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SUMMARY

Development of specialized nutrition food products for cancer patients

II. Performance in comparison with goal

III. Background and objectives

l Incidence of cancer has been steadily increased worldwide and cancer contributes as the 

most important cause of mortality. In fact, direct cause of mortality has been attributed to 

disturbed immune function and malnutrition. Cancer chemotherapy and radiotherapy causes 

gastrointestinal mucositis evoking anorexia and nutrient malabsorption. Therefore, there is a 

great deal of needs for specialized nutrition food products available to these cancer 

patients.

l As the life expectency extended, specialized nutrition food products market is rapidly 

growing. Especially, depending on the type of chronic disease and problematic physical 

functions of the aged people, there are different needs for the products. The fermented rice 

bran powder and super black rice used in this study are known to possess 

immune-stimulatory effects and anti-inflammatory effects, respectively. Therefore, these 

components may act as functional components in specialized nutrition food products.

l Therefore, the objective of this study is to develop specialized nutrition food products 

containing functional components followed by providing evidence of their efficacy, safety 

and taste. Hopely these products do well in the global market. and further research and 

development in this area is warranted contributing to produce high-value added agricultural 

products.

IV. Study methods   

Four study groups closely communicated to perform the study. The first group evaluated in 

vivo immune-stimulatory and anti-inflammatory effects of individual functional components 

followed by the evaluation of same effects exerted from the combination of different 

components. The production of immune-stimulatory fermented rice bran power was produced 

by the third group and the fourth group established irradiation protocols to obtain microbial 

safety. Nutritional status of cancer patients was evaluated to obtain best markers to be used in 

human intervention trial, while the other groups optimized the production and irradiation 

protocols. Trial specialized nutrition food products were prepared for the trial and the 

intervention was performed in cancer patients with a parallel design for 8 weeks. Biochemical 

and clinical markers were used to determined the efficacy and safety. 



V. Study results

l Among many components, cyanidine-containing super black rice and arabinoxylan-containing 

fermented rice bran were proven to be superior and used in animal model study. 5-FU 

treated animals were fed with soluble rice bran powder, super black rice powder, chiaseed 

oil, glutamine, or fish oil both separately and in combination. Soluble rice bran powder and 

super black rice powder showed effective immune-stimulatory activity and anti-inflammatory 

activity although the efficacy was not statistically significant. However, the active 

components, cyanidine and arabinoxylan showed significant efficacy. The pilot product 

containing soluble rice bran powder (with high arabinoxylan content) and super black rice 

powder were used as functional ingredients. The 8-week human intervention trial was 

performed to evaluate the efficacy of newly developed special nutrition food products. 

Results indicated that intervention group showed significantly higher QOL score and lower 

production of cytokines. Studies on additionaly recruited subjects are on going.

l The second group established the optimized irradiation protocol for the products by 

measuring remaining microbial activity and sensory scores. Upon the finalization of product  

selections being 3 (cereal-based, herbal-based, fruit-based products), the optimization of 

irradiation protocol was performed after the determination of nutrient loss and genotoxic 

activity.

l The third group focused on the prodution of new specialized nutrition food products. First, 

the process of soluble, fermented rice bran powder production was developed, and then 

their immune-stimulatory effects were determined with irradiation. Based on market search 

and sensory evaluation, three candidate products were developed and subjected for sensory 

test by cancer patients. The cereal-based products scored high, and used in the study. 

Quality maintenance period and irradiation protocol to limit microbial activity were 

determined, and production standards are set.

VI. Products of the study and future application plans

l As planned, a new specialized nutrition food products containing functional components is 

manufactured as a pilot product and tested for their efficacies in human intervention trials. 

During the study, three patent applications were made. A total of  papers were published in 

peer-reviewed journals. More than 20 presentations were delivered at local and 

international conferences and several public communications were achieved.

l After successful patent registration, technology transfer is planned. The developed products  

will be finalized as a finished products. At the present, there is few special nutrition food 

products available to consumers including cancer patients, our product is expected to lead 

the market in Korea for now. The product development protocol established in this study is 

being used for another intervention study in cancer patients, and will contribute to expand 

the market.   
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Table 1-43. Dietary intakes analysis

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week
Energy (kcal) 994.48 ± 527.97 1107.73 ± 458.55 941.91 ± 411.27 994.32 ± 468.25 1007.82 ± 488.04 1238.47 ± 342.35

Carbohydrate
(g) 179.35 ± 99.62 183.86 ± 97.72 170.56 ± 73.81 170.21 ± 83.41 171.51 ± 74.17 218.43 ± 57.87

Fat (g) 17.03 ± 11.98 15.58 ± 10.43 15.77 ± 12.38 17.91 ± 7.51 18.41 ± 15.59 23.54 ± 9.70

Protein (g) 33.95 ± 18.11 36.29 ± 26.41 33.12

± 16.03 38.74 ± 20.27 43.51 ± 27.43 42.28 ± 15.72

Fiber (g) 13.00 ± 8.97 14.21 ± 11.62 12.69 ± 5.65 11.58 ± 4.16 14.38 ± 11.01 16.68 ± 9.85
Vitamin A
(ug RE) 746.87 ± 955.81 337.39 ± 374.04 419.66 ± 293.94 371.56 ± 206.42 337.46 ± 276.20 531.28 ± 427.20

Vitamin C (mg) 95.23 ± 88.79 87.29 ± 100.48 114.52 ± 139.94 53.16 ± 42.25 56.48 ± 39.44 76.05 ± 57.89

Vitamin B1
(mg)

0.70 ± 0.57 0.60 ± 0.35 0.58 ± 0.30 0.67 ± 0.34 0.67 ± 0.36 0.90 ± 0.38‡

Vitamin B2
(mg)

0.75 ± 0.67 0.58 ± 0.34 0.68 ± 0.45 0.57 ± 0.31 0.71 ± 0.63 0.75 ± 0.44

Vitamin B6
(mg)

0.87 ± 0.49 0.88 ± 0.64 0.97 ± 0.73 0.90 ± 0.35 1.11 ± 0.60 1.12 ± 0.43

Folate (ug) 270.44 ± 180.30 313.84 ± 218.49 316.84 ± 215.02 276.50 ± 116.45 322.65 ± 210.34 452.23 ± 313.12

Calcium (mg) 241.17 ± 157.28 258.47 ± 197.60 265.39 ± 228.23 292.65 ± 167.61 360.79 ± 267.50 370.06 ± 230.15

Phosphorus
(mg)

526.82 ± 278.73 550.06 ± 320.65 516.98 ± 264.03 572.53 ± 292.17 695.18 ± 466.20 731.98 ± 306.45

Sodium (g) 2.22 ± 1.42 2.27 ± 1.29 2.13 ± 1.44 2.41 ± 1.05 2.27 ± 1.14 2.69 ± 1.53

Chlorine (mg) 86.01 ± 77.67 95.33 ± 121.25 97.94 ± 131.19 135.04 ± 104.64 160.17 ± 175.23 306.58 ± 267.53

Potassium (g) 1.65 ± 1.17 1.51 ± 0.88 1.50 ± 0.86 1.54 ± 0.79 1.99 ± 1.51 2.03 ± 0.78

Magnesium
(mg)

33.51 ± 31.10 40.94 ± 65.88 32.69 ± 35.12 46.81 ± 25.71 56.94 ± 38.69 56.91 ± 49.71

Iron (mg) 10.31 ± 7.74 9.28 ± 5.83 8.99 ± 5.10 8.20 ± 3.92 12.26 ± 8.68 9.79 ± 4.23

Zinc (mg) 5.57 ± 3.11 5.67 ± 3.25 5.36 ± 2.57 6.44 ± 3.74 6.48 ± 3.39 6.95 ± 1.95

Copper (mg) 0.64 ± 0.33 0.90 ± 0.65 0.66 ± 0.30 0.80 ± 0.42 0.73 ± 0.40 1.05 ± 0.42‡

Selenium (ug) 46.69 ± 23.69 56.93 ± 61.11 40.72 ± 17.26 56.16 ± 30.97 52.96 ± 42.45 55.10 ± 17.96

Cholesterol 101.65 ± 106.72 122.96 ± 216.21 120.68 ± 112.98 146.31 ± 127.22 197.40 ± 273.18 109.70 ± 108.58
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Value are mean ± standard deviation
abcMean value within the same column followed by the different letters are significantly different (p<0.05).
ABCMean value within the same column followed by the different letters are significantly different (p<0.05).

* Significantly different between control and experimental group at baseline (P<0.05, T-test)

†Significantly different between control and experimental group at 4week (P<0.05, T-test)

‡Significantly different between control and experimental group at 8week (P<0.05, T-test)

(mg)
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(5) Time-point별 혈액 지표

(가) Repeated measured ANOVA 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 기본 혈액 지표 비교는 time point별로 Repeated

measured ANOVA 분석을 실시함. 대조군과 실험군 간의 알부민, 프리알부민, 콜레스테롤,

WBC, RBC, 헤모글로빈 등에서 두 군간 유의적인 차이가 관찰되지 않았음 (Table 1-42). 그러

나 RBC농도가 대조군에서는 감소한 반면 실험군에서 증가하는 경향을 보였음 (p=0.052).

(나) Mann-Whitney test 및 Wilcoxon signed rank test 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 기본 혈액 지표 비교를 Mann-Whitney test를 사용

하여 분석하였음. 각 주차별 대조군과 실험군 간의 albumin, prealbumin, cholesterol, WBC,

RBC, Hb 등에서 유의적인 차이가 관찰되지 않았음. 또한 baseline, 4주, 8주간의 차이값을 이

용하여 Mann-Whitney test를 사용하여 분석하였음. 두 군 간의 주차별 혈중 영양상태 지표에

는 유의적인 차이가 나타나지 않았음 (Table 1-43).
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Table 1-44. Changes of blood nutritional biomarkers of the subjects.

†Significantly different between control and experimental group (P<0.05, Repeated measured ANOVA test) †<0.05

Abbreviation : WBC=white blood cell, RBC=red blood cell, Hb= hemoglobin, Hct=hematocrit, MCV=mean corpuscular volume,

MCHC=mean corpuscular hemoglobin concentration, MPV=mean platelet volume,

　 Control(n=28) Experimental(n=10) p value

Albumin (g/dl) 0.3322

baseline 3.81 ± 0.07 3.91 ± 0.12

4 weeks 3.91 ± 0.15 4.02 ± 0.24

8 weeks 3.72 ± 0.08 3.96 ± 0.14

Prealbumin (mg/dl) 0.0907

baseline 17.92 ± 1.47 24.07 ± 2.14

4 weeks 22.24 ± 169 27.39 ± 2.45

8 weeks 21.77 ± 1.67 23.84 ± 2.42

Cholesterol (mg/dl) 0.8609

baseline 159.75 ± 8.21 162.00 ± 10.95

4 weeks 165.56 ± 10.05 161.33 ± 13.41

8 weeks 154.56 ± 11.21 163.89 ± 14.94

WBC (103/ L) 0.2410

baseline 6.81 ± 0.84 10.00 ± 1.37

4 weeks 6.02 ± 0.80 7.03 ± 1.31

8 weeks 6.73 ± 0.71 6.84 ± 1.15

RBC (1003/ L) 0.1603

baseline 3.99 ± 0.11 4.05 ± 0.18

4 weeks 3.86 ± 0.14 4.02 ± 0.23

8 weeks 3.79 ± 0.34 4.87 ± 0.55

Hb (g/dL) 0.0524

baseline 11.49 ± 0.37 11.98 ± 0.61

4 weeks 11.18 ± 0.37 11.92 ± 0.60

8 weeks 11.17 ± 1.04 14.91 ± 1.69

Hct (%) 0.1430

baseline 34.97 ± 0.94 35.69 ± 1.54

4 weeks 34.23 ± 1.08 35.79 ± 1.76

8 weeks 34.26 ± 1.91 40.64 ± 3.11

MCV (fL) 0.4495

baseline 88.15 ± 1.34 88.17 ± 2.18

4 weeks 89.20 ± 1.21 89.57 ± 1.96

8 weeks 91.12 ± 2.54 84.20 ± 4.15

MCHC (g/dL) 0.0680

baseline 32.76 ± 0.31 33.52 ± 0.50

4 weeks 32.72 ± 0.27 33.23 ± 0.44

8 weeks 32.59 ± 5.53 50.97 ± 9.03

MPV (fL) 0.3438

baseline 9.60 ± 0.17 9.46 ± 0.28

4 weeks 9.28 ± 0.18 9.28 ± 0.29

8 weeks 9.28 ± 0.36 8.34 ± 0.60

Lymphocyte (%) 0.5915

baseline 26.69 ± 2.25 27.23 ± 3.68

4 weeks 32.36 ± 2.85 29.40 ± 4.66

8 weeks 30.77 ± 3.50 25.80 ± 5.72

Eosinophil (%) 0.3490

baseline 2.57 ± 0.62 4.50 ± 1.01

4 weeks 1.90 ± 0.65 2.76 ± 1.06

8 weeks 2.14 ± 0.55 1.60 ± 0.90

Basophil (%) 0.9030

baseline 0.44 ± 0.09 0.79 ± 0.14

4 weeks 0.52 ± 0.07 0.44 ± 0.11

8 weeks 0.39 ± 0.07 0.36 ± 0.11
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Table 1-45. Changes of blood nutritional biomarkers of the subjects.

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week

Albumin (g/dl) 3.76 ± 0.39 3.91 ± 0.82 3.72 ± 0.44 4.25 ± 1.15 4.01 ± 0.30 3.96 ± 0.36

Prealbumin (mg/dl) 17.15 ± 5.86 21.15 ± 8.15 19.46 ± 7.35 22.89 ± 8.40 25.92 ± 8.40 23.84 ± 9.67

Cholesterol (mg/dl) 162.79 ± 41.12 154.14 ± 37.35 155.64 ± 44.12 161.70 ± 17.70 159.10 ± 38.79 163.89 ± 50.94

WBC (103/ L) 6.81 ± 2.46 6.02 ± 3.78 6.73 ± 3.51 9.81 ± 6.54 6.67 ± 4.28 6.84 ± 3.30

RBC (1003/ L) 3.99 ± 0.60 3.86 ± 0.68 3.79 ± 0.68 4.03 ± 0.35 3.99 ± 0.69 4.87 ± 3.02

HB (g/dL) 11.49 ± 1.98 11.18 ± 1.68 11.17 ± 1.74 12.02 ± 1.24 11.91 ± 1.95 14.91 ± 9.55

Hct (%) 34.97 ± 5.00 34.23 ± 5.25 34.26 ± 5.03 35.70 ± 3.15 35.56 ± 5.12 40.64 ± 16.28

MCV (fL) 88.15 ± 7.17 89.20 ± 6.29 91.12 ± 6.34 88.58 ± 4.26 89.71 ± 4.48 84.20 ± 22.01

MCHC (g/dL) 32.78 ± 1.62 32.72 ± 1.32 32.59 ± 1.10 33.63 ± 1.12 33.43 ± 1.38 50.97 ± 53.27

MPV (fL) 9.60 ± 0.70 9.28 ± 0.75 9.28 ± 0.90 9.56 ± 1.10 9.27 ± 1.11 8.34 ± 3.19

Lymphocyte (%) 26.69 ± 9.23 32.36 ± 14.59 30.77 ± 16.64 25.48 ± 15.27 32.72 ± 15.43 25.80 ± 18.52

Eosinophil (%) 2.57 ± 1.80 1.90 ± 3.06 2.14 ± 2.99 4.05 ± 5.01 2.51 ± 3.40 1.60 ± 1.63

Basophil (%) 0.44 ± 0.33 0.52 ± 0.36 0.39 ± 0.31 0.53 ± 0.60 0.43 ± 0.21 0.36 ± 0.37

△4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline △4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline

Albumin 0.15 ± 0.88 -0.19 ± 0.70 -0.05 ± 0.55 -0.24 ± 1.30 -0.07 ± 0.20 -0.29 ± 1.36

Prealbumin 4.55 ± 6.90 -3.41 ± 8.70 1.87 ± 9.87 3.03 ± 6.61 -3.44 ± 4.07 -0.22 ± 5.66

Cholesterol 12.42 ± 81.88 1.38 ± 79.38 8.08 ± 80.40 -2.60 ± 29.09 2.56 ± 32.63 1.89 ± 37.60

WBC -0.79 ± 3.50 0.72 ± 4.46 -0.43 ± 4.18 -3.14 ± 4.34 -0.19 ± 2.95 -3.16 ± 4.59

RBC -0.12 ± 0.54 -0.08 ± 0.47 -0.15 ± 0.60 -0.05 ± 0.47 0.85 ± 2.78 0.82 ± 3.01

HB -0.31 ± 1.65 -0.02 ± 1.43 -0.33 ± 2.10 -0.11 ± 1.41 2.99 ± 9.53 2.93 ± 10.12

Hct -0.74 ± 4.65 0.03 ± 3.90 -0.59 ± 5.75 -0.14 ± 4.17 4.86 ± 15.47 4.96 ± 17.19

MCV 1.06 ± 3.84 1.91 ± 3.14 2.21 ± 3.78 1.13 ± 3.23 -5.37 ± 18.60 -3.97 ± 19.35

MCHC -0.06 ± 1.14 -0.13 ± 1.23 -0.26 ± 1.39 -0.20 ± 1.19 17.73 ± 53.84 17.44 ± 54.03

MPV -0.32 ± 0.60 0.00 ± 0.69 -0.34 ± 0.67 -0.29 ± 0.53 -0.94 ± 3.04 -1.11 ± 3.00

Lymphocyte 5.67 ± 12.77 -1.59 ± 15.43 4.08 ± 14.05 7.24 ± 20.31 -3.60 ± 13.47 -1.43 ± 18.00

Eosinophil -0.67 ± 3.46 0.24 ± 3.68 -0.26 ± 3.67 -1.54 ± 4.46 -1.16 ± 2.38 -2.90 ± 5.21

Basophil 0.08 ± 0.44 -0.13 ± 0.43 -0.05 ± 0.29 -0.10 ± 0.45 -0.09 ± 0.51 -0.23 ± 0.83
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Abbreviations: WBC= white blood cell; RBC=red blood cell; HB=hemoglobin; Hct=Hematocrit; MCV=mean corpuscular volume; MCHC=mean corpuscular hemoglobin concentration; MPV=mean

platelet volume;

between treatments (Control VS Experimental)

△△4 week-baseline △△8 week-4 week △△8 week-baseline
Albumin -0.20 ± 1.45 -0.10 ± 0.33 -0.37 ± 1.38

Prealbumin 1.69 ± 6.94 -4.91 ± 6.43 -2.98 ± 5.01

Cholesterol 13.27 ± 41.08 13.00 ± 37.19 7.00 ± 58.96

WBC -2.09 ± 8.01 -0.78 ± 7.93 -2.89 ± 6.10

RBC 0.19 ± 0.57 0.88 ± 2.71 1.09 ± 2.94

HB 0.55 ± 1.84 3.08 ± 9.27 3.68 ± 10.02

Hct 1.86 ± 6.22 4.28 ± 15.15 6.42 ± 17.09

MCV 0.56 ± 4.29 -7.84 ± 17.97 -6.87 ± 19.25

MCHC -0.27 ± 1.65 18.52 ± 53.33 18.10 ± 54.08

MPV -0.09 ± 0.75 -0.88 ± 3.30 -0.87 ± 2.73

Lymphocyte 1.90 ± 30.72 1.73 ± 25.42 -2.59 ± 26.22

Eosinophil -2.19 ± 8.53 -0.66 ± 3.23 -3.12 ± 7.01
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(6) Time-point별 PG-SGA

연구대상자의 time-point별 PG-SGA를 이용한 영양 상태를 아래의 통계 방법을 통해 분석하

였음. PG-SGA는 점수에 따라 0~1점 (영양중재가 필요 없음), 2~3점 (약물 치료가 동반된 영양

사 또는 간호사, 다른 의료인에 의한 환자와 가족의 교육 및 적절한 검사 필요), 4~8점 (간호사

또는 의사와 함께 영양사에 의한 중재가 필요함, 9점 이상 (영양 중재 선택에 대한 중요성 요

구됨)으로 분류함.

SGA-A는 환자의 영양관리 자가 진단에 해당하는 부분으로 체중 변화, 식품 섭취 정도, 활동

정도를 나타내는 항목이고, SGA-B는 환자의 질환과 영양 요구량에 해당하는 부분임. SGA-C

는 환자의 발열 상태와 스테로이드제의 복용량에 따른 대사적 요구량에 해당하고 SGA-D는

신체구성에 해당하는 부분임.

(가) Repeated measured ANOVA 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 PG-SGA score를 Repeated measured ANOVA 분석

을 실시함. 두 군 간의 PG-SGA score의 유의적인 차이는 없었음 (Table 1-44).

Table 1-46. Changes of PG-SGA of the subjects.

Significantly different between control and experimental group (P<0.05, Repeated measured ANOVA test)

Abbreviations: PG-SGA=Patient-Generated Subjective Global Assessment;

　 Control(n=28) Experimental(n=10) p value

PG-SGA 0.5173

baseline 11.89 ± 0.66 10.75 ± 1.24

4 weeks 7.50 ± 0.74 9.88 ± 1.38

8 weeks 8.00 ± 0.87 9.36 ± 1.63

SGA_A 0.5535

baseline 5.68 ± 0.60 5.25 ± 1.12

4 weeks 2.36 ± 0.56 4.13 ± 1.05

8 weeks 3.11 ± 0.66 3.63 ± 1.24

SGA_B 0.9235

baseline 1.52 ± 0.10 1.50 ± 0.18

4 weeks 1.52 ± 0.11 1.50 ± 0.20

8 weeks 1.52 ± 0.10 1.50 ± 0.18

SGA_C 0.2607

baseline 0.00 ± 0.04 0.25 ± 0.08

4 weeks 0.11 ± 0.08 0.25 ± 0.14

8 weeks 0.16 ± 0.07 0.13 ± 0.13

SGA_D 0.7276

baseline 4.71 ± 0.20 3.75 ± 0.37

4 weeks 3.64 ± 0.33 4.00 ± 0.62

8 weeks 3.39 ± 0.31 3.50 ± 0.58
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(나) Mann-Whitney test 및 Wilcoxon signed rank test 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 PG-SGA score를 Mann-Whitney 분석을 이용하여

비교해 본 결과 SGA-D score가 실험군 baseline에서 대조군 baseline보가 높게 나타났음.

Baseline, 4주, 8주간의 차이값을 Mann-Whitney test를 사용하여 분석한 결과에서도 유의한

차이는 관찰되지 않았음 (Table 1-45).

PG-SGA score를 Wilcoxon signed rank test를 사용하여 분석한 결과에서도 PG-SGA score

에서 유의적인 차이는 관찰되지 않았음 (Table 1-45).
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Table 1-47 Changes of PG-SGA of the subjects.

† Significantly different between control and experimental group at baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) †<0.05

‡ Significantly different between control and experimental group at baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) ‡<0.05

* Significantly different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) *<0.05

** different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) **<0.05

Abbreviations: PG-SGA, Patient-Generated Subjective Global Assessment;

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week

PG-SGA 11.88 ± 3.43 8.33 ± 3.07 9.13 ± 4.05 10.60 ± 3.75 9.70 ± 3.80 9.38 ± 4.07

SGA_A 5.67 ± 3.06 2.67 ± 2.99 3.46 ± 3.66 5.10 ± 3.21 4.10 ± 3.03 3.63 ± 3.38

SGA_B 1.54 ± 0.51 1.50 ± 0.59 1.54 ± 0.51 1.60 ± 0.52 1.60 ± 0.52 1.50 ± 0.53

SGA_C 0.00 ± 0.00 0.13 ± 0.34 0.17 ± 0.38 0.20 ± 0.42 0.20 ± 0.42 0.13 ± 0.35

SGA_D 4.67 ± 1.05 4.04 ± 1.52 3.96 ± 1.12 3.70 ± 1.06† 3.80 ± 1.03 3.50 ± 1.07

△4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline △4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline

PG-SGA -3.54 ± 3.83 0.79 ± 3.35 -2.75 ± 4.25 -0.90 ± 3.96 -0.50 ± 0.53 -1.38 ± 2.88

SGA_A -3.00 ± 3.95 0.79 ± 2.75 -2.21 ± 3.97 -1.00 ± 2.79 -0.50 ± 2.27 -1.63 ± 2.97

SGA_B -0.04 ± 0.36 0.04 ± 0.20 0.00 ± 0.29 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00

SGA_C 0.13 ± 0.34 0.04 ± 0.46 0.17 ± 0.38 0.00 ± 0.47 -0.13 ± 0.64 -0.13 ± 0.35

SGA_D -0.63 ± 1.35 -0.08 ± 1.41 -0.71 ± 1.04 0.10 ± 1.20 -0.50 ± 0.53 -0.25 ± 0.71

between treatments (Control vs. Experimental)

△△4 week-baseline △△8 week-4 week △△8 week-baseline
PG-SGA 2.00 ± 6.11 -1.25 ± 3.37 1.38 ± 6.86

SGA_A 1.10 ± 5.34 -1.25 ± 4.00 0.50 ± 6.52

SGA_B 0.00 ± 0.47 -0.13 ± 0.35 0.00 ± 0.00

SGA_C -0.20 ± 0.63 -0.25 ± 0.89 -0.37 ± 0.74

SGA_D 1.10 ± 1.79 -0.25 ± 1.28 0.63 ± 1.51
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(7) Time-point별 혈중 염증 지표

연구 대상자의 혈액을 채취 후 serum을 분리하여 염증 지표를 측정하였음.

(가) Repeated measured ANOVA 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 혈중 염증 지표 IL-8, IL-10, CRP의 수치를

Repeated measured ANOVA 분석을 실시함. 두 군 간의 혈중 염증 지표 수치의 유의적인 차

이는 없었음(Table 1-46).

Table 1-48. Changes of blood inflammatory markers of the subjects.

†different between control and experimental group (P<0.05, Repeated measured ANOVA test) †<0.05

Abbreviation : IL-8=interleukin-8, IL-10=interleukin-10, CRP=C-reactive protein

(나) Mann-Whitney test 및 Wilcoxon signed rank test 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 혈중 염증 지표 수치를 Mann-Whitney 분석ㅇ르 이

용하여 비교한 결과 두 군 간의 유의적인 차이는 없었음. Baseline, 4주, 8주간의 차이 값을 이

용하여 Mann-Whitney test를 사용하여 분석한 결과에서도 대조군과 실험군 간의 혈중 염증

지표 수치의 주차별 차이 값에는 유의적인 차이가 나타나지 않았음 (Table 1-47).

Wilcoxon signed rank test를 사용하여 대조군의 각 주차별 변화량과 실험군의 각 주차별 변

화량 차이를 분석함. 혈중 염증 지표 수치에서도 유의적인 차이는 관찰되지 않았음 (Table

1-47).

　 Control(n=24) Experimental(n=10) p value

IL-8(pg/ml) 0.2451

baseline 45.20 ± 11.53 13.30 ± 22.58

4 weeks 39.62 ± 6.97 17.60 ± 13.64

8 weeks 74.45 ± 27.89 26.58 ± 54.61

IL-10(pg/ml) 0.2098

baseline 2.51 ± 1.53 7.02 ± 2.99

4 weeks 3.55 ± 2.12 7.10 ± 4.15

8 weeks 2.06 ± 0.43 2.97 ± 0.84

CRP( g/ml) 0.5497

baseline 26.07 ± 0.89 8.79 ± 19.59

4 weeks 20.79 ± 11.08 5.81 ± 9.97

8 weeks 12.20 ± 5.50 3.54 ± 12.05
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Table 1-49. Changes of blood inflammatory markers of the subjects.

† different between control and experimental group at baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) †<0.05

‡ different between control and experimental group at baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) ‡<0.05

* different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) *<0.05

** different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) **<0.05

Abbreviations: IL, interleukin; CRP, C-reative protein;

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week

IL-8 (pg/ml) 44.45 ± 59.97 42.49 ± 38.50 74.45 ± 148.03 17.59 ± 10.67 20.72 ± 12.97 23.14 ± 13.72

Il-10 (pg/ml) 2.44 ± 5.70 3.55 ± 9.32 2.02 ± 1.98 10.01 ± 16.02 15.43 ± 25.11 3.39 ± 2.83

CRP ( g/ml) 26.07 ± 46.92 20.79 ± 58.84 12.20 ± 29.16 9.15 ± 13.90 4.62 ± 10.61 3.21 ± 2.59

△4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline △4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline

IL-8 -1.95 ± 60.30 34.83 ± 136.70 29.25 ± 126.89 5.51 ± 7.96 8.98 ± 14.76 11.97 ± 15.83

Il-10 0.96 ± 10.93 -1.38 ± 9.30 -0.42 ± 6.05 3.11 ± 8.35 -4.13 ± 11.39 -3.44 ± 9.39

CRP -5.28 ± 71.81 -8.59 ± 53.94 -13.87 ± 36.96 -3.87 ± 18.44 2.37 ± 2.45 -5.24 ± 18.49

Between treatments

△△4 week-baseline △△8 week-4 week △△8 week-baseline

IL-8 32.04 ± 89.96 -2.19 ± 65.08 -4.54 ± 44.81

Il-10 4.26 ± 10.54 -5.30 ± 12.21 -3.80 ± 8.92

CRP 30.60 ± 74.76 1.44 ± 2.86 29.92 ± 82.01
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(8) Time-point별 LPS 처리한 PBMC의 cytokine 발현 수치

연구 대상자의 0주차와 8주차의 혈액을 채취하여 pheripheral blood mononuclear cell(PBMC)

을 분리함. 그 후 lipopolysaccharide(LPS) 10ng/ml로 처리하여 37℃, CO2 5% 조건하에서 24

시간 배양 한 후 세포 상층액을 분리하여 BD cytometric bead array를 통해 발현 cytokines을

측정함.

