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ABSTRACT

This study was to compare the antioxidative activity and the growth

inhibitory effect of fruit extracts of Jeju Litsea japonica Juss. Each extract was

prepared with distilled water, 70% ethanol and 70% methanol to verify its

appearance and measure its extraction yield. In the case of appearance, it was

visually confirmed that the extracts of 70% ethanol and 70% methanol were

relatively purple and the extracts of distilled water was brown. The extraction

yield by 70% ethanol, 70% methanol and distilled water was 17.44%, 17.49% and

11.54%, respectively. Total polyphenol content was the highest in the extract of

70% ethanol with 460.10 mg GAE/g, followed by the extract of 70% methanol

with 400.13 mg GAE/g and the extract of distilled water with 205.22 mg GAE/g.

DPPH radical scavenging activity was found to be 87.73% and 83.00% for the

extract of 70% methanol and 70% ethanol, respectively, and it was 69.66% for

the extract of distilled water. The growth inhibitory effect of each extract

against a gram positive bacterium ‘Cutibacterium acnes (KBN12P02876)’, known

as the cause of purulent pimples, was investigated. Inhibition of bacterial growth

by the extract of 70% methanol and 70% ethanol at a concentration of 0.5-1.0

mg/mL, each, was observed in 3 hours and 6 hours of incubation, respectively.

At a concentration of 0.25 mg/mL, the extracts of 70% ethanol and 70%

methanol showed inhibition of bacterial growth in 9 hours of incubation. The

extract of distilled water did not show any antibacterial activity. The 70%

methanol extract is thought to have the highest antibacterial activity among the

extracts tested. Based on the above results, 70% ethanol which is a safe solvent

for food processing is suggested to be suitable for extraction of fruits of Jeju

Litsea japonica Juss.
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1. 서론

까마귀쪽나무(Litsea Japonica Juss)는 한국과 일본의 남부지역에 분포하는

상록엽소교목으로 관속식물로 분류되며 녹나무과에 속한다. 국내에서는 제주도,

울릉도, 남해안 섬에서 주로 자생한다. 높이는 7 m 정도로 잎 뒷면에 갈색 털이

빽빽이 나있으며, 10월에 흰 꽃이 짧은 꽃줄기 끝에 산형 화서로 핀다. 열매는

타원형의 장과로 길이는 약 1.5-1.8 cm, 지름은 약 1.2 cm가 일반적이다. 이듬해

6월부터 초록색에서 자주색으로 변하기 시작하면서 9월에는 검붉게 익고 10월

무렵부터 떨어진다. 관상용으로 재배하기도 하지만 주로 바닷가 근처 산기슭에서

자란다. 제주도 해안 근처에서 쉽게 볼 수 있으며 제주 방언으로는 ‘구룸비낭’,

‘구럼비낭’, ‘구럼비 나무’ 등으로 불린다.

까마귀쪽나무 열매는 2007년에 식품의약품안전처 식품공전에 등록된 식품소재

로서, 2015년에 식품의약품안전처로부터 관절 건강에 도움을 줄 수 있는 건강기

능식품 원료에 대한 개별인정형 건강기능식품 원료로 인정(인정번호 : 제

2015-22호) 받았다. 개별인정형 건강기능식품 원료로 인정된 까마귀쪽나무 열매는

제주도 육상식물에서는 최초이며, 제주도 식품 소재로서는 해조류인 감태에 이어

두 번째로 인정되었다. 건강기능식품 관절·뼈 건강 기능성 분야로 인정받았으며 고령

화되는 현대 사회에 관절 건강에 도움을 줄 수 있는 원료로 제품화되어 시판 중이다.

까마귀쪽나무속(Litsea)은 설사, 구토, 뼈의 통증, 산후조리 목욕제, 영아의 산통

(colic), 다양한 신경성 질환에 관련되어 사용되어졌다는 보고가 있으나, 주로 자생

하는 국가가 한국과 일본으로 한정되어 있는 특징으로 인해 까마귀쪽나무에 대한

생리활성 연구가 활성화되지는 않았다(Namkoong 등 2015). 연구 동향으로는 다양

한 생리활성 물질들이 함유되어 있고 항산화 및 항염 효과가 있는 것으로 보고

되었으며, 국내에서는 주로 까마귀쪽나무열매 추출물의 항염효과 및 유전독성 평가에

대한 연구가 이루어지고 있다(Yoon 등 2018; Kim 등 2018).

