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            초록
          
        

        
          
            Background
            Camellia sinensis is globally cultivated, principally for the leaves which are used as a green tea. Green tea made from C. sinensis leaves contains various physiologically active ingredients and is used for health and beauty purposes; however, most parts of the plant are discarded. In this experiment the physiological activity of each part of the C. sinensis was analyzed to confirm its potential for use as a cosmetic raw material.

          

          
            Methods and Results
            Leaves, flowers, roots, branches, and seeds were extracted with 70% ethyl alcohol. Experiments were performed to measure, tyrosinase inhibitory activity, elastase inhibitory activity, antibacterial activity, and cell viability upon ultraviolet B (UVB)-induced cell damage. Tyrosinase inhibitory activity was high in leaves, flowers, and roots, and elastase inhibitory activity showed high inhibition rates in roots, leaves, and branches. Antibacterial activity against Propionibacterium acnes was highest in leaves and roots, followed by branches and flowers, with no antibacterial activity found in seeds. In terms of the protective effect from UVB irradiation induced damage, the experimental group treated with the seed extract in HaCaT cells showed a high survival rate. In Detroit cells, an increased survival rate was observed in most of the experimental groups treated with the extracts, particularly those treated with the seed and flower extracts.

          

          
            Conclusions
            Experiment results suggest various parts of the C. sinensis, could be used as raw materials for cosmetics.
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      서 언
      화장품 산업은 지난 10 년간 지속적으로 성장을 거듭해왔다. 의학기술의 발전과 대중매체 등의 영향으로 인해 개개인의 외모에 대한 관심도는 증가하고 있으며 현대인들은 더 젊어보이고 싶어하는 욕구를 충족하기 위해 더 많은 노력과 비용을 소비하고 있다. 하지만 최근에는 화장품 제조에 들어가는 성분에 대해 소비자들의 관심도가 높아지고 합성 화합물질로 인한 환경파괴와 피부 부작용에 대한 보고가 이어지면서 합성물질의 사용을 기피하고 있으며 안전성과 기능성이 높은 천연물을 활용한 화장품을 선호하고 있는 추세이다 (Nigam, 2009; Bom et al., 2019).

      차나무 (Camellia sinensis)는 상록 활엽관목 다년생으로 강수량이 적당하고 배수가 잘되는 지역에서 잘 자라며 주로 아열대 및 온대 지방에서 재배하고 있다. 차나무 재배는 중국에서 시작되었고 이후 인도, 스리랑카 등으로 재배 지역이 점차 확장되었으며 현재는 약 30 개국 이상의 지역에서 재배하고 있고 차나무 잎을 녹차로 가공하여 전세계적으로 많이 음용하고 있다 (Vishnoi et al., 2018).

      녹차에는 다양한 생리활성 물질이 함유되어 있기 때문에 고대부터 건강과 미용 등을 목적으로 섭취해 왔으며 현재는 건강기능식품, 화장품 등 산업계에서 다양한 제품으로 개발하여 소비하고 있다. 녹차에는 다양한 폴리페놀 성분이 함유되어 있는데 그 중 catechin류 화합물이 약 70%를 차지하는 것으로 알려져 있으며 catechin의 종류로는 epicatechin (EC), epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin (EGC), epigallocatechin gallate (EGCG), gallocatechin (GC) 및 gallocatechin gallate (GCG) 등이 함유되어 있다 (Moore et al., 2009; Paiva et al., 2020). 녹차 유래 catechin 화합물은 천연 항산화제로서 다양한 효능이 있으며, 녹차에 가장 많이 들어있다고 알려진 EGCG는 강력한 항산화제 성분으로 암과 같은 치명적인 질병을 예방하고 항균 등의 효과가 있는 것으로 보고되었다 (Hodgson et al., 1999; Gan et al., 2018).

      최근 기후 변화로 인해 전 세계적인 피해가 증가함에 따라 이를 조금이라도 개선하기 위해 낭비되는 자원을 줄이고 폐자원을 재활용하고자 하는 움직임이 점차 커지고 있다. 하지만 차나무는 주로 잎을 녹차로 가공하여 소비하고 있으며 녹차의 품질과 생산성을 위해 주기적인 전정 작업 중에 발생하는 부산물인 가지, 꽃, 씨 등의 부위는 대부분이 폐기자원으로 분류되어 버려지고 있다 (Zhang et al., 2021).

