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            초록
          
        

        
          The aims of this study were to evaluate and compare the antioxidant activities and melanin suppression capabilities of red and yellow colored paprika extracts (WRP and WYP) and to explore their potential as functional natural ingredients. The antioxidant activity was evaluated using the DPPH radical scavenging assay. WRP demonstrated dose-dependent increases in DPPH radical scavenging activity of 5.46%, 9.92%, 24.23%, and 36.11%, while WYP exhibited concentration-dependent increases of 6.33%, 13.40%, 28.71%, and 40.41%. Furthermore, both WRP and WYP were assessed for tyrosinase inhibition. At a final concentration of 4 mg/mL, WRP and WYP showed inhibitory activities of 46.54% and 47.52%, respectively. Cell viability of B16F10 cells was determined using the MTT assay after treatment with WRP and WYP, revealing melanin inhibition in B16F10 cells at concentrations of 100 and 200 μg/mL without inducing cytotoxicity. Although no significant differences were observed between WRP and WYP in terms of antioxidant activity and tyrosinase inhibition, both WRP and WYP were expected to be used as functional food ingredients exhibiting antioxidant and anti-melanogenic properties.
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      서 론
      호기성 세포의 대사 결과 생성되는 자유라디칼은 강력한 산화제로서 DNA와 같은 생물학적 분자구조를 손상시켜 인간에게 심혈관 질환, 암 및 알츠하이머 등과 같은 다양한 질병을 유발한다(Kander MC 등 2017; Poprac P 등 2017). 또한 활성산소에 의한 산화적 손상은 세포의 돌연변이나 퇴화를 유발하고 점진적인 세포 내 자유라디칼의 축적에 의한 산화적 손상은 세포고사와 이에 따른 각종 질환의 발병율을 가속화 시킨다(Loft S 등 1994). 최근에는 이와 같은 유해 활성산소를 제거함으로써 질환을 완화시키는 시도가 활발해지고 있으며 이와 관련해 산화방지 효능이 있는 다양한 소재들이 주목 받고 있다(Eriksson CE & Na A 1996; Pitchumoni SS & Doraiswamy PM 1998; Silveria ER & Moreno FS 1998; Vatassery GT 1998). Liu RH(2003)는 과일과 채소에는 비타민 C와 비타민 E뿐만 아니라 카로티노이드, 리코펜, 플라보노이드, 탄닌 및 카테킨 등의 페놀 화합물과 같은 다양한 항산화 성분이 함유되어 있기 때문에(Steinmetz KA & Poter JD 1996; Joshipura KJ 등 2001) 이를 섭취하였을 때 노화 억제와 성인병 및 만성질환, 암, 심혈관계 질환 등 여러 질병들의 발병률을 감소시킬 수 있다고 보고하였다(Fernández-Sevilla JM 등 2010; Poojary MM 등 2016). 또한 파프리카에도 다양한 페놀류, 카로티노이드 및 비타민 C 등의 기능성 성분이 함유되어 있어 높은 항산화 효과가 있다고 알려져 있다(Marin A 등 2004; Deepa N 등 2006; Kim JS 등 2011; Chávez-Mendoza C 등 2015). 

      또한 피부색소 형성의 주요 원인인 자외선에 의해 발생된 활성산소가 피부색소 형성을 촉진한다는 메커니즘이 밝혀지면서 활성산소를 소거하는 것이 멜라닌 색소 형성억제에 효과적이라는 연구보고가 있으며(Tobin D & Thody AJ 1994; Eberlein-König B 등 1998), 이에 따라 항산화 성분은 연속적인 산화과정에 의해 생성되는 멜라닌 색소 형성을 막을 수 있을 뿐만 아니라 활성산소 소거를 통해서 멜라닌 색소 형성을 막을 수 있는 미백 소재로서의 가능성이 다각도로 제시되었다(Han YS & Jung ES 2003).

