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Abstract In previous work, we fermented coffee beans using solid-state culture with various fungal mycelia to enhance
the physiological activity of the coffee. The coffee fermented with Monascus sp. showed a higher physiological activity
than non-fermented coffee or other coffees fermented with mushroom mycelium. The aim of this study was to characterize
the various fermented coffees with respect to their area of cultivation and their variety using Monascus purpureus (MP)
mycelium solid-state culture. Thirty types of green coffee beans, which varied in terms of their cultivation area or variety,
were purchased from different suppliers and fermented with MP under optimal conditions. Each MP-fermented coffee was
medium roasted and extracted further using hot water (HW) under the same conditions. Of the HW extracts, those derived
from MP-Mandheling coffees had the highest yield (13.6-15.5%), and MP-Robusta coffee showed a significantly higher
polyphenolic content (3.03 mg gallic acid equivalent/100 mg) and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) free
radical scavenging activity (27.11 mg ascorbic acid equivalent antioxidant capacity/100 mg). Furthermore, in comparison to
other MP-fermented coffees at 1,000 µg/mL, MP-Robusta coffee showed not only the most effective inhibition of tumor
necrosis factor-α (TNF-α) production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells (67.1% of that in LPS-stimulated control cells),
but also an effective inhibition of lipogenesis in 3T3-L1 adipose cells (22.2% of that in differentiated control cells). In
conclusion, these results suggest that Vietnam Robusta coffee beans solid-state fermented with MP mycelium are amenable
to industrial applications as a functional coffee beverage or material.
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서 론

커피는 쓴맛, 떫은맛, 신맛, 단맛 등이 조화되어 만들어지는 대

표적인 음료로서 전 세계적으로 가장 널리 음용되고 있는 기호

식품으로 우리나라에서도 커피전문점 확산과 자가소비 증가 등

커피시장이 지속적으로 성장하고 있다. 커피는 꼭두서니과(Rubi-

aceae) 코페아속(Coffea)에 속하며, 상업적으로 재배하는 품종은

크게 아라비카 (Coffea arabica L.)와 로부스타(Coffea canephora)

및 리베리카(Coffea liberica)로 나눌 수 있다. 그 중 향기와 맛이

좋아 최고의 품질로 인정받고 있는 아라비카종은 전 세계 산출

량의 약 70%를 차지하고 있으며, 남은 30%의 대부분은 로부스

타종이고, 리베리카종은 2-3%밖에 생산되지 않는다. 브라질, 콜

롬비아 등 중미와 남미에서는 대부분의 아라비카가 생산되고, 베

트남, 인도네시아, 인도 등 동남아시아 지역에서는 로부스타가 주

로 생산된다. 커피에는 다른 식품에 비해 폴리페놀 등의 항산화

성분 함량이 높아 세포 손상을 유발하는 자유라디칼 소거능이 높

다고 알려져 있다(1,2). Kim 등(3)은 최근 시판 커피 한 컵에 함

유된 caffeine과 chlorogenic acid 등의 생리활성 성분과 항산화활

성에 대해 보고하였으며, Chu 등(4)은 신경세포 보호효과를 갖는

lipophilic antioxidant와 chlorogenic acid 등이 커피생두보다 로스

팅한 원두커피에 높은 함량을 나타낸다는 결과도 보고하였다. 또

한 커피는 알츠하이머(5), 파킨슨 병(6), 제2형 당뇨병(7), 콜레스

테롤(8), 심장 질환 및 간경변(9-11), 항지질대사(12) 등에도 우수

한 보호효과를 갖는 것으로 알려지면서 기호식품을 넘어서 커피

의 약리적인 효과에도 많은 연구가 이루어지고 있는 추세이다.

한편, 커피의 과다섭취는 정서불안, 신경과민, 수면장애 및 위

장장애 등의 카페인 중독증(caffeinism)을 유발할 수 있다고 알려

져 있으며(13), 카페인이 지방산화를 증가시켜 혈중 유리지방산,

콜레스테롤 및 중성지질 함량을 높여 심혈관계, 특히 관상동맥질

환을 발생시킬 수 있다는 연구(14,15)와 함께 이를 부정하는 연

구(16,17)도 지속적으로 보고되어 커피섭취와 심혈관계 질환과의

상관성은 여전히 논쟁이 되고 있다. 따라서 커피의 유용성분 극

대화와 함께 유해성분을 감소시키기 위한 다양한 공정개발과 이
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에 따른 기능성커피의 개발은 일상적으로 섭취하는 기호식품을

통한 다양한 만성질환 예방에 크게 기여할 수 있다고 사료된다.

