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            초록
          
        

        
          
            Background
            There are various physiologically active substances in Camellia sinensis leaves, and much research has been conducted on it, however, the properties of other parts such as branch, flower, seed, and root are still unknown. Therefore, in this study, we checked the physicochemical properties of each part of C. sinensis.

          

          
            Methods and Results
            In this study, we prepared a 70% ethyl alcohol extract of each part of C. sinensis and determined their yield, total polyphenol and total flavonoid contents, antioxidant activity, components [using high performance liquid chromatography (HPLC)], and α-glucosidase inhibitory activity. The yield was highest in the flower extract, and the total polyphenol content and antioxidant activity tended to be high in the order of leaf, root, branch, flower, and seed. Analysis of the catechin compounds using HPLC, confirmed that epigallocatechin (EGC) and epigallocatechin gallate (EGCG) were mostly present in the leaf, but epicatechin (EC), gallocatechin gallate (GCG), and gallocatechin (GC) were present in varying concentrations in each part. The inhibitory activity of α-glucosidase was higher than that of acarbose, a hypoglycemic agent, in all parts except the seed, which showed no activity. Furthermore, significantly higher α-glucosidase inhibitory activity was confirmed in the root.

          

          
            Conclusions
            Apart from the leaves, which have been widely used and studied in the industry, the C. sinensis root and brances showed high activity. In particular, the α-glucosidase inhibitory activity was very high, confirming the possibility of using the roots and brances discarded by the tea leaf industry as an antidiabetic material.
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      서 언
      차나무 (Camellia sinensis)는 아열대 상록 관목의 다년생 식물로 우리나라를 포함하여 열대지방, 아열대 지방 등 다양한 지역에서 재배하고 있다. 국내에서는 전라도, 경상도를 비롯한 남부지역에서 재배하고 있으며 보성, 하동 지역과 제주도가 녹차 생산지로 유명하다. 차나무 잎은 녹차로 가공하여 섭취하고 있으며 오랫동안 가장 많이 소비되는 음료 중 하나로 자리매김해 왔다 (Kim et al., 2014b).

      녹차는 인도와 중국 등의 지역에서 약용 목적으로 사용되어 왔으며 최근에는 항산화, 항균, 항암, 고혈압 예방 등 다양한 효능들이 과학적으로 규명되었다 (Kim et al., 2016). 녹차가 가진 건강증진 효능과 각종 질병 예방 효과가 보고된 이후 소비자들의 건강에 관한 관심이 더욱 증가하여 녹차뿐만 아니라 녹차 가공품의 소비량도 증가하고 있으며, 현재에 이르러서는 전 세계적으로 연간 250만 톤 이상의 찻잎이 생산, 가공 및 소비되고 있다 (Chacko et al., 2010; Park et al., 2018).

      녹차에는 플라바놀, 플라보노이드 및 페놀산 등 많은 생리활성 물질이 들어 있으며 특히 폴리페놀류에 속하는 catechin이 상당량 함유되어 있다. 녹차에 들어있는 catechin의 종류로는 epicatechin (EC), epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin (EGC), epigallocatechin gallate (EGCG), gallocatechin (GC) 및 gallocatechin gallate (GCG) 등이 있다 (Park et al., 2002).

      차나무 잎에서 유래한 catechin은 체지방 분해, 암세포 성장억제, 자외선에 의한 피부 손상 억제 등의 효과가 있으며 catechin 중 항암성분으로 알려진 EGCG는 녹차 한 잔에 150 ㎎ - 200 ㎎ 정도가 함유되어 있다고 알려졌다 (Lee et al., 2001; Lin et al., 2005; Yoon et al., 2005).

      현재까지의 차나무에 관한 연구는 잎에 관한 연구가 주를 이루고 있으나 차나무의 잎 외에도 가지, 꽃, 뿌리, 씨 등 다른 부위에서 각종 생리활성 물질과 효능이 있는 것으로 확인되고 있다.

      차나무 가지에는 칼슘과 칼륨 등의 미네랄 성분과 glucose (43%), xylose (16%), mannose (10%)와 galactose (6%) 등이 함유되어 있으며 총 폴리페놀 함량과 항산화 활성이 있고 caffeine, (-)-epicatechin 및 (-)-epicatechin gallate와 같은 생리활성 성분이 확인되었다는 보고가 있다 (Lee et al., 2019; Sanz et al., 2020).

      차나무 꽃에는 항산화, 항균, 항염, 항암 활성 및 상당한 양의 catechin (EGCG, EGC, EC, ECG 등)과 caffeine이 함유되어 있는 것으로 보고되었다 (Lin et al., 2003; Choi et al., 2011; Chen et al., 2018).

      Na 등 (2018)의 연구에 의하면 차나무 뿌리 추출물에는 피부에 대해 다양한 효능을 나타낸다고 알려진 γ-aminobutyric acid (GABA)가 상당량 존재하며, 총 순수 사포닌이 54%로 인삼 추출물보다 더 많은 사포닌을 함유하고 있고 대기오염 물질에 의해 유발되는 피부질환에 대해 보호효과가 있다고 하였다.