      파프리카(Capsicum annuum L.)는 가지과, 고추종의 한해살이 식물이며 나라에 따라 paprika, sweet pepper, pimento 그리고 bell pepper 등으로 불리고 우리나라에서는 한국원예학회의 용어집에 따라 단고추로 분류되었다(Hwang JH & Jang MS 2001). 파프리카는 다양한 색상으로 존재하는데, 그중 적색 파프리카는 전체 생산의 약 40%를 차지하며, 당 함량이 높아 단맛이 높고 비타민, 카로티노이드, 플라보노이드 및 토코페롤과 같은 식물유래 생리활성물질을 함유하여 각종 암이나 심혈관계 질환을 예방하는 것으로 알려져 있다(Deli J 등 2001; Jeong CH 등 2006; Park YJ 등 2017). 파프리카에 함유되어 있는 β-카로틴은 눈 건강 및 암 예방에 효과적이며(Craft NE 등 1993), 루테인과 제아잔틴은 노인성 황반변증과 초기 동맥경화 예방에 효과가 있다(Seddon JM 등 1994; Dwyer JH 등 2001). 또한 캡산틴은 동맥경화 및 심장질환의 위험 감소 효과가 있고(Aizawa K & Inakuma T 2009; Aizawa K 등 2009) 파프리카의 중요한 항산화 성분인 비타민 C와 E는 β-카로틴과 함께 활성산소에 의한 세포 내 DNA 손상을 막는다고 보고되었다(Hunter DJ & Willett WC 1994). 이밖에도 파프리카는 pH, 열 및 빛에 안정한 성질을 가지고 있는 알칼리성 식품으로 매운맛이 덜하고 독특한 향이 있으며(Jung JY 등 2004), 일반 피망보다 2∼3배 크고 생식용, 샐러드 및 고기요리의 부재료 등으로 활용도가 높다(Ko WH 2005). 현재 파프리카를 이용한 식품으로는 유럽의 소세지(Aguirrezábal MM 등 2000), 소스(Lee KY 등 2022), 샐러드드레싱(Choi SN & Chung NY 2015) 및 치즈(Francisco José Delgado 등 2011) 등이 있고 국내에서는 파프리카즙 첨가 생면(Hwang JH & Jang MS 2001)이나 증편(Jung JY 등 2004) 그리고 고춧가루 대용품으로 파프리카를 이용한 김치(Kim HJ & Jhon DY 2001) 등이 개발되었다. 이렇듯 파프리카를 이용한 식품의 가공 및 개발에 관한 연구는 보고되었지만, 파프리카의 미용 기능성에 대한 체계적인 연구는 전무한 실정이다. 

      이에 본 연구에서는 색상이 다양한 파프리카 중에서도 적색과 황색 파프리카 추출물을 제조하여 항산화와 미백 활성을 검증하고 이를 바탕으로 파프리카의 기능성 식품 소재로서의 이용 가능성을 검증하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 시약
        적색과 황색 파프리카는 농협 하나로 마트 창원점(Nonghyup Hanaro Mart, Changwon, Korea)에서 구입하였다. 본 실험에서는 적색과 황색 파프리카의 항산화 및 멜라닌 생성 억제 효과를 평가하기 위해 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH), 비타민 C, L-tyrosine, mushroom tyrosinase, arbutin, thiazolul blue tetrazolium bromide(MTT) 및 3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX)를 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고 B16F10 세포를 배양하기 위한 fetal bovine serum(FBS), Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), penicillin-streptomycin 및 phosphate-buffered saline(PBS)는 Welgene Inc.(Daegu, Korea)에서 구입하였다. Dimethyl sulfoxide(DMSO)는 Junsei chemical Co., Ltd.(Tokyo, Japan)에서 구매하였고, 94.5% 에탄올은 Daejung(Seoul, Korea)에서 구매하여 사용하였다. 또한 B16F10 세포는 한국세포주은행(KCLB, Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받았다.

      

      
        2. 적색과 황색 파프리카 추출물 제조 및 추출 수율
        적색과 황색 파프리카는 건조기(LD-918BT, LEQUIP, Hwaseong, Korea)를 이용하여 60℃에서 건조하였다. 건조한 적색과 황색 파프리카는 블렌더(HMP-3260S, HANIL ELECTRIC, Seoul, Korea)를 사용하여 분말화하였으며 그 후 증류수에 각각 10배수씩 가하여 autoclave(HB-506-4, HANBAEK SCIENTIFIC CO., Bucheon, Korea)를 이용해 121℃에서 20 min 동안 열수 추출하였다. 그 후 Whatman No.1 여과지로 여과시킨 후 동결건조(PVTD-10R, Ilshinbioase, Dongducheon, Korea)하여 —20℃에서 실험을 진행할 때까지 보관하였다. 증류수에 추출한 적색과 황색 파프리카는 WRP(water extract from red colored paprika)와 WYP(water extract from yellow colored paprika)로 명명하였고 추출 수율은 백분율(%)로 표시하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The extraction yield of WRP and WYP
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Extraction solvent
              	Extraction yield
(%, w/w-dry weight)
            