까마귀쪽나무에는 비타민C, 토코페롤, 카로티노이드, 페놀성 화합물과 같은 이차
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대사산물이 존재하는데, 이들은 높은 항산화활성을 나타내며 오랜 기간 인류가

안전하게 이용해왔다. 특히, 제주도의 경우 다른 지역에 비해 다양한 종류의 생

물자원들이 자생하고 있고, 지리학적으로 남방식물의 북방 한계선임과 동시에 북

방식물의 남방한계선으로 두 지역의 식물이 공존하는 지역이다. 이와 같은 이유로

제주도의 식물은 생육 온도보다 고온 또는 저온의 스트레스에 노출되기 때문에

다른 지역의 생물보다 이차 대사산물의 함량이 높은 것으로 알려져 있다(Cho 등

2015). 또한, 까마귀쪽나무 열매에는 주로 fatty acids, lactones, essential oils,

alkaloids 등이 함유되어 있으며, 지표성분으로는 hamabiwalactone A,

hamabiwalatone B, akolactone B, litsealactone A, litsealactone B 등이 보고되었다(Park

등 2020).

까마귀쪽나무에 대한 항산화 및 항균 효과 관찰 연구가 보고되었는데, Yoon

등(2010)의 연구에 의하면 까마귀쪽나무 잎 80% 에탄올 추출물을 분획 후, 분획

물을 사용하여 항산화(DPPH, Xanthine Oxidase, Superoxide radical) 효과를 연

구한 결과 분획물 에틸 아세테이트층에서 DPPH와 Superoxid radical 억제활성이

우수하게 나타났다. Park 등(1997)의 연구에 의하면, 까마귀쪽나무 잎을 메탄올을

이용하여 추출 후 과산화지질 생성억제 측정 연구에서는 까마귀쪽나무의 경우 활

성도는 10-1 mg/ml 농도에서 약 18%의 억제효과를 보인 것으로 나타났다.

항균 연구에서는 국내 완도산 까마귀쪽나무의 잎, 줄기에서 여드름 유발균

(Cutibacterium acnes)에 대한 항균활성 효과가 있다고 확인되었다. Cutibacterium

acnes은 피지 과다분비 부위에서 번식하면서 Lipase를 분비하여 피지성분의 중성

지방을 유리지방산으로 변화시킨다. 이후 모낭 주위에 밀집된 백혈구가 모낭벽을

파괴하고 모낭 내용물이 진피 내로 유입되어 염증성 여드름을 야기하며, 추후 오

목흉터(Potted scar)나 비대흉터(Hypertrophicscar)와 같은 후유증을 동반하기도

한다(Cho 등 2018). Thongthip 등(2017)의 연구에서는 까마귀쪽나무속인 Litsea

petiolata의 잎 에센셜 오일이 그람 양성균(S. auresu)과 그람 음성균(E. coli)에

대해 유의한 항균 효과가 나타났는데, 이는 Litsea petiolata 잎 에션셜 오일에

포함된 terpenoid와 다량의 휘발성 성분이 복합적으로 작용한 것으로 사료된다.
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최근 들어 화학 합성 항생제에 내성을 가지는 균주가 발견되고 관련된 부작용

들이 표출됨에 따라 이를 해결하고자 천연물 유래의 항균·항산화물질 탐색이 활

발하다. 국내에서 편백, 나한백, 유칼립투스, 소목 등의 수목류는 항산화 효과와

세포독성효과, 항염효과, 항알러지 효과 등이 연구되었으며 식물 유래 항균물질

탐색에 관한 연구가 꾸준히 진행되고 있으나 대부분 초본의 약용식물에 국한되

어 있어, 녹나무과 열매에 대한 관심과 연구는 부족한 실정이다(Cho 등 2018).

생약재를 이용한 식품 가공 원료가 증가하고 있는 만큼 건강 유지와 자양강장을

목적으로 섭취하는 경우가 늘어나고 있으므로 녹나무과 열매의 다양한 생리활성

및 효능 비교 연구가 필요하다(Jang 등 2016).

까마귀쪽나무의 부위별 효능에 관한 비교 연구에서는 까마귀쪽나무의 열매 추

출물이 잎 추출물보다 항염증 효과가 우수하고 안정성이 큰 것으로 나타났다(Jang

등 2014). 그럼에도 불구하고 까마귀쪽나무의 항산화, 항균 효과를 확인한 선행

연구는 주로 열매가 아닌 잎, 줄기에 한정되어 있으며, 열매의 경우 항염 효과,

유전독성 평가, 면역 증가, 뼈 건강 효과가 이뤄지고 있으나 생리활성 연구는 아직

많이 이뤄져 있지 않은 상태이다(Park 등 2020).

따라서 본 연구는 제주에서 자생하는 식품 소재를 활용한 식품 및 화장품 연구

활성화를 목적으로 지역 소재의 고부가가치화를 위한 기초 자료로서 활용하고자

제주산 까마귀쪽나무 열매 용매별 추출물에 따른 항산화, 항균 효과를 비교하였다.
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Figure 1. The appearance of Litsea japonica J uss.

