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요    약    문

Ⅰ. 제  목

녹차 추출물을 이용한 항염증 연고제 개발의 기반연구

Ⅱ. 연구개발의 목   필요성

본 과제의 연구목표는 재 ‘보성녹차 농조합법인’에서 제조, 매되고 있는 ‘녹차추출농축액’을 

이용하여 항염증 효과를 가지는 연고제로의 개발 가능성을 검토하고자 하는 것으로, 녹차추출물로

부터 항염 활성성분 추출  분획의 정조건을 확립하여 항염활성 성분 함유 분획을 추출하여 

각 분획의 항염 효과를 심으로 한 생리활성을 평가하고 그 기  규명을 통하여 약리학  효능

을 검증하고자 한다. 한 유효 항염증 활성 물질의 정량법 확립을 통하여 향후 품질 리에 용

할 수 있는 시험방법을 설정함으로서 상품의 표 화  항염증 성분의 추 을 연구개발의 목표로 

한다.

Ⅲ. 연구개발 내용  범

1) 녹차추출물의 항염증 활성 물질의 정량법 확립  함량 분석 

- 보성녹차추출물의 항염증 분석에 당한 분석법을 개발하여 추출물  항염증 성분의 추 에 이

용

- 항염증 지표 물질에 한 정량성을 확립함으로써 기   시험방법 설정과 quality control을 통

한 녹차 상품 표 화에 이용

2) 녹차추출물 유래의 항염증 활성 성분 분리

- 각종 용매를 이용하여 보성녹차추출물로부터 녹차 표 엑스 제조

- 항염증  항산화 활성이 인정되는 녹차 표 엑스로부터 생리활성 분획 제조

- 생리활성 분획으로부터 생리활성 소분획 제조
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- 활성 소분획으로부터 항염증 항산화 성분 분리  정제

- 분리된 활성 성분의 화학구조 규명

3) 녹차추출물의 항염증 련 생리활성의 약리학  검증

- 보성녹차추출물의 항염활성 검증  함유 성분이 면역세포 활성화와 련 신호 달기 에 미치

는 향 평가를 통한 항염증 효과 검토

- 항산화 활성 평가를 통한 염증반응에서의 세포보호 효과 연구

- 피부 구성 주된 세포인 keratinocyte에 한 독성시험을 통해 연고제로의 개발시 피부독성 유발 

가능성 평가

Ⅳ. 연구개발 결과  활용에 한 건의

- 이미 상품화된 녹차추출물의 유효성분 함량을 정량화/표 화함으로써 상품의 균질성을 확보 

- 유효 생리활성 물질의 함량 분석 규명으로, 가공제품들의 효능에 한 과학 인 근거 제공

- 향후 개발되는 각종 녹차 제품들의 건강 기능성식품 품목허가 신청시 필수 으로 요구되는 함

량 표시  효능 표시의 근거자료로 활용

- 녹차추출물의 항염증 효과 검증을 통한 항염증 연고제 개발의 기 자료 제공, 연고제의 상품화 

연구로 연계
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S UM M ARY

( 문요 약 문)

Ⅰ .  Ti t l e  o f  t he  Re s e a r c h

Development of antiinflammatory ointment using green tea extract

Ⅱ .  S p e c i f i c  Ai m s  a n d  S i g n i f i c a n c e  o f  t he  Re s e a r c h

Objective of this research project is to broaden the scope of GTE (green tea extract) 

application and to investigate the possibility of developing antiinflammatory ointments using 

'Green Tea Concentrate (GTC)' (manufactured and marketed by ‘Bosung Green Tea 

Agricultural Cooperative, Inc.'). Specific aims of the research are as follows:

1) Establishment of analytical method for effective anti-inflammatory compounds of green tea 

extract and standardization of green tea products

2) Isolation of antiinflammatory constituents and establishment of optimal conditions for  

extraction and fractionation of GTC

3) Evaluation of biological activities with special emphasis on the antiinflammatory activity, 

and validation of pharmacological efficacy through mechanistic studies 

Ⅲ .  C o n t e n t  a n d  S c o p e  o f  t he  Re s e a r c h

1) Establishment of analytical method for effective anti-inflammatory compounds of green tea 

extracts and products.

- Establishment of analytical method for effective anti-inflammatory compounds of green tea 

and use for a quality control of green tea products
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- Find effective anti-inflammatory compounds of green tea as marker compounds to establish 

an analytical method and to standardize green tea products.

2) Isolation of antiinflammatory constituents from green tea extract

- Preparation of green tea standard extracts from Bosung Green Tea Concentrate

- Fractionation of green tea standard extracts with proven anti-inflammatory and antioxidative 

activity

- Subfractionation of bioactive fractions

- Isolation and purification of antiinflammatory and antioxidative compounds from active 

subfractions

- Structure elucidation of active isolates

3) Pharmacological evaluation of antiinflammatory effect of green tea extract 

- Evaluation of antiinflammatory effect of Bosung Green Tea Concentrate and isolated 

compounds: Effects on LPS-induced inflammatory response in Raw 264.7 cells and related 

signal transduction 

- Evaluation of cytoprotective effect of antiinflammatory compounds of Bosung Green Tea 

Concentrate against oxidative stress 

- Evaluation of cytotoxicity on keratinocyte

Ⅳ .  Re s u l t s  o f  t he  Re s e a r c h a n d  S u g g e s t i o n s  o n  The i r  Ap p l i c a t i o n

- Efficient quality control of the GTC-derived products, which are currently on the market, is 

ensured by developing quantitative determination and standardization methods for the active 

ingredients of GTC.  

- Scientific advice on the enhanced biological activity profile of the GTE-derived products is 

made possible by providing quantitative determination data for the contents of biologically 

active compounds. 

- Research results can be used as supportive data for the specification of contents and 

efficacy of active ingredients, which is required for the application of various GTC-derived 

functional food products to be licensed for manufacture by KFDA. 

- Research results can provide preliminary activity profile data of the GTC ingredients for use 

in the development of antiinflammatory ointment via validation of the antiinflammatory 

activity of GTC, which will eventually lead to the commercialization of the ointment. 
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 .  연구개발의 요성  필요성

녹차 (green tea)는 5천여 년의 긴 역사를 가진 기호음료이자 건강음료이다. 과거로부터 경

험 으로 알려진 여러 효능으로 인해 다양한 질병의 치료약으로 사용되어 왔고 최근 우리 통차

가 가지고 있는 기능들의 과학  근거들이 밝 지면서 재배와 소비가 매년 늘어나고 있다. 뿐만 

아니라 재 배   제 조 의  신 기 술  개 발 과  새로 운 효 능 의  입증  등 으 로  그  응 용 이  차  다 양 해지고 

있다.  

   

보성 의  녹 차  추 출 물  ( ‘ 보성 녹 차 농 축  앰 ’ ,  보성 녹 차 농 조 합 법 인 ) 은 상품으로서의 가치

가 상당히 입증되어 있는 아이디어 상품으로 재 주류의 첨가물 등으로 애용되고 있다. 그러나 

재의 상품 가치와 미래의 새로의 상품을 개발하기 해서는 녹 차  추 출 물 의  새로 운 가 치  창조

가  필 요 한 시 이다. 녹차의 성분은 차나무 재배의 자연조건과 찻잎 따는 시기, 제다법, 보 상태 

등에 따라 차이가 나는데, 풍미와 생리활성과 련되는 주성분으로 폴리페놀(polyphenol)류인 카테

킨(catechin)이 많이 알려져 있다. 카테킨 이외에 카페인, 라보노이드, 차의 맛과 련되는 유리

아미노산, 루타민산(glutamic acid), 아스 라긴산(aspartic acid), 알기닌(arginine) 등 필수아미노

산이 함유되어 있다. 한 비타민 C, E, 카로틴 등의 비타민류와 불소, 아연, 셀 늄 등의 무기물

질들을 함유하고 있다. 이러한 녹차 함유 성분들 , 주 요  유 효 성 분 에  한  표 화  작 업 과  이 들  

성 분 의  새로 운 역 에 서의  유 용 성 을  확 인 한 다 면  재 의  부 가 가 치 를  히  능 가 할  수  있 는  

신 상 품  개 발 이  가 능 하다.  녹 차  추 출 물 의  표 화 를  해 서는  유 효  지 표  물 질 의  선 택이  우 선

되 어 야  하 며 이 의  정 량 법 을  확 립 함 으 로 써  상 품 의  q u a l i t y  c o n t r o l 이  가 능 하다. 이는 균질한 녹

차 추출물 상품 생산의 기본 요건으로써 소비자의 신뢰도를 높일 수 있을 것이다. 한 녹차 추출

물의 상품 다양성을 확보하기 해서는 새로운 상품 응성을 개발하여야 한다. 최근 녹차 추출물

의 유용성이 더욱 부각되고 있는 시 에서 보성의 녹차도 그 우수성을 과학 으로 검증하여 부가

가치 창조에 참여하여야 할 것이다.