한편, 지구상에 수 만종이나 존재하는 귀중한 생물자원인 진균

류(fungus)는 세균류(bacterium)와 대립되는 개념으로 통곰팡이류,

접합균류, 자낭균류 및 담자균류를 총칭하는데 효모(yeast), 곰팡

이(mold) 및 버섯류(mushroom) 등의 진핵생물이 속하며, 대부분

영양기관인 균사체(mycelium)와 번식기관인 포자(spore)를 가지고

있다. 자낭균류에 속하는 Monascus속 곰팡이는 전통적으로 홍국

의 제조에 이용되어 왔으며, 중국을 비롯한 아시아 여러 나라에

서는 식용색소, 식품의 보존 및 살균제, 건강식품 등으로 이용되

어 왔다(18,19). 특히, 홍국균이 생산하는 콜레스테롤 생합성효소

(HMG-CoA reductase) 억제물질인 천연 스타틴(natural statin:

monacolin K, mevinolin, lovastatin)의 생산 및 유효성 검증에 관

한 최근의 많은 연구결과는 홍국의 경제적 효용가치를 시사하는

중요한 단서가 되고 있다(20-22). 최근 저자들은 인도네시아산

Mandheling 커피생두에 3종의 버섯 균사체 및 2종의 홍국균 균

사체를 각각 고체발효한 5종의 발효원두커피를 제조한 후 생리

활성 증가 및 성분 변화를 보고한 바 있다. 5종의 진균류 균사

체-고체발효 원두커피 중에서도 홍국균 2종(M. purpureus 및 M.

ruber)으로 고체발효한 원두커피에서 각각 항산화 및 면역활성이

일반 원두커피에 비해 유의적으로 증가했으며, 카페인 함량에 영

향을 주지 않으면서 클로로겐산이 유의적으로 증가시킴을 확인

하였다(23).

따라서, 본 연구에서는 이전 연구결과를 바탕으로 홍국균-고체

발효 원두커피의 다양한 산지별 및 품종별 특성을 확인하고자 하

였다. 즉, 다양한 유통경로를 통해 확보한 30여종의 산지별 및 품

종별 커피생두에 홍국균의 고체배양을 통해 각각의 발효커피로

조제하고 생리활성을 비교하여 최적의 홍국균-고체발효 커피를

선정하고, 이를 산업화하는데 기초자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

홍국균 균사체의 종균배양

본 연구의 고체발효에 사용된 홍국균 균사체(M. purpureus, MP)

는 농촌진흥청 국립농업과학원 농업유전자원센터(Suwon, Korea)

로부터 분양받았으며, 균사체는 potato dextrose agar (PDA, Difco,

Sparks, MD, USA) 평판배지에서 25oC로 약 7-10일간 배양한 후

potato dextrose broth (PDB, Difco)가 담긴 erlenmeyer flask에 접

종하고 shaking incubator (Jeio tech, Daejeon, Korea)에서 약 5일

마다 계대배양하였다. 커피생두 고체발효용 홍국균 균사체는 PDB

배지에서 3회정도 계대배양한 종균으로 추후 실험에 사용하였다.

홍국균 균사체-고체발효 커피생두의 제조

본 연구의 소재가 되는 커피는 다양한 원산지로부터 커피생두

(green coffee bean)를 직수입하여 국내로 유통하는 (주)지에스씨

인터네셔널(Seoul, Korea), (주)엠아이커피(Seoul, Korea) 및 (주)에

이엠씨(Goyang, Korea)의 3곳의 공급업체를 선정하여 총 30여종

의 각기 다른 원산지와 품종의 커피생두를 구입하였다. 구입한

커피생두는 각각 100 g (수분함량 13-14%)을 칭량하여 중량대비

2배수의 물로 2시간동안 30oC에서 침지하여 조직을 연화시킨 후,

물기를 제거한 다음 생두의 내부까지 충분한 열전달을 위해 121oC

에서 120분간 고압멸균하였다. 멸균된 30종의 커피생두에 확보한

홍국균 균사체 종균 10 mL를 접종하고 25oC에서 모두 10일동안

고체배양하였으며, 발효가 종료된 커피생두는 50oC drying oven

(Jeio tech)에서 48시간 동안 건조하여 수분을 제거한 30종의 홍

국균 균사체-고체발효 커피생두로 조제하였다.

