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Abstract

The melanin pigment in human skin is a major defense mechanism against ultraviolet light to the skin, but darken skin color.

Tyrosinase is mainly responsible for melanin biosynthesis (melanogenesis) in animals and enzymatic browning (melanosis) in

plants. The purpose of this study was to optimize the fermented milk process for the melanin formation inhibition by using

Lactobacillus plantarum M23 with tyrosinase inhibitory activity. We used 4-factor-3-level central composite design combining

with response surface methodology. Yeast extract concentration (%, X
1
), addition of grape (%, X

2
), incubation temperature (oC,

X
3
) and incubation time (h, X

4
) was used as an independent factor, on the other hand, pH (pH, Y

1
), overall palatability (score,

Y
2
) and tyrosinase inhibitory activity (%, Y

3
) was used as a dependant factor. Based on the optimization for the highest tyrosi-

nase inhibitory activity with pH 4.4, the expected data of pH, palatability and tyrosinase inhibitory activity with 14.8 h incuba-

tion at 37.1oC by the addition of 0.127% of yeast extract, 2.95% of grape was 4.42, 7.06 and 86.65%, but the real data was 4.35,

6.86 and 84.05%, respectively. Based on the previous results, fermented milk using Lactobacillus plantarum M23 with the

tyrosinase inhibitory activity could contribute for the whitening and antiaging of human skin.
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서 론

Melanin은 태양광선 중 유해한 자외선으로부터 생체를

보호하는 중요한 수단으로 동물, 식물 및 미생물에 널리

존재하는 페놀류의 고분자 물질로 자외선, 건조, 극한온도

등에 대한 생존 능력을 높여주지만, 과도한 melanin 생성

은 인체에 기미, 주근깨, 검버섯을 형성하고 피부노화를

촉진시키며, 악성 흑색종의 피부암 유발에 관여하는 것으

로 알려지고 있다. 더욱이 멜라닌은 화학적 물리적으로 매

우 안정한 물질이어서, 일단 생성된 색소는 피부에 커다

란 손상없이 단기간에 분해하여 제거하기가 거의 불가능

하기 때문에 이를 방지 및 치료하기 위한 방법으로 피부

미백제로서 멜라닌의 합성을 저해하는 물질을 사용하고

있다. 또한, 식품에서는 채소, 과일, 생선 등의 갈변화 현

상을 일으켜 품질을 저하시키는 문제점이 있다(Bell and

Weeler, 1986; Chen et al., 1991; Lerner and Fitzpatrick,

1950). Melanin은 표피 기저층에 존재하는 melanocyte의

세포 내 melanosome에서 tyrosinase 효소의 연속적 산화반

응으로 생합성 된다(Hashiguchi and Takahashi, 1976).

Tyrosinase는 melanin 생합성과정의 key enzyme으로 페

놀화합물을 기질로 이용하는 구리 함유 효소이다. Tyrosine

은 tyrosinase에 의하여 L-3,4-dihydroxyl-L-phenylalanine(L-

DOPA)로, L-DOPA를 dopaquinone으로 산화가 되고 이것

이 다시 5,6-dihydroxy indole, indole 5,6-quinone으로 산

화되어 최종적으로 중합에 의해 melanin이 생합성 된다

(Lopez et al., 1992).

Tyrosinase 저해물질로 알려진 것에는 ascorbic acid, kojic

acid(Lee et al., 2006), hydroquinone(Fitton and Goa, 1991;

Parvez et al., 2006), benzoic acid, retinoid, arbutin(Maeda

and Fukuda, 1996) 등이 있는데, 특히 kojic acid와 arbutin
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은 강한 미백효과를 가지고 있으나 제품 안정성 및 경제

성 등의 문제로 사용에 어려움이 있다(Ando et al., 1993;

Masuda et al., 1996).

지금까지 melanin의 생성을 억제하는 tyrosinase 저해제

의 탐색과 식물체에 대한 tyrosinase 저해 활성 탐색 등의

연구(Jung et al., 1995; Jung et al., 1996; Kim et al.,

1997; Lee et al., 1995; Lee et al., 1997a, 1997b; Seok et

al., 1996) 및 tyrosinase가 피부의 미백 작용과 노화 억제

작용에 관여 한다는 연구(Cho et al., 1997; Lee et al.,

1997c), 항산화 및 미백활성 연구(Hyun et al., 2007; Kim

et al., 2007; Woo et al., 2011) 등이 있으나 tyrosinase 억

제 활성이 있는 젖산균을 이용한 발효유에 대한 연구는

전무하다.