녹차의 표 인 생리효능으로는, 항암, 노화억제, 고 압  동맥경화 방, 체질개선, 당뇨

병 억제, 속 등의 해독, 비만방지,  다양한 살균효과 등이 알려져 있으며, 이 외에도 충치

방과 구취제거효과, 피부미용효과, 피로회복효과, 변비치료효과, 천식 방 등 그 효용성이 무궁무

진한 건강식품임이 입증되고 있다. 이와 같은 녹 차 의  다 양 한  효 능 이  제 시 되 고 있 음 에 도  불 구 하

고 과 학  기 에  근 거 하 여  질 병 의  치 료 에  용 할  수  있 는  고부 가 가 치  상 품 으 로 의  개 발 은  매
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우  미 흡하다. 따라서 녹 차 의  다 양 한  생 리 활 성  성 분 에  한  정 확 한  분 석 과  이 를  근 거 로  한  생

리 활 성 과 의  상 계  규 명 ,  약 물 학  타 깃이  되 는  유 효 성 분 의  효 과 인  추 출 법 의  확 립  등 에  

한  총 체 인  연 구 가  우 선 으 로  필 요 한  실정 이다.

제 2 .  연구개발의 목

환경오염과 잘못된 식생활 등 환경의 향으로 피부질환 환자들이 격히 증가하고 있다. 

피부질환을 유발하게 되는 직 인 원인이나 련 균 등은 매우 다양하지만 기본 으로 염증과 

가려움증과 같은 공통의 증상을 동반하게 된다. 이러한 증상의 치료, 완화는 염증을 유발하게 되

는 원인에 한 치료와 함께 반 인 염증 치료에 매우 요한 역할을 한다. 염증 치료에 용되

는 다양한 연고제의 주성분  하나로 “스테로이드”가 쓰이는데, 스테로이드는 염증의 증상 개선

에 매우 효과 이기는 하나 면역체계나 피부 기능에 한 이상을 래하거나 사용 단시 반사

으로 증상이 악화될 수 있는 등, 부작용 한 큰 약물이다. 따라서 부 작 용 을  최소 화 하 면 서 염 증

성  질 환 의  치 료 에  용 할  수  있 는  유 효 성 분 이  발 굴이  필 요 하다. 녹차가 이질균, 장티푸스균, 포

도상구균 등의 세균의 성장을 억제하는 세균발육 억제작용을 가지고 있으며, 식 독과 감기 방 

 입안 세균 번식 억제에 효과 임이 알려져 있으며, EGCG 등의 카테킨류의 항염증 작용에 

한 연구보고도 있다. 따라서 녹 차 가  항 염 증  연 고제  개 발 의  좋은  원 료 가 될 수 있을 것으로 사료

되며, 특히 녹 차 농 축 액 의  경 우  과 학  성 분  분 석 과  추 출 조 건 의  확 립 ,  추 출 조 건 에  따 른 항 염 증  

활 성 의  우 월 성  검 증  등 의  연 구 를  통 해  효 과 으 로  제 품  개 발 로  연 결 될  수  있 을  것 으로 보인

다. 

본 과제에서 추구하는 최종 연구목표는 재 ‘ 보성 녹 차 농 조 합 법 인 ’ 에 서 제 조 ,  매 되 고 

있 는  ‘ 녹 차 농 축 앰 ’ 을  이 용 하 여  항 염 증  효 과 를  가 지 는  연 고제 로 의  개 발  가 능 성 을  검 토 하 고자  

하는 것으로, 1 )  녹 차 추 출 물 의  유 효  항 염 증  활 성  물 질 의  정 량 법  확 립 을  통 한  시 험 방 법  설 정 과  

상 품 의  표 화   항 염 증  성 분 의  추 ,  2 )  항 염 증  효 과 를  극 화 하 기  한  분 획  추 출 방 법 의  

정 조 건  확 립 ,  3 )  항 염 증  효 과 를  심 으 로  한  생 리 활 성 의  평 가 와  기  규 명 을  통 한  약 리 학  

검 증 을 목표로 한다. 본 과제를 통하여 도출된 결과는 향 후  녹 차 추 출 물 을  이 용 한  항 염 증  연 고제  

개 발 로  연 결 하고자 한다.
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제 3 .  연구개발의 범

1 )  녹 차 추 출 물 의  유 효  항 염 증  활 성  물 질 의  정 량 법  확 립 을  통 한  시 험 방 법  설 정 과  상 품 의  표

화   항 염 증  성 분 의  추

녹차를 이용한 제품의 고부가가치화와 상품으로의 개발을 해서는 녹차 추출물의 유효 활

성 물질의 함량 분석을 한 정량법 확립과 상품 균질성을 확보하기 한 표 화 작업이 필요하

다. 한 새로운 부가가치를 창출하기 한 녹차의 응용성 연구가 필수 이다. 유효 활성 물질의 

함량 분석 상으로는 우선 catechin 유도체들이 있으며 이는 크게 6종의 유도체로 별할 수 있

다. 이는 epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin gallate (ECG),  epigallocatechin (EGC), 

catechin, gallic acid 와 epicatechin (EC)으로 분류되며 그 밖의 성분으로 caffeine이 있다. 따라서 

이 들  물 질 의  함 량  분 석 은  상 품 의  품 질  유 지  차 원 에 서 필 수 이다. 한 본 과제의 수행 과정에

서 녹차추출물 각 분획이 함유하고 있는 유효 생리활성 성분의 함량을 분석함으로써 생리활성에 

주로 기여하고 있는 성분을 제시할 필요가 있으며, 이를 하여 다음의 연구를 수행하고자 한다.

- 보성 녹 차 추 출 물 의  항 염 증  분 석 에  당 한  분 석 법 을  개 발 하 여  추 출 물  항 염 증  성 분 의  추

에 이용 한다.

- 항 염 증  지 표  물 질 에  한  정 량 성 을  확 립 함 으 로 써  기   시 험 방 법  설 정 과  q u a l i t y  c o n t r o l

을  통 한  녹 차  상 품  표 화 에  이용 한다.

- 보성녹차추출물 분획 시료의 각 단계에서의 항염 활성 성분을 정량함으로서 녹차 추출물의 항

염 활성과 각 함유성분의 련성을 제시하여 추후 진행 정인 항염증 연고제 개발의 기  자

료로 이용하고자 한다.

2 )  녹 차 추 출 물  유 래 의  항 염 증  활 성  성 분  분 리

- 보성녹차추출물을 분획하여 항염증, 항산화 활성을 나타내는 생리활성 유효분획을 제조:

  녹차추출액을 감압 등에 의해 가능한 한 온에서 용매를 제거하고 엑스로 함. 여기에서 얻은 

extract를 물에 탁시키고 hexane, chloroform, ethyl acetate 는 n-BuOH 등의 용매로 추출

하여 각각 H2O, hexane, chloroform, ethyl acetate  n-BuOH에 가용인 fraction을 얻음. 여기

에서 얻어진 표 엑스  소분획들에 하여 항염증  항산화 활성의 존재여부  활성정도를 

측정한다.

- 항염증  항산화 활성성분의 분리  정제:

  에서 분획한 extract를 silica gel column chromatography를 실시하여 소분획으로 나 다. 이 
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소분획을 silica gel column chromatography  reversed phase column chromatography 는 

MPLC, HPLC 등의 각종 column chromatography를 이용한 분리방법을 통하여 함유 성분을 순

수하게 분리, 정제한다. 

- 생리활성 성분의 화학구조 분석:

  소분획으로부터 분리, 정제된 성분들에 하여 각종 분 학 인 기기분석 자료 [UV, IR, MS, 

NMR (1D-  2D-NMR) 등의 분 학 인 정보]를 얻어 이로부터 구조를 결정하고 동정. 이 

 미지물질인 경우는 각종 분 학  측정을 실시하여 구조를 해석하고 기지물질인 경우는 표

물질과 비교하여 동정한다. 