고체발효 원두커피 및 열수추출물의 제조

30종의 홍국균 균사체-고체발효 커피생두는 coffee roaster (Gen-

ecafe, Asan, Korea)에서 중배전(235-240oC, 12-13분간 로스팅)하여

각각의 고체발효 원두커피(roasted coffee)로 조제한 후, coffee

grinder (Bazzatra, Bellevue, WA, USA)를 이용하여 동일 크기로

분쇄하였다. 고체발효 원두커피의 열수추출물은 이후 20배 물을

가한 후 decoction법을 이용하여 2시간 동안 half volume이 되도

록 추출하였으며(over 90oC), Whatman No. 2 여과지(GE health-

care, Buckinghamshire, UK)를 이용하여 잔사를 제거하였다. 추출

여과액은 원심분리(7,600×g, 4oC, 30분)로 불용성 침전물을 제거

하고 상등액은 농축 및 동결건조하여 30종의 홍국균 균사체-고

체발효 원두커피의 열수추출물로 조제하였다(Table 1).

항산화 성분 분석 및 항산화 활성

30종의 커피생두로부터 조제된 홍국균 균사체-고체발효 원두커

피 열수추출물의 총 폴리페놀 화합물 함량은 Folin-Ciocalteu법(24)

Table 1. Sample number and extraction yield of hot-water
extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating

areas or varieties purchased from different suppliers

Supplier1) Sample No. Cultivating areas and varieties Yield (%)2)

A

1 Mexico SHG 12.1 

2 Colombia Supremo 12.7 

3 Brazil Santos 12.5 

4 Indonesia Mandheling 13.9 

5 Costa rica SHB Tarazu 11.8 

6 Tanzania Kilimajaro AA 9.5 

7 Guatemala SHB Antigua 12.5 

8 Ethiopia Mocha sidamo G2 12.6 

9 Ethiopia Yirgacheffe 12.8 

B

10 Kenya AA 12.9 

11 Costa rica SHB Tarazu 11.7 

12 Guatemala SHB Antigua 11.1 

13 Indonesia Mandheling 15.5 

14 Papua new guinea Diamond 11.4 

15 Colombia Pitalito 10.7 

16 Ethiopia Yirgacheffe 10.4 

17 Ethiopia Sidamo G2 11.1 

18 Brazil Cerrado 11.4 

C

19 Ethiopia Yirgacheffe 11.9 

20 Colombia Supremo 9.9 

21 Indonesia Mandheling 13.6 

22 Tanzania AA 11.1 

23 Papua new guinea Marawaka 11.3 

24 Costa rica SHB 9.0 

25 Brazil Cerrado 9.8 

26 Vietnam robusta 12.6 

27 Kenya AA 12.2 

28 Ethiopia Sidamo G2 11.0 

29 Guatemala Antigua 12.1 

30 Brazil Santos 11.2

1)A; GSC international Co., Ltd. Korea, B; M.I coffee Co., Ltd. Korea,
C; AMC Co., Ltd. Korea.
2)Yield (w/w%) against raw materials.
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을 이용하여 측정하였다. 즉, Folin-Ciocalteus reagent가 알칼리 조

건에서 시료의 polyphenol 화합물에 의해 환원되면 청색에서 노

란색으로 발색되는 원리를 이용하여, 추출물 시료 100oC에 알칼

리 조건을 형성하기 위해 2% Na2CO3을 2 mL를 가한 후 3분간

반응시키고 50%의 Folin-Ciocalteus’ reagent (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)를 100oC에서 첨가해 30분간 반응시킨 후 반응

액을 750 nm에서 측정함으로써 총 polyphenol의 함량을 확인하였

다. 표준물질로는 gallic acid를 사용하여 검량선을 작성한 후 총

폴리페놀 화합물 함량을 gallic acid에 대한 mg gallic acid equiv-

alents (GAE)/100 mg 추출물로 나타내었다. 한편, 화학적으로 안

정화된 free radical인 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid) (ABTS) cation을 이용한 decolorization assay에 의한 총 항

산화력은 Choi 등(25)의 방법에 의하여 측정하였다. 즉, 7.4 mM

ABTS (Sigma-Aldrich)와 2.6 mM potassium persulphate를 12시간

이상 암소에서 방치하여 청록색의 ABTS 양이온을 형성시킨 후

이 용액을 734 nm에서 흡광도 값이 1.5가 되도록 몰 흡광계수

(ε=3.6×104 M−1 cm−1)를 이용하여 증류수로 희석하였다. 이 용액

에 시료 50 µL 를 가한 후 상온에서 60분간 방치하여 반응액의

흡광도 변화를 측정하였으며, 표준물질인 L-ascorbic acid에 대한

mg ascorbic acid equivalents antioxidant capacity (AEAC)/100 mg

추출물로 비교, 산출하여 나타내었다.

