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<Abstract>

Anti-oxidative, anti-inflammatory, and anti-cancer effects of Citrus Kombucha

fermented with 3 bacteria strains isolated from traditional Kombucha

Hye-Myoung Ko

Department of Food Science and Nutrition

Graduate School

Jeju National University

Supervised by Professor Sung-Soo Park

Dysregulation of the body`s antioxidant defense system causes oxidative

stress, chronic inflammation, and various diseases such as diabetes and

cancer. Kombucha is slightly sweet and sour beverage that has strong

antioxidant capacity. It has been shown that Kombucha protects the liver

against oxidative stress and possesses anti-diabetic and anti-cancer effects.

Despite its benefits to public health, commercialization of kombucha has been

limited mainly due to non-defined nature of microbes used for fermentation.

In this study, we investigated Citrus Kombucha (CK) produced by

innoculating three different bacteria strains (Gluconoacetobacter xylinus,

Gluconoacetobacter medellinensis, Gluconobacter oxydans; named as

CK-MOX) isolated from traditional Kombucha. Fermentation was performed

for 15 days with monitoring changes of physicochemical properties including

pH, acidity, and total and reducing sugar contents. During fermentation, pH

and total sugar content were gradually decreased while acidity was slightly

increased. Antioxidant capacity, measured by DPPH, ABTS, Folin-Denis, and

ORAC assays, markedly increased in post-fermented CK-MOX (Day 15)

compared to the pre-fermented CK-MOX (Day 0). However, the total
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polyphenol content was slightly decreased after fermentation. Biological

properties including antioxidant and anti-cancer activities of CK-MOX were

also investigated for three different bladder cancer cell lines (EJ, T24, and

5637 cells). To investigate the anti-inflammatory effect of CK-MOX on

LPS-induced inflammatory RAW264.7 cells, nitric oxide (NO) production and

inflammatory cytokine (TNF-α and 1l-1β) levels were measured. Treatment

of post-fermented CK-MOX (Day15) inhibited NO production and reduced

TNF-α and IL-1β mRNA expresstion in LPS-induced RAW264.7 cells as

compared with pre-fermented CK-MOX (Day 0). In addition, post-fermented

CK-MOX (Day 15) markedly inhibited proliferation and migration of EJ, T24,

and 5637 cells (human bladder carcinoma). Interestingly, treatment of

post-fermented CK-MOX (Day 15) resulted in up-regulation of ERK. To

distinguish whether up-regulation of ERK is the cause or the effect, we

investigated the viability of cells in the presence of U0126, a MEK1/2

inhibitor. Pre-treatment of U0126 significantly restored cell viability against

CK-MOX-induced cell death, which demonstrated that p-ERK may be a key

regulator in the mechanism of CK-MOX-induced apoptosis of bladder cancer

cells (EJ, T24, and 5637 cells). In conclusion, CK-MOX, fermented with

defined composition of bacterial starters, showed antioxidant capacity,

anti-inflammatory effects, and anti-cancer activity on EJ, T24, and 5637

bladder cancer cells.
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Ⅰ. 서 론

콤부차는 약간 달고, 신맛이 나는 발효 음료로 당이 첨가 된 홍차 추출액에

acetic acid bacteria와 yeasts의 공생균체를 접종하여 약 14 일 간 발효하면 얻을

수 있다[1]. 기원전 220 년경 중국 진나라 때 해독과 활력을 북돋기 위해 사용

된 것이 기원으로 알려져 있으며, 제2차 세계대전 당시 독일, 프랑스, 남아프리카

등 세계 전역에 전해졌다[2]. 발효 된 콤부차에는 유기산, 당류, 비타민과 차의

폴리페놀이 함유 되어있다고 보고되었다[3]. 현재까지 연구를 통해 분리 된 콤부

차의 균주는 대부분이 Acetic acid bacteria 이며[4], 그 중 Acetobacter xylinum

은 콤부차 상층부에 “Tea fungus”라 불리는 cellulose막을 형성하는 역할을 한다

고 알려져 있다[5, 6]. 콤부차는 E. coli, Sh. sonnei, Sal. typhimurium, Sal.

enteritidis, Cm. jejuni등 병원성 균에 대한 항균성, 산화적 스트레스로부터의 간

세포 보호작용, 위 궤양 치료 효과 및 항암능력을 갖는 것으로 나타났다[7-20].

감귤류는 hesperitin, naringenin, tangeretin, nobiletin 등의 플라보노이드류

(flavonoids)와 β-carotein, β-cryptoxanthin, auraptene, 쿠마린, 리모넨 등 기능

성 성분이 다량 함유 되어있으며[21], 종양유전자의 활성 저해, 콜레스테롤 저하,

혈당강하 작용, 항산화 작용, 노화억제작용, 지방간 억제작용 등 다양한 생리 기

능적 효과를 갖고 있다[22-31].

ROS (reactive oxygen species) 즉, 활성산소종은 하나 또는 그 이상의 짝지어

지지 않은 전자를 갖고 있는 자유 라티칼을 칭한다[32]. 체내에서 활성산소는

superoxide anion의 형태로 주로 존재하며, 미토콘드리아 전자전달 체계, 조면소

포체에서 이루어지는 단백질 접힘 과정 세포 내 대사에 의해서 생성 된다[33].

체내 항산화 방어 시스템에 의해 활성산소종은 효소적 또는 비효소적으로 환원

되지만, 항산화 방어 시스템의 불균형 또는 파괴로 인한 산화적 스트레스는

protein kinases, ion channels의 활성화와 lipid peroxidation, DNA oxidation을

일으켜 체내 균형을 무너뜨리며, 만성염증을 유발하여 암, 당뇨, 심혈관계 질환

등 만성 질환을 야기 시킨다[34].
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방광암은 다른 암과 비교하여 완치율이 높은 편이나 비교적 악성도가 낮은

표재성 방광암의 경우 70%에 달할 정도로 재발률이 높으며, 이 중 10~15%는 근

침윤성 방광암으로 진행되기 때문에 재발 방지를 위한 철저한 예방과 관리가 필

요하다[35]. 현재까지 알려진 방광암의 위험인자로는 담배, 흡연, 방향족 아민, 석

탄, 비소 등[36]이 있으며, 차(다류)의 섭취 연관성에서 녹차의 섭취는 방광암에

대한 보호효과를 갖는 것으로 나타났다[37].

이에 본 연구에서는 전통적인 방식으로 배양 된 콤부차에서 분리한 3가지 균

주 Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter medellinensis,

Gluconobacter oxydans를 이용하여 발효시킨 감귤 발효액의 항산화 능력평가 및

방광암 세포주(EJ, T24, 5637 세포)에 대한 항암성 확인과 LPS를 처리한

RAW264.7대식세포에 대한 항염 효과 관찰 및 기전에 대한 연구를 통하여 감귤

발효액의 기능성 음료로서의 개발 가능성을 살펴보고자 하였다.
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Ⅱ. 이 론 적 배 경

1. 감귤 콤부차 (Citrus Kombucha)

1) 콤부차

발효는 미생물이 효소를 이용해 유기물을 분해시키는 과정이다[38]. 일반적인

발효음료의 제조는 혐기 상태에서 시작되며, 우유에 유산균을 접종하여 배양하는

요구르트 등의 유산균 음료와 식물성 원료를 효모를 이용해 발효시킨 맥주, 와인

등의 효모음료가 있다[39, 40]. 이와 달리 콤부차는 호기적 상태에서 발효가 시작

되며, 약 3일간 배양하게 되면 배양액 표면에 새로운 막이 형성된다. 이후 발효

조 내부는 반 혐기 조건으로 바뀌고 배양액 상층부에는 ‘tea fungus’ 라 불리는

하얀 막이 생긴다[41].

콤부차는 주로 중국, 러시아, 독일 등에서 건강을 위해 음용 되는 발효차로 홍

차 또는 녹차에 설탕을 첨가 한 뒤 acetic acid bacteria와 yeasts에 의해 형성 된

공생 균체를 접종하여 약 14 일 간 발효하면 얻을 수 있다[1]. 콤부차는 시고 단

맛이 나는 배양액과 윗부분에 떠오르는 하얀 막의 두 부분으로 나뉘며, 발효 결

과 acetic, gluconic, glucuronic, citric, L-lactic, malic, tartaric, malonic, oxalic,

succinic, pyruvic, usnic 등의 유기산과 sucrose, glucose, fructose의 당류,

vitamin B1, B2, B6, B12, C 뿐 아니라 미량의 아미노산, 에탄올과 같은 기타 물질

이 형성된다고 밝혀져 있다[3,42].

콤부차는 항균성, 항산화, 항염성, 항암성 등 다양한 기능적 특성을 갖는 것으로

보고되었다[7-20]. Sreeramulu 등[17]은 중성의 pH조건에서 thermal denaturation

과정을 거친 콤부차가 E. coli, Sh. sonnei, Sal. typhimurium, Sal. enteritidis,

Cm. jejuni 등 병원성 균에 대해 항균성을 나타낸다고 보고 하였으며, 또 다른

연구에서는 콤부차가 병원성 세균뿐 아니라 antifungal의 효과도 있음을 보고하

였다.
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Jayabalan 등[43]은 녹차, 홍차, 차폐기물을 이용해 만든 콤부차의 발효과정에

phenolic compounds와 reducing power의 증가를 통해 kombucha 발효에 따라

free radical scavenging 능력이 향상됨을 보고하였으며, Bhattacharya 등[10]의

연구에서 콤부차와 TBHP를 동시 처리한 세포에서 mitochondria dependent

apoptotic signaling pathways를 막아 산화적 스트레스로부터 간세포 보호작용을

갖는 것으로 나타났다.

Indomethacin으로 유도한 gastric ulceration mouse model에서 4 일 간 발효한

Kombucha는 위궤양 또는 십이지장 궤양 치료에 사용되는 약물인 omeprazole과

비슷한 수준의 TBARS (Thiobarturicacid, 산화반응생성물) 형성 감소 뿐 아니라

gastric mucin의 농도를 증가시킴으로서 궤양 치료에 효과적인 것으로 나타났다

[7]. 콤부차의 Ethyl acetate 분획물에서 분리된 dimethyl

2-(2-hydroxy-2-methoxypropylidine) malonate와 vetaxin은 hymanosteosarcoma

인 U2OS와 human renal carcinoma인 786-o cell의 mmp-2와 mmp-9의 활성을

저해시킴으로서 항암능력을 갖는 것으로 나타났다[15].