3 )  항 염 증  련  생 리 활 성 의  평 가 와  기  규 명 을  통 한  약 리 학  검 증

염증 반응과 련되는 세포 변화 과정에서 iNOS의 발   활성 변화가 유도되고 그로 인해 

NO 생산을 증가시키고 cyclooxygenase-2(COX-2)의 발  역시 증가하여 다양한 prostaglandin 생

산을 래하게 되므로, 이들 iNOS와 COX-2 발  변화는 염증반응 매개에 매우 요한 역할을 한

다.  뿐만 아니라, 이들 효소의 발 을 직  조 하게 되는 사조 인자로 NF-kB의 활성이 련됨

이 밝 져 있으므로 NF-kB 활성 변화 역시 염증성 병변의 진행과 한 련성을 가지고 있다.  

따라서 염증반응의 세포 모델을 이용하여 다음의 내용을 심으로 평가하고자 한다.

- 녹차추출물과 분획 추출물, 녹차추출물  함유된 항염 활성성분 등의 항염증 효과를 검증하고 

세포 내 약물작용 타겟을 규명한다.

- 녹차추출물  함유된 다양한 유효성분들과 항염증 효과와의 상 계를 규명하고, 이를 근거로 

성분-항염증 활성 간의 표 화를 확립한다. 

- 녹차추출물  함유된 항염 활성성분이 염증 과정에서의 세포손상을 매개하는 산화성 스트 스

로부터 세포를 보호하는 항산화 효과를 가지고 있는지와 그 자체의 독성 여부를 확인한다. 
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제 2 장   국내외 기술개발 황

   

제 1 .  국내․외 련분야에 한 기술개발 황

1)  련분야의 국외 연구개발 황

   

본격 인 노령화 사회로 진입하고 있음에 따라 노화연구와 더불어 건강한 생활(wellbeing)에 

한 사회  심이 고조되고 있음은 세계  추세이다. 따라서 세 계 으 로  웰빙 식 품 으 로  인 정 되

고 있 는  녹 차  추 출 물 에  한  연 구 는  범 가  차  확 장 되고 있으며 특히 최근 들어 카테킨 유도

체들의 항염증 효과에 한 연구가 증하고 있다. 이와 더불어 녹차 성분 분석에 한 연구도 매

우 활발한 상황이다. 더욱이 그 용 분야에 한 특허출원이 활발한 데 비하여 우리나라의 특허

출원 건수는 미약한 상태이다.  

녹차성분의 항염증 작용에 하여는, 녹차  다량 함유된 EGCG를 심으로 하여 항산화 

활성, chemopreventive effect와 련하여 여러 가지 염증 매개 신호 달과정에 향을 미침이 보

고되면서 많은 심과 연구가 진행되고 있다. 그러나 아직까지 녹 차  성 분 의  항 염 증  효 과 를  이 용

하 여  피 부  연 고제 로 의  개 발 이  이 루 어 지 지 는  않고 있 으 며,  E G C G  이 외 의  다 른 녹 차  성 분 이  염

증  과 정 에  미 치 는  향  한  충 분 히  밝 지 지  않은  상 태 이다. 

2)  련분야의 국내 연구개발 황

녹차의 생활화를 통하여 녹차의 소비가 유지되고 있으나 이제 새로 운 수 요 를  창출 하 여 야  

할  시 에  도 달 하 다고 생각된다. 이는 이미 언 한 세계  추세에서도 보듯이 녹차 련 상품

의 부가가치를 높이기 한 새로운 응증 발굴 연구가 근년 들어 가속화 되었다는 사실에서도 

녹차는 분명히 유효 생리활성 성분을 다량 함유하고 있으며 많은 연구자들이 이를 밝 내고 있다. 

상 으로 국내의 연구는 간헐 으로 이루어지고 있어 이에 한 환기가 필요하다. 

보성 녹차농축액은 우리나라 제일의 녹차 재배, 생산 단지인 남 보성에서 재배된 녹차를 

선별하여 녹차의 풍미와 유효성분, 기능 등을 효과 으로 보존, 추출한 제품으로 시 되고 있다. 

녹차의 유효성분은 재배 기후조건이나 토양 등 환경의 향을 으로 받게 되는데, 남 보성 
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지역의 녹차는 로부터 좋은 품질의 차로 인정받아왔다. 최근 녹차를 이용한 다양한 상품 개발이 

많은 심의 상이 되고 있으며, 단 순 한  건 강 음 료 로 서의  이 용 을  넘어  이 를  이 용 한  고부 가 가 치  

제 품 의  개 발 은  농  소 득 증   녹 차 의  상 품 가 치  극 화 를  통 한  지 역 발 에  기 여 하 기  해  

으 로  필 요 하 나 ,  구 체 인  상 품 ,  특 히  의 약 품 으 로 의  개 발 로  연 결 되 는  체 계 인  연 구 는  

효 과 으 로  이 루 어 지 지  않고 있다. 

Ta b l e  1 .  녹 차 의  유 용 성  증 를  한  국 내 외  연 구 개 발  황

연 구 수 행  기 연 구 개 발 의  내 용  연 구 개 발 성 과 의  활 용 황

National Institute of 

Standard and Tech/ 

USA

녹차의 유용 성분 연구 상품의 QC

The Chinese Academy 

of Sciences
지역별 계 별 녹차의 유효성분 연구 우수 녹차 상품의 개발

NIH/NCI

자외선각화증(紫外線角化症 : Actinic 

keratosis)에 한 녹차 카테킨의 유효성 

연구

우수 녹차 상품의 개발

University of California
방사선 유발 피부독성에 한 녹차  

홍차추출물의 피부보호효과 연구
녹차의 유용성 확

가톨릭 학교 

강남성모병원/보성녹차

농조합법인

녹차 카테킨을 이용한 여성 생용품의 

개발 연구
우수 녹차 상품의 개발

제 2 .  연구결과가 국내․외 기술개발 황에서 차지하는 치

천 연 물  활 성  성 분  분 석 법  확 립

천연물로부터 의약품 등, 고부가가치 상품으로의 개발  상품화를 해서는 효능을 나타내

는 성분의 정확한 정량법이 확립되어야 한다. 녹차추출물의 유효 생리활성 물질의 정량법은 

HPLC 방법이 주류를 이루고 있으며 gallic acid,  epigallocatechin, catechin, epicatechin, 

epigallocatechin gallate, epicatechin gallate의 동시 정량을 주 목표로 하고 있다.  분석 기술 으

로 유사 화합물의 동시 정량을 해서는 부분의 경우 gradient  mobile phase program이 주된 

방법으로 재 6종의 분석법이 발표되어 있다. 단일 혼합 mobile phase를 사용하는 isocratic 

method도 2가지 발표되어 있으나 본 연구에서는 녹차에 다량 함유되어 있는 caffeine 분석이 추가
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Mobile-phase HAc:MeOH:N.N-Dimethylformamide:H2O = 2:3:30:165

Gradient elution I s o c r a t i c

Condition
flow rate: 1 mL/min

μ-BondapakTM C18 (3.9 x 300mm)

Results

within 30 min

g a l l i c  a c i d ,  c a f f e i n e ,  e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n ,  

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

Mobile-phase
(A) water/acetonitrile/formic acid (94.7:4.3:1 v/v) 

(B) water/acetonitrile/formic acid (49.5:49.5:1 v/v)

Gradient elution

STEP 1: start at 90% solvent A and 10% solvent B

STEP 2: increase linearly to 30% solvent B in 10 min

STEP 3: increase linearly to 80% solvent B in 5 min

STEP 4: for an additional 3 min at 80% solvent B

Condition
flow rate: 1 mL/min

LichroCART RP-18-5-μm column(Merck, 25cm x 4 mm)

Results

within 20 min

g a l l i c  a c i d , theobromine, theophyline, e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  

c a f f e i n e ,  e p i c a t e c hi n ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n  

g a l l a t e  

Mobile-phase
(A) water/methanol/formic acid (74.7:25:0.3 v/v) 

(B) acetonitrile/formic acid (99.7:0.3 v/v)

Gradient elution

STEP 1: t = 0 min, 100% solvent A

STEP 2: t = 8 min, 100% solvent A

STEP 3: t = 33 min, 100% solvent B

STEP 4: t = 38 min, 100% solvent B

STEP 5: post run time = 5 min

Condition flow rate: 1 mL/min(4.6mm column), 0.5 mL/min(3.0 mm column)

되어 있어 상기 방법으로는 분석이 불가능 하다. 따라서 본 연구에서는 분석하는데 시간과 조작이 

간편한 새로운 isocratic method를 개발하여 gallic acid, caffeine, epigallocatechin, catechin, 

epicatechin, epigallocatechin gallate, epicatechin gallate(7종)를 30분 내에 동시 정량할 수 있는 

분석법을 확립 하 다. 기존의 분석법과 본 연구에서 개발한 분석법을 비교하면 아래 table과 같

다.