염증성 사이토카인 및 nitric oxide 억제활성

항염증 활성실험에 사용된 murine macrophage cell line인 RAW

264.7 세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받았으며,

GenDEPOT (Houston, TX, USA)에서 구입한 10% Fetal bovine

serum (FBS), 100 U/mL의 penicillin 및 100 µg/mL의 strepotomy-

cin이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37oC, 5% CO2 배양기

(Vision Scientific, Daejeon, Korea)에서 2-3일 간격으로 계대하면

서 배양하였다. 또한, 항염증실험의 염증유도에 사용된 lipopolysac-

charide (LPS from Escherichia coli)는 Sigma-Aldrich에서 구입하

여 사용하였으며, 염증성 사이토카인인 tumor necrosis factor

(TNF)-α 및 interleukin (IL)-6는 BD Bioscience (San Diego, CA,

USA)의 ELISA kit를 구입하여 사용하였다.

홍국균 균사체-고체발효 원두커피 열수추출물의 항염증 활성을

측정하기 위해서 RAW 264.7 세포는 10% FBS/DMEM 배지에서

1×106 cells/mL로 조정하여 96-well plate에 200 µL씩 분주한 뒤

5% CO2 배양기에서 배양시켜 세포를 부착시켰다. 12시간 뒤 배

양액은 모두 제거하고 새로운 10% FBS/RPMI-1640 배지 160 µL

와 농도별로 희석된 추출물 20 µL를 함께 첨가한 다음, 30분 후

에 LPS를 처리하고 다시 6시간(TNF-α), 24시간(IL-6 및 NO) 동

안 각각 배양하였다. LPS로 유도된 TNF-α, IL-6 및 NO 억제능

은 세포배양 상등액 50 µL를 취하여 BD Bioscience사의 instruc-

tion manual에 의한 ELISA법 및 Griess reagent 반응법(26)을 이

용하여 측정하고 LPS 처리군에 대한 억제율(%)로 나타내었다. 한

편, 각 시료의 사이토카인 및 NO 억제능을 측정하기 위해서는

시료 자체의 RAW 264.7 세포에 대한 독성확인이 선행되어야 하

기 때문에, RAW 264.7 세포에 대한 시료의 독성여부를 CCK-8

kit를 사용하여 확인하였으며(27), saline 대조군에 대한 세포생존

률(%)로 나타내었다.

3T3-L1 세포배양 및 Oil red O staining

실험에 사용한 3T3-L1 세포는 American Type Culture Collec-

tion (ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입하였고, 10% bovine

serum (BS, Gibco, Grand Island, NY, USA)과 100 U/mL의 pen-

icillin, 100 µg/mL의 streptomycin이 함유된 DMEM 배지를 사용하

여 37oC, 5% CO2의 조건에서 3일마다 계대배양하며 사용하였다.

지방분화 억제능을 확인하기 위해 3T3-L1 지방전구세포는 24 well

tissue culture plate에 5×104 cells/well로 분주하고 세포 증식기에

는 10% BS을 함유한 DMEM으로 confluent (day –2) 때까지 2일

간격으로 배지를 교환하면서 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하

였다. Confluent로부터 2일 후(day 0), 분화를 유도하기 위한 분

화 유도 배지로 10% FBS와 5 µg/mL의 insulin (INS, Sigma),

517 nM의 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, Sigma), 1 µM의

dexamethasone (DEX, Sigma)이 함유된 DMEM으로 교환하고, 분

화유도 3일 후에는(day 3) 10% FBS와 insulin만이 함유된

DMEM 배지로 교환하였다. 이후 2일 간격으로 10% FBS만이 함

유된 DMEM으로 배지를 교환하면서 세포의 지방분화 상태를 확

인하였으며, 시료는 day 0과 day 3에 두 번 처리하고 대조군에

는 시료대신 saline을 처리하였다. 분화를 유도한 지 7일 후(day

7), 생성된 중성지방의 양을 측정하기 위해 배양액을 제거하고

PBS로 2번 세척하였으며, 회수한 세포를 10% formalin이 함유된

PBS로 20분간 고정하였다. 이후 formalin을 제거한 다음 증류수

로 4회 세척한 세포는 0.5%(w/v) Oil red O working solution/

60% isopropanol 용액을 첨가하여 20분간 세포 내 중성지방을 염

색하였다. 염색된 세포 내 중성지방은 100% isopropanol로 추출

하여 520 nm로 흡광도를 측정하고 지방의 분화정도는 일반배지

(10% BS/DMEM)에 saline이 첨가된 미분화 대조군에 대한 relative

activity (%)로 나타내고, 분화유도 배지에 시료 대신 saline이 첨

가된 분화 대조군에 대해서는 inhibitory activity (%)로 표시하였다.

