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ABSTRACT - This study was performed to elucidate the antioxidative and antiaging activities of mixed rates

2:6:2(262), 6:2:2(622) and 4:4:2(442) of fermented soybean, fermented rice bran, fermented red ginseng based on the

comparision with their separate results of our three previous studies. The antioxidative and antiaging effects of 262,

622 and 442 mixed ratios were evaluated by the determination of superoxide radical scavenging activities, hydroxy

radical scavenging activities, linoleic acid inhibition activtiy, elastin synthesis activity, and cell viability of B16F10.

The material of 442 ratio showed the higher effects than those of 262 and 622 ratios, and presented the higher effect

than the separate material of red ginseng in the antioxidative and antiaging activities. Therefore, this study suggested

that the material of 442 ratio in the production of red gineng- containing cosmetics could be preferred as a useful cos-

metic ingredient for antioxidation and antiaging.
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노화란 모든 신체 기관과 세포에 걸쳐 일어나는 기능,

구조, 생화학적 변화라 할 수 있다. 피부의 노화는 시간이

흘러감에 따라 자연적으로 섬유아세포의 작용과 세포수가

감소하여 collagen, elastin, fibroin 등의 세포 외 기질 단백

질의 합성 양이 줄어들고, 이에 따른 피부의 구조가 느슨

해지거나, 탄력이 감소하며 세포 내 수분 양이 손실되며

나타나는 생리적 노화(chronological aging)와 바람, 온도,

습도, 담배, 자외선 등의 외부인자에 의해 활성산소종이 발

생하게 되고 이 때 발현되는 염증성 사이토카인이 촉진되

어 activator protein-1 (AP1)과 nuclear factor κB (NF-κB)의

활성화에 인한 염증작용이 증가되며 피부를 구성하는 여러

지질, 단백질, 효소 등이 손상되어 발생하는 외인성 노화

(extrinsic aging) 으로 나누어진다1,2). 피부 노화의 대표적

인 증상은 주름의 발생으로, 이는 피부 진피조직의 교원

질 중 콜라겐의 많은 감소에 의해서 발생하게 된다3). 피

부에서 발생한 활성산소종이 세포막을 공격하여 산화가

일어나고 이 때 발생한 산화된 지질에 의해 세포막이 손

상되어 정상적인 피부 기능을 상실하게 된다. 또한 여러

가지 효소적인 항산화활동의 균형이 흐트러지게 되며, 이

러한 과정의 지속적인 반복은 주름을 유발하게 되는 원인

이 된다4). 

인삼(ginseng)은 두릅나무과(Araliaceae)에 속하며 느리

게 자라는 다년생초이다5). 이를 고온에 쪄서 말린 것을 홍

삼이라 하며, 인삼의 대표적인 성분은 진세노사이드(gin-

senoside, ginseng+glycoside)로서 다른 식물에서 발견되는

사포닌과는 다른 독특한 구조 및 활성을 가지는 것으로

알려져 있다6). 또한 홍삼에서만 나타나는 ginsenoside Rg2,

Rg3, Rh1, Rh2 등의 특이성분은 암 예방, 암세포 성장 억

제, 혈압강하, 뇌신경세포보호, 항혈전, 항산화작용 등이

있다고 보고되어져 있다7). 

미강은 현미를 도정할 때 나오는 부산물로 단백질 11-

15%, 탄수화물 34-62%, 섬유질 7-11%, 지질 15-20% 그

리고 회분 7-10% 등으로 구성되어 영양적으로 우수한 것

으로 평가되고 있다8). 또한 미강에는 α-Tocopherol, α-

Tocotrienol, γ-Tocopherol, γ-Tocotrienol 및 γ-Oryzanol 등
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이 함유되어 있어 항산화작용과 혈청 콜레스테롤을 낮춰

주는 기능을 가진다고 보고되어져 있다9). 

