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            Background:
            This study represents the first report that the anti-obesity activity of ethanol extracts of Aronia melanocarpa can be enhanced through ultrasonification at a frequency of 120 ㎑ at 60°C (UE).

          

          
            Methods and Results:
             The amounts of cyanidin-3-O-galactose (cya-gal), a major anthocyanin in A. melanocarpa were higher by up to 402.4 ㎎/100 g, as compared with 221.4 ㎎/100 g and 322.1 ㎎/100 g, for hot water at 100°C and 70% ethanol at 80°C respectively. This result should cause the higher antioxidant activities of the UE than extract of hot water and ethanol in DPPH free radical scavenging. It was confirmed that the high antioxidant activity of UE could play an important role in inhibiting the production of proteins related to adipocyte differentiation, such as peroxisome proliferator activated receptor-γ (PPAR-γ) and sterol regulatory element binding protein 1 (SREBP1).

          

          
            Conclusions:
             Ultrasonification at a frequency of 120 ㎑ at 60°C should result in better anti-obesity activity than that observed using other processes. It was also observed for the first time that the anti-obesity activity of A. melanocarpa was associated with its antioxidant activity, possibly due to the higher elution of intact cya-gal, owing to efficient low temperature ultrasonification extraction. These results could also be applied to improve other biological activities of medicinal herbs that contain many types of heat-labile bioactive substances.
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      서 언
      비만은 에너지의 섭취에 비해 소비량이 낮아 체내의 지방이 과도하게 축적되는 것으로 다양한 합병증을 유발하여 그 위험 성이 부각되고 있다. 비만은 간기능의 이상과 지방간, 염증, 내 분비 장애, 고혈압, 고지혈증, 심혈관계질환, 2형 당뇨병 등의 각 종 대사 질환의 주요 원인으로 꼽히고 있다 (Attie and Scherer, 2009; Lowell and Spiegelman, 2000; Barstard et al., 2006). 이러한 비만의 심각성으로 인하여 비만에 대한 치 료제는 전 세계 시장에서 주목을 받고 있으나, 치료제에 대한 부작용으로 구토, 두통, 불면증, 뇌졸중, 심근경색 같은 질환을 유발하는 사례가 알려진 바 있다 (Yoo, 2008). 현재 부작용을 최소화 할 수 있는 방법으로 천연물을 이용한 치료제의 개발 에 심혈을 기울이고 있다 (Rayalam et al., 2008).

      비만은 병리학적 관점에서 지방세포의 과다증식에 의한 것 으로 알려져 있다. 지방조직은 adipokines이라고 하는 인자들 을 분비하여 glucose 대사, 식욕, 염증 등을 조절하는 역할을 하는데, 이러한 지방세포가 과도하게 증식하게 되면 세포 내 지방이 축적됨에 따라 각종 질환의 원인이 된다 (Spielgelman and Enerback, 2006). 이러한 이유로 지방세포의 증식과 분화 를 억제하는 작용은 비만치료제를 개발함에 있어 핵심적인 전 략일 수 있다 (Rosen and Spiegelman, 2006). 또한 비만 세 포는 분화과정에 있어 C/EBP, PPAR-γ, SREBP1 등의 전사인 자들의 발현이 증가하며 발현된 전사인자는 지방세포 분화에 관여하여 비만의 주요한 원인이 된다 (Kim and Park, 2002; Horton et al., 2002).

      비만은 활성산소와도 밀접한 관련이 있는데, 전지방세포는 지방세포로 분화할 시에 NOX (NADPH oxidase) 등의 산화 효소의 발현이 증가하여 활성산소종을 생성하게 된다 (Lee et al., 2009). 이때 발생한 활성산소종은 비만을 비롯 체내 각 종 질환을 유발시킬 수 있다 (Valko et al., 2007).