결과 및 고찰

고체배양을 통해 조제된 홍국균-고체발효 원두커피의 열수추출

물 제조

본 연구는 홍국균 균사체-고체발효 원두커피의 다양한 생리활성

의 증진을 확인한 이전의 연구결과(23)를 바탕으로, 홍국균 균사체

의 고체발효를 다양한 산지별 및 품종별 커피생두에 적용하여 이

들의 발효특성 및 각각의 생리활성을 비교하여 산업화할 수 있는

기초자료로 활용하고자 한다. 따라서 KFDA (식품의약품안전처)에

서 식품으로 사용이 허가된 홍국균 균사체(M. Purpureus, MP)를 이

용하여 다양한 산지별 및 품종별 커피생두에 각각 고체발효시켜

각각의 홍국균 균사체(MP)-고체발효 커피생두를 조제하고자 하였다.

즉, 다양한 원산지로부터 커피생두를 직수입하여 국내로 유통

하는 3곳의 공급업체(A, (주)지에스씨인터네셔널; B, (주)엠아이

커피; C, (주)에이엠씨)에서 총 30종의 커피생두를 구입하였는데,

커피생두의 품종으로는 순수 Robusta종(Coffea canephora)인 베트

남산 Robusta (26번), Robusta종과 Arabica종이 섞인 브라질산

Santos 또는 Cerrado (3, 18 및 30번) 및 인도네시아산 Mandhe-

ling (4, 13, 21번)을 제외하고는 모두 순수 Arabica종(Coffea ara-

bica L.)으로 분류할 수 있다. 30종의 커피생두는 각각 홍국균 균

사체-고체발효 커피생두(MP-fermented green coffee beans)로 조제

되었으며, 중배전 후 decoction법을 이용한 30종의 홍국균 균사체

-고체발효 원두커피 열수추출물(hot-water extract of MP-fermented

roasted coffee beans)로 조제되었다. 추출수율은 Table 1에 나타내

었는데, 커피생두의 품종이 많아서 열수로 1회만 추출하였기 때

문에 이전의 연구결과(23)에 비해 수율은 낮았으나 3곳의 공급업

체에서 모두 MP-고체발효 인도네시아산 Mandheling 원두커피 열

수추출물(MP-Mandheling)인 4, 13 및 21번 시료에서 가장 높은

수율을 나타내었다(발효물 대비 13.6-15.5%).
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30종의 MP-고체발효 원두커피 열수추출물에 대한 항산화 활성

능력을 나타내는 총 폴리페놀 함량과 ABTS 자유라디칼 소거능

은 Fig. 1과 2에 각각 나타내었다. 먼저, 대표적인 항산화 성분이

라고 알려져 있는 총 폴리페놀 함량의 측정결과(Fig. 1), 26번 시

료인 MP-Robusta는 다른 MP-고체발효 원두커피 열수추출물(1.26-

1.93 mg GAE/100 mg)에 비해서 약 1.5-2.4배 정도의 높은 폴리페

놀 함량을 나타내었다(3.03 mg GAE/100 mg). 일반적으로 원두커

피의 폴리페놀 함량은 아라비카종에 비해 로부스타종에서 높다

고 이미 보고되어 있으므로(28), MP-Robusta가 다른 MP-고체발

효 원두커피에 비해서 폴리페놀 함량이 월등히 높은 것은 커피

자체가 지니고 있는 폴리페놀 성분이 발효과정에서도 분해되지

않음과 함께 발효과정을 통하여 커피 속 다양한 성분이 항산화

물질로 전환되었을 가능성을 제시하는 것으로 사료될 수 있다.

ABTS 자유라디칼을 이용한 라디칼 소거능 측정결과도 총 폴

리페놀 함량 측정 결과와 크게 다르지 않았는데, 26번 시료인

MP-Robusta가 27.11 mg AEAC/100 mg을 나타내어 다른 MP-고체

발효 원두커피(12.54-18.32 mg AEAC/100 mg)에 비해 1.5-2.2배 정

도 높은 자유라디칼 소거활성을 나타내었다(Fig. 2). 일반적으로

원두커피의 항산화활성 역시 아라비카종에 비해 로부스타종에서

높다고 이미 알려져 있으며, 항산화활성에 관여하는 성분으로는

chlorogenic acid(29,30)를 비롯하여 배전공정 중 화학적으로 쉽게

분해되어 형성하는 caffeic acid, cinnamic acid 및 ferulic acid 등

의 함량 역시 아라비카종에 비해 로부스타종에서 높다고 보고되

어 있다(31-33). MP-Robusta는 총 폴리페놀 성분과 더불어 라디

칼형성을 억제하는 항산화활성이 다른 MP-고체발효 원두커피보

다도 우수하게 나타났으므로, 추후 베트남산 로부스타 커피는 홍

국균 균사체에 의해 발효되기 전후를 비교하여 항산화활성의 증

강여부를 확인할 필요가 있을 것으로 사료된다.