          
          
            	WRP
            	Water
            	48.87
          

          
            	WYP
            	Water
            	45.43
          

        

        
          
            WRP: Water extract from red colored paprika.WYP: Water extract from yellow colored paprika.
          

        

        

      

      
        3. DPPH 라디칼 소거 활성
        WRP와 WYP의 항산화 활성을 확인하는 방법으로 DPPH 라디칼 소거 활성을 측정하였다. 용해된 DPPH 용액은 517 nm에서 최대 흡광도를 나타내며 시료의 환원력에 의해서 시료 첨가와 함께 흡광도가 감소한다(Oh JH 등 2004). 에탄올에 용해한 200 μM DPPH 용액 190 μL와 각 농도별 WRP 또는 WYP 10 μL를 96-well plate에 넣어준 후 37℃ incubator에서 30 min 동안 반응시켜 microplate reader(VersaMax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 대조군은 시료 대신에 시료의 용매를 10 μL 넣어주었다. 실험결과는 3반복 측정치의 평균값으로 표시하였고 DPPH 라디칼 소거 활성은 다음 공식으로 계산되었으며 양성 대조군으로는 비타민 C를 사용하였다.
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        4. Tyrosinase 저해 활성
        WRP와 WYP의 미백 활성을 확인하기 위하여 tyrosinase 저해 활성을 측정하였다. 반응액의 총 부피는 300 μL이며, 0.1 M sodium phosphate buffer 220 μL, 각 농도별 WRP 또는 WYP 20 μL, 1.5 mM L-tyrosine 40 μL, 그리고 1,500U tyrosinase 20 μL를 첨가하고 37℃ incubator에서 15 min 동안 반응시켰다. 이때 대조군은 시료 대신에 시료의 용매를 20 μL 넣어주었다. 흡광도는 microplate reader(VersaMax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 490 nm의 파장에서 측정하였으며 양성대조군으로는 arbutin을 사용하였다. 실험결과는 3반복 측정치의 평균값으로 표시하였고 tyrosinase 저해 활성은 시료를 첨가한 처리군의 흡광도와 첨가하지 않은 대조군의 흡광도 감소율로 나타내었다.
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        5. 세포 생존율
        B16F10 세포의 생존율에 대한 시료의 영향을 확인하기 위해 MTT 시약을 이용하여 세포독성을 조사하였다(Mosmann T 1983). B16F10 세포를 24-well plate에 분주한 후 세포가 100% 이상 차 있는 상태가 될 때까지 37℃에서 5% CO2 조건하에 배양하였으며 하루 뒤 배양액을 제거하고 바꿔준 배지에 WRP와 WYP를 농도별로 처리한 후 같은 조건하에서 다시 한 번 24 hr 동안 배양하였다. 24 hr이 지나면 시료를 처리한 배지를 제거하고 MTT를 PBS에 0.2 mg/mL 되도록 녹인 용액을 배지에 섞어준 후 각 well마다 MTT-DMEM을 0.5 mL씩 분주한 다음 같은 조건하에 30 min 동안 반응시켰다. 그 후 배지를 제거하고 각 well마다 DMSO를 300 μL씩 넣어 생성된 formazan을 녹여준 후 96-well plate에 100 μL씩 분주하여 microplate reader(VersaMax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용해 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험결과는 3반복 측정치의 평균값으로 표시하였으며 세포 생존율은 아래의 식을 사용하여 계산하였다.
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        6. B16F10 세포에서의 멜라닌 생합성 억제
        B16F10 세포를 사용해 WRP와 WYP의 멜라닌 생합성 억제 효과를 측정하였다. 0.5 mM IBMX를 처리하여 멜라닌 생성을 유도하고 WRP와 WYP를 농도별로 96 hr 동안 처리하였다. 멜라닌 함량을 측정하기 위하여 배지를 제거하고 PBS로 세척한 후, trypsin-EDTA를 200 μL씩 처리하여 세포를 용해시켜 5 min 동안 원심 분리하였다. 상등액을 제거한 후 400 μL 1N NaOH와 10% DMSO에 용해하여 heating block(Dry thermo unit-2BN, TAITEC, Tokyo, Japan)에서 100℃로 10 min 동안 고정하고 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하여 WRP와 WYP의 멜라닌 생합성 억제 효과를 확인하였다. 또한 현미경을 사용하여 B16F10 세포에서 WRP와 WYP의 멜라닌 생합성 억제 정도를 관찰하였다.