(A) Trees of Litsea Japonica Juss, (B) Fruits of Litsea Japonica Juss in May, (C) Fruits of Litsea Japonica Juss in September
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2. 재료 및 방법

2.1. 재료

본 실험에 사용된 제주산 까마귀쪽나무(Litsea Japonica Juss) 열매는 농업회

사법인 ㈜삼원네이처로부터 제공받았다. 까마귀쪽나무 열매는 흐르는 물로 세척

되어 이물질이 제거된 후 종자와 과육이 분리된 상태로 –80℃에서 동결 보관되

었다. 동결된 과육은 상온에서 24시간 동안 해동하였고, 식품분쇄기를 사용하여

분쇄 후 동결건조 하였다. 건조물은 –80℃에서 보관하면서 용매별 추출물 제조에

사용하였다.

2.2. 용매별 추출물의 제조

추출 용매별 항산화 및 항균 효과를 측정하기 위해 열매의 과육 동결건조물을

식품분쇄기를 사용하여 분쇄 후 증류수, 70% 주정에탄올(Prethanol A, Duksan,

Korea), 70% 메탄올(Methyl Alcohol, Duksan, Korea)에 각 1:20 (w:v)의 비율로

혼합하여 60℃에서 6시간 동안 100 rpm으로 침출하였다. 침출액을 여과지

(Whatman No.1, Sigma-Aldrich Co., USA)로 감압여과하고 회전증발농축기로

농축 후 점조상의 추출물을 동결건조기(LP-20, ILShinBioBase, Korea)로 건조하

여 분말을 얻었다. 분말 상태인 추출물은 –80℃에서 보관하면서 실험에 사용

하였다.
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Grinding and Freeze drying

(Pulp of fruits)

↓

Grinding

↓

Extraction by solvents

(60℃, 6 hr, 100 rpm)

(Distilled water, 70% Ethanol, 70% Methanol)

↓

Vacuum filtering

↓

Concentrating

(Rotational evaporation)

↓

Freeze drying

Figure 2. Preparation process of extract by various solvents.
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2.3. 총 폴리페놀 함량

까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 추출물에 대한 총 폴리페놀 함량은

Folin-Denis법(Folin & Denis, 1912)을 변형하여 측정하였다. 각 추출물 0.1 g을

추출 용매로 희석(w/v, 시료의 100배)한 후, 2 N Folin-Ciocalteu’s phenol reagent

100 μL를 가하여 상온의 암소에서 5분간 반응시킨다. 그 후 2% Na2CO3 300 μL를

혼합하여 증류수 500 μL를 첨가하고 교반한 다음 상온의 암소에서 1시간 반응시켜

microplate reader (EpochTM, BioTek Instruments, Inc., USA)를 사용하여 760 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 표준 곡선은 gallic acid 용액으로 작성하였으며, 시료의 총

폴리페놀 함량은 mg GAE (gallic acid equivalents)/g로 나타내었다.

2.4. DPPH radical scavenging activity

까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 추출물에 대한 DPPH radical scavenging

activity를 측정하기 위하여 Kim과 Lee의 방법(Kim & Lee, 2007)을 변형하여 측

정하였다. 각 추출물 0.1 g을 추출 용매로 희석(w/v, 시료의 100배)한 후, 에탄올에

녹인 0.3 mM DPPH (1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 용액 0.8 mL에 희석한 시료

2 mL를 가한 후 혼합하여 상온의 암소에서 30분 반응시켜 microplate reader

(EpochTM, BioTek Instruments, Inc., USA)를 사용하여 517 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 그 후 다음의 식으로 환산하여 DPPH radical scavenging을 나타내었으며,

처리구와의 비교를 위해 positive 대조군은 ascorbic acid (Sigma-Aldrich Co.,

USA), negative 대조군은 각 추출 용매를 이용하여 분석하였다.

    


 ×
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2.5. 사용균주 및 배양조건

실험에 사용된 균주 Cutibacterium acnes (KBN12P02876)는 그람 양성균이며

혐기성 혹은 내산소성이다. Cutibacterium acnes는 피부, 결막 등에 상재하는 균

으로서 일반적으로 여드름의 원인으로 작용한다고 알려져 있다. 균주는 경상대학

교병원 병원체자원은행(Gyeongsang National University Hospital Branch of th

National Culture Collection, Korea)에서 분양받았다. 배지는 RCM broth

(Reinforced Clostridial Medium, USA)를 사용하였으며, 3회 계대배양 후 멸균된

20% glycerol 용액과 혼합하여 –80℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다. 보관

된 균주는 실험 직전 증식을 위해 액체배지에 접종 후 gas pak을 포함한 밀폐용

기에 넣어 incubator (IB-21, All for Lab, Inc., Korea)에서 37 ± 05℃의 조건으로

2회 계대배양 후 사용하였다.

