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Antioxidant and tyrosinase inhibitory activities of immature fruits of 
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미성숙 사과의 항산화 및 tyrosinase 저해 활성 평가
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(재)경북지역사업평가단 평가팀

Abstract

In this study, the antioxidant and tyrosinase inhibitory activities of aqueous ethanolic extract from the immature 
fruits of Malus pumila cv. Fuji were evaluated. The antioxidant capacities of the extract was investigated employing 
radical scavenging assays using DPPH and ABTS+ radicals. The skin-whitening effect of M. pumila cv. Fuji extract 
was tested using mushroom tyrosinase assay. In addition, the total phenolic content was measured by a 
spectrophotometric analysis. All tested samples showed a dose-dependent radical scavenging and tyrosinase inhibitory 
activities. Among the tested samples, the ethyl acetate (EtOAc)-soluble portion from the immature fruits of M. 
pumila cv. Fuji was showed the significant DPPH and ABTS+ radicals scavenging activities. Also, the tyrosinase 
inhibitory activity of the ethyl acetate (EtOAc)-soluble portion from immature apples was higher than other 
solvent-soluble portion. These results suggest that unripe fruits of M. pumila cv. Fuji could be considered as a 
new valuable source of natural antioxidant and skin-whitening agents. Systematic investigation of immature fruits 
of Malus pumila cv. Fuji will be performed for the further development of its biological properties.
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서 론
1)

인간은 현대 사회 속의 다양한 요인들에 의해 인체에서

산화촉진물질(prooxidant)과 산화억제물질(antioxidant)의

불균형에 의해 산화 촉진이 일어나면 산화적 스트레스가

유발된다(1). 최근 이러한 요인에 의해 유발되는 산화적

스트레스와관련된 각종 퇴행성 질환및 생활 습관성 질병

이 사회적 문제로 대두되고 있으며 그 원인의 하나로서

활성산소가 잘 알려져 있다(2). 활성산소종(reactive oxygen

species, ROS)은 인간의 대사과정 중에 끊임없이 발생되며

불안정하고 반응성이 높아 여러 생체물질과 쉽게 반응하
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고, 체내 고분자들을 공격하여 세포와 조직에 비가역적인

손상을 일으키거나 돌연변이, 세포독성 및 발암 등을 초래

하게 되며(3), superoxide, nitric oxide, nitrogen dioxide,

hydroxyl, peroxynitrite 등이 보고되어 있다(4). 생체 내에서

활성산소종이나 free radical이 DNA를 공격하거나, 지질을

산화시키기 전에 그들을 중화시켜 노화방지, 성인병 예방

등의 기능을 하는 것이 항산화제이며(5,6), 현재 널리 사용

되고 있는 항산화제로서는 butylated hydroxy anisol(BHA)

및 butylated hydroxy toluene(BHT) 등의 합성 항산화제이

며, 이들을 50 mg/kg/day 이상의 고용량으로 장기간 복용

시지질대사의불균형과암을유발시킬수있으므로사용이

제한되고 있다(7). 이러한 합성 항산화제를 대체할 수 있는

보다 우수하고 안전한 천연 소재의 개발이 요구되고 있으

며, 최근에는 각종 천연소재 등에서 안전성이 확보된 우수

한항산화효능의천연항산화제를개발하기위한많은연구

에 의해 블루베리, 셀러리, 감귤 및 포도 등에도 강력한

항산화 성분이 함유되어 있음이 알려져 있다(8).
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Melanin은 피부의 색조를 결정하는 주요한 인자로서 표

