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Abstract

In this study, antioxidant activities and physicochemical properties of chocolate fermented with Lactobacillus plantarum 
CK10 were investigated. The pH level decreased from 5.26±0.02 to 3.98±0.06 during fermentation while titratable 
acidity increased from 5.36±0.19 to 13.31±0.34. The total polyphenol and flavonoid contents slightly increased 
during fermentation, but it was numerically negligible. Slight increase and decrease in the radical scavenging activities 
of chocolate, against DPPH-, ABTS-, and alkyl- radical, were observed during 32 hr of fermentation, but the changes 
were not statistically relevant. Composition ratios (% area by GC analysis) of lactic acid, xanthosine, and theobromine 
increased with fermentation time while hydroxymethylfurfural (HMF) and caffeine decreased after 32 hr of fermentation, 
in the order of xanthine (22.7%), theobrome (20.0%), lactic acid (14.9%), HMF (9.1%) and caffeine (9.0%). However, 
there was no remarkable changes in theobromine and caffeine contents in chocolate during fermentation.

Key words：antioxidant, chocolate, compositional analysis, fermentation, Lactobaillus plantarum

서 론
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발효 기법은 인류와 함께해 온 오래된 기술 중 하나로서
식품, 의약품, 화장품 등 다양한 분야에서 활용되어 왔다.
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그 중에서도 식품 발효는 전 세계적으로 가장 널리 이용되
어 왔으며 여러 음식 문화에서 다양하게 활용되었다(1).
현재까지 많은 연구들을 통해 발효 식품의 생리 활성에
관한 기능이 밝혀졌으며(1-4), 이를 바탕으로 여러 발효 식
품들이 건강기능성 식품으로 주목받고 있다. 유산균은 식
품 발효를 일으키며 발효 식품 특유의 풍미와 향, 식품의
우수한 보존성 및 생리적 기능성을 부여할 뿐만 아니라,
probiotics로 작용함으로써 유당불내증의 완화작용, 정장작
용, 병원성세균의 생육억제 작용, 콜레스테롤 저하작용, 항
암작용 등 다양한 질병의 예방과 치료에 기여한다고 보고되



Antioxidant activities and physicochemical properties of chocolate fermented by Lactobacillus plantarum CK10 577

었다(5-10). 참살이 열풍으로 인하여 건강보조식품에 대한
관심이 증가하면서 발효 음식들이 다시금 주목을 받고 있으
며, 특히 발효 식품 및 발효 화장품은 참살이의 상징적인
키워드로서 많은 소비자로부터 긍정적으로 평가되고 있다
(11). 이에 따라 유산균 발효가 식품의 활성 성분이나 생리
적 기능 변화에 미치는 영향에 대한 연구가 활발하게 진행
되어, Lactobacillus plantarum을 이용한 유산균 발효 및 열
처리가 마늘의 향기성분 및 항산화 활성에 미치는 영향(11),
유산균 발효에 의한 버섯 추출물의 항산화 활성에 대한
영향(12), 김치 유래 lactic acid bacteria에 의한 양배추 즙의
발효 특성(13), 유산균 발효에 의한 인삼 열매 추출물의
항산화 및 항노화 효과(5), 유산균 발효에 의한 톳 추출액의
이화학적 및 관능적 특성 변화(3), 김치 유래 유산균을 이용
한 단호박 발효음료 제조 기술 개발(14) 등이 보고되고
있다.

