서 tyrosinase 활성 억제 및 멜라닌생성 저해를 보였음.
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표 3-18. ODS column 분획물 및 arbutin의 B16F10 세포계 내 tyrosinase 및        

         멜라닌생성 억제율 (단위: %)

분획 농도 Tyrosianse 활성 세포내멜라닌 세포외멜라닌

분획1 5 ㎍/ml 21.7±9.7 17.5±1.5 5.6±1.5

분획2 5 ㎍/ml 2.8±0.1 25.1±6.8 13.8±2.7

분획3 5 ㎍/ml 4.0±0.2 17.2±2.5 14.3±4.0

분획4 5 ㎍/ml 미약 47.2±9.6 19.4±6.7

분획5 5 ㎍/ml 8.0±2.6 35.1±16.7 17.9±6.3

분획6 5 ㎍/ml 21.7±10.4 39.1±10.0 14.3±5.9

Arbutin 50 ㎍/ml 26.5±5.1 42.9±0.8 25.3±2.6

  F16F10 세포계에서의 승마 추출물의 tyrosinase 활성 억제 및 멜라닌생성저해 

기능에 대한 객관적 비교 실험을 위해 미백기능성 화장품에 사용되고 있는 알부틴

을 동일 세포계에 처리한 결과와 비교하였을 때 승마의 ODS column 분획물이 

알부틴에 비해 매우 낮은 농도에서 tyrosinase 활성 억제 및 멜라닌생성 저해를 

보여 미백 기능성 화장료로서의 효능을 갖춘 것으로 보여짐.

(4) 세포계내 100% 메탄올의 디클로로메탄의 MITF 관련 signal에 미치는 영향

  승마(Cimicifugae rhizoma)추출물의 처리에 의한 B16 melanoma 세포의 

멜라닌 합성감소 및 tyrosinase 활성도 억제와 연관된 기전 해석을 위하여 

Western blotting을 통해 멜라닌 생성의 주 효소인 tyrosinase와 

TRP-1,TRP-2의 활성을 관찰하였음.

(가) MITF, tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의 단백질 발현에 미치는 영향 

  승마의 디클로로메탄추출물을 처리하여 tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의 단백

질 발현을 살펴 보았음. 아래와 같이 현저히 감소함을 확인할 수 있었으며, 특히 

tyrosinases나 TRP-1의 발현을 제어하는 주요한 전사인자인 MITF의 발현이 

감소되는 것을 관찰하였음. 이상의 결과는 승마의 디클로로메탄추출물에 의한 B16 

melanoma 세포의 멜라닌 합성 억제결과와 매우 잘 일치함을 보여주었음.
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그림 3-38. 승마 디클로로메탄 분획의 TPRs 관련 단백질에 미치는 영향 

(나) ERK-1/2의 활성화에 미치는 영향

  최근 신호전달 경로 중에서 ERK 활성이 tyrosinases나 TRP-1의 발현을 제

어하는 주요한 전사인자인 MITF의 붕괴을 유발함으로써 멜라닌합성을 감소시키는 

것으로 알려져 왔음. 따라서 승마추출물에 의한  ERK-1/2의 활성화를 조사하기 

위하여 다양한 시간별로 추출물을 을 처리하여 ERK-1/2의 활성화을 측정하였음. 

결과는 아래와 같이 ERK-1/2의 활성화가 6시간대로 지연되어짐을 확인하였음. 

또한 상위 신호전달경로인 MEK 경로의 활성화와 또 다른 신호전달 경로인 Akt 

활성이 동일 시간대에서 활성화됨을 확인하였음.
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그림 3-39. 승마 디클로로메탄 분획의 멜라닌 합성 억제 단백질에 미치는 영향

(다) ERK 및 Akt 경로 저해제의 영향

  관찰된 ERK-1/2의 활성화와 Akt 활성이 승마추출물에 의한 멜라닌 합성 억제

결과와 연관되는지를 확인하기 위하여 각각 ERK경로의 저해제인 PD98059와 

Akt 경로 저해제인 LY294002를 사용하여 추출물에 의한 멜라닌 합성 억제효과

가 회복되는지를 관찰하였음. 결과 아래에서 보는 바와 같이 PD98059와 

LY294002 두 저해제에 의하여 추출물에 의한 멜라닌 합성 억제효과가 회복되는 

것을 멜라닌 합성량과 tyrosinase 활성도로 확인할 수 있었음
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그림 3-40. ERK경로의 저해제인 PD98059와 Akt 경로 저해제인 LY294002에 의한   

승마 디클로로메탄 분획의 멜라닌생성억제에 미치는 영향
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그림 3-41. ERK경로 저해제 PD98059와 Akt 경로 저해제 LY294002에 의한 승마 

디클로로메탄 분획의 Tyrosinase 활성억제에 미치는 영향
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  또한 PD98059와 LY294002 두 차단제에 의하여 tyrosinase와 TRP-1, 

TRP-2의 단백질 발현이 회복되는지를 확인하였으며 PD98059 차단제에 의하여 

ERK-1/2의 활성화가 감소하였음. 따라서 이러한 결과는 승마추출물에 의한  

ERK-1/2와 Akt의 활성화는 기존의  ERK 활성이 멜라닌 생성조절과 연관되어

져 있다는 보고와 일치하는 것으로 보여짐.

그림 3-42. 승마 디클로로메탄 분획 및 ERK경로의 저해제인 PD98059이

          B16F10세포에 미치는 영향

 

그림 3-43. ERK경로 저해제 PD98059가 승마 디클로로메탄 분획의 

   MITF관련 단백질 발현에 미치는 영향
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그림 3-44. ERK경로 저해제 PD98059가 승마 디클로로메탄 분획의 Erk 및 Akt 관련 

   단백질 발현에 미치는 영향

   멜라닌 세포의 멜라닌화가 발생하는 주요 기전은 멜라닌 세포의 증식, 멜라닌소

체의 합성증가 및 tyrosinase활성도의 증가 등에 의해 이루어짐. 연구의 결과를 

종합해 볼 때 B16 melanoma 세포에 승마추출물을 처리 하였을 때 α-MSH 만

을 단독처리한 대조군에 비하여 tyrosinase 활성도와 멜라닌 생성이 모두 감소하

는 경향을 보여 줌. 이는 B16F10 melanoma 세포에 승마추출물을 처리하게 되

면 세포의 성장이 억제되면서 세포분화가 유도되고, 티로신 물질대사의 주요 효소

로서 작용하는 tyrosinase 활성도를 감소시킴으로서 최종산물인 멜라닌의 합성이 

감소, 억제되는 것으로 사료됨. 또한 승마추출물에 의한 멜라닌 합성 억제효과가 

기존에 알려진 ERK 신호전달 경로와 연관되어져 있음을 확인할 수 있었음. 따라

서 승마의 디클로로메탄추출물에 함유된 활성물질의 분리 및 구조를 밝히고 활성물

질에 의해 멜라닌 생성의 반응경로를 규명하는 연구가 진행된다면 승마추출물이 피

부 미백제 치료에 활용될 수 있을 것으로 사료됨.

라. ODS open column chromatography를 이용한 디클로로메탄 추출물의    

    분획

   가장 강한 미백활성을 나타낸 100% 메탄올 추출물의 디클로로메탄 용매 추출

물을 ODS open column chromatography를 실시하여 6개의 분획 (fraction)

으로 분리하였음. 컬럼은 유리필터 컬럼 25×200 ㎜ (내경×길이), 고정상은 

MERCK RF-18을 사용하였고 용리액은 메탄올:물=9:1(v/v)을 사용하였음. 얻어

진 6개의 분획 (각 2 L)을 감압농축하고 미백 활성을 측정하였음.
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분획1 분획2 분획3 분획4 분획5 분획6

100% 메탄올의 

디클로로메탄
72.16 78.35 43.30 17.53 12.37 4.12

그림 3-45는 ODS open column chromatography로 분리한 6개의 분획물의 

TLC(Thin Layer  chromatography)를 나타내었음.

 그림 3-45. 승마 디클로로메탄 분획물의 TLC

표 3-19. ODS column 분획의  Tyrosinase 활성 억제율 (단위: %)

                               

(1) LC/MS를 이용한 미백활성성분의 동정

   ODS column에서 획득한 6개의 분획물중 가장 강한 미백활성을 나타낸 F2의 
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미백활성성분을 LC/MS를 이용하여 동정하였음. 그 결과, 승마추출물의 미백활성 

성분은 트리테르펜(triterpene)을 주요 성분으로 하는 3가지의 혼합물이 주성분인 

것으로 밝혀졌음. 이들 3가지의 트리테르펜의 LC/MS 스펙트럼과 구조를 각각 그

림 3-46과 그림 3-47에 나타내었음. LC/MS의 측정조건은 그림 3-48에 나타

내었음. 

그림 3-46. 승마 디클로로메탄 분획물의 TLC

그림 3-47. 승마 ODS 분획 2에 함유된 3종류 트리테르펜(triterpene)의 분자구조
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그림 3-48. 승마 ODS 분획 2의 LC/MS 측정조건
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분획 EtOAc D.W
20% 

MeOH

40% 

MeOH

60% 

MeOH 

80% 

MeOH

100% 

MeOH 

Dichlor

ometha

ne

추출양 2.56g 
305.8 

mg
641 mg

480.5 

mg

551.7 

mg

127.9 

mg

163.4 

mg

68.4 

mg

3. 울금 추출물의 미백 기능성 및 기전연구

가. 울금의 미백 기능성 성분 추출

울금에 대한 생물학적 검정을 통한 분획법은 용해제 분획 (solvent 

partitioning)과 ODS open column chromatography를 이용하여 부분적으로 

분리 정제하였음. 울금 건조중량 500 g에 12 L의 증류수를 넣고 2시간 30분씩 

2번 재탕하여 4000 rpm에서 20 분씩 원심분리한 후, 0.2 μm 여과지로 여과하

여 40 ℃에서 감암농축 하여 농축물을 얻었음. 이 건조농축물 (142.1g) 전체를 

증류수에 현탁 시킨 다음 에틸아세테이트 (EtOAc), 부탄올 (n-BuOH), 증류수의 

순서로 각각 분획화하여 각각 21.0 g, 66.5 g 51.0 g을 얻었음. 이중 미백활성

을 나타낸 에틸아세테이트 층을 감압 증류하여 반고형 조추출물 얻었음. 에틸아세

테이트 분획 중 2.56 g을 소량의 증류수에 녹인 후 ODS open column 

chromatography를 이용하여 여러 개의 분획으로 나누었음. 칼럼은 유리필터 컬

럼 50 X 183 ㎜ (내경X길이), 고정상은 ODS (YMC gel silica, 50 ㎛, YMC 

CO., LTD.)를 사용하고, 용리액은 100 % 증류수에서 시작하여 메탄올을 20%,

씩 증가시켜 사용하였음. 100 % 메탄올 이후에는 dichloromethane으로 잔류물

질을 세척하였음. 이와 같이 하여 얻은 7 개의 분획을 감압농축하고 동결 건조 시

켜 건조무게를 측정한 후, 활성 실험을 실시하였음.