대두는 한국에서 간장, 된장 등 전통 발효식품의 형태

로 다양한 영양소의 공급원이 되고 있으며, 최근 대두 발

효식품과 단백 가수분해물의 다양한 생리활성 능력이 보

고되면서 식품소재로 널리 쓰인다10). 대두에 포함되어 있

는 페놀물질에는 chlorogenic acid, isochlorogenic acid 와

caffeic acid 이 있으며 이소플라본 또한 강한 활성을 가지

는 플라보노이드류이다. 이러한 물질들은 발효과정에서 미

생물에 의해 여러 대사물질로 변화됨이 보고되어져 있으

며, 청국장으로 발효한 이후 항산화활성이 증가됨이 보고

되어져 있다11).

또한 본 연구실에서 선행되어진 연구보고에 따르면 발

효된 홍삼, 미강, 대두의 각각 개별에 대한 발효 최적조건

확립 및 항산화, 미백, 주름에 대해 실험을 실행하였으며

그 결과 숙성된 홍삼에서는 항산화효과, 지질과산화 억제

효과, collagen 생성 촉진효과, collagenase 활성 저해효과

를 확인하였으며12), 미강에서 또한 높은 항산화활성 및 지

방산 산화억제활성, 멜라닌 생성에 관여하는 mushroom

tyrosinase 활성 저해능을 확인 하였다13). 발효된 대두 또

한 그렇지 않은 대두에 비해 항산화 활성, 미백활성, linoleic

acid 억제활성 및 tyrosinase 억제 활성을 보였다14). 

따라서 본 연구는 개별로 뛰어난 활성을 가지는 홍삼,

미강, 대두의 3가지 비율로 혼합을 하여 개별효과보다 더

욱 더 뛰어난 항노화 효과와 주름개선 효과를 가지는 기

능성 화장품의 원료를 개발하기 위해 in vitro 수준에서의

항산화효과와 주름개선 효과를 연구 하였다.

재료 및 방법

균주 및 성장조건

Bacillus subtilis 168 (ATCC 33234, KCTC 2217) 는 한

국미생물보존센터(KCCM)에서 분양받았으며, 35oC 조건으

로 Luria-Bertani broth (LB Difco Laboratories, Detroit, MI)

에서 배양하였다.

대두시료 제조

20 g의 대두에 Bacillus subtilis를 600 nm 흡광도가 1.0

일 때 1%를 접종하여 40oC에서 36시간 동안 고체발효 하

였다. 대두발효시료에 80% 에탄올을 4시간 동안 침지 후

상등액을 채취하여 40oC에서 농축시킨 대두발효추출물을

동결건조하여 사용하였다.

미강시료 제조

20 g의 미강을 멸균수 200 mL을 혼합하여 Bacillus subtilis

를 600 nm 흡광도가 1.0일 때 1%를 접종하여 40oC에서 36

시간 동안 고체발효 하였다. 미강발효시료에 80% 에탄올

을 4시간 동안 침지 후 상등액을 채취하여 40oC에서 농축

시킨 미강발효추출물을 동결건조하여 사용하였다.

홍삼시료 제조

본 실험에서 사용한 수삼은 금산에서 제배한 5년 근을

구입하여 사용하였다. 구입한 수삼 50 g을 오쿠(OC-7700R)

로 7시간 동안 숙성시킨 뒤, 80% 에탄올에 4시간 동안 침

지시킨 후 상등액을 채취하여 40oC에서 농축한 후 동결건

조하여 사용하였다.

시료의 혼합

위의 3가지 발효 후 추출된 시료를 대두 :미강 :홍삼 순

으로 2:6:2, 6:2:2, 4:4:2 비율로 혼합하여 사용하였다.

Superoxide Radical 소거효과

2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) 1 mM

50 µL와 esterase (600 unit/mL) 50 µL를 혼합한 뒤 37oC에

서 20분간 반응시켜 2',7'-dichlorodihydrofluorescein (DCFH)

solution을 만든 후 DCF측정법을 사용하여서 평가하였다15).

