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1)

요 약: 본 연구에서는 유자 완숙과의 중량비 13%를 차지하지만 대부분 폐기 처분되어 활용이 되지 않는 유자씨

앗의 활용도를 높이기 위하여, 냉압착 방법으로 추출한 유자씨 오일의 피부미용 효능을 연구하였다. 유자씨 

오일은 주로 oleic acid와 linoleic acid로 이루어진 불포화 지방산을 약 74% 함유 하는 것으로 확인되었으며, 

주로 유자 과피에 포함되는 limonene은 약 0.0187%로 매우 낮은 함량을 포함하였다. 유자씨 오일의 DPPH 

radical 소거 활성능력을 평가한 결과, 5% 농도에서 26%의 DPPH 라디칼 소거능력을 확인하였다. 항염 효능을 

확인하기 위해 유자씨오일에 대한 RAW 264.7 세포 독성 시험 및 NO 생성을 시험한 결과, 세포 독성을 나타내

지 않는 0.05% 농도에서 NO 생성을 53% 억제하였다. 그리고 항알러지 효능확인을 위한 RBL-2H3 세포 독성 

및 β-hexosaminidase 방출 억제 효능 시험에서도 세포 독성을 나타내지 않는 0.05% 농도에서 β- 

hexosaminidas 방출을 26% 억제함을 확인하였다. 마지막으로 유자씨 오일을 5% 함유한 O/W 에멀젼의 인체 

적용 시험 결과에서는 caprylic/capric triglyceride를 동량 함유하는 대조 에멀젼에 비하여 높은 피부 보습 

효능을 나타내었다. 따라서 유자씨 오일은 우수한 스킨케어 소재로 활용 될 수 있을 것으로 판단된다.

Abstract: In this study, in order to increase the utilization of Citrus junos seeds, which account for 13% of the weight 

ratio of Citrus junos ripened fruit, but are mostly discarded and not utilized, the efficacy of skin beauty of Citrus 

junos seed oil extracted by cold pressing was studied. Citrus junos seed oil was found to contain approximately 74% 

of unsaturated fatty acids consisting mainly of oleic acid and linoleic acid, and limonene, which is mainly contained 

in Citrus junos peel, contained a very low content of about 0.0187%. As a result of evaluating the DPPH radical scavenging 

activity of Citrus junos seed oil, 26% of DPPH radical scavenging ability was confirmed at 5% concentration of Citrus 

junos seed oil. To confirm the anti-inflammatory effect, as a result of testing RAW 264.7 cytotoxicity test and NO 

production for Citrus junos seed oil, NO production was suppressed by 53% at a concentration of 0.05% that does 

not show cytotoxicity. In addition, in the RBL-2H3 cytotoxicity and β-hexosaminidase release inhibitory efficacy test 
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for anti-allergic efficacy confirmation, it was confirmed that β-hexosaminidas release was suppressed by 26% at a 

concentration of 0.05% that did not show cytotoxicity. Lastly, in the human skin application test result of O/W emulsion 

containing 5% of Citrus junos seed oil, it showed higher skin moisturizing effect than the control emulsion containing 

the same amount of caprylic/capric triglyceride. Therefore, it is thought that Citrus junos seed oil might be used as 

a excellent skin care material.

Keywords: Citrus junos, unsaturated fatty acid, anti-inflammation, anti-allergy, moisturization

1. 서  론

인체의 피부는 화학자극제, 환경오염 및 자외선과 같은 

외부의 자극에 노출되면 활성산소(reactive oxygen species, 

ROS)를 증가시켜 피부의 면역 기능 저하, 염증성 알러지 

질환인 여드름, 아토피성 피부염 유발 및 기미, 주름, 탄력 

감소 등의 각종 기능 저하로 인한 노화가 촉진 된다[1-3]. 