RAW 264.7 세포주를 이용한 염증성 사이토카인 및 산화질소

생성 억제능 비교

염증(inflammation)은 외부 자극에 대한 생체조직의 방어반응의

하나로 대부분의 염증은 유해물질이나 화학적 자극에 의한 손상

Fig. 1. Polyphenolic contents of hot-water extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating areas or varieties purchased
from different suppliers. Extract name of sample numbers refer to Table 1. Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples.

Fig. 2. ABTS free radical scavenging activity of hot-water extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating areas or

varieties purchased from different suppliers. Extract name of sample numbers refer to Table 1. Results are expressed as mean±SD of
quadruplicate samples.
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으로 일어나며(34), 염증반응이 발생되면 염증매개인자(pro-inflam-

matory mediators)로 잘 알려진 tumor necrosis factor (TNF)-α,

interleukin (IL)-1β, IL-6 및 산화질소(nitric oxide) 등은 숙주에게

치명적인 결과를 초래할 수 있는 것으로 보고되고 있다(35,36),

따라서 본 연구에서는 MP-고체발효 원두커피 열수추출물 30

종이 LPS로 유도된 RAW 274.7 세포의 TNF-α, IL-6 및 NO의

생성에 미치는 영향을 확인하기로 하였다. 먼저, RAW 264.7 세

포에 대한 추출물 시료의 독성이 없는 농도조건을 확립하기 위

해 세포독성을 CCK-8 kit를 사용하여 측정하였는데, Table 2에

나타낸 바와 같이 MP-고체발효 원두커피 열수추출물 30종은 모

두 1,000 µg/mL의 시료농도에서 saline 대조군의 1.15-1.25배로 독

성을 나타내지 않았다. 따라서 LPS로 유도시킨 RAW 264.7 세포

의 항염증 관련 실험은 시료농도 100과 1,000 µg/mL의 수준에서

확인하기로 하였다.

TNF-α 생성 억제능의 경우, Fig. 3에 나타낸 바와 같이 시료

농도 100 µg/mL에서는 23번 시료인 MP-Marawaka (7752.6 pg/

mL, LPS 자극군의 22.2% 억제)를 제외한 다른 MP-고체발효 원

두커피 열수추출물 시료들은 서로 활성차이가 크지 않았으며, 오

히려 LPS 자극군(9959.9 pg/mL)과 비교하여 TNF-α의 생성을 증

가시키는 경향을 나타내는 시료도 확인되었다. 그러나 시료농도

1,000 µg/mL에서는 시료들의 TNF-α 생성 억제능이 모두 우수하

게 증가하였는데, 특히 26번 시료인 MP-Robusta (3274.2 pg/mL)

에서 가장 우수한 TNF-α 생성 억제능을 나타내었으며, 이것은

LPS 자극군의 67.1%를 억제하는 활성으로 확인되었다.

한편, IL-6는 TNF-α, IL-1β 더불어 염증에 중요한 작용을 하는

전염증성 매개물질로 알려져 있는 사이토카인으로, 100 µg/mL의

농도에서 16번 시료인 MP-Yirgacheffe (3991.4 pg/mL)가 LPS 자

극군(4770.3 pg/mL)의 16.3%를 억제하여 가장 우수한 IL-6 생성

억제능을 나타내었으나, TNF-α의 결과와는 달리 시료농도가 1,000

µg/mL으로 증가했을 때는 30종의 MP-고체발효 원두커피 열수추

출물들이 모두 억제활성을 나타내지 않았다(Fig. 4). 또한, LPS로

유도된 RAW 264.7 세포의 NO 생성 억제활성의 경우(Fig. 5),

100 µg/mL의 시료농도에서 13번 시료인 MP-Mandheling (42.3

µM)이 LPS 자극군(51.6 µM)에 비해 17.3% 억제능을 나타었지만,

IL-6의 결과와 마찬가지로 시료농도가 1,000 µg/mL로 증가했을

때에는 농도의존적인 활성의 증가는 확인되지 않았으며, 시료들

간의 유의적인 차이를 나타내지도 않았다.

3T3-L1 지방전구세포를 이용한 지방생성 억제능 비교

지방전구세포로부터 지방세포로의 분화는 뚜렷이 형태학적 또

는 생화학적 변화를 보이는데, 3T3-L1 세포처럼 이미 확립된 지

Fig 3. Inhibitory effect of hot-water extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating areas or varieties purchased from

different suppliers on the production of tumor necrosis factor (TNF)-α in LPS-stimulated RAW 264.7 cell line. RAW 264.7 cells (2×105

cells/well) were treated with 100 µg/mL (▨) or 1,000 µg/mL (▩) of hot-water extracts for 30 min prior to the addition of LPS (10 ng/mL), and
then the cells were further incubated for 6 h. □, only saline without extract or LPS; ■, only LPS (from E. coli, 10 ng/mL) without extract. TNF-
α concentrations in the cultured media were determined by sandwitch ELISA. Extract name of number refer to Table 1. Results are expressed as
mean±SD of quadruplicate samples.