표 3-20. 울금의 ODS open column chromatography를 이용한 분획



- 81 -

나. B16F10세포계에서 울금 분획의 세포성장 저해율 

울금의 ODS column 7 분획에 대한 세포처리 가능 농도를 알아보기 위해 D.W.

에서 dichloromethane 분획을 임의적으로 울금 1-7로 기재한 후, 세포성장에 

대한 영향을 MTT assay로 알아 본 결과 아래와 같았음. 대부분의 분획이 10 ㎍

/ml 농도에서 세포 성장에 저해를 주지 않은 것으로 보아 기능성에 대한 검정도 

10 ㎍/ml 농도로 살펴 보았음.  

그림 3-49. 울금 ODS 1-7분획 MTT Assay 

다. 세포내 멜라닌생성에 미치는 영향

B16F10세포계내 멜라닌생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 울금 분획을 처리하

여 5일간 배양한 결과는 울금 5번의 억제율이 가장 높았으며 이를 확정하기 위하

여 인접 분획인 울금 5, 6, 7에 대한 재 실험한 결과에서도 울금 5가 가장 높은 

효과를 나타내었음. 
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그림 3-50. 울금 분획의 melanin 합성 저해 효과

        

그림 3-51. 울금 분획 5-7의 melanin 합성 저해 효과



- 83 -

라. Tyrosinase 활성에 미치는 영향

세포성장에 영향을 주지 않는 10 ㎍/ml 농도의 울금 분획과 α-MSH를 함께 처

리한 후 2일간 배양하여 tyrosinase 활성도를 측정한 결과 α-MSH에 의해 유도

된 tyrosinase 활성은 울금 5번의 억제율이 가장 현저하였으며 이를 울금 5-7에 

이르는 분획을 재실험 함으로서 검정하였음. 

그림 3-52. 울금 분획의 세포 내 Tyrosine 활성 저해 효과

 

그림 3-53. 울금 분획 5-7의 세포 내 Tyrosine 활성 저해 효과
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마. 울금 5 (80% MeOH, PPC) 분획의 세포독성

 

멜라닌생성과 tyrosinase 활성 조절에 가장 높은 효과를 보이는 울금 5 분획 

(80% MeOH)을 PPC로 명명하여 이에 대한 기능성 검정을 시행하였음. PCC에 

대한 MTT assay를 위해 다양한 농도 (1-100 ㎍/ml)로 처리한 결과 1-10 ㎍

/ml의 농도 처리 시 세포독성에 영향을 미치지 않은 것으로 나타났음. 

그림 3-54. 울금 분획 5(PPC)의 세포 독성 MTT Assay

바. PPC의 멜라닌 합성 및 tyrosinase 활성 억제

PPC의 멜라닌 합성과  tyrosinase 활성에 미치는 영향을 확인하기 위해서 임의

의 외부자극인자인 멜라닌 생성을 촉진하는 호르몬인 α-MSH를 처리한 세포에 

PPC (10 ㎍/ml)와 기능성 대조군으로 알부틴 (50 ㎍/ml)을 처리하여 비교하여 

보았음. 아래에서 보는 바와 같이 PPC는 기능성 대조군인 알부틴보다 세포내 멜라

닌 함량과 tyrosinase 활성을 현저히 감소시켰음.
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그림 3-55. 울금 분획 5(PPC)의 세포 내 멜라닌 합성 저해

그림 3-56. 울금 분획 5(PPC)의 세포 내 Tyrosinase 활성 저해
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사. PPC의 멜라닌 생합성경로에 관련된 단백질 발현저해 효과 

PPC가 멜라닌 생합성에 관련된 단백질 발현과의 연관성을 확인하기 위하여 

MITF, tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 항체를 이용하여 각 단백질의 발현 변

화를 관찰하였음. 보는바와 같이 α-MSH에 의해 자극된 세포에서 PPC는 

MITF, tyrosinase, TRP-1, TRP-2의 발현을 저해하는 것으로 나타났으며, 따

라서 PPC는 tyrosinase gene의 전사인자인 MITF의 발현을 저해시킴으로써 멜

라닌 생성에 직접적으로 관여하는 효소인 tyrosinase의 발현이 저해되는 것으로 

사료됨.

 

그림 3-57. PPC의 TPRs 관련 단백질에 미치는 영향

아. PPC의 멜라닌 생합성경로에 관련된 신호전달 단백질 발현 효과

멜라닌 합성은 ERK신호와 PI3K/Akt 신호 활성화의 저해에 의해서 향상된다고 

보고되고 있음. 본 연구에서 PPC가 ERK신호와 PI3K/Akt 신호의 활성화에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 phospho-ERK1/2, phospho-MEK (an 

upstream activator of ERK), phospho-Akt항체를 이용하여 western blot

으로 각 신호경로의 활성화형태 단백질의 발현 변화에 대하여 조사하였음. 보는 바

와 같이 α-MSH로 자극하여 PPC를 처리한 초기시간에서 활성화형태인 인산화형

태의 ERK1/2, MEK, Akt의  단백질 발현이 증가되기 시작하여 6시간째에 가장 
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높은 단백질 발현을 나타내고 있음. 각 단백질의 활성화가 PPC단독에 의한 결과라

는 것을 재확인하기 위하여 serum이 고갈된  B16F10세포에 α-MSH 자극 없

이 PPC를 단독 처리하여 보았음. PPC는 같은 시간대에 활성화형태의 ERK1/2, 

MEK, Akt의  단백질 발현을 증가시키는 것으로 확인 되었음. 이러한 결과는 

PPC에 의한 멜라닌 생성억제에는 ERK 나 PI3K/Akt 경로의 활성화가  관여되

어 있다는 것을 보여줌. 

 

      

그림 3-58. PPC의 멜라닌 합성 억제 단백질에 미치는 영향
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자. PPC에 의한 멜라닌 생합성 저해에 따른 신호전달 선택적 저해제의 효과

 PPC의 멜라닌 생성억제에는 ERK나 PI3K/Akt 신호 활성화가 관여되어 있다는 

것을 확인한 후에 ERK 나 PI3K/Akt 두 가지 경로 중 어느 경로를 택해서 신호

가 전달되는지 혹은 두 가지 경로 모두 다 택하여 신호가 전달되는지를 확인하기 

위해서 저해제를 이용한 실험을 하였음. MEK와 ERK신호전달 선택적 저해제인 

PD98059와  Akt신호 저해제인 LY294002를 처리하여 멜라닌 생성 저해효과를 

조사하였음. 

 그림 3-59에서 보는 바와 같이 처리한 PD98059에 α-MSH로 자극하여 PPC

를 처리한 경우에는 tyrosinase활성이 매우 증가된 것을 확인 할 수 있었고, 멜라

닌 생성에 관련된 단백질의 발현량도 증가 되어 있었으며, PD98059 저해제에 의

해 PPC의 저해효과가 감소되어 활성화형태의 MEK와 ERK의 단백질 발현이 감

소되는 것으로 나타났음.

 

그림 3-59. ERK경로의 저해제인 PD98059에 의한 PPC의 

멜라닌 합성 억제 및 Tyrosinase 활성 저해에 미치는 영향
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그림 3-60. ERK경로 저해제 PD98059에 의한 

PPC의 Erk 및 MEK 활성화에 미치는 영향

LY294002를 처리한 실험에서도 PD98059 실험결과와 같은 결과가 나타났음. 

이러한 결과는 PPC에 의해 활성화 된 MEK/ERK나 PI3K/Akt신호전달 경로를 

통하여 멜라닌 합성의 억제가 일어나며, 이러한 멜라닌 합성 억제는 tyrosinase 

생성에 중요한 전사인자인 MITF와 멜라닌 생합성에 관련된 단백질의 저해에 의해

서 조절되는 것으로 보여짐.
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그림 3-61. Akt 경로 저해제 LY294002에 의한 멜라닌 합성 억제 및 

   Tyrosinase 활성 저해에 미치는 영향

  

그림 3-62. Akt 경로 저해제 LY294002에 의한 PPC의 TPRs 관련 단백질과

   Akt 경로에 미치는 영향
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분획 EtOAc D.W
20% 

MeOH

40% 

MeOH

60% 

MeOH 

80% 

MeOH

100% 

MeOH 

Dichlor

ometha

ne

추출양 2.0 g 
962.6 

mg

157.4 

mg

97.9 

mg

109.2 

mg

433.8 

mg

97.4 

mg
4.8 mg

4. 세신 추출물의 미백 기능성 및 기전연구

가. 세신의 미백 기능성 성분 추출

 세신의 기능성 검정을 위한 분획법도 울금과 동일한 과정으로 세신 건조중량 

300g에 열수 건조농축물 (102.3 g)을 얻었으며 에틸아세테이트 (EtOAc), 부탄

올 (BuOH), 증류수의 순서로 각각 분획화 하여 각각 21.6 g, 41.2 g 37.1 g을 

얻었음. 이중 미백활성을 나타낸 에틸아세테이트 층을 감압 증류하여 반고형 조추

출물 얻었음. 에틸아세테이트 분획 중 2.0 g을 소량의 증류수에 녹인 후 ODS 

open column chromatography를 이용하여 여러 개의 분획으로 나누었음. 7개

의 분획을 감압농축하고 동결 건조 시켜 건조무게를 측정한 후, 활성 실험을 실시

하였음.

표 3-21. 세신의 ODS open column chromatography를 이용한 분획
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나. B16F10세포계에서 세신 분획의 세포성장 저해율 

세신 ODS column의 7 분획의 세포처리 가능 농도를 알아보기 위해 D.W.에서 

dichloromethane 분획을 임의적으로 세신 1-7로 기재한 후 B16F10 세포성장

에 대한 영향을 MTT assay로 알아 본 결과 아래와 같음. 아래 그림은 미백 기능

의 가능성이 있는 세신 1-5에 대한 MTT 결과로 대부분의 분획은 20 ㎍/ml의 

농도가 세포 성장에 저해를 주지 않은 것으로 보아 기능성에 대한 검정도 20 ㎍

/ml의 농도로 살펴보았음.

그림 3-63. 세신 ODS 1-7분획 MTT Assay
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다. 세포내 멜라닌생성 및 티로시네이즈활성에 미치는 영향

멜라닌생성에 미치는 영향을 알아보기 위해 세신 분획을 처리하여 5일간 배양하였

으며 티로시네이즈활성도는 2일간 배양하여 측정한 결과 세신 4번 (60% MeOH)

의 억제율이 가장 높았음. 

 

그림 3-64. 세신 분획의 세포 내 Tyrosinase 활성 저해

그림 3-65. 세신 분획의 세포 내 멜라닌 합성 저해
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라. 세신 4 (60% MeOH, PPC) 분획의 세포독성

 

세신 4 분획 (60% MeOH)에 대한 기능성 검정을 위해 MTT assay를 통해 다

양한 농도(1-100 ㎍/ml)를 처리한 결과 1-50 ㎍/ml의 농도 처리 시 세포독성

에 영향을 미치지 않은 것으로 나타났음. 