      아로니아 (Aronia melanocarpa Elliot)는 장미과에 속하는 베리류로서 북아메리카에서 자생하는 것으로 알려져 있다 (Tanaka and Tanaka, 2001). 아로니아에는 뛰어난 항산화 효 과로 잘 알려진 안토시아닌을 비롯하여 그 외에 플라보노이드 성분이 기타 다른 천연물들에 비해 다량 함유되어 있어, 항산 화를 비롯하여 항암, 위 보호, 항염증, 면역효능 및 향장, 항 당뇨, 항비만 등의 다양한 생리활성 효과가 있다고 보고된 바 있다 (Slimestad et al., 2005; Li and Jeong, 2015; Ohgami et al., 2005; Kim et al., 2014). 아로니아의 이러한 생리활성 효과를 참고하여, 현대사회에 가장 큰 건강문제로 대두된 비 만에 대한 아로니아의 억제효과를 확인하였으며, 저온 초음파 공정을 도입하여 활성의 증진을 돕고자 하였다.

      초음파 처리는 높은 진동에너지와 함께 발생하는 공동현상 (cavitation)으로 인하여 발생한 운동에너지가 추출을 더욱 용 이하게 하여 아로니아의 활성물질인 안토시아닌의 용출에 도 움을 줄 수 있으며 (Chung et al., 2000), 저온 추출은 고온 에서 파괴되기 쉬운 안토시아닌 성분 손실을 보완해 주기 때 문에 (Huh et al., 2008), 초음파 저온 추출법을 도입하여 안 토시아닌의 파괴를 최소화하고자 하였다. 아로니아에 함유된 cyanidin-3-O-galactoside (cya-gal)를 비롯한 안토시아닌은 항 산화 효과는 물론 항비만 효능에 대한 연구 결과가 있어 (Wang et al., 1997; Jayaprakasam et al., 2006), 아로니아 속 안토시아닌의 용출량을 극대화 한다면 아로니아 추출물의 항산화효과를 증진시킬 수 있고 이로 인해 항비만 효능 역시 증진시킬 수 있을 것으로 사료되어 본 연구를 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 추출물 제조
        실험에 사용된 아로니아 (Aronia melanocarpa Elliot) 열매 는 2015년도 산 충북 단양군 농업기술센터로부터 지원받아 사 용하였다. 아로니아 시료는 70% 에탄올 가열 추출, 초음파 전 처리 70% 에탄올, 열수 추출 방법으로 각각 수직 환류냉각기 가 설치되어 있는 둥근바닥 플라스크를 사용하여 실험을 진행 하였다. 70% 에탄올 추출은 아로니아 100 g을 80℃에서 1ℓ 의 70% 에탄올을 용매로 하여 24시간 추출하였으며 (EE), 초 음파 전처리는 70% 에탄올을 침지해 1시간 동안 120㎑의 초음파 (AUG-R3-900, ASIA ULTRASONIC Co. Ltd., Bucheon, Korea)로 전처리한 후, 이 액을 60℃, 6시간 동안 추출하였다 (UE). 아로니아의 안토시아닌 성분은 기존의 80℃ 추출법을 이용할 경우, 성분의 파괴와 활성의 저감이 예상되 고 (Huh et al., 2008), 초음파를 이용한 추출방법은 성분의 수율을 높일 수 있는 방법으로 보고되었기에 (d’Alessandro et al., 2012), 본 연구는 저온 추출을 진행함과 동시에 초음파 공정을 도입하여 추출 효율 및 활성의 유지 및 증가를 확인 하고자 안토시아닌 파괴 최소의 한계 온도인 60℃로 하여 추 출을 진행하였다. 열수 추출은 상기 추출방법들과 동일하게 진 행하며 용매는 물을 사용하고 100℃, 24시간 조건에서 추출을 진행하였다 (WE). 각각의 추출물은 추출 후에 감압여과기를 사용하여 여과하고, 회전식 감압농축기 (EYELA N-1000, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 충분히 농축한 뒤, 동 결건조기 (PVTFA 10AT, ILSHINBioBase, Dongducheon, Korea)에 3일 간 동결건조하여 파우더 형태로 제조하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 아로니아 추출물 중 안토시아닌 함량 측정
        아로니아 함유 안토시아닌인 cyanidin-3-O-galactoside (cyagal) 의 함량은 고성능 액체크로마토그래피 (HPLC)를 이용하여 측정하였으며, 아로니아 열수, 70% 에탄올, 초음파 70% 에탄 올 추출물과 지표 물질로 cya-gal (Polyphenols, Sandnes, Norway)을 측정하여 비교 분석하였다 (Brunlich et al., 2013). 본 실험에 사용된 HPLC (U-3000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)는 Jupiter 5u C18 3000A (150 × 4.6㎜) 컬럼을 사용하였다. 이동상 용매는 (A); HCOOH-H2O (1 : 9), (B); HCOOH-MeOH-H2O (1 : 5 : 4)의 비율로 하여 (A) 100%에서 시간은 0 - 2분, (A) 30%, (B) 70%에서 2 - 20분 구간, (B) 100%에서 20 - 22분 구간 그리고 (A) 100%에서 22 - 24분 구간을 측정하였다. HPLC를 측정하 기 전 시료는 0.45㎛ 필터를 이용해 여과 하였으며, 유속은 0.8㎖/min으로 설정하였고, 칼럼의 온도는 30℃로 유지하였다. HPLC의 크로마토그램은 520㎚의 파장에서 측정하여 비교분 석하였으며, 측정하여 얻은 크로마토그램의 area를 이용해 각 추출물에 대한 standard인 cya-gal의 함량을 구하였다.