특유의 향기와 풍미로 인해 폭넓은 연령층이 선호하여
오랜 시간동안 많이 소비되고 있는 대표적인 기호 식품인
초콜릿(chocolate)은 테오브로마 카카오나무(Theobroma
cacao)의 카카오 종자를 원료로 하여 설탕, 우유, 버터 등
다양한 식품원료를 가하여 가공한 것으로, 코코아 가공품
인 코코아 매스, 코코아 버터, 코코아 분말 등에 당류와
유가공품 및 식품 첨가물 등을 혼합하고 성형함으로써 전체
코코아 고형분 35% 이상, 또는 코코아 버터 18%, 무지 코코
아 분말 14% 이상의 건조물을 말한다(15). 초콜릿의 주요
원료인 카카오에는 활성산소 생성을 억제하는 기능을 가진
폴리페놀 성분이 함유되어 있어 면역력을 키워주고, 산화
스트레스를 감소시킴으로써 노화방지에도 효과가 있다고
알려져 있다. 더불어 최근에는 코코아의 산화 방지 효과가
녹차나 포도주보다 높다고 보고되었다(16). 이러한 초콜릿
의 효능과 초콜렛을 구성하고 있는 성분과의 관계성에 대해
서는, 심혈관계 질환 및 면역 체계와 초콜릿의 기능성 및
유효 성분간의 관계(17), 초콜릿에서의 항산화 활성과
procyanidin 및 catechine의 함량에 관한 연구(18,19), 초콜릿
의 항산화 활성과 폴리페놀 함량에 대한 연구(20) 등이 수행
되었다. 이 밖에도 초콜릿에 부가적인 건강 기능성을 증진
시키기 위한 연구가 이루어졌으며(21-23), 특히 초콜릿에
유산균을 배양하는 함으로써 초콜릿을 probiotics 운반체로
활용하고 그 효과를 더하는 연구가 보고되었다(24-26). 한
편, 초콜릿과 초콜릿 과자류를 포함한 국내 초콜릿 시장은
매년 10~15%의 증가세를 보이고 있으며, 최근 초콜릿 제품
은 소포장화, 고급화 등 프리미엄 초콜릿의 강세가 두드러
지는 경향을 나타나고 있다(27). 더불어 기성 제품보다는
건강을 생각하고 다양한 부재료의 첨가로 새로운 초콜릿
맛을 즐기려는 소비자가 늘고 있으며(27) 이러한 트렌드를
반영한 제품군 개발이 요구되고 있다.

이에 본 연구에서는 증가하는 초콜릿의 소비 수요 및
트렌드에 발맞춰 초콜릿의 식품영양학적 가치를 유지하는

새로운 제품군 중 하나로, 유산균에 의한 초콜릿 발효 제품
개발을 위한 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 실험에 사용된 초콜릿은 (주)제키스(Jekiss Co., Ltd.,
Jeju)의 고유 레시피를 바탕으로 제조된 것으로, 설탕 10%,
코코아 분말 20%, 리얼 초콜릿 0.3%, 감귤농축액 6.7%,
정제수 63%를 포함하도록 제조하였다. Folin-Ciocalteu’s
reagent, gallic acid, rutin, 2,2-diphenyl-1-picrylhydraxyl
(DPPH), 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt(ABTS), 2,2'-azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride(AAPH), α-(4-pyridyl-1-oxide)-N-tert-butylnitrone
(4-POBN), theobromine, caffeine은 Sigma Chemical Co.(St.
Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, Lactobacilli MRS
Broth는 Difco Laboratories(Detroit, MI, USA)에서 구입하여
사용하였다.

사용 균주 및 배지

실험에 사용한 균주인 Lactobacillus plantarum CK10은
경기대학교 식품생물공학과 이종훈 교수로부터 제공받았
다(28). L. plantarum CK10 균주는 발효에사용되기 전 MRS
배지에서 2회 계대 배양한 후 600 nm 파장에서 OD값이
2.0일 때(9.94 log CFU/mL) 사용하였다.

초콜릿 발효물 제조

초콜릿 발효물은 일련의 과정 통해 제조하였다. 간단히
설명하면, (주)제키스 고유의 레시피를 바탕으로 원료들을
발효기(NYM-531KC, NUC Co., Ltd., Daegu, Korea)에서
배합한 후 85℃ water bath에서 30분간 살균하였다. 살균이
끝나면, 발효기를 44℃로 세팅하고 초콜릿준비액이 44℃로
식도록 방치하였다. 초콜릿 준비액이 충분히 식으면 OD값
이 2.0이 되도록 자란 L. plantarum CK10을 배합량 대비
3% (g/g)으로 접종하여 발효시켰다. 발효가 진행되면 시간
대별로 pH 및 산도를 측정하였으며, 각 시간대별 시료 50
g을취해 증류수 50 g을 첨가하여 2배희석하고 급속동결고
(-50℃)에 보관하였다. 보관된 시료는 동결 건조를 통해 분
말화한 후 차후 실험에 사용하였다. 각 시간대별 초콜릿
발효물은 발효 시간에 따라 발효하지 않은 대조구, 발효
2, 4, 8, 24, 그리고 32시간으로 나타내었다.