그림 3-66. 세신 4 분획의 세포 독성 MTT Assay

마. 세신 4의 멜라닌 합성 및 tyrosinase 활성 억제

세신 4가 tyrosinase 활성에 미치는 영향을 확인하기 위해서 B16F10세포에 세

신 추출물을 농도별로 처리하고 72시간 배양하였음. 세신 4를 처리한 실험군에서

는 농도 의존적으로 tyrosinase의 활성이 저해되었으며, 20 ㎍/ml 농도에서  

tyrosinase 활성을 약 60% 저해하는 효과가  있는 것으로 나타났음. 그리고 세

신 4가 멜라닌 합성에 영향을 주는 지를 확인하기 위해서 B16 melanoma 세포

에 세신 4를 농도별로 처리하고 5일간 배양하였음. 세포를 수집하여 멜라닌 양을 

측정한 결과 아래에 보는바와 같이 농도에 비례하여 멜라닌 합성이 저해되었음. 
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그림 3-67. 세신 4 분획의 세포 내 멜라닌 합성 저해

그림 3-68. 세신 4 분획의 세포 내 Tyrosinase 활성 저해

바. 세신 4에 의한 멜라닌 생합성경로에 관련된 단백질 발현저해 효과 

 세신 4가 멜라닌 합성에 관련된 단백질 발현과 연관성이 있는지를 확인하기 위하

여 B16 F10세포에 세신 4 (20 ug/ml)를 처리하고 시간별로 tyrosinase, 

TRP-1, TRP-2, MITF 단백질의 발현량 변화를 관찰하였음. 보는 바와 같이 

B16 melanoma 세포에 세신 4의 처리시간이 지남에 따라 점차 적으로 

tyrosinase, TRP-1, TRP-2, MITF의 발현이 저해되는 것으로 나타났음. 따라

서, 세신 4는 멜라닌 합성과 연관된 tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의 발현을 저
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해하는 것으로 보이며, 세신 4의 이러한 저해는 tyrosinase gene의 전사인자인 

MITF의 발현을 저해시킴으로써 멜라닌 생성에 직접적으로 관여하는 효소인 

tyrosinase와 TRP-1, TRP-2의 발현이 저해되는 것으로 사료됨.

그림 3-69. 세신 4 분획의 TPRs 관련 단백질에 미치는 영향

사. 세신 4의 멜라닌 생합성경로에 관련된 신호전달 단백질 발현 저해효과

세신 4에 의한 멜라닌 합성저해가 ERK신호와 PI3K/Akt 신호의 활성화에 의하

여 일어나는지를 알아보기 위하여 phospho-ERK1/2, phospho-MEK (an 

upstream activator of ERK), phospho-Akt항체를 이용하여 western blot

으로 각 신호경로의 활성화형태 단백질의 발현 변화에 대하여 조사하였음. 보는 바

와 같이  세신 4를 처리한 후 초기시간대인 30분에서 1시간대에 ERK1/2, 

MEK, Akt의 인산화단백질 발현이 증가되는 것을 확인 할 수 있었음. 최근에 

p38 MAPK 신호 및 cAMP response element protein (CREB)의 인산화가 

MITF의 발현을 유도함으로써 멜라닌 합성이 증가된다는 보고에 따라 세신 4에 의

한 멜라닌 합성저해에 p38 MAPK 신호와 CREB의 인산화가 관여하는지를 살펴

봄. 초기시간대인 15분에서 1시간대에 CREB의 인산화의 저해가 일어나는 것을 

확인할 수 있었으나, p38 신호의 인산화 발현에는 변화가 없는 것으로 나타남. 이
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러한 결과는 세신 4에 의한 멜라닌 생성억제에는 p38 MAPK 신호와는 무관하게 

ERK나 PI3K/Akt 경로의 활성화에 의함을 보여줌. 

그림 3-70. 세신 4 분획의 멜라닌 합성 억제 단백질에 미치는 영향

제 3 절   미백 화장품 시제품 제작을 위한 제형 확립

1. 한방약용작물의 원료화

  가. 한방약용작물로부터 유효성분 추출

    (1) 추출방법

 억제 활성이 우수한 승마, 세신, 울금으로부터 유효성분 대량 추출을 위하여 화장

품의 원료로 사용되는 butylene glycol을 사용하여 초임계, 초음파, 열수 추출을 

하여 대량 추출의 가능성을 확인하였음. 각 방법의 자세한 추출 방법은 현재 기업 

비밀이므로 생략함. 

    (2) 추출결과

각 추출시료에 대한 tyrosinase 활성억제 효과를 전술한 동일한 방법으로 확인하

였으며, 추출시료 중 초음파 추출분획을 100배 정도 희석하여도 약 45%의 억제활

성도를 나타내어 대량 추출 방법을 초음파추출로 선정함. 추출물 내에 유효성분이 

고농도로 존재하여 산업화의 발판을 마련하였다고 생각됨.
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표 3-22. 승마 초임계 추출물의 Tyrosinase 활성억제

농도 억제효과(%)

1/50 7.14±3.5

1/40 17.75±1.8

1/30 24.32±1.2

1/20 34.41±2.6

1/10 48.08±1.7

1/5 59.57±2.2
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그림 3-71. 승마 초임계 추출분획 Tyrosinase 활성억제 효과

표 3-23. 승마 초음파 추출물의 Tyrosinase 활성억제

농도 억제효과(%)

1/500 13.85±0.6

1/400 18.12±1.3

1/200 27.09±1.0

1/100 44.97±1.4

1/50 72.47±1.1

1/10 94.38±03
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그림 3-72. 승마 초음파 추출분획 Tyrosinase 활성억제 효과

표 3-24. 승마 열수 추출물의 Tyrosinase 활성억제

농도 억제효과(%)

1/50 13.56±1.7

1/40 18.49±3.0

1/30 28.47±2.4

1/20 39.13±0.8

1/10 50.76±2.9

1/5 60.09±1.3
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그림 3-73. 승마 열수 추출분획 Tyrosinase 활성억제 효과
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2. 초음파 추출물에 대한 각 원료의 점검

◎ 외관성상 : 육안, 후각 관찰로 확인되는 내용 기록

◎ pH 측정 : pH meter를 표준용액으로 calibration 시킨 후, 전극을 깨끗이   

 씻어 온도가 보정된 검액에 담그어 2분이 지난 후 측정값을 읽음

◎ 비중 측정 : 검액을 잘 흔들어 섞은 다음 거품이 없어지면 비중부액계를 띄운   

 후 비중부액계가 정지했을 때 비중의 눈금을 읽음

◎ 굴절률 : 검액을 잘 흔들어 섞은 다음 검액을 일부를 아베굴절계를 사용하여 측  

 정함

◎ 건조감량시험법 : 칭량병을 30분간 건조하고 그 무게를 정밀하게 담. 검체를    

 칭량병에 넣고, 특별한 규정이 없는 한 그 층이 5mm이하게 되도록 편편하게 

편 다음 그 무게를 정밀하게 담. 이것을 건조기에 넣고 칭량병 마개를 빼어 옆에 

놓고 건조함. 건조한 다음 칭량병의 마개를 다고 건조기에서 꺼내어 무게를 정밀

하게 담. 가열하여 건조할 경우에는 데시케이터 속에서 식힌 다음 그 무게를 측

정.

◎ 미생물 시험방법 : 화장품 미생물 허용기준 및 시험방법의 총 호기성 생균수(세

균, 진균) 시험방법에 준해 시험한다. 맞춰 아래와 같이 실험함.

- 세균수 시험 : 페트리 접시에 레틴 한천 배지(letheen agar)를 미리 굳힌 배지 

표면에 검액 1ml를 넣고 그 위에 멸균 후 45℃ 이하로 식힌 10~20mL의 검출용 

한천 배지를 넣어 잘 혼합하고, 35℃에서 48시간 배양함. 이때 30~300 개의 균 

집락을형성한 평판을 취한 다음, 희석배율을 곱하여 이를 세균수로 함.

- 진균수 시험 : 페트리 접시에 사브로우드 덱스트로즈 한천배지(Sabouraud 

Dextrose agar)를 미리 굳힌 배지 표면에 검액 1ml를 넣고 검출용 한천 배지를 

사용하여 배양온도 28℃에서 3~5일간 배양함. 이때 100개 이하의 균 집락을 형

성한 평판을 취한 다음, 희석배율을 곱하여 이를 진균수로 함.

◎ 중금속 시험방법 : 화장품 원료 기준 일반 시험법내 중금속 시험법에 준하여 시  

 험함.
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   가. 승마 추출물

Testing Item Specification Results

 Appearance Dark brown liquid      Confirm

pH Value(1->10) 4.0 - 7.0 5.44

Confirm test1 Red brown Confirm

Confirm test2 Deep dark green Confirm

Specific Gravity 0.98 - 1.04 1.018

Heavy Metal ≤ 10 ppm Confirm

Arsenic ≤ 2 ppm Confirm

Microbes ≤ 100 cfu/㎖ Confirm

◎확인시험 1: 추출물 1m에 클로로포름 1ml을 가하여 섞은 후 

무수초산 2 ml를 흔들어 섞은 후 황산 2ml를 유리관 표면에 

천천히 가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다.

◎확인시험 2: 추출물 5ml에 염화제이철(FeCl3) 시액을 0.5ml 

떨어뜨려 방치할 때, 암녹색을 나타낸다.
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  나. 세신 추출물

Testing Item Specification Results

Appearance Yellowish liquid    Confirm

pH Value(1->10) 5.5±1.0 5.82

Confirm test1 Dark red brown Confirm

Confirm test2 Dark red brown Confirm

Specific Gravity 0.98 - 1.04 1.010

Heavy Metal ≤ 10 ppm Confirm

Arsenic ≤ 2 ppm Confirm

Microbes ≤ 100 cfu/㎖ Confirm

◎확인시험 1: 추출물 1ml에 클로로포름 1ml을 가하여 섞은 후 

무수초산 2 ml를 흔들어 섞은 후 황산 2ml를 유리관 표면에 천천히 

가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다. 

◎확인시험 2: 추출물 2ml에 무수초산 2ml을 가하고 황산 2ml을 

가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다. 
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  다. 울금 추출물

Testing Item Specification Results

Appearance Yellowish liquid    Confirm

pH Value(1->10) 6.0±1.0 6.14

Confirm test1 Dark red brown Confirm

Confirm test2 Dark red brown Confirm

Specific Gravity 0.98 - 1.04 1.016

Heavy Metal ≤ 10 ppm Confirm

Arsenic ≤ 2 ppm Confirm

Microbes ≤ 100 cfu/㎖ Confirm

◎확인시험 1: 추출물 1ml에 클로로포름 1ml을 가하여 섞은 후 

무수초산 2 ml를 흔들어 섞은 후 황산 2ml를 유리관 표면에 

천천히 가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다. 