따라서, 유기체는 다양한 방어 시스템과 글루타티온과 같

은 항산화 물질을 사용하여 상대적으로 낮은 농도의 활성

산소를 유지해야 하며[4], 흔히 항산화 화합물로 불리는 폴

리페놀은 다양한 세포 및 분자과정을 조절하기 위해 표적 

단백질과 상호작용하여 건강을 지키는데 중요한 역할을 

한다[5, 6]. 비만세포는 골수의 조혈줄기세포에서 유래한 

세포로 말초신경에 가까운 혈관 주위의 피부에서 발견되

며 여러 면역반응에 관여하며[7], 염증 매개체의 방출을 통

한 조직의 리모델링과 염증관련 세포들의 활성화 등 다양

한 기능을 한다고 알려져 있다[8]. 활성화된 비만세포 표면

에 발현하는 면역글로불린 E(IgE) 수용체인 FceRI에 IgE 

및 특이적 알러젠이 결합하게 되면, 세포질 내 칼슘 농도

의 증가와 탈과립으로 인해 히스타민, 인터루킨(interleukin, 

IL)-1β, IL-4, IL-6, IL-13, 종양괴사인자(tumor necrosis 

factor, TNF-α) 등과 같은 염증성 사이토카인을 분비하여 

혈관을 확장시키고 혈관투과도를 증가시켜 가려움증, 발진 

등의 알러지 반응을 일으킨다[9, 10]. 

면역세포의 대표적인 염증 매개체인 nitric oxide (NO)는 

cycloxygenase (COX-2)와 iNOS (inducible nitric oxide 

synthase)에 의해 발생되며, 생체 내에서 nitric oxide synthase 

(NOS)에 의하여 L-arginine으로부터 생성되는 불안정하며 

반응성이 높은 자유라디컬로서 혈관 이완, 항암 등의 다양

한 생리학적 활성을 갖지만 과량 생성될 경우 세포 손상 

및 염증성 질환 발병 기전에 관여하게 된다[11, 12]. 이러

한 염증성 알러지 질환의 치료제로 소염제, 항히스타민제 

또는 항류코트리엔제가 처방되어 사용되고 있으나, 일시적 

증상 완화 효과와 더불어 다양한 부작용이 밝혀져 장기복

용에는 많은 어려움이 있어 약물대신 사용할 수 있는 천연

물이 필요한 실정이다[13]. 

유자 (Citrus junos Sieb. ex TANAKA)는 비타민 C, 구연

산, 카로틴, 헤스페리딘, 폴리페놀과 플라보노이드 성분을 

다량 함유하고 있어[14] 면역력 증진, 미백, 항산화, 항비

만, 항암 및 항아토피 등의 효과를 가지는 것으로 알려져 

있다[15, 16]. 그러나 유자는 껍질이 두껍고 종자가 많으며, 

강한 산미와 고유한 향을 가져 직접 생식보다는 대부분이 

수확 직후 가공공정을 통하여 1 차 가공품인 유자청으로 

대부분 이용되고 있다[17]. 완숙과의 부위별 중량 비율은 

과피 45%, 과육 27%, 과즙 15%, 종실 13% 이며, 과피는 

유자차 가공에 주로 이용하고 유자차 제조 후 부산물인 유

자즙은 식초 및 분말 제품의 제조 등에 이용되고 있으나, 

유자씨는 대부분 폐기처분 되고[18], 그 활용을 위한 연구

는 아직 활발히 이루어지지 못하고 있는 실정이다. 유자씨

는 일반성분 분석에서 지방의 함량이 약 35%로 가장 높았

고 조단백질 16%, 수분 7.2%, 조회분 3%으로 보고되었고

[19] 유자씨유의 지방산은 linoleic acid 33.0%, oleic acid 

27.7%, palmitic acid 16.5%, stearic acid 11.0%, linolenic acid 

1.5%로 oleic acid와 linoleic acid가 대부분을 차지한다[20]. 

유자씨의 효능에 대한 연구는 유자씨 추출물의 항산화, 항

암, 항노화 및 미백효과 및 유자씨유의 항산화 효과[21, 

22] 등이 있다.

