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            Abstract
          
        

        
          
            Background:
            In this study, examined the effects of an extract of a mixture of Angelica gigas, Cnidium officinale, Paeonia lactiflora, and Rehmannia glutinosa fermented by Leuconostoc mesenteroides, with enhanced value and functionality. In oriental medicine, a mixture of these herbs is called Samultang.

          

          
            Methods and Results:
            In this study, we evaluated the effects of a fermented extract of Samultang on oxidative stress, procollagen type I expression, and melanin production. Samultang was extracted with 70% ethanol, followed by inoculation with Leuconostoc mesenteroides to obtain the fermented extract. The evaluation of viability of B16F10 cells and human foreskin fibroblast (HHF) revealed that both ethanol and fermented extracts of Samultang were non-toxic. The results of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) test showed that the fermented extract of Samultang (SC50 value = 100 ㎍/㎖) was a more effective DPPH free radical scavenger than its ethanol extract. In addition, procollagen type I expression was higher in cells treated with the fermented extract of Samultang than in cells treated with ethanol. In the non-toxic concentration range, the fermented extract of Samultang showed strong inhibitory effect on melanin production in α-melanocyte stimulatin hormone-stimulated B16F10 cells (IC50 = 37.9 ㎍/㎖).

          

          
            Conclusions:
            These results suggest that the fermented extract of Samultang has considerable protential as a cosmetic ingredient owing to its antioxidant, anti-wrinkle, and whitening effects.
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      서 언
      피부노화의 원인 중 자외선 (ultraviolet)은 대표적인 외인성 요인 중 하나로 자외선에 지속적으로 노출된 피부는 염증 유 발, 홍반, 색소 침착 등의 피부질환과 피부가 거칠어지고 깊은 주름이 생기며 특히, 비정상적으로 생성량이 증가되는 활성산 소종 (reactive oxygen species, ROS)에 의해 피부 노화를 유 발하게 된다 (Imokawa, 2009,). 이 활성산소종은 superoxide anion radical (·OH), hydroxyl radical (O2·) 등의 라디칼 종 이 포함되어 있으며, 이 라디칼 종은 짝을 이루지 않은 홀 전 자를 가지고 있어 에너지가 높고 반응성이 크다. 이러한 불안 정한 라디칼 종과 이로 인해 생성되는 ROS는 자동 산화 반응 을 개시하게 되고 피부 노화의 원인으로 지질, 단백질 및 DNA 를 산화하게 된다. 따라서 활성산소종을 제거할 수 있는 항산 화제를 사용하면 피부조직을 보호하고 색소 침착을 줄일 수 있 으므로 인체에 안전하고 항산화 효과가 뛰어난 천연 항산화제 의 연구 개발이 지속적으로 이루어지고 있다 (McCord, 1987).

      피부의 표피에 존재하는 멜라닌 (melanin)은 피부색을 결정 하는 중요한 요인 중 하나로 멜라닌 색소의 양과 분포에 의해 외관상의 피부색이 결정된다. 자외선이 조사되면 피부를 보호 하기 위해 멜라닌형성세포 (melanocyte)에서 멜라닌생성반응 과정 (melanogenesis)을 통해 멜라닌이 생성되고, 이 생성된 멜라닌에 의해 피부색이 검게 변화하여 색소 침착이 일어나게 된다 (Ito and Wakamatsu, 2003).

      피부를 구성하는 단백질로는 콜라겐 (collagen), 엘라스틴 (elastin) 등이 있으며 이중 콜라겐은 인체 건조 피부의 70%를 차지하고 있으며, 피부뿐만 아니라 뼈 및 치아의 유기 물질의 대부분을 형성하고 조직의 결합력, 세포 증식과 분화 유도 등 다양한 기능을 가진다 (Brenneisen et al., 2002).