◎확인시험 2: 추출물 2ml에 무수초산 2ml을 가하고 황산 2ml을 

가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다.
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3. 혼합 한방약용 작물의 열수 및 초음파 추출물에 대한 시험

 승마, 세신, 울금에 대한 미백효과가 in ivtro와 in vivo에서 우수하다는 결과를 

토대로 하여 시제품 생산을 위한 원료로 이들을 혼합하여 사용하기로 하고, 일정 

비율로 혼합한 원료를 열수추출과 초음파추출을 통해 얻어진 원료로 미백활성에 대

하여 검토하였음.(이하, 초음파추출혼합액을 아마란스 Whitening Complex로 

함)

가. Tyrosinase 저해 활성 측정 

혼합 초음파추출액을 in vitro에서 tyrosinase 활성억제 실험을 시행하였음.

 

그림 3-74. 아마란스 Whitening Complex의 Tyrosinase 활성억제

   표 3-25. 아마란스 Whitening Complex의 Tyrosinase 활성억제 SC50 농도

Sample Name Tyrosinase 저해 활성 (SC50)

아마란스 Whitening Complex 
(열수추출) 

12.5 ug/ml 

아마란스 Whitening Complex 
(초음파추출) 

8.1 ug/ml 

Kojic acid
*

24.5 ug/ml 

    *

Kojic acid : Positive control 
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나. 세포내 멜라닌 합성 저해 활성 측정 

  

Concentration (%) 

그림 3-75. 아마란스 Whitening Complex의 멜라닌 합성 저해 활성

멜라닌 세포를 이용하여, 열수 및 초음파로 추출한 아마란스 whitening 

complex의 멜라닌 합성 저해 활성을 측정한 결과, 두 가지 샘플 모두 농도 

의존적으로 멜라닌 합성을 억제하였으며, 특히, 0.1%의 농도로 처리하였을 때, 

초음파 추출을 이용하여 제조한 샘플은 56.6%, 열수 추출을 이용하여 제조한 

샘플은 33.8%의 저해 활성을 나타내었음.
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다. 초음파추출 혼합액의 물성 점검

Testing Item Specification Results

Appearance Dark red brown liquid    Confirm

pH Value(1->10) 5.5±1.0 5.36

Confirm test1 Dark red brown Confirm

Confirm test2 Dark red brown Confirm

Specific Gravity 0.98 - 1.04 1.020

Heavy Metal ≤ 10 ppm Confirm

Arsenic ≤ 2 ppm Confirm

Microbes ≤ 100 cfu/㎖ Confirm

◎확인시험 1: 추출물 1ml에 클로로포름 1ml을 가하여 섞은 후 

무수초산 2 ml를 흔들어 섞은 후 황산 2ml를 유리관 표면에 천천히 

가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다. 

◎확인시험 2: 추출물 2ml에 무수초산 2ml을 가하고 황산 2ml을 

가할 때 추출물 수용액은 적갈색을 나타낸다. 
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 라. 초음파추출 혼합액의 피부첩포 시험

 원료에 대한 안전성을 1차적으로 점검하기 위해, 아마란스 Whitening 

Complex를 화장품 원료로 사용하기 전에 화장품에 예상 적용 농도별로 피부에 

대한 안전성 점검 시험을 실시하였음.

 (1) 시험방법

  (가) 인원 선발 기준: 아마란스 화장품 임직원 및 화장품 사용 소비자

  (나) 시험 방법

  오른(왼)쪽 팔 안쪽에 Haye‘s test Chamber에 원료 0.2g을 이용하여       

  closed 상태에서 24시간 동안 부착 후 떼어내어 blank와 시험품의 피부반응   

  (홍반, 부종등)상태를 관찰해 평가하였음. 또한 추출물을 1%, 3%, 5%, 10%   

  농도로 조정하여 실시하였음.
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    (2) 시험결과

1차 PATCH TEST 결과 기록서

첩포시간 24시간 판정기준 Draize의 P.I.I법을 기준으로 판정

판정방법
1차 판정 patch 제거후 30분후 3차 판정 patch 제거후 1일후

2차 판정 patch 제거후 2일후 4차 판정 patch 제거후 3일후

Test 위치 왼팔 안쪽 실험방법
Closed patch test

using Haye’s test Chamber

시험제품명

1 2 3 4 5

무처리
1% 추출물

희석액

3% 추출물

희석액

5% 추출물

희석액

10% 추출물

희석액

실 험 결 과

지원자 결 과 비 고

1 무자극

2 무자극

3 무자극

4 무자극 10% 추출물 희석액에서 가려움

5 무자극

6 무자극

7 무자극

8 무자극

9 무자극

10 무자극

11 무자극 10% 추출물 희석에서 가벼운 홍반

12 무자극

13 무자극

14 무자극

15 무자극

16 무자극

17 무자극

18 무자극

19 무자극

20 무자극

비 고

2회에 걸쳐 시험한 결과, 40명 중 3명에 대해서만 가벼운 증상이 발생하였다.
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번 호 나 이 성 별 피부 유형

1 38 여 건성

2 27 여 복합성

3 40 남 지성

4 34 남 중성

5 31 여 지성

6 29 여 지성

7 34 남 민감성

8 28 남 지성

9 27 여 건성

10 36 남 건성

11 36 남 민감성

12 31 남 중성

13 50 남 중성

14 27 여 중성

15 40 남 지성

16 35 여 건성

17 36 남 민감성

18 29 여 건성

19 28 여 중성

20 62 여 건성

  (3) 지원자 정보
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마. CTFA 원료 등재 

  상기의 결과를 갖고 미국 화장품 원료 규격집인 ICID에 원료 등재를 진행하였

음. 승마, 울금, 세신의 혼합 초음파 추출물로서 제품명은 AD-Whitening 

Complex로 하였으며, A는 Amarnath Cosmetics의 첫 자이고, D는 

Dong-Eui University의 첫 자를 의미함.

요청사항 입력사항

등재 요청 sample의 
Trade Name

AD-Whitening Complex

등재 요청 sample의 학명
Cimicifuga heracleifolia Komarov
Asiasarum sieboldii F. Maekawa

Curcuma longa L.

등재 요청 sample의 
효능효과

Skin Whitening Effect
Skin Protectants

Anti-Oxidant

등재 요청 sample의 
제조공정

기업 비밀로 생략함

등재 요청 sample의 
최종적 용매

Water, Butylene Glycol 

4. 제품 제형 실험

    앞의 결과에 따라 제품 제형 Base를 기본으로 하여, 제품에 대한 사용자 품평  

    을 하였으며, 이에 품평결과에 따라 제형을 개선하는 실험을 실시하였음.

   가. 제품에 대한 주관적 소비자 품평

       제품을 아침, 저녁 하루에 2번씩 적당량을 덜어 품평기간동안 사용한 후    

       품평서에 맞게 작성하여 점수로 환산하여 계산하였음.

      (1) 품질 평가자 : 20명
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      (2) 품평결과

  

결과

항목

품 평 내 용

총계
1 2 3 4 5 6 7 8 9

1

0

1

1

1

2

1

3

1

4

1

5

1

6

1

7

1

8

1

9

2

0

1항 4 4 3 5 4 5 4 4 4 3 5 4 4 5 3 4 4 4 3 4 80

2항 3 4 4 4 4 4 5 4 4 5 5 4 4 4 4 5 4 4 4 4 83

3항 4 4 4 3 4 3 4 5 4 4 5 4 4 4 4 4 5 4 4 4 81

4항 3 3 4 2 4 3 4 3 4 3 3 3 4 4 4 4 3 4 4 3 69

5항 5 5 5 5 5 1 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 96

6항 4 4 4 2 4 3 4 4 4 4 3 4 3 4 5 4 4 4 4 4 76

7항 4 4 3 4 4 4 3 4 2 3 4 3 3 4 4 3 4 4 3 3 70

8항 3 3 4 4 4 4 3 4 4 4 4 3 4 4 3 3 4 4 3 3 72

합계 (627/20)*2.5 = 78.375(C 등급) 627

 품평 결과 산출
 1. 품평인이 항목별 선정한 번호를 더하여 그 더한 합에 2.5를 곱하여 100%를 기준으로 A, B, C, D, F
    등급로 결과를 산출한다.
    (피부자극 관련 항목은 산출시 자극이 없을 시 5점, 자극이 있을 시 1점으로 계산한다.)
 2. 등급 :  A 등급( 100~90), B 등급(89~80), C 등급(79~70), D 등급(69~60), F 등급(60이하)
           만약 A~B등급일 경우, 일부 수정후 제품출시. C 등급일 경우, 개발계획연기 및 재 검토 요망. 
           D~F등급일 경우, 개발정지 및 전반적인 재 검토 요망

    (3) 품평 결과의 해석

 - 제품에서 베이스취가 있으므로, 향을 첨가하는 것이 좋을 것이라 평가되었음.

 - 사용감에 있어, 40대정도에서는 사용하기가 가벼운 느낌을 준다고 평가됨.

 - 자극에 대한 부분은 1명의 품평인이 사용후 3일까지는 도포부분이 조금 가려운

   증상이 있었다고 함.

 - 기본적인 보습력에는 우수하다는 평가를 받음.

  

나. 제형의 개선 실험

   1차적으로 완료했던 크림제형에 대해 품평결과를 토대로 하여 제형의 개선실험  

   을 실시하였으며, 이는 보습력을 보다 강화하고, 사용감과 자극에 대한 문제점  

   을 개선하는데 목적을 두었음. 
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   (1) 2차 제품 안전도 시험

      2차 피부 첩포 시험은 자사의 직원을 대상으로 20명의 지원자에게 실시하였  

      으며, 실험방법은 왼쪽팔 안쪽에 각각 샘플이 도포되지 않은 Control과     

      품질평가에 사용된 제품, 자사에서 생산되어지는 RNCM을 Haye's Test   

      Chamber에 일정량을 도포하여 부착 후 24시간후 Chamber를 떼어낸 후  

      부착했던 부위의 상태를 3일간 관찰하여 결과를 표시함.
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2차 피부 첩포 시험 결과

첩포시간 24시간 판정기준
 Draize의 P.I.I법을 기준

으로 판정

판정방법

1차 판정 
patch 제거후 

30분후
3차 판정 patch 제거후 1일후

2차 판정
patch 제거후 

2일후

 4차 

판정
patch 제거후 3일후

Test 위치  왼팔 안쪽 실험방법
 Closed patch test using Haye’s 

test Chamber

시험제품명

1 2 3

Control 품평제형
RNCM(자사의 

크림)
실 험 결 과

지원자 정보
시험 결과 비    고

성별 연령 피부타입
여 29 지성 자극없음
여 28 중성 자극없음
남 41 지성 자극없음
남 35 복합성 자극없음
여 27 지성 자극없음
여 28 복합성 자극없음
여 29 복합성 자극없음
남 41 지성 자극없음
남 50 중성 자극없음
남 36 건성 자극없음
여 28 중건성 자극없음
남 38 지성 자극없음
여 39 중성 자극없음
여 29 지성 자극없음
여 39 건성 자극없음
여 29 건성 자극없음
여 36 건성 자극없음
여 36 건성 자극없음
여 27 중성 자극없음
남 37 건성 자극없음

비    고

 (2) 개선 제형의 기기적 평가

    제품을 피부 도포시 수분, 유분의 변화량, 및 피부pH를 측정하기 위해        

    MPA-5 (Multi Probe  Adaptor System, Courage & Khazaka        

    electroni GmbH, Cologne, Germany)를 이용하여, 제품 적용 전과 적용  

    직후, 적용 30분, 적용 1시간 경과 때의 변화를 측정하였음. 실험대상자는 4  
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    명이며, 25~30세의 연령분포를 갖는 미혼 여성이었으며 측정부위는 팔의 하  

    박부에 표시를 하여 그 지점을 측정하였음.