이에 본 연구는 기존에 폐기되고 있는 유자씨를 효율적

으로 활용하기 위하여 유자씨 오일을 추출하고 지방산 분

석 및 대식세포를 이용한 항염증과 항알러지 효과를 확인

함으로써 이를 이용한 다양한 제품의 개발 및 응용에 근거

자료를 제공하고자 한다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

유자 종자와 냉압착 방식으로 제조한 유자씨 오일은 전

남 고흥군에 있는 농업회사법인 ㈜에덴식품(Korea)에서 제공 

받았다. 정제수(deionized water), glycerine (Aldivia, France), 

Fiber DesignTM (citrus limon powder, Sclerotium gum, 

France), salicylic acid (JQC Pharmaceutical, China), ɑ-Bisabolol 

(바이오스펙트럼, Korea), caprylic/capric triglyceride(InterMed 

Esters Sdn, Malaysia)에서 구입했다. Foiln-Ciocalteu’s phenol 

reagent, 1,1-diphenyl –2-picrylhydrazyl (DPPH) 는 Sigma 

(USA)에서 구입하여 사용하였다. 그 외의 시약은 특급 및 

일급 시약을 사용하였다. 3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazoliumbromide (MTT), lipopolysaccharide dimethyl 

sulfoxide (DMSO), griess reagent (sulfanilamide, N-(1-naphthyl)- 

ethylene diamine dihydrochloride), anti-dinitrophenol-IgE (anti- 

DNP-IgE), dinitrophenol-human serum albumin (DNP-HSA), 

p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide는 Sigma (USA)에

서 구입 사용하였다

2.2. 유자씨 오일 추출(In Vitro)

유자열매에서 종자만을 분리하여 수집한 유자씨 500 g

을 세척한 뒤 60 ℃ air dry 조건으로 종자를 건조시켜 수

분함량이 20 중량 % 범위 내가 되도록 조절한 뒤, 종자를 

분쇄하여 분말을 제조였다. 분말을 유압식 착유기에 넣어 

종자 오일을 추출하고, 여과필터로 여과하여 유자씨 오일

을 제조하였다. 유자씨 오일은 항산화효과 (DPPH 소거능), 

세포주를 이용한 항염, 항알러지 시험 등에 사용하였다. 

2.3. 유자씨 오일의 성분분석 (Gas Chromatography–

Mass Spectrometry)

지방산 유도체(fatty acid methyl ester)는 palmitic acid 

(C16 : 0), stearic acid (C18 : 0), oleic acid (C18 : 1), linoleic 

acid (C18 : 2), linolenic acid (C18 : 3)가 혼합되어 있는 

FAME Mix GLC-20 (Supelco, USA)를 사용하였다[23,24]. 

Methylation (Transesterification) 과정은 유자 oil 50 μL에 

n-hexane 2 mL, catalyst 용액 2 mL를 혼합 후 냉동 조건에

서 10 h 이상 방치하였고 상층을 분석용 vial에 옮긴 후 분

석을 실시하였다. 장비는 TQ8040 (triple quadrupole mass 

spectroscopy (Shimadzu, Japan) 로 column은 DB5-MS (0.25 

mm × 30 m, 0.25 μm) 를 사용하였다. 시료주입기와 검출

기 온도는 260 ℃, 컬럼 온도는 80 ℃로 시작하여 200 ℃

까지 올려주었다. 운반기체(carrier gas)는 He을 사용하였고, 

컬럼 유속은 1.0 mL/min 이었다. Oven 온도는 140 ℃(1 

min holding), 2.5 ℃/min - 265 ℃, 5 ℃/min - 310 ℃, 5 min 

순으로 진행하였다. MS 조건은 EI voltage (70 eV), scan 

range (20 - 600 m/z)에서 수행하였다. 지방산의 정량은 내

부표준물질 pentadecanoic acid (C15 : 0)의 면적에 기준하여 

반응지수(response factor)를 보정하지 않고 환산하였으며 

용출시간(retention time)과 질량스펙트럼이 일치하는 7 개 

peak를 포함하여 지방산 총량으로 하였다. 또한 리모넨함

량도 조사하기 위해 GC-MS/MS로 수행하였으며 분석조건

은 유사하나 oven 온도는 100 ℃(2 min holding) - 4 ℃/min 

→ 160 ℃ - 15 ℃/min → 310 ℃ (5 min holding), total 32 

min 간, inject mode는 spilt (20 : 1), 운반기체(carrier gas)는 

N2 을 사용하였고, 컬럼 유속은 1.0 mL/min, 온도조건은 

250 ℃(inject port), 300 ℃(detector)이었다.