(가) Mann-Whitney test 및 Wilcoxon signed rank test 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 LPS를 처리한 PBMC의 cytokine 발현 수치를

Mann-Whitney 분석을 이용하여 비교하였음. 두 군 간 8주차의 IL-12p70의 수치를 비교하였

을 때 대조군의 0.02pg/ml에 비하여 실험군에서 7.85pg/ml로 유의하게 높았고 IL-6 수치는 대

조군 84.70ng/ml에 비하여 실험군에서 30.18ng/ml로 그 수치가 유의하게 낮았음. IL-1 수치

역시 대조군 84.70ng/ml에 비하여 실험군에서 2.36ng/ml로 그 수치가 유의적으로 낮았음. IL-8

수치 역시 대조군 46.44ng/ml에 비하여 실험군에서 34.34ng/ml로 그 수치가 유의하게 낮게 나

타남. Baseline, 4주, 8주간의 차이 값을 이용하여 Mann-Whitney test를 사용하여 분석하였음.

IL-12p70의 8주와 0주의 차이값을 비교하였을 때 대조군의 –0.45에 비하여 실험군에서 7.17로

유의하게 높게 나타남. IL-6의 8주와 0주의 차이값 역시 대조군 77.10에 비하여 실험군에서

15.96로 그 수치가 유의하게 낮게 나타남. IL-1 의 8주와 0주의 차이값 역시 대조군 6.13에 비

하여 실험군에서 0.74로 그 수치가 유의하게 낮게 나타남 (Table 1-48).

본 임상실험에 참여한 실험군의 LPS stimulation PBMC의 cytokine 발현 수치를 Wilcoxon

signed rank test를 사용하여 분석을 실시함. 대조군의 각 주차별 변화량과 실험군의 각 주차

별 변화량 차이를 분석함. LPS stimulation PBMC의 cytokine 발현 수치에서 유의적인 차이는

관찰되지 않았음 (Table 1-48).
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Table 1-50 .Changes of inflammatory cytokines in LPS-stimulated PBMC

†Significantly different within control and experimental group in 8 week (P<0.05, Mann-Whitney test) †<0.05
* Significantly different within-8 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) *<0.05

Abbreviations: IL, interleukin; TNF- , tumor necrosis factor-alpha;

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 8 week △8 week–baseline Baseline 8 week △8 week-baseline

IL-12p70 (pg/ml) 0.36 ± 0.82 0.02 ± 0.06 -0.45 ± 0.93 0.85 ± 1.07 7.85 ± 9.62† 7.17 ± 8.98*

TNF- (ng/ml) 1.51 ± 1.56 2.89 ± 2.66 1.77 ± 2.28 0.94 ± 0.69 3.55 ± 4.23 2.86 ± 4.35

IL-10 (pg/ml) 467.74 ± 560.80 743.99 ± 648.30 292.32 ± 829.48 261.04 ± 391.34 472.39 ± 337.01 219.33 ± 393.06

IL-6 (ng/ml) 19.33 ± 18.30 84.70 ± 48.71 77.10 ± 39.18 29.08 ± 34.30 30.18 ± 38.48† 15.96 ± 42.33*

IL-1 (ng/ml) 2.13 ± 1.69 6.82 ± 6.09 6.13 ± 5.81 2.09 ± 1.83 2.36 ± 2.85† 0.74 ± 3.17*

IL-8 (ng/ml) 26.12 ± 9.88 46.44 ± 8.77 21.31 ± 11.52 29.45 ± 12.83 32.34 ± 17.98† 7.81 ± 17.57

Between treatments

△△8 week–baseline p-value

IL-12p70 1.96 ± 3.52 0.4362

TNF- -2.71 ± 1.54 0.0924

IL-10 -705.00 ± 304.34 0.0569

IL-6 -74.21 ± 58.79 0.1603

IL-1 -9.71 ± 9.15 0.2076

IL-8 -20.89 ± 21.75 0.2381
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(9) Time-point별 삶의 질

연구 대상자의 time-point별 삶의 질 설문지(EORTC QLQ-C30)를 실시하여 아래와 같은 통계

방법을 이용하여 분석을 실시함.

유럽의 임상연구 기관인 European Organisation for Research and Treatment of

Cancer(EORTC)에서 개발된 EORTC QLQ-C30 는 암환자의 삶의 질을 평가하는 설문지로 5

가지 functional scale (physical, role, cognitive, emotional, and social) 과 8가지 symptom

scale(fatigue, nauseam vomiting, pain, dyspnea, sleep disturbance, loss of appetite,

constipation, diarrhea)을 평가함.

(가) Repeated measured ANOVA 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 QOL score는 time-point별로 Repeated measured

ANOVA 분석을 실시함. 대조군과 실험군 간의 QOL score의 유의적인 차이는 없었음 (Table

1-49).

(나) Mann-Whitney test 및 Wilcoxon signed rank test 분석

본 임상실험에 참여한 대조군과 실험군의 QOL score를 Mann-Whitney test를 사용하여 분석

하였음. 대조군과 실험군 간의 8주차 비교에서 fatigue 수치가 대조군 50.93에 비하여 실험군

29.63으로 유의하게 낮게 나타남. 또한 baseline, 4주, 8주간의 차이값을 이용하여

Mann-Whitney test를 사용하여 분석하였음. 대조군과 실험군 간의 4주와 0주의 차이값 비교

에서 emotional function 수치가 대조군의 0.00값에 비하여 실험군 29.17로 유의하게 높게 나타

남. 또한 fatigue 수치가 대조군의 1.39값에 비하여 실험군 –12.22로 유의하게 낮게 나타남

(Table 1-50).

본 임상실험에 참여한 실험군의 QOL score를 Wilcoxon signed rank test 분석을 이용해 대조

군의 각 주차별 변화량과 실험군의 각 주차별 변화량 차이를 분석함. 4주차와 0주차의 변화량

의 차이의 emotional function은 30.83으로 대조군에 비해 유의하게 높았음. 또한 8주차와 0주

의 변화량의 차이를 비교하였을 때에도 실험군의 emotional function이 27.78로 대조군에 비해

그 수치가 유의하게 높았음 (Table 1-50).

이상의 결과를 종합하였을 때 실험군은 대조군에 비하여 fatigue수치가 유의하게 감소하였으며

emotinal function이 개선되었음을 알 수 있음.
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Table 1-51. Changes of QOL score in study subjects.

† Significantly different between control and experimental group (P<0.05, Repeated measured ANOVA test) †<0.05

　
Control (n=28) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week p-vlaue

Global health status / QoL

Global health status / QoL 56.33 ± 4.33 54.00 ± 5.89 53.67 ± 5.88 53.57 ± 8.18 57.14 ± 11.14 61.90 ± 11.12 0.7614

Functional scales 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Physical functioning 56.27 ± 5.87 61.33 ± 4.84 60.27 ± 5.65 66.67 ± 11.10 77.14 ± 9.15 74.29 ± 10.67 0.2093

Role functioning 72.00 ± 5.00 68.00 ± 6.96 58.00 ± 8.25 76.19 ± 11.34 11.34 ± 13.15 57.14 ± 15.60 0.9077

Emotional functioning 73.67 ± 4.92 64.00 ± 5.56 75.67 ± 5.16 63.00 ± 9.29 69.05 ± 10.50 78.57 ± 9.75 0.7620

Cognitive functioning 74.00 ± 6.32 71.33 ± 6.30 72.00 ± 5.91 76.19 ± 11.95 90.48 ± 11.90 85.71 ± 11.17 0.4202

Social functioning 68.67 ± 6.03 73.33 ± 5.63 65.33 ± 6.49 71.43 ± 11.39 83.33 ± 10.65 73.81 ± 12.26 0.6734

Symptom scales

Fatigue 51.11 ± 5.21 50.67 ± 6.23 51.56 ± 5.55 42.86 ± 9.84 30.16 ± 11.77 30.16 ± 10.49 0.1243

Nausea and vomiting 20.67 ± 5.69 20.00 ± 6.32 14.67 ± 5.45 19.05 ± 10.75 16.67 ± 11.95 11.90 ± 10.29 0.7886

Pain 40.67 ± 7.12 36.67 ± 6.82 29.33 ± 6.51 19.05 ± 13.46 21.43 ± 12.88 23.81 ± 12.29 0.2518

Dyspnoea 33.33 ± 6.89 28.00 ± 6.75 24.00 ± 6.72 33.33 ± 13.01 23.81 ± 12.76 23.81 ± 12.70 0.9004

Insomnia 28.00 ± 8.77 36.00 ± 9.05 38.67 ± 8.66 14.29 ± 16.57 23.81 ± 17.10 19.05 ± 16.37 0.1419

Appetite loss 　44.00 ± 9.90　 25.33　 ± 7.75　 37.33　 ± 9.26　 33.33　 ± 16.92 33.33　 ± 14.65　 23.91　 ± 15.61　 0.7073　

Consipation 25.33 ± 5.63 24.00 ± 6.75 22.67 ± 7.01 4.76 ± 10.65 14.29 ± 12.76 14.29 ± 13.24 0.2211

Diarrhoea 24.00 ± 8.35 20.00 ± 6.60 24.00 ± 7.88 33.33 ± 15.78 23.81 ± 12.48 38.10 ± 14.89 0.4797

Financial difficulties 28.00 ± 6.47 25.33 ± 6.27 36.00 ± 7.02 28.57 ± 12.22 33.33 ± 11.85 42.86 ± 13.27 0.6671
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Table 1-52. Changes of QOL score in study subjects.

　
Control (n=24) Experimental (n=10)

Baseline 4 week 8 week Baseline 4 week 8 week

Global health status / QoL

Global health status / QoL 56.60 ± 22.79 54.17 ± 28.97 54.86 ± 30.39 59.17 ± 21.32 63.33 ± 30.48 62.04 ± 22.09

Functional scales

Physical functioning 55.56 ± 27.64 61.67 ± 24.18 60.83 ± 29.83 64.67 ± 31.43 76.00 ± 23.35 71.85 ± 21.29

Role functioning 70.83 ± 28.34 68.06 ± 31.44 57.64 ± 40.82 75.00 ± 31.67 68.33 ± 38.85 66.67 ± 44.10

Emotional functioning 73.61 ± 23.40 73.61 ± 31.34 76.39 ± 25.97 61.67 ± 33.15 90.83 ± 9.98 80.56 ± 23.20

Cognitive functioning 72.92 ± 29.82 70.83 ± 32.32 71.53 ± 32.03 81.67 ± 32.82 86.67 ± 25.82 81.48 ± 21.15

Social functioning 68.75 ± 31.97 72.22 ± 28.94 65.28 ± 36.09 75.00 ± 22.57 81.67 ± 22.84 79.63 ± 18.22

Symptom scales

Fatigue 51.39 ± 25.76 52.78 ± 30.60 50.93 ± 28.92 43.33 ± 27.44 31.11 ± 25.01 29.63 ± 22.91

Nausea and vomiting 20.14 ± 30.68 20.83 ± 30.40 15.28 ± 28.20 13.33 ± 18.92 16.67 ± 33.33 11.11 ± 22.05

Pain 41.67 ± 35.78 36.81 ± 35.77 29.17 ± 30.40 25.00 ± 35.36 20.00 ± 24.60 25.00 ± 38.83

Dyspnoea 34.72 ± 30.26 29.17 ± 33.06 22.22 ± 32.10 26.67 ± 40.98 33.33 ± 41.57 20.83 ± 35.36

Insomnia 45.83 ± 44.84 37.50 ± 47.46 36.11 ± 46.02 26.67 ± 43.89 33.33 ± 41.57 20.83 ± 30.54

Appetite loss 44.44 ± 45.75 26.39 ± 36.75 36.11 ± 42.75 23.33 ± 38.65 30.00 ± 42.89 29.17 ± 37.53

Consipation 22.22 ± 27.22 22.22 ± 32.10 19.44 ± 30.95 13.33 ± 32.20 13.33 ± 32.20 16.67 ± 35.63

Diarrhoea 25.00 ± 40.82 20.83 ± 32.32 25.00 ± 37.11 23.33 ± 41.72 26.67 ± 40.98 33.33 ± 47.14

Financial difficulties 29.17 ± 34.49 26.39 ± 31.05 34.72 ± 36.09 26.67 ± 26.29 23.33 ± 31.62 41.67 ± 29.55

△4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline △4 week-baseline △8 week-4 week △8 week-baseline

Global health status / QoL

Global health status / QoL -2.43 ± 28.81 0.69 ± 15.53 -1.04 ± 34.52 4.17 ± 27.00 2.78 ± 35.60 7.41 ± 14.70

Functional scales

Physical functioning 6.11 ± 14.03 -0.83 ± 23.29 6.39 ± 32.75 11.33 ± 12.19 -2.22 ± 9.43 8.89 ± 19.44

Role functioning -2.78 ± 32.48 -10.42 ± 35.38 -13.19 ± 49.63 -6.67 ± 25.09 -1.85 ± 29.40 -9.26 ± 37.37

Emotional functioning 0.00 ± 23.44 2.78 ± 22.21 3.47 ± 25.53 29.17 ± 25.83 -9.26 ± 50.60 23.15 ± 22.74

Cognitive functioning -2.0 ± 27.50 0.69 ± 25.29 -1.39 ± 38.36 5.00 ± 15.81 -3.70 ± 18.22 1.85 ± 26.93

Social functioning 3.47 ± 17.71 -6.94 ± 32.20 -2.08 ± 36.55 6.67 ± 16.10 -1.85 ± 10.02 5.56 ± 16.67

Symptom scales

Fatigue 1.39 ± 24.15 -1.85 ± 18.44 -1.85 ± 28.31 -12.22 ± 25.36 -2.47 ± 25.32 -16.05 ± 13.73

Nausea and vomiting 0.69 ± 36.94 -5.56 ± 18.82 -6.25 ± 36.72 3.33 ± 43.60 -7.41 ± 14.70 -3.70 ± 34.13

Pain -4.86 ± 26.68 -7.64 ± 34.75 -13.19 ± 41.11 -5.00 ± 22.29 1.85 ± 26.93 -5.56 ± 38.19

Dyspnoea -5.56 ± 34.98 -6.94 ± 34.02 -12.50 ± 39.09 6.67 ± 40.98 -18.52 ± 41.20 -11.11 ± 28.89

Insomnia -8.33 ± 60.79 -1.39 ± 31.82 -13.89 ± 64.39 6.67 ± 40.98 -18.52 ± 44.44 -11.11 ± 60.09
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† Significantly different between control and experimental group at 8 week (P<0.05, Mann-Whitney test) †<0.05

‡ Significantly different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Mann-Whitney test) ‡<0.05

* Significantly different within-4 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) *<0.05

** Significantly different within-8 week treatment change-from-baseline (P<0.05, Wilcoxon signed rank test) **<0.05

Appetite loss -18.06 ± 34.02 9.72 ± 30.26 -9.72 ± 44.48 6.67 ± 66.30 -7.41 ± 64.07 0.00 ± 47.14

Consipation 0.00 ± 35.44 -2.78 ± 44.95 -6.94 ± 40.50 0.00 ± 41.57 0.00 ± 16.67 0.00 ± 52.70

Diarrhoea -4.17 ± 48.47 4.17 ± 33.06 0.00 ± 47.14 3.33 ± 48.30 0.00 ± 52.70 3.70 ± 26.06

Financial difficulties -2.78 ± 27.66 8.33 ± 28.23 5.56 ± 34.98 -3.33 ± 36.68 11.11 ± 28.87 7.41 ± 22.22

Between treatments

△△4 week-baseline △△8 week-4 week △△8 week-baseline
Global health status / QoL

Global health status / QoL 5.83 ± 42.86 0.96 ± 36.19 5.56 ± 44.68

Functional scales

Physical functioning 2.67 ± 23.98 -3.70 ± 13.38 -2.22 ± 29.44

Role functioning 5.00 ± 37.72 -7.41 ± 44.18 -1.85 ± 54.29

Emotional functioning 30.83 ± 37.69 -6.48 ± 30.56 27.78 ± 30.90

Cognitive functioning 6.67 ± 37.84 -12.96 ± 32.03 -5.56 ± 38.19

Social functioning -8.33 ± 21.15 9.26 ± 46.48 0.00 ± 58.33

Symptom scales

Fatigue -14.44 ± 48.02 1.23 ± 43.19 -13.58 ± 35.48

Nausea and vomiting -5.00 ± 60.37 0.00 ± 26.35 0.00 ± 56.52

Pain -15.00 ± 43.35 4.17 ± 43.42 -2.08 ± 53.78

Dyspnoea 10.00 ± 54.55 -16.67 ± 61.72 0.00 ± 59.09

Insomnia -16.67 ± 67.13 -20.83 ± 66.52 -20.83 ± 97.49

Appetite loss 30.00 ± 77.70 -8.33 ± 66.07 16.67 ± 69.01

Consipation -3.33 ± 53.17 -8.33 ± 42.72 -4.17 ± 45.20

Diarrhoea 10.00 ± 87.56 -8.33 ± 75.07 20.83 ± 64.09

Financial difficulties 16.67 ± 45.13 -16.67 ± 30.86 -4.17 ± 51.75
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⇒ 환자용 영양보충 식품의 효능을 평가하기 위해 영양 중재 연구를 실시한 결과, 전반적으

로 식이섭취량, 혈중 영양 상태 평가 지표 및 염증 지표 수치, PG-SGA score 간의 실험군

과 대조군의 차이는 없었음. LPS를 처리한 PBMC의 cytokines의 발현 수치를 비교했을 때

실험군은 대조군에 비하여 IL-12p70 수치가 유의하게 높고, IL-6, IL-1 , IL-8 수치가 유의

하게 낮았음. 삶의 질(QOL)을 비교했을 때 실험군은 대조군에 비하여 fatigue score가 유의

하게 감소하고 emotional function score가 유의하게 증가하였음. 즉 본 연구의 환자용영양

보충용식품을 섭취한 실험군에서 삶의 질이 증가하였고 면역세포의 cytokines을 유의적으로

증가시켰음.
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No. 원 재 료 명 배합비율(%)

1 생식기본믹스 20.00 

　 동결건조 현미분말 　

　 동결건조 수퍼자미분말 　

　 동결건조 차조분말 　

　 동결건조 마분말 　

　 동결건조 감자분말 　

　 동결건조 검정깨분말 　

　 동결건조 브로콜리분말 　

　 동결건조 양배추분말 　

　 동결건조 토마토현미분말 　

　  동결건조 단호박분말 　

2 분리대두단백 20.00 

3 곡혼합분말7 10.00 

　 보리 　

　 현미 　

　 호밀 　

　 찹쌀 　

　 대두 　

　 흑미 　

　 옥수수 　

4 팔라티노스 10.00 

5 대두분말 8.20 

6 올리고당 5.00 

7 결정과당 5.00

8 베지프로틴믹스 5.20 

9 오트프로틴분말 5.00 

10 치아씨드혼합분말 4.70 

11 비타민미네랄믹스 3.00 

　 비타민 혼합제제 E 　

　 푸마르산제일철 　

　 니코틴산아미드 　

　 산화아연 　

　 비타민 혼합제제A 　

　 판토텐산칼슘 　

　 비타민B6염산염 　

　 비타민B1염산염 　

　 비타민B2 　

　 엽산 　

12 알파옥수수분말 2.60

13 산야초추출물분말 0.80

14 미강발효분말 0.50 

15 생금 0.20 

합계 100.00 



No. 원 재 료 명 배합비율(%)

1 분리대두단백 20.00 

2　 생식기본믹스 1.00 

　 동결건조 현미분말 　

　 동결건조 수퍼자미분말 　

　 동결건조 차조분말 　

　 동결건조 마분말 　

　 동결건조 감자분말 　

　 동결건조 검정깨분말 　

　 동결건조 브로콜리분말 　

　 동결건조 양배추분말 　

　 동결건조 토마토현미분말 　

　  동결건조 단호박분말 　

3 팔라티노스 11.00 

4 곡혼합분말7 10.00 

　 보리 　

　 현미 　

　 호밀 　

　 찹쌀 　

　 대두 　

　 흑미 　

　 옥수수 　

5 대두분말 8.20 

6 올리고당 5.00 

7 결정과당 5.00

8 베지프로틴믹스 5.00 

9 오트프로틴분말 5.00 

10 치아씨드혼합분말 4.70 

11 바나나분말 4.00

12 알파옥수수분말 3.40

13　 비타민미네랄믹스 3.00 

　 비타민 혼합제제 E 　

　 푸마르산제일철 　

　 니코틴산아미드 　

　 산화아연 　

　 비타민 혼합제제A 　

　 판토텐산칼슘 　

　 비타민B6염산염 　

　 비타민B1염산염 　

　 비타민B2 　

　 엽산 　

14 미강발효분말 0.50 

15 생금 0.20 

합계 100.00 
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공정구분 공정명 공정설명 필요설비 장비/ 관리포인트

전처리

입고
식품 제조기준에 적합한 원료를 

선별하여 입고
-

비가식부위포함여부

저곡해충 등의 오염 여부 등

전처리 입고 원료의 세척
곡류 야채류 /

세척기
세척 조건의 준수여부

절단/

팬입

세척된 원료를 필요할 경우 절단

하여 팬입
절단기 팬의 적정 적재용량 적재 여부

동결 팬입 된 원료를 에서 동결-20℃ 동결기
동결 온도 준수 여부

원물의 동결 상태 확인

건조
동결된 원료를 동결건조기에서 

시간간 동결건조 실시24~48
동결건조기

동결건조기 압력 온도 기준/

원료의 수분함량 최종( )

탈팬 건조 된 원료를 팬에서 제거 -

분쇄 및 

포장

분쇄
제트밀 또는 핀밀을 이용하여 분

쇄
분쇄기

분쇄물의 입도 기준(60mesh)

미생물 오염도 파악

포장
분쇄 둔 분말 원료를 단위20kg 

로 지대에 포장
포장기 적정 용량의 포장 여부

공정구분 공정명 공정설명 필요설비 장비/ 관리포인트

칭량 및 

혼합

입고

상기에서 제조 된 동결건조 원료

를 포함하여 식품 제조기준에 적

합한 원료를 선별하여 입고

-

각 원료별 개준 기준 규격의 

준수 여부 입고 검사( )

포장상태 등의 위생 검사

칭량
입고 원료를 생산 단위별로 칭1

량
저울

칭량시의 위생상태

칭량의 적정성 여부

사별
칭량된 원료를 진동체를 통하여 

사별하여 혼합기로 이송
사별기

이물의 제거 적정성

일정 이상의 입도 원료의 투입 

제어 여부

포장 

혼합
하이스피드 믹서 또는 이와 동등

한 장비를 이용하여 혼합
혼합기

혼합기 가동시간 가동 조건의 /

준수 여부

혼합도 검사

충진
혼합된 원료를 충진기 이송하여 

스틱포로 충진
충진기

충진 제품의 중량 점검

포장상태 확인 실링 부위 등( )

포장
생산 된 낱포를 정해진 포장 방

법에 따라 포장
-

최종 제품 중량 확인

자가품질검사 규격 적합 여부
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항목 기존 시장 제품 당 연구개발제품

환자 영양 공급 균형영양 배합을 통한 영양 공급 균형영양 배합을 통한 영양공급

기능성 소재 비타민 미네랄 등/

슈퍼자미 미강발효분말 등 개별, 

적으로 암환자 회복에 도움을 

줄 수 있는 기능성 소재 함유

섭취편의성

캔 액상 형태이며 섭취는 용이하나 부/

피로 인하여 상시 휴대하며 섭취하기는 

어려움

의 분말 형태로 소지 및 이40g

동이 간편함

과학적 검증
기존 검증된 비티만 미네랄 소재의 연/

구자료에 의존함

최종 완성된 형태로 심의 IRB 

된 인체적용시험의 실시를 통한 

효능 검증 완료
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물리적인 방법 (PSL, TL, ESR)을 이용한 방사선 조사
건조과일의 검지 특성

윤영민∙박재남∙최수정∙박종흠∙김재경∙변의백∙이주운
한인준∙박진규1∙김재훈∙송범석*

한국원자력연구원 첨단방사선연구소, 1수협중앙회 수산경제연구원

Detection Properties of Irradiated Dried Fruits by 
Using Photo-stimulated Luminescence, Thermoluminescence, 

and Electronspin Resonance Methods

Young-Min Yoon, Jae-Nam Park, Soo-Jeong Choi, Jong-Heum Park, 
Jae-Kyung Kim, Eui-Baek Byun, Ju-Woon Lee, In-Jun Han, Jin-Gyu Park1, 

Jae-Hun Kim and Beom-Seok Song*

Advanced Radiation Technology Institute, Korea Atomic Energy Research Institute, 
Jeongeup 580-185, Korea

1Fisheries Economic Institute, National Federation of Fisheries Cooperatives, 
Seoul 138-827, Korea

Abstract -- In this study, we investigated the applicability of the photostimulated luminescence
(PSL), thermoluminescence (TL) and electron spin resonance (ESR) methods for freeze dried
fruits which are not allowed to be irradiated in Korea. Apples and persimmons samples that had
been dried with a freeze drier were irradiated at a dose of 1, 3, 5, 7, and 10 kGy, using a gamma
radiator with a cobalt-60 source. With the PSL method, the dried apples showed photon counts of
less then 700 counts/60 s (negative) in all the samples, whereas the dried persimmons that were
gamma-irradiated above 3 kGy yielded photon counts of between 700 and 5,000 counts/60 s
(intermediate). The TL results showed that this technique is useful for detecting irradiated
samples; the TL ratios (TL1/TL2) measured for the food samples at an irradiation dose of 1 kGy
were 0.13 for dried apples and 0.79 for dried persimmons. With regard to the results of ESR
spectroscopy, the strength of the ESR signals from the dried fruits increased linearly in a dose-
dependent manner. However, the characteristic signal was not found in all the samples. In
conclusion, the TL methods only can be used for the detection of gamma-irradiated dried apples
and persimmons. 

Key words : Photosimulated luminescence, Thermoluminescence, Electron spin resonance, Dried
fruits, Gamma irradiation

* Corresponding author: Beom-Seok Song, Tel. +82-63-570-3211, 
Fax. +82-63-570-3207,  E-mail. sbs0110@kaeri.re.kr
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서 론

최근 편이식품에 대한 수요 증가와 더불어 건강한 삶

을 누리기 위한 노력이 증가하면서 편의성뿐만 아니라

건강에 도움을 줄 수 있는 영양 간식 수요가 증가하고

있다. 그러나 건조과일 제품 제조에 사용되는 과일류는

원재료의 수확, 건조, 저장 및 유통과정에서 여러 가지 요

인으로 인해 미생물 또는 해충의 혼입가능성이 있다. 한

편, 국내 방사선 조사식품의 허가 품목은 감자, 양파, 마

늘, 밤, 생버섯 등의 신선식품류와 건조식육, 어패류분말,

장류분말, 전분, 인삼, 건채류 (향신료 포함) 곡류 및 두류

등 26개 품목에 이른다. 최저 0.15 kGy에서 최고 10 kGy

까지 방사선이 발아억제, 살균/살충, 숙도조절 등의 목적

으로 쬐어지고 있다 (KFDA 2008). 또한 일단 조사된 식

품에 대해서는 재조사가 금지되어 있으며 조사식품은

겉 포장지에 방사선 조사 여부를 표시하도록 규정되어

있다. 과일류는 세계적으로 수출입이 활발한 식품군으로

나라마다 방사선 조사 허용기준이 상이하다(IAEA 2006).

예로써 국내는 채소분말과 같은 제품군에만 허용되고

있으나 미국의 경우 과일류인 망고에 방사선 조사를 허

용하고 있다. 이처럼 방사선 조사 품목이나 관련 규정이

상이한 점을 고려해 볼 때 조사식품의 교역에서는 표시

규정의 준수와 조사식품의 안전관리를 위해 기술적, 제

도적 기반이 요구되며, 특히 유통관리를 위한 검지방법

의 확보가 필수적이라 할 수 있다 (ACSH 2003; Kwon

2007). 

방사선 조사식품의 확인 방법 연구는 1980년대 이후

세계소비자연맹 (IOCU)의 요구와 더불어 독일, 영국 등

EU 국가와 국제기구의 지원으로 시작되었다. 이에 따라

유럽표준화위원회 (CEN)의 실험법을 바탕으로 Codex 표

준법이 공포되었다 (FAO/WHO Codex 2003; Kwon et al.

2011). 현재 유럽기준으로 채택된 9개의 검지법 중 건조

식품에 대해 가장 타당한 방법으로 물리적 분석법이 가

장 적합한 것으로 알려져 있다. 따라서 조사식품 자체를

그대로 측정할 수 있는 광자극 원리의 photostimulated

luminescence (PSL), 혼입된 미네랄을 분리하여 이들의

열방광 특성을 측정하는 thermoluminescence (TL) 분석,

조사식품에서 free radical 농도를 측정하는 electron spin

resonance (ESR) 분석 등은 실용화 가능성이 높은 분석

기법이라 할 수 있다 (Raffi and Benzaria 1993; Schreiber

1996; ECS 1997). 이러한 검지 방법을 활용하여 방사선

조사 남용 여부를 판단하는 데 보다 정확한 정보를 제공

함으로써 방사선 조사 식품의 안정성에 대한 신뢰 증진

을 위한 연구가 지속적으로 필요한 실정이다. 

따라서 본 연구는 국내 방사선 조사가 허용되지 않은

식품 중 국제적 교역이 활발해 질 것으로 기대되는 건

조과일류를 대상으로 PSL, TL 및 ESR 특성을 분석하여

적용 가능성 및 검지체계 확립에 필요한 기초 자료를

제공하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 시료 및 방사선 조사

본 실험에 사용된 건조과일 2종 (동결건조 사과, 동결

건조 감)은 2013년 A사로부터 구입하여 사용하였다. 폴

리에틸렌 포장지에 진공포장한 후 감마선 조사를 하였

다. 