2.6. 까마귀쪽나무 열매 추출물의 Cutibacterium acnes의 생육저해효과

추출 용매별 추출물을 0, 0.25, 0.5, 1 mg/mL 농도로 희석하고, 균주와 혼합하여

배양한 후 흡광도를 측정하여 균주의 증식을 저해하는 정도를 살펴보았다. 멸균

액체배지 10 mL와 생균수를 1 × 107 CFU/mL로 조정한 배양액 100 µL를 혼합

하고 각 농도의 추출물 1 mL씩 주입하였으며 배양을 하면서 3시간 간격으로

vortexing 후에 microplate reader (EpochTM, BioTek Instruments, Inc., USA)를

사용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군은 Methylparaben

(Daejung chemicals & Metals, Korea) 0.4 mg/mL, 음성 대조군은 99.7% DMSO

(Dimethyl Sulfoxide, Sigma-Aldrich Co., USA)와 각 추출 용매를 이용하였다. 37

± 0.5℃에서 정치 배양하면서 균주의 증식 및 억제 정도를 생육곡선으로 나타냈다.
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2.7. 통계처리

본 실험은 반복 실험하여 평균값을 구하였고 각 실험별로 유의성 검증을 확인

하였다. 통계분석은 Minitab ver. 17 (Minitab 17 Inc., State College, USA)을 이

용하여 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, 평균값에 대한 유의차(p<0.05)는

Tukey’s multiple range test를 통하여 검증하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 외관

본 연구에 사용된 까마귀쪽나무 열매는 2018년 6월 경 제주특별자치도 제주시

한경면에서 자생하는 까마귀쪽나무(Litsea Japonica Juss)로부터 채집된 것으로

색상은 짙은 자색이며 열매의 길이는 1.5 ± 0.3 cm, 지름은 1.2 cm로 타원형이다.

Fig. 3의 (C), (D), (E)를 보면 용매별 추출물을 육안으로 비교했을 때 색상 차이가 있

었는데, 70% 주정 에탄올 및 70% 메탄올 추출물은 짙은 자색에 가까운 색상을 띠

었으며, 증류수 추출물은 상대적으로 갈색을 띠는 것을 확인할 수 있었다. 이는 자

색을 띠는 안토시아닌이 증류수보다 알코올류 용매에서 잘 용출되는 특성에서 기

인하는 것으로 판단된다(Jun 등 2019).

3.2. 추출 수율

까마귀쪽나무 열매의 원물 대비 추출 용매별 수율을 측정한 결과는 Fig. 4와 같다.

70% 주정 에탄올 추출이 17.44%, 70% 메탄올 추출이 17.49%로 유의적인 차이가

없었으며(p>0.05), 증류수 추출의 경우 11.54%로 비교적 낮게 나타났다(p<0.05).

Kim 등(2018)의 연구에서 까마귀쪽나무 열매 전체(종자 포함) 및 과육의 열수

추출 수율은 각 8.64%, 19.73%로 나타났으며, Lee 등(2020)의 연구에서는 80%

메탄올로 까마귀쪽나무 열매와 잎을 추출한 결과 수율이 각 22.38%, 18.96%로

나타났다. Jung 등(2012)의 연구에서 아사이베리 용매별 추출 수율은 에탄올이

37.5%, 증류수가 17.1%로 큰 차이가 나타났는데, 이는 열매 분말에 포함된 지방산

일부가 에탄올에 용출된 것으로 보고됨에 따라 까마귀쪽나무 열매에 함유되어

있는 fatty acids가 주정 에탄올과 메탄올 용매에 의해 용출된 것으로 사료된다.

이와 같이 까마귀쪽나무 열매의 원산지, 종자 제거 여부, 전처리 방법과 추출

용매 및 추출 조건에 따라 추출 수율이 달라질 수 있으므로 특정 효능을 위한

추출 수율 조건 확립에 관한 연구가 추가적으로 필요할 것으로 판단된다.
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Figure 3. Appearances of fruits of Litsea Japonica Juss and extracts;

(A) Fruits, (B) Powder of freeze drying, (C) Distilled water extract, (D)

70% Ethanol extract, (E) 70% Methanol extract.
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Figure 4. Yields of fruit extract of Litsea japonica Juss by various solvents.

a-b The means with different extraction solvents followed by the same letter are

not significantly different by Tukey’s multiple range test at p<0.05
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3.3. 총 폴리페놀 함량

본 연구에서 분석한 까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 폴리페놀 함량은 Fig. 5에

나타내었다. 폴리페놀 화합물은 flavonoids, anthocyanins, tannins, catechins,

isoflavones, lignans, resveratrols 등을 총칭하며, 식물계에 널리 분포되어 있으며

과일 및 엽채류에 다량 함유되어 있다(Joon 등 2010). 폴리페놀에 존재하는 다수의

하이드록실기(-OH)는 여러 화합물과 쉽게 결합하는 성질이 있어 항산화 효과가

뛰어나며 항암, 항염, 항균 효과에 긍정적인 영향을 미치기도 한다(Kim 등

2012).