2) 녹차

차(Tea)는 차나무(Camellia sinensis)의 잎을 뜨거운 물에 우려내서 마시는 음료

로 가공방법에 따라 녹차, 홍차, 우롱차로 구분된다[44]. 녹차(Green tea)는 수확

직후 덖거나 쪄서 찻잎 내 폴리페놀(Polyphenol)의 산화를 저지한 불발효차이다

[45].녹차는 다른 기호음료와 비교하여 폴리페놀, 당, 유기산, 비타민, 질소 및 무

기질 등을 많이 함유하고 있으며, 특히 홍차, 우롱차와 비교하여 많은 양의 카테

킨(Catechin)이 함유되어 있다고 알려져 있다[46]. 카테킨은 플라보노이드 그룹

(Flavonoids)에 속하며, 높은 항산화 능력 뿐 아니라 위 궤양억제 및 항암 능력

이 뛰어난 것으로 보고되었다[44, 47-51]. 녹차에 함유 된 주요 카테킨에는

epigallocathechin-3 gallate (EGCG), epigallocathechin (EGC), epicathechin-3

gallete (ECG)등 이 있으며, 이 중 EGCG는 암의 전이에 필수적인 단백질 가수

분해효소 중 하나인 UK (urokinase)의 활성을 농도 의존적으로 감소시킨다고 알

려져 있다[49]. Rat 모델 실험에서 녹차의 폴리페놀은 암세포의 DNA, RNA, 단

백질 합성을 조절함으로서 암 형성에 중요한 역할을 하는 Ornithine

decarboxylase (ODC) 효소활성을 저해하는 것으로 나타났다[51]. ODC는 방광종
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양에서 높은 활성을 보이고, Epidermal growth factor 의해 유도된다[52]. 방광암

Chemo-prevention에서 녹차의 역할을 규명하기 위한 녹차 폴리페놀 추출물과

EGFR저해제 관련 연구가 지속되고 있다[53].

3) 감귤

감귤은 운향목 운향과(Rutaceae), 감귤나무아과(Aurantioideae)에 속하며[54], 국

내에서 가장 많이 생산되는 감귤 품종은 온주말감(Satsuma mandarin)으로 제주

도를 중심으로 이루어지고 있다[55]. 예로부터 감귤은 기침과 위장장애, 식욕부

진, 구토 등에 에 효과가 있다고 알려져 약용으로 사용되기도 하였으며, 최근에

는 감염성 질환이나 암 등을 예방한다고 보고되어 기능성 식품으로서 각광 받고

있다[29].

감귤류에는 당류와 vitamin C, Vitamin E, 엽산, 식이섬유소와 같은 영양 성분

이 함유 되어 있으며[27], 감귤에 다량 함유된 vitamin C는 항산화 영양소로서

강한 항암물질로 알려져 있다[56]. 감귤류에 함유되어 있는 중요한 기능성 성분

으로는 플라보노이드, 카로티노이드, 쿠마린, 테르펜, 리모노이드, 페닐프로파노이

드, 아쿠리돈 등이 있으며, 특히 아쿠리돈과 리모노이드는 감귤류가 속하는 밀

감과 식물에만 존재하는 특유성분이다[57].

감귤류에서 분리 된 플라보노이드류는 약 60여종에 달하며[58] 그 중에서는

hesperetin, naringenin, tangeretin, nobiletin 등의 기능성 성분이 항암에 기여하

는 것으로 알려져 있고, 순환기계 질환의 예방, 항염증, 항알레르기, 항균, 항바이

러스, 면역증강 등의 작용 또한 보고 되었다[59]. 감귤 플라바논(flavanone)에는

헤스페리딘(hesperidin), 나린진(naringin), 나리루틴(narifutin) 등이 있다. 헤스페

리딘의 경우혈관 보호 작용을 한다는 보고가 있으며 나린진은 제1형 당뇨 마우

스 모델에 혈당 개선 효과가 있는 것으로 나타났다. Carotinoid로서 β-carotene,

β-cryptoxanthin과 auraptene 성분이 면역기능 항진과 발암 억제에 탁월한 효과

가 있는 것으로 발표 되었다[22, 60-62]. 감귤 내 β-cryptoxanthin 은 male ICR

mice에 N-butyl-N(4-hydroxybutyl)nitrosamine으로 유도 된 urinary bladder

carcinogenesis 를 저해 하는 것으로 나타났다. 그 외에 쿠마린, 리모넨 등에도

암유전자를 저해하는 작용이 있다고 밝혀지고 있다[25, 31, 63].
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2. 산화와 염증

1) 염증(Inflammation)

염증(Inflammation)은 생체조직의 자극에 대한 반응 중 하나로 염증 반응의 목

적은 세포손상의 억제와 조직재생에 있다[64]. 일반적으로 염증은 체내에서 스스

로 조절되며, 빠르게 회복되는 것이 특징이나[65] 염증 반응의 불균형 시 체내

조직손상 뿐 아니라 동맥경화(atherosclerosis), 당뇨(diabetes mellitus), 류마티스

관절염(rheumatoid arthritis), 암(cancer) 등 각종 만성 염증성 질환의 발병을 유

도한다[66, 67]. 염증은 크게 두 가지로 구분되는데 염증반응 초기에 일어나는 급

성염증(acute inflammation)과 염증성 면역세포에서 분비되는 염증성 사이토카인

과 ROS에 의해 유도되는 만성염증(chronic inflammation)으로 나눌 수 있다[67].

ROS(reactive oxygen species) 즉, 활성산소종은 하나 또는 그 이상의 짝지어지

지 않은 전자를 갖고 있는 자유 라티칼을 칭한다[32]. 체내에서 활성산소는

superoxide anion의 형태로 주로 존재하며, 미토콘드리아 전자전달 체계, 조면소

포체에서 이루어지는 단백질 접힘 과정 세포 내 대사에 의해서 생성 된다[33].

체내 항산화 방어 시스템에 의해 활성산소종은 효소적 또는 비효소적으로 환원

되지만, 항산화 방어 시스템의 불균형 또는 파괴로 인한 산화적 스트레스는

Protein kinases, ion channels의 활성화와 lipid peroxidation, DNA oxidation을

일으켜 체내 균형을 무너뜨리며[34], 염증성 질환에서는 면역 및 염증반응이 감

소되지 않고, 면역 세포에서 분비하는 과도한 염증성 사이토카인(Cytokine)과

ROS (Reactive oxygen species)가 지방과 대장을 포함한 여러 조직에 만성적인

염증 반응을 유도하는 것으로 알려져 있다[68].이에 염증으로 인해 분비되는

ROS와 RNS (Reactive nitrogen species)에 의한 산화적 스트레스를 감소시킬 수

있는 항산화 물질에 대한관심이 증가하고 있다.

2) LPS 유도 염증경로(LPS inflammation pathway)

Lipopolysaccharide (LPS)는 그람 음성균의 외막을 구성하는 물질로 염증성 사

이토카인(pro-inflammatory cytokine)을 생산하는 주요 염증 유발 물질이다[69].
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LPS의 침입은 LPS binding protein과 단핵구(monocyte)나 대식세포

(macrophage), 또는 호중구(neutrophil)의 세포 표면의 CD-14 (Cluster of

differentiation 14)에 의해 감지되고, Toll like receptor 4 (TLR4)에 LPS가 결합

하면 염증 반응을 일으키게 된다[70]. TLR4에 의해, NF-κB의 활성을 억제하는

IκB단백질의 인산화가 일어나고, 활성화 된 NF-κB는 염증성 단백질 iNOS,

COX-2와 염증성 사이토카인 TNF-α, IL-1β 등의 유전자의 발현을 조절하게 된

다[71].

염증성 단백질인 iNOS (inducible NOS)와 COX-2 (Cyclooxygenase 2) 등의 발

현이 증가되면 각각 NO와 PGE2의 분비량이 증가되어 염증반응을 가속화 한다

[72, 73]. NO는 염증 반응 지표물질로 L-arginine으로부터 생성되며, 체내 염증

반응을 악화시켜 조직과 신경의 손상, 유전자 변이 등을 일으킨다[74].

사이토카인(cytokine)은 세포와 세포 사이 신호전달에 관여하는 당단백질로서

TNF-α, IL-1β, IL-6등이 존재하고, 활성화 된 대식세포 혹은 다양한 염증관련

세포에서 생성 되며, 혈관 투과성향상, chemokine 발현 유도, T-cell과 B-cell의

활성 조절 및 apopotosis 유도물질의 발현 증가 등에 영향을 미친다[75]. TNF-α 

(Tumor necrosis factor alpha)는 내인성 발열 유전자로 발열, 세포 사멸, 악액질,

염증을 유도하고 종양 형성 및 바이러스 복제를 억제할 뿐 아니라 IL-1

(Interleukin-1) 및 IL-6 (Interlukin) 생산에 관여하는 것으로 알려져 있다[76].

IL-1β는 interleukin 1 family에 속하며, 세포 증식, 분화 및 세포 사멸을 포함하

는 다양한 세포 활동에 관여한다[77].

대식세포의 LPS에 의해 유도된 염증반응 메커니즘은 Figure 1과 같다.
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Figure 1. Schematic diagram of the TLR4 signaling pathway. The activation

of TLR4 signals through MyD88-dependent is triggered by MyD88

recruitment of TRAF6 and IRAKs and TRAF6 complex results activation of

phosphorylates Iκβ and NF-κB. NF-κB translocates to the nucleus to

promote the transcription of pro-inflammatory genes such as IL-1β,IL-6, and

TNF-α.; LPS: Lipopolysaccharide, TLR4: Toll-like receptor4, TRIF:

Toll/interleukin-1 receptor(TRI) domain-containing adaptor protein inducing

interferon beta, IRAK: Interleukin-1 receptor-associated kinase, TRAF: Tumor

necrosis factor(TNF) receptor associated factors, MAPK: Mitogen-activated

protein kinase, NF-κB:Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated

B cells
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3. 방광암

1) 방광암

보건복지부 발표(http://www.mohw.go.kr/front_new/index.jsp)에 따르면 2013년

우리나라 전체 암 발생 총 225,343건 중 방광암은 3,762 건으로 전체 암 발생율

의 1.7%를 차지하였다. 4.1:1의 비율로 여성보다 남성에게서 발병률이 높은 것으

로 나타났으며, 수명 연장에 따라 방광암의 전체 및 여성의 발병률은 증가 추세

이다[78]. 방광암은 다른 암과 비교하여 완치율이 높은 편이나 비교적 악성도가

낮은 표재성 방광암의 경우 70%에 달할 정도로 재발률이 높으며, 이 중 10~15%

는 근침윤성 방광암으로 진행되기 때문에 철저한 예방과 관리가 필요하다[35].

