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서 론

메밀(Fagopyrum ssp.)은 일년생 초본으로 분류학적으로

는 피자식물문(Magnoliophyta), 목련강(Magnoliopsida),

마디풀목(Polygonales), 마디풀과(Polygonaceae), 메밀속

(Fagopyrum)으로 분류된다. 우리나라를 포함하여 일본, 중

국, 네팔 등 아시아를 비롯하여 유럽, 남미 등 전 세계적으

로 분포한다[1]. 메밀의 종류는 재배종과 야생종을 포함하여

약 20여종이 있으며, 우리나라에서는 일반메밀(Fagopyrum

esculentum, sweet buckwheat, common buckwheat)과 쓴

메밀(Fagopyrum tataricum, bitter buckwheat, tartary

buckwheat)이 대표적인 재배종이다[1]. 

메밀은 식이섬유가 풍부하고, 플라보노이드, 페놀화합물
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In this study, we aimed to evaluate the bioconversion ability of single (Lactiplantibacillus plantarum CBT

LP3, Lactococcus lactis subsp. lactis CBT SL6, Streptococcus thermophilus CBT ST3) and multi-strain

probiotics to convert rutin to quercetin in roasted tartary buckwheat, and to assess their biological activities.

To evaluate the bioconversion efficiency, each strain was cultured for 24 h in MRS media with 5% roasted

tartary buckwheat ‘Hwangguem-Miso’ powder. After then, rutin and quercetin contents were determined

by HPLC. Additionally, the biological activities were compared before and after bioconversion of an ingredient.

Anti-oxidant effects were measured by DPPH and ABTS assays. Anti-inflammatory effects were determined

by measuring NO production, and levels of iNOS, TNF-α, IL-6 and IL-4 using an LPS-induced Raw 264.7 cell

model. The bioconversion rate under the combination of three species of probiotics significantly increased

more than single species. Antioxidant efficacy results showed the highest activity when the combination of

three species of probiotics cultured. The pro-inflammatory factors such as nitric oxide, iNOS, TNF-a, and

IL-6 were significantly decreased when the three types of probiotics were combined than single strain was

cultured. In addition, level in the anti-inflammatory factor IL-4 was increased. The multi-strain probiotics

showed increased bioconversion efficiency, effects of anti-oxidant and anti-inflammatory compared to the

single strain. These findings suggest that the fermentation of tartary buckwheat by probiotics may be a

valuable candidate for developing functional foods with anti-oxidation and anti-inflammation.
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등의 유용한 성분뿐만 아니라, 아연, 망간, 마그네슘, 인, 구

리와 같은 미네랄도 많이 함유되어 있어, 건강식품으로 주목

받고 있다[2]. 메밀은 플라보노이드계 생리활성 물질인 rutin,

quercetin 등의 고함유 식품으로, 콜레스테롤, 당뇨, 고혈압, 비

만, 항산화, 항염증, 인지능력 및 신경세포보호 등에 효과가

보고되고 있다[3−10]. 쓴메밀과 일반메밀의 생리활성 성분을

비교한 연구내용에 따르면, 일반메밀에 비해 쓴메밀의 총 페

놀 및 플라보노이드의 함량이 각각 2배와 2.7배 정도 높게

함유되어 있으며[11], 메밀의 대표적 기능성분인 rutin은 일

반메밀에 비해 쓴메밀이 약 59배 많이 함유된 것으로 보고

되었다[5]. Rutin은 많은 생리활성을 갖고 있음에도 불구하

고 생체이용률이 낮은 단점이 있으며, 일반적으로 플라보노

이드계 물질들의 항산화 활성은 배당체보다는 aglycone이

높다고 알려져 있다[12]. Rutin 및 quercetin의 생리활성을

비교한 연구결과에서도 항산화, 항염증, 신경퇴행성 질환 및

항비만 등에서 rutin에 비해 quercetin의 활성이 더 좋은 것

으로 확인되었다[13−15]. Rutin의 낮은 생체이용률은 배당

체 구조를 갖는 플라보노이드계 물질의 공통된 특징으로, 이

를 개선하기 위하여 배당체의 당 결합을 끊어주는 화학적 방

법이 있으나, 이는 기본 구조를 유지하기가 어려워 각종 불

필요한 부산물 및 오염 물질을 생성할 수 있다는 문제점이

있다. 이러한 단점을 보완하기 위하여 생물학적 방법인 미생

물이나 이들이 생산하는 대사산물 등을 활용한 연구가 활발

히 이루어지고 있다[14, 16]. 미생물이 생산하는 다양한 효

소 중에는 플라보노이드 배당체의 당 결합을 끊을 수 있는

β-glucosidase, cellulase, α-rhamnosidase 및 pectinase 등

이 있으며[17], 결장 내 존재하는 미생물 중에는 rutin 등 기

타 배당체들을 가수분해 하여 당 부분이 제거된 aglycone 형

태로 장내 흡수가 가능하게 해준다[18]. 