본 연구는 tyrosinase 활성 저해효과가 있는 젖산균인

Lactobacillus plantarum M23 균주를 이용하여 멜라닌 형

성을 억제하기 위한 최적 발효유 제조조건을 설정하는데

그 목적이 있다.

재료 및 방법

공시시료

원유는 서울우유에서 지원 받았고, 탈지분유는 서울우유,

액상과당은 삼양제넥스, 올리고당은 대상(주), yeast extract

는 아이씨푸드(주), 포도농축액(65 brix)은 건우 에프피 (주)

에서 각각 구입하여 사용하였다. 발효유 제조에 사용한

L. plantarum M23 균주는 Heo 등(2007)이 원유에서 분

리하였고, tyrosinase 활성 저해효과는 mushroom에서 추

출한 tyrosinase에서는 52.1%, Melanoma B16에서 추출한

tyrosinase에서는 32.0%이었다.

발효유 제조

원유 95.56-96.04%, 탈지분유 3.85%와 yeast extract를

0.12-0.60% 첨가하고 65oC에서 배합하여 완전히 녹인 후

90oC에서 30분간 살균하였으며, 40oC로 냉각시킨 다음 L.

plantarum M23 균주를 1%(v/v)로 접종하고, 배양온도 및

시간 별로 최종 pH가 4.4로 감소할 때까지 배양하였다. 발

효가 완료된 발효액 84%에 올리고당 5%, 과당 4%, 포도

농축액 1-3% 및 정제수 4-6%를 첨가하여 호상발효유를

제조한 다음 관능검사를 실시하였다.

멜라닌 생성억제 젖산균 최적 배양조건 설정

조건설정

멜라닌 활성 저해능이 우수한 균으로 선정된 L. plantarum

M23의 배양조건을 최적화하기 위하여 다음과 같이 실험

을 실시하였다. Yeast extract의 농도(yeast extract con.), 포

도 첨가량(grape con.), 배양온도(incubation temp.), 배양시

간(incubation time)의 4가지 독립변수와 수준을 설정하였으

며, 종속변수로는 tyrosinase inhibitory activity(TIA)와 pH

그리고 종합적 기호도를 설정하였다. 통계처리는 MINITAB

statistical software(Version 13, Minitab Inc., USA)를 사용

하였다.

배양조건의
 

최적화를
 

위한
 

반응표면실험법

실험계획은 중심합성계획(Central composite design, Box

and Wilson, 1951)을 적용하였다. 독립변수로는 예비실험

과 마찬가지로 yeast extract 농도(%, X1), 포도첨가량 (%,

X2), 배양온도(oC, X3), 배양시간(h, X4)을 설정하였다. 독

립변수의 중심값과 범위는 예비실험을 바탕으로 설정되었

으며, -2, -1, 0, 1, 2의 5가지 수준으로 부호화하였다(Table

1). 종속변수로는 pH(pH, Y1), 종합적 기호도(score, Y2)와

tyrosinase inhibitory activity(%, Y3)를 설정하였으며, tyro-

sinase inhibitory activity가 가장 높고 pH는 4.4를 동시에

만족하는 최적화를 실시하였다. 통계 분석 결과를 바탕으

로 반응표면 모델식을 구하고 반응표면 그래프(Response

surface plots)는 Maple software(Version 7, Waterloo Maple

Inc., Canada)를 이용하여 3차원으로 나타내었다.

Tyrosinase 활성 저해효과

균을 1% 접종하여 pH 4.4에 도달하는 10% 환원탈지유

를 4oC, 27,216 g(15,000 rpm)에서 10분간 원심 분리하였

다. 얻어진 상등액을 0.45 µm PVDF syringe filter(whatman

Co.)로 여과한 후 tyrosinase 활성 저해율을 측정하였다.