      특히 차나무 꽃을 제거하면 다음 해의 찻잎의 수확량과 품질이 30% 정도 향상되기 때문에 농가에서는 acetic acid, ethephon, α-naphthalene 등 화학 물질을 사용하여 차나무 꽃의 개화를 억제하고 있다 (Chen et al., 2018). 중국에서는 연간 4 백만 톤 이상을 수확할 수 있지만 대부분의 꽃을 폐기하고 있는 실정이며 이를 산업적으로 활용하기 위한 방안을 개발하는 것이 시급하다 (Lin et al., 2003; Chen et al., 2018).

      차나무에 관한 연구를 확인해보면 차나무 잎에는 병원성 세균에 대해 항부착효과가 있어서 Bacillus subtilis, Brevibacterium linens, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus epidermidis 등 박테리아에 대한 항균활성을 나타낸다는 연구 결과가 있다 (Sharma et al., 2012). Hajiaghaalipour 등 (2013)의 연구에서는 마우스 모델에서 피부조직 손상에 대해 차나무 추출물을 처리했을 경우 콜라겐의 합성과 섬유아세포가 증식하였으며 상처 치유 속도를 증진시켰다는 보고가 있다. 이 외에도 차나무 잎에는 항노화 활성, 주름개선, 미백 등의 효능이 있으며 산업계에서도 화장품 원료로 활발하게 이용하고 있기 때문에 화장품 소재로서 활용도가 높다는 것을 확인할 수 있다 (Lee et al., 2014; Dissanayake et al., 2018; Chaikul et al., 2020).

      잎 외의 다른 부위에 대한 선행연구를 찾아보면 차나무 꽃에는 diglycosides, kaempferol, myricetin, quercetin 등의 플라보놀 배당체와 다양한 종류의 다당류, 사포닌이 함유되어 있으며 (Yang et al., 2009; Chen et al., 2020), Yoshikawa 등 (2005)은 항고지혈증 효과가 있는 floratheasaponins 성분을 차나무 꽃에서 처음으로 발견하였다. Na 등 (2018)의 연구에서는 차나무 뿌리를 70% 에탄올로 추출했을 경우 총 순수 사포닌이 54% 함유되어 있으며, 미세먼지로 인해 발생하는 피부 손상에 대해 보호 효과가 있음을 보고하였다. 그 외에도 뿌리와 씨 부위에는 잎에 존재하지 않은 phenylalanine 성분을 비롯한 다양한 비타민과 페놀 화합물 들어있는 것으로 확인되었다 (Cha et al., 2008).

      또한 앞선 연구에서 폐기되고 있는 자원인 차나무 꽃, 뿌리, 가지, 씨 등 부위에서도 EC, EGC, EGCG, GC, GCG 등의 catechin 화합물이 함유되어 있고, 항산화 및 항당뇨 활성 등이 확인되어 잎 외의 꽃, 뿌리, 가지, 씨 등도 산업적인 활용 가치가 있을 것으로 판단하고 있다 (Im and Kim, 2022). 하지만 현재까지 차나무에 관한 연구는 주로 잎에 대한 연구가 진행되어 왔으며 다른 부위에 대한 연구는 상대적으로 소홀히 다루어져 왔다. 근래에 들어서는 중국과 일본을 중심으로 잎 외의 다른 부위에도 효능 및 유효성분이 있다는 것이 점차 밝혀지고 있으며, 앞으로는 차나무의 다른 부위에 대한 관심과 연구의 범위가 더욱 확장될 것으로 보인다. 그리고 소비자들의 환경에 대한 관심도가 높아짐에 따라 현재 폐기되는 다른 부위들에 대한 연구 및 산업적 활용 가능성 또한 점차 높아지고 있다.