      

    (가) 수분 측정 방법 및 결과

     수분 측정은 Corneometer CM 825(Courage & Khazaka, Germany)  

     을 사용하였으며 피부에서 가장 높은 절연계수를 가지고 있는 수분 함량에 따  

     른 정전용량(capitance)을 측정함으로써, 수분함량의 상대적 크기를 측정하  

     였음. 측정장치는 감지기를 측정부위 피부 표면에 밀착시킨 후 가볍게 누르면  

     나타나는 수치를 차제 기준의 임의 단위인 AU(Arbitarary Unit)로 표시하  

     였으며 측정값은 1회 측정한 값을 사용하였음.

   

 수분함유량(습도 47.5% 온도 20.9℃)

0

20

40

60

80

적용 전 적용 적용 후(30분) 적용 후(1시간)

시간

수치(AU)

 

     - 제품 적용 시에는 급격하게 수분 함유량이 증가한 것을 볼 수 있고 적용   

        후 30분, 1시간 뒤에도 큰 차이 없이 수분을 유지하는 것으로 나타났음

     - 실험자 1명이 적용 전에는 건성 피부, 2명은 moisturized 피부로 나타났  

       으나 적용 후에는 moisturized, Sufficintly Moisturized로 나타났고   
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      적용 후 30분 후에는 3명은 계속적으로 Sufficiently Moisturized로 유  

       지하고 1시간 뒤에도 Sufficiently Moisturized 상태로 유지 하는 것을  

       알 수 있음.

     (나) 유분 측정 방법 및 결과

       유분 측정은 Sebummeter SM 810(Courage & Khazaka,             

       Germany)을 사용하였음. 측정은 투명 플라스틱 필름이 부착되어 있는     

       Probe를 피부 표면에 접촉하여 피부를 접촉하여 흡착시킨 후, 빛의 투과하  

       는 정도를 측정하였으며, 피지량의 단위는 ug/㎠으로 표시하였다. 측정값은  

       1회 측정한 값을 사용하였음. 

 유분함유량(습도 47.5% 온도 20.9℃)
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적용 전 적용 적용 후(30분) 적용 후(1시간)

시간

수치

(㎍/㎠)

      제품 적용 시에는 급격하게 유분 함유량이 증가하였고, 적용 후 30분에는   

      약간의 유분이 함유되어 있고 1시간 뒤에는 다소 감소하여  Oily 상태로 유  

      지하는 것으로 나타났음. 제품 적용시, 1시간 이상 유분감을 느낄 수 있어   

      아주 건조한 피부에 적용하는 것이 적합하다고 생각됨.

     (다) pH 측정

      피부 pH의 측정은 Skin-pH-meter pH 905(Courage & Khazaka,    

      Germany)를 사용하였으며, 측정방법은 pH probe를 측정부위에 접촉시켜  

      측정하였음. 측정값은 1회 측정값을 사용하였음.
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 pH측정(습도 47.5% 온도 20.9℃)
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적용 전 적용 적용 후(30분) 적용 후(1시간)

시간

수치

      - 적용 전에는 2명이 정상 피부로 나타났고 1명은 알칼리 피부로 나타났으  

        나 제품 적용 후에도 적용 전과 같은 동향으로 나타났음. 

      - 수치상으로 약간의 pH가 감소하여 알칼리 피부를 정상적인 피부로 도와  

        주는 역할을 한다고도 할 수 있음.

(라) 기기적 평가 사진
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Testing Item Specification

INCI Name
Water (and) Butylene Glycol (and) Asarum 

Heterotropoides Extract(and) Curcuma Longa (Turmeric) 
Root Extract (and) Cimicifuga Racemosa Root Extract 

Appearance Dark red brown liquid

pH Value 5.5±1.0

Confirm test1 Dark red brown

Confirm test2 Dark red brown

S p e c i f i c 
Gravity 0.98 - 1.04

Heavy Metal ≤ 10 ppm

Arsenic ≤ 2 ppm

Microbes ≤ 100 cfu/㎖

이 원료는 세신, 울금, 승마로부터 추출하였음. 제품명: AD Whitening Complex.

확인시험 1: 추출물 1ml에 클로로포름 1ml을 가하여 섞은 후 무수초산 

2 ml를 흔들어 섞은 후 황산 2ml를 유리관 표면에 천천히 가할 때 

추출물 수용액은 적갈색을 나타냄. 

확인시험 2: 추출물 2ml에 무수초산 2ml을 가하고 황산 2ml을 가할 

때 추출물 수용액은 적갈색을 나타냄. 

5. 원료의 규격화

   가. 원료의 규격

      승마, 세신, 울금이 혼합된 추출물을 AD Whitening Complex로 명명하

고, ICID에 등재한 후, 추출물에 대한 시험규격을 표준화하였음.



- 118 -

   나. 원료 등재 사항

승마, 세신, 울금이 혼합된 추출물을 AD Whitening Complex로 명명하고, 

CTFA (Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association, 미국화장품협회, 

2009년부터 personal care products council로 변경. 

www.personalcarecouncil.org)의 ICID (International Cpsmetic 

Ingredient Dictionary)에 등재하였음.

 

  다. 원료의 안정성 시험

    AD-Whtienting Complex를 각각 100ml 용기에 넣어, 실온, 5℃, 40℃,  

    50℃에 보관하면서, 30일간 원료의 변화를 시험한 결과 5℃에서만 약간의 침  

    전이 발생하고, 나머지 보관조건에서는 원료의 상태를 유지하였음. 그러므로,   

    본 원료의 경우, 실온에서 보관하면서 사용해도 무관한 것으로 판단됨.

   라. 원료의 안전성 시험

    AD-Whitening Complex를 각각 1%, 5%, 10%의 농도로 정제수에 희석  

    하여 15명의 지원자를 대상으로 Patch test를 실시하였음. 피부에 도포한    

    후, 24시간이 지난 다음, 도포하지 않은 대조군과 도포부위를 30분, 1일, 2   
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PATCH TEST 결과 기록서

첩포시간 24시간 판정기준  Draize의 P.I.I법을 기준으로 판정

판정방법

1차 판정 
patch 제거후 

30분후
3차 판정 patch 제거후 1일후

2차 판정 patch 제거후 2일후  4차 판정 patch 제거후 3일후

Test 위치  왼팔 안쪽 실험방법
 Closed patch test  using Haye’s

 test Chamber

시험제품명

1 2 3

ADWC 1% ADWC 5% ADWC 10%

실 험 결 과

      판정

지원자
결 과

비    고

지원자 성별 나이 ADWC 1% ADWC 5% ADWC 10%

1 여 31 무자극 무자극 무자극

2 남 44 무자극 무자극 무자극

3 남 38 무자극 무자극 무자극

4 남 31 무자극 무자극 무자극

5 여 30 무자극 무자극 무자극

6 남 44 무자극 무자극 무자극

7 남 53 무자극 무자극 무자극

8 여 31 무자극 무자극 무자극

9 남 40 무자극 무자극 무자극

10 남 39 무자극 무자극 무자극

11 여 38 무자극 무자극 무자극

12 여 35 무자극 무자극 무자극

13 남 37 무자극 무자극 무자극

14 남 29 무자극 무자극 무자극

15 여 31 무자극 무자극 무자극

비    고

    일, 3일간 비교하면서 확인하여, 도포된 피부의 상태를 점검하였으며, 원료에  

    대한 누적 안전성을 확인하기 위해 2주간 3회간 실시하였으며, 도포된 부위에  

    서는 자극이 발생되지 않았음.
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6. 제품화 실험

   가. 제형의 방부력 시험

      화장품의 경우, 제품의 보존기간(2~3년)동안 미생물의 오염 없이 보존할 수 

있는지의 여부를 확인하고, 첨가된 방부보존제의 함량이 적당한지를 확인하기 위한 

실험을 실시하였음.

      (1) 사용균주

균 주 명

Escherichia. coli (ATCC 8739 = KCCM 40271)

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 = KCCM 11802)

Bacillus subtilis (ATCC 6633 = KCCM 11316)

Staphylococcus aureus (ATCC 6538 = KCCM 40050)

Candida albicans (ATCC 10231 = KCCM 11282)

     

 (2) 시험방법

   제조한 크림을 각각 50g씩을 고압 멸균한 광구시약병에 넣어, 균수가 

105~106cfu/ml 되도록 제품에 넣어 고루 혼합시켜 실온에서 보관하면서 균주 접

종 후 즉시, 1주, 2주, 3주, 4주에 측정하여 검출되는 균수를 측정하였으며, 4주

내 모두 사멸하면 적합한 것으로 판단하였음.

  (3) 시험결과

   표와 같이 4주간의 방부력 시험 결과는 양호한 것으로 나타났으며, Bacillus 

subtilis 의 경우 3주가 될 때까지 완전히 사멸하지 않은 상태였으나, 4주가 되었

을 때, 완전히 사멸하는 것으로 나타났음.
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균주명 0 1주 2주 3주 4주

Escherichia 
coli

Cell 수(cell/g) 9.00×102 0 0 0 0

사멸율(%) 0 100 100 100 100

Pseudomonas 
aeruginosa

Cell 수(cell/g) 5.00×102 0 0 0 0

사멸율(%) 0 100 100 100 100

Bacillus 
subtilis

Cell 수(cell/g) 1.95×105 8.60×104 4.70×104 4.00×102 0

사멸율(%) 0 55.90 75.90 99.79 100

Staphylococcus 
aureus

Cell 수(cell/g) 1.10×103 0 0 0 0

사멸율(%) 0 100 100 100 100

Candida 
albicans

Cell 수(cell/g) 2.00×103 0 0 0 0

사멸율(%) 0 100 100 100 100

   

나. 처방 안정도 시험

      (1) 실험 방법

AD Whitening Complex를 5% 함유한 제품을 제조하여 100g씩 시험용 

Pet용기에 나누어 담은 후, 각각 냉장(5℃), 실온, 40℃, 50℃의 조건에서 8

주간 제품의 변화를 관찰하였음. O/W제형의 유화제품의 경우, 유수상의 비가 

맞지 않을 경우, 고온에서 유상과 수상이 분리되는 현상을 보이므로, 이를 점검

하기 위한 것임. 안정도 시험은 제품의 외관성상, 점도(Brook Field DV-1+ 

Viscometer S 06, 50rmp, 30sec), pH(Mettler Seven Multi)를 확인

하였음. 또한, 원심분리기를 이용하여 30℃에서 15,000rpm으로 20분간 원심

분리를 하여, 제품의 분리정도를 확인하였고, 내용물의 일부를 현미경을 통해 

유화상태를 확인하였음.