      콜라겐은 세포외기질 (extracellular matrix)에 존재하는 섬유 아세포 (fibroblast)에서 전구체인 프로콜라겐 (procollagen)을 거쳐 합성되는데 진피 기질 내에는 콜라겐 타입 I (collagen type I)이 80% 이상 차지하고 있으며, 이 콜라겐 타입 I은 광 노화 피부에서 함량이 감소되고 피부 노화과정에서 관찰되는 가장 중요한 콜라겐 타입이다. 콜라겐의 합성과 분해과정은 피 부의 주름과 연관이 있으며 이 과정이 비정상적으로 불균형을 이룰 경우 주름이 증가하여 피부 노화의 원인이 된다 (Baumann, 2002; Lee et al., 2015).

      사물탕 (四物湯)은 당귀 (Angelica gigas), 작약 (Paeonia lactiflora), 지황 (Rehmannia chinensis) 및 천궁 (Cnidium officinale) 4 가지 한약재로 구성된 한약처방으로 동의보감 (東醫寶鑑)에 혈병 (血餠)의 통치약 (痛治藥)이라고 되어 있다. 혈액 (血)이 부족하면 보충할 수 있고 건조하면 윤택하게 할 수 있으며, 혈색이 나쁜 체질, 월경불순 등을 위한 처방으로 사용되고 있다 (Heo, 1976; Ahn, 1999). 효능연구로는 항암효 과 염증 및 알러지 억제, 항산화 효과, 아토피성 피부염 개선 등이 보고되어 있다 (Ahn, 1995; Lee et al., 2001; Kim et al., 2000, 2007; Tahara et al., 1999).

      우리나라의 전통 한약재로서 국내에 자생하는 참당귀는 혈 액을 보충시켜주는 보혈 효과와 혈액 순환을 도와 노화방지, 주름개선 및 조직재생에 효과가 있는 것으로 알려져 있으며, 미백 및 자외선 차단 효과가 보고된 바 있다 (Kim et al., 2008). 천궁은 미나리과에 속하는 다년생 초본으로 약재로는 천궁의 뿌리 부위가 이용되고 있으며 진경작용, 항균작용, 항 진균작용과 피부장벽 및 염증 완화 효과가 알려져 있다 (Kim et al., 2011). 현삼과에 속하는 지황은 뿌리를 한약재로 이용 하는데 혈당강하 효과, 면역 효과, 치매 치료 효과와 항산화 효과가 보고된 바 있다 (You et al., 2011). 천궁은 미나리과 에 속하는 다년생 초본으로 그 뿌리는 보혈, 진정, 진통 효과 가 뛰어나고 월경불순 및 부인과 질환 등에 당귀와 함께 널리 사용되는 생약으로서 항산화, 항진균 효과가 알려져 있다 (Oh et al., 2010).

      천연물이 가진 성분이나 소재의 활용성을 증진시키기 위해 유용한 미생물을 이용한 발효의 방법은 의약품이나 화장품, 식 음료 등 다양한 분야에서 오랜 기간 동안 연구 및 적용되어 왔다 (Hubert et al., 2008). 발효에 이용되는 미생물로는 유산 균, 세균, 효모, 곰팡이 등이 있으며 특히 유산균의 경우 발효 공정 개발에 빈번히 활용되고 있다. 이와 같은 유산균을 이용 한 방법이 항염증 효과, 미백 개선 효과 및 항산화 효과 등에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 보고되어 왔으며, 한약재 또 는 한약재 추출물의 효능을 미생물을 이용하여 증가시키거나 새로운 효능을 도출하고자 하는 연구나 발효 과정을 거치면서 변화하는 성분을 분석하는 연구가 계속해서 진행되고 있다 (Yang et al., 2011; Im and Lee, 2016; Kang et al., 2016; Jeon et al., 2011; Choi et al., 2013, 2015).