초콜릿 발효물 전처리

앞선 연구들을 바탕으로(29-32) 동결건조된 초콜릿 발효
물은 지방을 제거하고 실험에 사용하였다. 지방을 제거하
기 위해, 동결 건조하여 분말화 된 시료 5 g에 대하여 5
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mL n-hexane을 첨가한후 5분간 초음파추출하였다. 추출이
끝나면 4℃, 1,000×g의 조건으로 10분 간 원심분리 한 후
상층액을 덜어냄으로써 지방을 제거하였다. 지방이 제거된
시료는 항산화 실험을 위하여 acetone : distilled water =
7 : 3의 용액 5 mL을 첨가하고 10분간 초음파 추출하였다.
4℃, 1,000×g의 조건으로 10분간 원심분리 한 후잘 녹아난
상층액을얻고이것을 100 mg/mL로하여실험에사용하였다.

pH 및 적정산도 측정

발효를 진행하며 발효 시간대별로 pH 및 적정산도를 측
정하였다. pH는 초콜릿 발효물에 대하여 시간대별로 pH
meter(Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, USA)로 측정하
였다. 적정산도(Total Titratable Acidity, TTA)는 5 g의 초콜
릿 발효물을 pH 8.5로 적정하는데 필요한 0.1 N NaOH의
양을 측정함으로써 계산하였다.

총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량 측정

총폴리페놀 함량은 Cheung 등(33)의 방법을 약간 변형하
여 수행하였다. 간단하게 기술하면, 증류수 1.375 mL에
0.125 mL의 시료를 넣은 후 0.5 mL Folin-Ciocalteu's 시약을
넣고 3분 후에 1 mL의 Na2CO3를 가한 다음 실온에서 30분
동안 정치 반응시켰다. 30분이 지나면 분광광도계(Sunrise,
Tecan, Salzburg, Austria)를 이용하여 700 nm에서 흡광도를
측정하고 계산하였으며, 함량은 gallic acid equivalents(mg
GAE/g)로 나타내었다. 총 플라보노이드 함량은 Zhishen 등
(34)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시료 40 μL에 5%
NaNO2 6 μL를 첨가하여 5분간 반응시킨 후 10% AlCl3

12 μL를 혼합하여 6분간 반응시킨다음 1 N NaOH 40 μL를
첨가한 후 분광광도계(Sunrise, Tecan, Salzburg, Austria)를
이용하여 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 함량은 rutin
equivalents(mg RE/g)로 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH 라디칼 소거능은 이전에 보고된 방법(35,36)을 토
대로 수행하였다. DPPH을 에탄올에 용해시켜 200 μM
DPPH 용액을 실험에 사용하였다. 96 well plate에 시료를
농도별로 40 μL씩 분주하고 200 μM DPPH 용액 160 μL를
첨가한 후 30분간 37℃의 암소에서 반응시켰다. 30분 후
반응이 끝나면 분광광도계(Sunrise, Tecan)를 이용하여 517
nm에서 흡광도를 측정하고 소거능을 계산하였다. Catechin
을 양성대조구로 사용하였다.