2.4. DPPH Radical 소거 활성 측정

DPPH radical 소거 활성은 Blois 방법[25]을 변형하여 측

정하였다. DPPH 0.5 mM을 absolute ethanol 100 mL에 용해

한 후, absolute ethanol 용액을 대조구로 하여 540 nm에서 

DPPH용액의 흡광도를 약 1.0이 되도록 희석하여 사용하였

다. 시료 0.1 mL에 DPPH용액 0.1 mL을 혼합하여 정확히 

30 min 동안 반응시킨 후 UV-visible spectrophotometer 

(UV-1601, 기기회사명, 나라명 작성필요)를 이용하여 540 nm

에서 흡광도를 측정하여 DPPH radical 소거 활성을 계산하

였다.

2.5. 세포배양

대식세포(RAW 264.7)는 한국 세포주 은행(KCLB, Korea)

에서 분양 받았으며, 비만세포(RBL-2H3)는 American type 

culture collection (ATCC, USA)에서 분양 받아 사용하였다. 

대식세포는 1% penicillin-streptomycin (Welgene, Korea) 및 

10% fetal bovine serum (FBS, Welgene, Korea)이 포함된 

DMEM (Welgene, Korea)를 사용하였으며, 비만세포는 1% 

penicillin-streptomycin 및 10% fetal bovine serum이 포함된 

MEM (Sigma, USA)을 사용하여 37 ℃, 5% CO2 조건에서 

배양하였다[26].

2.6. 세포생존율 측정

세포생존율 측정을 위해 96 well plate에 대식세포를 1 × 
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105 cells/well로, 비만세포를 24 well plate에 2 × 105 

cells/well로 분주하고 24 h 동안 배양한 후 추출물을 농도

별로 첨가하여 24 h 처리하였다. 최종농도가 5 mg/mL 이 

되도록 MTT 용액을 넣고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 3 h 

동안 반응시킨 후, microplate reader (Spectramax Plus 384, 

Molecular Devices, USA)를 이용하여 570 nm에서의 흡광도

를 측정하여 대조군에 대한 세포생존율을 백분율로 표시

하였다[26].

2.7. 산화질소(Nitric Oxide, NO) 생성 측정

산화질소 생성에 대한 시료의 효과를 알아보기 위해 

griess reagent를 사용하여 NO의 생성량을 측정하였다[27]. 

먼저, RAW 264.7 (1×105 cells/well)에 LPS를 1 μg/mL 농도

로 처리하고 시료를 농도별로 처리하여 24 h 배양 하였다. 

각 실험군의 배양 상층액 100 μL와 griess reagent 를 동량

으로 혼합하고 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 산화질

소 생성량은 sodium nitrate (NaNO3)를 표준으로 사용하여 

검량선을 작성하여 계산하였다. Positive control로 iNOS의 

활성을 저해함으로써, NO 생성을 억제하는 저해제로 

L-NAME (250 μM)을 사용하였다[28].

2.8. β-Hexosaminidase Inhibition 측정

RBL-2H3 cell에서 추출물의 β-hexosaminidase 방출 억제 

효과를 시험하였다. 먼저, RBL-2H3 세포를 24 well plate에 

2×105 cells/well로 동일하게 분주하고 37 ℃, 5% CO2 조건

으로 overnight하였다. Above cell을 PBS를 이용하여 세척

한 후, 각 well에 anti-DNP-IgE (50 ng/mL)를 처리하여 24 h 

배양 하였다. Anti-DNP-IgE로 감작된 cell을 1% FBS 첨가

한 MEM배지로 2회 세척하고 160 μL을 첨가하여 37 ℃ 에

서 20 min 간 배양하였다. 그 후 각 농도별 추출물과 1 μ

g/mL 농도의 DNP-BSA 20 μL을 첨가하여 37 ℃에서 1 h 

동안 반응시켜 세포가 과립을 형성하도록 자극한 후, 상층

액을 원심분리하였다 (4 ℃, 13000 rpm, 10 min). 원심분리

한 상층액 25 μL을 0.1 M citrate buffer (with 10mM 

p-nitropheny –N- acetyl-β-D-glucosaminide, pH 4.5) 50 μL을 

첨가하여 37 ℃에서 1 h 동안 반응시켰다. 그 후 stop 

buffer (0.1 M Na2CO3/NaHCO3, pH 10.0) 100 μL을 첨가하

여 반응 정지시키고, microplate reader (Spectramax Plus 384)

를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. Positive 

control로 5 μM wortmannin을 사용하였다[26].