Masuda 등(1996)의 방법에 준하여 67 mM phosphate buffer

(pH 6.8)에 녹인 8.0 mM L-Dopa 120 µL와 시료 40 µL를

96-well microplate에 넣고 490 nm에서 흡광도(S1)를 측정

한 후 tyrosinase mushroom(125 unit/mL)용액을 40 µL 첨가

하였다. 실온에서 10분간 반응시킨 후 생성된 dopachrome

의 양을 microplate reader(Emax, Molecular Devices, USA)

를 사용하여 흡광도(S2)를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않

고 시료대신 10% 환원탈지유에 lactic acid를 첨가하여 pH

4.4로 맞춘 후 원심분리하여 얻어낸 상층액을 첨가하고 측

정한 흡광도(C2, C1)로 다음과 같은 식에 의하여 각각의

tyrosinase 활성 저해율(%)을 다음과 같이 구하였다.

Table 1. Independent variables and their levels in the 4-

factor, 5-level central composite rotatable design

optimizing the incubation condition of selected lactic

acid bacteria

Independent variables
Symbol Levels

Coded Uncoded -2 -1 0 +1 +2

Yeast extract con. (%) x
1

X
1

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Grape con. (%) x
2

X
2

1 1.5 2 2.5 3

Incubation temp. (oC) x
3

X
3

30 33 36 39 42

Incubation time (h) x
4

X
4

6 10.5 15 19.5 24
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활성저해율(%) =

관능검사

제품의 관능검사는 한국식품연구원내의 연구원들로 실

시하였으며, 제품의 색, 맛, 조직감, 종합적 기호도를 9점

기호척도법으로 실시하여 그 결과를 통계처리에 의한 유

의성 검정을 하였다.

결과 및 고찰

모두 27개의 구간에서 실험이 행해졌으며, 각각의 구간

에 따른 종속변수(Y1, Y2, Y3)를 Table 2에 나타내었다. 배

양조건을 최적화하기 위하여 4가지 독립변수들의 조합에

대한 종속변수의 반응값을 Table 3에 나타내었다. 독립변

수가 4개로써 변수들의 조합이 많기 때문에 2개의 수준에

서만 통계분석을 하여 유의성을 알아보았다. 그 결과 pH

의 경우 일차항(X1, X2, X3, X4)에서 X3과 X4가 유의수준

(P value) 0.05보다 낮게 나와 통계적으로 유의성을 나타

내었으며 종속 변수에 대한 영향이 큰 것으로 나타났다.

Regression(교차항)은 X3X3 이외에는 통계적으로 유의성이

없는 것으로 나타났다. Acceptability의 경우는 X2와 X3이

유의성을 나타내었으며 종속변수에 대한 영향이 큰 것으

로 나타났다. 교차항은 X4X4, X3X4 이외에는 통계적으로

유의성이 없는 것으로 나타났다. tyrosinase inhibitory

activity의 경우는 X3을 제외한 대부분이 일차항에서 유의

성을 나타내었으며 종속변수에 대한 영향이 큰 것으로 나

타난 반면 교차항은 X3X3를 제외하고 통계적으로 유의성

이 없는 것으로 나타났다.

C
2

C
1

–( ) S
2

S
1

–( )–

C
2

C
1

–( )
--------------------------------------------- 100×

Table 2. Central composite design and responses of depend-

ent variables for yogurt with L. plantarum M23 to

independent variables

Run

No.

 Coded levels of variables Response

 X
1

 X
2

 X
3

 X
4

Y
1

(pH)

Y
2

(Accept-

ability)

Y
3
 (Tyrosinase

inhibitory

activity)