      차나무 씨에는 각종 피부염이나 여드름 등에 효과가 있는 vitamin A, B2, B6, C, E, biotin, niacin 등이 함유되어 있으며 민간에서는 주로 녹차씨 오일로 가공되어 식용 및 화장품 원료로 사용되고 있다 (Cha et al., 2008; Yang et al., 2016).

      녹차씨 오일은 포화지방산이 25%, 불포화지방산이 75% 함유되어 있고 지방산의 종류로는 oleic acid 47.5%, palmitic acid 31.78%, linoleic acid 17.61%, stearic acid 1.31%, linolenic acid 1.16% 및 gadoleic acid 0.64%로 구성되어 있으며, 불포화지방산이 다량 함유된 것을 확인할 수 있다 (Yahaya et al., 2011; Serin et al., 2013).

      본 실험에서는 주로 활용되는 차나무 잎을 포함하여 가지, 꽃, 씨, 뿌리 등 5 가지 부위에 대한 생리활성 검증을 통해 산업계에서 활용될 수 있는 기초 데이터를 제공하고자 실행하였으며 각 기능성 물질의 추출을 최대화할 수 있고, 산업적으로 이용가능한 70% 에탄올을 사용하여 추출한 뒤 총 폴리페놀, 총 플라보노이드, catechin류 화합물 함량 분석 및 항산화 활성과 항효소 실험을 통해 생리활성을 검증하였다 (Jo et al., 2003; Kim et al., 2012; Kim et al., 2017; Na et al., 2018).

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에 사용한 샘플은 제주다원에서 직접 채취하여 실험에 사용하였다.

        차나무 (Camellia sinensis)잎, 가지, 꽃, 씨, 뿌리를 채취하기 위해 제주다원을 각기 다른 일자에 방문하였고, 각각 다른 장소에서 3 회 반복하여 무작위로 채취한 뒤 열풍건조기 (PFC-P0-91, Nihon-freezer, Namyangju, Korea)를 이용하여 60℃에서 48 시간 동안 건조하였다. 건조된 시료는 분쇄기를 이용하여 분말화를 하였고 실험 시료로써 사용하였다.

      

      
        2. 추출물 제조
        차나무 부위별 시료를 각각 15 g씩 취하고 무게 대비 20 배의 70% 에탄올을 가한 후 초음파세척기 (Powersonic 520, Hwashin Tech Co., Ltd., Seoul, Korea)을 이용하여 1 시간 동안 추출하였고 이를 3 회 반복하였다. 이후 filter paper를 이용하여 여과한 뒤 회전식감압농축기 (Hei-VAP Precision, Heidolph, Schwabach, Germany)로 농축하였고 동결건조 후에는 실험 샘플로 사용하였으며 모든 과정은 3 회 반복하여 실시하였다.

      

      
        3. 총 폴리페놀 함량 측정
        페놀은 벤젠에 하이드록시기(-OH)가 붙어 있는 것이며 한 분자 내에 2 개 이상의 하이드록시기가 붙어 있는 방향족 화합물을 폴리페놀이라고 한다 (Ko et al., 2017). 총 폴리페놀 함량의 측정은 Ko 등 (2018)의 방법을 활용하여 측정하였다.

        각 추출물 20 ㎕에 증류수 700 ㎕와 Folin ciocalteu 시약 100 ㎕를 혼합한 후 2 시간 동안 반응하였다. 반응 후에는 20% sodium carbonate를 100 ㎕씩 가하여 1 시간 동안 정치하고 microplate reader (i-Mark 168-1135, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 750 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 표준검량곡선을 작성하여 gallic acid equivalent (GAE)로 나타내었다.

      

      
        4. 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Ko 등 (2018)의 방법을 사용하여 분석하였다. 각 추출물 100 ㎕에 에탄올 300 ㎕, 10% aluminum nitrate 20 ㎕, 1 M potassium acetate 20 ㎕를 혼합하였으며 이후 혼합액에 증류수 560 ㎕를 가하여 1 시간 동안 반응시킨 후 microplate reader (i-Mark 168-1135, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 사용하여 415 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 quercetin을 표준물질로 표준검량곡선을 작성하여 quercetin equivalent (QE)로 나타내었다.

      

      
        5. 차나무 부위별 추출물의 성분 분석
        차나무 부위별 추출물의 catechin류 화합물은 HPLC (e2695, Waters Co., Milford, MA, USA)를 사용하여 분석하였다. Column은 Sunfire C18 (5㎛, 4.6 ㎜ × 250㎜, Waters Co., Milford, MA, USA)을 사용하였고 이동상은 A와 B 두 가지 종류의 용액을 사용하였다.