ABTS 라디칼 소거능 측정

초콜릿 발효물의 ABTS 라디칼소거능은 이 전에 보고된
방법(37)을 일부 변형하여 수행하였다. ABTS 용액은 7 mM
ABTS와 2.45 mM K2S2O8를 혼합해 16시간 동안 암조건에
보관하였다. 16시간 후 ABTS 용액은 OD값이 0.700±0.005
이 되도록 증류수로 희석하여 사용하였다. 큐벳에 ABTS

용액 900 μL과 시료 100 μL을 혼합하여 실온에서 2분간
반응시킨 후, 분광광도계(UV1800, Shimadzu., Kyoto,
Japan)를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정함으로써 소
거능을 계산하였다. 양성대조군으로 α-tocopherol을 사용하
였다.

ESR을 이용한 alkyl 라디칼 소거능 측정

Alkyl 라디칼 소거능은 기존에 보고된 논문들을 참고하
여 측정하였다(38-40). 20 μL distilled water, 40 mM AAPH,
40 mM 4-POBN과 시료를 각각 20 μL씩순서대로 첨가하여
37℃ 항온수조에서 30분간 반응시켰다. 반응이 끝나면
capillary tube로 옮겨 끝을 잘 막아 준 후, electron spin
resonance(ESR) spectrometer(JES-FA200, JEOL, Tokyo,
Japan)로 측정하였다. 측정조건은 magnetic field 336.000
mT, power 7 mM, sweep time 30 sec, sweep width 10 mT,
frequency 9.43 GHz, modulation width 0.2 mT, amplitude
500, time constant 0.03 sec으로 설정하였다. 양성 대조군으
로 catechin이 사용되었다.

Gas chromatography-Mass(GC- MS) 분석

Gas chromatography 분석은 제주대학교 공동실험실습관
에 보유중인 GC-MS(QP-2010, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)
을사용하여 수행하였다. GC-MS 분석을 위해, 오븐온도는
60℃에서 3분간 유지하고 분당 3℃씩 승온하여 90℃에서
1분간 유지하였고, 다시 분당 4℃씩 승온하여 130℃에서
1분간 유지하였다. 이후, 분당 10℃씩 180℃까지 승온하고,
분당 5℃씩 210℃까지승온하여 2분간 유지한후, 분당 10℃
씩 승온하여 300℃에서 3분간 유지함으로써 분석을 마무리
하였다. GC 컬럼은 Rtx- 5MS(30 m length, 0.25 μm diameter,
0.25 μm thickness)를 사용하였다. 운반 가스는 헬륨을 사용
하였으며, total flow는 1 mL/min으로 분석을 진행하였다.
시료 주입 온도는 250℃, transfer 온도는 280℃로 설정하였
으며, scan mode로 40~800 m/z 범위에서 분석하였다.
GC-MS 분석을 통하여 검출된 피크의 화합물 동정은
Willey 9 library database를 이용하여 수행하였고, library와
유사도가 85% 이상인 화합물만 동정하였다. 동정된 화합물
의 성분조성비는 피크의 intensity를 기준으로 전체 피크에
서 각 피크가 차지하는 비율을 기반으로 산출하였다.

High performance liquid chromatography-Mass
분석

초콜릿 발효산물에서의 theobromine과 caffeine에 대한
정량 분석은 Shimadzu prominence UFLC(Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan)를 이용하여 수행하였다. 검출기로는 SPD-
20A UV detector(Shimadzu Co., Kyoto, Japan), 컬럼은
Shim-pack GIS(250×4.6 mm, 5 μm ODS, Shimadzu Co.,
Kyoto, Japan)을 사용하였다. 검출 파장은 UV 271 nm, 이동
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상은 15 mM Potassium phosphate in water(pH 3.50±0.05,
adjusted with phsphoric acid) : Acetonitrile = 83 : 17 (v/v)인
용액을 이용하였으며, 유속은 1.0 mL/min, 시료 주입량은
20 μL로 하여 분석하였다.

표준 검량선 작성

Theobromine 표준품과 caffeine 표준품을 15 mM potassium
phosphate in water에 녹여 각각 500 μg/mL의 표준 용액을
만들고, 이를 다시 15 mM potassium phosphate를 이용하여
희석함으로써 사용하였다. Theobromine은 20, 50, 200, 400
μg/mL의 농도로, caffeine은 5, 10 50, 100 μg/mL의 농도로
희석하였으며, 각 용액 20 μL를 HPLC에 주입하여 나타난
chromatogram 상의 peak 면적을 기준으로 표준 검량선을
작성하였다.