      본 연구에서는 폐기되는 자원인 꽃, 뿌리, 가지, 씨 등의 부위를 순환자원으로 활용하기 위해 각 부위를 70% 에탄올로 추출한 뒤 tyrosinase 및 elastase 저해 활성, 여드름 유발균에 대한 항균 활성 및 UVB 유도성 세포손상 보호 효과 등의 실험을 수행하였으며 산업계에서 주로 이용되고 있는 잎과의 비교 분석을 통해 생리활성에 대한 검증을 진행하여 화장품 원료로서의 활용 가능성을 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에 사용한 차나무 (Camellia sinensis)는 제주도 서귀포시에 위치한 제주다원에서 직접 채취하여 실험 시료로 사용하였다. 차나무 잎, 꽃, 뿌리, 가지, 씨를 채취하기 위해 제주다원의 구역을 나누어 각각 다른 날짜에 3 회 반복하여 채취한 뒤 48 시간 동안 60℃에서 열풍건조기 (PFC-P0-91, Nihon-freezer, Namyangju, Korea)를 활용하여 건조하였다. 건조된 시료는 믹서기를 사용하여 분말화한 후 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 추출물 제조
        차나무 잎, 꽃, 뿌리, 가지, 씨를 각각 15 g 씩 취하고 300 ㎖의 70% ethyl alcohol을 가한 후 초음파세척기 (Powersonic 520, Hwashin Technology, Seoul, Korea)를 활용하여 1 시간 동안 추출한 뒤 filter paper로 여과하였고 이 과정을 3 회 반복하였다. 여과된 추출물은 회전식 감압농축기 (Hei-VAP Precision, Heidolph, Schwabach, Germany)로 농축 후 동결건조하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. Tyrosinase 저해 활성 측정
        Tyrosinase 저해 활성은 Ko 등 (2018)의 방법을 변형하여 측정하였으며 tyrosinase에 의해서 발생된 dopachrome의 양을 기질인 tyrosine을 활용하여 측정하였다.

        실험에 사용할 혼합액은 증류수, 50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.5), 1 mM의 L-tyrosine 각각을 9 : 10 : 10 비율로 섞어 제조하였다. 96-well plate에 차나무 부위별 추출물 10 ㎕에 상기 제조한 혼합액 170 ㎕를 넣고 1 KU/㎖ tyrosinase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 20 ㎕를 가하여 37℃에서 20 분간 반응시켰다. 이후 microplate reader (i-Mark 168-1135, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 490 ㎚에서 흡광도를 측정한 뒤에는 각 부위의 농도별 활성을 저해율 (%)로 표기하였다.

      

      
        4. Elastase 저해 활성 측정
        차나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성은 Ko 등 (2018)의 방법을 참고하여 측정하였다. 차나무 부위별 추출물 20 ㎕를 50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 120 ㎕로 희석한 뒤 elastase (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 1 U/㎖ 농도 10 ㎕와 elastase 기질 1 mM N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide를 혼합하여 37℃ 조건으로 20 분 동안 반응하였다. 이후 microplate reader로 415 ㎚에서 흡광도를 측정하였고 elastase 저해 활성을 %로 표기하였다.

      

      
        5. 여드름 유발균에 대한 항균 실험
        본 실험에 사용한 미생물은 여드름균인 Propionibacterium acnes (P. acnes, KACC No. 11946)를 농촌진흥청 국립농업 과학원 농업미생물과 (Wanju, Korea)에서 분양받아 사용하였으며 균의 배양에는 reinforced clostridial medium (RCM) 액체배지 및 고체배지를 제조하여 사용하였다.

        여드름균 항균 실험을 위해 P. acnes 균을 RCM 액체배지에서 계대배양을 2 회 반복하여 활성화시킨 후 원심분리하여 상층액을 제거하였고 다시 멸균수에 첨가하여 희석한 뒤 접종 밀도를 105 CFU/㎖의 농도로 조정한 현탁액 100 ㎕를 RCM 고체배지에 도말하였다. 이후 paper disc (8 ㎜/1.5 ㎜, Advantec, Matsuyama, Japan)에 양성대조군인 erythromycin (Daejung Chemicals, Siheung, Korea)을 10 ㎍/㎖ 농도로, 차나무 부위별 추출물을 각각 100 ㎎/㎖ 농도로 40 ㎕ 씩 접종한 뒤 37℃ incubator (BINDER GmbH, Tuttlingen, Baden-Württemberg, Germany)에서 혐기조건으로 배양하였다.

        RCM 고체배지에서 paper disc를 이용한 생육 저지환의 크기를 측정하여 평가하였으며 모든 실험은 3 회 반복하여 항균 활성을 확인하였다.

      

      
        6. 세포손상 보호능 평가
        
          6.1. 세포 배양
          HaCaT (Human keratinocyte, CLS, 330493, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 세포와 Detroit 551 (Human fibroblast, CCL-110, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) 세포를 배양 접시의 바닥에 접종한 후 100 units/㎖ penicillin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 100 ㎍/㎖ streptomycin (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 10% fatal bovine serum (FBS, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 함유하는 동물세포 배지인 dulbecco modified eagle medium (DMEM, Corning Inc., Corning, NY, USA)을 넣고 37℃, 5% CO2 조건인 항온기 (VS-2050C, Vision Science Co., Ltd., Gyeongsan, Korea)에서 배양하였다.