2.9. 유자씨 오일을 5% 함유한 O/W 에멀젼 제조 

In vivo 인체적용시험을 위해 유자씨 오일 함유 O/W 에

멀젼을 Table 1의 조성으로 제조하였다.

정제수, glycerine 그리고 Fiber designTM(Citrus limon 

powder 57%, Sclerotium gum 43%)으로 구성되어 있는 수상

부를 agi mixer (기기모델명, 기기회사명, 나라)를 이용하여 

혼합한 다음 75 ℃로 가온하였다. 또한, 별도의 반응기에 

준비된 유자씨 오일, salicylic acid, ɑ-Bisabolol으로 구성되

어 있는 유상부를 혼합한 뒤 이를 약 75 ℃로 가온하였다. 

이 후, 상기 수상부에 유상부를 투입한 다음, 호모 믹서를 

이용하여 약 3,000 rpm 으로 5 min 동안 교반하면서 예비 

유화한 후, 약 6,000 rpm 으로 5 min 동안 유화 교반하였

다. 예비 유화와 본 유화는 모두 약 75 ℃에서 실시되었다. 

이어서, 상기 조성물을 약 35 ℃로 냉각함으로써, 시험용 

O/W 에멀젼을 수득하였다. 대조군은 유자씨 오일 대신에 

caprylic/capric triglyceride를 동량 적용하여 동일 공정으로 

제조하였다.

Phase Ingredients
%(w/w)

Control Experimental sample

Water

D.I water 85.0 85.0 

Fiber designTM 2.0 2.0 

Glycerine 7.0 7.0 

Oil

Citrus junos seed oil - 5.0 

Caprylic/capric triglyceride 5.0 -

Salicylic acid 0.5 0.5 

ɑ-Bisabolol 0.5 0.5 

Table 1. Composition of O/W Emulsion for In Vivo test
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2.10. 유자씨 오일 5% O/W 에멀젼의 In Vivo 보습력 측정

본 실험은 한국콜마에서 진행하였으며, 피험자는 실험

의 목적, 내용 등에 대해 이해하고 자발적으로 참여의사

를 밝힌 사람으로서 시험기간 동안 추적 관찰이 가능한 만 

20 ∼ 60 세 지원자를 대상으로 하였다. 성별에 의한 피부 

측정 값의 편차를 줄이기 위해 피험자는 여성 20 명으로 

지정하였으며, 평균 연령은 47.5 세 였다. 피험자는 준비된 

세안제로 세안을 하고 일정한 항온 항습조건(20 ∼ 24 ℃, 

45 ∼ 55% 습도)에서 30 min동안 대기한 후 측정하였다. 

측정 항목은 수분량으로 측정 부위는 뺨을 측정하였으며 5 

회 반복 측정하여 최대, 최소 값을 제외한 3 개 값의 평균

값을 사용하였다.

피험자는 유자씨오일을 함유하는 O/W 에멀젼 및 대조 

O/W 에멀젼을 코를 중심으로 얼굴을 반으로 나누어 각각 

적용하였으며, 이중맹검법으로 진행하여 시험자와 피험자 

모두 시험물질을 알지 못하도록 하였다. 제품은 2 주 동안 

1 일 2 회 아침, 저녁으로 사용하였으며, 제품 사용 전 및 

사용 1 주 후, 2 주 후에 수분량 측정을 진행하였다.

피부 표면의 수분량은 corneometer (CM 825, Courage+ 

Khazaka, Germany)를 이용하여 뺨을 5 회씩 측정하였으며 

측정치의 최대, 최소 값을 제외한 3 개 값의 평균을 구하였

다. 측정단위는 기기에서 부여하는 임의의 단위 (arbitrary 

unit, A.U.)로 표현 되며, 측정값이 높을수록 피부 표면 수

분량이 높음을 의미한다.

수분 개선율은 제품 사용 전 대비 사용 1 주 및 2 주 후 

수분 개선 정도를 의미하며, 개선율은 다음과 같은 산식에 

의해 도출하였다. 