선행 연구에서는 배당체 구조의 진세노사이드 Rb1과 Rd

를 저분자 구조인 compound K로 생물전환하는 프로바이오

틱스 균주를 확인하였으며[19], 프로바이오틱스 17종의 유전

체 분석을 통하여 rutin에서 quercetin으로 전환하는 효소

(α-rhamnosidase와 β-glucosidase) 유전자를 확인하고, 프로

바이오틱스와 쓴메밀 배양을 통해 quercetin으로 생물전환

하는 균주를 확인하였다[20]. 본 연구에서는, 쓴메밀이 첨가

된 배양액에서 생물전환률이 우수한 단일 유산균 3종 및 유

산균 복합배양을 통해 rutin에서 quercetin으로 전환능을 비

교하고, 배양 전후의 항산화, 항염 활성을 비교하여 천연물

인 쓴메밀과 유산균의 발효가 건강에 도움이 되는지를 조사

하고자 한다.

재료 및 방법

볶음 쓴메밀 첨가 배지 제조 및 균주의 배양

본 연구에 사용된 쓴메밀 ‘황금미소’(Fagopyrum tataricum

L. Gaertn cv. Hwangguem-Miso)는 농촌진흥청 국립식량과

학원 고령지농업연구소(Highland Agriculture Research

Institute, National Institute of Crop Science, Rural

Development Administration, Republic of Korea)에서 개발

한 품종이다. 볶음 쓴메밀 분말은 쓴메밀 종실을 침지, 증제,

탈피, 볶음, 분말 공정을 거쳐 제조된 것으로 봉평영농조합

(Korea)으로부터 구입하였다.

균주는 선행연구[20]를 통하여 rutin에서 quercetin으로 전

환되는 전환률이 가장 우수한 것으로 확인된 ㈜쎌바이오텍

의 프로바이오틱스 3종(CBT LP3, SL6, ST3)을 사용하였다

(Table 1). 실험에 사용된 균주는 De Man, Rogosa, and

Sharpe (MRS) 배지(BD Difco, USA)를 사용하여 37℃에서

24시간 동안 호기적으로 배양하였으며, 복합 균주 배양은 각

균주를 동일한 비율로 희석하여 사용하였다. 

볶음 쓴메밀 첨가 배지는 glucose을 제거한 MRS 배지에

볶음 쓴메밀 분말 50 g/l, 식품첨가물인 상업용 효소

Cellulase KN® (Bision Corporation, Republic of Korea)를

원물의 0.5%(w/w) 첨가하여 제조하였다. 각 프로바이오틱스

를 610 nm에서 흡광도 값이 1.0이 되도록 배양 후 배양액을

4,255 × g로 10분간 원심분리하여 상등액을 제거하고, 볶음

쓴메밀 첨가 배지에 접종하여 37℃에서 24시간 동안 호기적

으로 배양하였다. 

Rutin, quercetin 및 isoquercetin 대사체 함량 분석

배양액에서 rutin과 isoquercetin의 함량을 분석하기 위

해, 배양여액을 원심분리(4,255 × g, 10분) 후 상등액을

0.22 µm PTFE membrane syringe filter (13 mm diameter,

Agilent Technologies, USA)로 여과하여 제조하였다. 

배양액에서의 quercetin 분석 시료는 배양여액과 ethyl

acetate를 1:1로 혼합한 후에 원심분리(4,255 × g, 3분)하여

Table 1. Probiotics species used in this study and their origin. 