시료의 감마선 조사는 11.1 PBq, Co-60 감마선 조사시

설 (IR-221 gamma irradiator, MDS Nordion, Canada)을 이

용하여 실온 (20±2�C)에서 시간당 10 kGy의 선량률로

흡수선량이 각각 1, 3, 5, 7 및 10 kGy가 되도록 조사하였

으며 흡수선량의 확인은 방사선 선량계 (Ceric cerous

dosimeter, Bruker Instruments, Rheinstetten, Germany)를

사용하여 총 흡수선량의 오차를 계산하였다. Dosimetry

시스템은 국제원자력기구 (IAEA)의 규격에 준용하여 표

준화한 후 사용하였으며, 총 흡수선량의 오차는 ±2% 이

내였다. 

2. Photostimulated luminescence (PSL) 분석

시료에 대한 PSL 분석은 CEN (2002) 방법에 준하여 실

시하였다. 시료 5 g을 50 mm 직경의 1회용 투명 petri dish

에 담은 후 sample chamber에 놓어 60초 동안 측정되는

초마다의 방사되는 빛의 양을 더한 측정값 (accumulated

photon count: APC)으로 조사 여부를 판단하였다. 기기의

측정 조건은 dark count 29±1, light count 35±2이었다.

각 시료의 측정결과 한계치는 T1==700 counts/60 s와 T2==

5,000 counts/60 s이었다. T1 이하의 값은 비조사 시료(neg-

ative)로 T2 이상이면 방사선 조사된 시료 (positive)로 판

별하였다. 또한 시료의 채취 및 정량은 암실에서 진행하

여 빛에 대한 노출을 최대한으로 줄이며 실험을 진행하

였다. 

3. Thermoluminescence (TL) 분석

시료에 대한 TL 분석은 CEN (2001) 방법에 준하여 실

시하였다. TL 측정에 필요한 미네랄은 100 g 시료를 water

rinsing 하는 방법으로 채취 하였다. 즉 일정량의 증류수
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를 가하여 10분간 초음파세척기를 처리하고 여과한 후

정치하였다. 침전물은 sodium polytungstate solution 5 ml

를 가하여 유기물을 제거하고 증류수로 세척하였다. 침전

물의 cabanate 제거를 위해 1 N HCl 2 ml를 가해 10분간

정치하였으며 1 N NH4OH 2 ml를 가해 중화시켰다. 중화

된 미네랄은 증류수로 충분히 세척한 후 acetone으로 몇

차례 세척한 후 건조 시켰다. 미네랄은 aluminium disc (6

mm in diameter)에 옮겨 담고 50�C incubator에서 하룻밤

정도 예열한 후 TLD system (Harshaw TLD-4500, Dreiei-

ch, Germany)을 이용하여 초고순도 질소 가스를 흘려보

내면서 측정하였다. 방사선 조사 여부의 확인은, TL1의

normalization을 위하여 측정된 미네랄에 재조사 (1 kGy)

를 실시하여 2차 glow curve (TL2)를 측정하였다. 방사선

조사 특유의 신호가 나타나는 150~250�C 범위의 값에

대한 TL1/TL2의 면적비를 구하여 0.05 이하면 비조사로

0.1 이상이면 조사된 것으로 판단하였다. 

4. Electron spin resonance (ESR) 분석

시료에 대한 ESR 분석은 CEN (2002) 방법에 준하여 실

시하였다. 즉 분쇄한 시료 일정량을 ESR 시료 용기에 충

진하고 ESR spectrometer (JES-TE300, Jeol Co., Japan)에

의해 분석하였다. 기기의 분석조건은 microwave power

400 μW, modulation 100 kHz, amplitude 1.0×100, time

constant 0.03 sec, sweep time 30 sec의 조건에서 peak를

확인하고 signal intensity를 측정하였다.

결과 및 고찰

1. 감마선 조사된 건조과일의 PSL 특징

감마선 조사된 동결건조 사과와 동결건조 감에 대해

PSL을 6회 측정한 결과를 Table 1에 나타내었다. 동결건

조 사과의 경우 대조군의 threshold value T1 (700)보다 낮

은 449의 photon counts를 나타내어 negative로 확인되었

고 감마선 조사선량이 1 kGy에서 10 kGy 수준으로 증가

하여도 274~492 범위의 photon counts를 나타내어 모두

negative로 확인되었다. 또한 동결건조 감의 경우 대조군

의 threshold value T1 (700)보다 낮은 324로 negative였고

감마선 조사선량이 증가할수록 photon counts이 증가되

는 경향을 나타냈었지만 threshold value T2 (5,000)보다

낮은 수치를 보여 intermediate 결과를 보였다. 이처럼 동

결건조 사과와 동결건조 감의 경우 한계치 (T1, T2) 이하

값이거나 중간 값을 보여 상기시료의 방사선 조사 여부

를 screening 할 때 PSL 분석 방법은 부적절한 것으로 판

단하였다. Han (2012) 등의 연구에서도 1 kGy 이하 수준

으로 방사선 조사된 수입산 아몬드의 경우 PSL 분석을

통해 방사선 조사유무 판별에 제한이 있다고 하여 본연

구와 유사한 결과를 보였다. 또한 방사선 조사선량에 따

라 photon count가 유의적으로 증가되지 않는 시료들도

보고된 바 있어 본 실험의 결과를 뒷받침하였다 (Kwon

et al. 2006; Bhatti et al. 2008). 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 동결건조 사과와 동결

건조 감의 경우 추가적인 분석법을 이용하여 조사여부

의 판별이 필요할 것으로 판단하였다. 

2. 감마선 조사된 건조과일의 TL 특징

감마선 조사된 동결건조 사과와 동결건조 감에 대해

TL 측정 결과를 Table 2에 나타내었다. 동결건조 사과의

경우 감마선 비조사구와 조사구간에 150~250�C 온도

범위에서의 신호와 신호 강도의 차이가 다소 낮게 나타

났다. TL glow curve가 방사선 조사에 의해 유래되었는
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Table 1. Photo stimulated luminescence (PSL) photon counts of
dried apples and dried persimmons irradiated at different
gamma irradiation doses

Irradiation dose Samples (counts∙60 sec-1)
(kGy) Dried apples Dries persimmons

0 274±471) (-)2) 324±47 (-)
1 338±47 (-) 484±49 (-)
3 313±47 (-) 899±53 (M)
5 384±48 (-) 1,000±54 (M)
7 492±49 (-) 1,381±57 (M)

10 449±48 (-) 1,417±58 (M)

1)Mean±standard deviation (n==6). 2)Threshold value: T1==700 (non-
irradiated), T2==5,000 (irradiated), (-)⁄T1, T1⁄(M)⁄T2, and (++)¤T2.

Table 2. Thermoluminescence (TL) ratio of the glow curves of min-
erals separated from dried apples and dried persimmons
irradiated at different gamma irradiation doses

Samples
Irradiation TL1 TL2 TL 

Estimation3)
dose (kGy) intensity1) intensity ratio2)

0 775 60271 0.01 -
1 17512 137728 0.13 ++

Dried 3 15747 106959 0.15 ++

apples 5 34558 213329 0.16 ++

7 24980 72356 0.35 ++

10 13348 35173 0.38 ++

0 768 19452 0.04 -
1 686 863 0.79 ++

Dried 3 696 855 0.81 ++

persimmons 5 845 962 0.88 ++

7 855 1031 0.83 ++

10 3206 1561 2.05 ++

1)Integrated TL intensity. 2)TL1 intensity/TL2 intensity.



지를 정확하게 확인하기 위해 1차 glow curve 면적을 측

정한 후 재조사 (1 kGy)하여 2차 glow curve를 측정하여

TL ratio (TL1/TL2)를 확인하였다. 그 결과 Table 2에서

보는 바와 같이 모든 실험구에서 비조사의 한계치 0.05

보다 낮은 값을 나타내어 방사선 조사 여부확인이 불가

능한 것으로 확인되었다. 동결건조 감의 경우 10 kGy 조

사구를 제외한 모든 실험구에서 1차 TL glow curve로

조사여부 확인이 불가능하였으나, 재조사하여 2차 glow

curve를 측정하여 TL ratio를 확인한 결과 한계치인 0.1

보다 높게 나와 방사선 조사 여부를 확인할 수 있는 것

으로 확인되었다. Chung (1998) 등은 미지의 조미분말 식

품을 대상으로 TL을 이용한 방사선 조사 흡수선량의

예측에서 조사유무의 확인만 가능할 뿐 선량에 따른 강

도변화 예측이 어려움이 있다고 보고된 바 있다. 이처럼

시료에 따른 선량 예측이 어려움이 있어 정확한 선량

예측을 위해서는 구체적인 연구가 지속적으로 필요하다

고 판단하였다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 동결건조 사과의 경우

TL을 이용한 방사선 조사유무 예측이 어려우나 동결건

조 감의 경우 TL ratio를 구하여 예측이 가능할 것으로

판단하였다. 

3. 감마선 조사된 건조과일의 ESR 특징

감마선 조사된 동결건조 사과와 동결건조 감에 대해

ESR 측정 결과를 Figs. 1, 2에 각각 나타내었다. Figs. 1, 2

에 나타낸 바와 같이 두 실험구 모두 대칭적인 unspeci-

fic central ESR signal 형태를 확인할 수 있었으나 일반적

으로 cellulose가 함유된 재료에서 나타나는 명확한 triplet

형태의 signal (Goodman et al. 1989; Delincée and Soika

2002)은 아닌 것으로 판단하였다. 즉, 감마선 조사되지

않은 시료와 조사된 시료의 구분 및 조사시료 간의 선량

의존적인 변화 양상들을 확인할 수 없었다. 이는 수분함

량의 차이 등 라디칼 생성에 영향을 주는 다양한 인자들

에 기인한 것으로 판단되었다 (Kominami and Riesz 1976;

Rozhkov and Goriunov 2006). 또한 대부분의 식품에서 생

성된 radical들은 수분함량에 의해 빠르게 중화되어 진다.

그러나 건조물 중의 식품성분과 포장된 재료는 radical이

상대적으로 긴 수명을 갖고 갇히게 되는데 본 실험에 사

용되어진 동결건조 사과와 동결건조 감의 경우 cellulose

내 충분한 radical들이 생성되거나 함유되어 있지 않아

이상과 같은 결과가 나타난 것으로 사료되었다. 그러나

추가적인 실험이 진행된다면 감마선조사구의 ESR 패턴

변화를 확인할 수 있을 것으로 판단하였다.

이상의 결과를 종하여 볼 때 동결건조 사과와 동결건

조 감의 경우 본 연구에서는 방사선 조사 유무를 확인

할 수 없는 것으로 나타났고 추가적인 실험이 필요한

것으로 사료되었다. 

결 론

본 연구는 국내 방사선 조사가 허용되지 않은 건조과

일을 대상으로 PSL, TL 및 ESR 특성을 분석하여 적용

가능성 및 검지체계 확립에 필요한 기초 자료를 제공하

고자 실험을 실시하였다. 동결건조 사과와 감에 1, 3, 5 ,7

및 10 kGy로 조사한 후 검지특성을 분석한 결과 PSL의

경우 동결건조 사과는 모든 조사구에서 700 counts/60 s

보다 낮게 나타났으며 동결건조 감의 경우 3 kGy 이상

조사된 실험구에서 700~5,000 counts/60 s의 intermediate

범위를 보였다. TL의 경우 모든 실험구에서 TL ratios (TL1

/TL2)가 0.13에서 2.05으로 나타나 방사선 조사 유무 예
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Fig. 1. Electron spin resonance radical spectra of gamma-irradiated
dried apples.
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Fig. 2. Electron spin resonance radical spectra of gamma-irradiated
dried persimmons.
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측이 가능한 것으로 나타났다. ESR 분석 결과 방사선 조

사에 따른 unspecific central ESR signal 형태는 확인할

수 있었으나 방사선 조사 유무를 예측하는 데 어려움이

있는 것으로 판단하였다. 즉, 동결건조 과일의 방사선 검

지방법으로는 TL 검지법이 가장 적절한 것으로 판단하

였다. 
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Sanitization of Commercial Powdered Products
Using Gamma Irradiation
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Abstract -- Microbiological populations and the sterility of commercial powdered products treated
with gamma irradiation at 0~~10 kGy were investigated before using them as ingredients for a
non-cooked Saengsik product. We evaluated a total of 14 powdered products: 8 powdered cereals,
3 powdered tubers, and 3 powdered leafy vegetables. The total numbers of bacterial populations
in non-irradiated powdered cereals, tubers, and leafy vegetables were 2.7~~6.9, 5.6~~6.0, and 5.3
~~6.8 log CFU∙∙g--1, respectively. Moreover, coliform bacteria were not indicated in adlay, millet,
germinated brown rice, soybean, and mulberry leaves powder within detection limit (2.0 log CFU∙∙

g--1). The number of Bacillus cereus exceeded 3.0 log CFU∙∙g--1 (the maximum limit for Saengsik
products) in all samples, excluding perilla seeds, buckwheat, barley, oat, potato, and Jerusalem
artichoke powder. However, a dose of 6 kGy of gamma irradiation reduced the microbiological
populations in all samples, and all the powdered products met the microbial requirements for
Saengsik products. Futhermore, it was confirmed that all microorganisms in the 9 powdered pro-
ducts, except fermented brown rice, sweet potatoes, and 3 leafy vegetables, were sterilized by 10
kGy of gamma irradiation.
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서 론

국민 소득증가와 평균수명이 증가함에 따라 삶의 질

이 향상되었으며, 이에 따른 건강에 대한 관심도가 높아

져 안전하면서 건강에 도움이 되는 건강 요구형 식품의

관심이 증가하고 있다 (Chang et al. 2004). 그에 따라 건

강기능성 식품의 수요가 급증하고 있는데, 그 중에서도

생식 제품이 주목을 받고 있다.

생식은 동∙식물성 원료를 주원료로 건조 등 가공 처

리하여 분말, 과립, 바, 페이스트, 겔, 액상 등으로 제조한

것으로 이를 그대로 또는 물 등과 혼합하여 섭취할 수

있도록 편리성을 지니게 한 것을 말한다 (KFDA 2012).

생식의 국내시장규모는 2000년 900억원에서 2002년

2,000억원, 2005년에는 약 5,000억원 수준으로 증가하였

으며, 특히 1998년 이후부터 미국, 중국 및 일본 등 총

10여개 국가에 대한 수출액이 약 1,500만달러로 성장하

였다 (Lee 2004).

생식 제품의 원료들로는 곡류, 채소류, 버섯류, 해조류

및 과일류 등이 사용되고 있으며 생식의 주요한 원료인

채소류, 버섯류 및 해조류에는 3대 영양소, 미량 영양소,

식이섬유소 등을 포함한 다양한 기능성 물질들을 다량

함유하고 있다 (Lee et al. 2003; Lee et al. 2003; Park et al.

2003). 이러한 기능성 물질들은 콜레스테롤 저하 및 변

비 억제 등의 전통적 생리활성을 벗어나서 최근에는 항

암작용 및 항균작용 등 다양한 생물활성을 나타내는 것

으로 보고되고 있다 (Cho et al. 2008).

분말 원료는 대부분 신선한 채소, 과일 및 곡류를 사

용하기 때문에 수확 후 세척, 정선 또는 탈피, 건조 과정

을 거쳐 제조된다 (Lee 2002; Kim et al. 2004). 따라서 이

러한 비가열 공정으로 인해 원료 내에 존재하는 미생물

또한 그대로 제품에 존재하거나 증식하는 문제점을 내

포하고 있다 (Chang et al. 2004). Chang et al. (2004)은 일

부 시판 생식 제품에서 식중독균인 Bacillus cereus와 대

장균군이 검출되어 이들에 대한 미생물학적 안전성에

대한 문제를 제기한 바 있다. 미생물 오염은 원료의 품

질 저하뿐만 아니라 섭취 시에도 조리를 하지 않고 단

순 음용하는 과정에서 위생학적 문제를 야기 시킬 수 있

으므로, 이를 개선시키기 위한 위생화 공정이 필요하다

(Kim et al. 2002).

한편 방사선 조사 기술은 대표적인 비가열 살균 기술

로서 식품 고유의 풍미와 생화학적 품질, 그리고 기능성

을 유지하면서도 제품을 포장한 상태에서 조사처리가 가

능해 2차 오염을 방지할 수 있다 (Thayer 1990; Byun and

Lee 2003; Lee et al. 2003). 이러한 방사선 조사 기술은 살

균 또는 멸균이 필요한 건조식품, 냉동식품 및 분말 식

품 등에 응용이 가능하여 우주식품, 전투식량 및 환자식

으로도 활용되고 있다(김 등 2009). 이와 같은 특성을 가

지는 방사선 조사기술로 생식과 같이 가열살균이 어렵

고 기능성을 유지해야하는 제품의 살균이 가능하다(Kim

et al. 2002).

따라서 본 연구에서는 생식 제품의 원료로 사용 가능

한 시판 분말 제품들의 미생물 오염 수준을 확인하고,

이들을 살균 또는 멸균할 목적으로 방사선 조사 기술을

적용한 후 미생물 사멸 정도와 멸균선량을 확인하고자

하였다.

재료 및 방법

1. 재료

본 실험에 사용된 분말 원료는 곡류 (율무, 들깨, 기장,

메밀, 발아현미, 보리, 백태, 귀리), 서류 (감자, 돼지감자, 고

구마), 엽채류 (샐러리, 케일, 뽕잎)분말로 인터넷을 통해

구매하였으며, 미생물 오염도를 조사하기 위해 Difco

Laboratories (Detroit, Michigan, USA), Oxoid (Hampshire,

England), 3M (St. Paul, MN, USA)에서 배지를 구입하여

사용하였다.

2. 감마선 조사

시판 분말 제품의 감마선 조사는 선원 11.1 PBq, 60Co

감마선 조사시설 (IR-70 gamma irradiator, MDS Nordion,

Canada)을 이용하였다. 샘플 50 g을 각각 LDPE (low den-

sity polyethylene)에 포장한 후 각각 0, 2, 4, 6, 8 및 10 kGy

의 흡수선량 (선량률 10 kGy∙h-1)이 되도록 조사하였다.

조사 후 총 흡수선량 확인은 alanine dosimeter (Ceric

cerous dosimeter, Bruker Instruments, Rheinstetten, Ger-

many)를 사용하였다. Dosimetry 시스템(Kishor et al. 1995)

은 국제원자력기구 (IAEA)의 규격에 준용하여 표준화한

후 사용하였으며, 총 흡수선량의 오차는 2% 이내였다.

3. 미생물 검사

시료의 일반호기성미생물, 진균류, Bacillus cereus, Clo-

stridium perfringens 및 대장균군의 미생물 생육정도를

확인하였다. 즉, 시료 10 g에 멸균된 peptone수 90 g을 가

하여 1분간 stomacher (Mark II Lab Blender, Tekmar Tele-

dyne Technologies Inc., Sacramento, CA, USA)를 이용하

여 균질화한 후 10진 희석법으로 희석한 희석액을 실험

에 사용하였다. 일반호기성미생물은 plate count agar (PCA,
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Difco Co. Detroit, MI, USA), 곰팡이는 potato dextrose agar

(PDA, Difco Co. Detroit, MI, USA), B. cereus는 mannitol

egg yolk polymyxin agar (MYP, Difco Co. Detroit, MI, USA),

Cl. perfringens는 tryptose sulfite cycloserine agar (TSC,

Oxoid, Hampshire, England)의 plate에 각각 도말하였고,

대장균군은 3M 건조필름 배지(3M Petrifilm, St. Paul, MN,

USA)에 접종하였다. 도말된 PCA, MYP 배지는 35�C에

서 2일간, TSC는 anaerobic jar (Oxoid, Hampshire, England)

를 이용하여 혐기적 조건에서 35�C에서 2일간, PDA 배

지는 25�C에서 3~5일간 각각 배양하여 30~300개의

집락을 형성한 배지만을 계수하였다. 접종한 건조필름

배지는 35�C에서 1일간 배양하여 생성된 붉은 집락중

주위에 기포를 형성한 집락수를 계산하였다.

4. 세균발육시험

시료의 멸균 여부를 확인하기 위해 식품공전의 세균

발육시험법 (KFDA 2012)을 이용하였다. 즉, 시료를 무균

적으로 취한 후 멸균 PBS buffer solution 45 ml를 가하

고, 20초간 vortexing 하였다. 이 용액의 1.0 ml에 멸균된

thioglycollate medium (Sigma-Aldrich co., St. Louis, MO,

USA)을 가하고, 35�C의 incubator (MIR-262, Sanyo, Tokyo,

Japan)에서 48시간 동안 배양시켜 yellow 계통으로 변색

되지 않는 것을 멸균된 것으로 확정하였다.

결과 및 논의

1. 시판 분말 제품 중 곡류 분말의 미생물 평가

시판 분말 제품 중 곡류 분말 8종 (율무, 들깨, 기장, 메

밀, 발아현미, 보리, 백태 및 귀리)의 미생물 오염 수준과

방사선 조사에 따른 미생물 변화 및 멸균 여부 확인 결

과를 Table 1에 나타내었다. 율무, 들깨, 기장, 메밀, 발아

현미, 보리, 백태 및 귀리의 일반호기성미생물은 비조사

구에서 2.7~6.9 log CFU∙g-1으로 나타났으며, 특히 율

무, 들깨 및 발아현미 분말은 5.0 log CFU∙g-1 이상으로

높게 나타났다. 이는 Kim et al. (2012)의 현미와 보리 분

말에서 일반호기성미생물의 초기 생육도가 3.0~5.0 log

CFU∙g-1으로 나타났다는 결과와 유사하였다. 또한 비

조사구의 진균류는 2.4~3.5 log CFU∙g-1이였고 대장균

군의 경우 음성 반응으로 검출되지 않은 들깨를 제외한

7종의 곡류 분말에서 양성 반응으로 나타났고, Cl. per-

fringens는 곡류 분말 8종 모두에서 검출되지 않았다. 그

러나 B. cereus의 경우 검출되지 않은 들깨와 귀리 및

3.0 log CFU∙g-1 이하로 나타난 메밀, 보리를 제외한 나

머지 분말 원료들에서는 3.0 log CFU∙g-1 이상으로 나

타나 식품공전에서 제시하고 있는 생식제품에 대한 미

생물 기준 (Table 4)에 부적합한 것으로 판단되므로 들

깨, 메밀, 보리, 귀리 분말을 제외한 나머지 4종의 곡류

분말은 생식 제품 원료로 사용이 불가능 할 것으로 사

료되었다.

감마선 조사 처리에 의하여 모든 미생물 수는 감소하

였으며, 곡류 분말 8종 모두 6 kGy 이하의 선량으로 감

마선 조사 했을 때 식품 공전의 생식 제품 미생물 기준

을 만족하는 것으로 나타났다. 세균발육시험을 통한 감

마선 조사된 곡류 생식 분말의 멸균 확인 실험결과에서

들깨, 기장, 보리 및 귀리는 4 kGy, 메밀은 6 kGy, 율무 및

백태는 8 kGy에서 음성 반응이 나타내어 분말 제품 각

각의 멸균선량을 확인할 수 있었다. 그러나 발아현미의

경우는 초기 균수가 6.3 log CFU∙g-1으로 매우 높아 10

kGy에서도 멸균되지 않은 것으로 나타났다.

2. 시판 분말 제품 중 서류 분말의 미생물 평가

시판 분말 제품 중 서류 분말 3종 (감자, 돼지감자 및

고구마)의 미생물 오염 수준과 감마선 조사 처리된 시

료의 일반호기성미생물, 진균류, B. cereus, 대장균군 및

Cl. perfringens의 생육 정도 및 멸균여부 확인 결과는

Table 2에 나타내었다. 감자, 돼지감자 및 고구마의 일반

호기성미생물은 비조사구에서 각각 5.8, 5.6 및 6.0 log

CFU∙g-1으로 나타났다. 이는 감자의 초기 일반호기성

세균이 5.0 log CFU∙g-1의 수준으로 나타났다는 Kim et

al. (2012)과 Koh and Kim (2010)의 결과와 유사하였다.

비조사구의 진균류는 감자, 돼지감자 및 고구마 각각

2.3, 2.8 및 2.7 log CFU∙g-1으로 서로 유사한 수준을 보

였고 대장균군은 각각 2.5, 1.9 및 2.8 log CFU∙g-1으로

검출되었으며, Cl. perfringens는 서류 분말 3종 모두에서

검출되지 않았다 (검출한계 10 CFU∙g-1). B. cereus의 경

우 고구마 분말에서 5.4 log CFU∙g-1으로 생식 제품 미

생물 기준 (3.0 log CFU∙g-1)을 초과하여 분말 자체를

이용한 생식제품으로의 제조는 불가능한 것으로 판단되

었다.

서류 분말 3종의 경우 모두 4 kGy 이하의 선량으로 감

마선 조사 했을 때 생식 제품의 미생물 기준 (식품공전

2012)을 충족하였다. 감마선 조사된 서류 생식 분말의

멸균 확인 실험결과에서 감자 8 kGy 및 돼지감자 10 kGy

에서 멸균이 확인되었으나 고구마는 10 kGy에서도 멸균

되지 않은 것으로 나타났다. 이것은 서류작물은 토양에

서 자라는 덩이뿌리 식물로서 토양미생물인 B. cereus외

에도 다른 다양한 미생물군이 제조 공정에서 충분히 제
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어가 되지 않을 경우 많은 수의 세균들이 최종 분말 제

품에 존재할 가능성이 매우 높으므로 (Cho et al. 2008),

높은 초기 오염도로 인하여 멸균 선량이 상승한 것으로

사료되었다.
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Table 1. Effect of gamma irradiation on bacterial populations in powdered cereals and bacterial growth after incubation 35�C for 48 h

Irradiation dose
Microbes (log CFU∙g-1)

Samples
(kGy) Total aerobic

Molds
Bacillus Clostridium Coliform Bacterial

bacteria cereus perfringens bacteria growth

0 5.3±0.03 3.3±0.05 5.4±0.01 ND TNTC2) ++3)

2 3.8±0.16 2.3±0.28 3.5±0.06 ND ND ++

Adlay
4 3.1±0.35 ND 2.5±0.07 ND ND ++

6 0.7±1.15 ND 1.3±1.15 ND ND ++

8 ND1) ND ND ND ND -
10 ND ND ND ND ND -

0 5.0±0.18 2.7±0.13 ND ND ND ++

2 2.3±0.35 ND ND ND ND ++

Perilla seeds
4 ND ND ND ND ND -
6 ND ND ND ND ND -
8 ND ND ND ND ND -

10 ND ND ND ND ND -

0 4.7±0.09 3.4±0.08 3.5±0.03 ND TNTC ++

2 3.0±0.30 2.7±0.10 2.6±0.30 ND ND ++

Millet
4 ND ND ND ND ND -
6 ND ND ND ND ND -
8 ND ND ND ND ND -

10 ND ND ND ND ND -

0 3.9±0.03 3.4±0.11 2.9±0.29 ND 2.5±0.23 ++

2 2.4±0.36 2.5±0.24 ND ND ND ++

Buckwheat
4 1.4±1.25 0.7±1.15 ND ND ND ++

6 ND ND ND ND ND -
8 ND ND ND ND ND -

10 ND ND ND ND ND -

0 6.9±0.08 3.5±0.05 5.4±0.01 ND TNTC ++

2 5.3±0.05 2.8±0.11 4.0±0.03 ND ND ++

Germinated 4 4.5±0.06 2.2±0.28 3.0±0.17 ND ND ++

brown rice 6 3.8±0.04 ND1) 2.1±0.17 ND ND ++

8 3.2±0.21 ND 0.8±1.33 ND ND ++

10 2.3±0.24 ND 0.7±1.15 ND ND ++

0 2.7±0.14 3.2±0.10 2.0±0.01 ND 1.3±0.24 ++

2 ND ND ND ND ND ++

Barley
4 ND ND ND ND ND -
6 ND ND ND ND ND -
8 ND ND ND ND ND -

10 ND ND ND ND ND -

0 4.5±0.03 3.0±0.19 3.4±0.03 ND TNTC ++

2 2.8±0.32 2.6±0.28 2.4±0.10 ND ND ++

Soybean
4 2.1±0.17 1.4±1.25 ND ND ND ++

6 ND ND ND ND ND ++

8 ND ND ND ND ND -
10 ND ND ND ND ND -

0 2.8±0.16 2.4±0.43 ND1) ND 0.8±0.68 ++

2 2.0±0.01 1.4±1.25 ND ND ND ++

Oat
4 ND ND ND ND ND -
6 ND ND ND ND ND -
8 ND ND ND ND ND -

10 ND ND ND ND ND -

Values are mean±standard deviation (n==5).
1)Not detected within the detection limit⁄102 CFU∙g-1.
2)TNTC: too numberous to count.
3)Bacterial growth was detected after incubating 35�C for 48 h in a thioglycollate medium (positive) or not (negative).