수분 개선율(%) = (제품 사용 후 측정치 - 제품 사용 전 

측정치)/제품 사용 전 측정치×100

2.11. 통계처리 

본 연구의 모든 실험은 3 회 반복하여 측정한 평균과 

표준편차로 나타내었으며, 각 실험결과에 대한 통계분석은 

student’s t-test를 이용하여 분석하였으며 대조군과 비교해 

각 실험군의 평균치 간의 유의적 차이를 검증하였다(p < 

0.05, p < 0.01 또는 p < 0.001).

3. 결과 및 고찰

3.1. 유자씨 오일의 지방산 조성 

세척 및 건조 된 유자씨를 저온 압착기로 65 ℃에서 착

유한 종실유의 지방산 함량을 분석한 결과는 Table 2와 

Figure 1과 같다. 유자씨 오일에서 지방산은 총 5 종이 동

정되었으며 linoleic acid, oleic acid, stearic acid 및 palmitic 

acid 가 주요 지방산으로 각각 32.2 ± 0.72%, 40.8 ± 0.51%, 

7.30 ± 9.33%, 16.2 ± 0.21%로 포화지방산이 23.50%, 불포

화지방산이 74.00% 함유 된 것으로 나타났다. 본 실험에서 

사용된 저온압착법에 의해 얻어진 유자씨 오일은 기존 고

온압착법 에 의한 유자씨 오일와 비교해 볼 때 지방산 함

량의 차이가 큰 것으로 나타났다. 주요 지방산으로 linoleic 

acid, oleic acid 및 palmitic acid가 고온압착법에 의해서 

29.33 ± 2.39%, 24.14 ± 2.28%, 14.20 ± 2.20%로 전체 지방

산 함량의 67.67%를 차지하였으며 저온 압착기로 얻어진 

주요 지방산의 함량인 90.2%에 비해 22.5%가 감소된 것으

로 나타났다[29]. 식용유지는 제조공정 및 단순가열에 의

해서도 구성 지방산이 변화되는데[30] 볶은 유자씨 오일에

서 지방산의 함량이 감소된 것도 이와 유사한 결과라 생각

된다. 또한 유자씨 오일에서 유자이나 감귤피에 다량 존재

하며 피부에 allergen 으로도 알려진 limonene 함량을 

GC-MS/MS로 정량, 정성 분석한 결과 다행히 0.187%로 미

량 존재하는 것을 확인하여 이를 이용한 피부보호 효과 실

　 Fatty acid contents Content(%)

1 Plamitic acid (16 : 0) 16.2 ± 0.21

2 Stearic acid (18 : 0) 7.3 ± 0.30

3 Oleic acid (18 : 1n -9, 9’ Cis) 35.2 ± 0.63

4 Oleic acid (18 : 1n -9, 11’ Cis) 5.6 ± 0.51

5 Linoleic acid (C18 : 2n-6, Cis) 33.2 ± 0.72

6 Unknown 5.0

Total 100

Table 2. Fatty acid composition of Citrus junos seed oils by GC-MS
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험에 안심하고 사용할 수 있다는 것을 확인하였다.

3.2. DPPH Radical 소거 활성 능력

전자공여능은 활성라디칼에 전자를 공여하여 인체의 노

화 억제 작용과 식품 중의 지방질 산화를 억제시키는 척도

로 사용되고 있으며[31], 유자씨 오일의 항산화능을 측정

하기 위하여 활성산소의 한 종류인 DPPH 라디칼 소거능 

평가를 진행하였다. 유자종실의 농도별(0.005%, 0.05%, 

0.5%, 5% 및 50%) DPPH radical 소거 활성을 조사한 결과

는 Figure 2에 나타내었다. 그 결과 유자씨 오일은 5% 농

도에서 26%와 50% 농도에서 67%의 DPPH 라디칼 소거능

력 효과를 나타내었다(Figure 2). 이는 유자종실 존재하

는 성분이 5% 이상 농도에서 항산화 효능을 가지며, 함

량이 증가함에 따라 추출되는 항산화 성분이 증가함을 

나타낸다. 

