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Abstract After treating spent coffee grounds with alkali,

extracts were prepared by using Viscozyme and Alcalase,

respectively. Treatment of spent coffee grounds with alkali and

enzymes increased the content of phenolic compounds in the

extracts, thus possessing the good scavenging activities on free

and cation radicals. In particular, the extract obtained by

continuous treatment with alkali and Alcalase on spent coffee

grounds had the best content of phenolic compounds and

antioxidant activity, and inhibited the growth of Streptococcus

mutans in proportion to the concentration. In conclusion, the

Alcalase-enzymatic hydrolysate of alkali-treated spent coffee

grounds showed excellent antioxidant and anticariogenic effects.

Keywords Alcalase-enzymatic hydrolysate · Alkali treatment ·

Anticariogenic effect · Antioxidant activity · Spent coffee grounds

서 론

2021년 세계 커피 소비량이 거의 천만 톤에 이를 정도로 커피

는 전 세계에서 가장 많이 소비되는 기호성 음료이다[1]. 상업

용 커피로는 주로 아라비카(Coffea arabica L.)와 로부스타

(Coffea canephora L.) 품종이 사용되고, 볶는 과정(roasting)을

거치면서 커피 특유의 색, 맛과 향을 가지게 된다[2]. 커피의 생

리활성 성분으로는 각성 작용을 갖는 카페인이 대표적이고,

chlorogenic acid, ferulic acid 및 caffeic acid 등의 다양한 페

놀성 화합물을 다량 함유하고 있다[3,4]. 커피 추출물의 생리활

성 물질은 항산화, 항균 및 항고혈압 효과[5-8] 뿐만 아니라 항

염증 및 항우울증 효과[4,9]를 나타내어 커피는 건강에 도움이

되는 음료로 각광받고 있다.

커피를 마시기 위해서는 볶는 과정을 거쳐 분쇄한 후에 뜨거

운 물로 추출해야 한다. 세계적으로 커피 원두 중량의 약 30%

가 마시는 커피로 추출되어 음용되며, 나머지는 커피 찌꺼기(커

피박, spent coffee grounds)로 남아 폐기물로 버려진다. 따라서

환경 보존과 자원 재활용의 측면에서 커피박의 처리방안에 대

한 다양한 연구가 이루어지고 있다[1,10]. 가장 단순하게는 커

피박을 펠렛화하여 연료로 사용하고 있다[11]. 또한 커피박을 기

능성 음료의 제조를 위한 원료로 재활용하거나[12], 연료용 에

탄올 또는 바이오디젤의 생산 원료로 이용하는 방안도 보고되

었다[13]. 커피박에는 주로 불용성 성분이 남아있어 활용도가

떨어지는데 효소분해를 통해 불용성 섬유소를 포도당으로 가용

화하여 에탄올 발효에 활용하는 연구도 이루어지고 있다[14].

특히 커피박에는 뛰어난 생리활성을 나타내는 페놀성 화합물이

여전히 다량 남아있기 때문에 커피박 추출물도 항산화 활성을

가진다[15].

따라서 본 연구에서는 커피박으로부터 페놀성 화합물과 같은

생리활성 물질의 회수를 극대화하기 위해 위해 효소 분해법을

도입하였고, 커피박 효소분해물의 항산화 및 항충치균 활성을

탐색함으로써 폐자원으로 버려지는 커피박을 생리활성 소재로

활용하기 위한 방안을 제시하였다.
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재료 및 방법

실험재료

커피박은 아라비카종의 Brazil santos fc cerrado 커피(GSC

International, Yongin, Republic of Korea) 분말을 에스프레소

머신(Classe10USB, Rancilio, Villastanza di Parabiago, Italy)으

로 추출하고 남은 잔사를 열풍건조기에서 80 oC로 4시간 건조

시킨 후 시료로 사용하였다. Folin-Ciocalteu 시약, sodium

carbonate, gallic acid, 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH),

2,2'-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline)-sulfonic acid (ABTS)는

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)의 제품이었다. Alcalase

와 Viscozyme은 Novozyme (Bagsvaerd, Denmark)의 제품을

사용하였다. Strptococcus mutans KCTC 3065 균주는 한국생명

공학연구원 생물자원센터(KCTC, Daejeon, Republic of Korea)

에서 분양받은 것을 Brain heart infusion (BHI) agar 배지

(Difco, Detroit, MI, USA)에 배양하여 사용하였다.