Table 2. RAW 264.7 cell viability of hot-water extracts of MP-

fermented coffee beans depending on cultivating areas or
varieties purchased from different suppliers

No.1) Viability2) No. Viability No. Viability

1 125.08±6.283) 11 115.70±3.08 21 125.61±3.46

2 125.66±5.61 12 116.46±2.76 22 123.68±4.33

3 123.59±5.50 13 119.39±4.19 23 123.13±6.14

4 121.73±3.32 14 122.39±6.22 24 122.92±4.54

5 123.49±4.20 15 123.03±6.56 25 125.14±4.91

6 117.11±3.46 16 120.93±3.89 26 118.52±3.73

7 123.34±3.78 17 124.52±4.66 27 121.16±4.58

8 121.84±4.48 18 121.68±5.47 28 121.44±4.74

9 119.73±5.45 19 116.42±4.10 29 117.98±5.68

10 118.56±4.21 20 123.32±2.88 30 119.81±3.55

Saline control4) 100±2.19

RAW 264.7 cells (2×105 cells/well) were treated with 1,000 µg/mL of
hot-water extracts for 24 h. The cell viability were determined by
CCK-8 kit assay. 
1)Extract name of number refer to Table 1.
2)Viability (%)=[(absorbance of sample)/(absorbance of saline control)]
×100.
3)Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples.
4)Control is only saline without extract.
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방전구세포나 지방조직 유래의 기질전구세포는 in vitro에서 지방

세포생성의 과정을 관찰하는데 널리 이용되어 왔다. 따라서 MP-

고체발효 원두커피 열수추출물 30종의 3T3-L1 지방전구세포의

지방생성 억제에 미치는 영향을 Oil red O staining으로 확인한

결과, 분화를 유도시킨 대조군(MDI 분화배지에 saline 첨가군)에

서 생성된 중성지방은 미분화 대조군(일반배지에 saline 첨가군)

에 비해 11.9배의 지방생성량을 나타내었다. MP-고체발효 원두커

피 열수추출물 30종의 지방생성 억제활성(MDI 분화배지에 추출

물 첨가군)은 100 µg/mL의 시료농도에서 모든 추출물 시료에서

지방생성의 억제능을 전혀 나타내지 않았지만(data not shown),

시료농도 1,000 µg/mL에서 26번 시료인 MP-Robusta는 분화유도

군에 비해 22.2%의 지방생성을 억제하는 것으로 나타났다(Fig.

6). 더불어 다른 MP-고체발효 원두커피 열수추출물들이 지방생

성 억제효과를 나타내지 못하는 것에 비해 MP-Robusta는 분화유

도군과 유의적인 차이(p<0.001)를 나타내는 것으로 확인되었다.

이러한 결과는 로부스타 품종이 아라비카 품종에 비해 높게 함

유하고 있는 항비만 성분인 caffeine 또는 chlorogenic acid(37,38)

에 따른 결과일 수도 있으나, 홍국균의 발효과정을 통해 강력한

콜레스테롤 합성 억제력인 가지는 모나콜린류(39,40) 등 2차 대

사산물(secondary metabolite)의 생산에 기인할 수도 있을 것이라

Fig 4. Inhibitory effect of hot-water extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating areas or varieties purchased from

different suppliers on the production of interleukin(IL)-6 in LPS-stimulated RAW 264.7 cell line. RAW 264.7 cells (2×105 cells/well) were

treated with 100 µg/mL (▨) or 1,000 µg/mL (▩) of hot-water extracts for 30 min prior to the addition of LPS (100 ng/mL), and then the cells
were further incubated for 24 h. □, only saline without extract or LPS; ■, only LPS (from E. coli, 100 ng/mL) without extract. IL-6
concentrations in the cultured media were determined by sandwitch ELISA. Extract name of number refer to Table 1. Results are expressed as
mean±SD of quadruplicate samples.