      

      
        3. 각 추출물의 항산화능 측정
        아로니아 추출물의 항산화효능 평가는 DPPH (α,α-diphenyl- β-picrylhydrazyl) free radical 소거 활성으로 확인하였으며, Dietz등의 방법을 참고하여 실험을 진행하였다 (Dietz et al., 2005). 아로니아 추출물을 농도 별로 96 well plate에 150㎕ 만큼 넣고, 0.1 mM의 DPPH 용액을 150㎕ 넣어 혼합시킨 후에 상온에서 30분 동안 빛을 차단하여 방치한 후 microplate reader로 517㎚ 파장에서 흡광도를 측정하여 DPPH radical scavenging activity (%)로 나타내어 확인하였다.
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        4. 각 추출물들의 지방 세포 분화도 측정
        지방분화도 측정은 3T3-L1 지방전구세포를 사용하여 실험을 진행하였다. 분화의 유도는 관련 선행연구를 참고하여 실험을 진행하였다 (Lee et al., 2011). 지방전구세포 3T3-L1은 DMEM 배지를 사용하여 10% calf serum과 1%의 penicinlin을 첨가하여 6 well plate에 1× 105 cells/well 세포수 만큼 넣어 5% CO2 incubator에서 5일 동안 배양하였다. 배양 후 0.25mM의 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)와 1㎍/㎖의 insulin 그리고 1μM의 dexamethasone이 함유 된 배지로 교체하여 2일 동안 다시 분 화를 유도하였다. 2일 후 1㎍/㎖의 insulin을 포함하는 DMEM배지로 갈아주고 2일 더 배양한 뒤 어떠한 것도 함유 되지 않은 DMEM배지로 갈아 4일 동안 다시 배양하여 지방 세포의 분화를 유도하였다.

        지방세포의 분화도를 확인하기 위하여 Oil red O 염색방법 을 진행하였으며, 기존 연구를 참고하여 실험을 진행하였다 (Park et al., 2013). 분화 시킨 3T3-L1 지방전구세포에서 배 지를 제거하고 세척한 다음 10% formaldehyde로 세포를 고 정시킨 후 PBS로 세척하였다. 세척 후에 Oil red O 용액으로 30분 동안 염색을 진행하고 30분 뒤 증류수로 세척하고 건조 시킨 뒤에 100% isopropyl alcohol로 Oil red O로 염색된 지방구를 용해하고 510㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. 지방세포분화 관련 단백질 발현량 측정
        지방세포 유전자 조절 부위와 상호작용하여 지방세포 분화 를 촉진시키는 PPAR-γ (peroxisome proliferator activated receptor-γ)와 해당 PPAR-γ를 조절하는 SREBP1 (sterol regulatory element binding protein 1)의 발현은 western blot 을 통해 확인하였다 (Choi et al., 2015; Camp et al., 2002). 지방전구세포 3T3-L1이 분주 된 6 well plate에 아로 니아 샘플을 농도에 따라 처리하였다. 처리하여 3일 동안 배 양한 3T3-L1 세포를 PBS로 세척한 뒤에 RIPA buffer를 사 용하여 균질화 하였다. 그 뒤 10% sodium dodecyl sulfate (SDS)-PAGE에 분리하고 PVDF membrane으로 단백질을 전 이시켰다. 그 후에 5% skin milk를 처리하고 비특이적 단백질 에 blocking 한 후에 1차 항체 (PPAR-γ, SREBP1)를 4℃에 서 12시간 반응시킨 후에 HRP (horseradish peroxidase)가 중합된 2차 항체를 반응시켰다. 그 뒤 immuno-positive bands 는 enhanced chemiluminescent와 chemiluminescent detection system을 통해 현상하였다.