중앙암등록본부(http://www.ncc.re.kr/main.ncc?uri=manage02_1) 자료에 의하면

방광암의 5년 상대생존율은 남녀 전체 76.5%로 보고되었으며, 남자가 78.3%, 여

자가 69.2% 로 나타났다.

현재까지 알려진 방광암의 위험인자로는 담배, 흡연, 방향족 아민, 석탄, 비소

등이 있으며, 식이요인과 관련하여 가공육 또는 고지방식이를 한 경우 적게는

37%에서 많게는 41%까지 방광암 발생률이 증가하는 것으로 나타났다[79]. 방광

암 예방인자로 과일과 채소의 섭취 방광암의 발병률을 약 10% 낮추며[80],

vitamin A와 E의 섭취는 방광암의 낮은 발병률과 관련 있는 것으로 나타났다

[81]. 차(다류)의 섭취 연관성에서 녹차의 섭취는 방광암에 대한 보호효과를 갖는

것으로 나타났다[37].

2) MAP kinase pathway

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)는 외부의 신호를 핵으로 전달하는

데 중요한 역할을 하는 serine-threonine protein kinases이며, 세포의 증식, 유전

자 발현, 분화, 분열, 세포 생존 및 사멸등 대부분의 세포 기능을 조절한다[82].

MAPKs는 ERKs (Extracellular signal-related kinases), JNKs (c-jun

NH2-terminal kinases), p38의 MAPK과 MAPK kinase (MAP2K), MAPK

kinase kinase (MAP3K)로 구성된다[83]. MAPKs는 mitogens, osmotic stress,

열, 염증성 사이토카인 등에 의해 촉진되며, MAPK/ERK 경로에서 Ras는 Raf를
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활성화 시키고 MAP2K와 MAPK 를 차례(RAS/RAF/MEK/ERK)로 활성화 시킨

다[84].

Vaqar Mustafa Adhami 등[46]에 따르면 녹차의 폴리페놀 경구 투여가 마우스

전립선 모델의 전립선암의 발생 및 진행을 억제하며, p-ERK1/2,

phosphatidylinositol 3`-kinase, p-AKT의 증가가 이와 관련 있다는 결과를 보고

하였으며, 녹차 내의 기능성 물질로 널리 알려진 EGCG를 투여한 Apcmin/+

mice 모델1)에서 활성화 된 ERK1/2의 수준의 저하는 종양 형성을 억제 하는 것

으로 나타났다[50].

MAPkinase signaling pathway는 Figure 2 에 나타내었다.

1) Apcmin/+ mice : 인간의 장 발암을 유전적으로 모방한 실험용 동물(mouse)
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Figure 2. Schematic diagram of the ERK signaling pathway. MAPK/ERK

pathway is signaling pathway from the cell surface to the nucleus.

MAPK(Mitogen-Activated Protein Kinase)s are proteins Serine/threonine

Kinases that are activated in response to the extracellular stimuli and

mediate signal transduction. The signal starts when a extracellular stimuli

binds to the receptor. Ras activates RAF kinase. RAF kinase phosphorylates

and activates MEK1 and MEK2. MEK phosphorylates and activates ERK1

and ERK2 (extracellular signal-regulated kinase).
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Ⅲ. 재 료 및 방 법

1. 감귤콤부차 발효

본 실험에서 사용한 콤부차는 민간에서 분양하여 판매하는 것을 인터넷

(www.aucton.co.kr)으로 구매하여 사용하였다. 콤부차 및 감귤 콤부차 제조에는

현미녹차(동서식품, Seoul, Korea), 설탕(CJ제일제당, Seoul, Korea)를 사용하였으

며 감귤액은 제주지방개발공사에서 지원 받아 사용하였다.

감귤 콤부차는 Figure 3에 따라 제조 하였으며, 전통적인 방법으로 배양한 콤부

차와 3종 균주를 이용하여 배양한 콤부차의 베이스는 동일하게 제조하였다.

증류수 1500 mL을 끓인 뒤 녹차 티백 5개를 10분간 우려낸다. 설탕 150g과 감

귤액 60g을 첨가 하여 교반한 뒤 균주 접종을 위해 얼음물에 담가 온도를 30℃

이하로 낮추었다.

1) Original Citrus Kombucha.(CK-Ori)

감귤 콤부차에 접종하기 위한 전배양 액과 패티클은 김청이 등[87]의 방법에 따

라 제조 하였고, 감귤 콤부차 베이스 750 mL에 전배양 액 75 mL과 전배양

pellicle 20 g을 접종한 뒤 30℃ 배양기에서 15일간 발효하였으며, 매 3일 마다

샘플링을 실시하였다.

2) Citrus Kombucha fermented with 3 strains(CK-MOX)

배양에 사용 된 3종 균주는 Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter

medellinensis, Gluconobacter oxydans 로 한국미생물보존센터 (KCCM)에서 분

양받아 이용하였다. 배지 30 mL에 각각의 균주 single colony를 넣고, 48시간 배

양 한 뒤, 원심분리기 (Aventi J-E, Beckman coulter, California, USA)를 이용하

여 배양액을 제거 (18000 ×g, 10 min)한 균주를 감귤 콤부차 베이스 750 mL에
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접종하였다. 30℃ 배양기에서 15 일 간 발효하였으며, 매 3 일 마다 샘플링을 실

시하였다.

실험에는 발효액을 18000 xg로 10분간 원심 분리 후 상등액을 주사기용 필터유

닛을 (0.45 μm, EMD Millipore Inc. Darmstadt, Germany) 이용하여 여과한 후

사용하였다.
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Figure 3. A flow diagram for Citrus Kombucha preparation.



- 15 -

2. 시료의 이화학적 특성

1) pH 및 산도 측정

pH측정은 50 mL 코니칼 튜브에 담긴 시료 20 mL을 pH meter (FEP20,

Mettller Toledo, Schwerzenbach, Switzerland)를 이용하여 각 3번 반복 측정한

후 평균값으로 나타내었다.

산도[85]는 중화 적정법을 이용하여 측정하였다. 시료 1 mL을 10배 희석 한 뒤

1% phenolphthalein 지시약을 2~3방울을 가하고, 0.1N NaOH로 pH 8.3에 도달

할 때까지 중화적정 하여 소비된 0.1N NaOH의 양 (mL)을 측정한 후 다음 식에

따라 초산으로 산도를 계산하였다. 산도는 각 3번 반복 측정한 후 평균값으로 나

타내었다.

     소비량 × 역가 × ×희석배수 

2) 총 당 및 환원당 정량

총 당 정량에는 페놀-황산법(Phenol-sulfuric acid)법[86]을 응용하여 이용하였

다. 감귤 콤부차 200배 희석액 1 mL과 5% 페놀 1 mL를 시험관에 넣고 황산 5

mL 첨가, 교반한 뒤 30분간 방치한다. microplate reader (Versa Max, Orleans,

USA) 를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하여 glucose 당량으로 나타내었

다.

환원당 정량에는 DNS (Dinitrosalicylic acid)법[87]을 이용하였다. 콤부차 100배

희석액 3 mL와 reagent A (NaOH 1 g, DNS 1 g, Na2SO3 0.05 g, phenol 0.2

mL, Ditilled water 100 mL) 3 mL를 시험관에 넣고 100℃ 항온수조에서 15분간

반응시킨 후 reagent B (Rochelle salt 4 g, Distilled water 100 mL) 1 mL를 넣

고 냉각시킨다. microplate reader (Versa Max, Orleans, USA)를 이용하여 575

nm에서 흡광도를 측정하여 glucose 당량으로 나타내었다.
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3. 시료의 기능적 특성

1) 항산화 측정

(1) DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH radical scavenging assay[88]는 빠르고 간단하게 시료의 항산화 능력을

측정할 수 있는 방법으로 DPPH free radical form인 1,1-diphenyl-2-

picrylhydraxyl은 dimer 를 형성 하지 않는 안정한 organic nitrogen radical 이며,

ethanol 에 용해되어 진한 보라색을 띈다. Radical형태의 DPPH는 수소 공여능이

있는 항산화 물질과 혼합되면 보라색을 잃고 옅은 노란 빛을 띄게 되며, 비가역

적으로 환원되어 non-radical 형태의 화합물인 2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine

으로 전환된다. 색 변화의 증가는 시료의 DPPH radical scavenging acitivity 가

높음을 의미한다.

감귤 콤부차의 DPPH 라디칼 소거능 측정은 최인영 등[89]의 방법을 응용하여

측정하였다. 10배 희석한 시료 200 uL에 에탄올에 녹여 제조한 0.2 mM

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,

USA) 용액 800 uL를 첨가하여 혼합한 후 암소에서 20분간 반응시킨 뒤

microplate reader (Versa Max, Orleans, USA)를 사용하여 517 nm에서 흡광도

값을 측정하여 ascorbic acid 당량으로 나타내었다.

(2) ABTS 라디칼 소거능 측정

ABTS radical scavenging assay는 DPPH assay와 함께 많이 사용되는 항산화

능력 측정 방법이다. 용해 즉시 사용할 수 있는 DPPH와 달리 ABTS는 효소

(peroxidase, myoglobin) 또는 화학 물질 (이산화망간, 과황산칼륨, ABAP) 등에

의해 라디칼을 생성하여 사용하여야 한다. 또 반드시 유기 용매를 사용하여야하

는 DPPH와는 달리 ABTS는 물과 유기용매를 모두 사용 할 수 있기 때문에
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hydrophilic 또는 lipophilic 시료의 자유 라디칼 소거 능력을 측정 할 수 있다

[90].

ABTS 라디칼 소거능은 Roberta 등[91]의 방법을 응용하여 측정하였다. 메탄올

에 녹인 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (Sigma Aldrich,

St. Louis, Missouri, USA) 7.4 mM과 potassium persulphate 2.6 mM을 12시간

이상 암소에 방치하여 ABTS 양이온을 형성 시킨 후 이 용액을 735 nm에서 흡

광도 값이 1.4-1.5가 되도록 증류수로 희석하였다. 10배 희석 시료 100 uL 와

ABTS 용액 900 uL를 첨가하여 혼합한 뒤 암소에서 30분간 방치 후 microplate

reader (Versa Max, Orleans, USA)를 사용하여 735 nm에서 측정 하여 ascorbic

acid 당량으로 나타내었다.