      

      
        7. 통계분석
        모든 데이터는 3회 반복 실험한 것이며 모든 실험 결과는 평균±표준편차로 표현하였다. 통계처리는 SPSS software (Ver. 18, Statistical Package for the Social Sciences Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 분석하였으며 각 그룹 간의 유의성 평가는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 이용하였다. 사후 검증은 Duncan’s 및 Student’s t-test 방법을 사용하여 신뢰 수준 * p<0.05, ** p<0.01 및 *** p<0.001로 비교·분석하였다. 

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. DPPH 라디칼 소거 활성
        DPPH 라디칼 소거 활성은 시료 내 항산화 물질로부터 공여받은 전자나 수소 원자에 의해 환원되면 보라색에서 노란색으로 변색되는 원리로(Fukumoto LR & Mazza G 2000) 이러한 색상의 변화 정도를 사용하여 항산화 활성을 측정하기 때문에 상대적으로 실험이 용이하고 간편하여 널리 사용되고 있다(Choi JS 등 2003; Musialik M & Litwinienko G 2005). 전자공여 활성이 높을수록 라디칼의 공유결합이 증가하는 것이기 때문에 항산화 물질의 전자공여 활성이 높을수록 활성산소종에 의한 손상을 효과적으로 억제한다고 볼 수 있다(Park MJ 등 2022). 파프리카에 다량 함유되어 있는 카로티노이드는 구조 상 특징 중 하나인 이중 결합이 산화 반응을 종결하고 낮은 산소압에서도 과산화물과 자유라디칼로 인해 조직이 손상되는 것을 보호해준다는 연구 결과도 존재하며(Bendich A 1989; Aizawa K 등 2009), 캡산틴 및 캅소르빈은 활성 산소를 제거해주는 능력과 지질의 과산화에 의한 자유라디칼, superoxide 및 nitric oxide 등의 발생 억제에 탁월하다고 보고되었다(Murakami A 등 2000). 또한 파프리카의 주된 성분 중 하나인 비타민 C는 대표적인 항산화제로 세포에 독성을 나타내지 않고 암 예방 효과를 주는 영양소로 인체 내에서 생성되는 자유 라디칼의 위험을 감소시키며 항산화 활성을 가지고 있다고 보고되었다(Shon MY & Park SK 2006).

        본 연구에서는 WRP와 WYP에 대한 항산화 효과를 측정하기 위하여 DPPH 라디칼 소거 활성을 측정하였으며 그 결과는 Fig. 1과 같다. WRP와 WYP를 각각 100, 200, 500 및 1,000 μg/mL의 농도별로 처리하였을 때, 농도가 증가함에 따라 WRP의 DPPH 라디칼 소거 활성은 5.46%, 9.92%, 24.23% 및 36.11%로 농도 의존적으로 증가하였으며 WYP 또한 6.33%, 13.40%, 28.71% 및 40.41%로 DPPH 라디칼 소거 활성이 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 1,000 μg/mL의 농도에서 WRP와 WYP의 DPPH 라디칼 소거 활성을 비교했을 때 WRP는 36.11%, WYP는 40.41%로 WYP가 유의적으로 DPPH 라디칼 소거 활성이 더 높은 것으로 나타났다. 적색 파프리카의 경우 캡산틴 및 캅소르빈 등과 같은 카로티노이드계 색소가 다량 함유되어 있고 황색 파프리카의 경우 루테인, 제아잔틴 및 β-카로틴 등이 다량 함유되어 있어(Marin A 등 2004; Jeong CH 등 2006; Kim JS 등 2011) 과산화물 생성을 억제할 수 있으며 비교적 천천히 분해되기 때문에 라디칼 소거 효과를 더 길게 나타낼 수 있어 좋은 항산화 물질로 보고된 바 있다(Matsufuji H 등 1998). 이러한 결과는 WRP와 WYP가 농도 의존적으로 DPPH 라디칼을 소거함으로써 WRP와 WYP는 라디칼 소거를 통해 산화적 스트레스를 감소시킬 수 있는 천연 항산화 소재로 사용될 수 있는 가능성을 보여준다. 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            The antioxidant activities of WRP and WYP against DPPH radical scavenging.
            Vit. C was used as a positive control. The between 100 and 1,000 μg/mL of WRP and WYP treatment dose-dependently scavenged DPPH radicals. Values represent the mean±S.D. of three independent measurements. Means with different letters (a∼h) above the bars are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05). WRP: Water extract from red colored paprika.WYP: Water extract from yellow colored paprika.