      본 연구에서는 항산화 및 주름개선 효과가 우수하다고 보고 된 바 있는 숙성된 인삼 (Panax ginseng)에서부터 유산균 Leuconostoc mesenteroides를 분리하였고 이 분리 유산균을 사 물탕에 발효하였다 (Kim et al., 2012). 이러한 발효 과정을 거쳐 제조된 사물탕 발효물을 이용해 사물탕의 항산화 및 주 름 개선 효과의 증대뿐만 아니라 새로운 효능을 도출하고자 하였으며, 화장품 원료로서의 개발 가능성을 확인하고자 하 였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1 실험 재료
        사물탕의 제조에 사용한 당귀 (Angelica gigas), 작약 (Paeonia lactiflora), 지황 (Rehmannia chinensis) 및 천궁 (Cnidium officinale)은 제천한방약초에서 구매하였다. 구매한 재 료는 음지에서 상온 보관하면서 본 실험의 재료로 사용하였다.

      

      
        2 기기 및 시약
        추출 과정에 용매 ethyl alcohol (extra pure grade, Daejung Chemicals and Metals Co., Ltd., Siheung, Korea)을 사용하였고, 37℃ rotatory vacuum evaporator (400 series, Eyela, Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하였 다. 세포 배양을 위해 FBS, penicillin-streptomycin, DMEM은 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였으며, 유산균 배 양을 위해 MRS broth (Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ, USA)를 사용하였다. 세포 생존율 실험은 EZcytox (Biomax Co., Ltd., Seoul, Korea)을 사용하였으며, 활 성 실험을 위해 TRI reagent (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), transforming growth factor-β (TGF-β), ascorbic acid, α-melanocyte stimulating hormone (α-MSH), arbutin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 사용하였다. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)을 위해 Bio-Rad real-time system (C1000, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하였고, 흡광도 측정을 위해 multi-plate reader (Paradigm, Beckman, CA, USA)를 이용하였다.

      

      
        3 균주 분리 동정
        인삼을 오존수에 살균한 후 밀봉하여 3 개월 동안 실온에서 자연 숙성하였고, 자연 숙성된 인삼을 멸균 증류수에 현탁하 여 희석한 후, MRS agar 배지에 도말하였으며, 30℃ incubator에서 24 시간 배양하여 선발하였다. 선발된 균주는 4 회 계대 배양한 후, 형성된 단일 colony를 순수 분리하였으며, DNA 추출하여 DNA 분석기관인 마크로젠에 의뢰하여 16s rRNA 분석을 실시하고 blast program을 사용하여 균주의 상동 성을 분석한 결과, 인삼으로부터 분리한 균주가 L. mesenteroides 와 99% 이상의 상동성을 갖는 균주임을 확인하였다.

      

      
        4 사물탕 발효물 제조
        사물탕은 Lee 등 (2010)을 참고하여 당귀, 작약, 지황 및 천궁을 각 1 : 1 : 1 : 1로 구성한 총 150 g에 70% ethanol을 1,500㎖를 넣어 2 시간 동안 80℃ 가열 추출한 후, 여과지 (Whatman no. 2, Whatman Co., Maidstone, England)로 여 과하였고 이 과정을 2 회 반복하였다. 추출물은 rotary vacuum evaporator로 감압농축하여 20 brix인 농축액 상태로 제조하였고 이 농축액을 10%로 함유하는 배지를 제조하여 121℃, 1.5 기압에서 15 분간 가압멸균하고 상온까지 냉각시 켰으며, 일부는 동결건조하여 발효 과정을 통한 효능 변화 확 인을 위해 발효 전 사물탕으로 대조군으로서 사용하였다. 이 사물탕에 인삼에서 분리한 유산균 L. mesenteroides을 MRS broth에서 계대 배양한 뒤 1% (v/v)로 접종하였다. 접종 후, 37℃의 incubator에서 48 시간 이상 배양하여 사물탕을 발효하 였으며, syringe filter (0.2㎛)로 여과 과정을 거쳐 제균하여 사물탕 발효물을 제조하였고, 일부는 동결건조하여 발효 전후 효능 변화 확인을 위해 사용하였다.