96 well plate에 농도별 각 시료 10 µL를 넣고 50 mM 칼

륨인산완충용액 130 µL를 넣은 뒤 20 mM menadion 10 µL

와 칼륨인산완충용액으로 100배 희석한 DCFH solution

50 µL를 넣고 5분 간 섞어준다. Elisa (Microtiter plate reader,

Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA., USA)로 485/530

nm에서 fluorescence를 5분 간격으로 30분간 측정하였다.

Hydroxy Radical 소거효과

DCFDA (1 mM)와 esterase (600 unit/mL)를 혼합한 뒤

37oC에서 20분간 반응시켜 DCFH solution을 만들어 DCF

측정법을 이용하여 실시하였다16). 96 well plate에 농도별

각 시료를 넣고 10 mM FeSO4와 1.35 mM H2O2를 섞은

혼합액을 넣어준다. 100배 희석한 DCFH solution를 넣고

5분간 섞어준다. Elisa (Microtiter plate reader, Molecular

Devices Co., Sunnyvale, CA., USA)로 485/530 nm 에서

Fluorescence를 10분 간격으로 40분간 측정하였다.

지질과산화 억제 효과

자동산화가 잘되는 물질인 리놀산을 이용하여 자동산화

를 억제하는 효과를 실험한 것으로 10 mM 리놀산 용액과

시료를 농도별로 첨가한 후 4oC, 24시간 보관 후 지질 과

산화 정도를 thyocyanate법에 의하여 실시하였다17). 상기

의 혼합액에 75% 에탄올을 첨가하여 교반한 후 30%

NH4SCNsolution과 20 mM FeCl2을 첨가하여 3분 간 방치

한 후 발색시켜 Elisa (Microtiter plate reader, Molecular

Devices Co., Sunnyvale, CA., USA)로 500 nm에서 흡광도

를 측정한다.
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Increasing Rate of Elastin Synthesis

피부의 주름개선 효과를 검정하는 elastin 합성효과를 보

기 위하여 수행하였고, 실험에 사용한 섬유아세포인

Raw264.7 cell 은 한국 세포주 은행에서 분양 받았으며

10%의 fetal bovine serum (FBS, Bio whittaker)와 1%의

penicillin (Bio whittaker)이 첨가된 dulbecco's modified eagle

medium (DMEM, Bio whittaker)으로 37oC, 5% CO2조건

에서 배양한 후, 새로운 serum free 배지의 적정 농도 범위

에서 단계적으로 희석한 시료를 가하고, 다시 24시간 동안

CO2incubator에서 배양한다. 배양액을 가지고 FASTINTMassay

(Biocolor,Belfast,Ireland)사용방법대로 elastin 합성효과를

관찰한다. sample이나 standard를 침전시약과 동량으로 섞

어서 10분간 방치한 후 10,000 × g에서 10분간 원심분리한

다. 원심분리 후 상층액은 제거하고 Fastin Dye Reagent 1

mL을 첨가하여 90 min 동안 반응시킨 뒤 10,000 × g에서

10분간 원심분리하여 elastin-dye complex를 분리한다. 상

층액은 제거하고 Dye Dissociation Reagent 250 µL를 넣고

섞은 뒤 Elisa (Microtiter plate reader, Molecular Devices

Co., Sunnyvale, CA., USA)를 이용하여 513 nm에서 흡광

도를 측정한 후, α-elastin 표준곡선에 대입한 뒤 elastin 농

도를 산정한다.