1 -1 -1 -1 -1 5.00 4.5 26.56 

2 1 -1 -1 -1 5.00 4.2 38.71 

3 -1 1 -1 -1 4.80 5.2 37.76 

4 1 1 -1 -1 4.50 4.7 66.14 

5 -1 -1 1 -1 4.37 5.9 28.83 

6 1 -1 1 -1 4.37 5.6 36.35 

7 -1 1 1 -1 4.34 7.2 61.85 

8 1 1 1 -1 4.34 6.6 67.21 

9 -1 -1 -1 1 4.12 4.6 48.98 

10 1 -1 -1 1 5.05 4.3 57.86 

11 -1 1 -1 1 4.11 5.3 82.65 

12 1 1 -1 1 4.08 4.8 83.17 

13 -1 -1 1 1 4.16 4.6 46.25 

14 1 -1 1 1 4.12 5.0 58.67 

15 -1 1 1 1 4.15 5.4 77.80 

16 1 1 1 1 4.11 5.5 79.03 

17 -2 0 0 0 4.50 6.0 66.92 

18 2 0 0 0 4.25 5.0 66.73 

19 0 -2 0 0 4.35 5.0 36.91 

20 0 2 0 0 4.28 6.8 86.05 

21 0 0 -2 0 5.50 5.5 37.70 

22 0 0 2 0 4.21 4.5 50.20 

23 0 0 0 -2 5.00 4.7 37.70 

24 0 0 0 2 4.07 4.0 70.49 

25 0 0 0 0 4.28 5.8 65.24 

26 0 0 0 0 4.29 5.5 58.80 

27 0 0 0 0 4.28 6.0 58.80 

Table 3. Estimated effects and coefficients for pH, acceptability and tyrosinase inhibitory activity (coded units) about

Lactobacillus plantarum M23

Variable and

interaction

pH Acceptability Tyrosinase inhibitory activity

Coef  P value Coef P value Coef P value

Intercept 4.28333 0.00000 5.76667 0.00000 60.94670 0.00000

X
1

0.00083 0.98500 -0.16667 0.16100 3.17000 0.02800

X
2

-0.07917 0.09800 0.40000 0.00400 12.98670 0.00000

X
3

-0.22000 0.00000 0.25833 0.03900 1.63170 0.22200

X
4

-0.19500 0.00100 -0.24167 0.05100 9.85750 0.00000

X
1
X

1
0.00521 0.91300 -0.06250 0.60700 1.39060 0.32100

X
2
X

2
-0.00979 0.83800 0.03750 0.75700 0.05400 0.96800

X
3
X

3
0.12521 0.02000 -0.18750 0.13900 -4.32810 0.00700

X
4
X

4
0.04521 0.35300 -0.35000 0.01200 -1.79190 0.20700

X
1
X

2
-0.07875 0.17000 -0.06250 0.65600 -0.34250 0.82900

X
1
X

3
-0.04250 0.44600 0.07500 0.59300 -1.46250 0.36400

X
1
X

4
0.07000 0.21900 0.08750 0.53400 -1.89750 0.24500

X
2
X

3
0.10000 0.08900 0.07500 0.59300 1.13620 0.47800

X
2
X

4
-0.01500 0.07860 -0.06250 0.65600 0.52370 0.74100

X
3
X

4
0.06625 0.24300 -0.32500 0.03500 -2.24870 0.17300
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Table 4는 pH, 종합적 기호도 및 tyrosinase inhibitory

activity에 대한 ANOVA(Analysis of varience) 결과를 나

타낸 것이다. pH의 경우 Main effects(X1, X2, X3, X4) 유

의수준이 0.000으로써 매우 유의성이 높게 나타난 반면에

Square와 2-Way interactions는 각각 0.121과 0.237로서

0.05% 수준에서 유의성이 없는 것으로 나타났다. 종합적

기호도의 경우 역시 Main effects 유의수준이 0.006으로써

유의성이 높게 나타난 반면에 Square와 2-Way interactions

(교차항)는 각각 0.065와 0.378을 나타내 유의성이 없는 것

으로 나타났다. Tyrosinase inhibitory activity는 pH의 경우

와 마찬가지로 Main effects 유의수준이 0.000으로써 매우

유의성이 높게 나타났다. Square는 0.023으로 0.05% 수준

에서 유의성이 있었으나 2-Way interactions은 0.547로서

유의성이 없는 것으로 나타났다. 본 디자인에 있어서는 교

차항 보다 일차항에 대한 영향이 큰 것으로 나타났다.

상기에서 얻어진 결과를 바탕으로 구한 반응식은 Table

5와 같다. 실험 결과 얻어진 data를 Minitab software를 이

용하여 반응표면분석 한 결과를 바탕으로 적합한 2차 다

항식의 모델식을 구하였다. 각각의 독립변수에 대한 각각

의 식은 위 모델식과 같으며, 독립변수인 Y3의 결정계수

(R2)는 0.942로 나타났으며, p=0.000으로 나타났다. 높은

결정계수 및 유의성이 나타난 것은 예비실험을 통해 중심

값 및 범위를 정했기 때문인 것으로 여겨진다.