      

      
        5 총 페놀 함량 측정
        총 페놀 함량은 Taga 등 (1984)에 의해 실시된 Folin- Ciocalteu 방법을 참고하여 다음과 같이 측정하였다. 시료 100㎕ (10㎎/㎖)에 Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 100㎕를 가하여 5 분간 상온에 서 안정화하였다. 10% sodium carbonate (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 100㎕를 가하고 30℃에 1 시간 반응시킨 후, 760㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Chae 등 (2002)의 방법 참고하여 다음과 같이 측정하였다. 시료 100㎕ (10㎎/㎖)에 diethylene glycol (Daejung Chemicals and Metals Co., Ltd., Siheung, Korea) 1㎖을 가하여 잘 혼합한 후 1 N Sodium hydroxide (Daejung Chemicals and Metals Co., Ltd., Siheung, Korea) 100㎕를 첨가하고 37℃에서 1 시간동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 420㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        7 세포 배양
        흑색종 세포인 B16F10 cell 및 사람의 섬유아세포 (human foreskin fibroblast)인 HFF cell은 한국세포주은행 [Korea cell line bank (KCLB), Seoul, Korea]에서 분양받았으며, 각각의 세포배양을 위해 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 포함하는 DMEM 배지를 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

      

      
        8 세포 생존율 측정
        세포생존율은 WST (water-soluble tetrazolium salt) 방법을 사용하여 측정하였다 (Ranke et al., 2004). B16F10 cell은 DMEM배지를 이용하여 3 × 104 cells/㎖로 조절한 후 24 well tissue culture plate에 접종하고 5% CO2 incubator에서 24 시간 전 배양하였으며, 24 시간 뒤에 일정 농도의 시료를 처 리하여 24 시간 배양하였다. 시료 처리 후 EZ-cytox 시약이 든 배지로 교체하여 2 시간 동안 반응시켰다. Multi-plate reader를 이용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하였다. HFF cell 은 DMEM배지를 이용하여 1.5 × 104 cells/㎖로 96 well tissue culture plate에 접종하고 5% CO2 incubator에서 24 시간 전 배양하였으며, 세포에 FBS를 무첨가한 DMEM과 일 정 농도의 시료를 섞어 well 당 100㎕ 씩 처리하여 48 시간 배양하였다. 시료 처리 후 WST 시약 이 든 배지로 교체하여 2 시간 동안 반응시켰으며, multi-plate reader를 이용하여 450㎚에서 흡광도를 측정하였다. 측정값은 3 회 반복 실험의 평균값으로 나타내었다.

      

      
        9 DPPH 라디칼 소거능 측정
        DPPH 라디칼 소거능은 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 를 사용하여 라디칼에 대한 시료의 전자공여능 (electron donating ability, EDA)을 측정하였다 (Blois, 1958). 시료의 전자공여능 측정을 위해 일정 농도로 희석한 시료 50㎕에 0.4 mM DPPH 용액 450㎕를 넣고 30 분간 4℃의 암실에서 반응시킨 후 520㎚에서 흡광도를 측정하였다. 이를 시료 용 액의 첨가구와 무첨가구의 흡광도 감소율을 백분율 (%)로 표 시하여 DPPH 라디칼 소거능으로 나타내었으며, 대조군으로는 ascorbic acid를 사용하여 사물탕 발효 전후 시료와 비교하 였다. 소거능 활성은 다음의 식으로부터 계산하였다. SC50값은 발생한 라디칼 50%를 소거하는데 필요한 최소농도를 ㎍/㎖ 단위로 표시하였다.

        DPPH radical scavenging activity (%)＝ (1 - B/A) × 100

        


        
          
            	
            	
          

          
            	
              A: : 
            
            	
              DPPH radical scavenging activity with blank
            
          

          
            	
              B: : 
            
            	
              DPPH radical scavenging activity with sample
            
          

        

      