<본 연구에서 개발된 분석법>

1. Study of Catechin and Xanthine Tea Profiles as Geographical Tracers. J. Agric. Food 

Chem. 2002, 50, 1833-1839.

2. An investigation in the use of HPLC with UV and MS-electrospray detection for the 

quantification of tea catechins. Food Chem. 2004, 87, 465-470.
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Luna
TM

 5μm C-18 column(Merck, 25cm x 4.6 or 3.0 mm)

Results

(SIM-MSD)

within 20 min

gallocatechin, e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  c a t e c hi n ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n ,  gallocatecin gallate, e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

Mobile-phase
(A) 0.05% TFA in water

(B) 0.05% TFA in acetonitrile

Gradient elution

STEP 1: t = 0 min, 88% solvent A and 12% solvent B

STEP 2: t = 25 min, 79% solvent A and 21% solvent B

STEP 3: t = 30 min, 75% solvent A and 25% solvent B

STEP 4: t = 35 min, 25% solvent A and 75% solvent B

STEP 5: t = 60 min, 100% solvent B

Condition
flow rate: 1 mL/min, T = 21℃

LiChrosorb RP 18 column(4 x 125 mm, 7μm)

Results

within 40 min

e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  

e p i c a t e c hi n  g a l l a t e ,  rutin, apigenin-7-O-neohesperidoside, 

quercetrin, neohesperedin, pelargonidin, quercetin, luteolin, naringenin, 

hesperetin, kaempferol, pinocembrin

Mobile-phase
(A) 50/50 vol% acetonitrile/water with 0.1% TFA

(B) 5/95 vol% acetonitrile/water with 0.1% TFA

Gradient elution

STEP 1: t = 0 min, 10% solvent A and 90% solvent B

STEP 2: t = 10 min, 20% solvent A and 80% solvent B

STEP 3: t = 20 min, 20% solvent A and 80% solvent B

STEP 4: t = 35 min, 50% solvent A and 50% solvent B

STEP 5: t = 40 min, 50% solvent A and 50% solvent B

STEP 6: t = 45 min, 10% solvent A and 90% solvent B

STEP 5: t = 50 min, 10% solvent A and 90% solvent B

Condition

flow rate: 0.02 mL/min

Alltima C18 microcolum (0.5 mm x 300 mm, 5μ)

C18 column (4.6 mm x 300 mm, 5μ)

Results

within 50 min

e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

3. Analysis of Mixture of Catechins, Flavones, Flvanones, Flavonols, and Anthocyanidins by 

RP-HPLC. Analytical Lett. 2004, 37, No.1, 157-165.

4. Determination of Catechin Compounds in Korean Green Tea Infusions under Various 

Extraction Conditions by High Performance Liquid Chromatography. Bull. Korean Chem. 

Soc. 2005, 26, No.5, 747-754.



- 18 -

Mobile-phase

0.1 M sodium dihydrogen phosphate buffer (pH 2.5) containing 0.1 

mM ethylenediamine tetraacetic acid disodium salt 

(Na2EDTA)/acetonitrile (87/13 v/v)

Gradient elution -- Isocratic

Condition

flow rate: 1 mL/min, T = 30℃

Cosmosil 5 C18-MS packed column(Nacalei Tesque, Inc., 250mm x 

4.6 mm, 5 μm)

Results

within 50 min

e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e ,  g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  epigallocatechin-3-O-(4-O-methyl) 

gallate, epigallocatechin-3-O-(3-O-methyl) gallate, 4'-methyl 

epigallocatechin-3-O-(4-O-methyl) gallate, e p i c a t e c hi n  g a l l a t e

Mobile-phase
(A) methanol 

(B) water(pH = 2.5)

Gradient elution

STEP 1: t = 0 min, 20% solvent A and 80% solvent B

STEP 2: t = 10 min, 31% solvent A and 69% solvent B

STEP 3: t = 17 min, 31% solvent A and 69% solvent B

STEP 4: t = 32 min, 55% solvent A and 45% solvent B

STEP 5: t = 40 min, 80% solvent A and 20% solvent B

Condition
flow rate: 0.5 mL/min

Symmetry Shield C18 (Merck, 150 mm x 3.9 mm, 5 μm)

Results

within 50 min

g a l l i c  a c i d , protocatechuic acid, c a t e c hi n ,  chlorogenic acid, 

p-hydroxybenzoic acid, e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  caffeic acid, 

syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, rutin, rosmarinic acid, 

myricetin, quercetin, kaempferol

Mobile-phase
(A) 0.05% TFA in water

(B) 0.05% TFA in 60/40 vol% methanol/acetonitrile

Gradient elution STEP 1: t = 0 min, 90% solvent A and 10% solvent B

5. HPLC Analysis of Naturally Occurring Methylated Catechinbs, 3ʺ- and 4ʺ
-Methyl-epigallocatechin Gallate, in Various Fresh Tea Leaves and Commercial Teas and 

Their Potent Inhibitory Effects on Inducible Nitric Oxide Synthase in Macrophages. J. 

Agric. Food Chem. 2005, 53, 7035-7042.

6. Isolation and Determination of Phenolic Compounds in Fruit-Green Tea. J. of Liquid Chrom. 

& Related Tech. 2004, 27, No.1, 31-48.

7. Selection of column and gradient elution system for the separation of catechins in green tea 

using high-performance liquid chromatography. J. Chromatogr. A 1998, 793, 265-274.
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STEP 2: t = 5 min, 85% solvent A and 15% solvent B

STEP 3: t = 50 min, 60% solvent A and 40% solvent B

Condition Zorbax Eclipse XDB-C18 column

Results

within 40 min

e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  c a f f e i n e ,  L-tryptophan, 

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n ,  gallocatechin gallate, 

e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

Mobile-phase (A) methanol/water/orthophosphoric acid (20:79.9:0.1)

Gradient elution I s o c r a t i c

Condition
flow rate: 1 mL/min

Kingsorb C18 column(150 mm x 4.6 mm, 5 μm)

Results

within 60 min

g a l l i c  a c i d ,  gallocatechin, e p i g a l l o c a t e c hi n ,  c a t e c hi n ,  c a f f e i n e ,  

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e ,  e p i c a t e c hi n , gallocatechin gallate, 

e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

8. Isocratic elution system for the determination of catechins, caffeine and gallic acid in green 

tea using HPLC. Food Chem. 2000, 68, 115-121.

녹 차  추 출 상 품 으 로 부 터 의  고부 가 가 치  상 품  개 발  연 구

최근 녹차를 이용한 다양한 상품 개발이 많은 심의 상이 되고 있으며, 단 순 한  건 강 음

료 로 서의  이 용 을  넘어  이 를  이 용 한  고부 가 가 치  제 품 의  개 발 은  농  소 득 증   녹 차 의  상

품 가 치  극 화 를  통 한  지 역 발 에  기 여 하 기  해  으 로  필 요 하 나 ,  구 체 인  상 품 ,  특 히  

의 약 품 으 로 의  개 발 로  연 결 되 는  체 계 인  연 구 는  효 과 으 로  이 루 어 지 지  않고 있다. 본 연구는 

특히 이미 상품화되어 시 되고 있는 “녹차추출농축액”을 이용하여 고부가가치 상품으로의 개발

로 연결함으로서 기존 상품의 가치를 곧바로 증 시키고, 결과 으로 녹차 생산  소비를 증가시

킬 수 있는 계기를 마련한다는 데에 큰 의의가 있다. 본 연구 결과, 기존에 녹차의  항염 효과와 

련하여 제시되었던 EGCG 성분 뿐 아니라 녹차  다량 함유된 다양한 종류의 catechin류가 각

각 항염 효과를 가지고 있음을 제시하 으며, 이들 성분의 직 인 항염 효과는 녹차 성분의 항

산화 효과와 함께 항염 연고제 개발에 있어 요한 약리작용을 나타낼 수 있음을 제시하 다. 
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제 3 장   연구개발수행 내용  결과

제 1 .  연구개발의 근방법

본 과제에서는 음용 등의 용도로 제조, 매되고 있는 ‘ 녹 차 농 축 액 ’ 을  이 용 하 여  항 염 증  활

성 을  심 으 로  한  생 리 활 성 을  탐색,  생 리 활 성  지 표 성 분 을  규 명 하 여  단 순 한  식 품 으 로 의  용 도 뿐

만  아 니 라  의 약 품  제 조  원 료 로  용 될  수  있 을  것 인 가 를  평 가 하고자 하 다. 특 히  본  과 제 에

서 으 로  검 토 하 고자  하 는  바 는  다 양 한  염 증 성  질 환 에  효 과 인  치 료  연 고제  성 분 으 로

의  개 발  가 능 성 을  확 인 하 고자  하 는  것 으 로 ,  기 존 의  녹 차 농 축 액 을  분 획 하 거 나 ,  는  항 염  활 성  

 성 분  분 석  결 과 에  근 거 하 여  항 염  유 효  성 분 을  규 명 하 고,  이 들 의  활 성 이  극 화 되 는  조 건 을  

확 립 하고자 하 다. 본 과제의 구체 인 연구개발 근 방법은 다음과 같다.