        이동상 A는 0.1% trifluoroacetic acid in distilled water, 이동상 B는 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile을 사용하였다. 용매 조건은 0 분에서 20 분까지 이동상 A를 90%로 용리하였고 20 분에서 25 분까지 이동상 A를 70%가 되도록한 뒤, 25 분에서 35 분까지 이동상 A를 30%가 되도록 하고 35 분에서 38 분까지 이동상 A를 5%로 유지하였으며 이후 45 분까지 이동상 A를 90%로 한 후 분석을 완료하였다.

        샘플의 성분 분리를 위한 이동상의 유속 조건은 1 ㎖/min, column 온도는 40℃로 고정하였고 시료의 주입량은 20 ㎕, 검출 파장은 280 ㎚ 조건으로 분석을 수행하였다. 각 standard는 methanol에 녹여 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 및 200 ㎍/㎖로 만들어 검량선을 작성하였다.

      

      
        6. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거 활성 측정
        DPPH는 짙은 보라색을 띠고 517 ㎚ 부근에서 강한 흡수를 나타내는 안정한 자유 라디칼이다. 항산화제로부터 전자나 수소를 공여받아 free radical을 소거하게 되면 보라색이 노란색으로 변화함으로써 항산화 활성을 분광 광도계로 측정할 수 있게 된다 (Akar et al., 2017).

        차나무 부위별 추출물의 DPPH radical 소거능은 Blois (1958)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 40 ㎕에 메탄올에 녹인 0.15 mM DPPH를 160 ㎕를 혼합하여 암조건에서 30 분 동안 반응하였다. 이후 microplate reader를 이용하여 490 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        추출물의 DPPH radical 소거능을 계산할 때 DPPH 농도를 50% 감소시키는 시료의 양인 RC50을 기준으로 항산화능을 측정하였다. 추출물의 DPPH radical 소거능을 비교하기 위한 양성대조군으로 butylated hydroxytoluene (BHT)을 사용하였다.

      

      
        7. Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 측정
        TEAC는 ABTS·라디칼을 소거하는 항산화능을 측정하는 방법이며 ABTS가 과산화물과 반응하게 되면 radical이 형성되고 청록색을 띠게 된다. ABTS radical 합성용액은 항산화 활성을 가진 물질과 반응하게 되면 radical이 소거되고 탈색이 진행되며 이것의 흡광도를 측정하여 항산화 활성을 확인하는 방법이며 DPPH는 free radical을 측정하지만 ABTS는 cation radical을 측정한다 (Re et al., 1999; Villaño et al., 2007).

        TEAC는 Zulueta 등 (2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. ABTS radical을 생성시키기 위해 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium persulfate를 혼합하여 암소에 24 시간 방치시켰으며 실험에 사용하기 직전에 ABTS radical 용액을 750 ㎚ 파장에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02가 되도록 증류수로 희석하였다.

        각 추출물 10 ㎕에 ABTS radical 혼합용액 200 ㎕를 혼합하여 5 분간 방치 후 microplate reader를 사용해 750 ㎚에서 흡광도 값을 측정하였다. 표준물질로 trolox를 사용하였으며 작성된 표준검량곡선을 그려 건조시료 1 g당 trolox 농도 (mM·TE/g)로 나타내었다.

      

      
        8. Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정 
        FRAP은 ferric tripyridyltriazine [Fe(III)-TPTZ] 복합체가 항산화 물질에 의해 3.6의 낮은 pH 조건에서 ferrous tripyridyltriazine [Fe(II)-TPTZ]로 환원되는 과정에서 발생하는 흡광도를 측정하는 방법이다 (Benzie and Strain, 1996). FRAP는 항산화 활성보다는 철 이온을 기반으로 환원력을 측정하는 방법으로 시료의 색상에 영향을 받고 실험과정에서 oxygen electrode 안정성을 잃을 수도 있다는 단점이 있지만 쉽고 저렴하다는 장점이 있어서 널리 사용되는 실험방법이다 (Yoo et al., 2007).

        차나무 부위별 추출물의 FRAP 측정은 Benzie와 Strain (1996)의 방법을 변형하여 측정하였다. 실험 직전에 300 mM sodium acetate buffer (pH 3.6), 10 mM 2,4,6-tripyridylstriazine와 20 mM FeCl3를 10 : 1 : 1 비율로 혼합하였고 37℃에서 30 분 동안 반응시킨 뒤 FRAP working solution을 제조하였다.

        추출물 50 ㎕에 FRAP working solution 150 ㎕를 가하여 37℃에서 15 분간 반응시킨 뒤 microplate reader를 이용해 595 ㎚에서 흡광도 값을 측정하였다. FeSO4를 이용하여 표준검량곡선을 작성한 뒤 시료 1 g당 FeSO4 환원력 (mM·FE/g)으로 나타내었다.

