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Abstract
Cacao is recognized not only as a raw material for making chocolate but also as an excellent 
functional food with a high antioxidant effect. The consumption of raw cacao and its 
processed form of cacao has a beneficial effect on health. The aim of this study was to 
reveal the possible biological functions of yoghurt that was prepared with added cacao nibs 
(Theobroma cacao L.). The 2,2-anziobis (3-ehtylbenzothiazoline-6-sulfonic aicd (ABTS) radical 
scavenging ability of yogurt containing Cacao nibs from 1 to 5% was higher than that of 
the control group, and the ABTS radical scavenging ability was similar in all the test groups 
after 12 hours of fermentation. The antibacterial activity of the control and yogurt with the 
cacao nibs was shown to be very strong against Escherichia coli, Staphylococcus aureus 
1631, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella Typhimurium M-15 in fermented milk for 
16, 24, and 48 hours, but the fermentation times at 0, 4, and 8 hours showed no activity. 
The Cacao nibs powder inhibited IκBα-phosphorylation in a concentration-dependent 
manner. The yogurt containing the cacao nibs significantly inhibited the expression of the 
anti-inflammatory cytokines IL-1ß and IL-6 in a concentration-dependent manner. Our 
development of yogurt that combines milk as a complete food and cacao nibs, which 
has several physiological functions, is expected to greatly contribute to research on new 
functional fermented milk.
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Introduction
건강에 대한 관심의 증가와 천연 원재료들의 각종 생리활성 물질에 대한 학문적, 산업적
인 연구가 다양해짐에 따라 초콜릿의 원재료인 cacao (Theobroma cacao L.)의 유효성분에 대
한 관심이 높아지고 있다(Afoakwa, 2016). 초콜릿을 만드는 기본 재료이자 각 초콜릿의 특징
을 결정하는 것은 그 원료인 cacao (Theobroma cacao L.)이다. 초콜릿을 만드는 원료인 cacao 

bean (Theobroma cacao L.)은 심혈관질환관련 사망 위험을 감소시키고, 항산화 및 항균 효과
(Lotito and Frei, 2006; Ferrazzano et al., 2009; Djousse et al., 2011; Lee et al., 2012)가 있음을 보고
하였다. 또한 Bauer 등(2016)은 인간 폐암세포를 이용하여 항산화 활성과 세포독성 효과가 
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있음을 보고하였고, Jourdaina 등(2006)은 cacao에 함유된 polyphenols과 β-sitosterol의 prostate cancer의 성장에 미치
는 효과에 대해 보고하였다. Cacao nibs는 코코아 가루, 코코아 버터 및 초콜릿 제품을 제조하는 데 사용되는 껍질
을 벗긴 cacao 콩(Campos-Vega et al., 2018) 이다. Cacao 추출물은 catechins, epicatechins, contain procyanidine, quercetin 

glycosides 같은 falvan-3-ols가 풍부한 공급원(Sanchez-Rabaneda et al., 2003; Hooper et al., 2012)이며, 또한 cacao는 

methylxanthine alkaloid, theobromine 및 소량의 quercetin유도체가 함유되어 있다(Cadiz-Gurrea et al., 2014). In vivo와 

In vitro 연구에서 cacao phenolic 화합물의 생물학적 활성이 확인되었다(Lotito and Frei, 2006; Ferrazzano et al., 2009; 

Djousse et al., 2011). 최근에 cacao에 포함되어 있는 flavonoid 성분들의 건강기능성에 대한 연구가 활발히 보고되
고, 자연에 가까운 원재료 식품에 대한 관심이 증가하면서 가공된 코코아나 초콜릿 대신에 cacao nibs와 husk를 이
용한 cacao 차를 기호 음료로 음용하거나 cacao nibs를 활용한 다양한 기호식품 또한 선보이고 있다(Afoakwa, 2016). 

Cacao는 초콜릿을 만드는 원재료일 뿐만 아니라 높은 항산화 효과까지 기대할 수 있는 뛰어난 기능성 식품으로 

재인식되고 있으며, cacao 원료 및 가공식품의 섭취가 건강에 유익하다는 인식이 높아지고 있다(Ronald-Ross et al., 

2012).