Species KCTC No.1) Origin
Lactiplantibacillus plantarum CBT LP3 10782BP Korean fermented vegetable product, kimchi
Lactococcus lactis subsp. lactis CBT SL6 11865BP Korean human feces
Streptococcus thermophilus CBT ST3 11870BP Korean human feces

1)List of  Korean collection for type cultures (KCTC) reference number
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상등액을 취하는 과정을 2회 반복하여 수행하였다. 취득한

ethyl acetate 층을 원심증발농축기(CVE-2000, Sunil Eyela

Co. Ltd., Republic of Korea)를 이용하여 농축한 뒤

methanol에 용해하여 분석하였다.

성분분석은 UV-detector가 부착된 HPLC (Ultimate

3000, Thermo Fisher Scientific, USA)를 사용하였고, 분석

조건은 Table 2와 같다. Column은 Eclipse Plus C18 (4.6 ×

250 mm, particle size 5 µm, Agilent Technologies) 역상

컬럼을 사용하였다. 표준 물질로 rutin은 Phytolab

(Vestenbergsgreuth, Germany), isoquercetin (quercetin

3-β-D-glucoside)과 quercetin은 Sigma-Aldrich (USA)사의

HPLC grade 제품을 사용하였다. 

항산화 활성 분석

ABTS (2,2'-Azino-bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic

acid, Sigma-Aldrich) 라디칼 소거 활성은 ABTS 양이온 라

디칼의 흡광도가 각 샘플의 항산화 성분에 의해 억제되어

특유의 색인 청록색으로 변하는 현상을 이용하여 수행하였

다[21, 22]. 7 mM ABTS 용액과 39.2 mM potassium

persulfate 용액을 혼합하여 차광한 상태로 16시간 상온에

방치하여 라디칼의 생성을 유도한 후, ABTS 라디칼 용액

이 750 nm에서 흡광도 값이 1.0이 되도록 희석하여 실험에

사용하였다. 소거활성은 96 well plate에 ABTS 라디칼 용

액 용액 180 μl에 시료 20 µl를 첨가하고 15분간 반응시킨

후 iMarkTM Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad

Laboratories, USA)를 사용하여 750 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 

DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich)

라디칼 소거법은 보라색의 DPPH 용액이 항산화 물질의 전

자공여로 인해 탈색되어 나타내는 정도를 흡광도로 측정하

여 항산화능을 평가하는 원리를 이용하였다. DPPH 라디칼

소거 활성은 99% methanol에 DPPH를 0.2 mM로 첨가한

용액을 540 nm에서 흡광도가 1.0가 되도록 희석하여 사용

하였다. 희석한 DPPH 용액 180 μl에 시료 20 μl를 첨가하고,

실온에서 30분간 반응 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

항산화 활성의 양성 대조물질로는 ascorbic acid (L-

Ascorbic acid, Sigma-Aldrich)를 사용하였고, 결과는 시료를

처리하지 않은 대조군에 대한 %로 계산하였으며, 이를 50%

감소시키는 값으로 환산하여 나타내었다.

세포배양 및 시료 동결건조

RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(Republic of Korea)에

서 구입하였으며, Dulbecco’s modified Eagle’s minimum

essential medium (DMEM, Life Technologies Inc., USA)

배지에, 10% fetal bovine serum (FBS, HycloneTM, GE

healthcare life sciences, USA), 100 U/ml penicillin

(HycloneTM, GE healthcare life sciences) 및 100 μg/ml

streptomycine (HycloneTM, GE healthcare life sciences)

을 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

우수한 생물전환률이 확인된 프로바이오틱스 3종(LP3,

SL6, ST3)과 이들의 복합균주(3MIX, LP3 + SL6 + ST3)를

1일차 배양여액 및 프로바이오틱스에 첨가하지 않은 1일차

배양여액을 동결건조하였고, 이를 dimethyl sulfoxide

(DMSO, Sigma-Aldrich)에 녹여 세포에 처리하였다. 

세포 생존율 측정

생물전환률이 우수한 시료의 세포 생존율을 알아보기 위

하여 MTT assay 방법을 이용하여 측정하였다. RAW 264.7

세포를 96 well plate에 1.0 × 105 cells/well로 분주하고

24시간 후 1.0 μg/ml 농도의 LPS와 각 시료를 농도별(1.25,

2.5, 5, 10, 20%, V/V)로 동시에 처리하였다. 그 후 24시간 배

양 후 0.5 mg/ml의 MTT 용액을 100 μl씩 첨가하여 1시간

배양하였다. 배양을 완료한 후 상층액을 제거하고 300 μl의

DMSO 용액을 분주하여 실온에서 10분 동안 shaking한 후

plate reader를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

NO 생성량 측정

NO (Nitric oxide) 생성량은 Griess Reagent Kit (Biomax,

Republic of Korea)를 사용하여 배양액 중에 존재하는 NO2
−

형태로 측정하였다[23]. RAW 264.7 세포를 96 well plate에

1.0 × 106 cells/ml로 분주한 후, 24시간 동안 배양한 후 시료

Table 2. HPLC conditions for rutin and quercetin content
determination.