        

        
          6.2. 피부세포 독성 평가.
          피부세포 독성 평가를 위해 HaCaT 세포와 Detroit 세포를 96-well plate에 분주한 후 세포 배양 조건에서 24 시간 배양하였다. 24 시간 후 혈청이 함유되지 않은 DMEM과 함께 차나무 부위별 추출물을 희석하여 최종 농도 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 ㎍/㎖가 되도록 세포에 처리하고 24 시간 동안 추가 배양하였다.

          이후 cell counting kit (CCK) 용액 (Dongin LS, Hwaseong, Korea)을 10 ㎕/well 씩 첨가하고 4 시간 동안 배양한 후 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 사용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하고 세포 생존율을 계산하였다.

        

        
          6.3 UVB 유도성 세포손상 보호능 평가
          본 실험에서는 UVB에 의한 자극을 조사하여 피부 세포의 손상 정도를 확인하였다. HaCaT 세포와 Detroit 세포를 96-well plate에 분주한 후 세포 배양 조건에서 24 시간 동안 배양하였다.

          24 시간 후 FBS를 포함하지 않는 배지로 교체한 후 4 시간 동안 starvation하고, UVP (CL-1000, Analytik Jena US LLC, Germany)를 사용해 UVB 5 mJ/㎠를 조사하고, 대조군과 차나무 부위별 추출물을 농도별로 세포에 처리하여 24 시간 동안 추가 배양하였다.

          이어 UVB 유도에 의한 피부세포의 손상을 보호하는지 확인하고자 CCK assay를 이용하여 세포 생존율을 측정하였다.

        

      

      
        7. 통계처리
        본 연구의 실험은 3 회 반복하여 실시하였고, 통계분석은 SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하여 Duncan의 다중범위검정 (Duncan’s Multiple Range Test, DMRT)과 t-test를 실시함으로써 통계학적으로 유의성을 분석하였다 (*p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 차나무 부위별 추출물의 tyrosinase 저해 활성
        피부는 자외선, 미세먼지 등의 외부적인 요인에 의한 자극을 받기 쉬운 기관이다. 자외선 등의 의해 자극을 받은 피부는 세포의 손상을 억제하기 위해 멜라닌이 생성되어 색소 침착이 증가하게 된다. 하지만 멜라닌이 과도하게 증식하게 되면 기미, 주근깨, 피부병, 피부 변색 등을 유발할 수 있기 때문에 멜라닌 생성을 억제하는 것은 피부 미백에 있어서 매우 중요한 요소이며 멜라닌 생성에서 가장 중요한 역할을 하는 효소인 tyrosinase를 저해하는 방법에 관한 연구가 활발하게 진행되고 있다 (Prota, 1980; You et al., 2009; Tu and Tawata, 2015).

        차나무 (Camellia sinensis) 부위별 추출물의 tyrosinase의 효소 저해 활성은 tyrosinase에 의해서 생성된 dopachrome의 양을 측정하여 tyrosinase 저해율 (%)로 나타내었다 (Fig. 1). 차나무 부위별 추출물의 저해 활성은 농도에 따라 증가하는 경향성을 보이고 있으며, 잎, 꽃, 뿌리에서 가장 높은 저해 활성을 나타내었고 1.25 ㎎/㎖ 농도부터는 모두 50% 이상의 저해율이 확인되었다. 그에 반해 가지와 씨는 모든 농도에서 50% 미만의 저해 활성이 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Tyrosinase inhibitory activity of extracts from different parts of C. sinensis (A) and arbutin (B).
            *Means with different letters (a-d) in the same column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). Values are means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        선행 연구인 Im과 Kim (2022)의 연구에서 차나무 부위별 추출물의 총 페놀 함량은 잎, 뿌리, 가지, 꽃, 씨 순서로 확인되어 꽃을 제외하면 본 실험에서 나타난 저해 활성과 유사한 경향을 보여주고 있다. 항산화 활성과 유기적인 상관관계가 있다고 알려진 페놀 화합물을 이용하여 인간 피부 세포의 활성 산소를 억제한다면 피부 노화를 지연시킬 수 있으며, 차나무 부위별 추출물의 tyrosinase 저해 활성은 선행 연구를 참고했을 때 페놀 화합물이 관여 (0.658, p ≤ 0.01)하고 있는 것으로 생각한다 (Jiang et al., 2006; Im and Kim, 2022).