      
        10. Melanin 생성 측정
        마우스 흑색종 세포인 B16F10 cell에 60㎜ 세포배양접시 에 3 × 104 cells/well로 세포를 분주해 24 시간 배양하여 부착 및 안정화시킨 후, 농도별로 희석한 시료와 α-MSH를 처리하 여 72 시간동안 배양하였다 (Hosoi et al., 1985). 배양 후, PBS로 2 회 세척하고 trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 수확 한 뒤 원심분리기로 세포를 모아 상층액을 제거하였다. 세포 는 10% dimethyl sulfoxide (DMSO)가 첨가된 1 N NaOH 용액을 처리하여 65℃에서 1 시간 동안 반응한 후 생성된 melanin 양을 410㎚에서 흡광도를 측정하여 비교하였다. 시 료액 대신 PBS를 사용한 blank의 흡광도를 기준으로 melanin 생성 억제율을 산출하였고, 대조군으로는 멜라닌 생 성 저해 효과를 갖는 arbutin를 사용하여 사물탕 발효 전후 시료와 비교하였다 (Chakraborty et al., 1998). IC50값은 발 생한 라디칼 50%를 소거하는데 필요한 최소농도를 ㎍/㎖ 단 위로 표시하였다.

      

      
        11 Procollagen mRNA 측정
        HFF cell은 100㎜ 세포배양접시에 1.5 × 104 cells/well로 세 포를 분주해 배양하여 부착 및 안정화시킨 후, 배지를 제거해 PBS로 2 회 세척하고 농도별로 희석한 시료를 처리하여 48 시간 배양하였다. Total RNA는 TRI reagent을 이용하여 제조 사의 방법으로 추출하였다. 추출된 total RNA는 multi-plate reader를 이용해 정량하여, 1㎍의 RNA를 이용하였고, cDNA 합성 및 RT-PCR은 Bio-Rad real-time system을 이용하여 수 행하였으며 PCR 조건은 95℃ 3 분, 58℃ 30 초, 72℃ 30 초씩 40 cycles 수행하였다. RT-PCR에 사용된 primer는 Table 1과 같고, 대조군으로는 TGF-β를 사용하여 사물탕 발효 전후 시료와 비교하였다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Nucleotide sequence of primers.

          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Primer
              	Expected size (bp)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	β-actin
            	5'CATGAAGTGTGACGTGGACA - 3' Forward
            	76
          

          
            	5'CAGGGCAGTGATCTCCTTCT - 3' Reverse
          

          
            	COL1A1 (procollagen)
            	5'GACCTCAAGATGTGCCACTC - 3' Forward
            	107
          

          
            	5'CCAGTCTCCATGTTGCAGAA - 3' Reverse
          

        

        

      

      
        12 통계 처리
        모든 측정값은 3 회 이상 반복 실험한 결과의 평균값과 표 준 편차 (means ± SD)로 표시하였고, 각 실험군 간의 통계학 적 분석은 windows용 SPSS (Statistical Package for Social Science, version 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이 용하였다. 각 군 간의 측정치 비교는 One-way analysis of variance (ANOVA)를 시행한 후 유의성이 있을 경우 5% 유 의수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 분석 하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1 총 페놀 및 총 플라보노이드 함량
        사물탕 발효 전후의 총 페놀 및 총 플라보노이드 함량은 Table 2에 나타내었다. 페놀성 화합물은 항암, 항콜레스테롤 및 항산화 작용을 하여 채내 조직을 보호하여 생리적 효율성을 높임으로써 식물에 페놀 화합물의 함량이 많을수록 항산화 활 성이 높다고 알려져 있다 (Duval and Shetty, 2001). 사물탕 발효 전후 각각의 총 페놀 함량은 9.6㎎/g 및 16.2㎎/g으로 사물탕 발효물에서 약 1.7 배 더 높은 총 페놀 함량을 나타내 었다. 총 플라보노이드 함량은 각각 3.1㎎/g 및 4.2㎎/g으로 나타냄으로써 발효 후 1.4 배 더 높아진 총 플라보노이드 함 량을 나타냄을 확인하였으며, 총 페놀과 총 플라보노이드 함 량이 모두 발효 후 증가하는 것을 확인하였다. 이는 인삼으로 부터 분리한 균주인 L. mesenteroides을 이용한 사물탕의 발효 가 총 페놀 및 플라보노이드 함량이 모두 증가하는데 중요한 요인일 것으로 여겨지며, 최근 보고된 연구에서도 여러 미생 물을 이용한 발효공법을 통해 발효한 산삼배양근 중 L. mesenteroides를 이용한 발효처리가 총 페놀이 3 배 이상 증 가와 플라보노이드 함량 6 배 이상 증가를 나타내어 총 페놀 과 총 폴라보이드 함량을 모두 우수하게 증가시킴을 확인한 바 있다. (Kim et al., 2016a).