통계처리

실험은 3회 반복 수행하여 평균치와 표준편차로 나타냈
고, 유의성 검증은 SPSS(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를
이용하여 ANOVA one way로 수행하였다.

결과 및 고찰

pH 및 적정산도 측정

L. plantarum CK10에 의한 초콜릿 발효에서 시간에 따른
pH 및 적정산도를측정한값은 Fig. 1에 나타내었다. 발효를
진행하며 pH 및 적정산도를 측정한 결과, 초콜릿 발효 4시
간까지 pH가 점차 감소하고 적정산도가 점차 증가하는 것
을 확인하였다. 4시간이 지난 이후 24시간까지 그 증감의
폭이 급격히 증가하였으며, 24시간 이후 다시 증감 폭이
작아진 것을 확인할 수 있었다. 이를 토대로 L. plantarum

Fig. 1. Changes in pH and titratable acidity of chocolates through
the fermentation for 48 hr.
-●-, pH; -◌-, TTA. Values are mean±SD (n=3).

CK10에 의한 초콜릿의 발효는 4시간과 24시간 사이에서
가장 활발하게 일어나고, 이후 일정한 수준으로 유지되는
것을 예상할 수 있다.

총 폴리페놀 함량, 총 플라보노이드 함량

L. plantarum CK10에 의한 발효 초콜릿의 총 폴리페놀
함량과 총 플라보노이드 함량은 Table 1과 같다. 발효하지
않은 초콜릿 대비해서 발효 8시간에서 유의적 수준의 폴리
페놀 증가를 확인할 수 있었다(p<0.05; Control, 5.47±0.36
mg GAE/g; 8시간, 6.34±0.12 mg GAE/g). 발효 24시간에서
발효 8시간 대비 그 함량이 유의적 수준으로 약간 감소하였
으나(p<0.05; 8시간, 6.34±0.12 mg GAE/g; 24시간, 5.19±
0.23 mg GAE/g), 발효하지 않은 초콜릿과 비교하였을 때는
서로 유사한 수준의 함량임을 확인할 수 있었다(p>0.05;
control, 5.47±0.36 mg GAE/g; 24시간, 5.19±0.23 mg
GAE/g). 발효 24시간에서 확인된 폴리페놀 함량은 발효
32시간까지 유지되는 것으로 여겨진다. 총 플라보노이드
함량은 발효 후 32시간까지 유의적 수준의 변화 없이 일정
하게 유지되는 것으로 확인되었다.

Table 1. Total polyphenol and total flavonoid contents of
fermented chocolates

Fermentation time (hr) Total polyphenol
(mg GAE1)/g)

Total flavonoid
(mg RE2)/g)

0 5.47±0.363) 3.23±0.30

2 5.25±0.13 3.06±0.36

4 5.69±0.33 3.46±0.62

8 6.34±0.12*4) 3.53±0.34

24 5.19±0.23 3.56±0.23

32 5.38±0.09 3.39±0.33
1)GAE, gallic acid equivalent.
2)RE, rutin equivalent.
3)Values are Mean±SD (n=3).
4)The statistically significant differences are presented as *p<0.05.

DPPH 라디칼 소거능

DPPH 라디칼은짙은 보라색의 비교적 안정한 자유 라디

칼로서, ascorbic acid나 BHA와 같은 항산화 물질에 의해

환원되어 노란색으로 탈색되는 특징을 갖는다. 많은 연구

에서는 이러한 특징을토대로 DPPH 라디칼소거능을천연

물질의 항산화능을 평가하기 위한 지표로서 활용하고 있다

(2). L. plantarum CK10에 의한 초콜릿 발효에 따른 DPPH

라디칼 소거능은 Fig. 2에 나타내었다. 발효하지 않은 초콜

릿과 발효 시간대별 초콜릿 산물에 대하여 DPPH 라디칼

소거능을 측정한 결과, 발효 전 46.90%±4.59의 소거능을

보이는 초콜릿은 발효 2시간이 지났을 때 44.54%±5.95,

발효 4시간이 지났을때 52.48%±6.32, 발효 8시간이 지났을
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때 56.04%±4.01, 발효 24시간이 지났을 때 42.09%±6.84,