(3) Total polyphenol 함량 측정

감귤 발효액의 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법[92]을 이용하여 측정하였다.

폴리페놀은 다양한 생리활성 기능이 알려져 있으며, 특히 활성산소를 제거에 탁

월 할 뿐 아니라 지질 과산화에 의한 노화 및 산화적 스트레스에 의한 DNA 손

상예방 작용을 보인다[93, 94].

10배 희석 시료 50 μL, 증류수 450 μL, Folin&Ciocalteu`s phenol reagent

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 20 μL, 25% sodium carbonate 용액

480 μL를 순서대로 넣고, 교반 한 후 암소에서 1 시간 방치한 뒤 microplate

reader (Versa Max, Orleans, USA)를 이용하여 725 nm에서 흡광도를 측정 하

였다. 총 플라보노이드 함량 분석은 tannic acid (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA)를 이용하여 작성한 표준곡선으로 함량을 계산하였다.

(4) ORAC(Oxygen radical absorbance capacity) assay

ORAC assay는 ,2,2'-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)에 의

해 생성된 free radical에 대한 항산화 물질의 라디칼 소거 능력을 시료와 대조군

에 fluorescent 결합시켜 시간 경과에 따른 peroxy radical의 생성과 소멸을 형광

값의 감소율을 측적하는 방법으로 식품 내 존재하는 hydrophobic 성분과

hydrophilic성분 모두에 반응하기 때문에 응용 범위가 넓다는 장점을 가지고 있



- 18 -

다[95].

ORAC value는 Ou 등[96]의 방법을 응용하여 비교 측정하였다. 본 실험에서 사

용한 시료와 표준물질 및 시약은 75 mM phosphate buffer (pH 7.4)용액에 희석

하여 사용하였다. 96- black well plate에 50배로 희석된 시료 25 μL와 40 nM

fluorescein (대정화금, Gyeonggi-do, Korea) 120 μL를 혼합하고 측정 직전 150

mM 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) 55 μL를 첨가하였다. fluorescence microplate reader (Spectra

Max i3, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 37℃ 에서

excitation은 485 nm, emission은 520 nm에서 2분 간격으로 총 1시간 동안 측정

하였다. 측정값은 각 시료의 area under curve(AUC)를 구한 후 trolox의 표준곡

선에 대입하여 나타내었다.

2) 항염 측정

(1) 세포 배양

실험에 사용된 RAW264.7 대식세포는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였

다. DMEM (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 배지에 10% FBS

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)과 1% penicillin-streptomycin

(Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany)을 추가하여 사용하였으며, 37℃, 5% CO2

조건에서 배양하였다.

(2) 세포 생존율 측정(Cell counting)

감귤 발효액 처리에 따른 세포 독성 여부를 확인하기 위하여 trypan blue로 염

색한 세포의 수를 세는 cell counting method[97]를 이용하여 세포 생존율을 측

정하였다. Trypan blue는 염색 용액으로 chromophore가 세포막을 통과 할 수 없

기 때문에 손상되거나 죽은 세포에만 반응하는 원리를 이용한 방법이다[96].

RAW264.7 대식세포를 12-well plate에 5×104 cells/well의 농도로 분주한 뒤 12
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시간 배양하고, LPS (1 μg/mL)와 감귤콤부차 발효 기간별 (Day 0, 3, 6, 9, 12,

15)시료를 5 mg/mL의 농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 세포는 0.25%

trypsin을 이용해 harvest 한 뒤 trypan blue (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA)를 1:4의 비율로 혼합하고 hemocytometer를 이용하여 계수 한

뒤 LPS와 CK 모두를 처리하지 않은 무처리군의 세포 생존율을 100%로 하여 상

대적인 세포생존율(cell viability)을 계산하여 나타내었다.

  대조군의 평균 세포수 
처리군의 평균 세포수 

× 

(3) Nitric oxide (NO) 생성량 측정

NO synthase에 의하여 생성되는 nitric oxide (NO)는 nitrate (NO3-)와 nitrite

(NO2-)로 변환된다. 때문에 총 NO3-/NO2-의 측정치를 세포 배양액 내 염증에 의

한 NO 생성의 marker로서 이용할 수 있다. 12-well plate에 RAW264.7 대식세포

를 5×104 cells/well의 농도로 분주한 뒤 12시간 배양하고, LPS (1 μg/mL)와 감

귤콤부차 발효 기간별(Day 0, 3, 6, 9, 12, 15)시료를 5 mg/mL의 농도로 처리하

여 24시간 배양하였다. 측정은 배양 상등액 100 μL에 Griess reagent (Sigma

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)을 동량 처리하여 15분간 암소에서 반응 시킨

후 microplate reader (Versa Max, Orleans, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광

도를 측정하였다. NO 생성량은 sodium nitrite (Hayashi, Osaka, Japan)를 이용

한 표준곡선에 대입하여 계산하였다.

(4) 염증관련 사이토카인 생성량 측정

가. 시료의 처리

6-well plate에 RAW264.7 대식세포를 2×105 cells/well의 농도로 분주한 뒤 12

시간 배양하고, LPS (1 ug/mL)와 CK-MOX 발효 전(Day 0)과 발효 후(Day 15)

시료를 5 mg/mL의 농도로 처리하여 24시간 배양하였다.
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나. RNA추출, 정제 및 정량

세포의 RNA는 E-zol (PhileKorea, Daejeon, Korea)을 이용하여 추출하였다. 1

mL의 E-zol 을 넣고 균질화 한 뒤 0.2 mL의 chloroform을 섞고 18000×g로 2분

간 4℃에서 원심분리 하여 chloroform 층을 X-RNA Clean-up Kit (PhileKorea,

Daejeon, Korea)를 이용하여 정제 하였다. RNA 정량에는 Eppendorf

BioSpectrometer® basic (Eppendorf, Hamburg, Germany)를 사용하였으며,

RNase-free water에 1 ng/μL로 희석하여 실험에 이용하였다.

다. 측정

Cyclescript reverse transcriptase (Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 cDNA

를 만든 뒤 Accupawer 2X GreenStar qPCR Master Mix (Bioneer, Daejeon,

Korea)를 프로토콜에 따라 섞어 준비하였다. 측정에는 CFX96™ Real-Time

System (Bio-rad, California, USA)를 이용하였으며, 측정 조건은 95℃ 5분, 95℃

15초, 60℃ 30초, 40 cycle이다. 실험에 사용 된 primer sequence는 Table 1과 같

다.
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Sequences(5`-3`)

mGAPDH1)
Forward GGA-GGA-ACC-TGC-CAA-GTA-TG

Reverse TGG-GAG-TTG-CTG-TTG-AAG-TC

mTNF-α
Forward TGG-CCC-AGA-CCC-TCA-CAC-TCA-G

Reverse ACC-CAT-CGG-CTG-GCA-CCA-CT

mIL-1β
Forward GGA-GAA-CCA-AGC-AAC-GAC-AAA-ATA

Reverse TGG-GGA-ACT-CTG-CAG-ACT-CAA-AC

Table 1. Sequences of primers for real-time PCR[108]

1) GAPDH:Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, m:mouse
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3) 항암성 측정

(1) 세포 배양

실험에 사용된 T24, EJ, 5637 세포는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였다.

RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)배지에 10% FBS

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)와 1% penicillin-streptomycin

(Capricorn, Ebsdorfergrund, Germany)을 추가하여 사용하였으며, 37℃, 5% CO2

조건에서 배양하였다.

(2) 세포생존율 측정(MTT assay)[98]

MTT분석은 탈수소 효소 작용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT

tetrazolium을 보라색을 띄는 비 수용성의 MTT formazan으로 환원시키는 미토

콘드리아의 능력을 이용하는 검사방법이다.

감귤 발효액의 세포 독성 여부를 확인하기 위하여 96-well plate에 RAW264.7

대식세포를 5×104 cells/well의 농도로 분주하여 24시간 동안 배양하였다. LPS (1

μg/mL)와 시료를 농도별(0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg/mL)로 처리 하여 24, 48시간 후에

MTT 분석을 실시하였다.

방광암 세포(EJ, T24, 5637 세포)에 대한 성장억제 능력 확인을 위해 96-well

plate 방광암 세포를 3000 cells/well의 농도로 분주하여 24시간 동안 배양하였다.

시료를 조건에 따라 처리하여 24, 48시간 후에 MTT 분석을 실시하였다.

본 연구에서는 MTT 시약(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)을 PBS

에 5 mg/mL의 농도로 제조하여 -20℃에 보관하면서, 사용 직전 0.5 mg/mL 의

농도로 배지에 희석하여 사용하였다. 상층액을 제거 한 뒤 배지에 희석한 MTT

시약을 넣고 2시간 처리 후 상층액을 제거하여 DMSO (Bio basic, Ontario,

Canada)로 각 well에 생성된 MTT formazan을 1시간 동안 용해한 뒤

microplate reader (Versa Max, Orleans, USA)를 이용하여 570nm에서 흡광도를

측정하였다. 세포 생존율은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.
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 대조군의 평균 흡광도
시료처리군의 평균 흡광도

×

(3) 세포 이동성 관찰(Scratch-wound healing assay)

세포를 6-well plate에 분주, 24시간 배양 후 200 μL피펫 끝으로 긁어 스크래치

를 낸 뒤 상층의 배지를 제거하고, 시료를 처리하여 도립현미경으로 2일간 세포

의 이동성을 관찰하였다.

  
 

×

(4) Annexin V 측정(FACS analysis)

세포를 1×105 cells/well의 농도로 6-well plate에 분주 한 뒤, 농도로 24~72시간

시료 처리 후 배지를 포함한 시료처리 샘플 모두를 tube에 옮겨 200×g에서 2분

간 원심분리 하였다. 상층액 제거 후 세포 pellet을 차가운 PBS를 이용하여 1회

세척 한 뒤, PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD biosciences,

California, USA)를 이용하여 측정하였다. 1x cold binding buffer를 이용하여

1×106 cells/mL의 농도로 희석 후 5 μL PE annexin v를 더하고, 25℃에서 15분

방치한 후 1x binding buffer 400 μL를 추가 한 뒤 75 μL를 cassette (Moxi

flow cytometry, ORFLO, Cambridge, USA)에 넣고 FACS (Moxi flow

cytometry, ORFLO, Cambridge, USA)로 측정 하였다.

