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Ⅰ. 서론

Cocoa-derived food (카카오 분말, 초코렛, 코코아 

관련 산물)은 Theobroma cacao L. (Sterculiaceae)

로부터 얻어 발효, 로스트, 분쇄한 것들을 말한다. 

전 세계 모든 곳에서 소비되고 있는 이 물질은 몇

몇 페놀 성분 (phenolic acids, procyanidins, flavonoids)

에 대한 항산화 및 항라디칼 성질을 갖고 있기 때

문에 광범위하게 연구되고 있다(Wollgast & Anklam, 

2000a). Cocoa phenolics는 항산화, 항라디칼, 항암 

등의 성질을 갖고 있는 생물 활성 화합물 (bio-active 

compounds)로서 알려져 왔다 (Ren, Qiao, Wang, 

Zhu, & Zhang, 2003; Sanbongi et al., 1998; 

Wollgast & Anklam, 2000b). 또한, cariogenic 

bacteria (Osawa et al., 1990) 뿐만 아니라 food 

bacterial pathogen에 대해서도 cocoa phenolic이 

항균성을 가지고 있다고 이미 보고된 바 있다. 항

균활성은 세균 내 세포막을 통과하는 성질에 직접

적으로 관련이 있다(Arlorio, Coisson, Turri, & 

Martelli, 2000; Osawa et al., 1990). 커피나 야채 

등의 식품으로부터 나온 phenolics 뿐만 아니라 

Cocoa phenolics의 생체 내 생물 활성 (in vivo 

bio-activity)에 대해서는 많은 연구가 되어 있다. 

이러한 활성은 그들의 흡수 및 대사와 관련이 있

다(Shahidi & Naczk, 2003). 1994년 EU(Europe 

Union)에서 조사한 바에 의하면, 국민 1인당 소비

된 코코아/초코렛 및 초코렛 과자의 양이 적게는 

1.3 kg/year (포르투갈), 많게는 8.8 kg/year (독일) 

정도 되었다고 한다. 초코렛 (특히 짙은 초코렛)은 

일반적인 phenolic antioxidant로서 널리 사용된다. 

Flavonol외에 식품으로서 polyphenol의 생체적합성

에 대해서는 그다지 연구가 되어 있지 않다. 최근에 

독일의 식이요법 (다섯가지 flavonol과 flavonon에 기

초)에 의하면 flavonoid의 섭취가 23 mg/day라고 한

다. 이 평가에 catechin과 proanthocyanidins은 포

함되지 않는다. 어쨌든, flavonol의 생체적합성 (모

든 phenolic을 포함하여)에 대해서는 여전히 논란

의 여지가 되고 있다. 예를들어, 섭취되는 초코렛

과 카카오의 양 중에서 catechin은, plasma 내에서 

unbound form 혹은 소변을 통해서 약 0.5% 정도

  국내․외 기술정보



114    국내 ․외 기술정보/Antioxidant and biological activity of phenolic pigments from Theobroma cacao hulls extracted with supercritical CO2

밖에 회수되지 않는다 (Wollgast & Anklam, 

2000b). 

Cacao (T. Cacao L.)의 phenolic compound는 

다양한 종류가 있는데, catechins, epicatechins, 

anthocyanins, pro-anthocyanidins, phenolic acids, 

condensed tannins, other flavonoids 그리고 여러 

부수적인 compounds (Sanchez-Rabaneda et al., 

2003; Wollgast & Anklam, 200a) 등이 그것들이다. 