따라서 본 연구는 영양학적 가치가 높은 식품인 cacao nibs를 첨가한 발효유의 생리활성 특성을 밝혀 신기능 발
효유 제조에 기초 자료를 제공하기위해 수행하였다.

Materials and Methods

Cacao nibs 첨가 발효유

본 실험에 사용된 cacao nibs 첨가 발효유의 제조방법과 특성은 Jung 등(2022)이 보고한 논문과 동일하다.

항산화 효과 (ABTS radical 소거능)

2,2-anziobis 3-ehtylbenzothiazoline-6-sulfonic aicd (ABTS, Sigma Aldrich., MO, USA) radical scavenging activity는 

Re 등(1999) 의 방법을 변형하여 측정하였다. 먼저 7 mM ABTS를 140 mM K2O8S2 (Sigma Aldrich, MO, USA)와 

혼합한 ABTS stock solution을 암실에서 12시간 동안 보관한 후 potassium persulfate buffe에 혼합하여 OD value가 

0.7인 ABTS working solution을 제조하였다. 이를 희석한 발효유와 혼합한 후 37℃에서 10분간 반응 후 precision 

microplate reader Emax (Molecular Devices, CF, USA)를 이용하여OD값을 측정한 후 OD 값을 식에 대입하여 소거능
을 도출했다.

(%)
( )

( ) ( )
RSA

Abs control
Abs sample Abs sample blank

1 100#= -
-

d n         (1)

항균 활성 측정

Escherichia coli KCTC 1039, Staphylococcus aureus 1631, Pseudomonas aerogiosa, Salmonella Typhimurium M-15 병
원성 미생물을 KTCT (Korea Collection for Type Cultures)로부터 분양 받아 96-well plate법을 이용하여 항균 활성을 

조사하였다.

96-well plate법은 Luria-Bertani (LB) broth (Difco, NJ, USA)에 각각의 균을 배양한 후 세균수를 1 × 105 CFU·mL-1
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가 되도록 조절한 후 96 well plate에 병원성미생물 배양액을 100 μL씩 분주하고, 시료를 100 μL씩 처리하여 총 

200 μL가 되도록 하였다. 접종된 병원성미생물은 37℃에서 48시간 동안 호기 배양하면서 3시간마다 precision 

microplate reader Emax (Molecular Devices, CF, USA)를 이용하여 650 nm의 흡광도로 성장을 측정하였다.

세포 배양

세포 배양 실험에 사용한 세포는 인간 기관지 상피세포인 BEAS-2B와 마우스 대식세포인 RAW 264.7로, ATCC 

(American Type Culture Collection)에서 구매해 실험에 사용하였다. 표준세포배양법인 37℃, 5% CO2 조건을 유지
하여 배양하였으며, Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco, Rockville, MD, USA)에 10% (v/v) fetal bovine serum 

(Gibco, Rockville, MD, USA) 과 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 첨가하여 세포를 배
양하였다.

세포 독성 평가

Y (yogurt), CP (cacao nibs powder), Y + CP (yogurt with 5% cacao nibs powder), CPY (cacao nibs powder added yogurt)

가 세포활성도에 미치는 영향을 측정하기 위해 MTS (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium) assay를 수행하였다. BEAS-2B 세포를 3 × 103 cells·well-1로 96 well plate에 분주하였으
며, 표준세포배양법 (37℃, 5% CO2)에서 24시간 동안 배양한 후 각각의 well에 Y, CP, Y + CP, CPY를 농도 별로 처리
하고 24시간 동안 동일하게 배양하였다. 이후에 MTS 시약 20 μL를 첨가하여 490 nm 파장에서 흡광도를 측정하였
다. 세포의 생존율은 다음과 같은 식에 적용하여 각 처리에 따른 상대적 세포 활성도를 측정 및 평가하였다.