3. 시판 분말 제품 중 엽채류 분말의 미생물 평가

시판 분말 제품 중 엽채류 생식 분말 3종 (샐러리, 케

일 및 뽕잎)의 미생물 오염 수준과 감마선 조사 처리된

시료의 일반호기성미생물, 진균류, B. cereus, 대장균군 및

Cl. perfringens의 생육 정도 및 멸균여부 확인 결과는

Table 3에 나타내었다. 조사처리 되지 않은 샐러리, 케일

및 뽕잎 분말에서 일반호기성미생물은 각각 5.9, 5.3 및

6.8 log CFU∙g-1으로 나타났다. Kim et al. (2012)은 케일

의 초기 일반호기성미생물이 4.0 log CFU∙g-1 수준을

나타냈으며 Koh and Kim (2010)은 6.0 log CFU∙g-1이었

다고 보고한 바 있다. 비조사구의 진균류는 샐러리, 케일

및 뽕잎 분말에서 각각 0.7, 2.9 및 2.8 log CFU∙g-1으로

확인되었으며, 대장균군의 경우 샐러리와 케일은 검출한

계 내에서 (2.0 log CFU∙g-1) 검출되지 않았으나, 뽕잎 분

말에서는 높은 오염도를 확인 할 수 있었다. Cl. perfrin-

gens는 엽채류 분말 3종 모두에서 검출되지 않았다 (검

출한계 2.0 log CFU∙g-1). B. cereus의 경우 샐러리, 케일

및 뽕잎 모두 5.4 log CFU∙g-1으로 검출되었는데, 이는

생식 제품의 미생물 기준인 3.0 log CFU∙g-1 이상으로

생식제품의 기준에 부적합한 것으로 확인되었다.

엽채류 분말 3종 모두 4 kGy 이하의 선량으로 감마선

조사 했을 때 식품 공전의 생식 제품의 기준에는 충족

되었다. 그러나 감마선 조사된 엽채류 생식 분말의 멸균

확인 실험결과, 3종 모두 10 kGy에서 멸균이 되지 않은

것으로 확인되었다. 엽채류와 같은 샐러리, 케일 및 뽕잎

은 엽육 조직이 얇고 연약해 조직 파괴, 병균 침입, 시듦

등과 같이 외부환경에 쉽게 반응하게 되므로 신속하지

않은 제조공정은 제품의 초기 오염도도 높이고 (Jeong et

al. 1996), 이로 인해 10 kGy의 조사선량으로도 멸균되지

않은 것으로 판단되었다.

결론적으로 생식 원료로 사용 가능한 분말 원료 14종

중 들깨, 메밀, 보리, 귀리, 감자, 돼지감자 분말을 제외한

나머지 8종의 분말 제품들은 식품공전의 생식 제품 미

생물 기준을 만족시키지 못하여 분말 원료 각각을 생식

으로 제조할 수는 없었다. 다만 시판되는 생식 제품들은

다양한 분말 원료를 혼합하기 때문에 이들의 균수가 희

석되어 그 제품의 미생물 기준을 충족시킬 수는 있을 것

으로 판단된다. 그러나 각각의 분말 원료의 대장균군의

수가 높아 음성이 기준인 대장균의 검출 위험이 높으므

로 이에 대한 위생화 방법이 필수적으로 고려되어야 할

것이다. 이에 발아현미, 고구마 및 엽채류 3종을 제외한

나머지 분말 원료들은 10 kGy 조사선량에서 멸균이 가능

했으며, 6 kGy의 선량으로도 식품공전의 미생물 기준을

만족하는 생식 제품 제조를 위한 위생화가 가능하였다.

따라서 본 연구 결과를 통해 가열 살균이 어려운 분말
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Table 2. Effect of gamma irradiation on bacterial populations in powdered tubers and bacterial growth after incubation 35�C for 48 h

Samples
Irradiation dose

Microbes (log CFU∙g-1)

(kGy) Total aerobic
Molds

Bacillus Clostridium Coliform Bacterial
bacteria cereus perfringens bacteria growth

0 5.8±0.03 2.3±0.24 3.0±0.07 ND 2.5±0.04 ++2)

2 3.0±0.07 ND 0.7±1.15 ND ND ++

Potato
4 1.3±1.15 ND ND ND ND ++

6 ND1) ND ND ND ND ++

8 ND ND ND ND ND -
10 ND ND ND ND ND -

0 5.6±0.05 2.8±0.44 2.4±0.35 ND 1.9±0.33 ++

2 3.4±0.07 2.6±0.19 0.7±1.15 ND ND ++

Jerusalem 4 3.0±0.07 2.6±0.24 0.7±1.15 ND ND ++

artichoke 6 2.3±0.30 1.5±1.31 0.7±1.15 ND ND ++

8 0.7±1.15 ND ND ND ND ++

10 ND ND ND ND ND -

0 6.0±0.16 2.7±0.09 5.4±0.01 ND 2.8±0.10 ++

2 5.0±0.07 1.3±1.15 3.7±0.05 ND ND ++

Sweet potato
4 4.6±0.19 ND 2.5±0.15 ND ND ++

6 4.4±0.03 ND 2.5±0.28 ND ND ++

8 4.3±0.14 ND 2.1±0.17 ND ND ++

10 4.2±0.06 ND 2.0±0.01 ND ND ++

Values are mean±standard deviation (n==5).
1)Not detected within the detection limit⁄102 CFU∙g-1.
2)Bacterial growth was detected after incubating 35�C for 48 h in a thioglycollate medium (positive) or not (negative).



제품과 가열을 통한 살균 공정이 없는 생식 제품의 위

생화를 위한 공정으로 방사선 기술이 활용 가능한 것으

로 사료되었다.

결 론

본 연구는 시판 분말 제품들을 이용하여 멸균 생식 제

품을 개발하기 위해 분말 제품 각각의 미생물 오염 수

준을 확인한 후 위생화를 위하여 1~10 kGy로 감마선

조사하여 멸균 효과를 조사하였다. 실험에 사용된 분말

은 총 14종으로 곡류 8종, 서류 3종 및 엽채류 3종이었

다. 비조사구에서 곡류, 서류 및 엽채류 분말의 총균수는

각각 2.7~6.9, 5.6~6.0 및 5.3~6.8 log CFU∙g-1의 수

준으로 나타났으며, 대장균군은 율무, 기장, 발아현미, 백

태 및 뽕잎 분말에서 높은 오염도를 보였다. 들깨, 메밀,

보리, 귀리, 감자 및 돼지감자를 제외한 모든 제품에서

Bacillus cereus가 생식 제품의 기준인 3.0 log CFU∙g-1

을 초과하였으나, 6 kGy의 선량으로 감마선 조사 처리

시 곡류, 서류 및 엽채류 분말 모두 생식 제품의 미생물

기준을 만족하였다. 또한, 실험에 사용된 14종의 분말 제

품 중 발아현미, 고구마 및 엽채류 3종을 제외한 분말들

은 10 kGy 이하의 선량으로 멸균이 가능한 것으로 확인

되었다.
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Table 3. Effect of gamma irradiation on bacterial populations in powdered leafy vegetables and bacterial growth after incubation 35�C for 48 h

Samples
Irradiation dose

Microbes (log CFU∙g-1)

(kGy) Total aerobic
Molds

Bacillus Clostridium Coliform Bacterial
bacteria cereus perfringens bacteria growth

0 5.9±0.11 0.7±1.15 5.4±0.01 ND ND ++3)

2 4.1±0.03 ND 2.9±0.36 ND ND ++

Celery
4 3.3±0.14 ND 2.6±0.51 ND ND ++

6 3.1±0.08 ND 2.6±0.24 ND ND ++

8 1.4±1.25 ND ND ND ND ++

10 ND1) ND ND ND ND ++

0 5.3±0.02 2.9±0.03 5.4±0.01 ND ND ++

2 4.3±0.09 2.5±0.21 3.7±0.06 ND ND ++

Kale
4 3.5±0.07 1.6±1.38 2.9±0.14 ND ND ++

6 2.7±0.34 0.7±1.15 2.3±0.30 ND ND ++

8 2.5±0.45 ND ND ND ND ++

10 2.4±0.10 ND ND ND ND ++

0 6.8±0.11 2.8±0.14 5.4±0.01 ND TNTC2) ++

2 5.2±0.06 0.8±1.33 3.7±0.11 ND ND ++

Mulberry 4 4.6±0.16 ND 2.2±0.17 ND ND ++

leaves 6 4.3±0.04 ND 1.3±1.15 ND ND ++

8 3.8±0.11 ND ND ND ND ++

10 2.7±0.20 ND ND ND ND ++

Values are mean±standard deviation (n==5).
1)Not detected within the detection limit⁄102 CFU∙g-1.
2)TNTC: too numberous to count.
3)Bacterial growth was detected after incubating 35�C for 48 h in a thioglycollate medium (positive) or not (negative).

Table 4. Microbiological specifications for Saeng-Sik (uncooked
foods) products in the Korean Food Code

Microbes Specification

Bacillus cereus Not more than 1,000 CFU in 1 g of sample
Clostridium Not more than 100 CFU in 1 g of sampleperfringens
Esherichia coli Negative
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서 론

비빔밥은 화려한 시각적 요소와 맛으로 우리나라를

방문하는 외국인들이 가장 선호하는 일품음식으로 2000

년 서울시 주관의 한 신문사가 외국인관광객 700명을

대상으로 한 조사에서 가장 선호하는 음식으로 뽑히기

도 하였다. 또한, 비빔밥은 여러 가지 나물을 비벼먹는

것으로 각 지방마다 특산 농산물의 사용을 바탕으로 발

전되어 왔으며 특히 전주에서 향토명물 음식으로 발전

하였다 (Kim et al. 2004). 

이처럼 비빔밥은 불고기, 김치와 더불어 한국을 대표
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감마선 조사 냉동비빔밥의 미생물 및 관능적 품질특성
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Abstract -- This study was conducted to evaluate the effect of gamma irradiation on the microbio-
logical and sensory characteristics of frozen Bibimbap. Frozen Bibimbap vegetables were conta-
minated by microbial levels of 2.70~~6.67 log CFU g--1 in total aerobic bacteria. Frozen Bibimbap
was contaminated by microbial levels of 4.8 log CFU g--1 in total aerobic bacteria, but microor-
ganisms in gamma-irradiated samples at above 25 kGy were not found at detection limit less then
1 log CFU g--1. Sensory characteristics of the gamma-irradiated Bibimbap were decreased depend-
ing upon the irradiation dose, and sensory scores of the samples irradiated with doses higher than
10 kGy were significantly decreased. Therefore, the application of combination of the various food
processing technology should be considered for the sterilization of Bibimbap, without any deterio-
ration of quality occurred by high dose irradiation.
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하는 전통식품으로 자리매김하고 있다. 우리의 대표적

전통음식인 비빔밥에 대한 연구는 국제화 흐름과 같이

하여 맛과 재료의 다양성을 향상시켜 비빔밥을 편의식

으로 개발하는 연구 (Ju et al. 1998; Han et al. 2008), 비빔

밥의 위생학적 안전성 연구 (Han and Park 2001)와 비빔

밥의 여러 가지 채소로부터 pytochemical한 성분들의 기

능성 입증연구가 대부분이다 (Mun et al. 1994; Kim et al.

2004; Kang et al. 2004). 일부 연구에서는 비빔밥을 우주

식품과 같은 특수목적 식품으로 개발하고자 비빔밥을

동결건조한 후 방사선을 조사하여 우주환경에서도 취식

이 가능하도록 개발한 연구가 보고된 바 있다 (Lee et al.

2011). 그러나 일품요리 식품인 비빔밥은 식사하기에 매

우 간편하고 맛과 영양적인 면에서 매우 우수함에도 불

구하고 건조품을 제외하고 비빔밥을 상온에서 저장할

수 있도록 하고 즉석취식이 가능하도록 개발하고자 하

는 연구는 거의 없는 실정이다. 한편 세계 각국에서 식

품에 사용되는 보존제로 ethylene dibromide, ethylene

oxide, methyl bromide 등의 훈증처리가 유해성분의 생성

및 잔류로 발암성 등 건강장해와 환경공해를 일으킬 수

있기 때문에 그 사용이 금지되거나 제한되고 있다. 반면

방사선 조사는 비열처리 살균방법으로 제품의 품질에

크게 영향을 주지 않으면서도 효과적으로 식품의 미생

물학적 안전성을 확보하는 기술로 평가되고 있다

(FAO/IAEA/WHO Study group 1999). 

따라서 본 연구는 시판되고 있는 냉동비빔밥에 감마

선을 조사하여 미생물학적 안전성을 확보하고 나아가

백혈병 등 면역결핍환자에게 제공할 수 있는 식품으로

서 개발가능성을 확인하고자 하였다. 이를 위해 냉동비

빔밥에 감마선을 조사한 후 저장 중 미생물학적 안전성

평가와 관능적 품질변화를 평가하였다.

재료 및 방법

시료의 준비

실험에 사용한 냉동비빔밥은 K 社 제품을 지역 대형

마트에서 구입하여 사용하였다. 이때 비빔밥은 냉동된

상태였고, 각각의 채소 재료는 분리되어 있었다. 

방사선 조사

시료의 감마선 조사는 11.1 PBq, Co-60 감마선 조사시

설 (IR-221 gamma irradiator, MDS Nordion, Canada)을 이

용하여 실온 (20±2�C)에서 시간당 10 kGy h-1의 선량률

로 흡수선량이 각각 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30 kGy가 되도

록 조사하였으며 흡수선량의 확인은 방사선 선량계(Ceric

cerous dosimeter, Bruker Instruments, Rheinstetten, Ger-

many)를 사용하여 총 흡수선량의 오차를 계산하였다. 

저장성 평가

가속저장 시험은 저장 온도를 높여 미생물의 생육과

품질변화 속도를 증가시켜 단시간 내에 저장 및 유통 중

식품의 품질변화 양상, 오염미생물의 생육과 부패도달 속

도 및 저장가능 기간을 측정하거나 예측하는 데 사용되

는 방법으로 가속저장 시험을 통해 즉석 햄버거스테이

크 (Park et al. 2004) 및 고추장 (Lee et al. 1997)의 저장 중

품질변화와 유통기한을 예측한 연구가 보고된 바 있다.

즉, 방사선 조사 후 시료를 가속조건 온도인 35�C Incu-

bator (Fisher Isotemp, Fisher Scientific Inc., Pittsburgh, PA,

USA)에서 저장하며 미생물 및 관능적 품질변화 시험을

실시하였다. 실험은 감마선 조사 직후 및 저장 0, 1, 3, 5,

7일에 실시하였다. 

미생물 생육 시험

냉동비빔밥의 저장 중 미생물 생육 시험을 위해 시료

10 g을 clean bench 내에서 멸균 nylon bag (10×15 cm;

Sunkyung Co., Ltd., Korean)에 담아 시료 중량의 9배의

멸균 peptone 수 (0.1% 함유, Difco Laboratories, Detroit,

MI, USA)를 넣고 Stomacher Lab Blender (Model 400, Tek-

mar Co., USA)로 1분간 균질하여 시험액으로 사용하였

다. 시험액을 Plat Count Agar (Difco Co., Detroit, USA)에

접종하고 37�C 배양 온도에서 2~4일간 배양하여 생성

된 colony의 수를 colony counter (IPI Inc., Microcount

1008, CA, USA)를 이용하여 계수하였다. 미생물 수는 시

료 1 g당 colony forming unit (CFU)로 나타내었다. 검출

을 위한 최소 계수 한계치는 1 log CFU g-1이었다. 

관능검사

관능검사를 위한 panel은 식품을 전공하는 석∙박사

연구원 10인을 대상으로 하였으며 나이∙성별 등을 기

록하고 각 시료는 물 컵, 시료를 뱉는 컵, 정수기에서 받

은 물을 시료 사이에 제공하였으며, 검사 중의 영향을

최소화하기 위해 total session은 10~12분으로 정하였다.

이때의 평가항목은 외관 (appearance), 경도 (texture), 맛

(taste), 향 (flavor), 종합적인 기호도 (overall acceptability)

에 대하여 7점 척도법으로 평가하였다. 이때 매우 좋아

한다 (강하다): 7점, 좋지도 싫지도 않다: 4, 매우 싫어한다

(약하다): 1점이었다. 

박재남∙송범석∙윤영민∙최수정∙박종흠∙김재경∙변의백∙이주운∙한인준∙손희숙∙김재훈94



통계분석

이상의 실험에서 얻어진 결과는 Statistical Package for

Social Sciences (SPSS, 10.0)를 이용하여 One Way ANOVA

분석을 하였으며, 시료간의 유의성은 Duncan’s multiple

range test로 p⁄0.05 수준에서 비교하였다. 

결과 및 고찰

감마선 조사에 따른 냉동비빔밥 부재료의

가속 저장 중 미생물 변화

감마선 조사 및 조사되지 않은 냉동비빔밥을 35�C에

서 각각 3일간 저장하면서 일반 총세균수의 생육정도를

측정한 결과는 Table 1에 나타내었다. 비조사 고추장 양

념의 경우 초기 총세균수는 4.13 log CFU g-1를 나타냈

고, 3일간 가속 저장 중 3 log CFU g-1 수준이 증가하는

것으로 나타났다. 한편 10 kGy 조사된 고추장 양념의 경

우 2.80 log CFU g-1에서 4.34 log CFU g-1으로 3일간 저

장하면서 1.5 log CFU g-1 수준이 증가하는 것으로 나타

났다. 이는 고추장에 오염된 미생물의 제어가 가장 어려

우며 대부분 Bacillus spp. 때문인 것으로 판단되었다

(Kim et al. 2001; Jeon 2005). 다른 부재료의 경우 감마선

비조사 시료군 모두가 저장 3일 후 부패 단계에 도달한

것으로 나타났다. 일반적으로 식품에서 총균수가 6 log

CFU g-1에 도달하면 부패 초기이며 7 log CFU g-1에서는

부패현상을 나타내어 더 이상 가식이 불가능한 것으로

알려져 있다 (Lee et al. 2000). 본 실험에서도 가속저장 3

일 후 총세균수가 대부분 7 log CFU g-1 이상 나타난 시

료는 심한 부패취와 함께 점액질이 생성되는 등의 전형

적인 부패 현상이 관찰되었다. 감마선 조사한 실험구 모

두에서 조사선량에 의존적으로 초기 오염된 총세균수의

양이 감소되었다 (p⁄0.05). 시금치와 당근을 제외한 부

재료의 경우 10 kGy 조사구에서 가속 저장 3일에 대부

분 생존한 균의 회복현상이 나타나 미생물이 증식하는

것으로 나타났다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 10 kGy 수준의 감마선
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Table 1. Effect of gamma irradiation on the growth of total aerobic bacteria of freezed Bibimbap materials during storage at 35�C
(Unit: log CFU g-1) 

Sample Storage Dose (kGy)

(days) 0 1 3 5 10

0 4.13±0.14aA 3.43±0.10aB 3.53±0.28aB 3.23±0.17aB 2.80±0.20aC

Red pepper paste 1 6.34±0.35bA 6.47±0.29bA 4.28±0.30bB 4.19±0.22bB 4.31±0.19bB

3 7.26±0.52cA 6.68±0.61bAB 5.43±0.48cB 4.27±0.24bC 4.34±0.31bC

0 3.16±0.20aA 3.14±0.15aA 2.10±0.10aB ND1) ND
Bean sprouts 1 7.53±0.38bA 4.25±0.28bB 3.71±0.24bC 2.66±0.15aD 1.32±0.09aE

3 6.18±0.83bA 6.43±0.51cA 5.54±0.67cAB 4.31±0.29bB 3.76±0.17bC

0 3.28±0.24aA 3.11±0.16aA ND ND ND
Radish 1 6.41±0.53bA 5.24±0.43bA 4.30±0.20aB 3.68±0.27aC ND

3 7.31±0.76bA 6.48±0.54cAB 5.80±0.41bB 4.61±0.22bC 2.22±0.10D

0 3.25±0.23aA 2.10±0.31aB ND 1.10±0.39aC ND
Pyogo mushroom 1 6.87±0.66bA 5.19±0.35bB 4.30±0.48aC 3.23±0.45bD ND

3 7.19±0.57bA 6.74±0.59cA 5.35±0.36bB 4.28±0.51cC 2.48±0.14D

0 4.42±0.85aA 4.12±0.56aA 2.70±0.15aB ND ND
Dropwort 1 6.43±0.73bA 5.25±0.44bA 4.17±0.37bB 1.76±0.16aC ND

3 6.28±1.01bA 6.45±0.85cA 5.69±0.91cA 4.21±0.29bB ND

0 3.11±0.31aA 2.10±0.16aB ND ND ND
Bellflower root 1 4.80±0.55bA 4.44±0.54bA 2.31±0.26aB ND ND

3 6.31±0.80cA 6.49±0.64cA 5.38±0.88bA 3.04±0.41B 2.24±0.15C

0 2.20±0.23aA 2.10±0.18aA ND ND ND
Bracken 1 4.83±0.44bA 3.55±0.29bB 1.50±0.07aC 1.20±0.08aC ND

3 6.64±0.99cA 6.49±0.94cA 5.38±1.14bB 4.28±0.84bC 2.05±0.17D

0 2.70±0.41aA 2.20±0.26aA ND ND ND
Carrot 1 5.28±0.64bA 3.54±0.20bB 3.28±0.29aB 2.54±0.16aC ND

3 7.57±1.11cA 7.34±1.07cA 5.91±0.78bB 3.28±0.24bC ND

a-cMean within the same column different letters differ significantly (p⁄0.05).
A-EMean within the same row different letters differ significantly (p⁄0.05).
1)Not detected within the detection limit at ⁄1 log CFU g-1



조사는 비빔밥 부재료에 오염된 미생물을 제어하는데

어려움이 있는 것으로 사료되었으며 보다 높은 수준의

감마선 조사가 필요한 것으로 판단되었다. 

감마선 조사에 따른 냉동비빔밥 부재료의

관능적 품질변화

감마선 조사 및 조사되지 않은 비빔밥 부재료들의 관

능적 품질 변화를 Table 2에 나타내었다. 고추장 양념의

경우 외관 및 조직감은 10 kGy 감마선 조사에 영향을

받지 않는 것으로 나타났으나 맛, 풍미, 냄새 및 종합적

기호도의 경우 10 kGy 수준으로 조사 할 때 유의적인

차이가 있는 것으로 나타났다. 그러나 모든 평가항목에

서 5.0 이상의 점수를 보여 감마선 조사에 의해 다소 품

질이 저하되지만 취식하지 못할 정도까지 저하되지는

않는 것으로 나타났다. 다른 부재료의 경우 감마선 조사

선량이 증가할수록 관능적 품질이 모든 평가항목에서

저하되는 것으로 나타났다. 특히, 5 kGy 이상의 선량에서
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Table 2. Sensory properties of Freezed Bibimbap immediately after gamma irradiation 

Characteristics

Sample Dose
Appearance Texture Taste Flavor Off odor

Overall
(kGy)

acceptability

0 6.66±0.57a 6.01±0.49a 6.23±0.29a 6.33±0.40a 1.02±0.29a 6.33±0.32a

1 6.87±0.22a 6.03±0.32a 6.14±0.13a 6.21±0.36a 1.21±0.13a 6.39±0.26a

Red pepper paste 3 6.66±0.64a 6.00±0.26a 6.19±0.36a 6.03±0.46a 1.17±0.26a 6.21±0.36ab

5 6.54±0.34a 5.67±0.16a 6.02±0.16a 5.97±0.62ab 1.23±0.06a 5.98±0.34ab

10 6.64±0.16a 5.99±0.45a 5.38±0.45b 5.66±0.66b 1.66±0.25b 5.73±0.50b

0 6.00±0.49a 6.02±0.37a 6.00±0.76a 6.33±0.86a 1.00±0.29a 6.02±0.79a

1 5.20±0.58ab 5.87±0.32a 5.66±0.57a 5.66±0.26a 1.33±0.31a 5.78±0.39a

Bean sprouts 3 4.53±0.74bc 5.33±0.58ab 4.00±0.86b 4.00±0.38b 2.71±0.39b 4.35±0.66bc

5 4.01±0.30c 4.66±0.48b 3.33±0.57c 3.35±0.19c 3.64±0.25bc 3.67±0.86c

10 3.30±0.22d 3.00±0.53c 2.00±0.85d 2.19±0.33d 4.00±0.47c 2.39±0.77d

0 6.34±0.56a 6.00±0.97a 6.21±0.39a 6.24±0.87a 1.15±0.29a 6.15±0.54a

1 6.30±0.55a 5.46±0.78ab 6.02±0.54a 5.99±0.58ab 1.60±1.13a 6.03±0.31a

Radish 3 5.97±0.98a 4.76±0.86b 5.34±0.39b 5.57±0.68b 2.00±0.86a 4.64±0.46b

5 5.83±0.75a 3.43±0.84cd 3.68±0.87c 4.53±0.62c 3.39±1.16b 3.78±0.62c

10 5.89±0.96a 2.76±1.01d 2.44±0.57d 3.00±0.73d 3.94±1.45b 2.14±0.41d

0 6.67±0.09a 5.68±0.79a 6.24±0.49a 6.11±0.20a 1.01±0.29a 6.10±0.65a

1 6.13±0.35ab 5.54±0.69a 5.84±0.72a 5.89±0.36a 1.00±0.38a 6.00±0.43a

Pyogo mushroom 3 5.87±0.79bc 5.01±0.68ab 5.10±0.78a 4.97±0.58b 1.86±0.42bc 5.72±0.78a

5 5.43±0.83c 4.42±0.49bc 4.27±0.46b 4.38±0.19b 2.43±0.53c 4.18±0.62b

10 4.16±0.72d 4.00±0.81c 3.58±0.72b 3.29±0.58c 4.68±0.49d 3.23±0.37c

0 6.06±0.57a 6.13±0.35a 6.00±0.57a 6.11±0.50a 1.66±0.29a 6.09±0.47a

1 6.13±0.75a 5.63±0.87ab 5.89±0.38a 5.97±0.28a 1.53±0.65a 5.90±0.46a

Miari 3 6.00±0.32ab 4.39±0.64bc 5.43±0.43a 5.43±0.68ab 2.00±0.99ab 4.76±0.76b

5 6.17±0.24a 3.32±0.71c 4.43±0.84b 4.47±0.63bc 3.01±0.52b 3.33±0.62c

10 5.76±0.43b 3.28±0.58c 4.00±0.39b 3.86±0.77c 4.47±0.54c 2.42±0.50d

0 6.01±0.57a 6.14±0.75a 5.94±0.65a 5.53±0.84a 1.27±0.38a 6.06±0.72a

1 6.21±0.42a 5.96±0.32a 5.68±0.64a 5.67±0.51a 1.42±0.55a 6.02±0.29a

Bellflower root 3 6.00±0.40a 4.89±0.98ab 5.39±0.55ab 4.84±0.98ab 2.01±0.68ab 5.43±0.66a

5 5.42±0.54b 3.94±1.08b 4.84±0.63b 3.89±0.75bc 2.42±0.37ab 3.73±1.07b

10 5.67±0.52ab 2.03±0.53c 3.20±0.54c 3.65±0.29c 3.33±0.39b 2.48±1.29b

0 6.01±0.62a 5.86±0.74a 5.34±0.74a 6.11±0.64a 1.00±0.45a 6.00±0.77a

1 6.00±0.44a 5.93±0.91a 5.40±0.53a 5.62±0.46ab 1.34±0.79a 5.87±0.64a

Bracken 3 5.99±0.81a 4.86±0.43b 5.01±0.41ab 4.96±0.73bc 1.92±0.85ab 5.30±0.81ab

5 5.79±0.57a 3.00±0.42c 4.53±0.89b 4.57±0.96c 2.78±0.95b 4.68±0.59b

10 5.85±0.79a 2.01±0.79d 3.40±0.54c 3.05±0.72d 4.68±1.04c 2.36±0.88c

0 6.14±0.68a 6.20±0.48a 6.00±0.29a 5.99±0.81a 1.02±0.92a 6.19±0.70a

1 6.04±0.58a 6.13±0.52a 6.06±0.49a 5.95±0.61a 1.23±0.73a 6.08±0.82a

Carrot 3 6.00±0.70a 5.69±0.96ab 5.78±0.47a 5.63±0.80a 2.04±0.98ab 5.69±0.96ab

5 5.88±0.57a 4.99±0.43b 4.33±0.63b 4.39±0.59b 3.19±0.83bc 4.85±0.75b

10 5.93±0.83a 2.38±0.68c 3.00±0.54b 2.76±0.93c 3.46±0.94c 3.00±0.87c

a-dMean within the same column different letters differ significantly (p⁄0.05).



는 모든 평가항목에서 관능적 품질이 급격히 저하되었

다. 현재까지 비빔밥 부재료에 각각에 대한 감마선 조사

연구는 보고되지 않았지만, 일반적으로 식품에 일정한 선

량 이상으로 감마선을 조사할 경우 식품의 관능적 품질

을 저하시킬 수 있으며, 이러한 현상은 감마선 조사선량

이 증가할수록 더욱 커지는 것으로 보고되고 있다(Maxie

and Abdel-Kader 1996; Park et al. 2007). 한편, 감마선 조

사에 의한 관능적 품질저하와 같이 문제점을 해결하기

위한 방법으로는 진공 또는 가스치환 포장 (Lacroix and

Lafortune 2004), 냉동온도에서의 방사선 조사 (Desmonts

et al. 1998), 항산화제의 병용처리 등이 효과적인 것으로

보고되고 있다. 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 감마선 조사된 냉동비

빔밥 부재료의 품질을 유지하기 위해서는 다른 식품가

공 기술과 감마선 조사기술을 병용해야 할 것으로 사료

되었다. 

감마선 조사에 따른 냉동비빔밥의 가속저장 중

미생물 변화

냉동비빔밥에 감마선 조사하여 35�C에서 10일간 저장

하면서 총균수 변화 측정 결과를 Table 3에 나타내었다.