(-)Epicatechin은 양적으로 볼 때 cocoa phenolics

의 주요 화합물을 차지한다 (발효되지 않은 Forastero 

cocoa bean의 경우 약 35%의 polyphenol 함유). 잘 

발효된 건조 cocoa bean의 총 soluble phenolics는 

2-6%이며, 지리적 기원 뿐만 아니라 다양성에 의

존도가 높다. Forastero typical content는 약 6% 

Criollo cacao 내의 soluble phenolic 함량은 

Forastero의 2/3 정도 된다. 함량이 많은 경우 발

효가 잘 되지 않았다는 것을 뜻한다. 발효 과정시 

cocoa nibs (빻은 코코아 열매)의 phenolic 함량에 

약간의 변화가 수반된다. Soluble phenolic 함량의 

총 함량이 크게 감소하는 경우도 있으며, 몇몇 

constituent의 polymerization이 일어난다 (Shahihi 

&Naczk, 2003). 초코렛 내에 존재하는 저분자량 

polyphenol은 약간 쓰지만 신선한 맛의 원인이 된

다. 몇몇 polyphenolic compounds는, 물론 분자적

으로 다른 부류에 들어가기도 하나 (주로 Maillard 반

응에 관여하는 단백질과 환원당), colour development

에 포함되어 발효과정 및 roasting 과정에 작용한

다. “Cocoa red”는 전형적인 pigment colour인 

“good fermented cocoa beans”의 common name

이며, 다양한 자연적 미생물 발효에 의해서 생성

된다. 따라서, roasting 과정은 cacao nib colour의 

변화를 수반한다. 

Cocoa의 항산화 성질은 지난 수년간 연구되어 왔

는데, 항산화 종의 화학적 동정 (chemical characterization) 

(HPLC, HPLC-MS) (Adamson et al., 1999), 

DPPH
ㆍ
 및 ABTS

+ㆍ
와 같은 라디칼을 제거하는 역

할을 연구하기 위한 시험관 내 화학적 연구 (in 

vitro chemical studies) (Hatano et al., 2002), 시험

관 내 생물학적 연구 (in vitro biological studies) 

및 nutrigenomic에 기초한 연구가(bioavailability, in 

vivo interaction with cellular/molecular species) 

이루어졌다(Motohashi et al., 1999). Cocoa의 생물 

활성적 (bio-active) 특성은 Maillard 반응으로부터 

나온 compounds (비효소적 brown pigments)이외

에도 phenol 함량과 많은 관련이 있다. 

Cocoa hull은 cocoa 산업을 통해서 나오는 주요 

부산물로, theobromine, caffeine 그리고 cocoa 

lipids의 2차적 공급원으로 이용된다(그들의 높은 

산도 및 높은 unsaponifiable content로 인해서 

cocoa butter로는 생각되지 않는다). Cocoa hull은 

cocoa bean의 일부분으로서, T. cacao의 pre-roasting 

과정 혹은 roasting 과정 후, 싹이 틈과 동시에 

cotyledons로부터 분리된다(de-hulling/de-husking 

과정). 

T. cacao husk 및 hull에 관해서는 몇몇 연구가 

되어 있다(Martin-Cabrejas, Valiente, Esteban, 

Molla, & Waldron, 1994). 최근에, pectin 함량이 

많다는 이유로 인해, 이 부산물의 이용이 제기되

어 왔다(Arlorio, Coisson, Restani, & Martelli, 

2001). 초임계 이산화탄소 방법은 유기용매를 이용

하지 않고도 추출 정제가 가능한 방법이다. 향기

성분 뿐만 아니라 cocoa nibs theobromine, 지질 

등을 추출하기 위해 초임계 이산화탄소를 사용하

여 왔다. 하지만 phenol 화합물 추출 시 초임계 

이산화탄소를 이용하는 데는 연구가 미비한 상태이다. 

