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요  약 본 연구는 자색당근(black carrot, BC) 소재로 초임계추출물에 대해 DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능, 총 폴리페놀 

함량 측정을 통해 항산화 활성, 인간의 정상 섬유아세포에서 콜라겐 생성과 MMP-1 발현을 조사하여 항주름 효능을 평가하고자 하였다. 

그 결과 자색당근 초임계추출물 내 총 폴리페놀 함량 (9.037±1.123 mg GAE/g), DPPH, ABTS 분석 결과로 높은 항산화 효과

를 확인하였다. NHDF 세포에서 초임계추출물 농도에 의한 세포독성은 거의 없었으며, 이때 추출물은 농도 의존적으로 

MMP-1 단백질 및 MMP-1 mRNA 발현을 억제하고, 콜라겐 type I 유전자 mRNA 수준 증가에 의한 type I 

procollagen의 합성을 촉진하였다. 이상의 결과를 종합해 볼 때, 자색당근 초임계추출물은 우수한 항산화 효능과 친환경

(solvent free)물질, 항노화 원료로서 화장품, 식품, 미용식품 등 다양한 산업분야에 있어 활용 가능성이 매우 높을 것으로 

판단된다.

  

주제어 : 자색당근, 항노화, 항주름, 항산화, 초임계추출

Abstract The aim of this study was to evaluate the anti-oxidant and anti-wrinkle effect of the 

black carrot(BC) extracted by supercritical dioxide(SC-CO2). DPPH/ABTS radical scavenging and total 

polyphenol contents were measured to investigate the anti-oxidant activity of the BC supercritical extract.  

Collagen production and MMP-1 expression were assessed in normal human dermal fibroblasts(NHDF) for 

anti-wrinkle activity, The black carrot extract showed the highest total phenolic content(9.037±1.123 mg 

GAE/g extract) and the best antioxidant properties as shown by DPPH and ABTS assay. The 

supercritical fluid extracts of black carrot exhibited low toxicity to NHDF cells. In addition, the supercritical 

fluid extracts showed MMP-1 inhibition and type I pro-collagen synthesis inducing activities in a 

dose-dependent manner, respectively. Therefore, these results suggest that the black carrot is a potential 

source of high anti-oxidative, solvent-free and anti-aging material with promising applications in 

cosmetic, food, and beauty-food industries. 
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1. 서론

최근 기능성 화장품 원료 개발은 안전성 기반의 천

연식물소재를 대상으로 다양한 용매추출물에 따른 생

리활성 효능 연구가 활발히 이루어지고 있다. 또한 새

로운 소재 탐색뿐만 아니라 원료로부터 유래된 추출물

의 수율과 안정성을 극대화시키기 위한 추출공정개발, 

획득된 최종추출물의 안전성과 유효성 평가 등 소재발

굴에서 가공 전반에 걸쳐 다양하게 진행되고 있다. 이

에 기존 용매추출(solvent extraction)법의 낮은 추출

수율, 고온 추출 시 유효성분의 파괴, 최종 추출물에 잔

존하는 유기 용매의 독성 등으로 인해 새로운 추출공정 

기술 개발에 대한 관심이 높아지고 있는 실정이다. 친

환경공법(green chemistry method)으로 잘 알려진 

초임계추출법은 기존 용매추출법에 비해 추출과정이 

빠르고 에너지 효율과 생리활성성분의 회수율이 높아 

건강식품과 의약품 분야에서 활용되고 있다[1,2]. 

당근(Daucus carota L.)은 영양학적 가치가 높아 

오랜 기간에 걸쳐 전 세계적으로 소비되는 야채 중 하

나로 색에 따라 주황색(orange), 노란색(yellow), 빨간

색(red), 자색(black 또는 purple) 당근으로 분류된다. 