      

      
        6. 각 추출물 식이 마우스의 체중 변화
        In vivo 실험을 통해 아로니아 추출물의 항비만 효과를 확인 하고자 하였다. 5주령의 C57BL/6N 수컷 mouse를 1주일 동 안의 적응 기간을 거친 후 일반 사료만 먹인 대조식이와 비만 유도를 위한 고지방식이를 투여하고 고지방식이에 아로니아 추출물을 4주 간 경구투여 하였다. 시험 기간 동안 mouse의 체중을 측정하여 기록하여, 체중확인 및 체중변화에 대한 주 차별 증가율과 최초 0주 차와 3주 차에 대한 증가율을 확인하 였다 (Yoo et al., 2015).

      

      
        7. 통계처리
        모든 실험의 데이터 통계처리는 3회 반복하였으며, 실험값의 통계는 SAS (Statistical Analysis System 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로그램을 통하여 평균값을 구하여 처 리하였다. 처리구간의 최소 유의 수준의 차는 p < 0.05로 통계 처리 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 추출 공정별 안토시아닌 함량 확인
        각 공정별로 추출된 아로니아 (Aronia melanocarpa Elliot) 추출물의 HPLC chromatogram은 Fig. 1에서 확인하였으며, 각 peak를 분석해 공정별 cya-gal의 함량을 Table 1에 나타내었다. 아로니아에 함유된 안토시아닌 cyanidin은 cya-gal 외에도 cyanidin-3-O-arabinoside, xyloside, glucoside이 함유 되어있으 나, 약 2,000㎎/100 g (dw)의 cyanidin 중 cya-gal의 함량이 약 1,300㎎/100 g으로 65% 이상을 차지한 반면 그 외 cyanidin은 상대적으로 그 함량이 적어 활성에 대한 영향이 적 을 것으로 사료되어, cya-gal의 함량을 확인하였다 (Oszmiaski and Wojdylo, 2005).

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Comparison of HPLC chromatograms of the extracts from different extraction processes.
            (A); cyanidin-3-O-galactoside, (B); Hot water extraction at 100℃ (WE), (C); 70% Ethanol extraction at 80℃ (EE), (D); 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 ㎑ and 60℃ (UE).

          
          

          

        

        
          Table 1 
				
          

          
            Cyanidin-3-O-galactoside contents of the extracts of Aronia melanocarpa Elliot from several different extraction processes.

          
          

        

        
          
            
              	Concentration (mg/100 g)
              	WE
              	EE
              	UE
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Cyanidingalactoside
            	221.4 ± 13.7A
            	322.1 ± 20.3B
            	402.4 ± 18.1C
          

        

        
          
            Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT (p < 0.05).
          

          
            WE; Hot water extraction at 100°C, EE; 70% Ethanol extraction at 80°C, UE; 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 kHz and 60°C.
          