세포생존율(%) = 
시료 첨가군의 흡광도
대조군의 흡광도  × 100           (2)

Immunoblot 분석

Immunoblot 분석은RAW 264.7 세포를 1.5 × 105 cells·well-1로 6-well culture dish에 분주해 24시간 동안 배양하였
다. 이후 각 well에 cacao nibs powder를 0.25, 1.25 mg·mL-1 농도로 처리한 media로 교체하여 24시간 반응시킨 뒤 염
증반응을 유도하였다. 염증 반응은 각 well에 1 μg·mL-1의 lipopolysaccharide (LPS, Sigma Aldrich, MO, USA)를 처리
하여 30분 동안 반응시켜 유도하였다. 이후 media를 제거하고 RAW 264.7 세포를 PBS (Phosphate-Buffered Saline, 

Gibco, MA, USA)로 세척한 뒤, tris-triton lysis buffer로 단백질을 추출하였다. 추출된 단백질은 Sodium Dodecyl 

Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)를 실시 후 단백질을 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. 

이후 5% skim milk를 PBS-T에 녹여 blocking buffer를 사용해 1시간 동안 처리하여 항체의 비특이적인 결합을 억제
시켰다. 그 후 blocking buffer에 희석된 anti-p-IκBα (1 : 1,000), anti-IκBα (1 : 1,000), anti-GAPDH (1 : 2,000)을 4℃에서 

12시간 동안 처리하였다. 결합하지 않은 antibody를 PBS-T로 세척하고 super signal system을 이용하여 Horseradish 

peroxidase-conjugated secondary antibodies (Invitrogen, MC, USA)와 반응시켰다.
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Quantitative RT-PCR

Cacao nibs첨가 발효유의 염증 억제 효과를 확인하기 위해 Quantitative RT-PCR를 수행하였다. RAW 264.7 세포
를 7.5 × 10⁴ cells·well-1로 12-well culture dish에 분주해 24시간 동안 배양하였다. 이후 각 well을 Y, CP, Y + CP, CPY

를 0.25, 1.25 mg·mL-1 농도로 처리한 media로 교체하여 24시간 반응시킨 뒤에 염증반응을 유도하였다. 염증 반응은 

각 well에 1 μg·mL-1의 LPS를 처리하여 6시간 동안 반응시켜 유도하였다. Y, CP, Y + CP, CPY가 처리된 media를 제
거한 뒤 PBS를 이용하여 세척하고 Hybrid-R RNA purification kit (Philekorea, Seoul, Korea)를 이용하여 RNA를 추출
하였다. 추출한 RNA를 The Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, MA, USA)로 정량하여 RNA 1 μg을 부피가 9 mL이 되
도록 DEPC-treated water와 희석한 후 random hexamer (100 pmol·μL-1) 1 μL를 넣어 65℃에서 5 분간 반응시켰다. 반
응 후 얼음에 냉각시킨 다음, 5 × M-MLV RT reaction buffer 4 μL, M-MLV reverse transcriptase 1 μL, RNase inhibitor 

1 μL, dNTP mix (10 mM) 1 μL, DEPC-treated water 3 μL를 첨가하여 상온에서 10분간 둔 뒤, 50℃에서 1 h 동안 반응
시켜 cDNA는 합성하였다. 반응이 끝난 cDNA를 증류수를 이용해 1/10로 희석하여 실험에 사용하였다. 2 × Prime 

Q-master mix 10 μL, 10 pmol·μL-1의 forward primer와 reverse primer를 각각 1.5 μL, distilled water 4 μL, cDNA 3 μL를 

넣은 뒤 95℃에서 denaturation 20s, 58℃에서 annealing 20s, 72℃에서 elongation 20s를 40 cycle 실시하는 조건에서 

AriaMx를 이용하여 qRT-PCR을 수행하였다. 실험에 사용한 cytokine의 primer는 Table 1과 같다.