        
          Table 2 
				
          

          
            Total phenolic and flavonoid contests of fermented extracts of Samultang.

          
          

        

        
          
            
              	Test sample
              	Total polyphenol (㎎GAE1)/g)
              	Total flavonoid (㎎NE2)/g)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Extracts of Samultang
            	9.6 ± 0.4
            	3.1 ± 0.1*
          

          
            	Fermented extracts of Samultang
            	16.2 ± 0.6
            	4.2 ± 0.1
          

        

        
          
            Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

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

          
            GAE; Gallic acid equivalent
          

          
            NE; Naringin equivalent. Each value in mean ± standard deviation of three replicate tests.
          

        

        

      

      
        2 세포독성 평가
        흑색종 세포인 B16F10 cell과 사람의 섬유아세포인 HFF cell에 대한 세포독성을 알아보기 위해 사물탕 발효 전후 시료 를 각각 농도별 (0 - 100㎍/㎖)로 처리한 후, WST 실험을 수 행하였으며 측정 결과를 Fig. 1에 나타내었다. B16F10 cell에 대한 세포생존율의 경우 발효 전 사물탕의 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 101.4%의 세포생존율을 나타냄으로써 세포 생 존에 대한 독성을 나타내지 않음을 확인하였고, 사물탕 발효 물의 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 102.4%의 세포생존율을 나타냄으로써 발효 전후 모두 세포 생존에 대한 독성을 나타 내지 않음을 확인하였다 (Fig. 1A). HFF cell에 대한 세포생 존율의 경우 발효 전 사물탕의 최고 처리 농도 100㎍/㎖에 서 100.3%의 세포생존율을 나타냄으로써 세포 생존에 대한 독 성을 나타내지 않음을 확인하였고, 사물탕 발효물의 최고 처 리 농도 100㎍/㎖에서 105.8%의 세포생존율을 나타냄으로써 발효 전후 모두 세포 생존에 대한 독성을 나타내지 않음을 확 인하였다 (Fig. 1B). 이와 같은 결과로 최대 100㎍/㎖의 농 도까지 모든 활성 효과 실험을 진행하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of fermented extracts of Samultang in B16F10 cells and HFF cell. (A); B16F10 cells were stimulated in the presence of samples. (B); HFF cells were stimulated in the presence of samples. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *Means within a column followed by the same letter are not significant based on the DMRT (*p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        3 DPPH 라디칼 소거활성 평가
        DPPH는 생체 내에 존재하는 라디칼은 아니지만 그 자체가 홀수전자를 갖고 있어 520㎚에서 강한 흡광도를 나타낸다. 따라서 항산화능이 있는 물질과 반응하게 되면 안정한 형태로 돌아가면서 흡광도 값이 감소한다 (Torel et al., 1986). 사물 탕의 발효 전후의 DPPH 라디칼 소거활성을 확인하기 위해 동결 건조 시료를 각각 농도별 (0 - 100㎍/㎖)로 처리였으며, 발효 전 사물탕은 50㎍/㎖에서부터 DPPH 라디칼 소거능이 관찰되었고 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 16.3%의 소거활성 을 나타내었다. 반면에 사물탕 발효물은 최저 처리 농도에서 8.2%의 소거활성을 나타내어 가장 낮은 농도에서부터 DPPH 라디칼 소거능이 관찰되었으며 최고 처리 농도 100㎍/㎖에 서 50%의 소거활성을 나타내었다. 이는 100㎍/㎖의 같은 농 도에서 사물탕의 발효 전후를 비교하였을 때, 발효물이 발효 전보다 약 3 배의 DPPH 라디칼 소거 활성이 증가했음을 나 타내었다. 대조군으로 사용한 ascorbic acid가 1.7㎍/㎖의 농도 에서 50%의 소거활성을 나타낸 것에 비해 사물탕 발효물이 낮 은 활성 효과를 나타냈지만 발효 전보다 항산화 활성이 우수함 을 확인하였으며, 이것은 인삼 분리 유산균 L. mesenteroides을 이용한 발효에 의해 항산화 활성에 영향을 미치는 페놀성 화 합물과 플라보노이드류가 증가된 것이 원인일 것으로 여겨진다 (Table 3, Fig. 2). Hong (2011)에 따르면 L. mesenteroides를 이용한 발효 자몽 추출물이 발효 후 플라보노이드류가 증가하 고 항산화 활성이 증가됨이 보고된 바 있고 (Hong, 2011), 어 성초 발효물에서 페놀성 화합물과 플라보노이드류가 증가와 항산화 효과가 증가됨이 보고된 바 있는 등 발효물의 페놀성 화합물과 플라보노이드류의 증가와 항산화 효과에 대한 연구 가 다수 보고된 바 있다 (Kim et al., 2016b).