        다만 페놀 함량과 다른 경향을 보인 꽃 추출물에서는 페놀 화합물이 아닌 tyrosinase 저해율에 영향을 주는 비페놀성 화합물이 함유되어 있음을 고려해볼 수 있으며, Jiang 등 (2006)의 연구에서도 Pyracantha koidzumii 추출물에서 높은 tyrosinase 저해 활성을 확인하였지만, 반대로 페놀 함량은 낮은 값을 나타내어 멜라닌 합성을 저해하는데 비페놀성 화합물이 관여한 것으로 생각된다. 이를 통해 후속 연구로, 차나무 꽃 추출물에 tyrosinase 저해 활성에 관여하는 비페놀성 화합물에 관한 연구가 필요할 것으로 생각한다.

        또한 본 실험에서 나타난 차나무 부위별 추출물의 tyrosinase 저해 활성은 양성대조군으로 사용한 arbutin 보다는 다소 낮은 활성을 나타내었는데, 녹차는 화장품 업계에서 미백 원료로 사용하고 있고 실제로도 녹차 추출물이 미백 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다고 보고된 것과 (Korkmaz et al., 2019) 서로 상이한 결과를 나타내었다.

      

      
        2. 차나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성
        피부 진피 속에는 피부 탄력을 조절하는 불용성 탄성 섬유 단백질인 elastin이 그물망 구조를 형성하고 있는데 분해 효소인 elastase로 인해 elastin이 분해되면 그물망 구조가 깨지면서 피부가 처지거나 주름이 생기는 등 피부 노화가 발생한다 (Kwak et al., 2005). 근래에는 주름 생성을 억제함으로써 피부 노화를 방지하기 위한 연구의 일환으로 elastase의 활성을 억제하는 물질에 대한 탐색이 지속적으로 이루어지고 있다.

        차나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성은 저해율 (%)로 나타내었다 (Fig. 2). 차나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성은 0.125 ㎎/㎖ 농도에서부터 2.500 ㎎/㎖ 농도까지 모든 시료에서 저해율이 증가하는 경향을 보였으며, 특히 뿌리 추출물의 농도 0.625 ㎎/㎖부터는 모두 50% 이상의 저해 활성을 보여주었다. 뿌리 다음으로는 잎과 가지에서 저해 활성이 높았고, 꽃과 씨의 모든 농도에서는 50%보다 낮은 저해율이 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Elastase inhibitory activity of extracts from different parts of C. sinensis (A) and ursolic acid (B).
            *Means with different letters (a - d) in the same column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). Values are means ± SD (n = 3).

          
          

          

        

        Shin 등 (2014)의 연구에서 꾸지뽕나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성이 본 실험과 유사하게 뿌리와 잎에서 높게 나타났으며, Im과 Kim (2022)의 연구에서는 차나무의 각 부위를 70% 에탄올로 추출한 후 총 페놀 함량을 측정하였을 때 잎, 뿌리, 가지, 꽃, 씨 순서로 높게 나타난다고 보고한 바, 본 실험의 결과에서도 매우 유사한 경향성을 나타내었다.

        선행 연구에서 측정한 총 페놀 함량과의 상관관계를 확인하기 위해 피어슨 상관계수를 측정한 결과, 차나무 부위별 추출물의 총 페놀 함량과 elastase 저해율은 양의 상관관계 (0.838, p ≤ 0.01)를 나타내어 차나무 부위별 추출물의 elastase 저해 활성은 차나무에 함유된 페놀 화합물에 기인한 것으로 생각한다. 또한 본 실험에서 나타난 결과는 양성대조군으로 사용한 ursolic acid보다 낮은 활성을 보여주고 있는데, 산업계에서 차나무 잎을 화장품 원료로 사용하는 점이나 선행 연구를 통해 알려진 효능보다 활성이 낮은 것은 차나무를 채취한 시기나 지역적 차이에 의한 것으로 생각되며, 본 실험 결과에서 차나무 잎보다 뿌리에서 더 높은 저해 활성을 확인하였으므로 시기적, 지역적 차이가 있는 다른 차나무 원료에서도 잎보다 뿌리에서 더 높은 elastase 저해 활성을 나타낼 것으로 생각한다 (Lee et al., 2015).