커피박의 알카리 처리 및 효소 분해

커피박의 무처리군은 건조 커피박 분말 5 g을 95 g의 증류수에

침지시킨 후 100 oC에서 1시간 동안 추출하였다. 알카리 처리

군은 5 g의 커피박 분말과 5 g의 NaOH를 90 g의 증류수에 넣

은 후 100 oC에서 1시간 동안 추출하였다. 알카리+Viscozyme

처리군은 알카리 처리군의 pH를 5.0으로 조정한 후 커피박 중

량 대비 2% (w/w) Viscozyme을 첨가하고 50 oC에서 120 rpm

으로 2시간 반응시켰다. 알카리+Alcalase 처리군은 알카리 처리

군의 pH를 8.0으로 조정한 후 커피박 중량 대비 2% (w/w)

Alcalase를 첨가하고 50 oC에서 120 rpm으로 2시간 반응시켰다.

최종적으로 무처리군, 알카리 처리군, 알카리+Viscozyme 및 알

카리+Alcalase 처리군의 pH를 각각 7.0으로 조정한 후 원심분

리(3,000 g, 10분)하여 상등액을 얻고 0.45 mm 시린지 필터로

여과하여 실험에 사용하였다.

폴리페놀 함량

커피박 추출물들의 페놀성 화합물 함량은 gallic acid를 표준물

질로 하여 Folin-Denis 방법으로 확인하였다[16]. 각 시료에

Folin-Ciocalteu 용액을 넣고 5분간 상온에서 반응시킨 후 6%

sodium carbonate 용액을 첨가하였다. 상온에서 1시간 방치한

후 725 nm에서 흡광도를 측정하였다.

유리 및 양이온 라디칼 소거활성 측정

커피박 추출물들의 ABTS 양이온라디칼 소거활성은 Re 등의 방

법[17]으로, DPPH 유리라디칼 소거활성은 Blois의 방법[18]으

로 확인하였다. 양이온라디칼 소거활성 확인을 위해 흡광도를

1.500±0.02로 보정한 7.5 mM ABTS 용액을 각 시료에 넣고 실

온에서 90분 반응시킨 후 414 nm에서 흡광도의 변화를 측정하

였다. 유라디칼 소거활성 확인을 위해 0.2 mM DPPH 용액을

각 시료에 넣고 실온에서 30분 반응시킨 후 517 nm에서 흡광

도의 변화를 측정하였다.

Streptococcus mutans에 대한 항균 효과 측정

커피박 추출물의 무처리군, 알카리 처리군, 알카리+Viscozyme

및 알카리+Alcalase 처리군 시료는 BHI broth를 이용하여 각각

고형분 기준으로 5-20 mg/mL로 희석한 후 0.20 mm 시린지 필

터로 여과하여 제균하였다. 각 희석한 시료를 24-well plate에서

S. mutans 배양액(1105 CFU/mL) 및 BHI broth와 함께 혼합

하고 36 oC에서 21시간 정치 배양한 다음 660 nm에서의 흡광

도로 균의 생육을 측정하였다. 각 추출물의 항균 효과는 추출

물을 첨가하지 않은 BHI broth에 S. mutans를 배양한 대조군과

비교하여 상대적인 비율로 나타내었다.

통계 처리

데이터는 Excel 2010 (Microsoft Co., Redmond, WA, USA)

프로그램을 이용하여 평균 ±표준편차로 나타내었고, t-test를 통

해 대조군과의 통계적 유의성을 확인하였다.

결과 및 고찰

커피박을 열수로 추출하였을 때는 수율이 0.73±0.06%로 매우

낮았으나, 알카리 처리만으로도 3.63±0.12% (p <0.01)로 4.97배

증가하였다(Table 1). 알카리+Viscozyme 처리군에서는 수율이

알카리 처리군과 큰 차이가 없었으나, 알카리+Alcalase 처리군

에서는 수율이 3.83±0.06% (p <0.01)로 더욱 높아졌다(Table 1).

커피박을 발효 배지로 활용하기 위한 기존의 연구에서도 커피

박을 알카리로 처리하는 것이 산 처리에 비해 총당의 추출 수

율이 3.17배 증가하는 것으로 나타나[14], NaOH 처리만으로도

추출 수율이 크게 향상된 본 연구와 유사한 결과를 보여주었다.