70% 주정 추출물이 460.10 mg GAE/g of extract로 가장 높게 나타났으며,

70% 메탄올 추출물은 400.13 mg GAE/g of extract로 주정 추출물과 비교하였을

때 낮은 함량을 보였다. 증류수 추출물은 205.22 mg GAE/g of extract로 용매

중에서 가장 낮은 함량인 것으로 나타났다. 총 폴리페놀 함량이 가장 높은 것으

로 나타난 주정 추출물과 비교하면, 메탄올 추출물은 약 86%의 함량을 나타내는

반면에, 증류수 추출물의 경우 약 44.5%의 함량을 보여 비교적 차이가 크다는

것을 확인할 수 있다.

이처럼 증류수 보다 주정 에탄올과 메탄올로 추출하였을 때 폴리페놀 함량이

높게 나타난 것은 까마귀쪽나무 열매에 포함된 폴리페놀이 유기용매와 반응하기에

적합한 Hydroxyl group이 포함된 입체구조 화합물이기 때문으로 사료된다(Son

등 2016). 항산화 활성이 있는 것으로 보고된 다양한 식품 및 약용 소재에 대한

총 폴리페놀 함량은 Table 1에 나타내었다. 국산 blueberry 에탄올 추출물이

420.0 ± 3.0 mg GAE/g extract로 가장 높게 나타났으며 30% 에탄올 추출물은

275.1 ± 2.9 mg GAE/g extract로 두 번째로 높게 나타났다(Samad 등 2014;

Kim 등 2019). 동일 원산지의 소재더라도 추출 조건과 용매에 따라서 총 폴리페놀

함량의 차이가 크게 나타나는 것을 확인할 수 있다. 또한 Kim 등(2012)에 의하면

국내에서 자생하는 Onion(Alliumcepa L.), Barley(Hordeum vulgare)는 각 187.6

± 33.2, 183.3 ± 33.3 mg GAE/g extract로 까마귀쪽나무 열매 용매별 추출물 대비

낮은 함량을 보였다. 국내 약용 식물 중에서는 Chajeonja(P lantago asiatica)
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246.4 ± 4.1, Artemisiae Asiaticae Herba 203.9 ± 10.4, Saururus chinensis

(Lour.) Baill 194.6 ± 5.8, Leonurus japonicus Houtt 191.6 ± 13.0 mg GAE/g

extract 순서로 총 폴리페놀 함량이 확인되었다.
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Figure 5. Total phenolic content of fruit extract of Litsea

japonica J uss by various solvents.

a-c The means with different extraction solvents followed by the same letter are

not significantly different by Tukey’s multiple range test at p<0.05.
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Table 1. Comparison of total phenolic content of various antioxidant materials

Material (Part used) Extraction solvents
TPC of extract

(mg GAE/g extract)
Reference

Litsea Japonica Juss (pulp) 70% Ethanol 460.1 ± 17.0

Litsea Japonica Juss (pulp) 70% Methanol 400.1 ± 9.8

Litsea Japonica Juss (pulp) Distilled water 205.2 ± 15.1

Korean blueberry (pulp) Ethanol 420.0 ± 3.0 Samad N.B. et al., 2014

Korean blueberry (pulp) 30% Ethanol 275.1 ± 2.9 Kim J.W. et al., 2019

Chajeonja(P lantago asiatica) (leaf) 50% Methanol 246.4 ± 4.1 Kim E.J. et al., 2012

Artemisiae Asiaticae Herba (leaf) 50% Methanol 203.9 ± 10.4 Kim E.J. et al., 2012

Saururus chinensis (Lour.) Baill (leaf) 50% Methanol 194.6 ± 5.8 Kim E.J. et al., 2012

Leonurus japonicus Houtt. (leaf) 50% Methanol 191.6 ± 13.0 Kim E.J. et al., 2012

Onion(Alliumcepa L.) (pulp) Distilled water 187.6 ± 33.2 Kim E.J. et al., 2012

Barley(Hordeum vulgare) (seed) Distilled water 183.3 ± 33.3 Kim E.J. et al., 2012

Korean black choke-berry (pulp) 70% Ethanol 110.0 ± 5.6 Hwang S.J. et al., 2013

Chilean maquiberry (pulp) 60% Ethanol 73.6 ± 0.7 Chung H.J. et al., 2016
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3.4. DPPH radical scavenging activity

본 연구에서 분석한 까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 DPPH radical

scavenging 활성은 Fig. 6에 나타내었다. DPPH radical 소거능은 불안정한 유리기에

환원기능을 가진 proton ion을 제공하여 안정화를 유도하는 기능으로 생체 내에서

자연적으로 발생하는 불안정하고 유해한 유리기를 안정화시키는 기능을 한다. 따

라서 특정 물질이 생체의 생리작용 또는 산화 작용에 의해서 발생하는 hydroxyl

radical 혹은 superoxide radical 등을 제거하는 항산화 능력을 평가할 때 사용된다

(Kim 등 2012).