빈혈 (ischemia)에 의해 발생한 neuronal degeneration

을 통하여 phenolic bio-active molecule의 in vitro 

활성을 확인할 수 있다. 실제로, dopamine은 빈혈

에 큰 효과가 있다. 손상된 세포에 의해서 분비된 

dopamine은 효소적 혹은 비효소 계에 의해서 산
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화될 수 있다. 두 반응 모두 자유라디칼을 생성한

다. 부가적으로, 분비된 dopamine은 glutamate 분

비를 유도한다. 또한 glutamate는 자유라디칼류의 

2차적 발생의 원인이 될 수 있다. 항산화 활성을 

가진 bio-active molecule (vitamine E)뿐 아니라 약

물(cabergoline, 맥각증 관련 화합물, a dopamine 

D2 receptor 작동물질)도 in vitro에서 항산화 활

성을 가진 모델로 사용가능하다. 이러한 in vitro 

aproach는 항산화 활성을 갖는 물질류를 평가하는

데 유용한 방법이 된다. 

본 연구의 목표는 (1) 이산화탄소를 이용한 초

임계 용매 추출 (Supercritical Fluid Extration, 

SFE)을 적용하여 cocoa hull로부터 다양한 phenol 

물질을 추출하고, (2) HPLC로 그들의 조성을 동

정하며, (3) cellular ischemia를 이용한 in vitro 

model을 사용하여 항산화 효과 등을 밝히는데 있다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. Samples and chemical analyses

T. cacao L. (Sterculiaceae) hull은 Ferrero SpA 

(Alba, Italy)로부터 공급받았다. Cocoa hull은 분

쇄하여 sieving한 후 분석하고, 바로 화학적 분석 

및 in vitro 실험에 사용되었다. 화학적 분석으로

는 총질소함량, 단백질 %, 지방 함량, 총 식이 섬

유, 총 phenol 함량, 재, 수분 등이 포함되었다. 이

러한 분석 방법 및 과정은 Arlorio et al., (2001)의 

방법을 참고로 하였다. 

2. SFE conditions

시험재작용 초임계장치를 사용하였다. 50 g의 

cocoa hull로부터 추출 조건 및 각기 다른 용매를 

사용하여 phenol (C1-C5)을 추출한 방법은 Table 

2에 나타내었다. 초임계 추출 시 유기물질은 사용

하지 않았다. 이산화탄소 추출 후 추출물을 녹이

기 위해 사용된 유기용매도 Table 2에 나타내었다. 

3. Antiradical/antioxiant activity

항라디칼/항산화 성질은 DPPHㆍ 라디칼의 제

거를 통해 평가하였다 (Brand-Williams, Cuvelier, 

and Berset, 1995). 항산화 성질은 IP (inhibition 

percent; %)를 통해서 표현되었다. DPPH 라디칼

의 IP 계산 방법은 다음과 같다.

   
 ×  100

          

4. HPLC analysis

Shimadzu Class VP 5 HPLC system을 이용하

여 추출물들을 분석하였다. 

5. Biological activity test

15일간 retinoic acid를 이용하여 neuronalphenotype

으로 분화시킨 Human neuroblastoma cells (SH-SY5Y)

를 이용하여, 산소 및 당을 주지 않은 채로 5시간 

동안 ischemic damage에 노출 (oxygen glucose 

deprivation-OGD-phase)시킨 후 20시간동안 재산

화시켰다. 모든 추출물들은 진공상태 (RVC 2-18- 

Christ, GMBH)에서 증발시킨 후 고순도 에탄올 

(1 ul/ml) 500 ul에 다시 녹였다. 여과시킨 후 

(0.45 um syringe filter) 1000배 희석하여 culture 

buffer (glucose-free, oxygen-glucose deprivation 

buffer: NaCl 154 mM, KCl 5.6 mM, HEPES 5.0 

mM, NaHCO3 3.6 mM, CaCl2 2.3 mM, pH7.4, 

95% N2, 5% CO2를 이용하여 2시간 bubbling 후 

사용)로서 제조하였다. 에탄올은 buffer로 희석하

여 positive-negative control로 사용될 뿐 모든 실

험에서 효과를 나타내지는 않았다. 

모든 OGD phase 동안에 모든 세포는 초임계 

이산화탄소에 의해 추출된 Cocoa hull 추출물 
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(C1-C5)에 노출시켰으며, 표준물질은 전 연구의 

것과 동일 (α-tocopherol: 50uM; cabergoline: 

10uM)하였다. Cocoa hull 추출물과 세포간의 접촉

은 reoxygenation phase를 통해서 유지하였다. 