      

      
        9. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 측정
        ORAC는 생체 내의 세포막에 존재하는 지질의 산화 상태를 보는 방법으로 1992년 미국 농무부에서 개발되었다 (Cao et al., 1993). ORAC는 일정 시간에 따라 활성산소에 의해 손상되어 발색되는 형광값을 측정하는 방법이며, 수용성과 지용성 물질 모두 측정 가능하다는 장점이 있고 식품의 항산화력을 측정할 때 주로 사용하고 있다 (Schaich et al., 2015).

        차나무 부위별 추출물의 ORAC 측정은 Zulueta 등 (2009)의 방법을 변형하여 측정하였다. 추출물 50 ㎕에 78 nM fluorescein 150 ㎕를 가하고 37℃에서 10 분간 반응시킨 다음에 221 mM 2,2’azobis(2-amino-propane)dihydrochloride를 첨가하였으며 excitation 파장 485 ㎚, emission 파장 535 ㎚에서 1 분 간격으로 60 분간 형광도를 측정하였다. 표준물질로 trolox를 사용하였고 표준검량곡선을 그려 건조 시료 1 g 당 trolox 농도 (mM·TE/g)로 나타내었다.

      

      
        10. α-Glucosidase 저해활성 측정
        차나무 부위별 추출물의 α-glucosidase에 대한 저해활성 측정은 p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside (pNPG)를 이용하여 측정하였다 (Ko et al., 2017).

        추출물 20 ㎕에 20 mM potassium phosphate buffer (pH 6.8) 120 ㎕와 α-glucosidase (0.5 U/㎖) 50 ㎕를 혼합한 뒤 incubator에서 37℃ 조건으로 10 분 동안 배양하였다. 이후 혼합용액에 2 mM pNPG 10 ㎕를 가하여 37℃에서 10 분 동안 반응시켰다. 이 반응액에 0.1 M sodium carbonate 100 ㎕를 넣어 반응을 정지시킨 뒤 microplate reader를 사용하여 415 ㎚에서 흡광도를 측정하여 추출물의 저해율을 구하였으며 α-glucosidase 활성을 50% 저해하는데 필요한 샘플의 양을 GIC50으로 표기하였다.

      

      
        11. 통계처리
        본 연구의 실험은 3 회 반복하여 실시하였다. 통계분석은 SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하여 Duncan의 다중범위검정 (Duncan’s Multiple Range Test, DMRT)을 실시함으로써 통계학적으로 유의성을 분석하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 차나무 부위별 추출 수율
        추출물의 수율과 효능은 항상 일치하는 것은 아니다. 추출물의 특성에 따라 수율이 높더라도 효능이 낮을 수도 있으며 반대로 효능이 높더라도 수율 자체는 낮을 수도 있다. 하지만 추출물의 효능이 높더라도 수율이 낮으면 경제적 측면에서 산업화에 어려운 점이 있어서 추출 수율은 산업화에서 중요한 척도가 될 수 있다. 차나무 (Camellia sinensis)부위별 추출물의 수율은 Table 1에 표기하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Total polyphenol, flavonoid content and yield of extracts from different parts of C. sinensis.
          
          

        

        
          
            
              	Parts
              	Yield (%)
              	TPC (㎎·GAE/g)1)
              	TFC (㎎·QE/g)2)
            

          
          
            	Leaf
            	46.98±1.86b
            	201.75±8.43a
            	65.28±4.72a
          

          
            	Branch
            	28.84±1.12c
            	128.94±10.29c
            	10.56±2.03b
          

          
            	Flower
            	58.02±2.24a
            	91.13±7.27d
            	13.36±1.58b
          

          
            	Seed
            	21.52±5.01d
            	21.29±0.73e
            	9.14±1.85b
          

          
            	Root
            	14.20±0.79e
            	175.37±21.46b
            	7.17±1.83b
          

        

        
          
            *Means with different letters (a - e) in the same column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). 1)TPC; total polyphenol content. ㎎·GAE/g (㎎ gallic acid equivalent per sample 1 g). 2)TFC; total flavonoid content. ㎎·QE/g (㎎ quercetin equivalent per sample 1 g).
          

        

        

        꽃의 수율은 58.02%로 가장 높았으며 이후 잎 (46.98%), 가지 (28.84%), 씨 (21.52%), 뿌리 (14.20%) 순으로 높은 값을 나타내었다. 꽃은 함유된 꿀로 인하여 높은 당 함량을 나타내며 본 실험에서 용매로 사용한 70% 에탄올에 당 성분이 다량으로 같이 추출되었기 때문에 가장 높은 수율을 나타낸 것으로 생각한다.

        Kim 등 (2021)의 연구에서 각기 다른 농도의 에탄올로 금화규 꽃을 추출했을 때 본 실험과 동일한 70% 에탄올 추출물에서 가장 높은 당 함량을 나타내었으며, Park 등 (2015)의 연구에서도 추출 수율이 꽃, 잎, 뿌리 순서로 높게 나타나 본 실험 결과와 유사한 경향을 보여주었다.