피기저층의melanocyte라고불리는색소세포내의melanosome

에서 생합성된다. 멜라닌을 합성하는 출발물질은 아미노산

의 일종인 tyrosine이며, 멜라닌세포내에서 tyrosinase에 의

해 DOPA, DOPA quinone으로 산화되며 DOPA chrome,

5,6-dihydroxyindole, indole-5,6-quinone이 되고, 그 후

indole-5,6-quinone으로 중합에 의해 melanin을 생성하는 것

으로 알려져 있다(9,10). Tyrosinase는 피부에서 멜라닌 생

성과 관련하여 매우 중요한 역할을 하고 있으며,

melanosome내에서 tyrosine을 산화시켜 DOPA를 생성하는

tyrosinase hydroxylase로, DOPA를 산화시켜 DOPA quinone

을 만드는 DOPA oxidase로서 작용하여 멜라닌중합체를

합성하는 key enzyme으로 작용한다(11). 따라서 tyrosinase

의활성억제는피부내에서의멜라닌중합체생합성을효과

적으로 저해할 수 있으므로, 피부 미백제 개발에 있어서

tyrosinase 활성억제시험은 유용한 방법으로 광범위하게 활

용하고 있다. 현재까지 천연물 유래의 tyrosinase 활성억제

물질로서는 누룩곰팡이의 2차대사산물인 kojic acid와 우바

우르시 잎으로부터 분리된 arbutin, 상백피의 oxyresveratrol

등이 있으며, 그 외에도 stilbene계 화합물 및 flavonoid계

화합물 등이 있다(12,13). 이들 중 kojic acid 및 arbutin은

미백기능성물질로서상업화되어있으나독성및부작용으

로 인하여 보다 안전한 천연소재로의 대체가 요구되고 있

다.

사과(Malus pumila cv. Fuji)는 장미과(Rosaceae)에 속하

는 작은 낙엽성의 나무로서 유럽, 아시아 및 북아메리카의

북반구에 재배 된다. 사과에는 건강증진 효능을 나타낼 수

있는 식이섬유, 당류, 비타민류 및 페놀성 화합물이 다량

함유되어 있다. 최근의 연구에 따르면 사과에는 다양한 종

류의 polyphenol 화합물이 존재하며 항비만, 항염증, 항알러

지, 주름개선 등의 활성을 나타내는 것이 알려져 있다

(14-19). 또한 레드 와인 및 사과 polyphenol의 주성분인

proanthocyanin은 심혈관계질환에 효과적인 것으로 연구자

들의 주목을 받고 있다(20).

본 연구에서는 약용식물로부터 항산화 및 tyrosinase 저

해활성을 나타내는 천연소재를 탐색하고자 국내의 자생식

물을 대상으로 효능을 평가하였으며, 그중에서 우수한 저

해능을나타낸미성숙사과의 70% EtOH 추출물및각분획

물에 대하여 강한 라디칼 소거능 및 tyrosinase 저해능을

확인하였기에 그 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 시료로 사용한 미성숙 사과(Malus pumila cv.

Fuji)는 2014년 5월에 경북 영천시에서 채취한 신선 미성숙

사과를 마쇄한 다음 사용하였다.

추출물의 제조 및 분획

신선한 미성숙 사과 2.0 kg을 잘게 자른 후 70% ethyl

alcohol (EtOH) 7 L로 3일간 실온에서 3회 반복 추출한 후

얻어진 추출액을 여과한 후, 감압 농축(Rotary vacuum

evaporator N-N series, Eyela, Tokyo, Japan)하여 얻어진 추

출물(112.9 g)에 대해 항산화 효능의 평가로 이용된 DPPH

및 ABTS+ 라디칼에대해서 각각의시험농도에서 라디칼소

거활성을 평가하였으며, tyrosinase 저해활성도 이전의 실

험방법에(21,22) 준하여 수행하였다. 활성부분에 함유되어

있는 활성물질의 형태를추정하기 위해 Fig. 1과 같이 농축

결과물을 10% MeOH로 현탁하여 저극성 용매인 n-Haxane

으로 먼저 추출한 후 수층을 다시 ethyl acetate(EtOAc),

n-butyl alcohol(n-BuOH)을 이용하여 각각 순차적으로 3회

분획하여 추출하였다. 각 용매추출 분획을 감압 농축하여

건조 시킨 후 n-Haxane 가용분획(1.1 g), EtOAc 가용분획

(18.8 g), n-BuOH 가용분획(17.6 g), H2O 가용분획(73.6 g)을

각각 얻었으며 각 분획물을 대상으로 라디칼 소거능 및

tyrosinase 저해 활성을 평가하였다.

Unripe apples  (2.0 kg)

70% EtOH

n-Hexane ext.
(1.1 g)

EtOAc

n-BuOH ext.
(17.6 g)

n-BuOH
EtOAc ext.

(18.8 g)

H2O ext.
(73.6 g)

Cncd.
n-Hexane

Fig. 1. Extraction and isolation of 70% ethanolic extract from the
immature fruits of Malus pumila cv. Fuji.