각 추출물을 10 mg/mL의 농도로 희석한 후 비교한 결과 70% 주정 에탄올과

70% 메탄올 추출물이 증류수 추출물보다 DPPH radical 소거 활성이 유의적으로

높게 나타났다. 양성대조군으로 사용한 Ascorbic acid의 소거능은 98.78 ± 0.23 %로

70% 메탄올 추출물의 소거능인 87.73 ± 3.54 %와 유의적인 차이가 없었다

(p>0.05). 70% 주정 에탄올 추출물은 83.00 ± 23.36 %, 증류수 추출물은 69.66 ±

3.16 %의 소거능으로 확인되었으며 양성대조군에 비해 유의적으로 낮은 활성을 보

였다(p<0.05).

한편, Park 등(2020)의 연구에서 제주산 까마귀쪽나무 열매의 총 안토시아닌

함량을 분석한 결과 증류수 추출물의 경우 325.50 ± 45.58 mg CE/g, 70% 에탄

올 추출물의 경우 136.99 ± 8.44 mg CE/g인 것으로 나타났는데, 이는 본 연구의

DPPH radical 소거능 활성과 상반된 결과로 나타났다. Ku 등(2009)에 의하면 안

토시아닌의 최대 흡광영역과 DPPH의 최대 흡광영역이 비슷하여 안토시아닌 함량

에 따른 DPPH radical 소거능의 상관관계는 유의성이 거의 없다(R=0.192)고 보

고되었다. 안토시아닌은 면역, 항산화 및 항암에 효능이 있는 것으로 보고된 바,

총 안토시아닌 함량에 따라서도 항산화 활성에 영향을 미치는 것으로 판단된다.

또한 까마귀쪽나무 열매에는 fatty acids, lactones, alkaloids 등의 다양한 유기화합

물과 이차대산물이 존재하기 때문에 이러한 성분들이 복합적으로 작용하는 것으로 보

인다(Park 등 2020).



- 21 -

Figure 6. DPPH radical scavenging activity of fruit extract of Litsea

japonica Juss by various solvents.

a-c The means followed by the same letter are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at p<0.05.
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3.5. 까마귀쪽나무 열매 추출물의 Cutibacterium acnes의 생육저해효과

본 연구에서는 까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 추출물들이 그람 양성균인

Cutibacterium acnes (KBN12P02876)에 대해서 항균 작용을 하는지를 살펴보기

위해 추출물의 최종 농도를 임의로 0 mg/ mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1

mg/mL 선정하였다. 네가지 농도의 추출물을 처리했을 때 Cutibacterium acnes

(KBN12P02876)의 생장 곡선을 관찰하여 생육저해 정도를 확인하였다. 이 때 양성

대조군으로 0.4 mg/mL 메틸파라벤을, 음성대조군으로 99.7% DMSO (Dimethyl

sulfoxide)를 사용하였다.

Fig. 7-1, 7-2, 7-3은 배양을 시작한 직후부터 24시간 동안 3시간 간격으로 흡

광도를 측정하면서 Cutibacterium acnes (KBN12P02876)의 증식을 확인한 결과이다.

균이 급격하게 증식하는 대수기에 접어드는 시간대와 증식의 정도는 용매별로

상이하였으나, 공통적으로 추출물을 첨가하지 않은 경우에는 생육저해 효과가 거의

나타나지 않았다(Fig. 7-1). 추출물을 첨가하지 않은 증류수(0 mg/mL)와 DMSO의

생육 곡선은 비슷한 양상을 보이며 미생물의 생육에 영향을 미치지 않는 것으로

판단된다. 24시간이 경과한 후에 더 이상 균이 증식하지 않은 것은 항균 작용이

아닌 균이 사멸기에 도달한 원인으로 판단한다. 추출물을 첨가하지 않은 70% 주정

에탄올과 70% 메탄올은 18시간이 경과한 후부터 균의 증식이 관찰되지 않았는데

(Fig. 7-1), 이는 유기용매를 사용하여 추출물을 제조하여 감압농축하더라도 잔류

하는 고유의 독성이 균의 생육에 영향을 미치는 것으로 사료된다(Choi 등 2012).