        
          Table 3 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity (SC50 value) of fermented extracts of Samultang.

          
          

        

        
          
            
              	Test sample
              	SC50 (㎍/㎖)1)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Extracts of Samultang
            	N/D2)
          

          
            	Fermented extracts of Samultang
            	100.0 ± 0.9*
          

          
            	Ascorbic acid
            	1.7 ± 0.1
          

        

        
          
            SC50; half maximal scavenging concentration, SC50 values were calculated from regression lines using different concentrations in triplicate experiments.
          

          
            N/D means not detectable. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

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

        

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The DPPH radical scavenging activity of the fermented extracts of Samultang. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *Means within a column followed by the same letter are not significant based on the DMRT (*p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        4 Melanin 생성량 평가
        피부의 미백과 관련이 있는 melanin 생성에 미치는 효과를 확인하기 위해 사물탕 발효 전후 동결 건조 시료를 각각 농도 별 (0 - 100㎍/㎖)로 처리한 후 melanin 생성량을 측정한 결 과, 발효 전 사물탕은 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 93.3% 의 melanin 생성량을 나타내 melanin 생성 억제 활성이 거의 없음을 확인하였다. 반면에 사물탕 발효물은 최저 처리 농도 에서부터 농도의존적으로 melanin 생성량의 감소를 나타내었 고 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 25.1%의 melanin 생성량을 나타냈으며, 74.9%의 억제율로 높은 melanin 생성 억제 활성 으로 관찰되었다. 이는 발효 전과 비교하였을 때, melanin 생 성량이 약 3.7 배 이상으로 감소됨을 확인하였고 발효 전 사 물탕에서 나타나지 않았던 melanin 생성 억제 활성이 발효물 에서 높은 melanin 생성 억제 활성을 나타내었으며, 특히 50 ng/㎖ 처리한 대조군 arbutin보다도 사물탕 발효물이 melanin 억제 효과가 뛰어남을 확인하였다. 이것은 사물탕에 인삼 분리 유산균 L. mesenteroides을 사용하여 발효한 발효물 이 발효 전 사물탕보다 melanin 생성 저해 활성을 갖는 물질 이 생물전환에 의해 생성되었을 것으로 여겨지며, melanin 생 성량을 효과적으로 감소시켜 우수한 미백 효과 소재로서의 가 능성을 보였다 (Table 4, 5, Fig. 3). Table 5

        
          Table 4 
				
          

          
            Melanin contents of fermented extracts of Samultang.