비빔밥을 포함한 도시락류의 위생기준으로는 1993년 식

품공전에서 일반세균수가 6 log CFU g-1 이하 대장균군

음성으로 규제하였고, 1994년에는 일반세균수는 유지되

고 식중독균이 검출되어서는 안되는 것으로 규정하였다

(KFDA). 본 연구에 사용된 비빔밥은 4.8 log CFU g-1 수

준으로 나타나 신선한 상태인 것으로 판단되었다. 비빔

밥에 감마선을 조사한 결과, 감마선 조사선량이 증가할

수록 총균수는 감소하였고 15 kGy 이상 조사할 경우 검

출한계 이하 (1 log CFU g-1)까지 감소하는 것으로 나타

났으나 저장 중 미생물이 생육하는 것으로 나타났다. 그

러나 25 kGy 이상 수준의 감마선을 조사 할 경우 비빔

밥을 가속 저장하더라도 검출한계 이하까지 미생물을
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Table 3. Effect of gamma irradiation on the growth of total aerobic bacteria of Freezed Bibimbap during storage at 35�C (Unit: log CFU g-1) 

Storage Dose (kGy)

(days) 0 1 3 5 10 15 20 25 30

0 4.8±0.7aA 4.3±0.4aA 3.9±0.4aB 3.3±0.5aB 3.0±0.4aB ND1) ND ND ND
1 7.3±0.9bA 6.7±0.9bA 6.8±0.7bA 6.2±1.3bAB 5.5±0.7bB 3.2±0.5aC ND ND ND
2 -2) - - - 7.4±1.4cA 4.3±1.3abB ND ND ND
3 - - - - - 5.4±0.9b ND ND ND
5 - - - - - 7.2±0.8cA 2.3±0.4aB ND ND
7 - - - - - - 4.6±1.2b ND ND

a-cMean within the same column different letters differ significantly (p⁄0.05).
A-CMean within the same row different letters differ significantly (p⁄0.05).
1)Not detected within the detection limit at ⁄1 log CFU g-1.
2)Bar indicates no determination of bacteria because of spoilage (¤7 log CFU g-1).

Table 4. Sensory properties of Freezed Bibimbap treated with gamma-irradiation during storage at 35�C

Sensory Storage Irradiation dose (kGy)

(items) (days) Con 1 3 5 10 15 20 25 30

0 6.3±1.1A 6.0±0.4A 5.8±0.7A 5.0±0.8aAB 4.9±0.5aBC 4.0±0.9aC 4.1±1.6aBC 3.5±0.9aC 2.0±0.4aD

1 -1) - - 2.1±1.0bC 3.3±0.9bBC 3.7±1.0abA 4.0±1.2aA 3.2±1.2aAB 1.7±1.9aC

Flavor
2 - - - - 2.3±0.7cB 3.6±1.2bA 3.3±1.9aAB 2.2±0.7bB 1.5±0.7aC

3 - - - - - 1.1±0.7cB 3.7±0.8aA 1.8±0.9bcB 1.7±1.6aB

5 - - - - - 1.9±0.8cB 3.5±1.4aA 1.3±1.1cB 1.8±1.0aB

7 - - - - - - - 1.5±0.8bcA 1.4±1.2aA

0 6.4±0.4aA 6.0±0.8A 5.5±0.9A 5.2±1.1aAB 4.8±0.6aBC 4.2±1.0aC 4.3±0.8aC 3.1±0.4aD 1.6±0.6aE

1 - - - 1.9±0.8bBC 4.3±0.5abA 4.0±0.8aA 4.1±0.5aA 2.6±0.5bB 2.0±1.4aB

Overall 2 - - - - 3.2±1.3bA 2.0±0.6bB 3.7±1.2aA 2.0±0.8bcB 2.1±0.8aB

acceptability 3 - - - - - 2.1±0.8bB 3.5±1.0aA 1.7±0.7bcB 1.5±0.7aB

5 - - - - - 1.6±1.1bB 3.6±1.9aA 1.5±0.6cB 1.2±0.9aB

7 - - - - - - - 1.2±0.9cA 1.4±1.0aA

a-cMean within the same column different letters differ significantly (p⁄0.05).
A-EMean within the same row different letters differ significantly (p⁄0.05).
1)Bar indicates no determination of sensory properties because of spoilages. 



제어할 수 있는 것으로 나타났다. 

본 연구에서 저장기간이 경과함에 따라 비빔밥에 존

재하는 미생물의 증식으로 인해 비조사구 및 5 kGy 이

하로 조사된 비빔밥의 경우 저장 1만에 부패 및 부패초

기에 도달하였으나 조사선량이 증가함에 따라 미생물의

증식이 억제되어 15 kGy 이상 조사할 경우 저장 2일 후

총균수가 4.3 log CFU g-1 정도로 나타나 초기부패 (5~6

log CFU g-1) 수준에 도달하지 않는 것으로 나타났다. 특

히, 25 kGy 이상으로 감마선을 조사 할 경우 비빔밥의

미생물 사멸효과로 저장기간을 연장시킬 수 있는 것으

로 사료되었다. 

감마선 조사에 따른 냉동비빔밥의 관능적 품질

비빔밥에 감마선 조사하여 35�C에서 10일간 저장하면

서 관능적 품질변화를 측정한 결과를 Table 4에 나타내

었다. 관능평가 결과 향 및 종합적 기호도는 5 kGy 이하

의 선량에서는 대조구와 비교할 때 유의적인 변화가 없

는 것으로 나타났으나, 10 kGy 이상의 선량에서는 방사

선 조사선량이 증가할수록 점수가 유의적으로 낮게 나

타났다. 특히 미생물을 검출한계 이하까지 제어할 수 있

는 선량인 25 kGy 이상 조사 시 관능적 품질이 매우 낮

아져 품질저하 방지를 위한 연구가 진행되어야 할 것으

로 사료되었다. 방사선에 의한 식품의 품질 저하는 방사

선 조사에 의해 생성된 래디컬의 작용으로 단백질과 지

방에 영향을 미치기 때문이다 (Schweigert et al. 1954;

Merritt 1966; Lee et al. 2005). 그러나 이러한 관능적 품

질저하는 방사선 조사 시 환경조건, 식품의 가공 상태

및 구성성분 등 그 특성에 따라 차이가 있으며, 천연 항

산화제 첨가 및 포장방법 개선 등으로 관능적 품질 개

선이 가능하다 (Hashim et al. 1995; Luchsinger et al. 1997;

Byun et al. 2000; Lee et al. 2005). 또한 몇몇 연구에서 방

사선 조사와 식품가공 병용처리 기술을 적용해 다양한

우주식품을 개발한 바 있다 (Park et al. 2007; Song et al.

2009; Song et al. 2012). 

이상의 결과를 종합하여 볼 때 향후 방사선 조사 조

건, 포장방법 및 항산화제 첨가 등에 대한 다양한 연구

가 보완되어야 할 것으로 판단하였다. 아울러 방사선 조

사를 이용한 비빔밥의 위생화를 위한 기초자료로 활용

될 수 있을 것으로 사료되었다. 

결 론

본 연구는 감마선 조사된 냉동비빔밥의 저장 중 미생

물, 관능적 품질변화를 평가하고자 실시되었다. 미생물

분석결과 멸균을 위한 최적선량은 약 25 kGy인 것으로

나타났다. 야채류를 각각 조사한 결과 10 kGy 이하 선량

에서 일부 멸균을 확인할 수 있었으나 관능적 품질이

저하 되었다. 또한 이들을 혼합하여 비빔밥을 제조한 후

감마선 조사 후에 관능평가를 실시한 결과 조사선량이

증가할수록 모든 평가항목에서 유의적으로 감소하는 것

으로 나타났으며 (p⁄0.05) 미생물을 검출한계 이하까지

제어할 수 있는 선량인 25 kGy 이상 조사 시 관능적 품

질이 매우 낮아져 품질저하 방지를 위한 연구가 진행되

어야 할 것으로 사료되었다. 이상의 결과를 종합하여 볼

때 냉동비빔밥을 상온유통 할 수 있도록 개발하기 위해

서는 다른 시품가공기술을 병용처리와 아울러 감마선

조사에 따른 품질 저하를 최소화 하는 연구가 진행되어

야 할 것으로 사료된다.
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서 론

생식은 대부분 곡류, 두류, 야채류, 해조류, 버섯류 등의

원료를 분말상태에서 혼합하여 제조하게 되며 각각의 원

료가 가지는 영양성분이나 다양한 생리기능성 구성 성분

을 그대로 가질 수 있어 건강적 측면에서 상당히 각광을

받으며 소비가 증가되고 있는 추세이다 (Cho et al. 2008). 

생식 원료의 건조는 영양소의 파괴, 효소의 불활성화,

전분의 호화 등이 최소화가 되도록 대부분 동결건조, 자

연건조 60�C 이하의 송풍건조 등을 하도록 그 제조, 가

공공정에 대한 기준을 정하고 있다 (Chang et al. 2004).
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감마선 조사에 따른 원료분말 및 생식의 미생물 제어 효과
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Abstract -- This study was conducted to evaluate the effect of gamma irradiation on the microbial
populations of dried raw materials (9 products) and Saengsik powder. The samples were gamma-
irradiated at doses of 2, 4, 6 and 8 kGy and the microbiological populations were evaluated. The
total numbers of bacteria and Bacillus cereus in non-irradiated dried-raw materials for Saengsik
powder was 1.3~~3.4 and 1.7~~2.4 log CFU g--1. However, gamma irradiation reduced the micro-
biological populations in all samples, and Saengsik powder were sterilized at more than 6 kGy.
Moreover, Clostridium perfringens were not observed in all samples within detection limit (⁄⁄1 log
CFU g--1). Therefore, the results of this study suggest that gamma irradiation at 6 kGy is sufficient
to sterilize Saengsik powder, and thus, irradiated Saengsik powder at 6 kGy fulfills the microbio-
logical requirements for sterilized food.
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동결건조의 경우 생식원재료를 동결시킨 후 진공환경을

조성하는 장치 내에서 액체 상태를 거치지 않고 기체

상태의 수증기로 승화시켜 건조하게 되고 낮은 온도에

서 건조가 일어나므로 영양성분 및 기능성 성분의 손실

이 적은 이점으로 가장 널리 사용되어지고 있다 (Lee

2002; Koh and Kim 2010). 그러나 이러한 비가열 공정으

로 인해 원료 내에 존재하는 미생물 또한 제어하지 못해

제품에 그대로 존재하거나, 소비자가 이를 재수화 후의

잘못된 보관으로 인하여 미생물이 증식할 수 있는 문제

점을 내포하고 있다 (Chang et al. 2004; Park et al. 2007).

또한 비가열 식품이라는 한계적 특징을 지닌 생식은 단

순 건조를 통해 재수화하여 섭취하는 개념으로 산업화

하여 만들어낸 것으로 세척과 같은 최소한의 위생공정

만을 거친다. 시판생식에서 Bacillus cereus를 비롯하여

Escherichia coli 등의 식중독균이 검출되어 생식제품의

미생물학적 안전성에 대한 문제가 지속적으로 여러 연

구에서 제기되고 있다 (Kim et al. 2002; Kim et al. 2004;

Cho et al. 2013).

한편 방사선 조사 기술은 대표적인 비가열 살균기술

로 식품고유의 풍미와 맛을 유지하면서 완포장 상태에

서 조사처리가 가능해 2차 오염 등의 교차오염을 방지

할 수 있다 (Thayer 1990; Byun and Lee 2003). 우리나라

의 경우 2000년대부터 우주식품을 개발하면서 이 기술

의 장점을 활용하여 우주인에게 제공할 수 있는 다양한

식품들의 미생물학적 안전성을 확보할 수 있었다 (Park

et al. 2006; Song et al. 2009; Song et al. 2012). 이처럼 비

가열 특성을 가지는 방사선 조사기술로 생식분말과 같

이 가열살균이 어렵고 영양학적 기능성을 유지해야 하

는 제품의 살균 및 멸균이 가능하다. 

따라서 본 연구에서는 생식제품의 원재료인 건조분말

및 제품의 미생물 오염 수준을 평가하고, 건조생식분말

에 존재하는 미생물을 제어하고자 방사선을 조사한 후

이에 따른 살균 또는 멸균선량 평가하고자 실험을 진행

하였다.

재료 및 방법

1. 시료의 준비

본 실험에서 사용한 생식 원료는 동결 건조된 (현미,

대두, 마, 토마토, 차조, 검은깨, 브로콜리, 양배추, 바나나)

분말을 이용하였다. 생식 원료들은 A사 (강원, 춘천)에서

제공받아 실험에 사용하였다. 제공받은 시료는 각각 500

g씩 LDPE (low density polyethylene, Sunkyung Co., Ltd.,

Seoul, Korea)에 담아 실온에 보관하면서 실험에 사용하

였다. 

2. 방사선 조사

시료의 감마선 조사는 11.1 PBq, Co-60 감마선 조사시

설 (IR-221 gamma irradiator, MDS Nordion, Canada)을 이

용하여 실온 (20±2�C)에서 시간당 10 kGy의 선량률로

흡수선량이 각각 2, 4, 6 및 8 kGy가 되도록 조사하였으며

흡수선량의 확인은 방사선 선량계 (Ceric cerous dosime-

ter, Bruker Instruments, Rheinstetten, Germany)를 사용하

여 총 흡수선량의 오차를 계산하였다. Dosimetry 시스템

은 국제원자력기구 (IAEA)의 규격에 준용하여 표준화한

후 사용하였으며, 총 흡수선량의 오차는 ±2% 이내였다. 

3. 미생물 평가

일반호기성미생물 측정은 시료 10 g에 멸균 증류수 90

mL를 가하여 1분간 stomacher (Mark II Lab Blender, Tek-

ma Teledyne Technologies Inc., CA, USA)를 이용하여 균

질화한 후 10진 희석법으로 희석한 희석액을 실험에 사

용하였다. 균질화 한 시료액을 plate count agar (PCA, Difco

Co., Detroit, MI, USA)에 도말한 후 35�C incubator (MIR-

262, Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd., Tokyo, Japan)에

서 48시간 배양하여 30~300개의 집락을 형성한 배지만

을 계수하였다.

Bacillus cereus 측정은 시료 10 g에 멸균 증류수 90 mL

를 가하여 stomacher로 균질화한 뒤 균질화한 시료 액을

mannitol egg yolk agar (MYP, Difco Co., Detroit, MI, USA)

배지에 도말한 뒤 35�C에서 48시간 배양하여 30~300개

의 혼탁한 환의 분홍색 집락으로 형성한 배지만을 계수

하였다.

Clostridium perfrigens 측정은 시료 10 g에 멸균 증류수

90 mL를 가하여 희석하고 1분간 stomacher로 균질화한

뒤 균질화한 시료 액을 tryptose sulfite cycloserine agar

(TSC, Oxoid, Hampshire, England) 배지에 도말한 뒤 anaer-

obic jar (Oxoid, Hampshire, England)를 이용하여 혐기적

조건에서 35�C에서 48시간 배양하여 30~300개의 불투

명한 환의 검은색 집락으로 형성한 배지만을 계수하였

다.

Escherichia coli 측정은 시료 10 g에 멸균 증류수 90 ml

를 가하여 희석하고 1분간 stomacher로 균질화한 뒤 균

질화한 시료 액을 brilliant green lactose bile broth (BGLB,

Difco Co., MI, USA)배지에 가한 뒤 35�C에서 48시간 배

양하여 발효관에 가스 발생을 나타낸 배지는 양성, 가스

발생을 나타내지 않은 배지는 음성으로 확정하였다. 
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4. 세균발육시험

시료의 멸균 여부를 확인하기 위해 식품공전의 세균

발육시험법 (KFDA, 2012)을 이용하였다. 즉, 시료를 무균

적으로 취한 후 멸균 PBS buffer solution 45 mL를 가하

고, 20초간 vortexing 하였다. 이 용액의 1.0 mL에 thiogly-

collate medium (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)

을 가하고, 35�C의 incubator에서 7일 동안 배양시키면

서 가스 생성 또는 팽창 등 외형적 변화를 수시로 확인

하고 yellow 계통으로 변색되지 않는 것을 멸균된 것으

로 확정하였다. 

결과 및 논의

1. 감마선 조사에 따른 생식 원료의 미생물 오염도 평가

A사의 생식원료 9종 (현미, 대두, 마, 토마토, 차조, 검은

깨, 브로콜리, 양배추, 바나나)을 대상으로 일반호기성미

생물, B. cereus, Cl. perfringens, E. coli의 미생물 오염수

준과 방사선 조사에 따른 미생물 변화를 Table 1에 나타

내었다. 일반호기성미생물의 경우 현미, 대두, 마, 토마토,

차조, 검은깨, 브로콜리, 양배추 및 바나나가 각각 2.4,

2.3, 2.7, 1.3, 3.4, 3.2, 2.8, 2.3 및 2.1 log CFU g-1으로 각

각 나타났다. 감마선 조사에 의하여 모든 실험구에서 선

량 의존적으로 미생물 수가 감소하는 것으로 나타났다.

특히, 2 kGy로 조사된 대두, 토마토, 브로콜리, 검은깨, 브

로콜리, 양배추 및 바나나의 경우 검출한계 (1⁄log CFU

g-1) 이하까지 미생물을 사멸할 수 있는 것으로 나타났

으나 현미, 마 및 차조의 경우 4 kGy 수준의 방사선 조

사가 필요한 것으로 판단하였다. 일반적으로 한국식품의

약품안전처 (KFDA 2012)에서는 건조식품의 경우 5 log

CFU g-1 이하 수준의 일반호기성미생물을 권고하는데

본 실험에 사용된 생식원료 9종 모두 4 log CFU g-1를

초과하는 재료가 없어 위생적으로 제조된 제품임을 알

수 있었다. 

반면 병원성 미생물인 B. cereus, Cl. perfringens 및 E.

coli를 평가한 결과 B. cereus의 경우 현미, 브로콜리 및

양배추에서 각각 2.4, 2.2 및 1.7 log CFU g-1 오염된 것으

로 나타났다. B. cereus는 자연계에 포자로서 널리 분포

하며 곡류, 야채 등에서 많이 검출되며 식품일반에 있어

서 보통 1~3 log CFU g-1 범위가 검출된다고 알려져 있

다 (Ueda 2002). 이 균이 식품 중에 증식할 때는 entero-

toxin이라는 독소를 생성하며 증상에 따라 구토형 (독소

형 식중독)과 설사형 (감염형 식중독)으로 분류되며 식중

독 발생의 약 90%가 구토형이다 (Kramer and Gilbert

1988; Shinagawa et al. 1996). 따라서 생식제품에 낮은 수

준의 B. cereus가 존재하더라도 섭취 전 재수화 후 잘못

된 보관으로 인해 미생물이 생육하여 식중독을 일으킬

가능성이 있다고 판단하였다. B. cereus의 경우, 현미는 6

kGy, 브로콜리와 양배추는 2 kGy 수준으로 조사된 경우

대부분 사멸된 것으로 나타났다. E. coli의 경우 차조, 검

은깨 분말에서 대장균이 검출된 것으로 나타났으나 2

kGy 수준으로 조사된 경우 대장균 군이 대부분 사멸된

것으로 나타났다. Cl. perfringens의 경우 모든 실험구에

서 검출되지 않는 것으로 나타났다. 이상의 결과를 종합

하여 볼 때 생식분말 원료의 위생화를 위해서는 최소 6

kGy의 감마선조사가 필요한 것으로 판단하였다.

2. 생식원료의 멸균선량 평가

A사의 생식원료 9종 (현미, 대두, 마, 토마토, 차조, 검은

깨, 브로콜리, 양배추, 바나나)의 완전멸균을 위한 최적

방사선 조사선량을 확인하기 위해 2, 4, 6, 8 및 10 kGy로

조사한 후 세균발육시험 평가결과를 Table 2에 나타내

었다. 초기 미생물 오염도가 가장 낮은 토마토와 바나나

의 경우 2 kGy 수준으로도 멸균이 가능한 것으로 나타났

으며 대두 및 마의 경우 4 kGy 수준이 필요한 것으로 나

타났다. 그러나 초기 오염도가 높은 검은깨와 B. cereus

가 오염된 (Table 1) 현미, 브로콜리 및 양배추의 경우 완

전멸균을 위해서는 6 kGy의 방사선 조사가 필요한 것으

로 평가되었다. 일반적으로 미생물 살균을 위해 필요한

방사선 에너지 수준은 식품에 오염된 미생물의 종류와

수 및 식품의 수분활성도와 pH 등 미생물 생육에 영향을

미치는 인자에 의해 변하게 된다 (Kyzlink 1990; Molins

2001). 생식분말의 경우 수분활성이 낮은 건조식품으로

수분을 함유한 일반적인 식품보다 다소 높은 멸균선량이

필요한 것으로 사료되었다. 또한 양배추의 경우 초기미

생물 오염수준은 2.3 log CFU g-1으로 낮았으나 B. cereus

가 존재하여 완전멸균을 위한 방사선 조사선량이 6 kGy

로 높게 나타난 이유는 B. cereus는 spore forming bacteria

로 포자를 형성하여 방사선 감수성이 높음에 기인한 것

으로 판단하였다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때 생식원

료의 경우 각각의 미생물 수 및 종류에 따라 멸균을 위

해 요구되는 선량이 다양하였으나 6 kGy 이하 수준으로

방사선을 조사한다면 모든 원료를 멸균할 수 있을 것으

로 판단하였다.

3. 감마선 조사에 따른 생식분말의 미생물 오염도 평가

생식원료 9종 (현미, 대두, 마, 토마토, 차조, 검은깨, 브

로콜리, 양배추, 바나나)을 이용하여 제조한 제품에 감마
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선을 조사한 후 이에 따른 미생물 변화를 Table 3에 나

타내었다. 생식제품의 초기 일반호기성 미생물의 경우

3.0 log CFU g-1으로 나타났으며, 4 kGy로 조사 시 검출

한계 이하까지 미생물을 제어할 수 있을 것으로 판단하

였다. B. cereus와 E. coli의 경우 초기 오염도는 각각 1.5

log CFU g-1 및 양성이었지만 2 kGy 수준으로 조사된 시

험구의 경우 검출한계 이하까지 미생물이 제어되는 것

을 확인하였다. 반면 Cl. perfringens의 경우 생식재료에
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Table 1. Effect of gamma irradiation on bacterial populations in powdered cereals and bacterial growth after incubation 35�C of 48 h
(Unit: log CFU g-1) 

Samples
Irradiation dose Microbes 

(kGy) Total aerobic bacteria Bacillus cereus Clostridium perfringens Escherichia coli

0 2.4±0.32 2.4±0.42 ND -2)

2 1.4±1.25 1.7±1.15 ND -
Unpolished rice 4 ND1) 1.5±0.90 ND -

6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 2.3±0.28 ND ND -
2 ND ND ND -

Soy bean 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 2.7±0.31 ND ND -
2 2.3±0.24 ND ND -

Dioscorea batatas 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 1.3±1.15 ND ND -
2 ND ND ND -

Tomato 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 3.4±0.03 ND ND ++

2 2.6±0.30 ND ND -
Glutinous foxtail millet 4 ND ND ND -

6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 3.2±0.13 ND ND ++

2 ND ND ND -
Black sesame 4 ND ND ND -

6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 2.8±1.6 2.2±0.17 ND -
2 ND ND ND -

Broccoli 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 2.3±0.30 1.7±1.15 ND -
2 ND ND ND -

Cabbage 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

0 2.1±0.50 ND ND -
2 ND ND ND -

Banana 4 ND ND ND -
6 ND ND ND -
8 ND ND ND -

Values are mean±standard deviation (n==5).
1)Not detected within the detection limit ⁄1 log CFU g-1.
2)Bacterial growth was detected after incubating 35�C for 48 h in a BGLB broth (positive) or not (negative).



서 평가한 결과 (Table 1)와 동일하게 검출되지 않았다.

생식제품의 완전멸균을 위한 선량은 6 kGy인 것으로 나

타나 앞서 실험하여 설정한 생식재료들의 완전멸균 선량

과 동일한 결과 (Table 2)를 보였다. 이상의 결과를 종합

하여 볼 때 생식제품의 미생물오염도는 식품규격(KFDA

2012)에 부합하지만 면역력이 약한 유아, 노인 또는 면

역결핍환자에게 위험요소를 내재하고 있어 감마선을 조

사하여 완전멸균한다면 상기 소비자에게 제공할 수 있는

멸균환자식을 개발할 수 있는 것으로 사료되었다. 아울

러 면역결핍환자용 환자식 개발연구의 기초자료로 활용

될 수 있을 것으로 판단하였다.

결 론

본 연구는 건조 생식분말재료에 존재하는 미생물을 제

어하고자 방사선을 조사한 후 이에 따른 미생물 변화를

평가하였다. 그 결과 생식분말재료의 초기 미생물 오염

도 수준의 경우, 일반호기성미생물은 1.3~3.4 log CFU

g-1으로 나타났고 B. cereus는 1.7~2.4 log CFU g-1으로

나타났다. 감마선 조사에 따른 미생물 오염도 수준의 경

우, 선량 의존적으로 6 kGy 수준의 방사선 조사 시 모든

실험구에서 검출한계 이하까지 미생물을 제어할 수 있

는 것으로 나타났다. Cl. perfringens의 경우 모든 시험구

에서 검출되지 않았다. 생식제품의 경우 6 kGy 수준으로

조사 시 멸균할 수 있을 것으로 사료되었다. 따라서 방

사선 조사 기술을 이용하여 멸균 생식분말 제조가 가능

할 것으로 사료되었다. 
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Table 2. Effect of gamma irradiation on sterilization in freeze dried
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Comparison of the effects of gamma ray, electron beam, and X-ray 
irradiation to improve safety of black pepper powder

Jae-Nam Park, Koo Jung, Young-Min Yoon, Soo-Jeong Choi, Jae-Hun Kim, Ju-Woon Lee,

Beom-Seok Song*

Team for Radiation Food Science & Biotechnology, Advanced Radiation Technology Institute,
Korea Atomic Energy Research Institute, Jeongeup 580-185, Korea

후춧가루의 위생화를 위한 감마선, 전자선 및 X-선 조사 효과 비교

박재남․정구․윤영민․최수정․김재훈․이주운․송범석*

한국원자력연구원 첨단방사선연구소 방사선식품생명공학연구팀

Abstract

This study evaluated the effects of a gamma ray (GR), electron beam (EB), and X-ray (XR) to improve the safety 
of black pepper powder. The black pepper powder was irradiated by GR, EB, and XR at 2, 4, 6, 8, and 10 kGy. 
The results of the total bacterial populations in the black pepper power sample showed a similar effect on microbial 
decontamination for radiation sources. Radiation sensitivity (D10 value) on the initial bacteria loads in the sample 
was 2.24 kGy in GR, 2.37 kGy in EB, and 2.75 kGy in XR. In addition, there were no differences among the 
radiation sources. The color values, such as L (lightness), a (redness), and b (yellowness), were not changed significantly. 
The sensory characteristics of GR, EB, and XR irradiated black pepper powder were decreased when the radiation 
dose increased, but there was no significant changes among the radiation sources. The results can be applied to 
investigate the effects of radiation sources on the microbiological and sensory characteristics of black pepper powder.

Key words：gamma ray, electron beam, X-ray, black pepper powder, safety

서 론
1)

후추나무(Pirer nigrum) 식물 열매를 건조·분쇄하여 얻어

진 후춧가루는 독득한 향과 맛을 지니고 있어서 향미(풍미),

식미 등을 강화시켜 식욕증진 등의 목적으로 활용되고 있

다. 후춧가루의 이러한 기능적 이점으로 전 세계인의 식생

활에 중요한 위치를 차지하고 있으며, 다양한 편의가공식

품의 증가와 외식기회가 늘어남에 따라 사용량이 점차 증가

되고 있는 추세이다(1,2). 후춧가루는 건조분말 식품으로

대부분 수확 후 세척, 정선 후 건조, 최종적으로 분쇄 과정을

거치는 특성상 가공 공정 중 다양한 곰팡이류, 세균 및 포자

를 형성하는 세균 등이 혼입될 수 있으므로 대부분 살균

처리가 요구된다(3-4). 일반적으로 향신료의 살균 방법으로

는 가열살균, 자외선 조사, microwave 처리, 훈증제 처리

*Corresponding author. E-mail：sbs0110@kaeri.re.kr
 Phone：82-63-570-3211, Fax：82-63-570-3207

등이 대부분 이용되고 있으나 살균 효과의 불충분, 고온에

의한 풍미 및 외관 변화, 재포장에 따른 2차 오염 가능성,

약제성분의 잔류 등 많은 문제점을 내포하고 있다(5,6). 우

리나라의 경우 훈증처리(ethylene oxide) 방법 등이 대부분

이용되어 왔으나 그 사용이 금지된 이래 감마선 조사기술이

대체 살균방법으로 인식되었으며 다양한 연구가 진행되었

다(7-10).

식품조사(food irradiation)에 사용될 수 있는 방사선으로

는 감마선(Cobalt-60, Cesium-137), 전자선(10 Mev 이하)

및 X-선(5 Mev 이하)이다(11,12). 현재까지 방사선 식품조

사 연구는 위에서 언급했듯이 대부분 감마선을 이용하여

수행되어왔다(7-10,13). 그러나 투과력이 우수한 장점을 갖

는 감마선은 구소련의 체르노빌, 일본 원전사고 등으로 인

한 소비자 수용(acceptability)에 많은 문제점이 지적되고

있다. 또한 방사성 물질로부터 발생되는 감마선은 전자선

과 X-선에 비해 식품의 상업적 처리량에 적합하지 않다.

때문에 감마선 조사기술의 활용 증대를 위한 연구와 더불
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어, 주요 선진국은 물론 국내에서도 Cobalt-60 조사선종

대신 전기를 이용한 전자선 이용 식품의 살균효과 연구가

활발히 추진되어 왔다(13-15). 감마선과 전자선에 대한 연

구가 다양한 반면 X-선은 대부분 흉부촬영 및 환자치료

등에 사용되어 질 뿐 식품에 적용한 사례가 거의 없는 실정

이다.