발효 32시간이 지났을 때 47.17% ±2.18로 확인되었다. 발효

8시간에서 일부 증가하였던 DPPH 라디칼 소거능이 발효

24시간에서 유의적으로 감소하였는데(p<0.05, 8시간, 56.04%

±4.01; 24시간, 42.09%±6.84), 이러한 배양 시간에 따른

DPPH 라디칼 소거능의 증감은 총 폴리페놀 함량의 증감

양상과 일치한다. 이는 항산화 작용과 폴리페놀의 함량의

상관관계에 관한 여러 연구에서(41,42) 보고된 바와 유사한

결과이며, 따라서 발효 초콜릿의 DPPH 라디칼 소거능는

폴리페놀 함량 변화에 기인한 것으로 추정할 수 있다. 발효

하지않은 초콜릿과모든시간대별발효 산물을 비교하였을

때, DPPH 라디칼 소거능에 대한 유의적 수준의 변화는

없었으며(p>0.05), 이를 통해 초콜릿의 뛰어난 DPPH 라디

칼 소거능이 발효 후에도 유지되는 것을 확인하였다.

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity of chocolates fermented
by L. plantarum CK10.

, 200 μg/mL; , 400 μg/mL; , 800 μg/mL; , 100 μM. The appropriate
amount of catechin was used as a positive control. Values are Mean±SD (n=3).

ABTS 라디칼 소거능

L. plantarum CK10에 의한 초콜릿 발효에 따른 ABTS

라디칼 소거능은 Fig. 3에 나타내었다. 앞선 DPPH 라디칼

소거능과 유사하게 발효 8시간 대비 발효 24시간에서 유의

적 수준의 ABTS 라디칼소거능 감소가 확인되었다(p<0.05;

8시간, 63.53%±3.71; 24시간, 53.24%±2.33). 그러나 발효하

지 않은 초콜릿인 control과 두 시간대의 발효 산물을 각각

비교하면, ABTS 라디칼 소거능에 대하여 유의적 차이가

없는 것으로 확인되었다(p>0.05; Contorl, 57.89%±3.35; 8시

간, 63.53%±3.71; 24시간, 53.24%±2.33), 이를 통해 초콜릿

의 항산화 활성이 매우 뛰어남을 다시 한 번 확인할 수

있었으며, 발효된 초콜릿은 기존 초콜릿의 우수한 항산화

활성을 유지하는 것으로 여겨진다.

Fig. 3. ABTS radical scavenging activity of chocolates fermented
by L. plantarum CK10.

, 200 μg/mL; , 400 μg/mL; , 100 μM; , 200 μM. The appropriate amount
of α-tocopherol was used as a positive control. Values are Mean±SD (n=3).

Alkyl 라디칼 소거능

L. plantarum CK10에 의한 발효 초콜릿의 Alkyl 라디칼

소거능은 Fig. 4와 같다. 발효 전 61.48%±11.18의 소거능을

보이는 초콜릿에 대하여 2시간 발효를 진행하였을 때

57.44%±7.94, 4시간 발효를 진행하였을 때 56.36%±12.90,

8시간 발효를 진행하였을 때 65.77%±7.77, 24시간 발효를

진행하였을 때 61.67%±6.85, 32시간 발효를 진행하였을

때 63.63%±4.62의 소거능을 측정할 수 있었다. 앞선 다른

종류의 라디칼들과 마찬가지로 발효후에도 초콜릿의 우수

한 라디칼 소거능이 유지되고 있음을 확인하였다.

Fig. 4. Alkyl radical scavenging activity of chocolates fermented by
L. plantarum CK10.