        

        

        열수 추출물은 221.4㎎/100 g, 70% 에탄올 추출물은 322.1㎎/100 g, 초음파 70% 에탄올 추출물은 402.4㎎/100 g 으로 열수 추출 보다는 에탄올 추출물에서 cya-gal의 용출이 용이하며, 초음파 처리시 용출량이 증진됨을 확인할 수 있다. 이와 같은 결과는 초음파의 장점인 진동에너지로 인하여 추출 의 효율을 증진시킬 수 있는 기존의 연구를 검증하였으며 (Chung et al., 2000), 초음파 추출로 용출량이 증진된 안토시 아닌 cya-gal에 대한 항산화 및 항비만 활성의 증진을 확인하 고자 하였다 (Fig. 1, Table 1).

      

      
        2. 공정별 추출물의 항산화 활성 비교
        상기에서 언급한 활성산소종 (ROS)과 비만의 상관관계에 따 라 추가적으로 추출물별 아로니아 추출물의 항산화 활성을 DPPH 자유라디칼 소거능으로 확인하였다 (Fig. 2). 모든 시료 에서 농도의존적으로 활성이 증가하였으며, 열수 추출은 가장 높은 농도에서 62.56%, 에탄올 추출물은 67.63%, 초음파 전 처리한 추출물은 70.81%의 소거활성을 보였다. 이와 같은 결 과는 양성대조군인 ascorbic acid의 89.03% 보다 다소 낮은 수치이다. 그러나, 동일 농도의 안토시아닌 고함량 검정콩에서 항산화효능이 60% 이하로 보고된 결과와 비교하면 (Kim et al., 2011), 아로니아의 높은 항산화 효과를 확인할 수 있다. 또한, 추출방법 중에서 초음파 70% 에탄올 추출이 아로니아 를 추출함에 있어 항산화 활성을 높일 수 있는 추출방법이 될 수 있을 것으로 보인다. 항산화 효과에 대해 잘 알려진 안토 시아닌 중 하나인 cya-gal의 함량이 초음파 처리로 인해 증진 되었으며 (Wang et al., 1997), 증진된 cya-gal로 인하여 아로 니아 추출물의 항산화 효과 또한 높아진 것으로 사료된다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of the extracts from different extraction processes.
            *Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT (p < 0.05). Mean with difference letter (A - C) within same sample are significantly different and mean with difference letter (a-c) within same concentration are significantly different. WE; Hot water extraction at 100℃, EE; 70% Ethanol extraction at 80℃, UE; 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 ㎑ and 60℃.

          
          

          

        

      

      
        3. 아로니아 추출물의 지방전구세포의 분화도 비교
        추출 방법별 아로니아 추출물의 지방분화억제에 대한 효능 을 확인하기 위하여 Oil red O 염색법을 통해 지방전구세포 3T3-L1에 대한 분화억제도를 확인하였으며, 염색된 지방세포 사진과 그에 따른 흡광도를 확인한 결과 (Fig. 3) 모든 시료에 서 농도의존적으로 지방세포 분화억제 효과를 나타남을 확인 할 수 있었다. 추출방법 중에서는 가장 높은 농도에서 열수 추출물의 억제 효과가 가장 낮았으며, 초음파 전처리한 70% 에탄올 추출물에서 다른 추출물에 비해 가장 좋은 지방세포 분화 억제 효과를 나타내었다. 상기의 결과를 통해 지방세포 분화 억제에는 아로니아 추출물 중 초음파 전처리 공정이 가장 적합할 것으로 보여진다. 전지방세포가 지방세포로 분화할 때 활성산소를 생성한다는 기존의 연구를 참고하면, 상기의 항산화 활성 결과와 지방전구세포 3T3-L1의 분화도 확인은 기존 연구 결과 (Lee et al., 2009)와 매우 밀접한 연관이 있음을 알 수 있 다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Effect of A. melanocarpa Elliot extracts on adipocyte differentiation in 3T3-L1 adipocytes.
            (A), (B); Hot water extraction at 100℃ (WE), (C),(D); 70% Ethanol extraction at 80℃ (EE), (E),(F); 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 ㎑ and 60℃ (UE).

          
          

          

        

      

      
        4. 공정별 추출물의 지방세포 분화조절 단백질 발현량 비교
        지방분화세포 3T3-L1의 지방세포분화 조절인자 PPAR-γ와 SREBP1에 대한 아로니아 추출물의 억제 효능을 확인하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Effects of the extracts from different extraction processes on the expression of the adipocytes differentiation related proteins, PPAR-γ and SREBP1.
            WE; Hot water extraction at 100℃, EE; 70% Ethanol extraction at 80℃, UE; 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 ㎑ and 60℃.