따라서 본 연구에서는 새로운 조사선종의 이용 가능성을

검토하고자 향신료인 후춧가루를 모델식품으로 하여 X-선,

감마선 및 전자선 조사에 따른 후춧가루의 살균효과와 관능

적 품질변화를 비교 평가하였다. 아울러 조사 선종별 식품

품질에 미치는 영향에 대한 기초자료를 제공 하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 후춧가루는 2013년 생산/가공된 것으

로 전라북도 정읍 소재 지역 마트에서 구매하여 사용하였

다. 구입한 시료는 100 g씩 0.1 mm 두께의 포장지

(aluminium-laminated low-density polyethylene, Sunkyung

Co., Seoul, Korea)에 담아 진공포장 후 방사선을 조사하였

다.

방사선 조사

시료의 감마선 조사는 11.1 PBq, Co-60 감마선 조사시설

(IR-221 gamma irradiator, MDS Nordion, Canada)을 이용하

여 실온(20±2℃)에서 시간당 10 kGy의 선량률로 흡수선량

이 각각 2, 4, 6, 8 및 10 kGy가 되도록 조사하였으며 흡수선

량의 확인은 방사선 선량계(Ceric cerous dosimeter, Bruker

Instruments, Rheinstetten, Germany)를 사용하여 총 흡수선

량의 오차를 계산하였다. Dosimeter 시스템은 국제 원자력

기구(IAEA)의 규격에 준용하여 표준화한 후 사용하였으며,

총 흡수선량의 오차는 ±2% 이내였다. 시료의 전자선 조사

는 LINAC Electron Accelerator(ELV-8, 10 MeV, Eb-Tech,

Daejeon, Korea)를 이용하여 총 흡수선량이 2, 4, 6, 8 및

10 kGy가 되도록 조사하였다. 시료의 X-선 조사는 LINAC

Electron Accelerator(ELV-8, 7.5 MeV, Eb-Tech, Daejon,

Korea)에 X-선 컨버터를 부착하여 총 흡수선량이 2, 4, 6,

8 및 10 kGy가 되도록 조사하였다. 전자선과 X-선의 흡수선

량 확인은 cellulose triacetate dosimeter system을 이용하여

확인하였다.

미생물 평가

시료의 미생물을 분석하기 위해 후춧가루와 시료무게의

10배에 해당하는 멸균 Nutrient Broth(0.8%, Difco Co.,

Detroit, MI, USA)를 멸균 bag에 넣고, stomacer lab

blender(Mark II Lab Blender, Tekmar Teledyne Technologies

Inc., Mason, OH, USA)에서 1분간 균질화 하였다. 각 미생물

군의 선택배지 배양온도 및 측정은 다음과 같다. 총균수는

PCA배지(Plate Count Agar, Difco Co.)를 사용하여 35℃,

48시간 배양 후 30～300개의 집락을 형성한 배지만 선택하

여 계수하였다. 곰팡이 및 효모는 PDA배지(Potato Dextrose

Agar, Difco Co.)를 사용하여 25℃, 48～72시간 배양 후 계수

하였다. 대장균군은 EMB배지(Eosin methylene blue agar,

Difco Co.)를 사용하여 35℃, 48시간 배양 후 계수하였다.

시료 1 g당 colony forming unit(CFU)로 나타냈으며, 총균수,

곰팡이 및 효모의 검출을 위한 최소 한계치는 1 log CFU/g

이었다.

색도측정

시료의 색도 변화를 관찰하기 위해 시료 10 g을 지름

50 mm의 투명 용기에 넣은 후 color/color differencemeter

(CM-3500d, Minolta Co., Ltd. Osaka, Japan)를 이용하여 명

도(lightness, L-value), 적색도(redness, a-value) 및 황색도

(yellowness, b-value)를 측정하였다. 이 때 표준색은 L-value

90.5, a-value 0.4 및 b-value 11.0인 calibration plate를 표준으

로 사용하였다.

관능평가

방사선 조사된 후춧가루의 관능적 품질을 평가하기 위한

panel은 미리 훈련된 10인을 대상으로 하였다. 나이․성별

등을 기록하고 각 시료는 물컵, 시료를뱉는컵, 정수기에서

받은 물을 시료 사이에 제공하였으며, 검사 중의 영향을

최소화하기 위해 total session은 15～20분으로 정하였다.

이때의 평가항목은 외관(Appearance), 향(Flavor), 종합적인

기호도(Overall acceptability) 및 이취(Off-flavor)에 대한 강

도를 7점 척도법으로 평가하였다(13,15). 이때 매우 좋아한

다(강하다) : 7점, 좋지도싫지도 않다 : 4점, 매우 싫어한다

(약하다) : 1점이었다.

통계분석

이상의 실험에서 얻어진 결과는 Statistical Package for

Social Sciences(SPSS, Inc., Ver 10.0, Chicago, IL, USA) (16)

를 이용하여 One Way ANOVA 분석을 하였으며, 시료간의

유의성은 Duncan's multiple range test로 p<0.05 수준에서

비교하였다.

결과 및 고찰

방사선 선종에 따른 후춧가루의 미생물평가

후춧가루에 감마선, 전자선 및 X-선을 각각 조사한 후

일반호기성미생물, 곰팡이/효모 및 대장균군의 변화와 일

반호기성 미생물의 D10 value 변화 측정결과를 Table 1,2에
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나타내었다. 후춧가루 분말에는 Table 1과 같이 미생물의

혼입도가 6.5 log CFU/g 수준이었다. 위생지표 미생물인

대장균군의 경우 검출한계( < 1 log CFU/g)이하로 나타났으

며 곰팡이/효모 역시 검출한계 이하인 것으로 확인되어 본

실험에 사용된 후춧가루는 매우 위생적으로 제조되어판매

되는 것으로판단하였다. 감마선, 전자선 및 X-선의 각 선종

에 따른 일반호기성미생물의 살균 효과를 확인한 결과, 선

종에 관계없이 흡수선량이 증가할수록 미생물 감균 효과가

증가하는 것으로 확인되었다. 즉, 감마선의 경우 초기 6.5

log CFU/g에서 10 kGy로 조사할 경우 1 log CFU/g으로

전자선의 경우 2 log CFU/g으로 X-선의 경우 2.6 log CFU/g

각각 감균 효과가 나타나 전자선과 X-선에 비해 감마선의

감균 효과가 다소 효과적인 것을 확인할수 있었다. 일반적

으로 식품에 감마선 및 전자선을 조사할 경우 미생물 세포

내 에너지가 증가하여 세포의 항상성 불균형이 발생하게

되어 DNA repair 반응을 방해하여 미생물의 사멸을 일으키

게 된다고 보고하였다(17). 또한 Calenberg 등(18)의 연구에

서 건조향신료에 존재하는 미생물이 5 kGy에서 2 log

CFU/g 정도 감소한 실험결과와 비교할때 비슷한 감균 효과

를 보인 것으로 판단하였다. 통후추에 전자선 조사한 Ko

등(2)의 연구에서도 6 kGy 수준에서 약 2 log CFU/g 감균

효과를 보여 본 실험 결과와 유사하였다. 후춧가루의

Table 1. Comparative effects of gamm-ray (GR), electron beam (EB), and X-ray (XR) irradiation on microbial populations of black pepper
powder

Microorganism Sources
Dose (kGy)

0 2 4 6 8 10

Total bacteria population

GR 6.5±0.51) 5.6±0.9 5.0±0.3 3.7±0.8 3.2±0.7 1.0±0.4

EB 6.5±0.4 5.6±0.9 4.7±0.1 4.5±0.3 3.4±0.3 2.0±0.5

XR 6.5±0.4 5.5±0.1 4.7±0.4 4.7±0.2 3.6±0.9 2.6±0.6

Coli forms

GR ND ND ND ND ND ND

EB ND ND ND ND ND ND

XR ND ND ND ND ND ND

Yeast & Molds

GR ND ND ND ND ND ND

EB ND ND ND ND ND ND

XR ND ND ND ND ND ND
1)

Values are means ± standard deviation (n=5).
ND: Not detected within the detection limit〈1 log CFU/g.

Table 2. Radiation sensitivity (D10 value) of total bacteria
population by different sources of black pepper powder

Sources D10 value (kGy)

Gamma ray 2.24
NS

Electron beam 2.37

X-ray 2.75

NS: Non-significantly.

위생화를 위해 X-선을 적용한 연구는 없지만 본 연구결과

에서는 감마선 및 전자선과 유사한 미생물 감균 효과를

보여 상업적 이용가능성이 있는 것으로 판단하였다. 일반

호기성 미생물 생존 수를 곡선으로 나타내어 미생물 수가

1 log CFU/g 감소하는 수치를 감마선, 전자선 및 X-선 선종

에 따라 방사선 감수성(D10 value)을 평가한 결과 감마선

(2.24 kGy), 전자선(2.37 kGy) 및 X-선(2.75 kGy)으로 각각

확인되었고(Table 2) 선종별 유의적 차이가 없는 것으로

나타났다. 미생물의 방사선감수성은 미생물의 종류, 농도,

매개체의 화학적 조성과 물리적 상태, 조사 시의 환경과

조사 후 저장조건 등에 따라 달라지는데(19) 선종에 따라

2.24～2.75 kGy 범위를 보여 다소 다른값을보이는 것으로

판단하였다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 후춧가루에 오염된 미생

물을 위생화 하는데 감마선, 전자선 및 X-선 선종에 관계없

이 유사한 효과가 있는 것으로 판단하였으며, 이상의 결과

는 X-선의 상업적 이용 가능성을 제시할 수 있는 기초자료

로 활용될 수 있을 것으로 사료되었다.

방사선 선종에 따른 후춧가루의 색도변화

후춧가루에 감마선, 전자선 및 X-선을 조사한 후 시료의

색도를 color/color difference meter로 측정한 Hunter’s color

value 측정 결과를 Table 3에 나타내었다. 후춧가루에 감마

선, 전자선 및 X-선을 각각 10 kGy 수준으로 조사하여도

방사선 조사에 따른 색도의 변화가 거의 없는 것으로 나타

났다. Lee 등(20)의 연구결과에서도 후춧가루의 미생물학

적 품질 개선이 가능한 10 kGy 수준으로 전자선을 조사하여

도 본 연구 결과와 같이 명도(lightness), 적색도(redness)

및 황색도(yellowness)에 있어서 유의적 차이가 없다고 보
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고하였다. 또한 Jaczynski 등(21)역시 가열 및 전자선 조사에

다라 후춧가루의 색변화가 거의 없다고 보고된 바 있다.

일반적으로 가열처리나 고선량 감마선 조사는 식품고유의

색소에 영향이 미치는 것으로 알려져 있으나 후춧가루의

경우 감마선, 전자선 및 X-선을 10 kGy 수준으로 조사하여

도 고유의 색 품질에 영향이 없는 것으로 판단하였다.

이상의결과를 종합하여볼때 방사선 선종에 따른 후춧

가루의 색 품질변화는 없는 것으로 사료되었으며, 감마선

Table 3. Comparative effects of gamm-ray (GR), electron beam (EB), and X-ray (XR) irradiation on the Hunter’s color values of black
pepper powder

Color values Sources
Dose (kGy)

0 2 4 6 8 10

L-value

GR 45.4±2.01)NS 45.4±1.3NS 45.6±2.3NS 45.4±1.3NS 45.5±1.8NS 45.6±1.2NS

EB 45.4±2.0 45.5±1.2 45.4±2.7 45.6±2.2 45.4±1.7 45.5±1.9

XR 45.4±2.0 45.3±2.2 45.7±2.1 45.4±2.3 45.3±1.3 45.5±1.8

a-value

GR 2.0±0.7
NS

2.2±0.7
NS

2.0±0.6
NS

2.0±0.4
NS

2.1±0.5
NS

2.2±0.5
NS

EB 2.0±0.7 2.1±0.1 2.1±0.4 2.0±0.5 2.0±0.2 1.9±0.2

XR 2.0±0.7 2.0±0.5 2.0±0.5 1.9±0.4 2.0±0.7 2.1±0.5

b-value

GR 13.7±1.3
NS

12.8±3.3
NS

11.7±3.4
NS

13.1±2.4
NS

11.6±4.6N
S

13.2±2.8
NS

EB 13.7±1.3 13.8±2.5 13.4±2.5 13.5±2.8 13.2±2.1 13.8±2.5

XR 13.7±1.3 13.3±2.5 12.8±2.9 12.7±2.4 12.9±2.4 12.3±2.3
1)Values are mean ± standard deviation (n=5). NS: Non-significantly

Table 4. Comparative effects of gamm-ray (GR), electron beam (EB), and X-ray (XR) irradiation on sensory properties of black pepper
powder

Dose (kGy) Sources

Attributes

Appearance Flavor
Overall

acceptance Off-flavor

0 Control 6.2±0.81) 5.6±0.5 6.0±0.7 1.0±0.1

2

GR 6.0±0.4NS 5.5±0.5NS 6.2±0.8NS 1.0±0.1NS

EB 6.0±0.6 5.6±0.4 6.0±0.8 1.0±0.1

XR 6.0±0.5 5.6±0.6 5.8±0.3 1.0±0.1

4

GR 6.0±0.4NS 5.8±0.8NS 5.2±0.8NS 1.0±0.7NS

EB 6.0±1.0 5.0±0.7 5.2±0.8 1.0±0.5

XR 6.0±1.2 5.0±0.7 5.2±0.4 1.0±0.4

6

GR 6.1±0.6
NS

5.4±0.5
NS

5.0±0.4
NS

1.3±0.3
NS

EB 5.9±0.4 4.8±0.4 5.0±0.4 1.1±0.3

XR 6.1±0.6 5.3±0.7 5.0±0.6 1.1±0.2

8

GR 6.0±0.3
NS

5.0±0.4
NS

5.0±0.6
NS

1.3±0.6
NS

EB 6.0±0.4 4.5±0.3 4.6±0.7 1.5±0.4

XR 6.1±0.3 5.0±0.5 4.8±0.7 1.3±0.4

10

GR 5.8±0.7NS 4.8±0.8NS 4.8±0.4NS 1.5±0.8NS

EB 5.8±1.3 4.5±0.5 4.8±0.4 1.8±0.7

XR 6.0±0.8 4.8±0.8 4.8±0.8 1.6±0.6
1)Values are mean ± standard deviation (n=10). NS: Non-significantly

및 전자선과 같이 X-선의 상업적 이용이 가능할 것으로

판단되었다.

방사선 선종에 따른 후춧가루의 관능품질 변화

후춧가루에 감마선, 전자선 및 X-선을 조사한 후 시료의

관능적 품질변화 결과를 Table 4에 나타내었다. 외관가

없는 것으로 나타났다. 풍미(flavor)와 전체적 기호도

(overall acceptance)의 경우 방사선 선종에 관계없이 흡수선
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(appearance)의 경우 방사선 선종 및 흡수선량에 따른 차이

량이 증가할수록 관능점수가 낮아지는 것으로 나타났다.

즉, 풍미의 경우 대조구 5.6 점수에서 10 kGy 수준으로

감마선, 전자선 및 X-선을 조사할 때 각각 4.8, 4.5 및 4.8

점수로 낮아 졌으며, 전체적기호도 역시 대조구 6.0 점수에

서 감마선, 전자선 및 X-선을 조사할 때 각각 4.8 수준으로

낮아지는 것으로 나타났다. 이취(off-flavor) 강도 역시 선종

에 관계없이 흡수선량에 따라 품질이 다소 저하되는 것으로

나타났다. 현재까지 후춧가루에 X-선을 조사하여 관능적

품질에 관한 연구는 보고되지 않았지만, 감마선 및 전자선

을 조사한 경우와 관능적 품질 저하 정도가 비슷한 경향을

보여 건조분말 제품에 X-선을 조사한 후 품질개선 연구

역시 병용처리 방법으로 개선이 가능한 것을 암시하였다.

즉, 일반적으로 식품에 일정한 선량 이상으로 감마선 및

전자선을 조사할 경우 식품의 관능적 품질을 저하시킬 수

있으며, 이러한 현상은 방사선 조사선량이 증가할수록 더

욱 커지는 것으로 보고되고 있다(22). 방사선 조사에 의한

품질저하의 문제점을 해결하기 위한 방법으로 진공 또는

가스치환포장, 냉동온도에서의 방사선조사, Vitamin C와

같은항산화제의병용처리 등이 효과적인 것으로보고되고

있다(23,24). 따라서 X-선의 상업적 이용을 위해 감마선 및

전자선의 품질개선 방법이 적용될 수 있을 것으로 사료되

었다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 후춧가루에 감마선, 전자

선 및 X-선을 조사할때 선종에 관계없이 흡수선량에 따른

품질저하가 발생되는 것으로판단되었으며, X-선의 상업적

이용을 위해 여러 식품가공병용처리를 통해 품질을 개선할

수 있을 것으로 판단하였다.

요 약

본 연구에서는 후춧가루의 위생화를 위해 감마선, 전자

선 및 X-선을 조사한 후 이에 따른 미생물학적 및 관능적

품질변화를 평가하였다. 후춧가루에 감마선, 전자선 및 X-

선을 2, 4, 6, 8 및 10 kGy로 각각 조사한 후 미생물 변화와

관능품질 변화를 평가한 결과, 미생물의 경우 선종에 관계

없이 흡수선량이 증가할수록 미생물 제어 효과가 증가하는

것으로 나타났으며, 선종별 D10값의 경우 2.24-2.75 kGy범

위를 보였으며 방사선 선종에 따른 유의차가 없는 것으로

나타났다. 색도의 경우명도, 적색도 및황색도 모두 방사선

선종에 따른 변화가 없는 것으로 판단하였다. 관능적 품질

역시 방사선 선종에 관계없이 흡수선량에 따라 품질저하가

발생되는 것으로 나타났다. 이상의 결과를 종합하여 볼 때

방사선 선종에 따른 후춧가루의 품질변화 차이가 없는 것으

로 판단하였으며, 이상의 결과는 X-선의 상업적 이용을 위

한 기초 연구 자료로 활용될 수 있을 것으로 사료되었다.
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Background: Intestinal mucositis is a most frequently occurring toxicity in cancer chemotherapy, and consequent malnutrition 
reduces tolerance to cancer therapies. Therefore it is important to lessen the severity of mucotitis and to develop complementary 
agents capable of reducing mucotitis-related symptoms. This study was conducted to determine 5-fluorouracil (5-FU) induced 
intestinal damage to understand intestinal damages due to chemotherapy and to provide information on biomarkers which can 
be used to screen complementary agents in future studies. 
Methods: BALB/c mice were divided into three experimental groups and subjected to the intraperitoneal injection of either 100 mg/kg 
or 200 mg/kg of 5-FU. The third group was used as PBS controls. Body weights and the consistency of the stools were recorded every 
day, and the animals were sacrificed on the 7th day post 5-FU administration. The expressions of intestinal tight junction proteins and 
mRNAs of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin-1 beta (IL-1β) were determined. 
Results: The body weight of the animals treated with 5-FU was significantly decreased in a dose-dependent manner. However, mice 
given 100 mg/kg 5-FU rapidly recovered the original body weight. Symptom of diarrhea was also more severe in 200 mg/kg 5-FU treated 
group than that of the 100 mg/kg 5-FU treated animals. The expressions of occludin and claudin-1, not ZO-1 protein expressions in 200 
mg/kg 5-FU treated animals were significantly reduced compared to those of the control group or 100 mg/kg 5-FU group. The expression 
of Nuclear factor-kappa B p65 (NF-κB p65) protein and TNF-α mRNA were significantly higher in 5-FU treated group compared to those 
of control group. No difference was observed with IL-1β expression.
Conclusions: These results suggested that selected tight junction proteins and inflammatory cytokines are related to 5-FU induced 

mucositis, and thereby can be used as targets of developing complementary agents. (J Cancer Prev 2013;18:322-329)
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INTRODUCTION

  Gastrointestinal mucositis is a common side effect of 

anticancer chemotherapy that involves the small intes-

tines. Not only does mucositis decrease the quality of life in 

most cancer patients because of its associated intense pain, 

it is also a high-risk factor for hematosepsis with neutro-

penia and malnutrition. This association, thus, renders 

mucositis a clinically important disease. Moreover, this 

specific side effect does not allow appropriate chemo-

therapy and radiotherapy, and becomes an obstacle that 

delays the administration of effective cancer treatment.1

  5-Fluorouracil (5-FU) is an anticancer drug that is widely 

used in the treatment of colorectal cancer, and it possesses 

a chemical structure similar to that of uracil and thymine.2 

A major part of it (more than 80%) is catabolized by hepatic 

dihydropyrimidine dehyrogenase (DPD), whereas the rest 

induces cell death by inhibiting RNA and DNA syntheses 

through fluorodeoxyuridine monophosphate (FdUMP) and 

fluorouridine triphosphate (FUTP).3,4 The major side effects 

of 5-FU include myelosuppression, diarrhea, cardiotoxici-

ty, dermatitis, and mucositis.5,6 Of these, gastrointestinal 

mucositis has been reported in approximately 80% of 

patients who have received cancer treatment by using 
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Fig. 1. Experimental design. BALB/c mice were divided into 3 
experimental groups and subjected to either 100 mg/kg or 
200 mg/kg of 5-FU injection. Animals were sacrificed on the 
7th day post 5-FU administration. 

5-FU.2 A previous study showed that rat animal model 

treated with 5-FU showed reduced gastrointestinal villi 

length, increased crypt depth, elevated apoptosis index, 

increased myeloperoxidase (MPO) activity, reduced gluta-

thione (GSH) concentration, and increased inflammatory 

mediator levels.7

  Anticancer drugs induce apoptosis of cancer cells as well 

as normal cells which are rapidly dividing cells. Normal 

gastrointestinal cells have short cell cycles and develop 

side effects such as mucositis occur due to apoptosis as 

induced by exposure to anticancer drugs. The small 

intestine, thus, is considered to be the most vulnerable to 

anticancer drugs, because the mucosal replacement cycle 

is approximately 3-4 days. Gastrointestinal mucositis leads 

to problems that influence the prognosis of patients, such 

as pain, decreased nutritional intake, increased need of 

intravenous nutrition, and increased risk of systemic 

infection. Its prevention, early detection, and treatment are 

the most significant because its treatment is difficult. 

Therefore, this study aimed to identify intestinal integrity 

biomarkers of gastrointestinal mucositis, which has attrac-

ted much attention as one of the most common side effects 

of the use of anticancer drugs. Appropriate biomarkers can 

be used as targets to develop complementary agents to 

lessen the side effects of chemotherapy and eventually 

improve the patients’ quality of life. 

MATERIALS AND METHODS

1. Experimental animals

  Nine, white, 6-week-old BALB/c male mice, obtained 

from the Central Laboratory Animals, Seoul, Korea, were 

utilized in this study. After 1 week of acclimatization, the 

mice were randomly classified into 3 groups, with 3 mice in 

each group. Phosphate-buffered saline (PBS) solution was 

administered to the control group, and 100 mg/kg and 200 

mg/kg of 5-FU dissolved in PBS were injected intraperi-

toneally to the 2 experimental groups, respectively (Fig. 1). 

The mice were kept in a room maintained at a temperature 

of 24±2oC, relative humidity of 60±5%, and a dark cycle of 

12 h. Weight and diarrhea scores were measured daily in all 

mice starting from the day of 5-FU administration.

2. Sample collection and pretreatment

  Once the treatment period was completed, the mice were 

fasted for 12 h and anesthetized using Zoletil solution 

diluted in a saline solution, followed by longitudinal 

laparotomy. Liver and spleen were isolated and washed in 

PBS. After pat drying the tissues, their weights were 

measured and stored at −80oC. The small and large intes-

tines were separated and their lengths were measured. 

Mucous were scraped and stored at −80oC. Tight junction 

(TJ) protein expression and cytokine secretion were also 

measured. 

3. Diarrhea assessment

  The presence or absence and degree of diarrhea were 

determined based on the standards established for the 

diarrhea assessment.8 The diarrhea score was assessed 

daily for each animal by using a 4-point scale with the 

following standards: 0=normal (normal stool or absent); 

1=slight (slightly wet and soft stool); 2=moderate (wet and 

unformed stool with moderate perianal staining of the 

coat); and 3=severe (watery stool with severe perianal 

staining of the coat). The calculated average values were 

utilized in the study. 

4. Protein expression by western blot analysis

  Small intestine tissues were homogenized using the 

protein extraction reagent PRO-PREPTM (Intronbio, Sung-

nam, South Korea), and were subjected to centrifugation 

(13,000 rpm, 10 min, 4oC) after keeping on ice for 20 min. 

The extracted proteins were quantified using a Protein 
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Table 1. Gene-specific primers used for RT-PCR

Gene Direction Sequence

TNF-α Forward ACG TGG AAC TGG CAG AAG AG
Reverse CTC CTC CAC TTG GTG GTT TG

IL-1β Forward CTC CAT GAG CTT TGT ACA AGG
Reverse TGC TGA TGT ACC AGT TGG GG

α-Actin Forward CAT GGA TGA CGA TAT CGC T
Reverse CAT GAG GTA GTC TGT CAG GT

Fig. 2. Effects of 5-FU on the daily body weight changes and diarrhea assessment scores. Animals treated with 5-FU or its vehicle 
were monitored during the 7-day experimental period. Scores were recorded as 0, 1, 2, or 3 where 0 is normal stool (normal 
stool or absent), 1 is slight stool (slightly wet and soft stool), 2 is moderate stool (wet and unformed stool with moderate perianal 
staining of the coat) and 3 is severe stool (watery stool with severe perianal staining of the coat). The results are shown represent 
the means±S.D (n=3). Means with the different letters (a-c) at each point are significantly different from each other (P＜0.05) 
by Duncan’s multiple-range test.

Assay kit (Bio-Rad, CA, USA), and 50 μg of the proteins 

were added to each sample. The proteins were then 

separated using SDS-PAGE and were transferred onto a 

PVDF membrane (Koma Biotechnology, Seoul, South 

Korea). The transferred membrane was blocked using 2% 

skim milk to inhibit non-specific proteins, and primary 

antibodies were added. Occludin (dilution 1:200 Invitro-

gen, Carlsbad, CA, USA), β-actin (dilution 1:4,000; Sigma, 

Saint Louis, MO, USA), and claudin-1 (1:250, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), ZO-1 (1:50: invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), NF-κB p65 (1:1,000; Cell Signaling, Danver, MA, 

USA), were used as antibodies. After incubating with the 

primary antibodies, the membranes were washed with 

PBS/Tween-20 (PBST) three times and were then 

incubated with secondary antibodies. Each protein band 

was then confirmed and quantified using an enhanced 

chemiluminescence (ECL) system (Amersham, Arlington 

Heights, IL, USA). The intensities of the bands were 

measured using LAS3000 (Fujifilm, Tokyo, Japan).

5. RNA isolation and real-time quantitative PCR analysis

  The levels of mRNA expression of TNF-α and IL-1β in 

the small intestines were analyzed using real-time quanti-

tative polymerase chain reaction (qPCR). Trizol (Invitro-

gen, Carlsbad, CA, USA) was used for RNA extraction. After 

the tissues were homogenized in 1 ml of Trizol, 200 μl 

chloroform was added to a DEPC-treated tube and was 

shaken for a few seconds. The samples were then 

centrifuged at 13,500 rpm at 4oC for 15 min. The same 

amount of isopropanol as the RNA supernatant was added, 

and the mixture was centrifuged. The samples were then 

washed with 70% ethanol and solubilized in DEPC-water. 

Total RNA (1 μg) of synthesized cDNA from a cDNA syn-

thesis kit (Genepole, Gwangmyeong, Korea), an oligo (DT) 

primer mix, and a random hexane primer mix were added 

to 1 μg RNA. Real-time PCR was conducted using Quanti-

Mix SYBR Kit (Genepole, Gwangmyeong, South Korea) by 

using a 7500 Fast Real Time PCR system (Applied Bio-

systems, Foster City, CA, USA). TNF-α, IL-1β, and β

-actin were synthesized by Bioneer (Daejeon, Korea), and 

their sequences are presented in Table 1. Relative 



 

Min-Kyung Song, et al: 5-Fluorouracil-Induced Changes of Intestinal Integrity Biomarkers in BALB/C Mice 325

Fig. 3. Effects of 5-FU on the mucous occludin (A), claudin-1 (B), and ZO-1 (C) protein expression. Mice were given intraperitonealy
injection of 5-FU. After 7 days, tight junction protein expressions of occludin (A), claudin-1 (B), and ZO-1 (C) in the small intestine
mucosa were determined. Densitometry results after normalized by β-actin and are shown as mean±S.D. Means with the different
letters (a, b) are significantly different from each other (P＜0.05) by Duncan’s multiple-range test.

Table 2. Tissue weights and intestinal length in mice injected with PBS or 5-FU

Group Liver (g/100 g) Spleen (g/100 g) Small intestine (cm) Large intestine (cm)

Control  4.6±0.15a 0.41±0.04a  34.8±0.76a 7.97±1.10a

5-FU 100 mg/kg 5.17±0.59a 0.31±0.02b 36.20±2.97a 6.77±0.25a

5-FU 200 mg/kg 5.16±0.15a 0.32±0.03b 34.53±3.90a 6.77±0.60a

Means with different letters (a, b) within a column are significantly different from each other at p＜0.05 as determined by Duncan’s
multiple-range test.

quantification values and 2-ΔΔCt were calibrated using β

-actin, which is a housekeeping gene. Each experiment 

was performed in triplicate.

6. Statistical analysis

  For the results of all experimental analyses, means and 

standard deviation in each group were calculated using a 

SAS program. After performing one-way ANOVA, statistical 

significance of the means in each group was tested using 

Duncan’s multiple range test, at a significance level of α= 

0.05.