          
          

          

        

      

      
        2. Tyrosinase 저해 활성
        미백과 관련된 연구에는 tyrosinase 활성 억제 및 저해, dihydroxyphenylalanine(DOPA) 산화 억제, 각질층 박리 촉진 및 자외선 차단 등이 있다(Jeong SH 2018). Tyrosinase는 멜라닌 합성에 가장 핵심적인 역할을 하는 단백질로서 멜라닌 합성 억제 기전이 가장 많이 밝혀져 있다(Ando H 등 2007; Chang TS 2009). Tyrosinase는 멜라닌 생합성 과정의 key enzyme으로 melanocyte 내의 melanosome에서 연속적인 산화 반응을 일으켜 멜라닌을 생성한다(Wang KH 등 2006). 멜라닌이 과도하게 생성될 경우 기미, 주근깨, 검버섯, 피부 노화 및 피부암 유발 등의 문제를 야기할 수 있으며 식품의 갈변화를 일으키는 원인이 될 수 있고, tyrosinase 효소 활성을 저해하거나 중간체들의 산화 반응을 저해함으로서 멜라닌 색소가 감소되기에 이와 관련한 검증 방법으로 tyrosinase 활성 저해 연구가 진행되고 있다(Wang KH 등 2006; Lee YS 등 2007; Chang MI 2013). 현재 tyrosinase 저해제가 미백에 관련된 화장품이나 의약품 생산의 증가에 중요한 역할을 하고 있다고 알려져 있으며(Kang HS 등 2004), 지금까지 알려진 tyrosinase 저해제는 비타민 C, arbutin, 벤조산 그리고 아젤라산 등이 있고 그중에서도 본 실험에서도 쓰인 arbutin은 미백 상용제로 널리 쓰이고 있지만 피부 안전성, 제형 안정성 및 경제성 등의 문제로 제한된 양만 사용되고 있기에(Lee HJ 등 2006) 천연물 유래의 tyrosinase 저해제 탐색에 대한 연구가 필요하다고 여겨진다. WRP와 WYP의 미백 효과를 확인하기 위하여 1, 2 및 4 mg/mL의 다양한 농도로 기질인 L-tyrosine을 이용해 tyrosinase 저해 활성을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 대조군으로 사용한 arbutin은 1 mg/mL의 농도에서 99.78%로 높은 tyrosinase 저해 활성을 보였다. WRP는 17.11%, 17.27% 및 46.54%의 저해 활성을 나타내었으며, WYP는 17.29%, 28.32% 및 47.52%로 대조군에 비해 비교적 낮은 저해 활성을 나타내었지만 농도 의존적으로 tyrosinase를 저해하는 것을 확인할 수 있었다. 4 mg/mL의 농도에서 WRP와 WYP의 tyrosinase 저해 활성을 비교했을 때 WRP는 46.54%, WYP는 47.52%로 WRP와 WYP는 유의적으로 차이가 없었다. 파프리카에는 식물화합물의 대표적 물질인 페놀류, 카로티노이드 그리고 비타민 C 등이 다량 함유되었다고 알려져 있다(Marin A 등 2004; Deepa N 등 2006; Kim JS 등 2011; Chávez-Mendoza C 등 2015). 페놀류의 함량이 높을수록 tyrosinase 저해 효과가 높으며 식물의 여러 페놀류가 tyrosinase 저해 활성이 있다고 보고된 바 있다(Stirpe F & Corte ED 1969; Boissy RE & Manga P 2004). 이를 바탕으로 본 연구 결과는 WRP와 WYP에도 tyrosinase 저해 활성에 영향을 미치는 일정량의 페놀류가 함유되어 있다고 볼 수 있다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The tyrosinase inhibitory effects of WRP and WYP in vitro.
            Arbutin was used as a positive control. Tyrosinase inhibition activity was determined in a cell-free, in vitro assay using L-tyrosine as a substrate. Values represent the mean±S.D. of	three independent measurements. Means with different letters (a∼d) above the bars are significantly different by Duncan’s multiple range test (p<0.05).WRP: Water extract from red colored paprika.WYP: Water extract from yellow colored paprika.