      

      
        3. 차나무 부위별 추출물의 여드름 유발균에 대한 항균 활성
        P. acnes는 혐기성 세균으로 피부의 피지나 각질이 쌓여서 피부 안이 혐기조건이 되면 그 수가 급격히 증가하게 되며 P. acnes에서 분비되는 lipase가 중성지방을 분해하고 유리지방산을 생성하여 염증반응 촉진을 통해 여드름 증상이 유발되는 것으로 알려져 있다 (Higaki, 2003; Weon et al., 2011).

        차나무 부위별 추출물의 여드름균 생육 억제환을 측정한 결과 씨를 제외한 모든 추출물에서 P. acnes 균에 대한 억제 활성이 확인되었다 (Table 1 and Fig. 3).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Antimicrobial activities of extracts from different parts of C. sinensis against P.acnes.
          
          

        

        
          
            
              	Parts
              	Mark
              	Clear zone (㎜)
            

          
          
            	Leaf
            	A
            	22.70±2.40a
          

          
            	Branch
            	B
            	18.60±1.80ab
          

          
            	Flower
            	C
            	15.30±1.50b
          

          
            	Seed
            	D
            	ND
          

          
            	Root
            	E
            	21.00±0.70a
          

          
            	Solvent
            	NC
            	ND
          

          
            	Erythromycin
            	PC
            	21.40±2.00a
          

        

        
          
            Values are means ± SD (n = 3). *Means with different letters (a - b) in the same column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT, p < 0.05). ND; not detected, Extract samples from different parts of C. sinensis is treated at 100 ㎎/㎖ and erythromycin is treated at 10 μg/㎖.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The inhibition zone of extracts from different parts of C. sinensis against P. acnes.
            A – E; extraction samples (100 ㎎/㎖) from different parts [leaf (A), branch (B), flower (C), seed (D), and root (E)] of C. sinensis. NC; solvent, PC; erythromycin (10 μg/㎖).

          
          

          

        

        차나무 잎, 뿌리에는 각각 22.7 ㎜, 21.0 ㎜로 양성대조군인 erythromycin (21.4 ㎜)과 유사한 항균 활성을 나타내었으며, 그 다음으로 가지 (18.6 ㎜), 꽃 (15.3 ㎜) 순서로 높은 활성이 확인되었다. Lee 등 (2009)의 연구에서 차나무 잎 추출물이 세균의 세포질막을 손상시켜 세포에 대한 세균의 접착력을 저해할 수 있으며 특정 병원성 박테리아에 대한 항부착 효과를 나타내는 것으로 확인되었다. 이는 차나무 잎에 함유된 EGCG가 세균의 세포벽에 직접 부착하여 세포벽이나 세포질 효소, 막단백질 등을 손상시키는 원리에 기인하는 것으로 판단된다 (Rahardiyan, 2019). 또한 같은 매커니즘으로 차나무 추출물이 Pseudomonas fluorescens, B. subtilis 등 피부 병원균에 대해 항균 활성을 나타낸다는 보고가 있다 (Sharma et al., 2012).

        Lee 등 (2020)의 연구에서 생강의 잎, 줄기, 뿌리를 70% 에탄올로 추출하여 P. acnes에 대한 저해 활성을 측정했을 때 본 실험과 유사하게 잎, 줄기, 뿌리의 부위에서 높은 항균 활성이 확인되었고, Im과 Kim (2022)의 연구에서는 차나무 부위별 추출물의 총 폴리페놀 및 항산화 활성이 잎, 뿌리, 가지, 꽃, 씨 순서로 나타났으며, 본 실험의 경향과 일치함을 확인할 수 있었다.

      

      
        4. 차나무 부위별 추출물의 UVB 유도성 세포손상 보호능
        
          4.1. 차나무 부위별 추출물의 피부 세포 독성
          기능성 화장품 원료를 탐색하는 과정에서 우선적으로 고려해야할 것은 피부를 구성하고 있는 세포종들에게 세포독성을 나타내지 않은 농도 범위를 선정해야 한다. 추출물의 피부 세포독성 범위를 측정하기 위해 CCK assay로 실제 피부 세포인 HaCaT 세포와 Detroit 세포를 배양하면서 차나무 부위별 추출물을 처리하였고 세포 성장 및 증식에 대한 영향을 조사하였다. CCK 용액의 기질인 water soluble tetrazolium salt (WST)는 미토콘드리아 전자전달계에 있는 탈수소효소 (dehydrogenase)와 반응하여 환원되고, 황색의 수용성 formazan이라는 발색물질을 생성한다. 세포 탈수소효소에 의해 생성된 formazan은 살아있는 세포 수와 유의한 상관관계를 가지며, 이 는 흡광도를 측정함으로써 알 수 있다 (Cai et al., 2019).