페놀성 화합물의 농도를 비교한 결과, 커피박을 열수 추출한

무처리군에서는 0.93±0.06 mg/mL이었고, 알카리 처리군에서는

2.24±0.11 mg/mL (p <0.01)로 나타나 NaOH 처리만으로도 페놀

성 화합물이 잘 추출됨을 알 수 있었다(Table 1). 알카리+Viscozyme

처리군에서는 페놀성 화합물이 2.72±0.22 mg/mL (p <0.01)인 반

면, 알카리+Alcalase 처리군은 3.21±0.24 mg/mL (p <0.01)로 나

타나 NaOH 처리에 이은 Alcalase 효소 반응이 페놀성 화합물

의 추출을 크게 향상시킴을 알 수 있었다(Table 1). 기존의 연

구에서도 들기름을 짜고 남은 찌꺼기인 들깨박을 Alcalase로 분

해하였을 때 페놀성 화합물이 2.4배 증가하였고[19], 홍삼을

Alcalase로 처리했을 때도 페놀성 화합물이 1.8배 증가하였다

[20]. 또한 인삼을 Bacillus polymyxa 유래의 단백질 분해효소로

처리했을 때도 페놀성 화합물이 2배 가량 증가한다는 연구[21]

와도 유사한 결과를 보여주었다. 일반적으로 식물에 효소를 처

리하면 조직을 파괴시켜 페놀성 화합물이 잘 추출되고[22,23],

Table 1 Yields and phenolic contents of spent coffee grounds extracts

Group Yield (%)
Phenolic content1)

(mg GAE/mL)

No treatment 0.73±0.06 0.93±0.06

Alkali 3.63±0.12** 2.24±0.11**

Alkali+Viscozyme 3.67±0.12** 2.72±0.22**

Alkali+Alcalase 3.83±0.06** 3.21±0.24**

1)Phenolic contents were expressed as gallic acid equivalents (GAE)
Data represented means and SD of triplicate measurements 
Data were statistically different from the value of no treatment group
(**p <0.01)
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배당체 형태이거나 단백질에 둘러 쌓인 페놀성 화합물을 유리

형으로 전환시켜 추출 수율이 증가한다고 알려져 있다[24].

무처리군, 알카리 처리군, 알카리+Viscozyme 및 알카리+

Alcalase 처리군의 ABTS 양이온라디칼에 대한 소거 활성은

Figure 1에 나타내었다. 처음에 투입한 커피박 현탁액 기준으로

0.5 mg/mL 농도에서 무처리군은 9.95±0.42%의 양이온라디칼을

소거한 반면에 알카리 처리군은 47.44±0.02%, 알카리+Viscozyme

처리군은 54.00±6.39%, 알카리+Alcalase 처리군은 68.93±4.23%

의 ABTS 양이온라디칼을 소거하였다. 양이온라디칼 소거활성

은 각 추출물이 가지고 있는 폴리페놀 함량에 비례하였다. 커

피박의 알카리 처리만으로도 양이온라디칼 소거활성이 4.9배 증

가했으며, 알카리+Alcalase 처리군에서는 7.1배 증가하였다.

커피박 기준으로 1.0 mg/mL 농도에서 각 추출물의 유리라디칼

소거능을 보면, 무처리군은 19.75±1.08%인 반면에 알카리 처리

군은 48.11±0.00%, 알카리+Viscozyme 처리군은 50.91±0.70%,

알카리+Alcalase 처리군은 59.06±1.98%로 나타났다(Fig. 2). 각

추출물의 유리라디칼 소거활성 역시 폴리페놀 함량에 비례하였

다. 커피박의 알카리 처리만으로도 유리라디칼 소거능이 2.4배

증가했으며, 알카리+Alcalase 처리군에서는 3.0배 증가하였다.

커피박을 NaOH에 이어 Alcalase로 처리하면 커피박 추출물의

페놀성 화합물 함량이 크게 증가하였고, 이에 따라 양이온라디

칼 및 유리라디칼 소거능과 같은 항산화 활성이 크게 향상됨을

알 수 있었다. 식물 추출물들이 페놀성 화합물을 많이 함유할

수록 항산화 활성이 높다는 기존의 보고[25,26]와 같이, 본 연

구에서도 페놀성 화합물의 함량이 가장 높은 알카리+Alcalase

처리군에서 항산화 활성이 우수한 것으로 나타났다. 이는 홍삼

과 들깨박을 Alcalase로 처리했을 때도 폴리페놀의 추출량이 크

게 늘어나면서 항산화 활성이 증가한 것과 같은 양상을 보여주

었다[19,20].