DPPH 라디칼소거능 측정

미성숙 사과 70% ethanol 추출물의 전자공여능은 Blois

방법(19)에 따라 측정하였다. 각 시료용액에 120 μL에 0.45

mM의 희석한 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 용액 60

μL을넣고교반한후 15분간방치한다음 517 nm에서흡광

도를 측정하였다. 이때 대조물질로는 (+)-catechin(Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용했으며 전자공여능

은 시료용액의 첨가군과무첨가군의흡광도차이를백분율

로 나타내었다.

ABTS+ 라디칼 소거능 측정

미성숙 사과 70% methanol 추출물의 2,2'-azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) radical 소거능
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을 Re의 방법(20)을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 7

mM ABTS(in water)와 2.4 mM K2O8S2동량을 혼합 후 실온,

암소에서 12시간 방치하여 라디칼의 생성을 유도한 후

ABTS
+
라디칼 용액을 희석하여 734 nm에서 흡광도 값이

0.6 정도가 되도록 희석하여 사용하였다. 희석한 ABTS+

라디칼 용액 100 μL와 생약 추출액 100 μL을 혼합하여

실온에서 7분간 반응시킨 후 734 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 이때 대조물질로는 (+)-catechin를 사용하였으며 결과

는 시료를 처리하지 않은 군에 대한 %로 표시하였다.

Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase의 작용 결과 생성되는 DOPA chrome을 비색

법에의해측정하는 Yagi 등의방법(23)에따라실시하였다.

반응구는 0.175 M sodium phosphate buffer(pH 6.8) 0.5 mL

에 10 mM L-DOPA 0.2 mL 및시료용액 0.1 mL의혼합액에

mushroom tyrosinase(110 U/mL, Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, MO, USA) 0.2 mL 첨가하여 37℃에서 2분간 반응시

켜반응액중에생성된 DOPA chrome을 475 nm에서흡광도

를 측정하였다. Tyrosinase 저해활성은 시료 용액의 첨가군

과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

총페놀성 화합물 함량 평가

총 페놀성 화합물의 함량은 Folin-Denis 방법(24)에 따라

측정하였으며, 추출물 혹은 분획물을 1.0 mg/mL 농도로

조제한 후, 75 mL의 증류수가 함유된 100 mL의 시험관에

1 mL을 넣고 잘 혼합하여 Folin-Denis 시액 5 mL와 탄산나

트륨포화용액 15 mL를차례로넣은다음이것을잘혼합하

여 실온에서 60분 방치한 후, UV/VIS 분광광도계로 640

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질은 tannic

acid(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 이용하여

표준곡선을 작성하여 양을 환산하였다.

결과 및 고찰

DPPH 라디칼 소거활성

생체내에존재하는라디칼은아니지만 DPPH는그자체

가 홀수전자를 갖고 있어 517 nm에서 강한 흡광도를 나타

낸다. 따라서 항산화능이 있는 물질과 반응하게 되면 안정

한 형태로 돌아가면서 흡광도 값이 감소한다(25). Fig. 2에

서 나타낸 것처럼 성숙 및 미성숙 사과 70% EtOH 추출물

및 각 유기용매 분획에 대해서 DPPH 라디칼 소거활성을

평가한 결과, 성숙 사과의 70% EtOH 추출물의 IC50값은

304.6±8.1 μg/mL, 미성숙 사과의 70% EtOH 추출물의 IC50

값은 115.4±6.4 μg/mL로 미성숙 사과 70% EtOH 추출물에

서 더욱 우수한 활성을 나타내었다. 또한 미성숙 사과의

EtOAc 가용부의 IC50값은 51.2±1.9 μg/mL으로 상대적으로

가장 우수한 활성을 나타내었으며, positive control인

(+)-catechin의 활성에 상당하는 효능을 확인하였다. 다음으

로 n-BuOH 가용부의 IC50값은 78.9±3.1 μg/mL, H2O 가용부

의 IC50값은 211.7±10.1 μg/mL, n-Hexane의 IC50값은 >500

μg/mL의 순으로 라디칼 소거활성을 나타냄을 확인하였다.