3.3. 산화질소(Nitric Oxide, NO) 생성 억제

대식세포는 순환전구세포인 단핵구가 조직에서 성숙한 

세포로서 선천면역과 적응면역에 있어서 중심적인 역할을 

담당하며, NO는 박테리아나 종양을 제거하는 역할을 하지

만, LPS로 자극을 주어 생체의 피부가 염증 상태에 빠지게 

되면 inducible nitric oxide synthase (iNOS)가 발현되어, 생

성된 NO는 염증 매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화

시키는 것으로 알려져 있다[32].

유자씨 오일의 농도별(0.001%∼10%) 세포독성 측정과 

실험에 사용 될 농도 범위 결정을 위해 MTT assay를 시행

하였다. Raw 264.7 대식 세포에 대한 세포독성을 측정한 

결과, 0.05% 이하 농도에서 세포생존율이 90% 이상으로 

나타났다(Figure 3). 상기 세포독성 평가 결과를 토대로 

Raw 264.7 세포에서 유자씨 오일이 염증 유발 인자인 NO 

생성을 억제하는지 확인하기 위하여 NO 생성 억제능을 평

Figure 1. Fatty acid profiles of Citrus junos seed oils and limonene quantification by GC-MS or GC-MS/MS analysis.
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Figure 2. DPPH radical scavenging activity of Citrus junos seed oil. Each value represents the 

mean ± SD of triplicates and percentages of control. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 

compared with control. 

Figure 4. NO production suppression effect of macrophage(RAW 264.7) incubated with Citrus 

junos seed oil. Each value represents the mean ± SD of triplicates and percentages of control. *p 

< 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with control.

Figure 3. The cell viability of macrophage (RAW 264.7) incubated with Citrus junos seed oil. 

Each value represents the mean ± SD of triplicates and percentages of control. *p < 0.05, **p <

0.01 and ***p < 0.001 compared with blank control.
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가 하였다. 그 결과 유자씨 오일은 농도 의존적으로 NO 

생성을 억제함을 확인하였으며, 0.005%, 0.01%, 및 0.05% 

농도에서 NO 생성을 5%, 12%, 및 53% 억제 하였으며, 

positive control로 처리한 L-NAME 250 μM 농도에서는 NO 

생성을 79%억제 하였다(Figure 4). 이상의 결과에서 유자씨 

오일은 0.1% 이하 농도에서는 Raw 264.7 대식세포에 대한 

세포 독성은 나타나지 않았으며, 유자씨 오일 농도별 

(0.005%∼0.05%)에 대한 NO 생성능은 모든 구간에서 농도

의존적 으로 NO 생성이 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 

3.4. β-Hexosaminidase 방출 억제

일반적으로 알러지는 IgE에 감작된 비만세포의 알레르겐

과의 반응으로 과립상태에서 존재하는 히스타민 (histamine)

과 β-hexosaminidase가 외부로 방출되며[33, 34], 비만세포

의 탈과립 지표로 알러지의 생물학적 측정에 이용되고 있다. 

유자씨 오일의 세포독성 측정과 실험에 사용 될 농도 

범위 결정을 위해 MTT assay를 시행하였다. RBL-2H3 mast 

세포에 대한 세포독성을 측정한 결과, 0.05% 이하 농도에

서 세포생존율이 90% 이상으로 나타났다(Figure 5). 상기 

세포독성 평가 결과를 토대로 RBL-2H3 세포에서 유자씨 

오일이 알러지반응이 나타날 때 분비되는 물질인 β- 

hexosaminidas 방출을 억제하는지 확인하기 위하여 β- 

hexosaminidas 방출 억제능을 평가 하였다. 그 결과 유자씨 

오일은 농도 의존적으로 β-hexosaminidas 방출을 억제함을 

확인하였으며, 0.005%, 0.01%, 및 0.05% 농도에서 β- 

hexosaminidas 방출 억제력이 2%, 12%, 및 26% 억제하였으

Figure 6. Effect of β-hexosaminidase in macrophage (RBL-2H3) incubated with Citrus junos seed 

oil. Each value represents the mean ± SD of triplicates and percentages of control. *p < 0.05, **p 

< 0.01 and ***p < 0.001 compared with control.