          
          

        

        
          
            
              	
              	Melanin contents of control (%)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Test sample Concentration (㎍/㎖)
            	0
            	25
            	50
            	100
          

          
            	Extracts of Samultang
            	100.0 ± 0.4
            	99.3 ± 0.2
            	99.0 ± 0.3
            	93.3 ± 0.3*
          

          
            	Fermented extracts of Samultang
            	100.0 ± 0.4
            	64.6 ± 0.4
            	38.1 ± 0.3
            	25.1 ± 0.4
          

        

        
          
            Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

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

        

        

        
          Table 5 
				
          

          
            Melanin production inhibitory (IC50 values) of fermented extracts of Samultang.

          
          

        

        
          
            
              	Test sample
              	IC50 (㎍/㎖)1)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Extracts of Samultang
            	N/D2)
          

          
            	Fermented extracts of Samultang
            	37.9 ± 0.4*
          

          
            	Arbutin
            	47.2 ± 0.5
          

        

        
          
            IC50; half maximal inhibitory concentration, IC50 values were calculated from regression lines using different concentrations in triplicate experiments.
          

          
            N/D means not detectable. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

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

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Melanin production inhibitory activity of the fermented extracts of Samultang. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *Means within a column followed by the same letter are not significant based on the DMRT (*p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        5 Procollagen type I 합성 평가
        Procollagen의 mRNA 발현량의 변화를 확인하기 위해 사물 탕 발효 전후 동결건조 시료를 각각 농도별 (0 - 100㎍/㎖)로 처리한 후 발현량을 측정하였다. 발효 전후 사물탕 모두 procollagen의 mRNA 발현량의 증가를 나타냈으며, 발효 전 사물탕의 경우 농도의존적으로 발현량이 증가하고 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 control 대비 약 1.7 배 증가함을 확인하 였다. 이에 비해 사물탕 발효물의 경우 농도의존적으로 procollagen의 mRNA 발현량이 증가하는 경향은 발효 전과 유사하였으나, 최고 처리 농도 100㎍/㎖에서 control 대비 2.7 배 증가했음을 나타내어 그 증가량이 발효 전에 비해 높 음을 확인하였다. 특히, 사물탕 발효물은 5 ng/㎖ 처리한 대조 군 TGF-β보다도 높은 procollagen의 mRNA 발현량의 증가를 나타내었다. 이것은 본래 사물탕에 procollagen의 mRNA 발현 량을 증가시키는 활성을 갖는 어떠한 물질들이 발효 과정을 거쳐 양이 증가하였거나 새로운 물질로 전환되었을 가능성이 있을 것으로 여겨지며, 사물탕 발효물이 항주름 효과를 갖는 소재로 응용될 수 있을 것으로 확인하였다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of the fermented extracts of Samultang on mRNA expression of procollagen type I. Expression of mRNA was estimated by real-time
			PCR. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. *Means within a column followed by the same letter are not significant based on the DMRT (*p < 0.05).

          
          

          

        

        본 연구 결과에 따라, 실험재료에 사용된 인삼 분리 유산균 Leuconostoc mesenteroides를 이용해 당귀, 작약, 지황, 천궁의 복합 추출물인 사물탕에 발효하여 제조한 사물탕 발효물에서 발효 전 대비 항산화, 항주름, 미백 효과가 증가되었음을 확인 하였고 세포에 대한 독성이 없음을 확인하였다. 이와 같은 결 과는 한약재나 한약재 추출물에 미생물을 이용한 발효가 피부 의 주름 개선이나 미백 및 항산화 활성 등을 증진시킬 수 있 는 방법으로 활용될 수 있음을 보여주는 것이라고 판단된다. 또한, 효능의 증진 또는 새로운 효능의 도출에 영향을 주는 발효 인자나 성분에 대해 지속적인 연구를 진행한다면 보다 효과적인 한약재 발효물의 활용 방안을 도출할 수 있을 것으 로 사료되며, 이러한 기능성이 높은 미생물을 활용한 화장품 및 건강기능식품 등의 원료로 다양하게 이용될 수 있을 것으 로 사료된다.
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