DPPH 라디칼 소거능과 총 페놀성 화합물의 함량사이에는

밀접한 상관관계가 있다는 보고(26)에 근거하여 미성숙사

과의 항산화 활성과 페놀성 화합물의 연관성을 평가한 결

과, Fig. 2 및 Table 1에서 나타낸 것처럼, DPPH 라디칼

소거능은페놀성화합물의함량이상대적으로높은 EtOAc

및 n-BuOH 가용부에서 가장 우수한 것을 확인할 수 있다.

Fig. 2. Comparison of DPPH radical scavenging activity of
immature apple extract and solvent-soluble portion.

Data represent the mean±SD three replication and (+)-catechin was used as a positive
control.

Table 1. Total phenolic contents of the 70% ethanolic extract and
organic solvent fractions of immature apple

Samples
Extraction Yield

(g/100 g)
Phenolic Contents

(mg/g)

70% EtOH ext. of ripe apple 4.8 2.0±0.21)

70% EtOH ext. of immature apple 5.6 4.7±0.2

n-Hexane layer 0.01 1.6±0.2

EtOAc layer 0.9 6.4±0.3

n-BuOH layer 0.9 4.1±0.5

H2O layer 3.7 2.6±0.2
1)Each value is expressed as the mean±SD of triplicate determinations

ABTS+ 라디칼 소거능 측정

ABTS
+
라디칼 소거활성을 측정한 결과 Fig. 3에서 보는

것처럼 성숙 사과의 70% EtOH 추출물의 IC50값은

341.1±14.8 μg/mL, 미성숙 사과의 70% EtOH 추출물의 IC50

값은 45.4±9.3 μg/mL로 미성숙 사과 70% EtOH 추출물에서

더욱 우수한 ABTS
+
라디칼 소거활성을 나타내었다. 또한

미성숙 사과의 EtOAc 분획층의 IC50값은 28.3±1.5 μg/mL으
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로 상대적으로 가장 우수한 활성을 나타내었으며, positive

control인 (+)-catechin의 IC50값인 1.3±0.2 μg/mL의 활성보

다는 약한 활성임을 확인하였다. 한편, n-BuOH 가용부의

IC50값은 49.8±2.1 μg/mL, H2O 가용부의 IC50값은 143.8±3.3

μg/mL, n-Hexane의 IC50값은 115.4±11.6 μg/mL의 순으로

라디칼소거활성을 나타냄을확인하였다. Table 1에서 나타

낸 것처럼 총페놀성 함량 상대적으로 높게 나타난 EtOAc,

n-BuOH 층에 ABTS
+
라디칼 소거 활성물질의 존재가 시사

되었으며, 특히 EtOAc 층에대해서 이들라디칼소거활성을

가진 항산화물질의 동정이 필요하다고 사료된다.

Fig. 3. Comparison of ABTS
+

radical scavenging activity of
immature apple extract and solvent-soluble portion.

Data represent the mean±SD three replication and (+)-catechin was used as a positive
control.