특히 자색당근(Daucus carota L. ssp. sativus var. 

atrorubens Alef.)은 15세기 주황색 당근이 정착하기 

이전부터 아시아와 지중해 동쪽에 걸쳐 식용으로 사용

되었으며, 현재는 터키, 아프가니스탄, 파키스탄과 같은 

동유럽 국가에서 주로 재배되며, 그 소비가 증가하고 

있다. 당근은 비타민 C를 포함하고 있고, 주황색은 베

타카로틴(β-carotene), 노란색은 루테인(Lutein), 빨

간색은 라이코펜(lycopene)등 다양한 파이토케미컬

(phytochemical) 성분을 포함하고 있다[3,4]. 특히 자

색당근은 수용성 색소인 안토시아닌(anthocyanin)을 

함유하고 있어 포도, 베리에 이어 세 번째로 우수한 안

토시아닌 식품으로 소비될 뿐만 아니라 음료, 사탕, 아

이스크림과 같은 천연식용색소로 널리 이용되고 있다

[5,6]. 이러한 자색당근의 건강식품으로서의 높은 인지

도와 식용, 음용 등 소비 증가에 따른 경제적 가치가 높

아짐에 따라 국내에서도 자색당근을 재배하여 공급하

고 있는 추세이다.

또한 자색당근은 고탄수, 고지방 식이로 유도된 쥐

(high-carbohydrate, high-fat diet-fed rat model)

의 대사증후군을 완화시키고[7], 알츠하이머 동물모델

에서 인지기능장애를 예방하며[8], 구강암과 유방암의 

항암 효능[9,10] 등으로 다양한 질병 모델에서 그 우수

성이 보고되고 있다. 

따라서 본 연구에서는 자색당근 초임계추출물에 대

해 항산화와 항주름 효능을 평가하여, 항노화 기능소재

로써의 가능성을 확인해 보고자 하였다. 

2. 실험방법

2.1 재료 및 방법

실험에 사용한 자색당근은 (주)부림농산에서 2020

년 12월에 구매하여, 흐르는 물로 세척한 후 70℃ 조건

에서 72시간 동안 건조(LD-918B, L'EQUIP Co., LTD)하

였다. 건조시료를 1분간 분쇄(KSP-25, KOREAMEDI 

Co., LTD)한 후 추출 전까지 냉장 보관하였다. 

2.2 초임계추출

초임계 이산화탄소 추출장비(SCD-EXT-1, 일신오

토클레이브, 대전, 한국)를 이용하여 Table 1과 같은 

조건으로 초임계추출을 진행하였다. 건조중량 150.7 g

의 원료를 추출조에 주입하였으며, 압력 400 bar, 온도 

40℃ 온도 조건에서 4시간 추출하였다. 초임계 이산화

탄소 추출공정에서 비극성인 이산화탄소는 극성이 높

은 유효성분들에 대한 용해도가 낮아 비효율적이다. 따

라서 이산화탄소의 극성과 용해성을 증가시켜 추출효율

을 향상시키고자 극성 보조용매로 에탄올을 첨가하여 

진행하였다. 분리 정제된 추출시료는 60℃에서 1시간 

진공농축을 거쳐 72 시간 동안 동결건조기(FD-8512, 

Ilshin Engineering Co., Korea)로 분말화 하였다.

Table 1. Operating condition of BC SC-CO2 extraction

Extractor Ethanol Separator CO2 Chiller Run-Time

(bar) (℃) (mL/min) (min) (bar) (℃) (mL/min) (℃) (min)

400 40 0.7 mL/min 240 min 50 25 200 mL/min 5 240 min
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2.3 항산화 활성 측정

2.3.1 Total polyphenol contents

총 폴리페놀화합물은 Folin-Denis법[11]으로 0.2 

mL의 시료에 Folin-ciocalteu's phenol reagent 

(sigma) 0.2 mL를 첨가하여 5분간 실온에서 반응 후, 

10% Na2CO3 0.2 mL을 가하여 혼합하고 실온암소에

서 1시간 동안 반응시켰다. 상층액을 취하여 96 well 

plate에 옮겨 550 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

표준물질 gallic acid (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 

이용한 검량선과 비교하여 자색당근 초임계추출물의 

폴리페놀화합물 함량을 산출하였다.  