          
          

          

        

      

      
        3. 세포 생존율
        B16F10 세포에서 세포독성을 확인하기 위해 MTT assay를 실행하여 세포 생존율을 측정한 결과는 Fig. 3에 나타내었다. MTT assay는 세포 생존율을 측정하는 대표적인 방법으로 MTT 시약이 세포 내로 흡수된 후 미토콘드리아의 succinate dehydrogenase에 의해 formazan을 형성하며 이물질의 세포 내 축적은 미토콘드리아의 활성 넓게는 세포의 활성을 의미한다. 또한 MTT assay는 세포 증식과 생존력의 in vitro 분석에 매우 유용하게 사용되고 있다(Mosmann T 1983). WRP와 WYP 모두 0.01, 0.1 및 0.2 mg/mL로 처리하였을 때 세포 생존율은 98% 이상으로 대조군의 세포생존율을 100%로 비교하더라도 유의적인 차이가 보이지 않았지만 0.5와 1 mg/mL로 농도로 처리한 결과, 세포 독성으로 인해 두 추출물 모두 70%까지 급격하게 세포 생존율이 저하되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 0.2 mg/mL 농도 이하를 적정 농도로 판단하여 추후 실험에는 유의적인 차이가 나지 않는 농도 2가지 0.1과 0.2 mg/mL만 선택하여 멜라닌 합성 저해 실험을 진행하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of WRP (A) and WYP (B) treatment on the cell viability of B16F10 cells using the MTT assay.
            B16F10 cells were incubated with 0.01, 0.1, 0.2, 0.5, and 1 mg/mL for 24 h. Subsequent experiments were progressed within the concentration range of cell viability higher than 80%. Different corresponding letters indicate significant differences by t-test (* p<0.05, ** p<0.01).Control: 0.5 mM IBMX treatment only.WRP: Water extract from red colored paprika.WYP: Water extract from yellow colored paprika.

          
          

          

        

      

      
        4. B16F10 세포에서의 멜라닌 생합성 억제
        멜라닌 생성은 tyrosinase에 의한 산화반응뿐만 아니라 여러 종류의 사이토카인, 성장 인자, α-melanocyte-stimulating hormone, 부신피질자극호르몬, β-endorphin 등의 호르몬과 여러 종류의 세포신호전달 경로가 관여하는 복잡한 연쇄반응을 거쳐서 생성된다고 알려져 있다(Gaggioli C 등 2003). 그렇기에 피부미백에 효과적인 미백제 개발은 melanocyte 내에서의 멜라닌 생성 억제, melanocyte 자극 물질 조절 및 멜라닌 배설을 촉진시키는 것 이렇게 3가지 방향으로 이루어지고 있다(Mo JH & Oh SJ 2013). 실험에서 사용한 IBMX는 phosphodiesterase를 억제하여 cyclic adenosine monophosphate(cAMP) 활성을 증가시키며 이렇게 활성화 된 cAMP는 extracellular-signal-regulated kinase(ERK)와 phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B(PI3K/PKB) 신호 경로를 인산화시켜 microphthalmia-associated transcription factor(MITF)의 활성화를 유도한다고 보고되어 있다(Byun EB 등 2017). MITF는 멜라닌 합성 과정의 핵심효소인 tyrosinase, tyrosinase-related protein 1(TRP1) 및 dopachrome tautomerase(DCT)에 대한 전사인자로 작용하여 이들의 발현 증가를 유도한다(Kameyama K 등 1995). 이를 토대로 MITF 단백질 분해를 유도한다면 MITF 활성이 저해되어 멜라닌 생성 관련 주요 효소들의 발현 또한 억제될 수 있다는 것을 알 수 있다. 또한 활성산소종 중 피부 광 손상의 중요한 인자인 초과산화음이온 및 하이드록실라디칼은 피부에 존재하는 결합조직 성분인 collagen과 elastin 및 hyaluronic acid 등의 결합사슬 절단 및 비정상적인 교차 결합에 의한 주름 생성과 멜라닌 생성 촉진 등 피부 노화를 가속시키기에 이와 관련하여 천연 물질에 대한 항산화 활성과 미백 기능을 동시에 보고한 경우가 많다(Kim SH 등 2011). 하지만 파프리카의 생리활성 성분을 토대로 한 미백 효과와 관련한 연구는 미비하여 이에 관한 연구가 필요하다고 판단된다. 