0.25 mg/mL의 농도에서는 70% 주정에탄올과 70% 메탄올의 추출물의 경우 9시

간 경과 후 증식이 억제되었다(Fig. 7-1). 0.5 mg/mL와 1 mg/mL 농도에서 70%

주정 에탄올 추출물은 동일 농도에서 6시간 경과 이후에 증식이 관찰되지 않았

으며, 70% 메탄올 추출물의 경우 3시간 경과부터 더 이상 증식하지 않은 반면,

증류수 추출물은 0.5 mg/mL 농도에서 21시간 경과 이후 증식을 관찰할 수 없었

으며 1 mg/mL 농도에서는 18시간 경과부터 증식하지 않았다(Fig. 7-2). 농도

별 추출물의 생육저해효과를 비교할 경우, 70% 주정 에탄올과 70% 메탄올 추출

물은 차이가 크지 않는 것으로 확인되나 증류수 추출물의 경우 1 mg/mL의 농도
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에서 저해효과가 뚜렷하게 나타났다. 유기용매 추출물의 경우 0.5 mg/mL와 1

mg/mL의 농도에서 더 이상 해당 균주가 증식하지 않는 배양시간이 동일한 것으로

확인됨에 따라 효율적인 측면에서는 0.5 mg/mL 농도가 우수하다고 판단된다. 또한

70% 주정 에탄올과 70% 메탄올 추출물은 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 생육저해

곡선이 비슷한 양상으로 나타났는데, 이는 이미 0.5 mg/mL에서 사멸에 가까운

생육저해효과가 있었기 때문에 이보다 높은 농도에서도 차이를 발견할 수 없는

것으로 보인다. Yoon 등(2015)의 연구에서 까마귀쪽나무 열매에는 terpenoids가

함유되어 있다고 보고되었다. terpenoids는 식물의 정유 중 주요 성분으로 특이한

향기를 갖고 있으면서 미생물과 초식 동물에 대해 방어 및 공격 물질로서 기능

하므로 까마귀쪽나무 열매의 항균 효과에 기인하는 것으로 사료된다.

Fig. 7-3은 생육저해 효과가 나타난 추출 용매인 70% 주정 에탄올, 70% 메탄

올의 추출 농도별 추출물의 증식 억제 정도를 양성대조군인 메틸파라벤(0.4

mg/mL)과 비교한 결과이다. 추출물의 농도가 증가할수록 70% 주정 에탄올과

70% 메탄올 추출물의 항균력이 양성대조군보다 우수하게 나타났다. 특히, 70%

메탄올 추출물의 농도가 0.25 mg/mL 일 때부터 균을 사멸하는 정도가 양성대조

군보다 높은 것으로 나타났다. 추출물 농도가 높아질 수 록 배양 직후 흡광도와

대비하여 더 낮아지는 현상이 일어났으며 생육곡선에서는 음수로 나타났다. 본

연구와 마찬가지로 Kim 등(2007)과 Yoon 등(2015)의 연구에서도 일부 추출물의

경우 배양 시간에 따라 측정한 흡광도가 배양 직후보다 더 낮았으며 이를 균이

거의 사멸한 것으로 해석한 바 있으나, 정확한 결과를 위한 생균 관찰이 필요하다.

까마귀쪽나무 열매 추출물의 Cutibacterium acnes의 생육저해효과는 70% 메탄

올을 추출용매로 이용했을 때 가장 우수하게 나타났으나, 식품가공에 적용하기

위해서는 유사한 생육저해효과를 나타낸 70% 주정 에탄올을 이용하는 것이 식품

안전성 측면에서 적합하다고 판단한다.
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Figure 7-1. Growth curves of Cutibacterium acnes (KBN12P02876)

treated with fruit extract at various concentration (0, 0.25 mg/mL) of

Litsea japonica Juss by various solvents. Positive control was 0.4

mg/mL of methylparaben and negative control was dimethyl sulfoxide

(DMSO).
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Figure 7-2. Growth curves of Cutibacterium acnes (KBN12P02876)

treated with fruit extract at various concentration (0.5, 1 mg/mL) of

Litsea japonica Juss by various solvents. Positive control was 0.4

mg/mL of methylparaben and negative control was dimethyl sulfoxide

(DMSO).
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Figure 7-3. Growth curves of Cutibacterium acnes (KBN12P02876) treated with fruit extract at various concentration

(0, 0.25, 0.5, 1 mg/mL) of Litsea japonica Juss by various solvents. Positive control was 0.4 mg/mL of methylparaben.
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4. 결론

본 연구에서는 제주에서 자생하는 식품 소재를 활용한 식품 및 화장품 연구

활성화를 목적으로 제주산 까마귀쪽나무 열매의 용매별(증류수, 70% 주정 에탄올,

70% 메탄올) 추출물에 따른 항산화 효과 및 Cutibacterium acnes의 생육저해효

과를 중심으로 비교하였다.