2.3.2 DPPH 전자공여능

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)를 이용한 

free radical 소거활성은 Blois방법[12]에 의하여 시료 0.1 

mL에 0.2 mM DPPH용액 0.1 mL을 첨가하여 37℃에서 

30분간 반응시킨 후, 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.3.3 ABTS radical 소거능

2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulph

onic acid)(ABTS) radical을 이용한 항산화 측정은 

ABTS+ cation decolorization assay방법[13]에 의하

여 측정하였다. 14 mM ABTS (Sigma, St. Louis, 

MO, USA)와 4.9 mM potassium persulfate를 혼합

하여 암소의 실온에서 24시간 동안 방치하여 ABTS·+을 

형성시킨 후, 증류수로 희석하여 ABTS·+ 0.18 mL에 

자색당근 추출물 0.02 mL을 혼합하여 30분 동안 반응 

후, 734 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.4 세포 독성 평가

2.4.1 세포주 및 세포 배양

실험에 사용한 사람의 섬유아세포 (Normal human 

dermal fibroblas, NHDF)는 한국 세포주 은행에서 

분양받았으며, 10% FBS (fetal bovine serum)와 10 

units/mL penicillin 및 100 ㎍/mL streptomycin이 

첨가된 DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium)으로 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

2.4.2 MTT를 이용한 세포독성

세포 독성은 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol- 

2-yl]-2,5-diphenyltertrazolium bromide) assay를 

이용하여 측정하였다. 배양된 NHDF cell은 3x104

cells/mL로 96-well plate에 0.1 mL씩 분주하고 24

시간 후 자색당근 초임계추출물이 함유된 DMEM 배지

를 0.1 mL씩 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 각각

의 well에 0.5 mg/mL의 MTT (Sigma-Aldrich Co., 

China)용액을 0.1 mL씩 가하고, 37℃, 5% CO2

incubator에서 4시간 동안 배양하였다. 배양 후 상층

액은 제거하고, 각 well에 DMSO (dimethyl 

sulfoxide) 0.1 mL을 첨가하여 formazan을 녹인 후, 

570 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 대조군에 대한 

세포 생존율을 백분율(%)로 표시하였다.

2.5 항주름 활성

2.5.1 Pro-collagen 합성 측정

사람 섬유아세포를 24 well plate에 1x105

cells/well씩 분주하여 24시간 배양하였다. 새로운 

serum free 배지로 교체하고 10 ng/mL의 TNF-α와 

농도별로 희석한 시료를 처리하였다. 24시간 후에 배양

액을 대상으로 procollagen type I C-peptide EIA 

kit (Takara Bio Inc. MK101)를 이용하여 collagen 

양을 측정하였다[14]. 

2.5.2 MMP-1 단백질 발현 측정

MMP-1 (Matrix metalloproteinase-1) 단백의 발

현 수준변화를 western blot 방법을 이용하여 조사하

였다. 농도별 시료와 10 ng/mL의 TNF-α를 처리한 사

람의 섬유아세포를 차가운 1X PBS로 두 번 씻어 낸 후

RIPA buffer (Thermo scientific, Rockford, IL, 

USA)를 첨가하여 30분간 얼음에서 용해시켰다. 

13,000 rpm, 4℃ 조건에서 15분간 원심 분리하여 단

백질을 분리하고 Bradford 용액으로 정량하였다. 10% 

SDS-PAGE 각 well 당 총 단백질(50 μg)을 loading

한 후 전기영동하고  PVDF membrane으로 transfer

하였다. 0.1% Tween 20이 함유된 TBS buffer에 최종

농도 5% BSA를 첨가하여 blocking 용액으로 사용하

였다. MMP-1을 검출하기 위해 membrane을 항

MMP-1 항체(Santa Cruz, USA)로 4℃ 조건에서 

blotting 한 후 washing buffer (0.1% TBST)로 10분

간 3회 씻어냈다. 2차 항체는 HRP-conjugated 항 

rabbit  항체(Cell Signaling, USA)로 상온에서 1시간 
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동안 반응시켰다[15].