Fig 5. Inhibitory effect of hot-water extracts of MP-fermented coffee beans depending on cultivating areas or varieties purchased from

different suppliers on the production of nitric oxide (NO) in LPS-stimulated RAW 264.7 cell line. RAW 264.7 cells (2×105 cells/well) were

treated with 100 µg/mL (▨) or 1,000 µg/mL (▩) of hot-water extracts for 30 min prior to the addition of LPS (1 µg/mL), and then the cells
were further incubated for 24 h. □, only saline without extract or LPS; ■, only LPS (from E. coli, 1 µg/mL) without extract. NO concentrations
in the cultured media were determined by griess reaction. Extract name of number refer to Table 1. Results are expressed as mean±SD of
quadruplicate samples.
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고 사료된다. 더욱이, 저자들은 이미 선행연구를 통해 인도네시

아산 Mandheling 커피가 홍국균 균사체와의 발효과정을 통해

caffeine의 함량은 유지한 채 chlorogenic acid의 함량만을 유의적

으로 증가시킨 연구결과를 보고하여 홍국균에 의한 커피의 생물

학적 전환(biotransformation) 가능성을 제시했었다(23).

결론적으로, 다양한 산지별 및 품종별 커피생두 30종을 이용하

여 조제한 홍국균(MP) 균사체-고체발효 원두커피 열수추출물 중

에서 베트남산 Robusta 커피를 이용한 홍국균(MP)-발효커피, 즉

26번 시료인 MP-Robusta는 다른 MP-고체발효 원두커피들보다 항

산화, 항염증활성 및 항지질대사 활성이 우수한 것으로 나타났

다. 이러한 결과가 홍국균 균사체의 단순 첨가에 의한 커피의 생

리활성 증진이 아니라, 발효과정에 의해 균사체의 생물학적 전환

이 유도되었음을 확실히 밝히기 위해서는 다양한 생리활성성분

의 분석 및 활성획분의 정제 및 구조동정 등의 검증이 수반되어

야 할 것으로 생각된다.

한편, 본 연구결과에서 가장 우수한 생리활성을 나타낸 베트남

산 로부스타 커피의 경우 최근 브라질에 이어 전세계에서 두 번

째로 많은 커피생산량을 기록하고 있어 안정적인 보급이 가능할

것으로 판단되며, 로부스타 품종의 경우 아라비카 품종보다 저렴

한 원가를 감안할 때 본 연구의 목적인 저가의 커피품종을 이용

한 고부가가치 기능성 발효커피 제조에도 적합한 품종일 것으로

사료된다. 반면, 일반적으로 로부스타 품종은 아라비카 품종에 비

해서 품질이 떨어지는 것으로 인식되고 있는데, 홍국균의 발효과

정을 통해 로부스타종의 강한 쓴맛과 향미가 부족한 점을 보완

함과 함께 생리활성 성분의 증진을 목적으로 최적발효조건을 확

립한다면, 새로운 기능성커피 및 기능성소재로의 활용도 가능할

것으로 보인다.

요 약

저자들은 이전 연구에서 커피의 생리활성을 증진시키기 위해

다양한 진균류 균사체의 고체배양을 이용하여 발효커피를 조제

하였으며, 홍국균(Monascus sp.) 균사체를 이용하여 조제한 발효

커피가 비발효 일반커피 또는 다른 버섯 균사체를 이용하여 조

제한 발효커피에 비해 생리활성이 우수하게 증진됨을 확인한 바

있다. 따라서 본 연구에서는 다양한 산지별 및 품종별 커피생두

를 이용하여 각각 홍국균(M. purpureus, MP) 균사체를 고체배양

한 발효커피로 조제하고 이들의 특성을 확인하고자 하였다. 각기

다른 공급업체를 통하여 구입한 30종의 산지별 및 품종별 커피

생두는 홍국균(MP) 균사체의 최적발효조건을 통해 배양되었으

며, 동일조건에서 중배전 후 열수추출물로 조제되었다. 열수추출

물 중에서 MP-Mandheling은 가장 우수한 추출수율을 나타내었으

며(13.6-15.5%), MP-Robusta는 가장 우수한 총 폴리페놀 함량

(3.03 mg GAE/100 mg) 및 ABTS 라디칼 억제능(27.11 mg AEAC/

100 mg)을 나타내었다. 더욱이, MP-Robusta는 1,000 µg/mL의 시

료농도에서 LPS로 유도한 RAW 264.7 세포의 TNF-α 생성을 가

장 우수하게 억제하였을 뿐 아니라(LPS 유도군의 67.1% 억제),

3T3-L1 지방세포의 지방생성을 효과적으로 억제하는 항지질대사

활성을 나타내었다(분화 대조군의 22.2% 억제). 결론적으로, M.

purpureus 균사체의 고체배양을 이용한 베트남산 로부스타 발효

커피는 기능성 커피음료 및 기능성소재로의 활용등의 산업적인

응용에 좋은 소재가 될 것으로 사료된다.
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