무처리, 알카리 처리, 알카리+Viscozyme 및 알카리+Alcalase

처리한 커피박 추출물들이 충치 유발균인 S. mutans의 생육에

미치는 영향을 추출물을 첨가하지 않고 배양한 대조군과 비교

하였다(Fig. 3). 각 추출물을 10 mg/mL의 농도로 첨가한 후 S.

mutans 균을 배양하여 상대적인 생육 정도를 대조군과 비교한

결과, 무처리군에서는 54.61±2.11%, 알칼리 처리군에서는 74.70

±0.0.68% (p <0.01), 알카리+Viscozyme 처리군에서는 5.06±

0.1.12% (p <0.01)로 정도의 차이는 있으나 추출물을 첨가하지

않은 대조군에 비해 S. mutans 균의 생육이 증가하였다. 그러

나 알카리+Alcalase 처리군에서는 39.29±2.23% (p <0.01)로

우수한 생육 억제 효과를 보여주었다. 알카리+Alcalase 처리로

얻어진 추출물을 5-20 mg/mL 수준으로 처리했을 때 균 생육의

억제 정도는 추출물의 농도에 비례하였다. 이는 로스팅한 커피

Fig. 1 ABTS cation radical scavenging activities of spent coffee grounds

extracts. Each extract was divided into no treatment (◇), alkali treatment

(△), alkali+Viscozyme treatment (○), and alkali+Alcalase treatment (□)
groups, respectively. Their scavenging activities against ABTS cation

radicals according to the concentration of spent coffee grounds was

observed. Data were means and SD of triplicate measurements

Fig. 2 DPPH free radical scavenging activities of spent coffee grounds

extracts. Each extract was divided into no treatment (◇), alkali treatment

(△), alkali+Viscozyme treatment (○), and alkali+Alcalase treatment (□)
groups, respectively. Their scavenging activities against DPPH free

radicals according to the concentration of spent coffee grounds was

observed. Data were means and SD of triplicate measurements

Fig. 3 Growth inhibitory activity of spent coffee grounds extracts against

Streptococcus mutans. Each extract was divided into no treatment, alkali

treatment, alkali+Viscozyme treatment, and alkali+Alcalase treatment

groups, respectively. The growth inhibition effect against S. mutans

according to their concentration (□; 5 mg/mL, ■; 10 mg/mL) was
observed. The growth inhibition effect of each extract was expressed as a

relative ratio to the growth rate of the control group. Data were means

and SD of triplicate measurements. Data were statistically different from

the value of no treatment group (**p <0.01)
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의 열수추출물이 S. mutans의 생육을 저해하며[27], 폴리페놀 화

합물을 함유한 녹차와 홍차 추출물의 농도에 비례하여 S.

mutans의 생육이 저해되는 결과[28]와 동일한 경향이다. 본 연

구에서도 커피박을 알칼리와 Alcalase로 처리하면 총 페놀성 화

합물 함량이 증가하고, S. mutans 균의 생육이 크게 억제되는

효과를 나타내었다. 페놀성 화합물의 종류 및 농도에 따라 상

이한 항충치균 활성을 보인다는 보고[29]를 고려하면, 이러한

결과는 커피박의 추출 조건(알칼리, 효소 종류)에 따라 페놀성

화합물의 추출량에 차이가 있고, 화학적 성질이 상이한 페놀성

화합물들의 추출 정도가 달라짐에 기인한 것으로 판단된다. 페

놀성 화합물은 항산화 활성을 나타낼 뿐만 아니라 항염증 및

항균 효과를 갖는 것으로 알려져 있다[30,31]. 이러한 페놀성 화

합물은 뛰어난 천연 항균제로서 항생제 내성 세균에 대한 효과

적인 대안으로 모색되고 있다[32].

이상의 결과에서 버려지는 폐자원인 커피박을 알카리와

Alcalase로 연속 처리하면 페놀성 화합물 함량이 크게 증가하였

고, 뛰어난 항산화 활성과 충치균 생육 억제 효과를 보여주었

다. 따라서 알카리 처리한 커피박의 Alcalase 효소분해물은 항

산화 식품 소재뿐만 아니라 충치의 예방과 완화를 목적으로 하

는 구강용 제품에 활용가능성이 있을 것으로 사료된다. 향후 커

피박 효소분해물 중 뛰어난 항균 효과를 가지는 페놀성 화합물

을 분리하여 확인하는 후속 연구가 필요할 것이다.

초 록

커피박을 알카리 처리한 후 Viscozyme과 Alcalase로 효소분해

하여 추출물을 얻었다. 커피박을 알카리와 효소로 처리하였을

때 추출물의 페놀성 화합물 함량이 증가하였고, 이에 따라 양

이온라디칼과 유리라디칼에 대한 우수한 소거 활성을 나타내었

다. 특히 커피박에 알카리와 Alcalase를 병행 처리하였을 때 페

놀성 화합물 함량과 항산화 활성이 가장 높게 나타났고, 농도

에 비례하여 Streptococcus mutans 균의 생육을 억제하였다. 결

론적으로 알카리 처리된 커피박의 Alcalse 효소분해물은 우수한

항산화 및 항충치균 효과를 나타내었다.

Keywords 알카리 처리 · 커피박 · 항산화 · 항충치균 ·

Alcalase 효소분해물
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