1 )  녹 차 추 출 물

본 과제의 시험 상물질은 보성 의  녹 차  추 출 물  ( ‘ 보성 녹 차 농 축  앰 ’ ,  보성 녹 차 농 조 합

법 인 ; F i g .  1 ) 로서, 제조회사인 보성 녹 차 농 조 합 법 인 으로부터 공 받아 4℃에 보 하면서 추출, 

분획하여 시료로 사용하 다.

F i g .  1 .  보성 녹 차 농 축 앰

2 )  제  1  세 부 과 제 :  녹 차 추 출 물 의  유 효  항 염 증  생 리 활 성  물 질 의  정 량 법  확 립 을  통 한  시 험 방 법  

설 정 과  상 품  표 화   항 염 증  생 리 활 성  물 질 의  추

녹차의 주성분인 catechin 유도체 6종 epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin gallate 
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(ECG), and epigallocatechin (EGC) epicatechin (EC), gallic acid, catechin과 부수 으로 녹차에 

과량 함유된 성분으로 알려진 caffeine의 동시 정량법을 확립하고자 하 다. 특히 제품의 표 화를 

이루기 한 유효 지표 물질로서 특히 epigallocatechin gallate (EGCG)를 설정하 다. 

동시 정량법으로 합한 분석법은 HPLC 법으로 재 발표되어 있는 8종의 protocol(참고문

헌 1-8)을 비교 분석하여 가  실행이 용이한 isocratic method가 채택되도록 실험조건을 조

하 다.  본 연구에서는 상기의 조건에 부합하는 HPLC법을 확립하 고 유효 지표 물질(7종)의 동

시 정량법이 확립되어 항염증 효과와 유효 지표 물질 함유량과의 상  계를 연구하 다. 이 분

석법은 향후 녹차 련 제품의 균질성을 확인하거나 채취한 시료의 특성과 공정에 따른 제품의 

성분 함량을 비교하여 상품의 질  향상을 유도할 수 있을 것이다. 마지막으로 항염증 유효성분의 

함량을 비교함으로써 연고제 개발의 기 자료로 활용하고자 한다.

3 )  제  2  세 부 과 제 :  녹 차 추 출 물  유 래 의  항 염 증  활 성  성 분  분 리

① 녹차 추출물의 분획 제조  생리활성 성분 분리

- 용매추출  표  엑스, 소분획 제조

본 과제의 연구 상이 되는 녹차시료를 추출, 분획. 추출액은 감압 등에 의해 가능한 한 온에서 

용매를 제거하고 엑스로 하 다. 여기에서 얻은 methanol extract를 물에 탁시키고 hexane, 

chloroform, ethyl acetate 는 n-BuOH 등의 용매로 추출하여 각각 H2O, hexane, chloroform, 

ethyl acetate  n-BuOH에 가용인 fraction을 얻었다. 

- 표  엑스  소분획에 한 항염증 활성 검색

에서 얻어진 표 엑스  소분획들에 하여 항염증 활성의 존재여부  활성정도를 측정하

다.

- 항염증 활성성분의 분리  정제

에서 분획한 extract를 silica gel column chromatography를 실시하여 소분획으로 나 었다. 이 

소분획을 silica gel column chromatography  reversed phase column chromatography 는 

MPLC, HPLC 등의 각종 column chromatography를 이용한 분리방법을 통하여 함유 성분을 순수

하게 분리, 정제하 다. 한편, 분리의 기단계에서 분리해야 할 시료가 량인 경우, 흔히 open 

column chromatography 방법을 사용하는데, 이를 해서는 TLC를 통해 미리 분리할 시료의 Rf

치가 0.2-0.8 범 에 들어가는 개제를 찾아 사용하며, 흡착제는 주로 slica gel을 우선 사용하며, 

분말 크기가 작은 것 (10-40μ)을 사용하 다. Column chromatography에 사용하는 silica gel의 양
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은 시료 양의 25배 이상을 사용하며, column의 크기는 충 된 silica gel의 높이와 직경의 비가 

10:1이 넘지 않도록 하 다. 시료는 당한 용매에 녹인 후 당량의 silica gel을 가한 다음 용매

를 증발하고 건조 후 분쇄하여 분말로 한 후 column에 loading함. 유출속도는 시간당 150-300ml

로 조 하면서 개하며, 일정한 간격으로 유출되는 용액을 TLC로 monitoring함. Open column 

chromatography는 유출을 한 압력으로 력을 사용하므로 시간이 오래 걸리고 물질이 비가역

으로 흡착되거나 분해될 우려가 있으며, tailing으로 인해 분리가 불량할 수도 있으며, 량의 

용매가 사용되는 단 이 있다. 따라서, 기의 량 분획 이후에는 시료를 몇 개의 분획으로 나

어 주로 medium pressure를 이용하는 flash chromatography 는 vacuum chromatography를 사

용하여 시료를 분리하 다. 극성이 크고 물에 잘 녹는 시료인 경우에는 reversed phase column 

chromatography를 사용하는 것이 유리한 경우가 있으며, 분리할 시료의 5-10배 양 가량의 역상 

흡착제 (RP-18 등)을 MeOH에 탁시켜 column에 주입하여 사용하 다. 흡착제가 완 히 가라앉

아 안정화된 다음 용매를 물로 치환. 시료를 column에 loading한 후 처음에는 물로 용출하다가 

차 으로 MeOH의 농도를 증가시켜 나 에는 100% MeOH로 용출시키는 gradient elution 방법을 

사용하 다. 다음에는 MeOH와 chloroform을 사용하여 순차 으로 gradient elution을 행하 다.

②  생 리 활 성  추   분 리 법  ( B i o a c t i v i t y - g u i d e d  S e p a r a t i o n )

 생리활성 추  분리법을 통해 분리해 나갈 때는 하나의 단계마다 얻어진 물질에 해 생

리활성 테스트를 하 다. 본 실험에서는 각 단계마다 분획된 시료를 항염증에 활성이 있는지 연구

를 수행하고 활성이 있는 분획을 심으로 다음 Fig. 2에서 보이는 바와 같은 단계로 진행하 다.

 

F i g .  2 .  녹 차 의  생 리 활 성  추  분 리 법
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③ 생리활성 성분의 화학구조 분석

소분획으로부터 분리, 정제된 성분들에 하여 각종 분 학 인 기기분석 자료 [UV, IR, 

MS, NMR (1D-  2D-NMR) 등의 분 학 인 정보]를 얻어 이로부터 구조를 결정하고 동정. 이 

 미지물질인 경우는 각종 분 학  측정을 실시하여 구조를 해석하고 기지물질인 경우는 표

물질과 비교하여 동정하 다. 

식물에서 얻어지는 물질의 구조를 추정함에 있어서는 같은 과, 같은 속의 식물에서는 자주 

동일하거나 유사한 화합물이 얻어진다는 것이 일반 으로 알려져 있으므로 우선 그 물질이 얻어

진 식물이 속하는 과 는 속의 식물들에서 어떠한 성분이 이미 보고되었는가를 악하 다. 

한, 그 물질이 단리된 과정 (solubility, chromatographic behavior 등)도 이 물질이 어떠한 골격, 

어떠한 계통의 화합물인가를 추정하는 데 도움이 되는 경우가 많다. 이어서, 그 물질에 한 각종 

spectroscopic data (UV, IR, NMR, MS 등)를 해석함으로써 이 물질의 골격, 계통을 보다 자세히 

알 수 있다. 한편, 얻어진 화합물이 이미 보고된 물질이라면 선 도  물리화학  상수 등 각종 

data를 표 품과 직  비교 는 문헌치와 비교하여 그 화학구조를 동정하 다.