Item Condition
Column Eclipse Plus C18 (4.6 x 250 mm, 5 μm)

Flow rate 1 ml/min
Injection volume 10 μl

Mobile phase
A: 0.1% Formic acid in water

B: Acetonitrile
Wavelength 259 nm

Column temperature 35℃
Gradient elution system of mobile phase 

Time (min) A (%) B (%)
0 75 25

4.5 50 50
7.5 40 60
10 0 100
12 0 100
13 75 25
15 75 25
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와 LPS (1.0 μg/ml) 동시에 처리하여 24시간 동안 다시 배양

하였다. 그 후 생성된 NO는 원심분리하여 상등액을 취한 후,

제조사의 프로토콜에 따라 상등액 50 μl에 25 μl의 N1 버퍼

와 25 μl의 N2 버퍼를 순차적으로 혼합하여 10분간 암실에

서 반응시키고 iMarkTM Microplate Absorbance Reader를

사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrite

(NaNO2)를 연속희석법으로 희석하여 표준농도곡선을 그렸

으며, 표준곡선과 비교하여 NO 생성량을 산출하였다. NO의

양성대조군으로 quercetin (Sigma-Aldrich)을 사용하였다.

Quantitative Real-time RT-PCR
배양된 RAW 264.7 세포에 TRIzol reagent (InvitrogenTM,

USA)를 처리하여 total RNA를 분리하였다. RNA는 RNeasy

Mini Kit (Qiagen, Germany)을 사용하여 제조사의 프로토

콜에 따라 역전사하였고, cDNA로 합성하여 실험에 이용하

였다. 타겟 mRNA 발현량을 분석하기 위해, PrimeScriptTM

1st strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa Bio, Inc.,

Japan)를 사용하여 CFX96 Dx Real-Time PCR Detection

Systems (Bio-Rad Laboratories)에서 mRNA 발현량을 측정

하였다. Real-Time PCR 조건은 pre-denaturation 과정을

95℃에서 30초, annealing 과정을 60℃에서 30초씩 35

cycles로 증폭하였으며 extension은 72℃에서 30초간 수행

하였다. 실험군 및 대조군의 internal standard로 β-actin를

사용하였다. 실험에 사용된 mRNA의 primer 및 sequence는

Table 3과 같다[24]. 

Pro/anti-inflammatory cytokines 분비량 측정
ELISA kit (Mouse Duoset ELISA kit, R&D systems,

USA)를 이용하여 RAW 264.7 세포의 세포배양액 내의 IL-

6 및 IL-4 사이토카인 분비량을 측정하였다. 세포배양액을

얻기 위해 RAW 264.7 세포를 1.0 × 104 cells/well로 24 well

plate에 접종하고 18시간 배양하였다. 이 후 각 시료를 처리

하고 1 μg/ml LPS로 자극을 주어 12시간 본배양 후에 원심

분리를 통해 상층액을 분리하여 실험에 사용하였다. 실험은

R&D systems ELISA kit에서 제공하는 실험 방법에 따라 진

행하였으며, microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

통계처리

각 실험은 3회 반복으로 수행하였으며, 통계분석은

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., USA) 통

계 소프트웨어를 사용하여 평균 ±표준편차(Mean ± SD)로

표기하였다. 결과의 유의성 분석을 위하여 일원배치 분산분

석(ANOVA)을 실시하였으며, Turkey의 방법으로 사후검정

을 진행하여 p-value (<0.05, <0.01, <0.001)로 통계적 유의

성을 평가하였다. 