, 150 μg/mL; , 300 μg/mL; , 10 μM; , 20 μM. The appropriate amount
of catechin was used as a positive control. Values are Mean±SD (n=3).
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Gas chromatography-mass spectrum과 High-performance
liquid chromatography를 이용한 성분 분석

L. plantarum CK10에 의한 초콜릿 발효에 따른성분 조성
의 변화는 Table 2과 같다. 발효가 진행됨에 따라 젖산균의
대표적인 발효 산물인 Lactic acid의 peak 면적 %가 증가하
는 것을 확인하였다. 시료에 대하여 높은 함량을 보이는
성분으로는 HMF(Hydroxymethylfurfural), xanthosine, caffeine,
theobromine 등이 검출되었다. HMF는 식품 가공 중에 발생
하는 갈변을 측정하는 지표로 사용되는 물질로 많은 가공
식품들에서 검출되는 성분이다(43,44). Theobromine과
caffeine은 xanthine 유도체인 methylxanthine 중 하나로서
초콜릿의 원료인 Theobroma cacao를 구성하고 있는

Table 2. Compounds identified from fermented chocolates by using GC-MS

Compounds

Fermentation time (hr)

0 2 4 8 24 32

Area %

2-Fluoro-2-methylpropane 0.34 0.28 0.24 0.16 - 0.09

2-Butan-2-ylsulfanylbutane 1.11 1.02 0.96 0.86 0.29 0.25

Diacetone alcohol 2.59 2.34 2.34 2.18 1.11 1.21

2-Furanmethanol 1.05 0.86 0.89 1.08 0.42 0.38

1,4-Dioxane-2,3-diol - 1.24 1.21 1.10 - 0.46

1,2,3-Propanetriol 1.42 0.68 0.61 0.57 0.47 -

N,N-Bis(2-methoxyethyl)methylamine 1.97 1.41 2.23 - 2.63 2.25

Lactic acid - - - - 13.36 14.88

2(5H)-Furanone 0.42 0.26 0.27 0.28 0.31 0.27

1,2-Cyclopentanedione 1.62 1.44 1.30 1.32 0.78 0.70

3-Methyl-2,5-furandione - - - 0.19 0.19 0.13

Allyl formate 0.89 0.75 0.74 0.79 0.77 0.61

2H-pyran-2,6(3H)-dione 0.52 0.51 0.48 0.45 0.34 0.31

Dimethyl-ester-hydroxy-propanedioic acid 0.53 0.25 0.20 0.20 - -

2,5-Dimethyl-4-hydroxy-3(2H)-furanone 0.55 0.39 0.25 0.52 0.45 0.39

5-Methyl-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione 3.29 7.25 1.81 2.54 3.59 3.15