Results and Discussion

항산화 효과

ABTS radical 소거능

대조구와 Cacao Nibs 첨가구의ABTS radical 소거능 결과는 Fig. 1 과 같다. 1, 3, 5% cacao nibs 첨가구는 대조구보
다 높은 ABTS radical 소거능을 나타냈으며, 모든 실험구는 발효12시간 이후 ABTS radical 소거능이 유사하게 나타
났다. 이는 cacao bean의 catechin 유래 성분 들의 효능에 대한 보고(Payne et al., 2010)와 polyphenol 함량에 관한 연구
(Gu et al., 2006)에서도 알 수 있듯이 cacao nibs에 일정량의 polyphenol이 함유되어 있어 cacao nibs 첨가 요구르트의 

Table 1. Primers sequence for RT-PCR.
Gene Primer sequence (5’ to 3’)
IL-6

Forward GTC CTT CAG AGA GAT ACA GAA ACT
Reverse AGC TTA TCT GTT AGG AGA GCA TTG

IL-1β
Forward AGG TCA AAG GTT TGG AAG CA
Reverse TGA AGC AGC TAT GGC AAC TG

TNF-α
Forward AGG GTC TGG GCC ATA GAA CT
Reverse CCA CCA CGC TCT TCT GTC TAC

iNOS
Forward CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT
Reverse CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG

GAPDH
Forward CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT
Reverse CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG

RT-PCR, real time-polymerase chain reaction; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor; iNOS, induced nitric oxide synthase; GAPDH, 
glutaldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 
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Fig. 1. 2,2-Anziobis (3-ehtylbenzothiazoline-6-sulfonic aicd (ABTS) radical scavenging activity in yogurt 
added cacao nibs powder by fermentation for 48 h at 37℃. Con, yogurt; 1%, yogurt with 1% cacao nibs; 3%, 
yogurt with 3% cacao nibs; 5%, yogurt with 5% cacao nibs.

ABTS radical 소거능에 영향을 미치는 것으로 사료된다. Polyphenol은 천연에 존재하는 주요한 방향족화합물로서 

다양한 생리활성에 관여한다고 알려져 있으며(Liu et al., 2008), 환원제, 수소 공여체 및 singlet oxygen 소거제 등의 

역할을 한다. 주요한 polyphenol 화합물에는 flavone및 isoflavone, flavanone, anthocyanin, catechin 등이 존재하며 이러
한 화합물들은 radical 소거활성과 강력한 항산화능을 포함한 폭 넓은 생물학적 활성을 가지는 것으로 알려져 있다
(Kaur and Kapoor, 2001; Guo and Wang, 2007). 대조구의 ABTS radical 소거능은 cacao nibs를 첨가한 요구르트 보다
는 낮았지만 유산균에 의한 ABTS radical 소거능은 높게 나타났다. 한편 오디 요구르트의 항산화활성은 오디의 첨
가량이 증가할수록 항산화활성이 높았다는 보고와 동일하다(Sung and Choi, 2014).

병원성 미생물에 대한 항균 활성

Cacao nibs bean의 catechin 유래 성분들의 효능에 대한 보고(Payne et al., 2010), polyphenol 함량에 관한 연구(Gu 

et al., 2006) 등에서도 찾아볼 수 있듯이 cacao nibs에 일정량의 polyphenol이 함유되어 있음을 확인할 수 있고, 높은 

phenol 함량을 가진 화합물은 강력한 항산화 작용과 항균 작용에 직접적인 영향을 준다고 보고하였다(Sun and Ho, 

2005; Maisuthisakul et al., 2007; Ronald-Ross et al., 2012). 병원성 미생물 4종 대한 cacao nibs 발효유의 항균 활성을 96 

well plate 법으로 측정한 결과는 Fig. 2 - 5와 같다.

Escherichia coli의 항균활성

Fig. 2는 Escherichia coli에 대한 cacao nibs 발효유의 항균 활성을 측정한 결과이다. Fig. 2는 96-Well plate법을 이용
한 항균 활성 조사 결과로 대조구는 16, 24, 48시간에서 항균 활성을 보여주며, 첨가구 1, 3, 5%는 8, 16, 24, 48시간에
서 항균 활성을 나타냈다. 이는 돼지감자 분말 첨가 요구르트의 항균 활성 결과와 유사하게 Escherichia coli에 대한 

항균 활성을 보여주었다(Park et al., 2019).