MTT를 이용한 세포독성 측정

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium

bromide)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MI, USA) 제

품을 사용하였다. 실험에 사용한 melanoma cell 인 B16F10

은 한국 세포주 은행에서 분양 받았으며 10%의 fetal bovine

serum (FBS, Bio whittaker)와 1%의 penicillin (Bio whittaker)

이 첨가된 dulbecco's modified eagle medium (DMEM, Bio

whittaker)으로 37oC, 5% CO2조건에서 48시간 배양한 후

96-well plate에 세포현탁액을 180 µL 씩 분주하고, phosphate-

buffer of saline (PBS, Bio whittaker)로 sample을 희석한

후 농도별로 20 µL 씩 첨가하였다. 37oC, 5% CO2조건에서

48시간 동안 추가배양한 후 배양액을 제거하고 MTT (5 mg/

mL in PBS)용액을 100 µL 씩 가하고 37oC, 5% CO2에서

4시간 동안 추가 배양하였다. 이후 DMSO 100 µL를 넣고

37oC, 5% CO2에서 10~15분 동안 반응시킨 후 발색 정도

를 Elisa (Microtiter plate reader, Molecular Devices Co.,

Sunnyvale, CA., USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측

정한다.

통계처리

본 실험에 대한 모든 실험 결과는 평균치와 표준편차로

나타내었고, 통계적 유의성은 SPSS 12.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)를 이용한 one-way ANOVA로 검정하

였으며, 사후 검증으로 Duncan's post-hoc test를 실시하였

고 유의성은 p < 0.05로 하였다.

결과 및 고찰

Superoxide Radical 소거효과

활성산소는 체내 생물학적 반응에서 만들어지며 정상적

인 경우 superoxide dismutase (SOD)에 의해 과산화수소

로 전환되지만, 과잉생산이 될 경우 체내에서 독성을 나

타내게 되어 여러 가지 질환을 발생시키기도 한다18,19,20).

Superoxide radical 소거 실험 결과는 Table 1과 같다. 442 >

622 > 262 순으로 84%, 83%, 60%의 소거활성을 보였으며,

농도의존적인 superoxide radical 소거활성을 보였다. 가장

높은 활성을 보인 442는 표준물질로 사용된 vitamin C와

유사한 활성을 보였으며, 이는 본 연구실에서 선행되어진

개별 연구 결과인 발효된 홍삼 70%12), 발효된 미강 89%13),

발효된 대두 89%14) 와 비교했을 때 superoxide radical 결

과에서 84%의 소거활성을 보여 미강과 대두와는 비슷하

지만 홍삼과 비교하였을 때 혼합비율에서 더 높은 연구결

과가 나타났다.

Hydroxy Radical 소거효과

Hydroxy radical은 반응성이 가장 큰 free radical로 DNA

손상을 일으켜 세포독성이나 돌연변이를 유발하여 체내에

서 전반적으로 가장 강한 독성을 나타내는 free radical이

다21,22). Hydroxy radical 소거율의 결과는 Table 2와 같다.

100 µL/mL 농도에서 각각 85%, 75%, 84%로 표준물질인

vitamin C에 비해 매우 높은 항산화능을 보였으며, 특히

262와 442가 우수한 free radical 소거효과를 보였다. 표준

물질 vitamin C와 비교하였을 때 vitamin C의 농도가

100 µL/mL 일 때 262는 10배 낮은 10 µL/mL에서 약 3%

Table 1. Scavenging Effect of Rate Mixed Soybean, Rice Bran, Red Ginseng Fermented on Superoxide Radical. 262 : soybean, rice bran,

red ginseng mixed rate 2:6:2, 622 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate 6:2:2, 442 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate

4:4:2. Vitamin C was used as positive control, a, b, c, d, e, f are different group by one-way ANOVA with Duncan’s post-hoc test

Concentration (µL/mL)
O

2

− scavengingactivity(%)

262 622 442 Vitamin C

100 60.54 ± 2.13a 83.23 ± 2.47a 84.72 ± 2.64a 76.41 ± 0.36b

10 61.17 ± 5.28d 60.41 ± 3.74d 70.52 ± 3.07bc 69.39 ± 1.32c

1 41.60 ± 4.34f 41.03 ± 4.08e 51.54 ± 4.06e 53.36 ± 2.97f
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낮은, 442는 1 µL/mL에서 약 2% 더 낮은 hydroxy radical