(5) 단백질 발현 측정(Western immunoblot assay)

특정 단백질의 발현 확인을 위해 western immunoblot을 실시하였으며, 방광암

세포 EJ, T24, 5637 세포에 시료 처리 후 RIPA-lysis buffer (Biosesang,

Gyeonggi-do, Korea)와 protease inhibitor 혼합액을 이용하여 균질화, 최대 속도

에서 10분간 원심 분리(Micro 17R, Hanil, Gyeonggi-do, Korea)하여 상층액을

분리하였다. 단백질정량은 BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, Illinois,
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USA)를 이용하였으며, 30 μg의 단백질을 포함한 시료를 SDS page gel에 의해

세분하고, Nitrocellulose blotting membrane (GE healthcare life sience, USA)에

transfer를 실시하였다. ponceau S (Biosesang, Gyeonggi-do, Korea) 용액을 이

용해 transfer 상태를 확인 한 뒤 5% skim-milk로 blocking 하였다. 1차 항체

p-ERK와 ERK(Cell signaling technology, Massachusetts, USA)는 1:1000의 비

율로 희석하여 4℃에서 overnight로 반응시켰다. 2차 항체(Cell signaling

technology, Massachusetts, USA)는 1:3000의 비율로 희석하여 상온에서 1시간

동안 반응시켰다. 측정에는 WESTAR ETA C ultra 2.0 ECL solution

(Cyanagen, Bologna, Italy)을 반응시킨 후 Fusion Solo (Vilber lourmat, Marne,

France)를 이용하였다.

4. 통계분석

본 연구의 모든 실험 결과는 통계 프로그램 SPSS Version 18.0을 이용하여 평

균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타내었으며, p<0.05 수준에서 scratch wound

healing assay 결과는 T-Test, 그 이외의 모든 실험 결과는 one-way ANOVA

분석 후 Dancan's multiple range test로 각 실험 군의 유의적 차이를 검증하였

다.
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Ⅳ. 연 구 결 과

1. 발효에 따른 시료의 이화학적 특성 변화

1) pH 및 산도 측정

각각의 발효액은 시간이 지남에 따라 유의적으로 pH는 감소하고 산도는 증가하

는 것으로 나타났으며, 측정 결과는 Table 2에 나타내었다.

CK-Ori는 CK-MOX와 비교하여 pH와 산도의 급격한 변화가 관찰 되었다. 발

효 전 pH 3.79에서 발효 3일째 pH 2.69로 감소하였고, 발효 기간이 지남에 따라

지속적으로 pH는 유의적으로 감소하였으나 미미한 차이를 보였다. CK-MOX의

pH변화는 발효기간이 지남에 따라 유의적으로 감소하여 15일 째 배양액의 pH는

2.99±0.02로 나타났다.

산도는 중화 적정법을 사용하여 초산으로 나타내었으며, 발효가 진행됨에 따라

증가 하여 발효 전과 비교하여 CK-Ori는 약 2.7%, CK-MOX는 약 1.5%의 초산

에 해당하는 산이 생성된 것으로 관찰 되었다.
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Fermentation

period

(Day)

pH Acidity (%)

CK-Ori1) CK-MOX2) CK-Ori CK-MOX

0 3.79±0.02a 3.79±0.02a 0.17±0.00f 0.17±0.00e

3 2.69±0.00b 3.73±0.00b 0.99±0.00e 0.18±0.00e

6 2.62±0.01c 3.45±0.02c 1.67±0.02d 0.54±0.00d

9 2.59±0.01cd 3.37±0.03d 1.87±0.03c 1.04±0.02c

12 2.59±0.01d 3.27±0.01e 2.63±0.02b 1.37±0.05b

15 2.54±0.02e 2.99±0.02f 2.73±0.02a 1.51±0.00a

Table 2. Changes in pH and total acidity of Citrus Kombucha during

fermentation.

Values are means ± SD of three independent experiments; Letters indicate

significant differences among samples determined by Duncan`s multiple range

test(p<0.05).

1) Ori: Citrus Kombucha fermented in traditional method.

2) MOX: Citrus Kombucha fermented with 3 bacteria strains.
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2) 총 당 및 환원당의 변화

시료의 총 당 및 환원당의 변화는 Table 3에 나타내었다.

CK-Ori 시료의 발효 기간에 따른 총 당의 변화는 발효 전(Day 0) 3.77 mg

glucose/mL에서 발효 후 2.57 mg glucose/mL로 유의적으로 감소하는 것으로

나타났으며, 발효 3 일째 총 당의 양이 크게 감소 되어 6 일째 시료(Day 6)와 15

일째 시료(Day 15)의 유의적 차이는 관찰되지 않았다. CK-MOX 시료 또한 발효

후(Day 15) 2.46 mg glucose/mL로 발효 전(Day 0)과 비교하여 유의적으로 감

소하였다.

CK-Ori 시료의 환원당 량은 발효 기간이 지남에 따라 유의적으로 증가하는 것

으로 나타났으며, CK-MOX시료의 환원당 량은 유의적인 차이가 있었으나 발효

기간과의 연관성은 관찰 되지 않았다.
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Fermentation

period

(Day)

Total sugar

(mg glucose/mL)

Reducing sugar

(mg glucose/mL)

CK-Ori1) CK-MOX2) CK-Ori CK-MOX

0 3.77±0.23a 3.77±0.23a 0.09±0.00d 0.09±0.00a

3 3.42±0.17b 3.29±0.21b 0.08±0.00d 0.02±0.00d

6 2.92±0.08c 2.90±0.06c 0.14±0.00c 0.02±0.00d

9 2.57±0.06c 2.69±0.07cd 0.18±0.00b 0.03±0.00c

12 2.49±0.26c 2.29±0.23d 0.18±0.00b 0.06±0.00b

15 2.57±0.11c 2.46±0.05d 0.21±0.01a 0.04±0.00c

Table 3. Changes in total sugar and reducing sugar of Citrus Kombucha

during fermentation.

Values are means ± SD of three independent experiments; Letters indicate

significant differences among samples determined by Duncan`s multiple range

test(p<0.05).

1) Ori: Citrus Kombucha fermented in traditional method.

2) MOX: Citrus Kombucha fermented with 3 bacteria strains.
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2. 시료의 기능적 특성

1) 항산화 측정

(1) DPPH 라디칼 소거능 측정 결과

본 실험에서는 각 시료의 DPPH radical scavenging acitivity 를 L-ascorbic

acid 와 대조하여 μg ascorbic acid equivalent 로 나타내었다.

CK-Ori 의 DPPH 라디칼 소거능은 발효 진행에 따라 유의적으로 증가하였으

며, 발효 전(Day 0) 125 μg ascorbic acid/mL에서 발효 후 427 μg ascorbic

acid/mL로 관찰 되었고(Table 4), CK-MOX 발효 후(Day 15)시료의 DPPH 라

디칼 소거능은 발효 전(Day 0)과 비교하여 약 2배 증가한 280 μg ascorbic acid

로 나타났다(Table 5).
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(2) ABTS 라디칼 소거능 측정 결과

ABTS 라디칼 소거능은 ascorbic acid 당량으로 나타내었다.

ABTS 측정 결과에서 CK-Ori와 CK-MOX는 비슷한 경향성을 보이며 발효 기

간이 지남에 따라 라디칼 소거능이 증가하는 것으로 나타났다(Table 4-5).

CK-Ori와 CK-MOX ABTS 라디칼 소거능은 3일째 가장 크게 증가하여 각각

675, 697 μg ascorbic acid/mL로 나타났으며, 발효 기간에 따라 증가하는 경향을

보였다. 또 ABTS 라디칼 소거능 측정 결과는 DPPH 측정 결과와 달리 발효 완

료 된 CK-MOX의 라디칼 소거능이 더 높은 것으로 나타났다.
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(3) Total polyphenol 함량 측정 결과

CK-Ori의 폴리페놀 함량은 발효 기간이 지남에 따라 유의하게 증가하였으며,

발효 전(Day 0) 181 μg tannic acid/mL, 발효 후 280 μg tannic acid/mL로 나타

났다. CK-MOX는 CK-Ori와 반대의 결과 치를 보였는데 발효 전과 비교하여 발

효 후(Day15) 시료의 폴리페놀 양은 감소하여 135 μg tannic acid/mL으로 나타

났다(Table 4-5).
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(4) ORAC assay 측정 결과

CK-Ori의 ORAC 측정 값은 발효 전 (Day 0) 5.93 μM trolox equivalent와 비

교하여 발효 후 (Day 15) 15.58 μM trolox equivalent로 유의하게 증가하였으며,

CK-MOX시료의 ORAC 측정 결과 발효 전(Day 0) 5.93 μM trolox equivalent와

비교하여 발효 후 (Day 15) 7.51 μM trolox equivalent로 유의적으로 증가하였으

나 발효 12일 째 (Day 12) 의 시료가 8.35 μM trolox equivalent로 가장 높은 것

으로 나타났다(Table 4-5).
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Fermentation
period
(Day)

DPPH radical
scavenging
acitivity

(μg ascorbic acid/mL)

ABTS radical
scavenging
acitivity

(μg ascorbic acid/mL)

Total phenolic
content

(μg tannic acid/mL)

ORAC assay
(mM Trolox)

0 125±17f 91±14d 181±1c 5.93±0.15e

3 199±14e 438±42c 160±4c 5.44±0.19e

6 284±15d 518±17b 184±23c 8.91±0.22d

9 314±6c 562±18b 218±12b 10.97±0.34c

12 368±8b 672±52a 237±3b 13.27±0.48b

15 427±1a 675±31a 280±1a 15.58±0.77a

Table 4. Antioxidant capacity of CK-Ori1).

Values are means ± SD of three independent experiments; Letters indicate

significant differences among samples determined by Duncan`s multiple range

test (p<0.05).

1) Ori: Citrus Kombucha fermented in traditional method.