          
          

          

        

        해당인자들은 지방세포분화에 도움을 주는 인자로서, 이들 의 단백질 발현량을 살펴보면 PPAR-γ은 모든 시료에서 농도 의존적으로 발현량이 줄어들었으나, 400㎍/㎖의 농도에서는 모두 발현되지 않은 것을 확인하였다. 이와 같은 결과는 400㎍/㎖에서 독성으로 인하여 발현이 되지 않은 것으로 사 료되며, PPAR-γ의 억제는 200㎍/㎖에서 가장 효과가 좋을 것으로 판단된다.

        SREBP1의 경우에는 열수와 70% 에탄올은 고농도에서 그 억제효과를 나타내었으며, 초음파 70% 에탄올 추출물은 보다 낮은 농도인 100㎍/㎖에서 SREBP1의 억제 효과가 가장 좋 은 것을 확인하였다. 상기의 결과를 보면, 아로니아 추출물 중 에서 초음파 전처리한 70% 에탄올 추출물에서 그 억제 효과 가 가장 높게 나타났다.

        이와 같은 결과는 안토시아닌의 PPAR-γ와 SREBP1의 발현 을 억제효과에 대한 기존의 연구를 확인하였을 때 (Kao et al., 2009; Hwang et al., 2011), 초음파 추출로 인해 안토시 아닌의 용출량이 증가하였으며, 이로 인해 PPAR-γ와 SREBP1 의 억제효능이 증진된 것으로 볼 수 있으나, 특정 농도이상에 서는 오히려 그 효능이 감소한 것으로 보아 해당 부분에 대해 추가적인 연구가 필요할 것으로 예상된다 (Fig. 4).

      

      
        5. 저온 초음파 추출물 식이 마우스의 체중 변화
        In vitro 결과에서 가장 효과가 좋을 것으로 판단되는 초음 파 아로니아 70% 에탄올 추출물을 4주 간 mouse에 경구 투 여하여 체중변화를 관찰하였으며, 최초 0주차에 대한 체중 및 체중의 증가율을 확인하여 매주 변화율을 관찰하였다 (Fig. 5, Table 2).

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            The changes of the body weight of the mouse fed with the extract from ultrasonification extraction process.
            *Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT (p < 0.05). Mean with difference letter (A - C) within same time are significantly different and mean with difference letter (a - c) within same concentration are significantly different. UE; 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 ㎑ and 60℃.

          
          

          

        

        
          Table 2 
				
          

          
            Increase rate of the body weights of the mouse fed with the extracts from ultrasonification extraction process (UE).

          
          

        

        
          
            
              	
              	Increase rate (%)
            

            
              	
                

              
            

            
              	Week
              	Control (10 kcal)
              	High fat (60 kcal)
              	High fat UE 100 mg/kg
              	High fat UE 200 mg/kg
              	High fat UE 400 mg/kg
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	1
            	9.20 ± 0.54
            	21.70 ± 0.72
            	14.40 ± 0.34Aa
            	18.63 ± 0.33Ab
            	16.06 ± 0.40Ac
          

          
            	2
            	3.87 ± 0.60
            	10.04 ± 0.58
            	5.26 ± 0.48Ba
            	9.45 ± 0.43Bb
            	10.00 ± 0.73Bb
          

          
            	3
            	4.87 ± 0.63
            	9.54 ± 0.70
            	12.41 ± 0.94Ca
            	7.07 ± 0.54Cb
            	6.65 ± 0.78Cb
          

        

        
          
            Means within a column followed by the same letter are not significantly different based on the DMRT (p < 0.05).
          

          
            Mean with difference letter (A - C) within same concentration are significantly different and mean with difference letter (a-c) within same time are significantly different. UE; 70% Ethanol extraction with ultrasonic process at 120 kHz and 60°C.
          