 

4 )  제  3  세 부 과 제 :  항 염 증  효 과 를  심 으 로  한  생 리 활 성 의  평 가   기  규 명 을  통 한  약 리 학

 효 능  검 증

① 세 포 를  이 용 한  염 증 반 응  모 델 에 서의  염 증  반 응  지 표 물 질   련  효 소  생 산 의  변 화  측 정 을  

통 한  항 염 증  활 성  평 가   작 용 기  규 명

염증반응 세포배양 시스템을 사용하여 lipopolysaccharide (LPS)를 처리하여 Fig. 3에서 보이

는 바와 같이 세포 내 NF-kB, iNOS  COX-2의 발 과 활성 증가를 나타내는 염증반응 세포 모델

로 사용하여 각 시료의 항염 활성을 평가함.
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F i g .  3 .  염증반응의 세포 내 신호 달기

구체 으로, macophage cell line인 Raw264.7 cell line을 DMEM (10% FBS, without phenol 

red)로 배양하여 다음의 내용을 지표로 하여 염증반응의 정도를 평가하 다. 각 실험에서 항염 활성

을 측정하고자 하는 시료(녹차추출물  유효성분)를 다양한 농도로 투여하고 positive control로서 

표 인 항염 활성 물질로 알려져 있는 dexamethasone을 투여해서 녹차추출물의 항염증 활성과 비

교 평가하 다. 

- NO 정량: 96well plate에 배양한 세포에 LPS  약물을 처리하고 배양 24시간 후에 각 well로부터 

medium을 100㎕취하고 Griess Reagent와 잘 섞고 ELISA reader를 사용하여 550nm에서 흡 도를 

측정하여 NO 생산량을 측정하 다.

- COX-2, iNOS의 발  변화: 세포를 직경 100mm culture plate에 배양하여 LPS 0.05 ㎍/㎖로 세포

를 활성화시킨 후 각 단백 발 의 변화를 western blot의 방법으로 확인하 다. 

- NF-kB 활성의 변화: 항염증 효과 평가 시스템으로 잘 알려진 NF-kB luciferase reporter assay 

system 는 subcellular fractionation에 한 western blot analysis를 이용하여 LPS에 의한 

NF-kB 활성의 증가가 각 약물에 의하여 억제되는지를 평가하 다.

② 항 산 화  활 성  평 가 를  통 한  염 증 반 응 에 서의  세 포 보호  효 과  연 구

산화성 스트 스는 반응성이 매우 강한 활성 산소기로 인해 체내에서 다양한 산화반응을 

매개하게 되는 것으로, 환경오염과 화학물질, 자외선, 액순환장애, 스트 스 등의 직 , 간  

원인에 의해 증가되어 각종 돌연변이나 암의 원인이 될 수 있으며, 한 단백 변화 등에 의한 생
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리  기능 하로 각종 질병과 노화의 원인이 된다. 염증반응과 련한 산화성 스트 스의 역할에 

하여는, 한 기 염증 반응시 NO와 같은 산화성 물질의 생산이 격히 증가하고, COX-2 효

소 활성 과정에서 산화성 스트 스가 유도됨이 보고된 바 있다. 산 화 성  스 트 스 는  직 으 로  

세 포 손 상 과  연 결 되 므 로  항 산 화  물 질 은  기  염 증  반 응 시  발 생 하 는  산 화 물 을  제 거 함 으 로 서 염

증 반 응  과 정 에 서 찰되 는  세 포 손 상 으 로 부 터  세 포 를  보호 하 는  효 과 를  기 할 수 있다. 따라서 

본 과제에서 녹차추출물과 각 분획에서의 항산화 활성을 평가하여 염증 반응으로부터의 세포보호

효과를 검토하 다.

구체 으로, 피부구성세포인 각질형성세포 (keratinocyte)를 배양하여 산화성 스트 스를 주어 

세포손상을 유도하고, 녹차추출물이나 분획추출물, 항염 유효성분이 산화성 스트 스에 의한 세포손

상으로부터의 세포를 보호하는 정도를 평가하 다.

- 세포를 24well plate에 배양하여 H2O2 등을 처리하여 산화성 스트 스 세포모델을 작성하 다.

- 세포손상의 평가는 세포사멸시 세포막 손상으로 인해 세포 밖으로 유출되는 lactate 

dehydrogenase (LDH)  효소활성을 측정함으로서 세포손상의 지표로 하 다. 

③ 피 부  구 성  세 포 에  한  세 포 독 성  평 가

피부를 구성하는 세포  가장 비율이 높은 각질형성세포 (keratinocyte)를 배양하여 녹차추

출물 는 분획 추출물이 세포독성을 나타내는지를 LDH assay의 방법으로 평가하 다.

제 2 .  연구내용  결과

1.  녹차의 항염증 생리활성 성분의 분석법 확립  

1) 표 물질을 이용한 정량법 확립

본 실험에서는 2006년 4월에 제품화된 액상추출물(‘보성녹차농축 앰 ’, 보성녹차 농조합법

인)을 제공받아 녹차 시료로 사용하 다. 먼  녹차시료의 유효성분 함량 분석을 하여 표 시료

(gallic acid, caffeine, epigallocatechin, catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate, epicatechin 

gallate)를 비하여 standard로 사용하여 분석의 정조건을 확립하고자 하 다. 구체 으로, 표

시료를 0.1mg/ml 농도로 메탄올에 잘 녹여 비하여 10 μl를 각각 주입하여 각각의 retention 
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time과 순서를 확인하 다. 이들을 각기 다른 비율로 합하여 희석시킨 후 10 μl를 주입하여 나타

난 peak 높이를 측정하여 각각의 표 시료가 서로 향을 받지 않고 효과 으로 분리, 정량되는지

를 확인하 다. 

① H P L C  수 행  조 건

Column: μ-BondapakTM C18(3.9*300mm)

이동상: HAc : MeOH : N.N-Dimethylformamide : H2O = 2:3 : 30 : 165을 이용하여 isocratic 

elution으로 진행 

이동상의 속도  측정조건: 1 ml/min, chart speed는 2 mm/min, wavelength는 254nm에서 측정 

용매  시료 처리: 0.45μm membrane filter로 여과시켜 사용 

분석: 각 시료 10 μl를 주입하여 나타난 peak과 표 용액 peak의 retention time과 높이를 비교하

여 정량

② 표 시 료 에  한  H P L C  분 석  결 과

다음 Fig. 4와 같이 표 시료(gallic acid, caffeine, epigallocatechin, catechin, epicatechin, 

epigallocatechin gallate, epicatechin gallate)를 비하여 standard로 사용하여 HPLC 분석 정조

건을 확립하 다.

F i g .  4 .  녹 차  생 리 활 성  표 시 료 의  H P L C  분 석  p a t t e r n
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2.  녹차농축액의 생리활성 성분 정량

2006년 4월에 제품화된 액상추출물(‘보성녹차농축 앰 ’, 보성녹차 농조합법인)을 제공받아 

추출물  함유된 표 물질의 함유량을 HPLC 분석한 결과는 다음과 같다 (Fig. 5).

녹 차 농 축 액

0

2

4

6

Gallic
acid

Caffeine EGC C EC EGCG ECG

m
g
/g

F i g .  5 .  녹 차 농 축 액  의  생 리 활 성  성 분  분 석  결 과

3.  녹차추출농축액으로부터의 caf f ei ne 제거방법 확립

1 )  추 출   분 획

‘보성녹차농축 앰 ’  함유된 카페인을 제거할 수 있는 방법을 검토하고자 녹차농축액 시

료의 일부(건조 량 196.91g)를 정량하여 n-hexane, CHCl3, EtOAc, n-BuOH, H2O을 이용하여 순
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차 으로 분획하 다 (Fig. 6). 

              

                   

                

F i g .  6 .  녹 차 (C. sinensis) 의  추 출   분 획  과 정

각각 얻어진 추출물  CHCl3 층에서 추출된 부분이 카페인으로 밝 져 카페인을 제거하

기 한 디카페인화 공정을 검토하 다. [Sakanaka, S. A Novel Convenient Process To Obtain 

a Raw Decaffeinated Tea Polyphenol Fraction Using a Lignocellulose Column. Journal of 

Agricultural and Food Chemistry (2003), 51(10), 3140-3143]. 