소거효과를 나타내었으며, 다른 radical 소거활성에 비해 매

우 뛰어난 hydroxy radical 소거효과를 나타내었다. 이는 본

연구실에서 선행되어진 개별 연구 결과인 발효된 홍삼

75%12), 발효된 미강 82%13), 발효된 대두 79%14) 와 비교했

을 때 약 3%~10% 가량 증가한 것으로 나타나 혼합비율

에서의 hydroxy radical 소거효과가 더 뛰어나다는 것이 나

타났다.

지질과산화 억제 효과

생체막의 주성분인 인지질의 구성성분인 linoleic acid는

free radical의 반응에 의해 자동산화 반응을 일으키기 쉬

우며, 자동산화가 일어나게 되면 DNA 손상에 영향을 미

치게 된다23,24). Linoleic acid의 자동산화능을 이용한 thio-

cyanate법으로 항산화 활성을 측정한 결과는 Table 3과 같

다. 442 > 622 > 262 순으로 각각 56%, 43%, 42% 의 자

동산화 저해 활성을 보였으며 농도의존적으로 억제효과가

나타났다. 자동산화 억제 효과는 표준물질인 vitamin C 에

비해 활성이 다소 떨어지는 것으로 나타났으며, 기존에 본

연구실에서 선행되어진 개별 연구 결과인 발효된 홍삼

57%12), 발효된 미강 79%13), 발효된 대두 62%14)와 비교 하

였을 때 또한 낮은 억제율을 나타냈으며, 다른 radical 소

거활성에 비해서는 활성이 조금 떨어지는 것으로 나타났다.

Increasing Rate of Elastin Synthesis

콜라겐 이외의 탄력섬유인 elastin은 주름형성에 있어서

많은 관여를 한다25,26). 또한 UV에 의해 피부 표피의 각질

형성세포(keratinocyte)에서도 elastase의 전구체인 tropo-

elastin 의 mRNA 발현이 증가한다27). Elastin synthesis를

측정한 결과는 Table 4와 같다. 262, 622, 442 모두 100

µL/mL 의 농도에서 약 42%로 비슷하게 나타났으며, 농

도의존적인 elastin synthesis를 보였다. 따라서 elastin 합성

의 증가는 elastase의 활성을 저해하며 주름형성이나 각질

형성억제에도 도움을 줄 수 있을 것으로 보여진다.

MTT를 이용한 세포독성 측정

B16F10 cell은 피부의 색소를 형성하는 세포인 melanin

cell의 악성종양으로 melanin이 과잉생산 되어 색소의 피부

침착에 기인하여 B16F10 cell의 성장을 억제하면 tyrosinase

Table 2. Scavenging Effect of Rate Mixed Soybean, Rice Bran, Red Ginseng Fermented on Hydroxy Radical. 262 : soybean, rice bran,

red ginseng mixed rate 2:6:2, 622 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate 6:2:2, 442 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate

4:4:2. Vitamin C was used as positive control, a, b, c, d, e, f are different group by one-way ANOVA with Duncan’s post-hoc test

Concentration (µL/mL)
OH scavenging activity (%)

262 622 442 Vitamin C

100 85.94 ± 2.42a 75.13 ± 4.26b 84.07 ± 0.69a 65.66 ± 1.26c

10 62.96 ± 4.78c 55.45 ± 0.82d 72.57 ± 2.61b 32.35 ± 0.23f

1 51.03 ± 2.83d 44.30 ± 2.83e 63.83 ± 2.84c 24.17 ± 1.57f

Table 3. Inhibitory Effect of Rate Mixed Soybean, Rice Bran, Red Ginseng Fermented on Linoleic acid anti-oxidantion. 262 : soybean,

rice bran, red ginseng mixed rate 2:6:2, 622 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate 6:2:2, 442 : soybean, rice bran, red ginseng mixed

rate 4:4:2. Vitamin C was used as positive control, a, b, c, d, e, f, g are different group by one-way ANOVA with Duncan’s post-hoc test