      (2) 실험 결과

원심분리기를 통해 확인한 안정도는 양호하였으며, 각각 온도별로 보관하면서 

점검한 상태를 보면, 4주가 경과하면서, 40℃와 50℃에서 보관한 제품의 경

우, 기존의 색상에서 짙어져 갈색으로 변했으며, 냉장에서 보관한 샘플은 실온
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보관제품보다 약간 색상이 옅어지는 현상이 나타났으나, 제형이 분리되거나 하

는 현상은 나타나지 않았으며, pH의 경우에도 기준값에서 ±0.5를 벗어나지 

않아, 제품의 안정도는 양호한 것으로 판단됨.

- 온도별 점검사항

RT. 40℃ 50℃ 5℃

제조0일

외관성상
엷은 

황색의크림상
좌동 좌동 좌동

점도 10,520 좌동 좌동 좌동

pH 7.20 좌동 좌동 좌동

제조2주

외관성상
엷은 

황색의크림상
좌동 좌동 좌동

점도 10,120 11,080 10,930 12,020

pH 7.18 7.48 7.45 7.25

제조4주

외관성상
엷은 

황색의크림상
황색의크림상 갈색의크림상

엷은 

황색의크림상

점도 10,890 11,860 12,650 12,080

pH 7.22 7.46 7.40 7.30

제조6주

외관성상
엷은 

황색의크림상
황색의크림상 갈색의크림상

엷은 

황색의크림상

점도 11,305 11,505 11,905 12,305

pH 7.24 7.42 7.47 7.36

제조8주

외관성상
엷은 

황색의크림상
황색의크림상 갈색의크림상

엷은 

황색의크림상

점도 10,980 11,280 11,780 12,980

pH 7.23 7.44 7.46 7.35

- 유화입자 상태 확인
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PATCH TEST 결과 기록서

첩포시간 24시간 판정기준
 Draize의 P.I.I법을 기준으로 

판정

판정방법

1차 판정 
patch 제거후 

30분후
3차 판정

patch 제거후 

1일후

2차 판정
patch 제거후 

2일후
 4차 판정

patch 제거후 

3일후

Test 위치  왼팔 안쪽 실험방법

 Closed patch test  using 

Haye’s

 test Chamber

시험제품명 AD-Whitening 함유 크림

실 험 결 과

      판정

지원자 결 과 비    고

나이 성별

31 여 무자극

44 남 무자극

38 남 무자극

31 남 무자극

30 여 무자극

44 남 무자극

53 남 무자극

31 여 무자극

40 남 무자극

39 남 무자극

38 여 무자극

35 여 무자극

37 남 무자극

29 남 무자극

31 여 무자극

비    고

   다. 제품의 안전성 시험

원료시험에서와 같이,  AD-Whitening Complex를 5% 함유한 크림을 15

명의 지원자를 대상으로 Patch test를 실시하였음. 피부에 도포한 후, 24시간

이 지난 다음, 도포하지 않은 대조군과 도포부위를 30분, 1일, 2일, 3일간 비

교하면서 확인하였으며, 도포된 부위에서는 자극이 발생되지 않았음.
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   라. 제품에서의 효능효과 시험

최종적으로 결정된 처방에 크림베이스, AD-Whitening Complex(ADWC) 2%, 

5%, 알부틴 2%, 알부틴2%+AD-Whitening Complex 5%를 함유한 제품에 

DPPH 소거능과 Tyrosinase 활성 저해능, Collagenase 활성 저해능에 대해 효

능효과를 검토하였음. 실험결과를 토대로, 알부틴 2%와 ADWC 5%를 함유한 제

품을 시제품 생산에 사용하기로 하였음.

(1) DPPH Scavenging Activity

활성산소에 의한 피부노화 과정은 지질 과산화, 단백질 산화, DNA 산화, 멜라닌 

생성, 결합조직의 절단 및 비정상적인 교차결합들을 포함함. 이들 반응들은 거의 

대부분 라디칼 반응으로서, 자동산화반응 과정이 포함됨. 생체 내에서 자동산화반

응을 차단시키는 역할은 항산화제가 담당함. 전자를 주는 능력 즉, 환원력이 클수

록 강한 항산화제가 됨. 항산화제의 환원력을 측정할 수 있는 시약으로

1,1-diphenyl-2picrylhydrazyl radical(DPPH)가 있으며, DPPH는 화합물 

내 질소 중심의 안정화된 구조의 radical로 존재함. 517nm에서 최대 흡수를 나

타내며, 환원되면 517nm에서 흡수가 없어짐.

시험결과, ADWC 5%함유 제품의 경우, 크림베이스에 10배가 넘은 49.1%, 알부

틴 2%의 약 5배가 넘는 활성을 나타내었음.
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그림 3-76. 아마란스 샤이니 크림 DPPH 소거능
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  (2) Tyrosinase 활성 저해능 실험

시험결과 알부틴2%와 ADWC 2%가 함유된 제품이 36.4%로 가장 높은 억제활성

을 보였으며, 그다음은 ADWC 5%, 알부틴 2%의 순으로 결과가 나타났음.
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그림 3-77. 아마란스 샤이니크림 Tyrosinase 저해능 효과

(3) Collagenase 활성 저해능 실험

 콜라겐은 피부 진피를 구성하는 주요 단백질로서 피부구조와 탄력을 유지하는 역

할을 하므로 콜라겐의 결핍은 피부주름의 발생원인 중 하나로 간주되고 있음. 이는 

콜라겐은 나이가 들면서 생성의 감소를 보이며 분해도 증가되어 피부 진피층의 함

몰을 유도하여 피부의 주름을 생성하는 것으로 알려져 있음. 또한 광노화의 원인인 

UV에 의해 collagenase와 같은 MMP 발현으로 인하여 collagen의 분해가 증가

되어 주름이 나타남. 따라서 각 처방의 피부 주름개선 물질의 효력을 알아보기 위

하여 collagenase 활성 저해능력을 실험하였음. Collagenase 활성 저해 실험결

과, ADWC 5%함유 제품이 35.7%로 가장 높은 활성을 나타냈었음.
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그림 3-78. 아마란스 샤이니 크림 Collagense 저해능

(4) 실험동물을 이용한 피부착색 저해효과

 혼합추출물(ADWC) 2% 및 5%를 함유한 크림제제와 함께 대조군으로  arbutin 

2% 함유 크림제제 그리고 base만으로 구성된 제제를 이용하여 기니피그를 이용

한 실험을 진행하였음. 체중 400-500 g 정도의 암컷 흰색/갈색 혼합 기니피그를 

듀열바이오텍 (주)로부터 구입하여 2 주간 실험실에서 순화시킨 후 사용하였음. 실

험동물을 아무런 처리를 하지 않은 정상군, 크림제제만 처리한 base군, 승마 추출

물을 첨가한 ADWC 2% 및 5% 군, 그리고 arbutin 2% 군으로 배정하여 실험

을 실시하였음. 

 기니피그의 배부 피부 털을 제거한 다음 자외선 B (UVB)를 64.8 J/cm2 양으

로 이틀 간격 3회 조사 후 각 군에 해당하는 시료를 매일 32 일간 도포하였음. 시

간 경과에 따른 피부의 착색정도를 color reader (CR-10, Konica Minolta)

를 통해 UVB 조사 후 3, 6, 10, 17, 24 및 32일째 측정하였음. 

 피부착색에 대한 결과는 정상군에 비해 base처리군에서 처리일자가 경과함에 따

라 낮은 수치를 보이며 이는 ADWC 2%, ADWC 5%, arbutin 2%, 알부틴 

2%+ADWC 2%군 모두에서 유사한 결과를 보였음. 이를 base처리군과 기타 처리

군을 비교 해보면 base에 비해 ADWC 및 arbutin처리군 모두 낮은 피부 착색도

를 보이나 유의성을 나타내는 것은 ADWC 2% 6일째 (p<0.01)와 24일째 

(p<0.05), 그리고 arbutin 2%, ADWC 2% 처리군의 10일째 (P<0.05)와 24
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일째 (P<0.01)에서 유의성을 보여 ADWC가 피부착색 저해효과가 있다고 생각됨.

그림 3-79. 

마. 조직화학적 및 면역조직화학적 관찰

UVB 조사 32일 후 10% chloral hydrate (350 ㎎/㎏ i.p.)로 마취하에 배부

의 피부를 절취하여 4% paraformaldehyde에 4℃ 12시간 고정하여 10 ㎛의 

파라핀 절편을 얻었음. 

피부내 melanin 색소과립의 침적 정도를 관찰하기 위하여 Fontana-Masson 염

색을 실시하였고, tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2에 대한 면역반응을 위해 3% 

methanolic hydrogen peroxide에 30분간 실온에서 처리하여 ABC kit 및 

DAB substrate kit (Vector Lab.)로 염색성한 후 염색성을 관찰하였음. 

Melanin색소침적을 살펴 보면 UVB를 조사를 조사하지 않은 군에서도 표피의 기

저층에서 흑색 melanin색소과립을 관찰할수 있었으며 UVB를 조사한 대조군에서

는 더욱 현저하여 기저층에서 표피상부에 이르는 종자층, 각질층에서도 많은 흑색

색소과립의 침적이 관찰되었음. 이에 비해 ADWC 및 arbutin 처리군에서는 이들 

색소 침적의 정도 가 다소 줄어 들었으며 처리군의 차이는 현저하지 않았음. 

Tyrosinase, TRP-1 및 TRP-2에 대한 면역조직화학적 검색은 염색 적응성이 

낮아 군별 차이를 나타낼 정도는 되지 않았음. 결과적으로 ADWC 처치에 의한 피

부 침적정도를 melanin 색소에 대한 조직화학적 방법으로 검정할 수 있었음. 
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그림 3-80. Fontana-Masson 염색을 통한 멜라닌색소 검정. 정상군에 비해 UVB 

조사군에서 많은 멜라닌 색소 침적을 볼 수 있음 이는 ADWC 및 arbutin 처리에 

의해 완화 됨을 알 수 있었음. A, 정상군; B, UVB 조사군; C, UVB 조사후 ADWC 2% 

처리군; D, UVB 조사후 arbutin 처리군. 

그림 3-81. Tyrosinase에 대한 면역조직화학적 검색. 각 군에서 일부 tyrosianse에 

대한 염색성을 보였으나 현저한 차이를 나타낼 정도의 반응 적응성을 보이지 않음. 

A, 정상군; B, UVB 조사군; C, UVB 조사후 ADWC 2% 처리군; D, UVB 조사후 

arbutin 처리군. 

    시제품 생산

      (가) 시제품 제조 공정 내용.

본 기업에서 개발한 제조 공정에 따라 시제품을 생산하였음.