Fermentation
period
(Day)

DPPH radical
scavenging
acitivity

(μg ascorbic acid/mL)

ABTS radical
scavenging
acitivity

(μg ascorbic acid/mL)

Total phenolic
content

(μg tannic acid/mL)

ORAC assay
(mM Trolox)

0 125±17c 91±14d 181±1a 5.93±0.15d

3 135±1c 599±46bc 175±5a 5.80±0.25d

6 149±22c 602±35bc 175±8a 6.65±0.14c

9 227±20b 558±13c 144±2ab 7.74±0.16b

12 241±21b 634±31b 146±8ab 8.35±0.19a

15 280±6a 697±20a 135±1b 7.51±0.37b

Table 5. Antioxidant capacity of CK-MOX.1)

Values are means ± SD of three independent experiments; Letters indicate

significant differences among samples determined by Duncan`s multiple range

test (p<0.05).

1) MOX: Citrus Kombucha fermented with 3 bacteria strains.
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2) 항염 측정

(1) 세포 생존율 측정(Cell counting)

RAW264.7 대식세포에 염증 유도를 위한 LPS (1 μg/mL)와 발효 기간별 샘플

링 한 CK-MOX (5 mg/mL)를 동시 처리하여 세포 생존율을 비교한 결과 무처

리 군 대비 모든 군 간의 유의적 차이가 없음을 확인하였다 (Figure 4).
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Figure 5. Effect of CK-MOX on cell viability in LPS-induced RAW264.7

macrophages. Values are means ± SD of three independent experiments. #,

not significant versus control.
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(2) Nitric oxide(NO) 생성량 측정

RAW264.7 대식세포에 염증 유도를 위한 LPS (1 μg/mL)와 발효 기간별 샘플

링 한 CK-MOX (5 mg/mL)를 동시 처리하여 배지 내의 NO 농도를 비교한 결

과 (Figure 5) 무처리 군 대비 발효 후 (Day 15) 시료를 처리한 군에서 유의적으

로 NO 생성량이 낮은 것을 확인 하였다.
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Figure 6. Effect of CK-MOX on NO production in LPS-induced RAW264.7

macrophages. Values are means ± SD of three independent experiments;

Letters indicate significant differences among samples determined by

Duncan`s multiple range test (p<0.05).
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(3) 염증관련 사이토카인 생성량 측정(Real-time PCR)

LPS로 염증을 유도한 RAW264.7 대식세포에 대한 CK-MOX를 처리가 염증성

사이토카인의 mRNA level 수준에서 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여

Real-time PCR 실험을 진행하였고 측정값을 Fold change로 나타내었다.

그 결과 발효 후 (Day 15) 시료를 처리 하였을 경우 LPS로 유도 된 TNF-α와

IL-1β의 발현이 큰 폭으로 감소하는 것으로 나타났다 (Figure 6-7).
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Figure 6. Effect of CK-MOX on TNF-α mRNA production in

LPS-induced RAW264.7 macrophages.

Figure 7. Effect of CK-MOX on IL-1β mRNA production in

LPS-induced RAW264.7 macrophages.
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3) 항암성 측정

(1) RAW264.7 대식세포에 대한 CK-MOX의 세포 독성

콤부차 유래 3종 균주를 이용하여 발효한 감귤 발효액 (CK-MOX) 의

RAW264.7 대식세포에 대한 세포 독성을 확인하기 위하여 발효 후 (Day 15) 시

료를 농도별로 처리하여 MTT assay를 실시하였다.

시료처리 후 24-48시간 관찰한 결과 발효 후 (Day 15) 시료 15 mg 과 20 mg

처리 군에서 유의적으로 세포 생존율이 감소하는 것으로 나타나 세포 생존율에

영향을 미치지 않는 최대 농도인 10 mg/mL에서 이후의 실험을 수행하였다

(Figure 8).
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Figure 8. Effect of CK-MOX (Day 15) on viability of RAW264.7 cells.

Values are means ± SD of three independent experiments; Letters indicate

significant differences among samples determined by Duncan`s multiple range

test (p<0.05).
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(2) 방광암 세포(EJ, T24, 5637 cell)의 CK-MOX (Day 15) 농도별 처리에 따른

성장 억제율

CK-MOX의 방광암 세포에 대한 생존 억제율을 확인하기 위하여 발효 후 (Day

15) 시료 0~10 mg을 농도별로 처리하여 48시간 후 MTT assay를 실시하였으며

결과 값은 무처리 군 (0 mg/mL) 의 생존율과 대조한 비율로 나타내었다

(Figure 9).

T24를 제외한 EJ, 5637 세포에서는 0~5 mg 처리군의 생존률의 감소가 없었으

나, 발효 후 (Day 15) 시료 10 mg/mL 농도로 처리한 군에서 EJ, T24 5637 세포

생존율이 각각 68, 54, 75%로 유의적인 감소를 보였다 따라서 CK-MOX의 처리

는 방광암 세포주 성장을 억제 하는 것으로 나타났다.
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Figure 9. Effect of CK-MOX (Day 15) on viability of bladder cancer cell

(EJ, T24, 5637 cell).Values are means ± SD of three independent experiments;

Letters indicate significant differences among samples determined by

Duncan`s multiple range test (p<0.05).
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(3). 방광암 세포 (EJ, T24, 5637 cell) 의 발효 기간별 CK-MOX 처리에 따른

성장 억제율

CK-MOX의 발효 기간에 따른 방광암 세포에 대한 생존 억제율의 변화를 확인

하기 위하여 발효 기간별 (Day0, 3, 6, 9, 12, 15) 시료를 앞선 실험에서 성장 억

제 효과를 보였던 10 mg/mL의 농도로 처리하여 48시간 뒤의 MTT assay를

이용하여 세포 생존율을 확인하였다. 성장 억제율은 무처리 군 (Control) 의 생존

율과 대조한 비율로 나타내었다.

방광암 세포주 EJ 세포는 3일간 발효한 시료 (Day 3) 에서 약 48% 성장이 억

제되었으며. 6일간 발효한 시료 (Day 6) 에서 가장 낮은 값의 세포 생존율이 관

찰 되었으나 3일간 발효한 시료 (Day 3) 처리 군과의 유의적 차이는 없었다.

T24 세포는 EJ, 5637 세포와 비교하여 세포 성장이 크게 억제 되는 것으로 확인

하였으며 발효 후 (Day 15) 시료 처리군의 세포 생존율은 18%로 나타났다. 5637

세포의 경우 발효 기간이 증가함에 따라 세포 생존율이 유의적으로 감소하는 것

으로 나타났다. 위의 결과를 토대로 이후의 실험은 세 가지 세포주 모두에 세포

성장억제 효과가 50%이상 존재하는 발효 15일 째 시료 (Day 15) 를 10 mg/mL

의 농도로 처리하여 진행하였다.
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Figure 10. Effect of CK-MOX on viability of bladder cancer cell (EJ, T24,

and 5637 cells). Values are means ± SD of three independent experiments;

Letters indicate significant differences among samples determined by

Duncan`s multiple range test (p<0.05).
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(4) 세포 이동성 관찰(Scratch-wound healing assay)

Scratch wound healing assay는 세포의 이동 (cell migration) 을 관찰할 수 있

는 간단한 실험 방법으로 본 연구에서는 CK-MOX의 방광암세포 (EJ, T24, 5637

cell) 에 대한 세포 이동 및 성장억제 능력을 확인하고자 하였다.

초기 측정값을 기준으로 24시간 48시간 각각 측정한 값의 비율을 다시 대조군

과 비교하여 migration inhibition rate (%)으로 나타내었다.

EJ 세포에 대조군 (Control), 발효 전 시료 (Day 0) 처리군, 발효 후 시료 (Day

15)처리 군으로 나누어 24시간과 48시간, 2회 관찰한 결과 대조군 (Control) 또는

발효 전 시료 (Day 0) 처리 군과 비교하여 발효 후 시료 (Day 15) 처리 군에서

48시간 배양 후 유의하게 cell migration이 억제 되는 것으로 나타났다 (Figure

11).

T24 세포 실험 결과에서는 24시간 배양 시 대조군 (Control) 대비 발효 전 시료

(Day 0) 처리 군에서 cell migration을 약간 억제하는 것으로 나타났으나 이 외

의 결과들은 유의성을 보이지 않았다 (Figure 12).

5637 세포에 CK-MOX를 처리한 결과 24시간, 48시간 모두 대조군 (Control) 대

비 발효 후 (Day 15) 시료 처리 군에서 유의하게 cell migration을 억제하는 것

으로 나타나 5637 세포의 이동성 억제에 CK-MOX 발효 후 시료 (Day 15) 의

처리가 효과 있음을 확인하였다 (Figure 13).
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Figure 11. Effects of CK-MOX treatment on the migration of EJ cells.

Values are means ± SD of three independent experiments; *, indicate

significant differences between samples determined by T-test

(p<0.05).
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Figure 12. Effects of CK-MOX treatment on the migration of T24

cells. Values are means ± SD of three independent experiments; *,

indicate significant differences between samples determined by T-test

(p<0.05).
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Figure 13. Effects of CK-MOX treatment on the migration of 5637

cells. Values are means ± SD of three independent experiments; *,

indicate significant differences between samples determined by T-test

(p<0.05).
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(5) AnnexinⅤ 측정 (FACS analysis)

Annexin Ⅴ는 apoptosis가 진행되고 있는 세포의 세포막에 결합한다. apoptosis

가 진행되면 세포막 안쪽의 phosphatidyl serin이 세포막 외부로 노출하게 되는

데 이때 phosphatidyl serin과 annexin Ⅴ가 결합하는 원리이다.

CK-MOX 처리에 의한 apoptosis에 의한 세포 사멸율은 Figure 14에 나타내었

다. 대조군과 CK-MOX Day 0 처리 군과의 유의적인 차이는 없었으나 발효 후

시료 (CK-MOX Day 15) 처리 군에서 유의적으로 apoptotic cell의 비율이 늘어

나는 것으로 관찰 되었다.
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Figure 14. CK-MOX-induced apoptosis of bladder cancer cells as annexin V
staining assay using flow cytometry. Values are means ± SD of three

independent experiments; Letters indicate significant differences among

samples determined by Duncan`s multiple range test (p<0.05).
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(6) CK-MOX 처리에 따른 방광암 세포의 phosphe-ERK 발현 측정(Western

immunoblot assay)

western immunoblot은 항원-항체 반응을 통해 특정 단백질의 발현 여부를 확

인하는 실험이다. 본 실험을 통해 CK-MOX에 의한 방광암 세포 사멸

(apoptopsis) 에 phospho-ERK의 발현이 어떻게 변화하는지 관찰하고자 하였다.