      

      
        2. 차나무 부위별 총 폴리페놀 함량
        폴리페놀은 구조적 특성으로 인해 항산화능과 밀접관 관련이 있다고 알려져 있으며 phenolic acid, flavonoid, stilbene, lignan과 tannins 등으로 분류할 수 있다 (Gani et al., 2012).

        차나무 부위별 추출물에 포함된 총 폴리페놀 함량은 Table 1에 나타내었다. 차나무 잎에는 chlorogenic acid, EC, ECG, EGC, EGCG, GC, GCG, gallic acid, theobromine, theogallin 등 다양한 종류의 폴리페놀 화합물이 함유되어 있다고 알려져 있다 (Yao et al., 2004). 차나무 잎의 총 폴리페놀 함량은 201.75 ㎎·GAE/g으로 확인되었다. 그 다음으로는 뿌리 (175.37 ㎎·GAE/g), 가지 (128.94 ㎎·GAE/g), 꽃 (91.13 ㎎·GAE/g) 및 씨 (21.29 ㎎·GAE/g) 순으로 함량을 확인할 수 있었다.

      

      
        3. 차나무 부위별 총 플라보노이드 함량
        차나무 부위별 추출물의 총 플라보노이드 함량은 잎 (65.28 ㎎·QE/g), 꽃 (13.36 ㎎·QE/g), 가지 (10.56 ㎎·QE/g), 씨(9.14 ㎎·QE/g) 및 뿌리 (7.17 ㎎·QE/g) 순으로 총 폴리페놀 함량과는 다른 양상을 보였다 (Table 1). 차나무 잎은 총 폴리페놀 함량과 마찬가지로 가장 높은 총 플라보노이드 값을 나타내었다.

        이는 차나무 잎에 들어있는 플라보노이드류 화합물인 catechin, 3-(p-hydroxyphenyl)-propionic acid, p-coumaric acid, quercetin과 kaempferol 등의 영향에 기인한 것으로 생각된다 (Yao et al., 2004). 잎과 씨를 제외한 나머지 부위에서는 총 폴리페놀 함량과는 다른 경향을 보였는데 이는 함유된 폴리페놀 화합물의 종류가 비플라보노이드 계열이었기 때문에 총 플라보노이드 함량이 낮게 나타난 것으로 생각한다.

      

      
        4. 차나무 부위별 추출물의 성분
        HPLC를 이용하여 차나무 부위별 추출물의 catechin류 화합물의 성분 분석 결과는 Table 2에 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Catechin compounds content of extracts from different parts of C. sinensis.
          
          

        

        
          
            
              	Parts
              	Catechin compounds (㎎/g)
            

            
              	EGC1)
              	EC2)
              	EGCG3)
              	GCG4)
              	GC5)
            

          
          
            	Leaf
            	6.99±0.95a
            	3.88±0.15a
            	15.71±0.50a
            	ND6)
            	2.04±0.46ab
          

          
            	Branch
            	0.88±0.10b
            	4.00±0.75a
            	0.51±0.01c
            	0.39±0.09a
            	3.02±1.49a
          

          
            	Flower
            	0.97±0.31b
            	2.08±0.34b
            	4.79±1.11b
            	0.14±0.02a
            	2.79±0.47a
          

          
            	Seed
            	0.28±0.02b
            	ND
            	0.12±0.01c
            	ND
            	0.22±0.01c
          

          
            	Root
            	0.30±0.01b
            	2.17±0.80b
            	0.22±0.23c
            	0.74±0.46a
            	0.53±0.05bc
          

        

        
          
            *Means with different letters (a - c) in the same column are significantly different by Duncan‘s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). 1)EGC; epigallocatechin, 2)EC; epicatechin, 3)EGCG; epigallocatechin gallate, 4)GCG; gallocatechin gallate, 5)GC; gallocatechin, 6)ND; not detected.
          

        

        

        총 5 종의 catechin 화합물을 표준물질로 선정하여 분석을 진행하였다 (Zhao, 2003; Park et al., 2012). EGC와 EGCG는 모든 추출물에서 검출되었고 차나무 잎 추출물에서 각각 6.99 ㎎/g과 15.71 ㎎/g로 가장 높은 함량을 나타내었다. EC는 가지 추출물에서 4.00 ㎎/g으로 높은 값을 나타내었으며 씨 추출물에서는 확인되지 않았다. GCG는 뿌리에서 0.74 ㎎/g으로 높은 함량을 나타내었지만, 잎과 씨 추출물에서는 검출되지 않았으며, GC는 가지 추출물에서 3.02 ㎎/g으로 가장 높은 함량을 나타내었다.