Staphylococcus aureus 1631의 항균활성

Fig. 3은 Staphylococcus aureus 1631에 대한 cacao nibs 발효유의 항균활성을 측정한 결과이다. Fig. 3는 항균 활성 조
사 결과로 대조구는 16 24, 48시간에서 항균 활성을 보여주며, 첨가구 1, 3, 5%는 8, 16, 24, 48시간에서 항균 활성을 나
타냈다. 마늘즙을 첨가한 요구르트(Lee et al., 2009) 항균활성 결과와 유사하게 첨가구의 농도가 높을수록 항균활성
이 증가하는 유사한 결과를 보였다. 따라서 cacao nibs 첨가 요구르트가 Staphylococcus aureus 1631 항균활성에 영향을 

미친다는 것을 확인할 수 있었다.
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Pseudomonas aeruginosa의 항균활성

Fig. 4는 Pseudomonas aeruginosa에 대한 cacao nibs 발효유의 항균 활성을 측정한 결과이다. Fig. 4는 96-Well plate

법을 이용한 항균 활성 조사 결과로 대조구는 16, 24, 48시간에서 항균 활성을 보여주며, 처리구 1, 3, 5% 는 8, 16, 24, 

48시간에서 항균 활성을 나타냈다. 따라서 cacao nibs 첨가 요구르트가 Pseudomonas aeruginosa항균 활성에 영향을 

미친다는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 2. Antimicrobial activity of yogurt with cacao nibs powder against Escherichia coli by 96 well plate 
method. (A) Yogurt. (B) Yogurt with 1% cacao nibs. (C) Yogurt with 3% cacao nibs. (D) Yogurt with 5% cacao 
nibs. ■, 0 h; ▲, 4 h; ◆, 8 h; ×, 16 h; ●, 24 h; ▩, 48 h.

Fig. 3. Antimicrobial activity of fermented milk with cacao nibs powder against Staphylococcus aureus 1631 
by 96 well plate method. (A) Yogurt. (B) Yogurt with 1% cacao nibs. (C) Yogurt with 3% cacao nibs. (D) Yogurt 
with 5% cacao nibs. ■, 0 h; ▲, 4 h; ◆, 8 h; ×, 16 h; ●, 24 h; ▩, 48 h.
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Fig. 4. Antimicrobial activity of yogurt with cacao nibs powder against Pseudomonas aeruginosa by 96 well 
plate method. (A) Yogurt. (B) Yogurt with 1% cacao nibs. (C) Yogurt with 3% cacao nibs. (D) Yogurt with 5% 
cacao nibs. ■, 0 h; ▲, 4 h; ◆, 8 h; ×, 16 h; ●, 24 h; ▩, 48 h

Salmonella typhimurium M-15의 항균활성

Salmonella typhimurium M-15에 대한 cacao nibs 첨가 요구르트의 항균 활성을 측정한 결과는 Fig. 5와 같다. Fig. 5

는 96-Well plate법을 이용한 항균 활성 조사 결과로 대조구는 16, 24, 48시간에서 항균 활성을 보여주며, 처리구 1, 

3, 5%는 8, 16, 24, 48시간에서 항균 활성을 나타냈다. 따라서 cacao nibs 첨가 요구르트가 Salmonella Typhimurium 

M-15 항균활성에 영향을 미친다는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 5. Antimicrobial activity of yogurt with cacao nibs powder against Salmonella typhimurium M-15 by 96 
well plate method. (A) Yogurt. (B) Yogurt with 1% cacao nibs. (C) Yogurt with 3% cacao nibs. (D) Yogurt with 
5% cacao nibs. ■, 0 h; ▲, 4 h; ◆, 8 h; ×, 16 h; ●, 24 h; ▩, 48 h.
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항염 효과