EJ, T24, 5637세포에 각각 10 mg/mL 농도의 CK-MOX 발효 전 (Day 0) 시료

와 발효 후 (Day 15) 시료를 처리한 뒤 24시간, 48시간 배양하여 p-ERK의 발현

정도를 측정하였다.

그 결과 세 가지 세포주 모두에서 발효 후 시료 10 mg/mL의 농도로 48시간 처

리할 경우 p-ERK level이 크게 증가하는 것으로 나타났다 (Figure 15).
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Figure 15. Effect of CK-MOX on phospholylation of ERK protein expression

in EJ, T24, and 5637 cells. Values are means ± SD of three independent

experiments.
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(7) U0126 처리와 세포 생존율의 변화

현재까지 결과를 종합해 볼 때 CK-MOX 발효 후(Day15)시료의 처리는

p-ERK 발현 증가에 의한 방광암 세포주 EJ, T24, 5637의 성장을 억제하는 것으

로 나타났다. 이번 실험에서는 MEK1/2를 억제하는 U0126의 처리를 통해

p-ERK level의 증가가 방광암 세포 생존률 저하에 원인인지 결과인지 확인하고

자 하였다.

MTT assay를 이용한 세포 생존률 측정 결과 (Figure 16) 대조군과 비교하여

CK-MOX Day 0, Day15 처리 군에서 유의적으로 세포 사멸이 증가하였고,

U0126를 CK-MOX와 동시 처리하여 p-ERK 발현을 억제하였을 때 Day 0 처리

군에서는 유의한 변화가 없었으나 Day15 처리 군에서는 유의하게 세포 생존률이

증가하는 것으로 나타나 U0126에 의한 p-ERK level 억제가 세포 생존과 관련성

이 있음을 보였다.
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Figure 16. Effect of CK-MOX and U0126 on viabiltiy of EJ cells. Values are

means ± SD of three independent experiments; Letters indicate significant

differences among samples determined by Duncan`s multiple range test

(p<0.05).
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(8) U0126 처리와 p-ERK level의 변화

MEK 1/2 억제제 U0126의 처리가 실제 p-ERK 발현을 감소시키는지 western

immunoblot을 통해 확인하였다.

그 결과는 Figure 17에 제시하였다. 10 μM의 U0126의 처리는 p-ERK 수준을

농도 의존적으로 낮추었고, Day 0 처리 군에서 p-ERK은 약간 감소하는 것으로

나타났으나, Day 15 처리 군에서는 크게 증가 하였다. U0126를 CK-MOX 시료

와 동시 처리하였을 경우, Day0 처리 군에선 변화가 없었으나 Day 15 처리 군

에서 p-ERK level이 상승 하는 것으로 나타났다.

결과적으로 p-ERK level의 상승은 방광암 세포주 EJ의 세포사멸과 연관이 있

음을 확인하였다.
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Figure 17. Effect of CK-MOX and U0126 on phospholylation of ERK protein

expression in EJ cells. Values are means ± SD of three independent

experiments.
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Ⅴ. 고 찰

콤부차(Kombucha, K)는 중국 진나라 기원의 초산균과 효모 공생균체에 의한

발효 음료로 산화적 스트레스에 대한 간 보호효과, 항당뇨 및 항암효과를 갖는

다. 감귤은 플라보노이드가 풍부하며, 종양유전자의 활성 저해, 노화억제, 지방간

억제 등의 기능이 알려져 있다. 김청이 등[99]은 감귤액을 첨가한 감귤 콤부차

(Citrus Kombucha, CK)의 천연물 소재 유래 발효음료의 건강 기능성 소재로서

의 가치를 확인 하였는데 CK는 K와 비교하여 항산화 능력과 방광암 세포주

(T24, 5637 세포)에 대한 성장 억제 효과 크며, 특히, CK를 처리한 T-24 세포에

서 anti-apoptotic protein인 Bcl-2의 발현 감소와 pro-apoptotic protein인

cleaved caspase-9, cleaved caspase-8, cleaved caspase-3 및 cleaved PARP의

증가에 따른 apoptosis가 유도 되는 것으로 나타났다. 그러나 규정되지 않은 균

총을 이용한 전통적인 방법으로 생산 된 CK는 품질 유지에 한계가 있다. 이에

본 연구는 감귤 콤부차의 산업화를 위한 발효 균주 표준화를 위하여 콤부차에서

분리 된 3가지 균주를 이용한 감귤 발효액(CK-MOX)의 전통적인 방법으로 배양

한 감귤 콤부차(CK-Ori)와의 이화학적 특성을 비교하고, 표준화 된 감귤 발효액

(CK-MOX)의 기능적 특성을 탐색하고자 하였다.

발효기간에 따른 이화학적 특성 변화를 비교하기 위하여 감귤과 녹차 혼합액에

당을 첨가 한 뒤 반으로 나누어 각각 전통적 배양균과 콤부차 유래 3종 균주를

접종하여 15일간 발효하였으며, 매 3일마다 샘플링을 실시하였다. CK-MOX 발

효에 사용 된 균주는 본래(本來)의 콤부차 pellicle 과 broth내의 미생물 동정 결

과 97%를 차지했던, Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter

medellinensis, Gluconobacter oxydans이며, Ga. xylinus는 배양액 윗부분에 떠오

르는 불투명한 cellulose 막을 형성한다고 알려져 있다[99]. Ga medellinensis는

Ga. xylinus와 함께 Ga. xylinus속에 속하며, 유전자 형에 따라 Ga. xylinus와 같

이 cellulose를 형성하기도 하나 본 실험에서는 cellulose non-producing Ga

medellinensis를 사용하였다[100]. G oxydans의 경우 발효 과정에서 비타민 C 합

성에 사용 되는 전구물질인 L-sobose를 생성을 하는 것으로 알려져 있다[100].
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발효에 따라 CK-Ori와 CK-MOX의 pH와 총 당의 함량은 유의적으로 감소하였

고, 산도는 유의적으로 증가하였다. 일반적으로 초산 발효는 당이 혐기적 조건에

서 알코올로 변하고, 다시 알코올이 호기적 조건에서 산으로 변형되는 과정을 거

쳐 이루어진다[101]. 이에 반해 콤부차는 호기적 조건에서 발효를 시작하며, 발효

약 3일 째 배양액 윗부분에 불투명한 셀룰로오즈 막이 형성되어 발효조 내부를

반 혐기 상태로 유지하는 것이 특징이다. 콤부차는 acetic, gluconic, glucuronic,

citric, L-lactic, malic, tartaric, malonic, oxalic, succinic, pyruvic, usnic acid 등

의 유기산이 발효에 의해 생성된다고 알려져 있으며, 산도의 변화는 유기산 증가

에 따른 것으로 보인다. 총 당과, PH의 감소는 콤부차 발효가 잘 진행되었음을

보여준다. CK-Ori의 경우 환원당이 발효 기간이 지남에 따라 유의적으로 증가하

였으며, CK-MOX의 환원당 량은 유의적인 변화는 있었으나 발효 기간과의 연관

성은 보이지 않았다. 이는 균주의 성장에 따른 당 이용의 차이에 따른 것으로 추

측 되는데, 안용근[102]은 동아를 첨가한 홍삼식초 제조 시 총 당 과 환원당의

변화 경향은 일치하지 않으며, 발효 완료시에는 발효 초기에 비해 환원당의 함량

이 증가하였는데, 발효 초기에는 균주가 당류를 왕성하게 이용하면서 함량이 일

시적으로 감소하기 때문이라 보고한 바 있다.

발효 기간에 따라 CK-Ori, CK-MOX 모두 DPPH, ABTS 라티칼 소거능은 증

가하는 것으로 나타났으나 같은 원리를 이용한 실험이었음에도 불구하고 두가지

실험에서 CK의 라디칼 소거능 패턴은 다르게 나타났다. 이는 즉시 사용할 수 있

는 DPPH 라디칼과 달리 ABTS는 효소 (peroxidase, myoglobin) 또는 화학 물질

(이산화망간, 과황산칼륨, ABAP)등에 의해 라디칼을 생성하여 사용하여야 하며,

반드시 유기 용매를 사용하여야하는 DPPH와는 달리 ABTS는 물과 유기용매를

모두 사용 할 수 있기 때문에 hydrophilic 또는 lipophilic 시료의 자유 라디칼 소

거 능력을 측정 할 수 있다는 차이[91]에서 나온 결과물로 보여 진다.

CK-Ori의 총 페놀 함량은 발효 기간에 따라 유의적으로 증가하였으나,

CK-MOX는 유의적으로 감소하는 것으로 나타나 두 시료 간 차이를 보였다.

서로 다른 기원의 콤부차를 동일한 조건으로 배양한 결과 서로 다른 항산화 능

력을 갖고 있으며 발효 기간에 따라 항산화 효과가 다르다고 보고[13]와 식초의

경우 초산 발효과정에서 강력한 페놀 분해 및 변형으로 인해 폴리페놀 함량이

감소한다는 보고[103], pH에 의해 페놀산 중 카테킨류가 분해 된다는 결과도 있
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었으나[104] 녹차의 카테킨의 경우 낮은 pH에서 안정적이며[105], 녹차, 홍차, 차

폐기물을 이용해 만든 콤부차의 발효과정에 phenolic compound와 reducing

power의 증가를 통해 kombucha 발효에 따라 free radical scavenging 능력이 향

상 된다는 보고[43]도 있었다. 또 콤부차 발효 기간 동안 폴리페놀 조성의 변화

가 일어나는 것으로 나타나[42] 이를 토대로 볼 때 발효에 의한 pH 변화와

starter의 차이가 총 폴리페놀의 함량과 조성변화에 영향을 미쳤을 것이라 생각

된다.

NO는 생체 내의 혈관 확장, 신경전달, 면역반응 등의 생리적인 기능을 조절하

는 역할을 담당하지만 과발현 된 NO는 염증반응을 높이고, 세포와 조직에 손상

을 일으켜 만성 염증을 일으키게 된다[76]. LPS로 유도한 RAW264.7 대식세포에

독성을 보이지 않았던 농도로 발효 기간별 샘플링 하였던 CK-MOX를 처리한

결과 발효 전(Day0)시료와 비교하여 발효 후 (Day 15) 시료는 LPS로 유도된

RAW264.7 대식세포의 NO의 형성을 유의적으로 억제하는 것으로 나타났으며,

LPS 단독 처리 군과 비교 하여 15일간 발효한 시료 (Day 15) 처리 군에서 염증

관여 인자로 알려진 TNF-α, IL-1β의 mRNA 양이 감소하는 것으로 나타났다.