2.5.3 COL1과 MMP-1 mRNA 수준 측정

세포(1x105 cells/well/24 well)에 10 ng/mL의 

TNF-α와 초임계추출물을 농도별로 희석한 시료를 처

리하여 24시간 배양한 후, total RNA 분리를 위해 

Apure Total RNA isolation kit (GenomicBase co. 

ltd., Seoul, USA)를 사용하였다. 각 Collagne type I과 

MMP-1 유전자의 mRNA 수준을 조사하기 위해 One 

Step SYBR primeScript RT-PCR Kit (TaKaRa, 

Tokyo, Japan)를 이용하여 real-time PCR을 수행하였

고, 사용된 primer는 Table 2와 같다[16,17].

Table 2. COL1, MMP-1 and GAPDH primer

Target Forward Reverse

COL1
5‘-AGGGCCAAGACGAAGA

CATC-3’

5‘-AGATCACGTCATCGCA

CAACA-3’

MMP-1
5‘-TCTGACGTTGATCCCAG

AGAGCAG-3’

5‘CAGGGTGACACCAGTG

ACTGCAC-3’

GAPDH
5'-CAATGAATACGGCTAC

AGCAAC -3’

5'-AGGGAGATGCTCAGTG

TTGG -3’
  

2.6 통계분석

본 연구에 표기된 모든 결과는 평균±표준편차로 나

타내었고, 평균값 사이에 대한 유의성은 student's 

t-test를 이용하여 p-value값을 계산하여 통계적 유의

성 검증을 실시하였다. p<0.05인 경우 *로 표기하였고 

p<0.01인 경우 **로 표기하여 유의성을 나타내었다.

3. 연구결과 및 고찰

3.1 추출 수율

자색당근 건조 시료 중량 150.7 g을 사용하여 최종

분말형태의 시료 1.525 g을 얻어 Table 3과 같이 최종 

초임계추출 수율은 1.007%로 확인되었다.

Table 3. Yield of black carrot SC-CO2 extracts

Black carrot (BC) SC-CO2 extracts

Dry weight of extracts (g) 1.525

Dry weight of BC (g) 150.7

Extraction Yield (%) 1.007%

3.2 항산화 활성

3.2.1 총 폴리페놀화합물 함량

자색당근 초임계추출물의 총 폴리페놀 함량은 

Folin-Ciocalteu 방법을 이용하여 측정하였으며, 이는 

천연식물에 존재하는 폴리페놀이 folin-ciocalteu 시

약을 환원시켜 청색으로 변색되는 원리로 오래전부터 

사용되고 있는 항산화 실험법이다[18]. 자색당근 초임

계추출물의 총 폴리페놀 함량을  Folin-Ciocalteu 방

법으로 측정한 결과 Table 4와 같이 9.037±1.123 

mgGAE/g으로 확인되었다. Algarra 등은 스페인에서 

재배된 당근(orange carrot), 자색당근 antonina와 

purple haze 두 품종의 폴리페놀 함량이 각각 0.094 

mgGAE/g, 1.878 mgGAE/g, 4.92 mgGAE/g으로 자

색당근이 일반당근에 비해 총 폴리페놀 함량이 높음을 

보고하였으며[19], 본 연구에서 사용된 자색당근 초임

계추출물의 총 폴리페놀 함량은 purple haze 보다 

1.83배 더 우수하여 자색당근 초임계추출물은 폴리페

놀화합물 함량이 높은 뷰티건강 원료로서 활용도가 높

을 것으로 기대된다. 