Cellular vitality (viable cell의 %로 표현)는 

MTT 방법을 이용하여 재산화 과정 후에 측정하

였다 (Mosmann 1983).

Ⅲ. 결과

Cocoa hull 내의 대략적인 조성은 Table 1과 같

다. 위에서 언급한 바와 같이, hull의 주 구성 물질

은 섬유질 (수불용성 섬유)이고, 이 외에 높은 메

틸도 (methylation degree)를 갖는 pectin도 함유

되어 있다. Folin Ciocalteu 방법에 의해 평균 

1.8%의 phenol 화합물이 포함되어 있다는 것을 확

인하였다(Arlorio et al., 2001).

Cocoa hull로부터 추출한 ‘whole’ phenol 의 항

산화 활성은, Soxhlet 방법으로 얻은 methanol을 

이용하여 DPPHㆍ 법을 통하여 확인하였다. Cocoa 

hull 내 phenollic pigment의 methanol 추출물에 

대한 제거 성질 (scavenging property)은 Table 2

에 나타내었다. Cocoa hull로부터 메탄올 추출물 

(메탄올에 500배 희석)은 BHA (butyl-hydroxy-anisole) 

10
-5
M의 것과 비슷하게 inhibition percent (IP%)

를 나타내었다. 최고 라디칼 제거 활성은 500배 

희석한 Cocoa bean을 발효하여 얻은 메탄올 추출

물에 의해서 확인하였다.

Methanolic hull 추출물의 phenol 화합물은 이전 

연구를 통해 결정하였다 (Azizah, Nik Ruslawati, 

& Swee Tee, 1999; Coisson et al., 2003). Hull의 

메탄올 추출물을 통해 확인된 모든 phenol 화합물

은 항산화 혹은 항라디칼 분자로서 판단된다. 이

러한 사실은 in vitro 연구를 통해서 강조된 Cocoa 

hull 추출물의 모든 활성을 확인하는 결과이다. Hull

에 함유되어 있는 주요 구성 물질은 epicathechin

과 p-hydroxybenzoic acid (각각 2753, 2252ppm)이

다. HPLC를 통해서 알려지지 않은 미량성분을 존재를 

확인하였다. 우리는 anthocyanins 및 proanthocyanidins

가 존재한다고 보고 있다. 또한 이러한 화합물들은 

in vitro에서 강한 항산화역할을 하는 것으로 보고

되었다 (Adamson et al., 1999). 각각의 phenol 추

출물들의 HPLC-MS를 통한 동정 등 부가 연구가 

수행되고 있다. 

초임계 이산화탄소를 통한 추출을 통해서 지질

로 인한 약간의 오염 발생을 확인하였다. 이와 같

이 같이 추출되는 것을 방지하기 위해 추출 조건

의 최적화가 기본적으로 필요하다. 그럼에도 불구

하고, hull로부터 지방이 같이 추출되는 것을 피하

기 위해서 예전 연구에 사용된 추출방법을 사용할 

수 있다. 이러한 점을 감안하여, 이러한 topic에 관

해 발표되었던 연구결과들을 고려하여 예전의 변
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수들 (100, 150, 200bar에서 50℃)을 선택하였다 (Li 

& Hartland, 1992; Li & Hartland, 1996; Rossi, 

Arnoldi, Savioni, & Schiraldi, 1989; Saldana, 

Mohamed, & Mazzafera, 2002; Saldana, Zetzl, 

Mohamed, & Brunner, 2002). 초임계이산화탄소에 

의한 phenol 추출물을 분석하기 위해 HPLC를 사

용하였다. 우리들의 예상과는 달리 flavonoid 뿐만 

아니라 모든 phenolic acid가 존재하는 것은 아니

었다. 단지 caffeine을 비롯한 여러 peak만이 발견되었다. 