2 )  일 반 인  디 카 페 인 화  공 정

차의 카페인을 연구한 주요 논문들에 따르면 당량의 카페인은 정상 인 성인에게는 해를 

끼치지 않는 무독성으로 알려져 있다. 카페인은  는 체내에 축 되지 않으며, 정상 으로는 

섭취 후 몇 시간 이내에 모두 배설된다. 그러나 개개인별 체질에 따라 카페인에 해 민감도가 달

라진다는 것은 잘 알려진 사실이다. 카페인 민감도가 높은 사람들도 차나 커피를 즐길 수 있도록 

개발된 디카페인화 공정은 씨앗에 해당하는 생두와 잎 등에 자연 으로 생성된 카페인을 생두에

서 분리시킨 것을 말한다. 재 미국에서는 생두에서 97%까지 카페인을 제거한 것을 디카페인화 

커피라고 부르고 있다. 디카페인화 커피는 1903년 독일의 멘(Bremen)에 있는 Kaffe HAG사의 

Lugwig Roselius와 Karl Wimmer 두 사람에 의해 처음 발명되었다. 

이후, 커피에서 카페인을 제거하는 기술에 한 많은 특허가 등록되었으나 크게 세 종류로 

분류할 수 있다. 첫 번째는 용매로 카페인을 추출해 내는 방법이며, 두 번째는 물로 카페인을 추

출해 내는 방법이다. 세 번째는 가장 최근에 개발된 기술로 액화탄산가스를 이용하는 방법으로 

임계추출법이라고 불린다.

용매로 카페인을 추출해 내는 방법은 다음의 4단계로 이루어진다.

(1) 커피원두에 증기를 공 하여 수분함량을 10% 내외에서 40%로 올린다.
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H2O
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C.sinensis
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(27.84g)

C.sinensis
(196.91g)
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(2) 용매(메틸  클로라이드 는 에틸아세테이트)를 커피원두와 반 방향으로 흐르게 하여 97%

의 카페인이 제거될 때까지 12시간에서 18시간 정도 카페인을 추출한다. 이 때 제거된 카페인을 

함유한 용매는 별도의 카페인 정제공정을 거친 후 재사용된다.

(3) 카페인이 제거된 커피원두에 증기를 불어넣어 남아있는 용매를 모두 제거한다.

(4) 커피원두를 건조시킨다.

물로 카페인을 제거하는 방법은 카페인이 물에 잘 녹는 성질을 이용한 것으로 커피원두를 

용매에 직  시키는 신 물과 시켜 카페인을 제거하는 방법이다. 제거된 카페인을 함유

한 물은 용매와 시켜 카페인을 제거한다. 커피원두를 배 하지 않은 상태, 즉 향기성분의 생

성  단계에서 가공하므로 물로 카페인을 추출해 내더라도 향의 손실은 크지 않다. 용매를 사용

하지 않기 때문에 안 성이 높고 용매 제거를 해 증기를 불어넣을 필요가 없어 커피원두가 상

으로 열에 의한 손상을 게 받기 때문에 리 사용된다. 

                    

임계 추출법은 액화한 탄산가스(CO2)를 이용한 방법으로 용매 추출법의 하나로 볼 수도 

있다. 유기용매 신 액화탄산가스를 사용하여 카페인을 추출한 후 카페인을 함유한 액화 탄산가

스는 흡착제인 활성탄을 통과시켜 제거하고 재사용한다. 불활성 기체인 이산화탄소를 사용하므로 

유해성분의 잔류 문제가 없고 카페인에 한 선택성이 높아 향미의 손실을 최소화할 수 있는 장

을 가지고 있으나, 설비가 고가인 이 단 으로 꼽힌다.

에서 설명하 듯이 디카페인화 공정은 일반 으로 클로로포름이나 메틸  클로라이드와 

같은 용매를 사용한다. 그러나 이들의 독성 때문에 리 이 공법이 사용되지는 못하 다. 따라서 

본 과제에서는 이 세 가지 방법들보다도 보다 안 하고 간편하게 할 수 있는 방법으로 

Lignocellulose column법을 사용하 다.

3 )  L i g n o c e l l u l o s e  c o l u m n 을  사 용 한  디 카 페 인 화  공 정

톱밥으로 만든 lignocellulose column는 tea extract로부터 decaffeinated된 tea polyphenol을 

얻어 낼 수 있는 방법이다. Gallate residues를 가진 tea polyphenol, 즉 EGCG나 ECG와 같은 것

들은 lignocellulose column에 흡착되며 카페인은 컬럼을 통과하게 된다. 흡착된 polyphenols은 

60% ethanol을 흘려주었을 때 가장 많은 양이 녹아 나왔으며 컬럼  caffeine/EGCG 비율이 

0.696이고 컬럼 후 caffeine/EGCG 비율은 0.004로 떨어진다 (Fig. 7). 
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F i g .  7 .  L i g n o c e l l u l o s e  c o l u m n 을  이 용 한  디 카 페 인 화  공 정

①  실험 방 법

Materials: Quercus류 톱밥

Preparation of lignocellulose: 크기 18-32 mesh 사이의 톱밥을 비하여 그 무게의 10배에 해당

하는 0.1 N NaOH용액에 3일 동안 담가 놓았다. 씻었을 때 갈색이 나오지 않을 때까지 반복한 다

음에는 0.1 N HCl용액에 마찬가지로 3일 동안 담가 두었다. 산 처리된 톱밥을 물로 잘 씻어낸 다

음 이번엔 60%의 ethanol에 하루 동안 담가 두었다. 이 게 만들어진 톱밥을 lignocellulose 

column에 사용했다.

Chromatography and Analysis of Tea Extract: Tea polyphenol, EGCG, ECG, EC등은 HPLC를 

사용하여 분석하 다. 

Experimental: 

Tea extract(3.19g)을 컬럼에 loading시킨 후 증류수를 부어 통과시켰다. 이때 tea 

polyphenol은 lignocellulose column에 흡착된다. 1ℓ의 증류수를 통과시킨 후 water-etanol 

solution을 흘려주었다. column에 흡착되어 있던 EGCG나 ECG, EC와 같은 tea polyphenol들이 녹

아나왔다.

컬럼을 통과하기  녹차 시료(C. sinensis) A와 컬럼 통과 후 시료 B와 lignocellulose 

column에 흡착되어있던 tea polyphenol이 포함된 시료 C, 이 3가지 sample을 NP TLC를 통해 확

인하 다. phenolic compound를 발색시키는 FeCl3발색제에 A와 C는 발색되었으나 B는 거의 색의 

변화가 없는 것으로 컬럼 통과 후 용액에는 tea polyphenol이 거의 포함되어 있지 않는 것으로 보

인다. 그 후 ethanol용액으로 흘려 내린 C에서는 다시 색의 변화가 생겼다 (Fig. 8).
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 A: C. sinensis 시료

 B: lignocellulose column을 통과한 후

 C: 60% ethanol로 흘려 내린 것

           

F i g .  8 .  l i g n o c e l l u l o s e  c o l u m n  처 리  과  후 의  비 교

water-ethanol용액의 ethanol의 농도를 차 으로 높여주면서 흘려주면 컬럼 표면에 흡착

되어 있던 polyphenol이 녹아 나온다. 이 tea polyphenol이 포함된 C. sinensis C 용액을 HPLC를 

사용하여 분석하 다 (Fig. 9).

 

F i g .  9 .  컬 럼  통 과  후  얻 어 진  용 액 의  H P L C 를  통 한  확 인

②  실험 결 과     결 론

          

나무의 주요한 구성성분인 lignin을 포함하는 lignocellulose는 복잡한 hydrophobic 

compound이다. 본 실험에서는 카페인을 없애는 공정에 유기용매를 사용하지 않고 톱밥으로 만든 

lignocellulose column을 사용해 tea polyphenol을 정제하 다. 이 실험결과로 보여지 듯 EGCG나 

EC, ECG 그리고 Caffeine을 분리할 수 있는 쉽고 간단한 방법이다. 더군다나 lignocellulose 

column은 여러 번 사용하여도 컬럼의 성능이 감소되지 않는다는 장 이 있다. 

4 )  디 카 페 인 화  공 정 이  녹 차 농 축 액 의  항 염  활 성 에  미 치 는  향  평 가
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녹차시료의 항염 활성을 체계 으로 평가하고, 각 시료간의 활성을 비교 분석할 수 있는 실

험모델로 Raw 264.7 세포주를 사용하여 다양한 농도  시간동안 lipopolysaccharide (LPS)를 처

리하여 염증반응의 지표를 나타내는 세포모델을 작성하 다 (Fig. 10). LPS 처리에 의하여 염증 

반응이 유도되었음을 확인할 수 있는 일차 인 지표로 Raw 264.7 세포에서 생산, 유리되는 nitric 

oxide (NO)의 양을 측정하 으며, 한 NO 생산을 직  조 하는 효소인 inducible NO synthase 

(iNOS)와 염증반응의 요한 지표인 prostaglandin 생산 효소인 cyclooxygenase 2 (COX-2)의 단

백 발  정도를 각각 western blot analysis의 방법으로 확인하 다. 