        일반적으로 잎에서 가장 다양하고 많은 catechin 화합물을 함유하고 있다고 알려졌지만 본 실험에서는 잎 추출물에서 GCG는 검출되지 않았으며, 각 화합물의 함량에 따른 경향성은 EGCG > EGC > EC > GC 순서로 나타났는데 이는 Lee 등 (2015)의 연구에서 나타난 경향성과 일치하였다. 또한 선행연구에서 확인된 차나무 catechin 화합물의 함량과 본 실험에서 나타난 차나무 추출물의 catechin 화합물 함량의 차이를 확인할 수 있었으며 이는 채취 시기 및 지역에 의해 발생한 것으로 생각한다 (Lee and Lee, 2013; Lee et al., 2015).

      

      
        5. 차나무 부위별 추출물의 항산화 활성
        차나무 부위별 추출물의 DPPH radical 소거활성은 Table 3에 나타내었다. 차나무 부위별 추출물의 DPPH RC50의 값은 씨를 제외한 모든 부위에서 합성 항산화제인 BHT (132.85 ㎍/㎖)보다 높은 저해율을 보여주었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Antioxidant activity of extracts from different parts of C. sinensis.
          
          

        

        
          
            
              	Parts
              	DPPH
(RC50, ㎍/㎖)1)
              	TEAC
(mM·TE/g)2)
              	FRAP
(mM·FeSO4/g)3)
              	ORAC
(mM·TE/g)4)
            

          
          
            	Leaf
            	18.39±1.67a
            	2,202.93±49.84a
            	2,930.62±86.33a
            	3,645.84±116.97a
          

          
            	Branch
            	35.71±2.27bc
            	1,308.66±188.25c
            	1,294.52±88.18c
            	2,793.38±179.88b
          

          
            	Flower
            	39.86±2.73c
            	1,038.96±64.48d
            	1,170.54±138.13c
            	2,054.15±207.09c
          

          
            	Seed
            	421.35±17.20e
            	167.43±13.05e
            	144.93±15.99d
            	755.88±171.82d
          

          
            	Root
            	22.34±3.76ab
            	1,882.28±167.73b
            	1,560.32±122.45b
            	2,962.93±376.60b
          

          
            	BHT5)
            	132.85±1.15d
            	
            	
            	
          

        

        
          
            *Means with different letters (a - e) in the same column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

          
            1)DPPH; amount required for a 50% reduction of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radicals. 2)TEAC; trolox equivalent antioxidant capacity was analyzed as trolox equivalent (TE) mM/g of extract. 3)FRAP; ferric reducing antioxidant power was analyzed as ferrous sulfate equivalent (FE)·mM/g of extract. 4)ORAC; oxygen radical absorbance capacity was analyzed as trolox equivalent (TE)·mM/g of extract. 5)BHT; butylated hydroxytoluene.
          

        

        

        저해율은 잎 (18.39 ㎍/㎖), 뿌리 (22.34 ㎍/㎖), 가지 (35.71 ㎍/㎖), 꽃 (39.86 ㎍/㎖), 씨 (421.35 ㎍/㎖) 순서로 나타났으며 이는 총 폴리페놀 함량과 일치하는 경향을 나타내었다. 차나무 각 부위에는 다양한 종류의 폴리페놀 화합물이 함유되어 있으며 그 함량과 활성에 따라 항산화 활성에도 영향을 준 것으로 생각한다.

        추출물의 TEAC 값은 DPPH 저해활성과 같은 경향성을 보였으며 잎 (2,202.93 mM·TE/g), 뿌리 (1,882.28 mM·TE/g), 가지 (1,308.66 mM·TE/g), 꽃 (1,038.96 mM·TE/g) 및 씨 (167.43 mM·TE/g) 순서로 높은 값을 확인하였다. 차나무 부위별 추출물의 FRAP 값 범위는 144.93 mM·FeSO4/g - 2,930.62 mM·FeSO4/g로 각 부위별 추출물 간의 유의적인 차이를 나타냈으며 DPPH radical 소거 활성과 같은 경향을 나타냈다. 차나무 잎에서 2,930.62 mM·FeSO4/g으로 가장 높은 FRAP 값을 보였지만 차나무 씨에서는 144.93 mM·FeSO4/g으로 가장 낮은 값을 확인할 수 있었다. 이는 마찬가지로 총 폴리페놀 함량에 근거하여 차나무에 함유된 다양한 페놀화합물에 의한 영향으로 판단된다.

        차나무 부위별 추출물의 ORAC 값은 잎에서 3,645.84 mM·TE/g으로 가장 높은 값을 나타내었고, 그 다음으로는 뿌리와 가지에서 각각 2,962.93 mM·TE/g, 2,793.38 mM·TE/g으로 확인되었다. 꽃에서는 2,054.15 mM·TE/g으로 나타났고 씨에서는 755.88 mM·TE/g으로 가장 낮은 항산화 활성을 나타내었다.

        항산화 활성 측정법인 DPPH, TEAC, FRAP, ORAC 방법으로 측정된 차나무 부위별 추출물의 항산화 효과는 총 폴리페놀 함량과 유의한 상관관계를 나타내었으며 이는 폴리페놀 화합물이 항산화 활성과 밀접한 관계가 있다는 보고와 유사한 경향성을 나타내었다 (Kim et al., 2004).