Tyrosinase 저해활성

전통 천연 식물로부터 항산화 및 멜라닌생성 억제 선도

물질개발을 목표로 하여 미성숙 사과의 70% EtOH 추출물

을 극성에 따라 n-hexane, EtOAc, n-BuOH로 순차 분획하여

얻어진 각 분획에 대하여 mushroom tyrosinase를 이용한

실험을통해활성을평가하였다. 그결과 Fig. 4에서나타낸

것처럼성숙및미성숙사과 70% EtOH추출물및각유기용

매 분획에 대해서 tyrosinase 저해활성을 평가한 결과, 성숙

사과의 70% EtOH 추출물의 IC50값은 >200 μg/mL으로 약한

활성을 나타내었으며, 미성숙 사과의 70% EtOH 추출물의

IC50값은 173.0±3.2 μg/mL으로 성숙 사과의 함수 EtOH 추

출물보다 우수한 활성을 나타내었다. 상대적으로 우수한

효소 저해활성을 나타낸 미성숙 사과의 EtOAc 분획층의

IC50값은 101.2±1.7 μg/mL이였으며, positive control인 kojic

acid의 IC50값인 57.2±2.1 μg/mL의 활성보다는 약한 활성임

을 확인하였다. 한편, n-BuOH, H2O 및 n-Hexane 가용부의

IC50값은 >200 μg/mL의 상대적으로 약한 tyrosinase 저해활

성을 나타냄을 확인하였다. 최근 천연소재로부터 tyrosinase

저해활성이 우수한 멜라닌 생성 억제 소재 발굴을 위하여

진행된 연구에 의하면 아보카도(Persea americana)의

catechin 유도체인 proanthocyanidin이 우수한 효능을 나타

내었으며(27), 캐럽나무(Ceratonia siliqua) 추출물의 1,2,3,6-

tetra-O-galloyl-ß-D-glucoside의 IC50값은 83.3 μg/mL을 나

타냄을 확인하였다(28). 이상의 결과 및 최근의 tyrosinase

저해 활성과 관련된 화합물 중 페놀성 화합물이 멜라닌

생성 억제 활성을 나타내는 물질이 다수 보고되어져 있으

며, 미성숙 사과의 멜라닌 생성 억제 활성성분으로 추정되

는페놀성화합물의분리, 동정및활성기작평가를통하여

미성숙 사과 추출물의 우수한 미백 소재로서의 추가적인

연구가 필요하다고 사료된다.

Fig. 4. Tyrosinase inhibitory activity of immature apple extract and
solvent-soluble portion.

Data represent the mean±SD three replication and (+)-catechin was used as a positive
control.

총페놀 화합물 함량

성숙 및 미성숙 사과 70% EtOH 추출물 및 각 유기용매

분획에 대해서 시료 중의 총페놀성 화합물의 함량을 Table

1에 나타내었으며, 성숙 사과의 70% EtOH 추출물보다 미

성숙 사과의 70% EtOH 추출물에서 1 g당 4.7±0.2 mg으로

페놀성 화합물의 함량이 높게 나타났다. 또한 미성숙 사과

의 70% EtOH 추출물의 EtOAc 분획물이 1 g당 6.4±0.3

mg의 페놀성 화합물을 함유하는 것으로 나타났으며,

n-BuOH 분획물이 1 g당 4.1±0.5 mg, H2O층에서는 1 g당

2.6±0.2 mg의 페놀성 화합물의 함량이 확인되었다. 또한

n-hexane 분획물이 1 g당 1.6±0.2 mg의 상대적으로 낮은

페놀성 화합물의 함류량을 나타내는 것으로 분석되었다.

최근 미성숙 사과 및 성숙사과의 페놀성 화합물의 함량에

대한 연구를 통하여 미성숙사과에서 chlorogenic acid의 함

량이 상대적으로 높은 것을 확인하였으며(29), DPPH 라디

칼 소거활성이 강한 chlorogenic acid(30)에 의하여 미성숙

사과의 라디칼 소거 활성이 상대적으로 우수함을 시사하

였다.
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요 약

미성숙 사과를 70% ethanol 추출물에 대해 n-hexane,

EtOAc 및 n-BuOH로 순차 용매분획하였고, 얻어진 결과물

에 대하여 DPPH 및 ABTS+ radical 소거능 및 tyrosinase

저해활성을 평가하였다. DPPH 라디칼 소거능은 페놀성

화합물의 함량이 상대적으로 높은 EtOAc 가용부의 IC50값

은 51.2±1.9 μg/mL으로 상대적으로 가장 우수한 활성을

확인 하였으며, 미성숙 사과 알콜 추출물에 존재하는 페놀

성 화합물이 라디칼 소거능과의 연관성을 시사하였다. 또

한 ABTS+ 라디칼 소거능은 EtOAc층의 IC50값은 28.3±1.5

μg/mL의소거활성이확인되었고, 강한활성물질의존재가

시사되었다. 또한, tyrosinase 저해활성을 측정한 결과, 상대

적으로 우수한 DPPH 및 ABTS+ 라디칼 소거능을 나타낸

EtOAc 층의 IC50은 101.2±1.7 mg/mL의 저해 활성을 나타내

었으며 이는 대조군인 kojic acid의 IC50값인 57.2±2.1 μg/mL

에 비해 약하나단일물질로 정제할 경우 더욱 강한 효능의

화합물이 존재할 가능성이 있음을 시사하였다. 향후 이들

활성물질 동정을 통한 활성 기작에 대한 연구가 필요하며

본 연구결과는 보다 우수한 라디칼 소거능 및 tyrosinase

저해능을가지는새로운선도화합물발굴을위한기초자료

로 활용가능하리라 사료된다.
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