TNF-α (Tumor necrosis factor alpha)는 내인성 발열 유전자로 발열, 세포 사

멸, 악액질, 염증을 유도하고 종양 형성 및 바이러스 복제를 억제할 뿐 아니라

IL-1 (Interleukin-1) 및 IL-6 (Interlukin) 생산에 관여하는 것으로 알려져 있다

[106]. IL-1β는 interleukin 1 family에 속하며, 세포 증식, 분화 및 세포 사멸을

포함하는 다양한 세포 활동에 관여한다[107]. 따라서 TNF-α, IL-1β의 mRNA양

의 감소는 LPS로 유도된 RAW264.7 대식세포의 염증을 완화하는 것으로 나타났

다. 본 연구에서는 Real-time PCR을 이용하여 mRNA 수준에서 염증성 사이토

카인의 발현 정도를 측정하였으나 정확한 결과를 위해 추후의 연구에서 단백질

수준에서 염증성 사이토카인의 발현을 확인해야 할 것으로 생각된다.

방광암 세포주 EJ, T24, 5637의 세포 생존율은 CK-MOX 처리에 농도 의존적

으로 낮아졌으며, 발효 전 (Day 0)과 비교하여 발효 후 (Day 15) 시료는 방광암

세포주 EJ, T24 5637 cells의 이동성을 각각 69, 81, 49% 억제하는 것으로 나타

났다. Apoptosis 유래 Annexin V 실험결과 발효 후 (Day 15) 시료처리 군은 발

효 전 (Day 0) 시료 처리 군과 비교하여 apoptosis로 인한 세포의 사멸률이 더

높게 나타났으며, 15일간 발효한 시료의 처리는 방광암 세포주 (EJ, T24, 5637
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세포) 의 p-ERK level을 증가시키는 것으로 나타났다. p-ERK에 의한 세포 사멸

은 MEK1/2 inhibitor인 U0126를 처리 했을 때 감소하는 것으로 보아 콤부차 대

표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액 (CK-MOX) 의 방광암 세포 사멸에 p-ERK

가 깊이 관여함을 알 수 있다.

본 연구 결과 콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액 (CK-MOX) 은 높은

항산화능력과 항염증 효과 및 EJ, T24, 5637 방광암 세포의 p-ERK 수준을 상향

조절 함으로서 성장 억제력을 갖는 것으로 나타나 콤부차 유래 3종 균주를 이용

한 감귤 발효액의 기능성 음료로서의 개발 가능성을 확인 하였다.
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Ⅵ. 요 약 및 결 론

본 연구는 감귤 콤부차의 산업화를 위한 발효 균주 표준화를 위하여 콤부차에

서 분리 된 3가지 균주를 이용한 감귤 발효액 (CK-MOX) 의 전통적인 방법으로

배양한 감귤 콤부차 (CK-Ori) 와의 이화학적 특성을 비교하고, 표준화 된 감귤

발효액 (CK-MOX) 의 기능적 특성을 탐색하고자 하였다.

발효기간에 따른 이화학적 특성 변화를 비교하기 위하여 감귤과 녹차 혼합액에

당을 첨가 한 뒤 콤부차 유래 3종 균주를 접종하여 15일간 발효하였으며, 매 3일

마다 샘플링을 실시하였다. CK-MOX 발효에 사용 된 균주는 본래 (本來) 의 콤

부차 pellicle 과 broth내의 미생물 동정 결과 97%를 차지했던,

Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter medellinensis, Gluconobacter

oxydans을 KCCM에서 분양 받아 이용하였다.

1. CK-Ori와 CK-MOX는 발효기간이 지남에 따라 pH는 감소하였고, 산도는 증

가하였다. 콤부차는 acetic, gluconic, glucuronic, citric, L-lactic, malic,

tartaric, malonic, oxalic, succinic, pyruvic, usnic acid 등의 유기산이 발효에

의해 생성된다고 알려져 있으며, pH와 산도의 변화는 유기산 증가에 따른 것

으로 보인다.

2. 총 당의 함량은 3일 째 급격하게 감소하였으며 이 후 발효 기간에 따라 유의

적으로 감소하였다. 환원당은 변화가 있었으나 발효기간과의 연관성은 없었다.

3. DPPH, ABTS 라티칼 소거능 ORAC assay를 통한 항산화 능력 측정 결과

발효에 따라 항산화 능력이 증가하는 것으로 나타났다. 하지만 CK-MOX의

Total phenol contents는 미량 감소 (0.181~0.135 mg tannic acid/mL) 하였다.

4. LPS-induced RAW264.7 Macrophages에 기간별 감귤 발효액을 5 mg/mL의

농도로 처리한 결과 세포 독성은 나타나지 않았으며, 발효 전 (Day 0) 시료와

비교하여 발효 후 (Day15) 시료 는 LPS로 유도된 RAW264.7 대식세포의 NO
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의 형성을 억제 (53.86~27.33 uM NO2)하였다.

6. Real-time PCR을 통한 염증성 cytokine 측정 결과 15일간 발효한 시료 (Day

15) 처리 군에서 염증관여 인자로 알려진 TNF-α, IL-1β의 생성량이 감소하

여 CK-MOX가 염증완화에 효과가 있는 것으로 나타났다.

7. 방광암 세포주의 생존율은 감귤발효액 처리에 농도 의존적으로 낮아졌으며,

발효 전 (Day 0) 과 비교하여 발효 후 (Day 15) 시료는 방광암 세포주 EJ,

5637 cells의 이동성을 각각 69, 49% 억제하는 것으로 나타났다.

8. Apoptosis 유래 Annexin V 실험결과를 보면 발효 후 (Day 15) 시료는 발효

전 (Day 0) 시료와 비교하여 apoptosis로 인한 세포의 사멸률이 더 높게 나타

났다.

9. 15일간 발효 한 시료의 처리는 방광암 세포주 (EJ, T24, 5637 세포) 의

p-ERK level을 증가시켰다.

10. p-ERK에 의한 세포 사멸은 MEK1/2 inhibitor인 U0126를 처리 했을 때 감

소하는 것으로 보아 콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액의 방광암 세

포 사멸에 p-ERK가 원인으로서 작용함을 알 수 있다.

본 연구 결과 콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액 (CK-MOX) 은 높은

항산화능력과 항염증 효과 및 EJ, T24, 5637 방광암 세포의 p-ERK 수준을 상향

조절 함으로서 성장 억제력을 갖는 것으로 나타나 콤부차 유래 3종 균주를 이용

한 감귤 발효액의 기능성 음료로서의 개발 가능성을 확인 하였다.
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<국문초록>

콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액의 기능성 연구

高 慧 明

濟州大學校 大學院 食品營養學科

指導敎授 朴 晟 秀

콤부차는 약간 달고, 신맛이 나는 발효 음료로 높은 항산화 능력, 산화적 스트

레스에 대한 간 보호 효과, 항 당뇨 및 항암효과가 있는 것으로 밝혀져 있다. 본

연구에서는 콤부차 유래 3가지 균주를 이용하여 발효시킨 감귤 발효액

(CK-MOX)의 항산화 능력 평가, 방광암 세포주에 대한 항암성 확인 및 LPS를

처리한 RAW264.7대식세포에 대한 항염성 효과를 알아보고자 하였다.

전통적인 방법으로 배양 된 콤부차에서 분리한 3가지 균주를 감귤 농축액과 녹

차추출물 혼합액에 접종하여 15일간 발효하며, 매 3일마다 샘플링을 실시하였다.

발효 기간에 따른 이화학적 특성 변화를 살펴보기 위하여 pH, 산도, 총 당 및 환

원당을 측정하였으며, 발효 기간이 지남에 따라 pH와 총 당의 함량은 발효 전

(Day 0)과 비교하여 발효 후(Day15) 유의적으로 감소하였고, 산도는 유의적으로

증가하였다.

항산화 능력 평가를 위해 DPPH, ABTS radical scavenging assay, Folin-Denis

assay 및 ORAC assay를 실시하였다. 그 결과 발효 기간이 지남에 따라 DPPH,

ABTS 라디칼 소거능 및 ORAC 측정 결과는 발효 전과 비교하여 유의적으로 증

가하였으며, 총 폴리페놀 함량은 미량 감소하였다.

LPS로 유도한 RAW264.7 대식세포의 염증반응에 미치는 영향을 알아보기 위하

여 Nitric oxide (NO) 생성량을 측정한 결과 CK-MOX의 처리는 NO 형성을 약

50% 억제하는 것으로 나타났으며, LPS 단독 처리 군과 비교하여 15일간 발효

한 시료(Day15) 처리 군에서 염증관여 인자로 알려진 TNF-α, IL-1β의 mRNA

생성량이 감소하는 것으로 나타났다.

세 개의 방광암 세포주(EJ, T24, 5637 cells)에 대한 세포 성장 억제능력은

MTT, Annexin V assay, 이동성 변화, western immunoblot으로 측정하였다. 방

광암 세포주의 생존율은 CK-MOX 처리에 농도 의존적으로 낮아졌으며, 발효 전
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(Day0)과 비교하여 발효 후(Day15) 시료는 EJ와 5637 세포의 이동성을 각각 69,

49% 억제하는 것으로 나타났다. Apoptosis 유래 Annexin V 실험결과 발효 후

(Day15)시료처리 군은 발효 전(Day0) 시료 처리 군과 비교하여 apoptosis로 인

한 세포의 사멸률이 더 높게 나타났으며, 15일간 발효 한 시료의 처리는 방광암

세포주(EJ, T24, 5637 세포)의 p-ERK level을 증가시키는 것으로 나타났다.

p-ERK에 의한 세포 사멸은 MEK1/2 inhibitor인 U0126를 처리 했을 때 감소하

는 것으로 보아 콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액(CK-MOX)의 방광

암 세포 사멸에 p-ERK가 깊이 관여함을 알 수 있다.

본 연구 결과 콤부차 대표 균주 3종을 이용한 감귤 발효액(CK-MOX)은 높은

항산화능력과 항염증 효과 및 EJ, T24, 5637 방광암 세포의 p-ERK 수준을 상향

조절 함으로서 성장 억제력을 갖는 것으로 나타나 콤부차 유래 3종 균주를 이용

한 감귤 발효액의 기능성 음료로서의 개발 가능성을 확인 하였다.
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