3-Buten-2-ol - - - - 0.46 0.25

N-Ethyl-N-nitroso-ethanamine 0.60 0.55 0.53 0.75 0.37 0.29

3-Hydroxy-2,3-dihydromaltol 1.44 1.37 1.46 1.80 0.74 0.61

Benzoic acid - - - - 0.18 0.10

5-Hydroxymaltol 1.05 0.91 0.93 0.95 0.75 0.58

1,2-Benzenediol - - - - 0.53 0.45

HMF 23.27 20.91 19.23 20.02 11.15 9.14

Xanthosine 6.44 8.61 8.29 9.40 19.16 22.74

Caffeine 14.34 12.44 12.96 12.91 9.20 9.04

Theobromine 15.66 11.55 14.87 16.16 20.14 20.03

Pentadecanoic acid 0.28 0.44 0.59 0.46 2.38 2.62

(Z)-9-Octadecenoic acid - - - - 0.39 0.57

alkaloid의 99%를 차지하고 있으며, cacao의 쓴맛에 기여한
다고 알려져 있다(45). 특히 theobromine은 Theobroma
cacao의 대표적인 물질로 손꼽힌다. Theobromine과
caffeine은 신경계의 흥분을 유도함으로써 여러 생리적 작
용을 일으키는데, 심근과 골격근의 흥분을 통한 강심작용,
위액 분비 촉진, 이뇨 작용 등이 보고되어 있다(46-48).
GC-MS 분석 결과로 Table 2에 나타난 바와 같이 초콜릿의
대표적인 구성 성분인 theobromine과 caffeine, theobromine
의 전구체인 xanthosine에 대한 상대적인 성분비가 발효가
진행됨에 따라 변화하고 있으므로, HPLC를 이용하여
theobromine과 caffeine에 대한 정량 분석을 수행하였다.
HPLC를 이용한 theobromine과 caffeine의 정량 분석 결과,
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발효가 진행됨에 따라 유의적인 차이 없이 해당 성분들의
함량이 유지됨을 확인하였다(Table 3). Table 2의 GC 분석
결과와 HPLC 결과를 종합적으로 살펴보았을 때, 발효가
진행됨에 따라 theobromine과 caffeine의 상대적인 성분비
는 변화하였으나, 정량적인 변화는 크게 나타나지 않았으
므로, 두 성분을 제외한 다른물질들의 정량적 변화가 예상
되며 이에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 사료된다.

본 연구에서는 L. plantarum CK10에 의한 초콜릿의 젖산
발효 가능성과 발효가 진행됨에 따른 항산화 활성과 함유
성분에 대한 영향을 분석하였다. 발효 초콜릿은 발효로 인
해 생기는 특유의 산미와 풍미를 바탕으로 새로운 제품군으
로 개발될 수 있으며, 이를 통해 초콜릿 산업의 다양화에
기여할 수 있을 것이라고 판단된다. 다양한 발효 식품에
대한 항염증(49-52), 항당뇨(53,54) 활성 연구 결과들에 주
목하여, 발효 초콜릿의 항산화 활성뿐만 아니라 다양한 활
성 변화에 대한 탐색과 기능성에 대한 추가적인 연구가
필요하며, 이러한 추가적인 연구를 통해 발효 초콜릿의 새
로운 수요 창출 및 부가가치를 높일 수 있을 것으로 사료
된다.

Table 3. Theobromine and caffeine levels in fermented chocolates

Fermentation time
(hr)

Theobromine
(mg/g)

Caffeine
(mg/g)

0 6.16±0.771) 1.99±0.22

2 6.69±1.99 2.10±0.35

4 6.47±2.36 2.05±0.45

8 6.50±1.34 2.08±0.22

24 4.30±2.74 1.43±0.58

32 6.45±1.54 2.07±0.23
1)Values are Mean±SD (n=3).

요 약

Lactobacillus plantarum CK10을 활용하여 초콜릿 발효
를 수행하고 발효산물의 항산화 활성 및 성분 변화를 측정
하였다. 초콜릿 발효 산물의 pH는 발효 시간이 지남에 따라
감소하고 적정산도는 증가했으며, 그 증감의 폭은 발효 4시
간과 24시간에서 가장 급격히 나타났다. 폴리페놀 함량은
발효 산물의 생성이 활발히 일어나고 있을 것으로 예상되는
발효 8시간에서 약간 증가하였으나 대체로 발효 전후 간
유사한 함량이 확인되었으며, 플라보노이드 함량 또한 발
효 전후가 유사하게 유지되었다. 항산화 활성의 지표로
DPPH 라디칼, ABTS 라디칼, Alkyl 라디칼에 대한 소거능
을 측정하였을 때, 발효가 진행되어도 초콜릿의 우수한 라
디칼 소거능이 유지됨을 확인하였다. GC-MS에 의한 성분
분석을 수행하였을 때, 발효 시간이 지남에 따라 lactic acid

의 성분비가 증가하는 것을 확인하였다. 더불어 HMF,
xanthosine, caffeine, theobromine 등의 물질이 주요 성분으
로 검출되었다. High-performance liquid-chromatography을
이용하여 정량 분석을 수행했을 때, 발효에 따른
theobromine과 caffeine의 함량 변화는 크게 관찰되지 않
았다.
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