결과 및 고찰

단독 및 복합 프로바이오틱스에서 생물전환능 비교 
Rutin은 α-rhamnosidase에 의해 isoquercetin으로,

isoquercetin은 β-glucosidase에 의해 quercetin으로 전환되

며, rutinosidase에 의해 rutin에서 quercetin으로 전환 될

수 있다. 본 연구진의 선행연구에서 한국형 프로바이오틱스

17종으로부터 α-rhamnosidase와 β-glucosidase 유전자 보유

여부와 각 균주별 쓴메밀의 rutin이 quercetin으로 전환되는

전환능을 확인하였다. CBT LP3, SL6, ST3 균주의 생물전

환능이 우수하였고, 복합효소 Cellulase KN® 첨가가 생물전

환능 증가 및 빠른 전환을 일으켰다[20]. 따라서 본 연구에

서는 생물전환능이 우수하여 선발된 3종의 프로바이오틱스

균주를 이용하여 단독 및 복합균주의 생물전환능을 평가하

였다. 각 균주의 배양 전과 배양 후의 생균수 및 pH 변화를

측정한 결과, 배양 전과 후의 생균수 차이는 없었으며, pH

는 배양 전 6.3에서 배양 후 LP3: 4.9, SL6: 5.1, ST3: 5.2,

3MIX: 5.0으로 배양 후 감소되는 경향을 보였다(Data not

shown). 볶음 쓴메밀 분말이 포함된 배양액은 배양 전에

rutin이 965.8 µM, quercetin이 4.0 µM의 농도였으나, 24시

간 배양 후 rutin이 8.1−17.0 µM, quercetin이 673.5−937.8 µM

의 농도로 quercetin의 농도가 크게 증가된 것을 확인하였

다(Fig. 1). 단독 및 복합균주 조합별 전환률은 단독 균주 배

양 시 84−89%, 2종 복합 균주 배양 시 70−90%, 3종 복합 균

주 배양 시 97%로 3종 복합 균주 배양이 가장 우수한 전환

능이 있는 것으로 확인되었다(Table 4).

볶음 쓴메밀 분말 첨가 배양여액의 항산화 효과 
볶음 쓴메밀 첨가 배지에서 단독 및 복합 프로바이오틱스

균주 배양여액의 항산화 효과를 평가하기 위하여 DPPH와

ABTS를 측정하였으며, 결과는 RC50 value (Concentration

for 50% reduction of free radical)로 표시하였다. 이들 두

라디칼은 항산화 물질로부터 전자 또는 수소를 제공받으면

Table 3. Primer sequences of individual gene for real-time RT-
PCR. 

Gene Sequence Reference

iNOS
forward 5'-CATGCTACTGGAGGTGGGTG-3'

Kim et al. 
(2019)

reverse 5'-CATTGATCTCCGTGACAGCC-3'

TNF-α
forward 5'-AGCACAGAAAGCATGATCCG-3'
reverse 5'-CTGATGAGAGGGAGGCCATT-3'

β-actin
forward 5'-ATCACTATTGGCAACGAGCG-3'
reverse 5'-TCAGCAATGCCTGGGTACAT-3'
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환원되어 고유의 색이 변하게 되어, 다양한 소재들의 항산화

활성을 측정하기 위한 방법으로 널리 이용되고 있다[25]. 배

양 전 배양액의 DPPH와 ABTS의 RC50 value는 각각 0.6,

0.6 μg/ml으로 확인되었다. 단일 균주 배양 시 배양여액의 항

산화 효과가 없었지만, 3종 복합균주 배양 시 대조군 대비

RC50 value가 각각 0.4, 0.2 μg/ml으로 항산화 효과가 증진

되는 것을 확인하였다(Table 5). 이는 3종 복합균주 배양에

따른 대사산물에 의한 시너지 효과로 사료된다. 선행연구에

서 쓴메밀 가공공정 중 증숙, 로스팅, 추출 조건 등의 변화

는 폴리페놀, 플라보노이드 등의 기능성 물질의 함량 변화를

가져오고 이에 따른 항산화 활성이 변화한다고 보고하였다

[26−28]. 이러한 복합균주 배양에 따른 자유라디칼 소거 활

성의 증가는 쓴메밀의 항산화 효과를 증진시킬 수 있음을 시

사한다.