Cacao nibs의 독성 평가를 MTS assay를 RAW 264.7 세포에 1.25 mg·mL-1까지 처리하여 실시한 결과 세포 독성이 

없는 것을 확인 후 실험에 이용하였다. 염증반응은 IκBα의 인산화 작용을 통해 NF-κB 신호 작용을 촉진한다. 이러
한 세포 신호전달 체계를 통하여 염증성 cytokine인 유전자의 mRNA 발현을 촉진한다. Cacao nibs 첨가 발효유의 염
증성 cytokine의 발현 억제 효능이 IκBα의 인산화 작용에 의한 것인지 확인하기 위하여 immunoblot 분석를 수행하
였다. Fig. 6은 염증성 cytokine 유전자 mRNA 발현을 촉진할 수 있는 확인된 농도로 동일하게 24시간 동안 처리하
여 LPS에 의한 염증 반응을 유도해 IκBα의 인산화를 확인한 immunoblot 결과를 나타낸 것이다. 대조군과 비교하
였을 때 CP 농도 0.25 mg·mL-1 처리구는 51%, 1.25 mg·mL-1 처리구는 69%로 IκBα의 인산화가 감소하는 것으로 확
인되었다. 따라서 cacao nibs가 농도의존적으로 IκBα의 인산화를 억제하는 것으로 확인되었다.

염증 cytokine의 발현량

Cacao nibs 첨가 발효유의 염증 억제 효과를 확인하기 위해 RAW 264.7세포에 Y, CP, Y + CP, CPY를 24시간 동안 

처리한 후 LPS를 추가적으로 처리하여 염증 반응을 유도하였다. 염증 반응이 유도된 RAW 264.7 세포에서 염증
성 cytokine 유전자들의 mRNA 발현을 qRT-PCR을 통하여 확인하여 염증 반응의 정도를 평가하였다. Fig. 7은 qRT-

PCR 결과이다. TNF-α는 대조군과 비해 CP에서 54.7% 감소하여 항염 효과를 확인하였고, Y + CP는 16.8%, CPY는 

21.4%로 요구르트에 의한 염증성 cytokine의 발현양은 차이가 없음을 알 수 있었다. IL-6는 CP는 94% 감소하여 항
염효과를 확인할 수 있고, Y + CP는 82.4%, CPY는 85.6%로 요구르트에 의한 염증성 cytokine의 발현양은 차이가 없
음을 확인하였다. 특히 IL-1β는 대조구보다 Y가 193% 발현양이 증가하였고, CP는 96.2% 감소로 항염 효과가 매우 

높음을 확인하였다. Y + CP는 감소하지 않은 반면에 CPY는 77% 감소하여 CP를 첨가한 요구르트의 영향으로 발
현양의 차이를 확인할 수 있다. iNOS는 CP에서 발현양이 가장 높았고 Y + CP, CPY, Y 순서로 발현이 감소하는 경
향을 보였다.

Fig. 6. Effect of cacao nibs powder on IκB-α phosphorylation. RAW 264.7 cells were treated with indicated 
concentration of cacao nibs with LPS (1 μg·mL-1) or without for 24 h. Immunoblot analysis was performed 
with anti-IκB-α, anti-phosphorylation IκB-α anti-bodies; GAPDH as internal control. Graphical intensity of 
phosphorylation IκB-α was measured by Image software. CP, cacao nibs powder; LPS, lipopolysaccharide; 
GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 
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Fig. 7. Effects of Y, CP, Y + CP and CPY on mRNA expression level of IL-1β, IL-6, TNF-α, iNOS. RAW 264.7 cells 
were treated with indicated concentration of Y, CP, Y + CP, CPY for 24 h and inflammation were induced 
with LPS (1 μg·mL-1) for 6 h. Total RNA was isolated and analyzed for mRNA expression with qRT-PCR. 
Average ± S.E. -, not treated; +, treated; Y, yoghurt; CP, cacao nibs powder; Y + CP, yogurt with 5% cacao 
nibs powder; CPY, cacao nibs powder added yogurt; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor; iNOS, 
induced nitric oxides synthase; LPS, lipopolysaccharide.

Conclusion
본 실험은 발효유와 cacao nibs를 접목하여 기능성 발효유를 제조하고 생화학적 특성을 연구하기 위해 수행하였
다. Cacao nibs를 첨가한 요구르트의 항산화, 항균활성 및 항염효과가 뛰어나 완전식품에 가까운 우유와 생리활성 

가치가 높은 cacao nibs를 첨가한 요구르트 개발은 신기능성 발효유 연구에 크게 기여할 것으로 기대한다.
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