        활성산소종 (reactive oxygen speices, ROS)은 라디칼과 비라디칼 형태의 대사과정에서 발생하는 산물로 모든 호기성 유기체의 정상적인 산화 과정에서 생성된다. 낮은 수준의 ROS는 세포의 신호 유도 등 중요한 역할을 하지만 높은 수준의 ROS가 생성되면 식물체의 세포 단백질, 지질, 핵산 등에 산화 스트레스를 가하기 때문에 식물은 이 산화스트레스에 대항하기 위해 자연적으로 항산화 방어 시스템을 개발하여 ROS에 의한 손상을 억제한다 (Mittler, 2017).

        ROS는 자외선, 염분, 고온, 중금속, 가뭄 등 환경적 스트레스에 의해 많이 생성되는데 본 실험에서는 차나무 부위 중 생육기간 동안 잎이 외부에 가장 많이, 긴 시간 동안 노출되었기 때문에 여러 가지 환경 스트레스에 의해 식물체에 손상을 줄 수 있는 수준의 ROS가 생성되었고 이에 대항하기 위한 항산화 방어 시스템으로 식물의 저항성을 높일 수 있는 폴리페놀 화합물이 생성되어 항산화 기전을 나타내었기 때문에 외부 노출이 적은 다른 부위에 비해 가장 높은 항산화 활성을 나타낸 것으로 생각한다 (Hasanuzzaman et al., 2013; Hussain et al., 2016; Ali et al., 2019).

        식물체의 뿌리는 토양에서 물과 각종 영양소를 흡수하여 잎과 줄기에 전달하는 역할을 하므로 다량의 영양소가 함유되어 있다. 또한 뿌리에는 생장점이 있는데 세포분열을 통해 성장하기 위해 식물 체내의 영양소가 다시 뿌리로 모이게 된다. 그리고 뿌리는 토양 내의 다양한 박테리아, 균, 선충 등과 상호작용 또는 저항하거나 가뭄, 염분, 중금속 등의 외부적인 스트레스로 인해 2차 대사산물 같은 각종 화학물질을 만들며 이것이 항산화 활성을 나타내기도 한다 (Bian and Jiang, 2009; Tripathi et al., 2012; Kim et al., 2015; Lareen et al., 2016). 이러한 이유로 인하여 차나무 잎 다음으로 뿌리에서 높은 항산화 활성을 나타낸 것으로 생각한다.

        가지 및 줄기는 식물의 영양분이 이동하는 통로 역할을 한다. 뿌리에서 흡수된 영양분과 수분은 체관과 물관을 타고 올라가 잎으로 전달되고 잎에서 광합성을 통해 생성된 당분 등은 체관을 통해 이동한다. 영양분과 수분이 이동하는 가지와 줄기에는 각종 영양분이 함유되어 있으며 예로부터 구황 식품으로 섭취해오기도 하였다 (Kim and Cha, 2013). 또한, 가지 및 줄기의 껍질 부분에 각종 생리활성 물질이 함유되어 있다고 보고된 바 있다 (Cho et al., 2020).

        본 실험 결과 대체로 차나무 잎과 뿌리에서 높은 항산화 활성을 보여주었는데 차나무 잎에는 다양한 종류의 폴리페놀 화합물이 함유되어 있으며 특히 EGCG와 같은 catechin류 화합물이 많이 들어있다고 알려져 있다. 실제로 본 연구에서도 성분분석 결과 잎에는 EGCG와 EGC 등이 많이 함유되어 있었으며, 이러한 성분들로 인하여 높은 항산화 활성을 나타낸 것으로 생각된다. Sur 등 (2001)의 연구에서는 차나무 뿌리에서 분리한 사포닌 화합물에서 높은 항산화 활성을 확인할 수 있었다. 선행연구와 본 실험을 참고하였을 때 차나무에는 다양한 종류의 생리활성 성분이 들어있다는 것을 확인할 수 있으며, 이는 항산화 실험 결과에도 영향을 준 것으로 생각된다.

      

      
        6. 차나무 부위별 α-glucosidase 저해활성
        당뇨병은 세계적으로 유행하는 질병 중 하나이다. 당뇨병 환자 수는 지속적으로 증가해왔으며 2019년에는 전 세계 당뇨병 인구는 약 4 억 명으로 추산되었고 2045년에는 7 억 명이 될 것으로 예측되었다 (Teo et al., 2021).

        당뇨병은 면역체계가 췌장세포를 공격 및 파괴하여 발생하는 자가면역질환인 인슐린 의존성 1형과 인체가 인슐린과 당분 축적에 저항하는 인슐린 비의존성 2형으로 나눌 수 있으며, 전체 당뇨병 환자의 90% 정도는 2형 당뇨병에 해당한다 (Papoutsis et al., 2021). 2형 당뇨병은 식이 및 생활습관의 변화로 예방 가능한 것으로 간주되어왔지만 그마저도 불가능할 때는 주로 약물 치료에 의존하고 있다 (Rosak et al., 2012).