반응표면 분석 결과 나타난 최적 조건에서의 coded 값

과 uncoded 값을 Table 6에 나타내었다. Tyrosinase inhibi-

tory activity가 우수한 발효유 제조 시 최적 조건일 때의

code 값은 X1= -1.7293, X2=1.8923, X3=0.3647 그리고 X4

=-0.0438로 나타났다. 즉 yeast extract 농도(X1)는 0.12707%,

포도 첨가량(X2)은 2.94615%, 배양 온도(X3)는 37.0941oC,

배양 시간(X4)은 14.8029 h일 때 최적 pH와 종합적 기호

도 그리고 tyrosinase inhibitory activity를 보이는 것으로

나타났으며 각각의 그 결과 값은 Table 7과 같다. 예상되

는 pH는 4.42, 기호도는 7.06, tyrosinase inhibitory activity

은 86.65%이었으며, 실제 실험 결과 pH는 4.35, 기호도는

6.86, tyrosinase inhibitory activity은 84.05%로서 큰 차이

를 나타내지 않았다. 반면 Heo 등(2007)은 10% 환원탈지

Table 4. Analysis of varience for pH, acceptability and tyrosinase inhibitory activity (coded units) about Lactobacillus plantarum

M23

Source of variation DF SS MS F value P value

pH

Main effects 4 2.22463 0.556158 11.93 0.000

Square 4 0.42434 0.106084 2.28 0.121

2-way interactions 6 0.44035 0.073392 1.57 0.237

Residual error 12 0.55947 0.046622

Total 26 3.64879

Acceptability

Main effects 4 7.5100 1.87750 6.28 0.006

Square 4 3.5275 0.88188 2.95 0.065

2-way interactions 6 2.1175 0.35292 1.18 0.378

Residual error 12 3.5850 0.29875

Total 26 16.7400

Tyrosinase

inhibitory activity

Main effects 4 6684.84 1671.21 43.44 0.000

Square 4 647.61 161.90 4.21 0.023

2-way interactions 6 199.66 33.28 0.87 0.547

Residual error 12 461.62 38.47

Total 26 7993.73

DF, Degress of freedom; SS, Sum of squares; MS, Mean square (MS=SS/DF)

Table 5. Response surface model for making condition

Responses Quadratic polynomial model R2 p-value

Y
1

Y
1

= 4.2833 + 0.00083X
1

- 0.07917X
2

- 0.22000X
3

- 0.19500X
4

+ 0.00521X
1
X

1

- 0.00979X
2
X

2
+ 0.12521X

3
X

3
+ 0.04521X

4
X

4
- 0.07875X

1
X

2
- 0.04250X

1
X

3

+ 0.07000X
1
X

4
+ 0.10000X

2
X

3
- 0.01500X

2
X

4
+ 0.06625X

3
X

4

0.847 0.000

Y
2

Y
2

= 5.76667 - 0.16667X
1

+ 0.40000X
2

+ 0.25833X
3

- 0.24167X
4

- 0.06250X
1
X

1

+ 0.03750X
2
X

2
- 0.18750X

3
X

3
- 0.35000X

4
X

4
- 0.06250X

1
X

2
+ 0.07500X

1
X

3

+ 0.08750X
1
X

4
+ 0.07500X

2
X

3
- 0.06250X

2
X

4
- 0.32500X

3
X

4

0.886 0.000

Y
3

Y
3

= 60.94670 + 3.17000X
1

+ 12.98670X
2

+ 1.63170X
3

+ 9.85750X
4

+ 1.39060X
1
X

1

+ 0.05440X
2
X

2
- 4.32810X

3
X

3
- 1.79190X

4
X

4
- 0.34250X

1
X

2
- 1.46250X

1
X

3

- 1.89750X
1
X

4
+1 .13620X

2
X

3
+ 0.52370X

2
X

4
- 2.24870X

3
X

4

0.942 0.000
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유에 L. plantarum M23 균주를 1% 접종 배양한 후 얻어

진 상등액이 mushroom에서 추출한 tyrosinase에 대해

tyrosinase inhibitory activity 52.1%라고 보고한 결과보다

매우 높은 저해효과를 보였다. 이는 젖산이 tyrosinase 저

해활성에 농도의존성을 보였다(Usuki et al., 2003)고 한

것과 관련이 있는 것으로 여겨진다.