          차나무 부위별 추출물의 세포 생존율은 Fig. 4와 같은 수치로 나타내었다. 차나무 씨 추출물은 0.5 ㎍/㎖ - 1.0 ㎍/㎖에서는 세포독성을 나타내지 않았고 2 ㎍/㎖ 농도에서는 HaCaT 세포와 Detroit 세포에서 각각 77.2%, 87.3%의 세포 생존율을 나타내었다. 뿌리 추출물에서는 1 ㎍/㎖ - 5 ㎍/㎖에서는 세포 독성을 보이지 않았으나 10 ㎍/㎖ 농도에서 HaCaT세포와 Detroit 세포에서 78.2%, 43.2%로 세포 생존율이 낮아졌고, 나머지 부위별 추출물에서는 1 ㎍/㎖ - 10 ㎍/㎖ 농도에서 세포 독성이 확인되지 않았다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Cell viability of HaCaT (A) and Detroit (B) cells of extracts from different parts of C. sinensis.
              Con; control, Significant difference compared with control by t-test as means ± SD (n = 3) (*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001).

            
            

            

          

          Choi 등 (2019)의 연구에서 오미자 종자 분획물과 EGCG의 HaCaT 세포에 대한 생존율은 10 ㎍/㎖ 농도에서 모두 40% 이하의 세포 생존율을 보여주어, 본 실험에서 사용한 차나무 부위별 추출물의 세포 생존율이 더 높은 것으로 확인되었다.

        

        
          4.2. 차나무 부위별 추출물의 UVB 유도성 세포손상 보호능
          자외선 (Ultraviolet, UV)은 햇빛에서 나오며 10 ㎚ - 400 ㎚의 파장대를 가진 모든 전자기적 방사에너지를 말한다. 자외선의 영역은 크게 UVA, UVB와 UVC로 나눌 수 있는데 UVC (200 ㎚ - 280 ㎚)는 오존층에 의해 거의 흡수되지만 UVA (320 ㎚ - 400 ㎚)와 UVB (280 ㎚ - 320 ㎚)는 지표까지 도달해 생물체의 피부세포에 영향을 끼친다 (Diffey, 2002). 특히 생물체 피부암의 90% 정도의 원인은 UVB로부터 유래한다고 알려져 있으며 UVB는 표피의 기저 세포층에 주로 작용하고 장기간 노출 시에는 피부 주름, 피부암 등의 부작용을 유발한다 (Imokawa and Ishida, 2015).

          HaCaT 세포에서 UVB 조사 후 차나무 부위별 추출물의 세포 생존율은 Fig. 5와 같은 수치로 확인되었다. HaCaT 세포에 UVB를 조사했을 경우 대조군의 생존율은 54%로 확인되었으며, 차나무 씨 추출물을 처리했을 경우에는 0.5 ㎍/㎖ - 2.0 ㎍/㎖ 농도에서 85.93% - 86.63%로 대조군 대비 생존율이 증가하였다. 나머지 추출물에서는 대조군보다 조금 더 높은 생존율을 보여주었으나 차나무 뿌리 추출물의 10 ㎍/㎖ 농도에서 44.1%로 생존율이 감소하였다.

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Cell viability on UVB-induced cell damage in HaCaT (A) and Detroit (B) cells of extracts from different parts of C. sinensis.
              Con: Control, Significant difference compared with control by t-test as means ± SD (n = 3). *(p < 0.05), **(p < 0.01) and *** (p < 0.001) represents the compared between Con (+) and samples and †††(p < 0.001) represents the compared between Con (+) and Con (-).