볶음 쓴메밀 분말 첨가 배양여액의 항염증 효과 
Lipopolysaccharide (LPS)로 유도된 마우스 유래 RAW

264.7 세포 in vitro 모델은 항염증 효능 평가에 보편적으로

널리 사용되고 있는 방법이다[29, 30]. 볶음 쓴메밀 분말을

첨가하여 배양한 프로바이오틱스 배양액의 항염활성을 평가

하기 위해 각 시료를 1.25, 2.5, 5, 10, 20% (V/V) 농도로 처

리 및 LPS 1.0 μg/ml로 염증반응을 유도하여 24시간 뒤 세

포생존율을 MTT assay 방법으로 측정하였다. 10% 이상의

농도에서 유의적으로 세포 사멸이 확인된 그룹이 있었으며,

5% 농도로 처리시 약 10% 내외로 세포사멸이 관찰되었지만

통계적으로 유의미한 차이는 없었다(Fig. 2A). 따라서 5%로

시료 처리 후 염증활성을 측정하였고, 50.0 µM quercetin을

Fig. 1. Comparison of bioconversion activities of rutin and isoquercetin to quercetin with each probiotics and enzyme complex.
Quercetin yield (mol queretin/mol rutin + isoquercetin). CON, no probiotics inoculated media with roasted tartary buckwheat powder;
LP3, SL6, ST3, each probiotics cultured media in T-MRS; LP3 + SL6, LP3 and SL6 probiotics cultured media in T-MRS ; LP3 + ST3, LP3 and
ST3 probiotics inoculated group; SL6 + ST3, SL6 and ST3 probiotics cultured media in T-MRS; 3MIX, LP3, SL6 and ST3 probiotics cultured
media in T-MRS. Results are expressed as mean ± standard deviation (SD) of the mean. * p < 0.05 vs. 3MIX, *** p < 0.001 vs. 3MIX
(Quercetin). 

Table 4. The yield of bioconversion of rutin and isoquercetin
to quercetin with each probiotics and enzyme complex. 

Probiotics species
Quercetin yield

(mol queretin/mol rutin + 
isoquercetin)

LP3 88.95 ± 1.34%

SL6 84.10 ± 1.13%

ST3 87.00 ± 1.27%

LP3 + SL6 69.75 ± 0.63%

LP3 + ST3 89.55 ± 1.34%

SL6 + ST3 79.10 ± 0.98%

3MIX 97.05 ± 3.18%

Table 5. RC50 values (Concentration for 50% reduction of free
radical) resulting from DPPH radical and ABTS radical scav-
enging of each probiotics.

Treatment
RC50 (µg/ml)

DPPH ABTS

Vit C 0.07 ± 0.00 0.05 ± 0.00

Quercetin 0.06 ± 0.00 0.01 ± 0.00

T-MRS 0.57 ± 0.00 0.58 ± 0.01

3MIX 0.41 ± 0.01 0.21 ± 0.01

LP3 0.68 ± 0.02 0.56 ± 0.02

SL6 0.69 ± 0.02 0.57 ± 0.00

ST3 0.57 ± 0.08 0.56 ± 0.01
1)2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
2)2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diam-
monium salt
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양성대조군으로 사용하였다. LPS 단독 처리군의 NO 생성

량은 44.0 μM이었으며, 프로바이오틱스를 첨가하지 않은 배

지의 NO 생성량은 40.0 μM로 확인되었다. 볶음 쓴메밀 분

말 첨가 후 단독 균주 배양액 처리군의 NO 생성량은 각각

LP3: 31.6 μM, SL6: 30.6 μM, ST3: 30.8 μM으로 확인되었

다. 3종 복합 균주 배양액 처리군의 NO 생성량은 21.5 μM

으로 LPS 단독 투여군과 비교하여 약 48% 감소하는 효과를

보여 가장 우수한 NO 생성 억제 효과를 나타내었다. 양성대

조군으로 사용한 quercetin 처리 보다 약 10% NO 생성 감

소를 보였으나, 통계적으로 유의한 차이는 없었다(Fig. 2B).

쓴메밀의 생물전환으로부터 다양한 생리활성물질이 항염작

용을 한 것으로 사료되어 quercetin 단독 시료 보다 NO 생

성 억제가 개선된 것으로 추정되며 추후 대사체 분석을 통

해 항염 관련 물질을 평가할 필요성이 있다. 