      (나) 부자재의 준비

① 용기 스티커 : 제품명과 용량 등을 기재할 용기 스티커를 제작하여 시제품 용기

의 앞돠 뒷면에 부착하여 사용하기로 함.
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Amaranth
Shiny Cream

50g
Amaranth Cosmetics

농림기술개발과제결과 시제품

아마란스
샤이니 크림

 

② 용기 : 화장품 부자재를 판매하는 인터넷 쇼핑몰에서 50g 용량의 용기를       

       구입하여, 직접 용기 스티커를 부착하여 사용하기로 함.

그림 3-82.
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 (다) 시제품 생산

 시제품을 생산하여 시제품에 대해 1차 사용자 품평을 실시한 후, 미국 FDA에 피

부안전성시험과 피부미백효능효과시험을 위해 생산품을 발송하였음.

 ① 지원자 품평

  결과

항목

품 평 내 용
총계

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1항 4 4 3 5 4 5 4 4 4 3 5 4 4 5 3 4 4 4 3 4 80

2항 3 4 4 4 4 4 5 4 4 5 5 4 4 4 4 5 4 4 4 4 83

3항 4 3 5 4 4 3 4 5 4 4 5 4 4 4 4 4 5 4 4 4 82

4항 3 3 4 2 4 3 4 3 4 3 5 3 5 4 4 4 3 5 5 3 74

5항 4 4 4 4 4 3 4 5 4 4 3 4 3 4 5 4 4 4 4 4 79

6항 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 100

7항 4 4 3 5 4 4 3 4 5 3 4 3 3 4 4 3 4 4 4 3 75

8항 3 3 4 4 5 4 3 4 5 4 4 3 4 4 3 3 4 5 3 3 75

합계 (648/20)*2.5 = 81.0 648

 품평 결과 산출
 1. 품평인이 항목별 선정한 번호를 더하여 그 더한 합에 2.5를 곱하여 100%를 기준으로 A, B, C, D, F
    등급로 결과를 산출한다.
    (피부자극 관련 항목은 산출시 자극이 없을 시 5점, 자극이 있을 시 1점으로 계산한다.)
 2. 등급 :  A 등급( 100~90), B 등급(89~80), C 등급(79~70), D 등급(69~60), F 등급(60이하)
           만약 A~B등급일 경우, 일부 수정후 제품출시. C 등급일 경우, 개발계획연기 및 재 검토 요망. 
           D~F등급일 경우, 개발정지 및 전반적인 재 검토 요망

② FDA 시험의뢰 결과

   시제품에 대해, 피부안전성 시험과 피부미백효능효과시험을 미국 FDA 시험기

관에 의뢰하였으며, 현재 피부안전성 시험에 대하여 총 75명의 지원자가 시험에 

참가하였으며 이중 시험 기간 동안 어떠한 부작용도 보고되지 않았다는 결과를 통

보 받았음.
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총 75명의 지원자가 시험에 임했으며, 이중 시험 기간 동안 어떠한 부작용도 보고

되지 않았다고 결론되어졌다.
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연구개발의 목표 연구범위 연구개발의 내용 

미백기능 함유 

한방약용작물 선별

- 한방의 서지학 

및 임상적에 

근거에 따라 

한방약용작물 

선별

- 동의보감 및 본초강목을 중심으로 

피부관련 한방 약재 선별

- 한방의 서지학 및 임상적 약재의 

현대적 미백 기능 보유 검정

한방약용작물로부터 

미백 기능 소재 도출
- 미백 기능성 

검정과 병행하여 

미백 기능 소재 

도출

- 미백 기능 소재 

분리 방법 개발

- 멜라닌 형성에 관여 하는 Tyrosinase 

효소 활성 저해 기능 분석으로 소재 

선별

- 멜라닌 합성 세포를 이용한 세포내 

멜라닌 생성 저해 및 Tyrosinase 

효소 활성 저해 분석으로 소재 선별

- 용매와 chromatography를 통한 미백 

기능 소재 분리

미백 효능 기전 연구 - 세포계를 이용한 

미백효과 기전 

검사와 실험동물 

이용 안정성 

검사

- 세포계를 이용한 세포 내 melanin합성 

저해와 tyrosinase 활성 저해 분석

- melanin 합성 신호경로에 미백 소재 

작용 분석

- 실험동물을 이용한 색소침착 및 

mealnin생성억제 효과

미백 기능 천연물 

함유 미백화장품 

시제품 개발

- 원료의 대량 

생산 방법 개발

- 화장품 조성 

확립

- 미백신소재의 

화장품 원료 

허가

- 원료의 대량생산 방법에 따른 추출물의 

원료 시험

- 원료의 물성, 안전성, 안정성 검사 

- 미백신소재의 화장품 원료 허가 (미국 

CTFA)를 위한 실험

- 미국 FDA 등록을 위한 시험

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

   

제 1절 연도별 연구목표 및 평가 착안점

 1.  연구개발의 목표
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구분 연도 세부연구개발 목표 평가의 착안점 및 기준

1차

년도
2006

 주관기관

·한방 약용작물의 선별

·세포계 이용한 효능검정

·한방 약용작물로부터 미백

기능성 소재 추출

- 한방의 서지학, 임상적 처방을 중심으로 

미백효과 약용작물 도출

- 미백 소재에 대한 세포독성 조사

- 한방 유래 미백 소재에 의한  melanin

합성, tyrosinase활성, TRPs 관련 단

백질 영향 조사

- 기능성 소재 추출을 위한 일차 추출 방

법 개발

- 일차 추출물의 in vitro enzyme 

assay 및 in vivo cell assay에 의한 

미백기능성 후보 개발

 협동기관

·소재의 제형화 개발

- 일차 추출물의 안정성, 안전성, 유효성에 

대한 일차적 연구

2차

년도
2007

 주관기관

·우수 후보 소재의 추출

·세포계에서 미백 효능 분석, 

작용기전 및 독성 검사

·기능 항진된 미백기능성 소

재 선별

- 약용작물로부터 기능성 소재 추출 위한 

추출 방법 개발 

- 유기용매 분획과 크로마토그래피 방법으

로 유효성분 분리

- 세포 내에서 Melanin 생성 및 

Tyrosinase 활성 저해 조사 

- in vitro enzyme assay 검사

- 미백기능성 화장품 위한 후보 소재 선별

 협동기관

·안정 피부전달 시스템 제형 

확립

·안정화 제형 확립

 - 원료의 대량생산 방법에 따른 추출물의 

원료 시험

 - 원료의 물성, 안전성, 안정성 검사

 - 추출 원료의 기능성 검정

3차

년도
2008

 주관기관

·세포계와 동물 실험을 통한 

기전연구

·미백소재의 분리정제 및 화

합물 특성 분석

- 세포시험을 통한 효능기전 연구

- 멜라닌 생합성 신호전달 관련 단백질 연

구를 통한 효능기전 연구

- 실험동물 사용한 신 미백 소재 원료의 

멜라닌 피부침착 검사

- 승마를 주 대상으로 미백 소재의 분리 

및 특성 조사

2. 평가의 착안점 및 기준
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협동기관

·시제품 조성 확립

·미백신소재의 화장품 원료 

허가

-  시제품 조성 확립과 안전성, 안정성 

검사

- 미백신소재의 화장품 원료 허가 (미국 

CTFA)를 위한 실험

- 미국 FDA 등록을 위한 시험

- 시제품 개발

최종

평가

주관기관

·미백기능성 소재 도출

·미백 효능 및 기전 연구

·미백기능성 소재  분리 및 

특성 분석

-한방의 서지학적, 임상적 고찰을 통한 후

보 소재 도출

- 세포계 및 비세포계를 이용한 효능 검사

- 세포계를 이용한 기전 연구

- 동물실험을 통한 효능 검정

- 약용작물의 미백기능성 소재 후보 도출

- 용매분획과 chromatography를 이용한 

미백활성 소재의 분리 및 정제

협동기관

·안정화 재제 및 제형 개발

·기능성 화장품 시제품 개발

- 효능 향상 및 유지 가능한 안정화 재제

와 제형개발

- 미백 기능성 화장품 시제품 개발

- 신 미백 소재의 등록 및 미국 FDA 승인

을 위한 시험
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제 2절 연구개발 목표의 달성도 및 목표달성도에 대한 자체평가

1. 연구개발 목표의 달성도

목    표 연구개발 수행내용 달성도(%)

주관기관

·미백기능성

·소재 도출

·미백 효능 및

·기전 연구

·미백기능성 소

재

·분리 및 특성 

분석

-한방의 서지학적, 임상적 고찰을 통한 후보 소재 도출

- 세포계 및 비세포계를 이용한 효능 검사

- 세포계를 이용한 기전 연구

- 동물실험을 통한 효능 검정

- 약용작물의 미백기능성 소재 후보 도출

- 용매분획과 chromatography를 이용한 미백활성 

소재의 분리 및 정제

100

협동기관

·안정화 재제 및 

제형 개발

·기능성 화장품 

시제품 개발

- 효능 향상 및 유지 가능한 안정화 재제와 제형개발

- 미백 기능성 화장품 시제품 개발

- 신 미백 소재의 등록 및 미국 FDA 승인을 위한 

시험

100
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2. 평가의 착안점에 따른 목표달성도에 대한 자체평가

평가의 착안점 자  체  평  가

- 한방의 서지학적, 임상적 고찰을 통한 

후보 소재 도출

- 세포계 및 비세포계를 이용한 효능 검사

- 세포계를 이용한 기전 연구

- 동물실험을 통한 효능 검정

- 약용작물의 미백기능성 소재 후보 도출

- 용매분획과 chromatography를 이용

한 미백활성 소재의 분리 및 정제

- 30여 약용작물 선별하여 미백 기능성    

   검정

- 미백 기능이 우수한 약용작물 발굴

- 멜라닌 생합성 및 Tyrosinase 효소 저  

   해 검정으로 

- 추출된 미백 기능 소재의 멜라닌 생합성  

   과정 단백질에 작용하는 결과 획득으로  

   미백 기능 기전을 밝힘

- 실험동물을 사용하여 in vivo에서 분리  

   한 소재가 작용하는 것을 밝혀 산업화의  

   확고한 근거 확립

- 일련의 분리 과정을 거쳐 얻은 미백 기   

   능 소재의 잠정적인 구조를 분석하였음

- 효능 향상 및 유지 가능한 안정화 재제

와 제형개발

- 미백 기능성 화장품 시제품 개발

- 신 미백 소재의 미국 CTFA 등록 및 

미국 FDA 승인을 위한 시험

- 시제품 조성 설정과 안전성 검정을거쳐   

   조성을 확립

- 기능성이 높은 원료를 확보할 수 있는    

   대량 추출법을 확립

- 본 연구개발 결과로 신 미백 소재를 미   

   국 CTFA 등록하였으며, 미국 FDA 승  

   인을 위한 안전성 시험에서 안전성 확인  

   을 획득 하였음 
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게재

연도
논문명

저자

학술지명

Vol.

(No.