추출 수율은 70% 주정 에탄올과 70% 메탄올 추출물이 증류수 추출물과 비교하

였을 때 유의적으로 높았다(p<0.05). 항산화 효과를 비교하기 위해 분석한 총 폴

리페놀 함량은 70% 주정 에탄올 추출물이 가장 높게 나타났으며(p<0.05), DPPH

radical 소거 활성은 70% 주정 에탄올과 70% 메탄올 추출물이 증류수 추출물과

비교하였을 때 유의적으로 높은 결과가 나타났다(p<0.05). Cutibacterium acnes

(KBN12P02876)에 대한 항균 효과에서는 생육저해 효과 실험 결과, 70% 메탄올

추출물의 농도가 0.25 mg/mL 일 때부터 균을 사멸하는 정도가 양성대조군보다

높은 것으로 나타나, 70% 메탄올 추출물이 용매별 추출물 중에서 가장 항균력이

우수하게 나타난 반면에 증류수 추출물은 생육저해효과가 거의 나타나지 않았다.

본 연구 결과를 전반적으로 비교하였을 때, 70% 주정 에탄올로 까마귀쪽나무

열매를 추출할 경우 추출 수율, 항산화, 항균성이 우수하다는 것을 확인할 수 있

었으며, 또한 70% 주정 에탄올은 식품가공공정에 이용하기 안전한 추출용매이기

때문에 활용도가 높다고 판단한다. 까마귀쪽나무 열매는 식품과 화장품으로서의

이용가치가 매우 큰 것으로 보인다. 추후에는 까마귀쪽나무 열매의 용매별 추출

물의 성분에 대한 심도 있는 연구가 필요하다고 판단된다.
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국문요약

제주산 까마귀쪽나무 열매의 추출 용매별 항산화 효과 및 Cutibacterium acnes의

생육저해효과를 비교하고자 하였다. 증류수, 70% 주정 에탄올, 70% 메탄올로 각

추출물을 제조하여 외관을 확인하고 수율을 측정했다. 외관의 경우 70% 주정 에

탄올과 70% 메탄올로 추출한 추출물이 증류수로 추출한 것과 비교하였을 때

70% 주정 에탄올과 70% 메탄올 추출물은 상대적으로 자색을 띠고 증류수 추출

물은 갈색을 띠는 것을 육안으로 확인할 수 있었다. 추출 수율은 70% 주정 에탄

올과 70% 메탄올로 추출하였을 때 각 17.44%, 17.49%로 증류수 추출 수율인

11.54%보다 유의적으로 높았다. 각 추출물의 총 폴리페놀 함량을 분석하고,

DPPH radical 소거능을 측정하여 항산화 효과를 비교하였다. 총 폴리페놀 함량

은 70% 주정 에탄올 추출물이 460.10 mg GAE/g of extract로 가장 높게 나타났

으며, 70% 메탄올 추출물 400.13 mg GAE/g of extract, 증류수 추출물 205.22

mg GAE/g of extract 순서로 높게 나타났다. DPPH radical 소거 활성은 70%

메탄올 추출물과 70% 주정 에탄올 추출물이 각 87.73%, 83.00%로 나타났으며

증류수 추출물은 비교적 낮은 69.66%로 측정됨에 따라 항산화 효과를 극대화하

기 위해서는 증류수보다는 에탄올 용매로 추출하는 것이 적절할 것으로 판단된

다. 화농성 여드름의 원인으로 알려진 그람 양성균 Cutibacterium acnes

(KBN12P02876)에 대한 항균 효과에서는 생육저해 효과 실험을 수행하였다. 70%

메탄올 추출물의 경우 0.5-1 mg/mL 농도에서 3시간 경과부터 더 이상 증식하지

않았으며, 70% 주정 에탄올 추출물은 동일 농도에서 6시간 경과 이후에 증식이

관찰되지 않았다. 0.25 mg/mL의 농도에서는 70% 주정에탄올과 70% 메탄올의

추출물의 경우 9시간 경과 후에 증식이 억제되었다. 증류수 추출물은 음성 대조

군과 차이가 없었으므로 70% 메탄올 추출물이 용매별 추출물 중에서 가장 생육

저해효과가 우수한 것으로 사료된다. 상기 결과에서 수율, 항산화 및 항균 효과

를 전반적으로 비교하였을 때 70% 주정 에탄올 추출물이 적합한 추출 용매인

것으로 판단된다. 본 연구를 통해 제주산 까마귀쪽나무 열매의 식품·화장품 산업

에서의 고부가가치화 가능성을 기대한다.
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