Table 4. Total phenolic contents of black carrot 

SC-CO2 extracts

Sample Polyphenol (mgGAE/g)*

BC 9.037±1.123

*mgGAE/g: mg Gallic acid equivalent per g

All values in Table are mean±S.D.

3.2.2 DPPH 라디컬 소거능

DPPH는 소수의 안정한 유기질소 라디컬 중 하나로 

짙은 보라색을 띄며, 실험원리는 추출물 내 항산화 유

효성분의 DPPH에 대한 환원력을 측정하는 것이다

[20]. 자색당근 초임계추출물의 DPPH 라디컬 소거능

을 측정한 결과 Figure 1과 같다. 추출물 희석 농도 

10, 20, 50, 100, 200, 500 ㎍/㎖에 따른 라디컬 소거

율은 각각 4.150%, 7.756%, 14.673%, 22.776%, 

29.644%, 38.932%로 나타나 자색당근 초임계추출

물 농도에 비례하여 라디컬 소거능이 증가함을 확인

하였다.



기능성화장품소재로서 자색당근 초임계추출물의 항산화 및 항주름 효능 연구 240

Abbreviations: RSA, radical scavenging activity; SC-CO2, 

supercritical dioxide

Fig. 1. DPPH RSA of black carrot SC-CO2 extracts. 

Values are means mean±S.D. of triplicate 

determinations. 

3.2.3 ABTS 라디컬 소거능

ABTS는 sodium persulfate에 의해 산화되어 

ABTS radial(ABTS·+)로 변화되면서 청록색을 띤다. 이

렇게 생성된 ABTS radical은 항산화 성분에 의해 무색

으로 탈색되는 원리로 식품산업과 농업분야에서 식료

품과 식물추출물의 항산화능 측정에 주로 활용되고 있

다[21]. 각 추출물의 농도에 따른 ABTS 라디컬 소거능

은 Figure 2와 같다. 자색당근 추출물 고농도 1-10 

mg/mL 구간에서 추출물 농도 의존적으로 ABTS 라디

컬 소거활성이 증가함을 확인하였다. 

Abbreviations: RSA, radical scavenging activity; SC-CO2, 

supercritical dioxide

Fig. 2. ABTS RSA of black carrot SC-CO2 extracts. 

Values are means mean±S.D. of triplicate 

determinations. 

3.3 세포독성

자색당근 초임계추출물을 화장품 원료로 사용하기 

위해 세포 수준에서 추출물의 안전성을 확인하고자 사

람의 섬유아세포(NHDF, Normal human dermal 

fibroblast)를 대상으로 MTT assay를 수행하였다. 그 

결과 Figure 3과 같이 추출물 최고 농도 500 ㎍/㎖에

서 세포 생존율이 약 25% 감소하였으나 추출물의 각 

효능 연구에 사용된 5~200 ㎍/㎖ 농도 구간에서 세포 

독성은 거의 없었다. 

Abbreviations: SC-CO2, supercritical dioxide

Fig. 3. Effect of black carrot SC-CO2 extracts on 

NHDF cell viability. Values are means 

mean±S.D. of triplicate determinations. 

Different superscripts within a column 

indicated significant differences (*p<0.05, 
**p<0.01). 

3.4. 항주름 효과

3.4.1 Type I pro-collagen 합성

콜라겐은 섬유아세포에서 생성되며, 피부 탄력과 결

합에 중요한 역할을 하고 있으며, 그 중 Type I 

collagen은 피부 상피세포 건조중량의 약 90%를 차지

한다. 따라서 자색당근 초임계추출물이 type I 

collagen 생성에 미치는 영향을 조사하기 위해  콜라

겐 전구물질(precursor molecule)인 pro-collagen  

생성량을 ELISA 기법으로 수행한 결과 Figure 4A와 

같았다. 양성대조군으로 사용된 전염증성 사이토카인 

TNF-α는 IL-1과 함께 사람의 섬유아세포에서 

pro-collagen I과 III의 생성과 mRNA 수준을 감소시

키며[22], 본 연구결과에서도 TNF-α (10 ng/mL) 처

리에 의한 type I collagen의 감소가 확인되었다. 그러

나 자색당근 초임계추출물의 pro-collagen I 합성 능

력은 처리된 추출물 농도 의존적으로 증가하였고, 

Figure 4B에서와 같이 추출물 처리 후 세포내 

collagen mRNA 유전자 발현 수준 증가에 의한 결과

임을 확인하였다. 
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Abbreviations: SC-CO2, supercritical dioxide