많은 선행연구에서 LPS로 유도된 대식세포의 염증반응에

서 TNF-α 발현증가가 inducible nitric oxide synthase

(iNOS) 발현을 증가시키고, 증가된 iNOS에 의하여 NO 생

성이 증가한다고 알려져 있다[30]. 본 연구에서는 볶음 쓴메

밀 분말을 첨가하여 배양한 프로바이오틱스 배양액의 항염

활성을 평가하기 위해 LPS로 염증을 유도한 대식세포에 시

료를 처리하였다. iNOS와 TNF-α의 mRNA 발현을 qRT-

PCR로 측정한 결과, iNOS의 mRNA 발현은 LPS 단독 처리

군에서 약 27배 발현이 증가하였으며, 배양여액 처리군은

LPS 단독 처리군과 비교하여 3MIX 56%, LP3 48%, SL6

42%, ST3 48%, 볶음 쓴메밀 분말이 포함된 프로바이오틱스

미접종 배양액(T-MRS) 11%의 iNOS 발현을 억제하여 3MIX

처리군이 가장 염증 억제 효과가 우수하였다(Fig. 3A). 이는

양성대조군으로 사용한 quercetin 보다 유의하게 발현이 억

제되었다(Fig. 3A). TNF-α 발현은 LPS 단독 처리에 의해 약

6.6배 증가하였지만, 볶음 쓴메밀 분말 첨가배지에서 프로바

이오틱스를 배양한 배양여액 처리에서 각각 3MIX 49%, LP3

45%, SL6 47% 및 ST3 47% 억제되었다(Fig. 3B). 

볶음 쓴메밀 분말 첨가 배양여액의 사이토카인 분비 조절  
볶음 쓴메밀 분말 첨가배지에서 프로바이오틱스 배양여액

의 염증 억제기능이 염증유발 관련 사이토카인(pro-

Fig. 2. The effects of probiotics-cultured media with roasted tartary buckwheat powder on cell viability (A) and inhibition of
nitrite production (B) in RAW 264.7 macrophages treated with various samples. NOR, untreated group; LPS, LPS-induced group;
QCT, 50 μM of quercetin treated group; T-MRS, MRS included roasted tartary buckwheat powder; 3MIX, three probiotics mixture (LP3,
SL6, ST3) cultured media in T-MRS; LP3, LP3 probiotics cultured media in T-MRS; SL6, SL6 probiotics cultured media in T-MRS; ST3, ST3
probiotics cultured media in T-MRS. Results are expressed as mean ± standard deviation of the mean (SD), (N = 3). * p < 0.05,
** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. NOR, a: vs. LPS group, b: vs. QCT group, c: vs. T-MRS. Significant difference p < 0.05 
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inflammatory cytokines) 또는 항염증 관련 사이토카인

(anti-inflammatory cytokines) 조절에 의한 것 인지를 확인

하고자, IL-6 및 IL-4의 분비량을 ELISA 방법으로 측정하였

다. LPS 단독 처리에 의해 IL-6 분비량은 약 45배 증가한

219.9 ρg/ml로 확인되었다. 볶음 쓴메밀 분말 첨가배지에 프

로바이오틱스 배양한 배양여액 처리 시 각각 3MIX 74.9 ρg/

ml, LP3 80.6 ρg/ml, SL6 65.1 ρg/ml, ST3 66.8 ρg/ml로

측정되어, 63−70%의 IL-6 분비가 억제되었으며, T-MRS 처

리군에서 156.2 ρg/ml로 약 29%의 억제되었다(Fig. 4A). 또

한 균주별 모든 배양여액이 quercetin 보다 IL-6 분비를 억

제하여, quercetin 단독 물질 보다는 생물전환 여액에

quercetin을 포함한 다양한 항염물질이 포함되어 있을 것으

로 추정된다. IL-4 분비량은 T-MRS에서 15.8 ρg/ml로 확인

된 반면, 3MIX 21.8 ρg/ml, LP3 32.8 ρg/ml, SL6 37.2 ρg/

ml로 프로바이오틱스와 배양 후 1.4−2.4배 증가되었다(Fig.