RESULTS

1. Body weight changes and main organ weight

  Body weight changes in the experimental animals are 

shown in Fig. 2. Compared to the control group, the extent 

of body weight reduction in the experimental groups 

manifested significant differences from Day 1 after the 

5-FU administration (Fig. 2A, P＜0.05). Significantly higher 

reduction in the body weight was observed in the group 

administered with 200 mg/kg of 5-FU compared to the 100 

mg/kg group (Fig. 2A). The weights of the liver and kidney 

and the lengths of the small and large intestines are presented 

in Table 2. The weight of the spleen significantly decreased in 

the 5-FU treated experimental groups (P＜0.05). No sig-

nificant differences in the weight of the liver and lengths of 

the small and large intestines were observed.

2. Diarrhea assessment

  The most common symptom of gastrointestinal mucositis 

is diarrhea. Treatment with 5-FU significant increased the 

cumulative diarrhea score from Day 3 after the 5-FU 

administration (Fig. 2B, P＜0.05). Significant differences 

were also observed between the 100 mg/kg and 200 mg/kg 

groups (P＜0.05) from Day 6 after the 5-FU administration 

(Fig. 2B, P＜0.05). 

3. Claudin-1, occludin, and ZO-1 expressions of the 

mucous of the small intestine

  The protein expression levels of claudin-1, occludin, and 

zonula occludens-1 (ZO-1) involved in gastrointestinal per-
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Fig. 5. Effect of 5-FU on mucous TNF-α (A), IL-1β (B) mRNA expression. Mice were given intraperitoneal injection of 5-FU. After 
7 days, mRNA expression of TNF-α and IL-1β in the small intestine mucosa were determined. The expression of the β-actin 
gene was used to normalize the PCR reactions. The results are shown as means±S.D (n=3). Means with the different letters (a, 
b) are significantly different from each other (P＜0.05) by Duncan’s multiple-range test.

Fig. 4. Effect of 5-FU on intestinal mucous NF-κB expression. 
Mice were given intraperitonealy injection of 5-FU. After 7 
days, protein expression of NF-κB in the small intestine mu-
cosa was determined. Densitometry results after normalized by 
β-actin and are shown as mean±S.D. Means with the differ-
ent letters (a-c) are significantly different from each other (P＜
0.05) by Duncan’s multiple-range test.

meability were measured. The results revealed that clau-

din-1 expression in the mucous of the small intestine sig-

nificantly decreased in the 200 mg/kg 5-FU group (Fig. 3, P＜ 

0.05), whereas those of occludin and ZO-1 did not show 

significant differences.

4. NF-κB p65 protein expression in the mucous of the 

small intestine

  NF-κB is a critical transcription factor in inflammatory 

responses. NF-κB protein expression in the mucous of the 

small intestine was significantly higher in both the groups 

compared to that in the control (Fig. 4, P＜0.005). The 

expression level was slightly lower in the group in which 

high concentration of 5-FU was used compared to that in 

the low concentration (Fig. 4, P＜0.05).

5. TNF-α and IL-1β mRNA expressions in the mucous 

of the small intestine

  The levels of mRNA expression of TNF-α and IL-1β, 

which are pro-inflammatory cytokines, were analyzed in 

the mucous of the small intestine. TNF-α showed a 98% 

increased expression in the group treated with 200 mg/kg 

5-FU compared to the control group (Fig. 5, P＜0.005). 

IL-1β showed a 32% increased expression in the group 

administered 200 mg/kg of 5-FU, although there was not 

statistically significant (Fig. 5).

DISCUSSION

  5-FU, an antimetabolite, is one of the anticancer drugs 

widely utilized in the treatment of cancers such as colorec-

tal cancer and breast cancer. It is known to have conco-

mitant side effects including myelosuppression, nausea, 

vomiting, abdominal pain, and mucositis.9 This study 

aimed to provide information on intestinal damage bio-

markers in 5-FU treated mice, which can be used as inter-

vention targets of complementary agents to relieve muco-

sitis derived side effects.

  Previous studies have shown decreased body weight in 

experimental animals after 5-FU administration.10,11 The 

present study also confirmed that the body weight of mice 
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significantly decreased from Day 1 after 5-FU admini-

stration. However, diarrhea was observed at Day 5 after 

5-FU administration. This indicates that 5-FU administra-

tion acutely affects the body weight of the animals possibly 

due to the activation of inflammatory responses followed 

by gastrointestinal malfunction. The etiology of mucositis 

involves the production of reactive oxygen species (ROS) 

and the amplification of inflammatory signals induced by 

anticancer drugs or radiation.12 These causative factors are 

recognized to play a major role in mucositis, while no 

effective means to prevent or treat mucotitis has been 

suggested. ROS activates transcription factors that result in 

a series of phenomena defined as acute tissue reactions 

that exert direct damages on various cells, tissues, and 

blood vessels regardless of the cause.2 Among these, NF-κ

B is a transcription factor that plays a key role in the 

production of pro-inflammatory cytokines such as TNF-α 

and IL-1β, which lead to tissue damages and cell death 

and resulting in mucositis. Determination of the NF-κB 

protein expression in mucous in the small intestine 

revealed that both the 5-FU-treatment groups (100 mg/kg 

and 200 mg/kg) showed significantly higher expression 

levels compared to that of the control group, and this is in 

agreement with the results of previous studies.13,14 How-

ever, there was no dose-dependent increase in the expre-

ssion of total NF-κB expression. Although the present 

study did not measure nuclear translocation of NF-kB as a 

measure of its activation, a previous study showed that 

increases in LPS-induced expression of cytosolic or 

nuclear NF-κB p65 were similar suggesting total NF-kB 

expression may reflect nuclear translocation.15 We belie-

ved that our results reflect the influence of “overflow,” due 

to the accumulated damages in tissues. On the other hand, 

the mRNA expression level of TNF-α in the mucous of the 

small intestine significantly increased in the high-con-

centration group (200 mg/kg) compared to that in the 

control group. This result is consistent with that of other 

studies, which showed that the level of pro-inflammatory 

cytokine expression increases with the severity of 

mucositis.16,17 However, there was no induction of TNF-α 

or IL-1β at 100 mg. It could have been more convincing to 

show the increased expression of pro-inflammatory cyto-

kines. However, the expression of these cytokines are also 

regulated by other signals generated by physiological 

stimuli, and may provide possible explanation. A recent 

study reported that the expression of NF-κB and pro-in-

flammatory cytokines are not always unidirectional in their 

report.18

  Intestinal epithelium possesses highly dynamic structure 

and acts as selective barrier between outside environment 

and underlying tissue. TJ proteins act as gate keepers to 

prohibit the passage of noxious molecules, while allowing 

the exchange of ions, solutes and water. TJ proteins in-

clude claudins, occulindin and ZO-1. TJ barrier disruption 

leads to the increased permeability of luminal bacteria and 

proinflammatory molecules to activate inflammatory res-

ponses and tissue damages. However, a limited number of 

in vivo studies have provided evidences on the association 

between TJ protein losses in mucositis. The present study 

showed that the expressions of claudin-1 and occludin, 

which constitute a part of the TJ protein, were significantly 

reduced compared to that in the control group when 200 

mg/kg 5-FU was administered for 7 days. This indicates 

that 5-FU treatment possibly increases intestinal perme-

ability to a significant degree not only disrupting the basic 

functions of cell membrane but also playing a critical role 

in the pathogenesis systemic inflammation. The increased 

permeability is shown to result in the inflow of endotoxins, 

various pathogenic microorganisms, and varied high 

molecular substances.19 A previous study suggested that 

occludin knockout mice exhibited not only chronic infla-

mmation and hyperplasia of the gastric epithelium but 

abnormal changes in testicule and salivary gland sugges-

ting more complex role of occludin.20 A previous study 

suggested that hydrogen peroxide induced TJ disruption is 

mediated by a tyrosine kinase dependent mechanism.21 

Claudin is a protein structurally discriminated from occul-

din. Claudins are suggested as the backbone of TJ proteins, 

and the claudin knockout mice revealed abnormal barrier 

formation and paracellular permselectivity.22 Our results 

suggest that 5-FU treatment significantly reduces intestinal 

membrane TJ protein expression possibly exhibiting stu-

ructural and functional defects. In the case of ZO-1, which 

is one of the TJ proteins, no significant intergroup differen-

ces were observed. Such discrepancies in the TJ proteins 

may be attributable to their different interactions with 
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other membrane compartments including actin. Although 

ZO-1 proteins are known to mediate early TJ protein 

assembly, functional role of ZO-1 has not been clearly 

demonstrated. Also, a recent report showed that normal TJ 

structures were formed with ZO-1 deficient cells sugges-

ting further studies on the role of ZO-1 in TJ proteins.23 

Since our results indicate claudins and occuldin 

expressions are dramatically reduced by 5-FU treatment, it 

is presumable that severe functional defects are induced by 

5-FU treatment and therefore appropriate interventions 

towards there TJ proteins may alleviate chemothera-

py-induced mucositis.

  In conclusion, 5-FU treated animals revealed significant 

body weight loss in a dose-dependent manner. Clear and 

significant TJ protein losses are observed suggesting 

appropriate intervention towards these targets may alle-

viate chemotherapy-associated mucositis.
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Introduction
The Korea Central Cancer Registry reported that the inci-

dence of cancer in 2010 was 405.1 per 100,000 populations. 
The severity of cancer have been increased by 92.3% (inci-
dence) and 12.6% (mortality) compared to those in 1999 and 
2002, respectively [1,2]. Previous study has reported that mal-
nutrition is a direct cause of deaths in 40 to 50% of cancer 
patients [3]. Malnutrition in cancer patients occurs due to loss 
of appetite, therapy-associated complications and psychologi-
cal factors [4,5]. Consequently, cancer patients experience loss 
of immune capability, delayed wound repair process, lower 
quality of life, and increased morbidity and mortality [6-8]. 
Therefore, nutritional status of cancer patients seems to be an 
important factor to improve responsiveness to treatment and 
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Recently, it is reported that intervention of oral nutritional supplement improves the nutritional status of cancer patients, and 
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overall quality of life in cancer patients. 
Cancer is treated by surgery, radiation therapy, chemother-

apy, and in many cases, combined adjuvant therapies are used 
for better results. Radiation and chemotherapy affect not only 
tumor cells but also rapidly proliferating normal cells includ-
ing oral and gastric mucosa, which create various side effects 
such as difficulties in food intake [9]. Especially, reduced food 
intake and tumor-associated cachexic syndrome decrease im-
mune potency and tolerance to the treatment. Furthermore, 
chemotherapy can induce ageusia or dysgeusia [9-11], which 
worsen inappropriate dietary intake.

Therefore, appropriate dietary intake and nutritional sup-
port are crucial not only to improve nutritional status of the 
patients but to strengthen the immune ability. Also, patients 
maintaining appropriate nutritional status are well tolerable to 
treatment regimen. However, the functions of digestive tract 
as well as appetite are lower in cancer patients compared to 
those of healthy people requiring the use of oral nutritional 
supplements. Previous studies reported that nutritional sta-
tus of cancer patients was improved by using oral nutritional 
supplement [8,12], while sensory preference was a major 
determinant for its use [13]. Also, the palatability of the oral 
nutrition supplement was the main factor in long term com-
pliance and successful use [14]. Supplement preference can be 
affected by various factors including taste, color, flavor, after 
taste and texture. Due to a loss of appetite in patients, oral 
nutritional supplements are required to consider both nutrition 
and palatability which needs sensory evaluations by the target 
group during the course of product development. Therefore, 
the purpose of this study was to compare sensory evaluation 
score of trial manufactured oral nutritional supplements to 
one of the top sellers in the market, and to examine possible 
differences between patient and control groups. Study results 
will be applied to develop new oral nutritional supplements to 
improve the nutritional status of cancer patients.

Materials and Methods
Subjects 

The subjects of this study were 30 cancer patients (11 men, 
19 women) aged over 20 who were diagnosed to have malig-
nant tumors. The patients were under anticancer treatment or 
ended the treatment within 6 months. Control group included 
age- and sex-matched healthy individuals (n = 30) aged over 
20, who are not diagnosed to have chronic disease and not 
taking any medication. Cancer patients were recruited by con-
tacting outpatients enrolled in DMC Bundang Jesaeng Hospital 
and control subjects were recruited through an in-campus 
advertisement at Sookmyung Women’s University. This study 
was approved by DMC Bundang Jesaeng Hospital (IMG13-03) 
and Sookmyung Women’s University (SM-IRB-13-0916-006) 
Institutional Review Boards. Written and informed consents 
were obtained from all the participants prior to the study. 

Survey
In this study, each participant was interviewed by the inves-

tigators using a questionnaire. The questionnaire included the 
subject’s gender, age, cancer sites, particular medical condi-
tions, drinking habits, smoking status, use of oral nutritional 
supplement, and artificial dentition. Also, patients were asked 
whether they thought their taste  had been changed since the 
diagnosis of cancer.

Trial manufactured products
The oral nutritional supplements used in this study were 

provided from Erom (Seongnam, Korea). The supplements used 
for the sensory assessment were 3 types, which include cereal 
base, cereal base+herb, cereal base+fruit. The compositions of 
the supplements are listed in Table 1. 

The rice bran and fungus (L. edodes) were both obtained 
from Kyonggi-do, Suwon, Korea. The L. edodes was cultured 
in a L. edodes culture medium containing rice bran until there 
was significant mycelia growth. The mycelia of L. edodes and 

Table 1. Composition of the oral nutritional supplements

Main ingredients

Cereal base* Fermented rice bran, Black rice (Super C3GHi), Chia seed

Cereal base+Herb* Fermented rice bran, Black rice (Super C3GHi), Chia seed, Native grass

Cereal base+Fruit* Fermented rice bran, Black rice (Super C3GHi), Chia seed, Banana

Control supplement Isolated soy protein, Corn oil

*All ingredients were freeze-drying powder.
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the insoluble rice bran components were then removed by 
centrifugation, and the polysaccharides were collected from 
the resulting supernatant by alkali extraction and ethanol 
precipitation, affording the rice bran exo-biopolymer. The rice 
bran exo-biopolymer obtained was powdered by lyophiliza-
tion. Black rice (Super C3GHi) had higher content of cyanidin-
3-glucoside (C3G) than currently available cultivated black 
rice [15]. Black rice (Super C3GHi) was freeze-dried at -30℃ 
in a vacuum dryer and grinded. Chia seed was purchased 
from Chia Company (Port Melbourne, Victoria, Australia). Na-
tive grass was consist of Citrus unshiu, Angelica gigas Nakai, 
Cnidium officinale Makino, Polydonati rhizoma, Astragalus 
membranaceus, Paeonia japonica, Baekbokryeong and Ac-
anthopanax , All ingredients were formulated and irradiated 
before sealing.

The products are in powder form although it is recommend-
ed to mix with milk for extra energy supply. A cereal based 
oral liquid nutritional supplement with scorched cereal flavor 
which is used most frequently by cancer patients were used 
as a control to evaluate sensory preference for trial manufac-
tured. A total of 40 g powder was mixed with 160 mL (cereal 
base, cereal base+herb) or 180 mL (cereal base+fruit) of whole 
milk. For the sensory evaluation, a 30 mL portion of each test 
products were provided.

Sensory evaluation
The sensory evaluation was performed by scoring each test 

product from 1 (very bad) to 5 (very good) for color, flavor, 
viscosity and taste. Also, the overall rank of each products 
were determined. Single blinded evaluation was performed for 
each product contained in a paper cup at room temperature. 
Participants were randomly allocated to supplement sequence 
in order to avoid allocation bias. Before starting the evalua-
tion, participants were seated in a quiet interview room, and 
asked to score the products. The participants were asked to 
rinse their mouths with distilled water before evaluating each 
product. After evaluating each product, subjects were also 
asked to rank the four supplements in order of preference.

Statistical analysis
The statistic analyses were performed using the SAS 9.2 

program (SAS Inc., Cary, NC, USA). All variables were shown in 
the average ± standard deviation or percentage, and p < 0.05 
indicated statistical significance. Differences of socio-demo-
graphics and sensory characteristics between the patients and 

the control were evaluated by the t-test (continuous variables) 
and chi-square test (categorical variables). Statistical signifi-
cance about sensory characteristics was determined with one-
way analysis of variance (ANOVA). When the ANOVA indicated 
a significant difference among the means, the differences 
were further evaluated using Duncan’s multiple-range test. 

Results
General characteristics of the subjects are shown in Table 2. 

The average age of the cancer patient group and control group 
were 59 years (range 19-89) and 53 years (range 40-64), re-
spectively. Highest proportion (30%) of the cancer patients 
were diagnosed with breast cancer, followed by colorectal 
cancer (17%) and lung cancer (13%). Among cancer patients, 
20% was diagnosed with hypertension, 17% was diagnosed 
with diabetes, and others had hypothyroidism, cardiac insuf-
ficiency, or dyslipidemia. 

One individual in cancer patients group was a current 
smoker, while 23% in the control group was smokers (p < 0.01). 
None of the cancer patients answered he or she is a current 
alcohol user, while 43% of the control group answered that 
they use alcohol (p < 0.0001). There was no difference in arti-
ficial dentition (implant, denture) between two groups. Forty%  
of the cancer patients answered they experienced taste 
change after being diagnosed with cancer. In addition, 17% of 
the patients was using oral nutritional supplements. 

Sensory assessment results are summarized in Table 3. The 
cancer patient group showed significant preference differ-
ences for test products in flavor (p = 0.0052), viscosity (p 
= 0.0003), and taste (p = 0.0183). On the other hand, study 
participants in the control group showed no significant prefer-
ence differences for test products in all sensory character-
istics. For overall preference, both cancer patient group and 
control group gave the highest rank to the control supplement 
product which has scorched cereal flavor. Also, the control 
group showed significantly higher preference for the viscosity 
of fruit added supplement (p = 0.0058), and for the taste of 
plain cereal base supplement (p = 0.0327) indicating lowered 
sensitivity towards viscosity or taste in cancer patients.  

Using the ranking significance test of Basker, overall prefer-
ence was determined (Table 4). In the cancer patient group, the 
control supplement product received significantly higher pref-
erence (p = 0.05), while no difference in the preference was 
found in the control group. The proportions of study subjects 
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in each rank (1 to 4) was analyzed (Table 5). However, 66.8% 
of control subjects preferred fruit-added supplement followed 
by control supplement.

Discussion
Cancer is a wasting disease, and anticancer treatments 

cause many side effects including oral and gastrointestinal 
mucositis, and nausea, which seriously affects the nutritional 

Table 2. Characteristics of the subjects 

Patient (n = 30) Control (n = 30) Significance

Age, years

Mean 	 59	±	15* 	 53	±	7 NS

Range 	 19	-	89 	    40	-	64 -

Male : female 	 11	:	19 	 11	:	19 -

Site of primary tumor

Breast 	 9	(30%)† - -

Colon 	 5	(17%)

Lung 	 4	(13%)

Tongue & Tonsillar 2

Lymphoma 2

Esophagus 1

Stomach 1

Rectum 1

Brain 1

Cervical 1

Thymoma 1

Kaposi’s sarcoma 1

Liver & Lymphoma 1

Other disease (Multiple response)

Hypertension 	 6	(20%) 	 1	(3%)

Diabetes 	 5	(17%) 	 1	(3%)

Others 	 6	(20%) 	 3	(10%)

Smoking

Yes 	 1	(3%) 	 7	(23%) <0.01

Yes, but stopped smoking 	 10	(33%) 	 2	(7%)

No 	 19	(63%) 	 21	(70%)

Drinking alcohol

Yes 	 0	(0%) 	 13	(43%) <0.0001

Yes, but stopped drinking 	 10	(33%) 	 1	(3%)

No 	 20	(67%) 	 16	(54%)

Artificial dentition 	 12	(40%) 	 9	(30%) NS

Consumes oral nutrition supplements 	 5	(17%) - -

Reported alteration in taste of  
particular foods since the diagnosis of cancer

	 12	(40%) - -

*Mean ± Standard deviation; †N(%).
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status of the patient  with higher possibility of malnutrition 
than patients with other diseases [16-18]. The malnutrition 
condition of cancer patients can affect not only the body 
function and its maintenance, but also the immune compe-

tency and drug metabolism, thus, balanced and active nutri-
tion arbitration which involves protein, vitamin, minerals and 
sufficient energy is necessary [19]. In this study, a sensory as-
sessment on trial manufactured oral nutritional supplements 

Table 3. Sensory evaluation of the oral nutritional supplements

Patients (n = 30) Controls (n = 30) p value†

Color

Cereal base 	 3.30	±	0.75* 	 3.63	±	0.72  	 0	.	0840

Cereal base+herb 	 3.37	±	0.72  	 3.50	±	0.73  	 0	.	4790

Cereal base+fruit 	 3.43	±	0.57  	 3.70	±	0.75  	 0	.	1260

Control supplement 	 3.63	±	0.61  	 3.77	±	0.86  	 0	.	4919

p value‡ 	 0	.	1482 	 0	.	4101 -

Flavor

Cereal base 	 3.30	±	0.75b§ 	 3.57	±	0.77  	 0	.	1805 

Cereal base+herb 	 3.20	±	0.71b 	 3.37	±	0.76  	 0	.	3867

Cereal base+fruit 	 3.27	±	0.78b  	 3.47	±	0.73  	 0	.	3111

Control supplement 	 3.77	±	0.63a  	 3.80	±	0.89  	 0	.	8670

p value‡ 	 0	.	0052 	 0	.	1196 -

Viscosity

Cereal base 	 3.23	±	0.77b 	 3.60	±	0.89  	 0	.	0949

Cereal base+herb 	 3.10	±	0.76b  	 3.47	±	0.82  	 0	.	0773

Cereal base+fruit 	 3.33	±	0.71b  	 3.87	±	0.73  	 0	.	0058

Control supplement 	 3.80	±	0.76a  	 3.40	±	0.89  	 0	.	0672

p value‡ 	 0	.	0003 	 0	.	0702 -

Taste

Cereal base 	 3.10	±	0.96b 	 3.63	±	0.93  	 0	.	0327

Cereal base+herb 	 3.17	±	0.75b 	 3.37	±	1.00  	 0	.	3835

Cereal base+fruit 	 3.43	±	0.82ab 	 3.67	±	0.71  	 0	.	2429

Control supplement 	 3.67	±	0.80a  	 3.63	±	0.89  	 0	.	8794

p value‡ 	 0	.	0183 	 0	.	3969 -

Overall preference

Cereal base 	 3.27	±	0.87  	 3.63	±	0.81  	 0	.	0959

Cereal base+herb 	 3.30	±	0.70  	 3.37	±	0.81  	 0	.	7344

Cereal base+fruit 	 3.47	±	0.73  	 3.67	±	0.66  	 0	.	2706

Control supplement 	 3.67	±	0.76  	 3.60	±	0.93  	 0	.	7623

p value‡ 	 0	.	1057 	 0	.	3261 -

Preferences to the oral nutritional supplements were assessed using the scoring test of 5-point numerical scale, i.e., ranging from 1 (dislike extremely) to 5 (like 
extremely).
*Mean ± Standard deviation; †Significance between patients and control as determined by Student’s t test; ‡Significance between oral nutritional supplements 
as determined by ANOVA test; §Values followed by different letters (a, b) within a column are significantly different at α = 0.05 as determined by Duncan’s 
multiple-range test. 
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for cancer patients were performed. Despite the importance 
of providing proper nutritional support in these patients, the 
availability of nutrition supplement products are limited. Study 
results indicated that the control supplement, cereal-based 
with scorched cereal flavor, is the most preferred  product by 
the patient group. However, no difference in overall preference 
over test products was observed in control group indicating 
cancer patients may be more sensitive to the palatability of 
the supplement due to the loss of appetite. Previous study 
reported that chemotherapy had variable influence on both 
taste sensitivity and perceived intensity of the taste [20]. Our 
results also indicated that fruit added supplement was more 
preferred than plain cereal base or herb base supplements, 
although the difference was not significant. 

Not only to provide appropriate calorie and macronutrients, 
oral nutritional supplements in the market are enriched with 

other bioactive components such as eicosapentaenoic acid 
(EPA) and Bifidobacterium [21,22]. A previous study indicated 
that supplementation based on an oral powder formula en-
riched with EPA improved inflammatory parameters [21] in 
cancer patients. Trial manufactured products used in our study 
include grind chia seed rich in omega-3 fatty acids as well as 
other phytochemicals which is known to suppress inflamma-
tory responses. However, due to granule-like residues present 
in these products, patient group gave lower score compared 
to the complete liquid type control product. Therefore, it might 
be necessary to improve palatability of value-added oral nutri-
tional supplements. Oral nutritional supplements can be pro-
vided either in liquid or powder form, however cancer patients 
frequently find it difficult to chew and swallow, and most of 
the supplements are sold in a liquid form. In Korea most oral 
nutritional supplements are in a liquid form providing 200 

Table 4. Rank sum of sensory overall preference in the oral nutritional supplements

Cereal base Cereal base+herb Cereal base+fruit Control supplement

Patients (n = 30) 87b* 87b 71ab 55a

Controls (n = 30) 77 87 69 67

With a rank of 1 = ‘1’ and 4 = ‘4’.
*Values followed by different letters (a, b) within a row are significantly different at α = 0.05 as determined by Basker's table [23].

Table 5. Percentage of the subjects by the four rank-orderings for each of the supplements

Rank Patients Controls Patients and Controls

Cereal base 1 	 16	.	7 	 20	.	0 	 18	.	3

2 	 10	.	0 	 26	.	7 	 18	.	3

3 	 40	.	0 	 30	.	0 	 35	.	0

4 	 33	.	3 	 23	.	3	 	 28	.	4

Cereal base+herb 1 	 0	.	0 	 10	.	0 	 5	.	0

2 	 50	.	0 	 20	.	0 	 35	.	0

3 	 10	.	0 	 40	.	0 	 25	.	0

4 	 40	.	0 	 30	.	0 	 35	.	0

Cereal base+fruit 1 	 16	.	6 	 20	.	0 	 18	.	3

2 	 36	.	7 	 46	.	8 	 41	.	7

3 	 40	.	7 	 16	.	6 	 28	.	3

4 	 6		.7 	 16	.	6 	 11	.	7

Control supplement 1 	 66	.	7 	 50	.	0 	 58	.	3

2 	 3	.	3 	 6	.	7 	 5	.	0

3 	 10	.	0 	 13	.	3 	 11	.	7

4 	 20	.	0 	 30	.	0 	 25	.	0

With a rank of 1 = ‘most preferred’ and 4 = ‘least preferred’. 
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kcal/200 mL. However, test products used in this study are 
supplied as a powder form (40 g) which is recommended to 
mix with 200 mL of milk or soy milk to provide 275-285 kcal.

Most of the cancer patients exhibit loss of appetite and 
taste change during their illness and treatment. Therefore, it 
is important to improve palatability of oral nutritional supple-
ments and increase the variety of the product so that the 
patients can be offered chances to choose. In this study, taste, 
flavor, viscosity, color and other sensory factors were investi-
gated, which can provide preliminary data necessary to devel-
op optimized oral nutritional supplement for cancer patients. 
It is also meaningful since test products are powder form of-
fering the patients chances to increase calorie intake by using 
different type of liquid to mix. Although the difference was 
not significant, the patient group preferred herb and fruit base 
over plain cereal base suggesting possibility of developing new 
products other than products with classic taste and flavor. 

However, this study has a few limitations. First, while the 
sensory assessment on oral nutritional supplement was per-
formed for powder type, the control supplement was a liquid 
type product. Since cancer patients are already used to the 
clear liquid type products, the trial manufactured products 
with a little granules are relatively new possibly affecting 
the sensory scores. Secondly, cancer patients included in 
this study received either radiation therapy or chemotherapy 
which may affect the palatability differently. Further large 
scale studies are necessary to compensate above limitations. 

Conclusion
This study provides preliminary data on palatability of trial 

manufactured oral nutritional supplements. Cancer patients 
are shown to be more sensitive to sensory factors compared 
to the healthy controls. Patients are also used to a classic 
cereal-based clear liquid type product although they showed 
different preferences among other types of supplements. 
Further studies are necessary to develop next generation oral 
nutritional supplements containing other bioactive ingredients 
with higher palatability. 
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Estrogen deprivation and excess energy supply accelerate 
7,12-dimethylbenz(a)anthracene-induced mammary tumor growth 
in C3H/HeN mice
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BACKGROUND/OBJECTIVES: Obesity is a risk factor of breast cancer in postmenopausal women. Estrogen deprivation has been 
suggested to cause alteration of lipid metabolism thereby creating a cellular microenvironment favoring tumor growth. The 
aim of this study is to investigate the effects of estrogen depletion in combination with excess energy supply on breast tumor 
development. 
MATERIALS/METHODS: Ovariectomized (OVX) or sham-operated C3H/HeN mice at 4 wks were provided with either a normal 
diet or a high-fat diet (HD) for 16 weeks. Breast tumors were induced by administration of 7,12-dimethylbenz(a)anthracene 
once a week for six consecutive weeks. 
RESULTS: Study results showed higher serum concentrations of free fatty acids and insulin in the OVX+HD group compared 
to other groups. The average tumor volume was significantly larger in OVX+HD animals than in other groups. Expressions 
of mammary tumor insulin receptor and mammalian target of rapamycin proteins as well as the ratio of pAKT/AKT were significantly 
increased, while pAMPK/AMPK was decreased in OVX+HD animals compared to the sham-operated groups. Higher relative 
expression of liver fatty acid synthase mRNA was observed in OVX+HD mice compared with other groups. 
CONCLUSIONS: These results suggest that excess energy supply affects the accelerated mammary tumor growth in estrogen 
deprived mice.
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INTRODUCTION*

Despite many undeniable therapeutic successes, breast cancer 
remains a major health issue in both developed and developing 
countries. Obesity, as reflected by increased body mass index 
(BMI), is associated with an increased risk of more aggressive 
breast cancer, as well as reduced survival [1]. The association 
between BMI and breast cancer risk becomes particularly strong 
for postmenopausal women [2] and weight gain after meno-
pause is the most important risk factor for breast cancer in 
postmenopausal women [3,4]. However, the 2007 WCRF/AICR 
Second Expert Report [5] followed by the Updated Breast 
Cancer 2010 Report [6] found limited evidence on the associa-
tion between breast cancer risk and dietary components which 
may contribute to body fat mass. The association between 
dietary fat has been a topic of debate for more than 20 years, 
however a recent meta-analysis reported no significant associa-

tion [7,8]. 
Estrogen is a known modulator of lipid and glucose metabolism. 