Fig. 4. Effects of black carrot SC-CO2 extracts on 

type I pro-collagen synthesis (A) and mRNA 

level (B). Values are mean±S.D. of triplicate 

determinations. Different superscripts within 

a column indicated significant differences 

(p<0.05, **p<0.01). 

3.4.2 MMP-1 분해능

세포외기질(extracellular matrix, ECM)의 주요 구

성성분인 Type I collagen에 특이적으로 작용하는 단

백질분해효소 MMP-1은 피부노화 과정 중 세포외기질 

분해에 가장 주된 역할을 한다[23]. 자색당근 초임계추

출물이 섬유아세포의 MMP-1 분해에 미친 영향을 조

사한 결과는 Fig. 5와 같다. TNF-α를 처리하여 

MMP-1 활성을 유도한 후 시료를 농도별로 처리하였

을 때 농도 의존적으로 MMP-1의 단백질 수준과 

mRNA 발현이 억제됨이 확인되었다. 따라서 초임계추

출물 내 collagen I의 합성 촉진 및 MMP-1 분해효소 

활성 억제 기능을 가진 유효성분이 피부노화에 따른 주

름형성을 저해할 수 있을 것으로 판단된다[24]. 

Abbreviations: SC-CO2, supercritical dioxide

Fig. 5. Effects of black carrot SC-CO2 extracts on 

MMP-1 expression. Values are mean±S.D. 

of triplicate determinations. Different 

superscripts within a column indicated 

significant differences (p<0.05, **p<0.01). 

4. 결론

본 연구에서는 뿌리채소인 자색당근에 대해 임계점

이 낮고, 용질과의 비반응성으로 활용 가치가 높은 이

산화탄소를 주요 용매로 사용하여 추출 한 자색당근 초

임계추출물의 항산화, 세포 독성 및 항주름 효능을 평

가하였다. 초임계추출 조건은 시료 150.7 g을 고압 

400 bar, 40 ℃ 온도 조건에서 보조용매인 EtOH 0.7 

㎖/min을 주입하여 추출하였으며 시료의 최종 수득율

은 1.007%이었다. 

자색당근 초임계추출물의 총 폴리페놀 함량은 

9.037±1.123 mgGAE/g이었으며, DPPH와 ABTS 

radical을 이용한 소거활성 측정 결과 추출물의 농도 

증가에 따른 높은 항산화 활성이 확인되었다. 또한 각 

효능 평가를 위해 사용된 추출물의 농도 조건에서 인간 

섬유아세포(NHDF)를 대상으로 수행한 MTT assay 결

과 세포에 대한 독성이 없는 것으로 나타나 자색당근 

초임계추출물의 안전성이 확보되었다. 

피부주름 형성 억제 및 촉진과 관련된 주된 요인으

로 작용하는 type I collagen의 합성과 MMP-1 분해

능을 각각 ELISA와 western blot 분석으로 수행한 결

과, 자색당근 초임계추출물 처리 시 농도 의존적으로 
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collagen 합성이 증가하였고, MMP-1 효소는 감소하

였다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, 자색당근 초임계추출물

은 세포에 대한 안전성이 확보된 식물소재의 항산화제

뿐 아니라 피부주름 억제를 통한 항노화 기능의 천연 

신소재로서 미용, 식품, 건강 등 다양한 분야에 걸쳐 그 

활용성이 매우 높을 것으로 판단된다.
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