한편, 독립변수(X1, X2, X3, X4)가 종속변수(Y1, Y2, Y3)에

미치는 영향을 Maple software(Maple 7. Waterloo Maple

Inc., Canada)를 이용하여 3차원 그래프로 나타내었다(Fig.

1). 반응표면 그래프는 독립변수에 대해 영향을 미치는 두

가지 요인 이외의 최적 값을 적용시켜 서로간의 상호관계

를 나타내었다. 한편, tyrosinase inhibitory activity가 우수

한 발효유 제조조건 중 pH(Y1)에 중요한 영향을 미치는

요인으로는 배양 온도와 배양 시간 두 가지로 여겨지며

관능평가(Y2)는 포도 농축액의 첨가량, 배양 온도 및 배양

Table 6. Optimal conditions of pH, acceptability, tyrosinase

inhibitory activity

Dependent
Independent

variables

Critical value Predicted

value

Stationary

pointCoded Uncoded

Y
1

(pH)

X
1

-0.85705 0.214 4.40 Target

X
2

1.31038 2.655

X
3

0.89366 38.681

X
4

-0.39686 13.214

Y
2

(Accept-

ability)

X
1

-2 0.1 7.80 Maximum

X
2

2 3

X
3

2 42

X
4

-2 6

Y
3

(Tyrosinase

inhibitory

activity)

X
1

-2 0.1 87.99 Maximum

X
2

2 3

X
3

-2 30

X
4

2 24

Multiple

response

optimization

X
1

-1.7293 0.12707

X
2

1.8923 2.94615

X
3

0.3647 37.0941

X
4

-0.0438 14.8029

Table 7. Predicted results of verification under optimized

conditions

Dependent
Predicted

value

 Experimental

value

Y
1 
(pH) 4.42 4.35±0.1

Y
2 
(Acceptability) 7.06 6.86±1.21

Y
3 
(Tyrosinase inhibitory activity) 86.65 84.05±2.03

Fig. 1. Response surface plots for the effect of independent variables on dependent (pH, acceptability, tyrosinase inhibitory activity).

X
1
, yeast extract con.; X

2
, grape con.; X

3
, incubation temp.; X

4
, incubation time; Y

1
, pH; Y

2
, acceptability; Y

3
, tyrosinase inhibitory

activity



Tyrosinase Inhibitory Activity of Fermented Milk by L. plantarum M23 683

시간 그리고 tyrosinase inhibitory activity(Y3)는 포도농축

액의 첨가량과 배양 시간으로 여겨진다.

요 약

본 연구는 tyrosinase 활성 저해효과가 있는 젖산균인 L

plantarum M23 균주를 이용하여 멜라닌 형성을 억제하기

위한 최적 발효유 제조조건을 설정하는데 그 목적이 있다

. 3수준 4인자 중심합성 계획법을 통해 실험설계하여 반

응표면분석법을 사용하였다. 독립변수로는 yeast extract 농

도(%, X1), 포도첨가량(%, X2), 배양온도(oC, X3), 배양시

간(h, X4)을 설정하였고, 종속변수로는 pH(pH, Y1), 종합

적 기호도(score, Y2)와 tyrosinase inhibitory activity(%, Y3)

를 설정하였으며, tyrosinase inhibitory activity가 가장 높

고 pH는 4.4를 동시에 만족하는 최적화를 실시한 결과

yeast extract 농도는 0.13%, 포도 첨가량은 2.95%, 배양 온

도는 37.1oC, 배양 시간은 14.8 h일 때 예상되는 pH는 4.42,

기호도는 7.06, tyrosinase inhibitory activity은 86.65%이었

으며, 실제 실험 결과 pH는 4.35, 기호도는 6.86, tyrosinase

inhibitory activity은 84.05%로서 큰 차이를 나타내지 않았

다. 이러한 결과를 토대로 melanin 생합성과정의 key

enzyme인 tyrosinase을 활성억제하는 L. plantarum M23을

이용한 발효유는 피부의 미백 작용과 노화 억제 작용에

기여할 것으로 사료되었다.
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