        α-Glucosidase는 다당류, 이당류 등을 단당류로 분해하여 소장에서 탄수화물의 흡수를 촉진하는 효소이다 (Kim et al., 2014a). α-Glucosidase 억제제는 이 효소의 활성을 억제하여 소장의 상위 부분에서 흡수되던 단당류를 전체 소장에서 흡수하는 방식으로 탄수화물의 흡수를 지연시켜 식후 고혈당을 감소시키는 작용을 한다 (Yoo, 2012). 대표적인 약제로는 acarbose, voglibose 및 miglitol 등이 있다 (Derosa and Maffioli, 2012).

        차나무 부위별 추출물의 α-glucosidase 저해활성은 Table 4와 같다. α-Glucosidase 저해활성은 47.71 ㎍/㎖ - 389.36 ㎍/㎖의 범위로 씨를 제외한 모든 추출물에서 약제로 사용되는 acarbose (739.91 ㎍/㎖)의 저해활성보다 높은 저해율을 나타내었다. 특히 뿌리 추출물 (47.71 ㎍/㎖)에서 그 활성이 가장 두드러지게 나타났으며 가지 (150.24 ㎍/㎖), 잎 (190.38 ㎍/㎖), 꽃 (389.36 ㎍/㎖) 순으로 높은 활성을 보여주었고 씨에서는 활성을 나타내지 않았다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            α-Glucosidase inhibitory activity of extracts from different parts of C. sinensis.
          
          

        

        
          
            
              	Parts
              	GIC501) (㎍/㎖)
            

          
          
            	Leaf
            	190.38±28.10b
          

          
            	Branch
            	150.24±4.81ab
          

          
            	Flower
            	389.36±74.79c
          

          
            	Seed
            	ND2)
          

          
            	Root
            	47.71±2.09a
          

          
            	Acarbose
            	739.91±18.65d
          

        

        
          
            *Means with different letters (a - d) in the same column are significantly different by Duncan Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05).
          

          
            1)GIC50; concentration required to reduce 50% of α-glucosidase.
          

          
            2)ND; Not detected.
          

        

        

        Jang 등 (2015)의 연구에서는 뽕나무 4 가지 부위 (열매, 잎, 가지 및 뿌리) 에탄올 추출물의 α-glucosidase 저해활성을 측정한 결과 뿌리, 가지, 잎 및 열매 순으로 높은 활성이 나타내었다고 보고하여 본 실험과 유사한 경향을 나타내었다.

        차 산업에서는 고품질의 찻잎을 생산하기 위해 매년 2 번씩 전정 작업을 하고 있는데 전정 시 발생하는 부산물인 차나무 가지는 마땅한 활용 방법이 없기 때문에 경제적 가치가 없는 폐기물로 버려지고 있으며 이를 활용할 수 있는 방법이 요구되는 실정이다 (Zhang et al., 2021).

        차나무 뿌리의 경우에는 땅을 파서 채취해야하기 때문에 다른 부위에 비해 채취 난이도가 있는 편이지만 차나무의 수령이 오래되어 교체해주거나 녹차 농장이 폐원하여 차나무를 폐기할 경우에는 다량으로 얻을 수 있다.

        차나무의 가지, 꽃, 씨, 뿌리 등은 생산량에 비하면 산업계에서 활용도가 낮고 연구 또한 상대적으로 미비하며, 현재 차 산업에서는 전반적으로 잎을 위주로 활용하고 있고 잎 생산을 위해 나머지 부위에 대해서는 대부분이 폐기되고 있는 실정이다.

        현재 전 세계적으로 당뇨 환자는 증가하는 추세에 있으며, 이를 개선하기 위한 경제적 비용 또한 높아지고 있다 (Basu et al., 2018). 기업에서는 당뇨 환자를 대상으로 한 건강식품을 개발하고자 노력하고 있고, 항당뇨 활성을 나타내는 다양한 제품을 출시하고 있다. Djamil과 Putri (2018)의 연구에서는 바나바잎 70% 에탄올 추출물의 α-glucosidase 저해활성의 값이 78.6 ㎍/㎖로 확인되었고, 본 연구에서는 차나무 뿌리 추출물의 저해활성이 47.71 ㎍/㎖으로 확인되어 혈당케어 제품으로 활용되는 바나바잎 추출물보다 높은 항당뇨 활성을 보여주고 있다.

        본 실험을 통해 차나무 잎 외에도 가지와 뿌리 등 나머지 부위에 대해서도 우수한 생리활성을 확인하였으며, 재배 과정에서 생산되는 부산물이기 때문에 값싼 단가와 우수한 효능을 감안했을 때 항당뇨 효능을 나타내는 건강식품의 원료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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