Systemic loss of estrogen in postmenopausal women is typically 
associated with increased abdominal fat tissue. Studies have 
indicated that estradiol (E2) replacement can prevent meno-
pause induced gains in adipose tissue mass [9,10]. In addition, 
ovariectomized (OVX) rodents rapidly become obese; however 
estrogen administration prevents the increase in body fat [11]. 
Estrogen activates AMP-activated protein kinase (AMPK), promo-
ting fat oxidation and decreased expression of sterol regulatory 
element-binding protein 1c (SREBP1c) in adipose tissue, muscle, 
and the liver [12,13]. SREBP1c stimulates expression of lipogenic 
genes, such as fatty acid synthase (FAS) [12,14]. In addition to 
lipid storage in adipose tissue, estrogen deprivation disturbs 
glucose homeostasis. For example, premenopausal women are 
more insulin sensitive, have insulin-associated improved glucose 
tolerance, and are less likely to develop insulin resistance than 
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AIN93G ND1) HD2)

Macronutrient composition

Carbohydrate, % of energy 63.95 65.71 35.69

Protein, % of energy 19.33 19.30 19.30

Fat, % of energy 16.72 14.99 45.00

Ingredient, g/kg

Cornstarch 397.4 404.0 266.5

Dextrin 132 134.2 88.5

Sucrose 100 101.6 67.1

Fiber 50 50 50

Casein 200 198.0 240.4

L-cystine 3.0 3.0 3.7

Corn oil - 12.44 45.36

Lard - 49.76 181.44

Mineral Mix (AIN-93G-MX) 35.0 34.6 42.1

Vitamin (AIN-93G-VX) 10.0 9.9 12.0

Choline bitartrate 2.50 2.50 3.10

Tert-butylhydroquinone 0.01 0.01 0.02

1) ND: Normal diet (15% energy as fat)
2) HD: High-fat diet (45% energy as fat)

Table 1. Composition of experimental dietsmen [15,16]. OVX rodents were reported to show dyslipidemia, 
impaired glucose tolerance, and impaired insulin-mediated 
glucose uptake in skeletal muscle [17]. In addition, estradiol 
replacement therapy improved glucose tolerance and insulin 
sensitivity and reduced lipid accumulation in the liver of leptin- 
deficient ob/ob mice [18]. One study suggested postmeno-
pausal women with increased risk of hyperinsulinemia, insulin- 
resistant type 2 diabetes, and metabolic syndrome [19]. 
Association of postmenopausal weight gain with hormone- 
dependent breast cancer development has also been demons-
trated [20]. Previous studies have reported overexpression of 
the insulin receptor (IR) in breast cancer cells [21]. Increased 
insulin binding to the IR leads to stimulation of the pho-
sphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT signaling pathway, which 
plays an important role in breast cancer progression [22]. AKT 
is transported to both cytosolic and nuclear compartments, 
where it phosphorylates various proteins involved in the 
regulation of cell growth and apoptosis. Abnormal AKT 
activation has been observed in various types of cancer [23,24]. 
Therefore, it can be hypothesized that defects in insulin 
sensitivity in postmenopausal women and an increase in fat 
mass may play a role in breast cancer development. However, 
few mechanistic studies have provided evidence to explain the 
association between excess energy intake in breast cancer 
development under conditions with different estrogen availability. 

In this study, we evaluate the effects of estrogen deprivation 
and/or excess energy intake on mammary tumor development 
and growth in a rodent model. Possible molecular mechanisms 
of action are also suggested.

MATERIAL AND METHODS

Animals and experimental design
Three-week old C3H/HeN female mice were obtained from 

Central Laboratory (Seoul, Korea). Animals were housed in 
polycarbonate cages and maintained at a room temperature 
of 26 ± 1˚C, with a relative humidity of 60 ± 5%, and 12 h 
light/12 h darkness exposure. Fresh food was provided every 
2-3 days and food intake was monitored throughout the 
experiment. Body weight was monitored once a week.

After acclimation for one week, animals were either ovarecto-
mized or sham-operated and then randomly assigned to 
different experimental groups. Group 1 consisted of sham- 
operated animals fed a normal diet (15% energy as fat) (SHAM+ 
ND, n = 14); Group 2 consisted of sham-operated animals fed 
a high-fat diet (45% energy as fat) (SHAM+HD, n = 8); Group 
3 consisted of ovariectomized animals fed a normal diet 
(OVX+ND, n = 6); and Group 4 consisted of ovariectomized 
animals fed a high-fat diet (OVX+HD, n = 7). The composition 
of the experimental diet was based on AIN-93G diet (25) as 
shown in Table 1, and soybean oil was substituted with corn 
oil because isoflavones present in soybean oil may act as 
anticarcinogens. A mixture of lard and corn oil was used as 
a source of dietary fat to mimic the fatty acid composition in 
the human diet as used in our previous study (26). Mineral mix, 
vitamins, choline, and tert-butylhydroquinone were adjusted to 
provide an equal amount for each experimental group based 
on difference in daily food consumption of animals in ND and 

HD. At 7 weeks of age, all animals were provided with a dose 
of 1mg 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA) (Sigma, MO, 
USA) dissolved in sesame oil. This dosage was repeated once 
a week for six consecutive weeks. After the last DMBA exposure, 
mice were subjected to regular examination for mammary 
tumors by palpation. Tumor size was measured using a digital 
caliper, and the length and width of each tumor were used 
in the formula [volume = length2 × width/2] to approximate 
volume (cm3). Mice were sacrificed at the age of 19 weeks. All 
mammary tumors were weighed and the size was measured. 
All procedures were approved by the Institutional Animal Care 
and Use committee of Sookmyung Women’s University 
(SMU-IACUC-2010-0625-009).

Preparation of blood and tissue samples
At the end of the experiment, animals were sacrificed and 

the mammary tumor, mammary fat pad, liver, spleen, and 
abdominal fat pad were removed, rinsed in normal saline, and 
weighed. Blood was collected from the inferior vena cava into 
EDTA-free tubes and centrifuged at 1,550 × g for 20 minutes. 
All samples were stored at -80˚C until assayed.

Serum measurements
Serum insulin concentration was determined using a 

commercially-available enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) kit (Millipore, MA, USA). Serum free fatty acid (FFA) 
concentration was also determined using an ELISA kit (Wako, 
Osaka, Japan) according to the manufacturer’s instructions. 

Western blots
Protein expression of IR, mammalian target of rapamycin 

(mTOR), p-mTOR, AKT, pAKT, AMPK, and phosphorylated AMPK 
(pAMPK) was measured in mammary tumor tissue samples. 
Because only two animals in the OVX+ND group developed 
tumors, statistical analyses were performed in SHAM+ND, SHAM 
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Primer Sequences (5’-3’)

SREBP1c1) Forward: GAT CAA AGA GGA GCC AGT GC

Reverse: TAG ATG GTG GCT GCT GAG TG

FAS2) Forward: GGG GGT GGG AGG ACA GAG AT

Reverse: CAC ATG GGC TGA CAG CTT GG

GAPDH3) Forward: TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA

Reverse: CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA

1) SREBP1c: sterol regulatory element-binding transcription factor 1
2) FAS: fatty acid synthase
3) GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Table 2. Gene Primers

Body
(g)

Liver
(% of B.W.)

Spleen
(% of B.W.)

Abdominal fat
(% of B.W.)

Mammary fat pad
(% of B.W.)

SHAM+ND 22.04 ± 2.73 4.43 ± 0.77 0.61 ± 0.76 2.27 ± 1.39 0.64 ± 0.53

SHAM+HD 21.50 ± 2.47 4.92 ± 0.79 0.87 ± 0.78 2.74 ± 1.50 0.77 ± 0.66

OVX+ND 22.26 ± 1.65 4.35 ± 0.62 0.34 ± 0.17 2.21 ± 1.46 0.97 ± 0.52

OVX+HD 20.50 ± 1.23 4.19 ± 1.30 0.33 ± 0.09 2.73 ± 2.02 0.91 ± 1.25

Diet NS NS NS NS NS

OVX NS NS NS NS NS

Values are presented as a mean ± SD. Data were analyzed by one way-analysis of variance (ANOVA) followed by Duncan’s multiple range test. Two-way ANOVA was used 
to determine the interactions between ovariectomy and diet. Liver, spleen, abdominal fat, and mammary fat pad weight were calculated as percentage of body weight. SHAM: 
sham-operated fed normal diet; SHAM+HD: sham-operated fed high-fat diet; OVX+ND: ovariectomized fed normal diet; OVX+HD: ovariectomized fed high-fat diet.

Table 3. Effects of estrogen deprivation and excess energy supply on body and organ weights of experimental animals

+HD, and OVX+HD animals. Tumor tissue was homogenized 
with a PRO-PREPTM protein extraction solution (Intron Biotechn-
ology Inc., Gyeonggi, Korea), left on ice for 20 minutes, and 
centrifuged (16,600 × g, 10 min, 4°C). Protein content was 
determined against a standardized control, using a Bio-Rad 
Protein Assay kit (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA); 50 μg 
of protein from each sample was separated by 4-12% and 6% 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and 
then transferred to PVDF membranes (Koma Biotechnology, 
Seoul, Korea). The membranes were blocked with 2% skim milk 
(Amersham Corp., IL, USA) and incubated with specific antibo-
dies for IR (Santa Cruz Biotech, CA, USA), pAKT (Ser473) (Cell 
Signaling, MA, USA), AKT (Cell Signaling, MA, USA), mTOR (Cell 
Signaling, MA, USA), pAMPK (Cell Signaling, MA, USA), AMPK 
(Cell Signaling, MA, USA), cyclin D1 (Cell Signaling, MA, USA), 
CDK4 (Cell Signaling, MA, USA), and β-actin (Sigma, MO, USA). 
The membranes were washed with PBS/Tween 20 (PBST) 
containing 0.1% Tween 20 (Sigma, MO, USA). Reactive bands 
were visualized using an enhanced chemiluminescence (ECL) 
system (Amersham Corp., IL, USA). Stripping was checked by 
re-exposure to enhanced chemiluminescence (ECL), and was 
detected using a LAS 3000 (Fujifilm, Tokyo, Japan). The mem-
branes were subsequently blocked and reprobed. The intensity 
of the bands was quantified using a Bio-Rad GS-800 densitometer 
equipped with the Quantity One program (Bio-Rad Laboratories, 
Inc., CA, USA).

Real-time quantitative PCR
Total RNA was extracted from liver tissue using TRIzol reagent, 

according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, CA, 
USA). Total RNA (1 μg) from liver tissue was reverse-transcribed 
using a cDNA Synthesis kit (PhileKorea Technology, Seoul, 
Korea) according to the manufacturer’s instructions. First strand 
cDNA was generated from 1 μg RNA using both oligo (DT)18 
primer mix and random hexamer primer mix. Real-time 
quantitative PCR was performed on a 7500 Fast Real time PCR 
system (Applied Biosystems, CA, USA) using a QuantiMix SYBR 
Kit (PhileKorea Technology, Seoul, Korea). Primers for SREBP1c, 
FAS, and Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
were synthesized by Bioneer (Bioneer, Daejeon, Korea) (Table 
2). Relative fold-changes in expression were determined using 
the 2-△△CT (relative quantification) analysis protocol. Expression 
of the GAPDH housekeeping gene was used to normalize PCR 
reactions. Each experiment was repeated three times.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed using the SAS package 

(release 9.1, SAS Institute Inc., NC, USA). Data are expressed as 
the mean ± SD. One-way analysis of variance (ANOVA) and 
Duncan’s multiple test were used to determine statistical 
differences between the treatment groups. Interactions between 
two variables were examined using two-way ANOVA. P-values 
less than 0.05 were considered significant. Only two mice 
developed mammary tumors in the OVX+ND group; therefore, 
statistical analyses on tumor tissue were performed for animals 
in the SHAM+ND, SHAM+HD, and OVX+HD groups using 
one-way ANOVA.

RESULTS

Body and organ weights
There was no significant difference in body weights between 

experimental groups (Table 3). No significant difference in the 
weights of liver, spleen, abdominal adipose tissue, or mammary 
fat pad was observed. Neither diet nor OVX affected body 
weight and organ weights was observed between groups.

Mammary tumor development
At the end of the study period, the percentage of tumor- 

bearing mice in each group was 57.1% in the SHAM+ND group, 
75% in the SHAM+HD group, 33.3% in the OVX+ND group, and 
42.9% in the OVX+HD group (Table 4). Number of tumors of 
tumor bearing mice in each group was 1.63, 1.50, 1.50, and 
1.67, respectively. The average mammary tumor volume was 
significantly higher in the OVX+HD group than in the other 
groups. Both diet and OVX showed significant association with 
tumor size, and there was no significant interaction between 
ovariectomy and diet.
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Group (n) Tumor number
Number of TBM

(% animals)
Tumor number

/TBM
Average tumor volume (cm3)

SHAM+ND (14) 13 8 (57.14) 1.63 0.09 ± 0.07b

SHAM+HD (8) 9 6 (75) 1.50 0.22 ± 0.21b

OVX+ND (6) 3 2 (33.33) 1.50 0.17 ± 0.22b

OVX+HD (7) 5 3 (42.86) 1.67 0.84 ± 0.60a

Values are presented as a mean ± SD. abMeans with different superscripts are significantly different at (P < 0.05). SHAM: sham-operated fed normal diet; SHAM+HD: 
sham-operated fed high-fat diet; OVX+ND: ovariectomized fed normal diet; OVX+HD: ovariectomized fed high-fat diet; TBM: tumor-bering mouse.

Table 4. Effects of estrogen deprivation and excess energy supply on mammary tumor number, multiplicity, and volume

Group Insulin (ng/mL) FFA (mEq/L)

SHAM+ND 0.65 ± 0.29b 0.60 ± 0.16b

SHAM+HD 0.98 ± 0.54b 0.85 ± 0.42ab

OVX+ND 0.76 ± 0.42b 0.75 ± 0.15ab

OVX+HD 2.73 ± 1.71a 1.00 ± 0.24a

Significance P < 0.05 P < 0.05

OVX P < 0.01 N.S.

Diet P < 0.01 P < 0.01

OVX × Diet P < 0.05 N.S.

Values are presented as a mean ± SD Data were analyzed by one way-analysis 
of variance (ANOVA) followed by Duncan’s multiple range test. abMeans with 
different superscripts are significantly different at P < 0.05. Two-way ANOVA was 
used to determine the interactions between ovariectomy and diet. SHAM: 
sham-operated fed normal diet; SHAM+HD: sham-operated fed high-fat diet; 
OVX+ND: ovariectomized fed normal diet; OVX+HD: ovariectomized fed high-fat 
diet; FFA: free fatty acids.

Table 5. Effects of estrogen deprivation and excess energy supply on serum 
insulin and FFA concentrations

Group SREBP1c FAS

SHAM+ND 1.00 1.00b

SHAM+HD 1.49 ± 0.94 1.19 ± 0.64b

OVX+ND 1.48 ± 0.79 1.01 ± 0.59b

OVX+HD 2.32 ± 3.41 2.55 ± 2.41a

Significance N.S. P < 0.05

OVX N.S. N.S.

Diet N.S. P < 0.05

OVX × Diet N.S. N.S.

Relative expression of the indicated lipogenic genes was detected by real-time PCR 
in liver tissue. abMeans with different superscripts are significantly different at P < 
0.05. Two-way ANOVA was used to determine the interactions between ovariectomy 
and diet. SHAM: sham-operated fed normal diet; SHAM+HD: sham-operated fed 
high-fat diet; OVX+ND: ovariectomized fed normal diet; OVX+HD, ovariectomized 
fed high-fat diet; SREBP1c: sterol regulatory element-binding protein 1; FAS: fatty

Table 6. Effects of excess energy supply and estrogen deprivation on lipogenic
gene expression 

(A) (B) (C) (D)

Fig. 1. Effects of excess fat and estrogen deprivation on expression of IR(A), AKT & pAKT (B), mTOR & pmTOR (C), and AMPK & pAMPK (D) protein in mammary 
tumor tissue samples. Because only two animals developed tumors in the OVX+ND group, statistical analyses were performed in SHAM+ND, SHAM+HD, and OVX+HD animals. Tumors 
tissue protein was extracted, separated, and incubated with respective antibodies. Reactive bands were visualized using enhanced chemiluminescence (ECL). The intensity of the bands 
was quantified using a Bio-Rad GS-800 densitometer. Values with different letters are significantly different based on “one way-analysis of variance (ANOVA) followed” by Duncan’s multiple 
range test (P < 0.05). SHAM+ND: sham-operated fed normal diet; SHAM+HD: sham-operated fed high-fat diet; OVX+HD, ovariectomized fed high-fat diet.

Serum concentration of insulin and free fatty acids
Significantly higher circulating concentrations of insulin were 

observed in the OVX+HD group compared with the other 
groups (Table 5). A significant difference in FFA concentration 
was observed between the OVX+HD group and SHAM+ND 
group. Two-way ANOVA indicated significant association of FFA 
concentrations with diet, while insulin concentrations showed 
significant association with both ovariectomy and diet. A 
significant interaction was observed between ovariectomy and 
diet.

Liver SREBP1c and FAS mRNA expression 
Liver SREBP1c and FAS are involved in regulation of lipoge-

nesis. The relative expression of SREBP1c was increased in the 
OVX+HD group, although without statistical significance (Table 
6). In addition, significantly higher FAS expression was observed 
in the OVX+HD group. These results indicate that the coexis-
tence of OVX and HD affected the expression of lipogenic 
genes. However, no statistically significant interaction was 
found between OVX and diet.
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(A) (B)

Fig. 2. Effects of excess fat and estrogen deprivation on expression of cell cycle 
regulatory CCND1 and CDK4 protein in mammary tumor tissue samples. Because 
only two animals developed tumors in the OVX+ND group, statistical analyses were 
performed in SHAM+ND, SHAM+HD, and OVX+HD animals. Tumor tissue protein was 
extracted, separated, and incubated with respective antibodies. Reactive bands were 
visualized using enhanced chemiluminescence (ECL). The intensity of the bands was 
quantified using a Bio-Rad GS-800 densitometer. SHAM+ND: shamoperated fed normal 
diet; SHAM+HD: sham-operated fed high-fat diet; OVX+HD: ovariectomized fed high-fat 
diet.

Tumor tissue IR, AKT, mTOR, and AMPK expression
To determine the molecular mechanisms responsible for 

tumor growth, expression of IR-mediated signaling molecules 
including AKT and pAKT was measured in mammary tumor 
tissues. Significantly higher tissue protein expression levels of 
IR were observed in the OVX+HD group compared to the 
SHAM+ND and SHAM+HD groups (Fig. 1A), and significantly 
higher pAKT/AKT levels were observed in the OVX+HD group 
compared to the SHAM+ND group (Fig. 1B). Significantly higher 
protein expression of mTOR was observed in the OVX+HD 
group, while significantly lower expression of pAMPK/AMPK was 
observed in the OVX+HD group compared to expression in 
other groups (Fig. 1C and 1D).

Cell cycle regulation
Activation of AMPK and mTOR was involved in regulation of 

the cell cycle, including cyclin D1 (CCND1) and CDK4 protein. 
Elevated expression levels of CCND1 and CDK4 were observed 
in the OVX+HD group compared to other groups, but without 
statistical significance (Fig. 2A, B).

DISCUSSION

Despite an inverse relationship between BMI and breast 
cancer risk in premenopausal women, obesity is a recognized 
risk factor in postmenopausal breast cancer development [27]. 
Although it is presumed that the interaction between obesity 
and breast cancer risk is altered by the availability of estrogen, 
evidence supporting the association between dietary compo-
nents including dietary fat and the risk of breast cancer is 
limited. Because estrogen is known to regulate fat metabolism, 
including lipogenesis and lipolysis, it is presumable that 
interactions between dietary fat intake, energy metabolism, and 
estrogen availability play a critical role in mammary tumor 
development. 

Estrogen deprivation often leads to diminished insulin sensi-
tivity, possibly due to accelerated fat accumulation. Previous 
studies have shown that estradiol repletion can overcome 

high-fat diet-induced or FFA-induced insulin resistance [28,29]. 
Accordingly, high circulating concentrations of insulin in 
postmenopausal women may be a possible connection between 
postmenopausal obesity and breast cancer risk [30]. 

However, a limited number of studies have examined the 
interactive effects of estrogen deprivation and excess dietary 
energy supply on mammary tumor development. Genetically 
obese ovariectomized Zucker rats showed higher susceptibility 
to DMBA-induced mammary tumor development compared to 
sham-operated rats [31]. However, in another study high-fat diet 
stimulated mammary tumor development was not ovarian- 
dependent [32]. In this study, we evaluated the effects of 
estrogen deprivation on breast tumor growth in mice fed either 
a 45% fat diet or 15% fat diet. The animal model of DMBA- 
induced mammary gland tumors was used because this 
carcinogen has been implicated in mammary tumorigenesis 
that is histologically similar to hormone-dependent human 
breast adenocarcinomas [33]. Results showed that there was no 
difference in body weight among experimental groups. Previous 
studies have shown that body weight of C3H/HeN mice fed 
HD was higher than that of ND supplemented C3H/HeN mice 
[34,35]. In many other studies, OVX rodents became obese 
rapidly with body fat accumulation [12,36,37]. However, mice 
treated with DMBA had significantly lower final body weights, 
body fat weights, and carcass energy contents compared to 
mice that received the corn oil placebo [38]. Another study also 
reported that DMBA treatment resulted in suppression of body 
weight gain of the animals [39] possibly due to rapid growth 
of tumor tissues, which accelerates tissue wasting, indicating 
that the absence of body weight gain in animals with either 
high-fat feeding or OVX might be due to tumor-induced tissue 
wasting. Estrogen depletion is known to be associated with 
dysregulation of lipid metabolism, which may contribute to the 
accumulation of intra-abdominal fat in postmenopausal women 
[40]. Estradiol reduces fatty acid and triglyceride synthesis 
through the down-regulation of lipoprotein lipase and fatty acid 
synthase [12]. We have determined the liver tissue expression 
of SREBP1c and FAS, both of which are involved in lipogenesis. 
Results showed higher liver tissue expression of SREBP1c and 
FAS in the OVX+HD group compared to the other groups, 
although no statistical significance was found in SREBP1c 
expression. The fact that cancer cachexia and tissue wasting 
are often associated with decreased insulin sensitivity and 
hyperglycemia has also been pointed out [41], indicating that 
tumor growth and hypercatabolism can lead to hyperinsu-
linemia. 

Estradiol depletion is associated with insulin resistance in 
humans and rodents [29,30,42]. The increased circulating 
concentration of FFA in OVX rodents contributes to develop-
ment of insulin resistance [43,44]. Postmenopausal insulin 
resistance is also associated with an elevated blood concen-
tration of inflammatory markers, TG, LDL-cholesterol, and FFA 
[45,46]. Our study results clearly showed significantly higher 
concentrations of circulating insulin in the OVX+HD group than 
other groups. 

In addition, the levels of IR increased significantly in tumor 
tissues of the OVX+HD group. Because insulin has been 
suggested as a key molecule to explain obesity-related cancers 
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including colon and breast, we hypothesized that the larger 
tumor size in OVX+HD may be mediated through the higher 
availability of insulin as well as the up-regulation of IR in tumor 
tissues. Another recent study reported that tumor weight was 
significantly higher in OVX mice fed a high-fat diet, compared 
to OVX mice fed a low fat diet in a mouse breast cancer model 
[47]. In addition, obese mice inoculated with mouse mammary 
tumor virus (MMTV) Wnt-1 mammary tumor cells did not exhibit 
tumor growth in the presence of estrogen; however, in the 
absence of the ovaries, obese mice exhibited higher Wnt-1 
tumor growth [48]. These results suggest a strong association 
of excess energy intake with tumor growth in the absence of 
ovarian estrogen. Therefore, it is presumable that excess energy 
intake of postmenopausal women may pose greater risk of 
developing tumors compared to that of premenopausal 
women. 

The tumor incidence was 75% in the SHAM+HD group, 57.1% 
in the SHAM+ND group, 33.3% in the OVX+ND group, and 
42.9% of the OVX+HD group, indicating no clear association 
between the number of tumors and OVX or dietary energy. 
Although further investigations are necessary, the higher 
concentrations of circulating insulin due to OVX and the excess 
energy supply may not be directly associated with DMBA- 
induced cancer initiation. Because only two animals developed 
tumors in the OVX+ND group, no statistical comparisons for 
tumor tissue biomarkers of cell growth were made with animals 
in this group. It was reported that breast tumor incidence in 
Zucker rats, where 30% of the lean sham-operated group, 59% 
of the obese sham-operated group, 0% of the lean ovariec-
tomized group, and 36% of the obese ovariectomized group 
developed mammary tumors [31], implying that DMBA-induced 
mammary tumor formation is dependent on estrogen levels as 
other studies have also indicated [49-51]. However, it has been 
suggested that estrogen synthesized from adipose tissue is 
sufficient to promote mammary tumor development [52]. In this 
study, since OVX+ND mice were shown to have little adipose 
tissue, the level of systemic and local estrogen production may 
not be sufficient for development of tumors. In another study 
examining incidence of mammary cancer induced by DMBA 
combined with different concentrations of estradiol in 8-week- 
old Sprague-Dawley rats, it was found that mammary tumors 
appear for the first time between the 12th -17th week [28]. 
Fifty percent of mice had tumors by the 36th, 19th, and 18th 
week, with estradiol doses of 1, 2, and 3 mg, respectively. At 
the 36th week, the incidence rate of breast tumors was 50%, 
73%, and 100%, for estradiol doses of 1, 2, and 3 mg, respec-
tively. These results imply that estrogen plays an important role 
in the initiation of mammary tumor formation induced by 
DMBA. In our study, OVX was performed at 4 weeks, which 
may have caused depletion of circulating estrogen required for 
initiation of carcinogenesis.

Hyperinsulinemia can indirectly affect tumorigenesis through 
activation of insulin/AKT signaling. A previous study reported 
that larger tumor size in obese women is the result of growth 
stimulation, and IR-mediated AKT signaling is a major growth 
pathway [53]. Another study indicated that IR was overex-
pressed in human breast cancer cells [54]. To investigate 
involvement of IR-mediated AKT pathway signaling in mammary 

tumor growth, we measured protein expression levels of IR and 
AKT in tumor tissues. IR protein level was significantly higher 
in the OVX+HD group compared to the other groups, and AKT 
phosphorylation and mTOR expression were also significantly 
higher in the OVX+HD group. mTOR, which regulates essential 
cell growth signals through cell cycle progression, is an important 
downstream effector of AKT [55]. A previous study reported that 
in breast cancer, activation of the AKT/mTOR pathway is 
responsible for cell survival [56]. Therefore, it is presumable that 
IR-mediated AKT activation is responsible for the larger tumor 
size in the OVX+HD group. Epidemiological evidences have 
suggested that excess body fat is a risk factor for development 
of breast cancer in postmenopausal women, but not in 
premenopausal women [2,3]. Results from this study showing 
an interactive effect of high-fat diet and OVX on circulating 
concentration of insulin support higher breast cancer risk 
among postmenopausal women with excess body weight. 

We found that OVX+HD suppressed the activation of AMPK, 
which is potentially associated with tumor cell growth. Interes-
tingly, it is reported that the levels of AMPK phosphorylation 
are reduced by OVX and excess fat mass [57,58]. In addition, 
AMPK is known as a major tumor suppressor kinase that acts 
through p53-dependent cell cycle regulation [59,60]. AMPK is 
also known to suppress cell proliferation through down regula-
tion of mTOR [61]. Metformin, a well-known AMPK activator, 
has been consistently shown to inhibit breast cancer cell growth 
[56]. In this study, we found that the OVX+HD group showed 
higher AMPK expression, which may have led to down- 
regulated expression of mTOR, thereby suppressing tumor 
growth. Estrogen has been implicated in maintenance of insulin 
sensitivity [62], and stimulated AMPK phosphorylation by17β
-estradiol through estrogen receptor α in 3T3-L1 adipocytes has 
also been reported [63]. In addition, injections of estradiol 
resulted in activation of AMPK in ovariectomized mice [64]. 
Therefore, it is possible that the significantly larger tumor size 
observed in the OVX+HD group resulted from the combined 
effects of OVX and excess energy supply. A previous study 
reported that mTOR facilitates CCND1, which is required for the 
G1 to S phase transition of the cell cycle [65]. We measured 
protein expression of CCND1 and CDK4 as downstream targets 
of mTOR in mammary tumor tissue. Although expression levels 
of CCND1 and CDK4 were not significantly different, the 
OVX+HD group tended to show higher expression levels of cell 
cycle-controlling molecules. 

In conclusion we demonstrate that a high-fat diet in OVX 
animals leads to development of insulin resistance, which may 
accelerate mammary tumor growth through the IR-mediated 
AKT pathway and inactivation of AMPK in vivo. The current 
study clearly showed that dietary fat induces systemic insulin 
resistance and mammary tumor growth in estrogen-deprived 
animals in the absence of body weight gain. High circulating 
insulin in combination with increased IR in tumor tissues may 
result in stimulation of AKT/mTOR signaling and inactivation of 
AMPK leading to the acceleration of solid tumor growth. The 
current results suggest that a high-fat diet can stimulate breast 
cancer progression in postmenopausal women even those 
maintaining normal BMI. 
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