            
            

            

          

          Detroit 세포에 UVB 조사했을 경우 대조군의 생존율은 37.89%로 확인되었으며, 차나무 씨 추출물의 0.5 ㎍/㎖ 농도에서 59.11%로 생존율이 증가하였지만 1.0 ㎍/㎖에서 53.90%, 2.0 ㎍/㎖에서 37.77%로 농도가 증가함에 따라 생존율은 감소하는 경향을 나타내었다. 뿌리 추출물에서도 마찬가지로 1.0 ㎍/㎖에서 46.75%로 증가하였지만 농도가 5, 10 ㎍/㎖으로 증가함에 따라 생존율은 감소하여 10 ㎍/㎖에서는 32.01%로 확인되었다. 잎 추출물에서는 모든 농도에서 44.15 - 46.46%로 대조군 대비 생존율이 증가하였으며, 꽃 추출물에서는 5 ㎍/㎖에서 59.61%의 높은 생존율과 가지 추출물에서는 농도의존적으로 생존율이 증가하는 경향을 보였다.

          UVB에 의해 세포가 자극을 받으면 nitric oxide (NO)의 생산을 유발하고, 생성된 NO로 인하여 세포의 apoptosis가 일어난다. Lee 등 (2001)의 연구에서는 녹차의 주요 성분을 이루고 있는 catechin류 화합물이 세포의 apoptosis에 영향을 주었고 세포자살의 대표적인 특징인 DNA fragmentation이 생성되지 않아 UVB에 대해 보호 효과를 나타낸다고 하였으며, Wu 등 (2006)의 연구에서는 catechin이 UVB로 인해 생성된 H2O2와 JNK 활성화를 억제하여 인간 각질세포의 생존율이 증가하였다고 보고하였다.

          Park 등 (2006)의 연구에서 tannic acid는 산화 스트레스를 받은 HaCaT 세포에 대해 세포 보호 효과를 나타내고 UVB에 의해 발생한 p38 MAPK와 ERK 활성화를 모두 억제하여 HaCaT 세포에서 효과적인 항염효과를 보여주었는데, 차나무씨에는 이러한 tannic acid 성분이 다량으로 들어있는 것이 확인되었다 (Noh et al., 2011). 그 외에도 UVB를 처리한 마우스에 차나무 씨 추출물의 경구투여 시 콜라겐 밀도의 회복과 항산화 효소 활성을 나타내고 matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), MMP-3, MMP-9의 UVB유도 발현을 감소시켜 UVB 조사에 의한 피부 광노화 및 주름 형성 방지에 효과적이라는 연구 결과가 있다 (Lim et al., 2014). 본 실험을 통하여 차나무 부위별 추출물은 자외선으로부터 세포 보호 효과가 있음을 확인하였다.

          차나무는 주로 녹차로 가공하여 음용하며 전 세계적으로 널리 재배되고 있는 품종이다. 차나무 잎으로 만든 녹차는 다양한 생리 활성 성분을 함유하고 있으며 건강 및 미용 목적으로 사용되어 왔다. 그러나 차나무 잎을 제외한 나머지 부위인 꽃, 뿌리, 가지, 씨 등은 대부분이 폐기자원으로 분류되어 버려지고 있다. 본 실험에서는 차나무 부위별 추출물의 생리활성을 확인하여 화장품 원료로써의 활용 가능성을 확인하였다.

          차나무의 각 부위인 잎, 꽃, 뿌리, 가지, 씨를 70% 에탄올로 추출하여 tyrosinase 저해 활성, elastase 저해 활성, 여드름 유발균에 대한 항균활성 및 UVB 조사에 따른 세포 생존율을 측정하였다. Tyrosinase 저해 활성은 잎, 꽃, 뿌리에서 높게 나타났고, elastase 저해 활성은 뿌리, 잎, 가지에서 높은 저해율을 보여주었다. P. acnes에 대한 항균 활성은 잎과 뿌리에서 높았고, 그 다음으로 가지, 꽃 순서로 저해 활성을 보여주었으며 씨에서는 항균 활성이 보이지 않았다.

          UVB 조사에 따른 세포손상 보호 효과는 HaCaT 세포에서 씨 추출물을 처리한 실험군이 매우 우수한 효능을 나타내었다. Detroit 세포에서는 추출물을 처리한 대부분의 실험군에서 생존율이 향상된 것을 확인할 수 있었으며, 특히 씨와 꽃에서 높은 생존율을 보여주었다. 본 실험의 결과를 통해 차나무의 잎 외의 꽃, 뿌리, 가지, 씨 등의 각종 부위를 화장품 원료로 사용할 수 있을 것으로 생각한다.
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