)

국내

외 

구분

SCI구

분
주저자

교신

저자

공동저

자

2006

Inhibitory Effects of 

Aqueous Extracts 

from Nardostachys 

chinensis on 

α-Melanocyte 

Stimulating 

Hormone-induced 

Melanogenesis in 

B16F10 Cells

이수진
최병

태
최영현

Integrat

ive 

Bioscie

nces

10 국외 SCI

2006

한약재 12종의 

열수추출물이 

α-melanocyte 

stimulating 

hormone에 의해 유도된 

B16F10 흑색종세포의 

멜라닌형성에 미치는 영향

이수진
최병

태

최영현,

이용태

동의생리

병리학회

지

20(

5)
국내

2006

세신 열수 추추물에 의한 

Caspase 활성과 Bcl-2 

발현저하에 의한 인체 

폐암세포의 Apoptosais 

유발

김옥숙
최병

태

박철,

정경태,

김기영,

문성기,

이원호,

최병태,

최영현

대한암예

방학회지

11

(4)
국내

제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

 제1절 논문게재 성과

1. 논문게재 성과
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2007

사인의 열수 추출물이 

B16F10 흑색종세포의 

멜라닌형성에 미치는 영향

이수진
최병

태

예정숙, 

이용태,

정경태,

정성윤

동의생리

병리학회

지

21(

1)
국내

2007

Induction of apoptosis 

by curcumin in human 

leukemic U937 cells 

through activation of 

caspases and 

upregulation of 

Fas/FasL expression

박철
최영

현

이원호, 

최병태

Korean 

Journal 

of 

Genetic

s

29

(2)
국내 SCIE

200

8

세신의 열수추출물이 

α-melanocyte 

stimulating 

hormone에 의해 유도된 

B16F10 세포의 멜라닌 

생성에 미치는 영향

이준혁
최병

태

최영현,

정경태,

강병원,

정성윤,

최병태

동의생리

병리학회

지

22

(3)
국내

200

8

Naringenin-induced 

apoptosis is 

attenuated by Bcl-2 

but restored by the 

small molecule Bcl-2 

inhibitor, HA 14-, in 

human leukemia U937 

cells

진 정윤
최영

현

박 철, 

이준혁,

정경태,

권태규,

김지영,

최병태

Toxicol

ogy in 

Vitro

10. 국외 SCI
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2009

Partially purified 

Curcuma longa 

inhibits 

alpha-melanocyte-sti

mulating 

hormone-stimulated 

melanogenesis 

through extracellula 

signal-regulated 

kinase or Akt 

activation- mediated 

signalling in B16F10 

cells

장지연
최병

태

 

이준혁,

정성윤, 

정경태, 

최영현

Experi

mental 

Dermat

ology

10 국외 SCI

2009

Dichloromethane 

fraction of Cimicifuga 

heracleifolia 

decreases the level of 

melanin synthesis by 

activating the ERK or 

AKT signaling 

pathway in B16F10 

cells

장지연
최병

태

 

이준혁,

강병원, 

정경태, 

최영현

Experi

mental 

Dermat

ology

18 국외 SCI

  

  2. 특허 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연

도
특허명 출원인 출원국 출원번호

등록연

도
특허명 등록인 등록국 등록번호

2007

승마 

추출물의 

분획추출

물을 

함유하는 

미백화장

료와 

이의 

제조방법

학교법인 

동의학원
한국

10-2007

-011751

0
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발표
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저자
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주저자
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effects of 
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2006
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2007
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최영현
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학술대회
국내

2007

Inhibitory Effects of 

Medicinal Plant Extract 

on Tyrosinase Activity

이윤영 정경태

박정애

,최병

태,강

병원,

전혜영

,박호

옥,정

경태

한국생명과학회 

학술대회
국내

 3. 학술대회 발표
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2007

Effects of Aqueous 

Extracts from Aiasari 

Radix A-Melanocyte 

Stimulating Hormone 

Induced Melanogenesis 

In B16F10 Mouse 

Melanoma Cell

예정숙 최병태

윤말선

,장지

연,최

영현,

정경태

대한해부학회 

학술대회
국내

2008

D i c h l o r o m e t h a n e 

fraction of Cimicifuga 

heracleifolia decreases 

the level of melanon 

synthesis by activating 

the ERK or AKT 

signaling pathway in 

B16F10 cells

장지연 최병태

윤말선
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The Asian-Pacific 
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Congress of 
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Iranian Congress 
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Scienced

국외

2008

Inhibitory Effects of 

Aqueous Extracts from 

Momum Xanthioides on 
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Stimulating Hormone 

induced Melanogenesis 

in B16F10 Cells

이수진 최병태

윤말선

,최영

현

대한해부학회 

학술대회
국내
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 4. 미국 FDA 승인을 위한 시험

◎ 본 연구결과로 화장품 원료 등재를 완료하였음.

◎ 미국 FDA 승인을 위한 미국 FDA와 California Department of Health Services  

   에서 원료 안전성에 대한 시험을 종결하였으며, 원료 안전 판정을 획득하였음.

 5. 인력활용/양성 성과

지원

총인원

지원 대상 (학위별, 취득자) 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 대전 기타지역

2 4 6   

제 2 절 성과활용 방안

◎ 제품화 : 한방 약용작물을 이용한 미백 기능성 화장품 제품화를 통한 고부가 가  

   치창출을 위해 (주)아마란스와 협조하여 기본적 소재 개발은 물론 다양한 제형  

   변화를 통한 크림, 로션, 팩, 엑기스 등으로 상품화화여 약용작물에 대한 새로운  

   수요를 창출할 예정임.

◎ 다양한 제품개발 기초 제공 : 참여기업인 (주)아마란스에서 한방 미백소재 기능  

   성 화장품을 생산하고 스피드 시대에 부합되는 다기능 제품, 새로운 형태의 제  

   품, 시간 절약형 제품 등으로 사업화하여 국내 및 국외로 매출을 일으키며, 기  

   능성 소재 원료시장에도 적극 참여하여 기능성 원료 수입대체 효과를 일으킴.

◎ 신소재에 대한 특허 출원 및 화장품 원료집 등재 : 안전성이 검증되고 안정화된  

   기능성 소재를 특허 출원하였으며, 또한 CTFA (Cosmetic, Toiletry and   

   Fragrance Association, 미국화장품협회, 2009년부터 personal care      

   products council로 변경)의 ICID (International Cosmetic Ingredient  

   Dictionary, 국제화장품 원료집)에 등재하였음.  현재 미국 FDA 등록을 위한  

   시험을 실시 중에 있으며, 등록완료와 함께 신제품을 생산할 예정임.

◎ 기술이전 : 본 연구결과를 토대로 획득한 특허출원을 근거로 (주)아마란스에 기  
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   술이전을 할 계획임. 기술이전은 한방 약용작물의 신기능성 소재 개발은 기존   

   수요 형태와는 상이한 신 고부가가치 상품을 개발이 가능하며 이와 유사한 제품  

   의 상품화를 용이하게 할 예정임.

◎ 학술발표 : 본 연구결과를 계속적으로 학술대회 등에서 발표하여 한방약용작물  

   의 유용성을 홍보하며, 이를 통해 한방약용작물의 산업화를 촉진하며, 궁극적으  

   로 한방약용작물 재배 농가의 수익 증대를 추구할 예정임.

◎ 새로운 수요 및 시장 창출 : 한방 약용작물을 이용한 전통 한약재의 수요와 달  

   리 일반 생활용품으로 접근함으로서 새로운 수요 창출과 새로운 시장 개척.

    (1) 기술적 측면

◎ 한방 약용작물을 이용한 천연물 유래 미백 기능성 소재 개발 및 제품화는 약용  

   작물을 이용한 기능성 소재의 객관적인 연구 방법 확립에 대한 기초적 자료 제  

   공하며 약용작물에 대한 효능과 기전연구는 한방 약용작물에 대한 임상 활용의  

   객관성 신뢰성 확보의 근거 마련 함.

◎ 다양한 부작용을 나타내는 기존 미백 기능성 소재에 대한 대체 소재 개발 및 안  

   정성 확보하며 이를 이용한 제품화는 새로운 생활 습관 즉 스피드 시대에 부합  

   되는 다기능제품, 시간절약형 제품 등으로 완제하여 사업화 가능함.

◎ 국소적으로는 tyrosinase의 발현과 활성조절의 분자생물학적 연구를 통해 새로  

   운 기전을 발견, 확립할 수 있는 계기는 산업 및 경제적 측면에서는 소비자에게  

   화학 합성제에 비해 부작용 등의 위험성이 줄어들거나 없는 한약재 및 천연물   

   유래의 기능성 화장품의 기초 개발 자료가 될 수 있으므로 그 파급효과 매우    

   큼. 

◎ 화학 합성제에 대한 부작용은 자연 천연물질, 특히 한방 약용작물을 이용한 미  

   용 및 미백 물질을 개발하여 상품화하고자 세계적인 추세가 확대되고 있으며 본  

   연구의 결과는 한의학적 원리에 입각한 한방 바이오 상품의 연구 및 개발을 증  

   진시킬 것임. 
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    (2) 경제적․산업적 측면

◎ 화장품소재의 경우 해외 다국적 그룹에 의해 90% 이상을 수입하고 있으며 화  

   장료의 경우 30%이상을 수입에 의존하고 있는 상황에서 수입대체 효과를 가져  

   옴.

◎ 개발한 소재가 한방약용작물임으로 피부에 직접적으로 바를 수 있는 외용제의   

   개발 뿐만 아니라 복용을 통하여 그 효과를 나타낼 수 있는 음용제 개발도 가능  

   하여 기능성 미백 화장품 시장에서 우위를 차지 할 수 있을 것임.

◎ 수요에 한정된 한방 약용작물을 이용한 새로운 부가가치 창출은 재배농가의 소  

   득증대와 신 재배품종에 대한 고려를 가능케 함.
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

◎ 노령화에 따른 피부관련 소재에 대한 연구가 광범위하게 진행되고 있으며 특히 천연물   

   소재에 대한 관심이 높음.

◎ 미백 기능성에 있어 기존 tyrosinase 활성조절에 대한 연구가 주를 이루고 왔으나 멜라  

   닌생성 과정을 포함한 표피세포 주기, 세포산 멜라닌색소의 등 다양한 단계를 차단하는   

   소재에 연구가 이루어 지고 있음.

◎ 특히 멜라닌생성 신호전달을 제어함으로서 미백기능성을 나타내는 대사조절형 미백 화장  

   료에 대한 관심이 매우 높음.

◎ 멜라닌 생성에 대한 신호전달은 p38 MAPK, ERK/MEK, PI3K/Akt을 중심으로     

   이루어지며 이들 신호전달의 억제 또는 활성을 통해 보다 효능성이 증대된 화장료 개발  

   할 수 있음.

◎ 서구 사회는 생물공정기술을 이용하여 새로운 화장품원료를 생산하고 있으며    

   기능성화장품에서 더욱 두각을 나타내고 있음. 

◎ 재조합DNA방법을 이용하여 생산되는 일부 생물공정 제품등이 이미 3세대 기능  

   성화장품으로 응용되고 있음. 특히 Fibroblast 배양액, 인간생장인자 등은     

   주목할 만한 것임.
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