        IBMX를 통해 멜라닌 생성을 유도한 B16F10 세포에서의 WRP와 WYP의 멜라닌 형성 억제작용에 대한 결과는 Fig. 4에 나타내었다. 멜라닌 형성 억제 효과를 정량화 한 그래프는 (A)에 나타내었으며 멜라닌 함량 수준을 이미지 스캐너로 스캔한 결과와 현미경으로 분석한 결과는 각각 (B)와 (C)에 나타내었다. WRP와 WYP 모두 100과 200 μg/mL에서 각각 14.17%와 —1.24% 그리고 12.69%와 —2.21%로 농도 의존적으로 멜라닌 생성을 억제하는 것을 확인할 수 있었으며 WRP와 WYP의 멜라닌 생성 억제 효과를 비교했을 때 WRP와 WYP는 유의적으로 차이가 없었다. 또한 MTT assay를 선행 실시하여 B16F10 세포 내에서 세포 독성을 나타내지 않는 농도를 선택하여서 진행하였기 때문에 멜라닌 생성 억제는 추출물 자체가 멜라닌 생합성 과정을 직접적으로 억제하여 생성량을 감소시키는 것으로 볼 수 있다. 

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibitory effects of WRP and WYP treatment on the IBMX-induced B16F10 melanogenic.
            Intracellular melanin contents of B16F10 cells were quantified at 450 nm (A). Extracellular melanin levels were obtained using image scanner (B). The levels of melanin content of B16F10 in the of WRP and WYP treatment were analyzed by photomicrographed method (C). Different corresponding letters indicate significant differences by t-test (*** p<0.001).Control: 0.5 mM IBMX.WRP: Water extract from red colored paprika.WYP: Water extract from yellow colored paprika.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구에서는 적색과 황색 파프리카 추출물을 제조하고 기능성 미용식품 소재로의 활용 가능성을 탐색하였다. WRP와 WYP의 DPPH 라디칼 소거 활성은 1,000 μg/mL 농도에서 양성대조군인 비타민 C와 비교하였을 때 각각 36.11%와 40.41%의 소거 활성을 나타내었다. 또한 WRP와 WYP 모두 농도 의존적으로 항산화 활성을 가지고 있음을 확인하였다. 또한 WRP와 WYP의 미백 효과를 확인하고자 tyrosinase 저해 활성을 확인한 결과, WRP와 WYP의 농도가 1, 2 및 4 mg/mL로 농도가 증가할수록 모두 농도 의존적으로 tyrosinase를 저해하고 있음을 확인하였으며 WRP와 WYP가 멜라닌 생성 세포인 B16F10 세포에서도 세포 독성이 없는 최대 농도인 0.2 mg/mL에서 대조군과 비교하였을 때 각각 —1.24%와 2.21%로 멜라닌 생합성을 억제하고 있다는 것을 확인하였다. 위의 결과를 보아 파프리카는 천연 소재로서 라디칼 소거, tyrosinase 저해 활성 및 멜라닌 생합성 억제를 통하여 항산화 활성과 미백 효과를 가지는 것으로 사료되며 더 나아가 이를 바탕으로 한 항산화 활성 및 미백 효과가 뛰어난 천연 소재로서의 활용 가능성이 기대된다. 
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