4B). Fig. 3, 4에서 확인한 바와 같이, 볶음 쓴메밀 분말 첨가

배지인 T-MRS 처리군과 비교하여, 프로바이오틱스 배양여

액에서 염증 조절인자인 iNOS, TNF-α, IL-6, IL-4가 유의적

Fig. 3. Levels of iNOS (A) and TNF-a (B) gene expression in LPS induced-RAW 264.7 macrophages treated probiotics cultured
media with roasted tartary buckwheat powder. NOR, untreated group; LPS, LPS-induced group; QCT, 50 μM of quercetin treated
group; T-MRS, MRS included roasted tartary buckwheat powder; 3MIX, three probiotics mixture (LP3, SL6, ST3) cultured media in T-MRS;
LP3, LP3 probiotics cultured media in T-MRS; SL6, SL6 probiotics cultured media in T-MRS; ST3, ST3 probiotics cultured media in T-MRS.
Results are expressed as mean ± standard deviation of the mean (SD), (N = 3). a: vs. LPS group, b: vs. QCT group, c: vs. T-MRS. Significant
difference p < 0.05 

Fig. 4.  Production of IL-6 (A) and IL-4 (B) in LPS induced-RAW 264.7 macrophages treated with various samples. NOR, untreated
group; LPS, LPS-induced group; QCT, 50 μM of quercetin treated group; T-MRS, MRS included roasted tartary buckwheat powder.
treated group; 3MIX, three probiotics mixture (LP3, SL6, ST3) cultured media in T-MRS; LP3, LP3 probiotics cultured media in T-MRS; SL6,
SL6 probiotics cultured media in T-MRS; ST3, ST3 probiotics cultured media in T-MRS. Results are expressed as mean ± standard
deviation of the mean (SD) (SD), (N = 3). a: vs. LPS group, b: vs. QCT group, c: vs. T-MRS. Significant difference p < 0.05 
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으로 조절되었으며, 이는 프로바이오틱스에 의한 생물전환

으로 quercetin 함량의 증가일 것으로 판단된다. 이는 rutin

은 프로바이오틱스와 쓴메밀이 가지고 있는 효소에 의하여

분해되기 용이하다는 점과[14, 31], quercetin이 rutin과 비

교하여 항염 항산화 활성 및 생체이용률이 높은 것과 관련

있을 것으로 사료된다[32]. 

이상의 결과들을 종합해보면, 쓴메밀과 생물전환 효소를

가지고 있는 프로바이오틱스를 복합하여 배양하면 쓴메밀의

주요 생리활성 물질인 rutin의 97% 이상이 quercetin으로 생

물전환 되는 것을 확인하였으며, 전환된 quercetin을 포함하

여 다양한 미생물 대사체들이 생성되어 항염 및 다양한 생

리활성을 나타낸 것으로 추정된다. 결론적으로, 프로바이오

틱스를 이용한 쓴메밀 발효 또는 쓴메밀과 프로바이오틱스

병용 섭취가 쓴메밀의 생리활성 기능을 증대시킬 수 있을 것

으로 사료되어, 프로바이오틱스를 이용한 쓴메밀 발효물의

대사체 연구 및 이의 생리활성 등의 추가연구를 통하여 건

강기능식품 등의 기능성 원료 후보로 활용이 가능할 것으로

기대된다.

요 약

본 연구에서는 볶음 쓴메밀 ‘황금미소’ 분말을 첨가한 배

지에 단일 및 복합 프로바이오틱스를 배양하여 쓴메밀 주요

성분인 rutin의 quercetin으로 생물전환능과 이의 항산화, 항

염 생리활성을 평가하였다. 단일 균주 배양 시 생물전환률은

각각 LP3 89%, SL6 84%, ST3 87%로 보였으며, 프로바이

오틱스 3종 복합 배양 시 97%로 단일균주와 비교하여 유의

적으로 증가하였다. 배양 전 배양액과 3종의 단일 균주 배양

및 복합 균주 배양액에서 DPPH, ABTS 분석 결과, 3종 프

로바이오틱스 복합 균주 배양 시 항산화 활성이 유의적으로

증가하였다. 또한, LPS에 의해 유도된 RAW 264.7 세포의 염

증반응 분석결과, 산화질소 생성능, iNOS와 TNF-α의

mRNA 발현, IL-6와 IL-4 사이토카인 분비능이 3종 프로바

이오틱스 복합 균주 배양 시 가장 우수한 효능을 확인하였다. 

이상의 결과는 쓴메밀 혹은 rutin이 풍부한 천연물과 이의

생물전환이 가능한 CBT LP3, SL6, ST3의 복합 섭취가

rutin 성분의 quercetin으로 전환 및 항염, 항산화 등의 생리

활성 효력 증대에 영향을 줄 수 있을 것으로 판단된다.
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