Caffeine 농도는 0.014-0.031 mg/ml (C1: 0.014 mg/ml, 

C2: 0.031 mg/ml, C4: 0.015 mg/ml). 초임계 이산화

탄소를 통해 추출된 추출물의 항산화-항라디칼 활

성을 평가하기 위해, 재료 및 결과에서 언급한 바

와 같이,  ischemic damage의 방어를 평가하는데 

최적화된 in vitro model 계를 이용하였다. 이러한 

실험 결과, 이산화탄소에 의해 추출 후 아세톤에 

재용해시킨 C3 및 C5 (150bar, 200bar)가 강한 생

물학적 활성을 나타내었다. Caffeine 함량이 많은 

C1, C2 및 C4의 경우는 생물학적 활성을 나타내

지 않고, ischemia damage를 촉진시켰다 (Fig. 1). 

실제로, caffeine이 없는 C3 및 C5만이 ischemic 

damage에 대해 방어효과를 나타내었으며, 이들의 

효과는 cabergoline (10um) 및 vitamin E (50um)

의 그것과 비슷하였다. 

Procyanidin과 같은 oligomeric polyphenol 역시 

damage protection에 기여한다. 최근에 기술된 바에 

의하면 (Hatano et al., 2002), cacao의 pro- 

anthocyanidin glycosides의 경우, (1) microsome 

내 NADP 의존적 lipid peroxidation (Nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate-dependent lipid 

peroxidation) 및 (2) linoleic acid의 자연산화에 대

한 저해효과가 있다고 한다. 이러한 효과는 peroxidatioin 

연쇄 반응에서 나타나는 높은 라디칼 제거 활성에 

기인한다. 다른 가설로는 강한 항산화제인 clovamide

의 존재를 들 수 있다. 다른 빈혈 (ischemic) 뿐만 

아니라 발작 등에 대한 caffeine의 방어기작에 관

해서 보고된다 하더라도, 본 연구를 통해서 얻은 

결과에 의하면 hull로부터 추출된 unknown 물질

들의 방어기작도 무시할 수 없다고 판단된다. 

예전의 메탄올로 추출한 Cocoa hull의 사용을 

통해 본 결과를 통해서 이러한 추출물들은 ‘유기

용매를 사용하지 않는’ 중요한 항산화물질로서 식

품에 적용가능하다 (dietary, nutraceutical, flavouring)

는 결론을 내렸다. C3 및 C5 등의 방어적 활성 등

은 빈혈과정 (ischemic process) 등과 같이 산화적 

손상을 연구하는데 중요한 결과로서 많은 관심의 

대상이 될 것이 분명하다. 이러한 이유로 인해, 

HPLC-MS 등을 이용하여 항산화 역할을 가진 다

른 미량의 phenol류 물질들 (pro-anthcyanidins 및 

free phenols 등)을 확인/제거할 계획이다. 

결론적으로, phenol 함량이 많은 Cocoa hull 추

출물은 특유의 색깔과 기능을 가진 매우 관심있는 

bio-active compounds라고 할 수 있다. 

Ⅳ. 결론

초임계 이산화탄소 추출법은 bio-active한 항산

화 및 항라디칼 성질을 갖는 cocoa hull로부터 

pigmented phenolic fraction을 얻을 수 있는 매우 

유용한 방법이다. 이러한 phenolic들의 항산화 활
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성을 평가하는데 in vitro 방법을 이용하여 최적화

하였다. SH-SY5Y cell을 이용하여 in vitro 평가

를 수행한 결과 OGD damage에 방어효과가 있다

고 평가되었다. 

식품 산업에 있어서 functional colorant ingredient 

혹은 항산화 복합체 추출 등으로 안전하게 이용되

기 위한 phenolic pigments의 생물활성 동정이 무

엇보다도 더욱 중요한 일이라고 본다. 
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