Concentration (µL/mL)
Inhibition of anti-oxidation by using linoleic acid (%)

262 622 442 Vitamin C

100 42.83 ± 2.07g 43.30 ± 1.20e 56.57 ± 1.97e 83.78 ± 1.09a

10 44.72 ± 0.78ef 47.60 ± 1.05de 48.03 ± 2.60d 82.43 ± 1.36a

1 36.20 ± 2.00e 43.71 ± 0.58e 42.39 ± 1.60c 66.79 ± 1.02b

Table 4. Inhibitory Effect of Rate Mixed Soybean, Rice Bran, Red

Ginseng Fermented on elastin synthesis. 262 : soybean, rice bran,

red ginseng mixed rate 2:6:2, 622 : soybean, rice bran, red ginseng

mixed rate 6:2:2, 442 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate

4:4:2. a, b, c, d, are different group by one-way ANOVA with

Duncan’s post-hoc test

Concentration

(µL/mL)

Inhibition of anti-aging by using elastin synthesis (%)

262 622 442

100 42.67 ± 4.71a 42.17 ± 2.12a 41.33 ± 1.89a

10 28.67 ± 1.89bc 32.78 ± 0.69b 31.22 ± 0.77b

1 22.11 ± 2.22d 27.33 ± 5.19cd 25.00 ± 2.36bcd

Table 5. Cell Viability of Rate Mixed Soybean, Rice Bran, Red

Ginseng Fermented on melanoma cell. 262 : soybean, rice bran,

red ginseng mixed rate 2:6:2, 622 : soybean, rice bran, red ginseng

mixed rate 6:2:2, 442 : soybean, rice bran, red ginseng mixed rate

4:4:2. a, b, c, d, e, f, g are different group by one-way ANOVA

with Duncan’s post-hoc test

Concentration

(µL/mL)

Cell Viability (%)

262 622 442

100 19.89 ± 1.56g 23.76 ± 1.17f 37.85 ± 1.17cd

10 34.94 ± 0.20de 32.73 ± 2.93e 44.48 ± 0.48b

1 36.05 ± 2.15de 40.06 ± 1.56c 55.80 ± 0.39a
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활성과 tyrosinase protein 발현을 억제하여 melanin 생성

을 저해 한다28,29). B16F10의 세포활성을 측정해본 결과는

Table 5와 같다. 262에서 가장 낮은 세포 활성도인 19%를

나타내었고, 622와 442 순으로 세포 활성도를 나타내었으

며, 농도의존적인 세포 활성도를 나타내었다. 

요  약

본 연구는 발효된 대두, 미강, 홍삼 3종을 배합을 하여

시너지 효과를 확인함으로써 개별 시료보다 더욱 더 좋은

혼합물을 만들기 위해서 시행되었다. 3가지 혼합비율 262,

622, 442를 비교하였을 때 442 비율이 항산화활성과 항노

화활성이 뛰어난 것으로 나타났다. 또한 442 혼합비율은

개별 재료의 효과와 비교하였을 때 개별 홍삼보다 높은 시

너지 효과를 보여 주었다. 그러므로 홍삼을 원료로 하여 화

장품을 제조할 때는 홍삼을 단독으로 사용하는 것보다 미

강과 대두와 혼합된 442 혼합비율 재료가 항산화활성과

주름개선에 더 높은 활성을 가지는 기능성 화장품의 중요

원료로 선호될 수 있다. 앞으로 이 물질에서 주요한 유효

성분을 분리, 정제하여 항산화 검증과 항노화 검증의 필

요성이 있다고 사료된다.
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