        

        

        고지방식이에서 아로니아 추출물을 먹였을 때, 매주 체중이 증가한 것을 확인할 수 있는데, 시간이 지남에 따라 100㎎/㎏ 에서 체중의 증가가 가장 적은 것을 확인할 수 있다 (Fig. 5). 대부분 주차가 거듭 될수록 체중 증가율은 감소하는 것을 알 수 있으며, 대조식이에 비해 고지방식이에서 0 - 3주 동안 모 든 주차에서 체중증가율이 더 높은 것을 확인할 수 있다 (Table 2). 고지방식이에 아로니아 추출물을 농도별로 확인한 결과 2주 차에서는 100㎎/㎏을 섭취한 군에서 체중증가율이 눈에 띄게 줄어든 것을 볼 수 있으나, 3주 차에서는 체중 증 가율이 다시 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 200㎎/㎏ 및 400㎎/㎏에서는 2주 차의 100㎎/㎏보다 좋은 효과는 보이 지 않았으나, 주차 별로 체중 증가량이 계속해서 감소하는 경 향을 보였다. 총 0 - 3주 간 증가율을 보면, 100㎎/㎏에서 33.98%로 200㎎/㎏의 39.02%, 400㎎/㎏의 36.17% 보다도 낮은 증가율을 보여 100㎎/㎏의 농도가 비만 유도 mouse에 서 항비만 효능이 가장 좋을 것으로 사료된다. 이와 같은 결과 를 통해 아로니아 추출물의 체중감소 효과를 확인하였으며, 특 히 초음파 처리 아로니아 추출물이 비만억제에 더 높은 효능 이 있을 것으로 사료된다 (Fig. 5, Table 2).

        본 연구에서는 아로니아 추출물을 이용하여, 새롭게 대두되 고 있는 비만억제 효능을 가진 천연물 소재로서의 가능성을 확인하였다. 항산화와 지방 분화에 대한 연구를 참고하여 항 산화 물질인 아로니아 함유 안토시아닌 cya-gal의 함량과 항 산화 효능을 확인하였으며, 저온 초음파 추출에서 cya-gal 함 량 증가 및 항산화 효능의 증진을 확인할 수 있었다. 지방세 포 분화도 측정 및 각 지방 세포 분화 전사인자 중 지방세포 유전자 조절 부위와 상호작용하여 지방세포 분화를 촉진시키 는 PPAR-γ와 PPAR-γ를 조절하는 SREBP1의 단백질 발현량 을 확인한 결과 아로니아 추출물의 지방억제 효과를 입증하였 으며, 추출물 중에서는 저온 초음파 전처리 추출물의 효능이 가장 좋은 것을 확인할 수 있었다.

        최종적으로 in vivo 실험에서 시간에 따른 체중 증가율이 저 온 초음파 추출물에서 가장 좋은 감소효과를 보여, 저온 초음 파 처리 아로니아 추출물의 항비만 효능의 증진을 확인할 수 있었다. 상기의 결과는 저온 초음파 처리를 통해 증진된 안토 시아닌 cya-gal의 함량으로 인하여, 항산화에 대한 효능이 증 진 되었고 더 나아가 항비만에 대한 효능의 증진을 가져온 것 으로 사료된다. 다만, 아로니아에 함유 된 안토시아닌이 cyagal외에도 많은 cyanidin류가 함유되어있는데, 해당 안토시아 닌들의 활성과 관련하여 각 안토시아닌들의 synergy효과를 기 대해볼 수 있으므로, 추가적인 연구가 필요하다.

        이와 같은 결과로 항산화와 비만에 대한 선행 연구결과를 재차 확인할 수 있었으며, 저온 초음파 추출의 장점인 성분 물질의 용출량 증대와 고온에서의 파괴를 막는 장점을 모두 활용하여 아로니아의 항산화 및 항비만 활성을 증진시킨 점 에서 높은 활용가치가 있을 것으로 사료된다. 상기와 같은 결과를 통해 건강식품으로서 아로니아의 상품성을 높이고 다 이어트 식품으로서 그 가치를 더 높일 수 있을 것으로 전망 된다.
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