Figure 5. The cell viability of Mast cell (RBL-2H3) incubated with Citrus junos seed oil. Each 

value represents the mean ± SD of triplicates and percentages of control. *p < 0.05, **p < 0.01 and
***p < 0.001 compared with blank control.
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며, Positive control로 처리한 wortmannin 5 μM 농도에서는 

β-Hexosaminidas 방출 억제력이 80% 억제 하였다(Figure 6).

3.5. 유자씨 오일의 피부 보습 효과

유자씨 오일을 5% 포함하는 O/W 에멀젼과 caprylic/ 

capric triglyceride를 5% 포함하는 O/W 에멀젼의 피부 보습 

효과를 비교 평가하기 위하여, 피부 수분 함유도를 측정 

하였다(Figure 7). 에멀젼 사용 전과 사용 1 주 후, 2 주 후

의 피부 수분함유도를 측정한 결과 1 주차에는 유자씨 오

일을 함유하는 O/W 에멀젼을 사용한 피부의 수분함유도

가 다소 낮게 측정 되어 약 1.31% 감소하는 것으로 확인되

었으나, 2 주차에는 수분 보유도가 3.90% 상승하는 것으로 

확인 되었다. 대조시료인 caprylic/capric triglyceride 함유 에

멀젼은 1 주차에 피부 수분 보유도가 1.31% 상승하였고, 2 

주차에는 3.01%가 상승하였다. 이렇게 2 주 이상의 사용으

로 유자씨 오일을 함유한 에멀젼은 화장료 조성에 널리 사

용되는 caprylic/capric triglyceride 에 비하여 우수한 피부 

수분 증가 효과를 나타내었다(Figure 8). 유자씨 오일에 고

Figure 8. Skin moisture improvement rate. Data were calculated using the following equation. Skin 

moisture improvement rate(%) = (Skin moisture content that after use a O/W emulsion – Skin 

moisture content that before use the emulsion) / Skin moisture content that before use the emulsion

× 100. Dark gray bar is a O/W emulsion containing Citrus junos seed oil 5% and open bar is a 

O/W emulsion containing caprylic/capric triglyceride 5%.

Figure 7. Changes in skin moisture content. The data are expressed mean ± SD of triplicate 

experiments. Dark gray bar is a O/W emulsion containing Citrus junos seed oil 5% and open bar 

is a O/W emulsion containing caprylic/capric triglyceride 5%.
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함량 함유되어 있는 oleic acid 등의 불포화 지방산은 skin 

modulation 효과에 의하여 피부 미용 성분의 경피 흡수를 

촉진시키기도 하지만, TEWL을 높이기도 하는 것으로 알

려져 있다[35, 36]. 시험 시료 O/W 에멀젼 사용 1 주차에 

피부 수분함유도가 다소 낮아진 것은 유자씨 오일에 함유 

된 불포화 지방산이 피부 경피 수분 증발량을 높여 나타난 

결과라고 예상 된다. 그렇지만 2 주 이상의 장시간 사용하

게 되는 경우, Skin modulation 효과에 의한 수분 흡수 촉

진 효능으로 피부의 수분이 증가되는 결과가 나타 난 것으

로 판단된다.

4. 결  론

유자씨는 약 35%의 지방을 함유하며, 주로 oleic acid 및 

linoleic acid 등의 불포화 지방산으로 이루어져 있다. 본 연

구에서는 냉압착 방법으로 수득한 유자씨 오일을 수득하

여 우수한 피부 에몰리언트로서의 가능성을 확인하였다. 

유자씨 오일의 항산화 효능을 DPPH assay를 통하여 확인

하였으며, 세포 실험을 통하여 항염 그리고 항알러지 효능

을 확인하였다. 또한 유자씨 오일을 5% 함유한 O/W 에벌

젼을 인체 피부에 적용하였을 때, 2 주 이상 사용으로 대

조시료인 caprylic/capric triglyceride 5% O/W 에멀젼에 비하

여 우수한 피부 수분 증가 효과가 확인 되었다. 이는 유자

씨 오일에 함유 된 불포화 지방산이 수분의 피부 침투를 

촉진한 결과로 예상되며, 이로써 유자씨 오일은 다양한 피

부 미용성분의 경피 흡수 촉진제로도 활용될 수 있을 것으

로 생각 된다.
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