F i g .  1 0 .  ( A)  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리  후  시 간  경 과 에  따 른 NO  생 산 의  변 화 ,  

( B )  L P S  처 리 에  의 한  세 포  i NO S   C O X - 2  단 백 발 의  변 화  

녹차농축액으로부터 카페인을 제거하 을 때 시료의 항염 활성에 미치는 향을 평가하고

자, 녹차농축액 (C. sinensis) 시료와 lignocellulose column을 통과하여 카페인을 제거한 녹차시료

의 항염 활성을 평가하 다. Fig. 11에서 보이는 바와 같이 카페인 제거로 인하여 항염 활성의 

하가 유도되지 않았다. 따라서 기존의 녹차농축액 제조 공정에 카페인 제거 과정을 추가함으로서 

항염 활성은 그 로 유지하면서 음료로서의 용도로는 카페인의 단 을 최소화할 수 있는 이 을 

부여할 수 있을 것으로 사료된다. 
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F i g .  1 1 .  녹 차 시 료 의  c a f f e i n e  제 거 공 정 이  시 료 의  항 염  활 성 에  미 치 는  향

4.  추 출   분 획 을  통 한  녹 차 (Camellia sinensis) 에 서의  항 염  활 성 물 질  분 리

 

본 연구과제는 녹차에서 생리활성 물질을 찾아 의약품으로의 연구개발을 하여 구성된 산

학 동연구의 일환으로서, HPLC와 MPLC 그리고 NMR 등 분 학  분석 시스템을 통하여 녹차 

추출물로부터 활성을 가진 항염 활성 화합물을 분리․동정하는 것을 그 범 로 한다. 이를 하여  

녹차농축액을 분획  MPLC를 비롯하여 여러 가지 컬럼을 통하여 여러 분획으로 나  후, 이에 

하여 in vitro bioassay 결과와 NMR을 바탕으로 얻은 분획의 분 학  동정을 바탕으로 매우 

복잡한 조성을 지닌 물질을 체계 이고 효과 으로 분리하 다.

본 연구의 방법을 략 으로 살펴보면 다음과 같다. 우선 비실험을 통하여 생리활성이 

상되는 시료를 량으로 추출, 분획한다. 여기서 얻어진 분획을 여러 가지 크로마토그래 법을 

통해 분리하고 정제하여 단일물질을 얻어낸 후 NMR 분석을 통해 구조를 규명하 다.
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F i g .  1 2 .  녹 차 에 서의  생 리 활 성  성 분  분 리  과 정

1 )  규 모  추 출 .  분 획

 추출에 자주 사용되는 용매로서는 극성이 낮은 순으로 석유 ether, hexane, benzene, 

chloroform, methylene chloride, ether, ethyl acetate, acetone, butanol, isopropanol, ethanol, 

methanol, 물 등이 있다. 당한 용매를 써서 온 는 자비조건 하에서 여러 차례 추출을 한다. 

가온하느냐, 하지 않느냐는 목  화합물의 안정성과 련이 있으며, 추출  화합물 변화의 험

성과 추출효율의 좋고 나쁨에 한 계가 있다.

 본 실험에서는 처음에는 시료를 극성 용매인 hexane으로 추출하고 순차로 용매의 극성

을 상승시키면서 chloroform, ethyl acetate, butanol, 물의순서로 추출하 다. 추출된 시료는 환류 

(reflux) 냉각기를 사용하여 농축하고 건조시킨다. 그리고 액체 시료를 추출할 때에는 분액깔때기 

(separatory funnel)를 사용하여 분리, 분획하 다.  분획한 부분에서 polyphenol류를 확인하기 

해서 phenolic compound를 발색시키는 FeCl3 용액을 사용하 다. 먼  5가지 용매를 사용하여 분

획된 시료를 확인하 다 (Fig. 13).
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F i g .  1 3 .  분 획 된  부 분 에 서 p he n o l i c  c o m p o u n d  확 인

 그림에서 보는바와 같이 hexane분획과 CHCl3분획에서는 FeCl3에 한 색의 변화가 없

는 것으로 보아 phenolic compound는 거의 포함하지 않는 것으로 보이며 물 층에서는 약하긴 하

지만 희미한 색의 변화가 있었다. EtOAc와 BuOH 분획에서 색의 변화가 가장 뚜렷하게 보 다. 

이러한 사실로 보아 두 분획에 phenolic compound가 가장 많이 들어있을 것이며 이는 이 의 논

문이나 실험결과를 토 로 봤을 때 anti-inflammatory 활성이 가장 클 것이라는 것을 의미하므로 

두 분획을 비교해 볼 필요가 있다. 먼  두 분획을 standard 물질 5가지와 함께 NP-TLC를 사용

하여 확인해보았다. 

                           F i g .  1 4 .  C S E 와  C S B  분 획 의  TL C  비 교

의 그림에서 보듯이 F (EtOAc분획)와 G (BuOH분획)에서 FeCl3에 발색되는 spot의 치

가 다르게 나타남을 볼 수 있다. 
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2 )  여 러  가 지  c hr o m a t o g r a p h법 을  이 용 한  분 리 ,  정 제

 앞에서 얻어진 비 실험결과를 토 로 phenolic compound를 분리하기 한 실험에 들어

갔다.

 분획하여 얻어진 추출액은 먼  액체 컬럼 크로마토그래피를 통해 분리한다. Open column 

chromatography나 순상 역상 MPLC 는 HPLC를 주로 사용하며, 고정상으로는 Silica-gel, 

Sephadex-LH20 등을 사용하고 이동상으로는 hexane, pet. ether, chloroform, CH2Cl2, EtOAc, 

ether, MeOH 등을 사용한다. 때로는 이들을 히 섞어 사용하거나 물과 섞어 사용하기도 한다. 

                    F i g .  1 5 .  액 체 컬 럼 크 로 마 토 그 래 법 을  이 용 한  분 획

① 액 체  크 로 마 토 그 래 피 ：  

의 도식에서 보듯이 용매로 분획한 시료에서 다음단계로 진행하기 해 open column 

chromatography를 시행하 다. 실리카젤 (silica gel, 다공질의 무수 규산 SiO2의 분말)과 같이 수

분을 지니기 쉬운 담체를 컬럼에 충 하고, 여기에 물과 혼합되지 않는 용매에 녹인 혼합물을 주

입한다. 

이어서 같은 용매를 같은 방향으로 주입하면 담체표면의 물과 흘러 내려가는 용매 간에 시

료의 분배가 일어나고 분배율의 차이에 의해 용질은 담체표면의 수상에 잔류한다. 이어서 새로운 

용매가 흘러 내려오면 역시 분배율에 따라 용출하게 되므로 물에 한 분배율이 작을수록 충 된 
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컬럼을 빨리 통과하게 된다. 

               

                     F i g .  1 6 .  액 체 크 로 마 토 그 래 피 를  통 한  분 리 ,  정 제

먼  EtOAc 분획과 BuOH 분획 각각에 해 여러 가지 용매를 사용하여 TLC 조건을 결

정하고 anisaldehyde-sulfuric acid와 FeCl3 발색제에 발색되는 spot을 확인하고 column 조건을 결

정하 다.

 EtOAc 분획을 column chromatography 할 때에 이동상은 CHCl3: MeOH: Water=80: 16: 1

의 비율로 시작하여 차 으로 극성을 높여가며 3개의 fraction으로 나눴고 BuOH 분획은 CHCl3: 

MeOH: Water=80: 20: 1의 비율로 시작하여 이것역시 3개의 fraction으로 분획하 다.

분리된 fraction을 6개의 standard 물질과 함께 TLC에 어보았다. Fig. 17에서 보이는 것

처럼 EtOAc층과 BuOH층에 standard 물질과 겹치는 spot이 보이는 것을 확인할 수 있다. Gallic 

acid의 경우는 anisaldehyde-sulfuric acid에 발색이 되지 않으나 FeCl3에는 다른 phenolic 

compound와 마찬가지로 발색이 되는 것을 확인할 수 있다.
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F i g .  1 7 .  액 체  컬 럼  크 로 마 토 그 래 피  결 과  ( A:  a n i s a l d e hy d e  발 색 B :  F e C l 3  발 색)

②  역 상  크 로 마 토 그 래 피 ：  

Open column chromatography로 나눠진 fraction에 포함된 물질을 purification 하기 해서

는 좀 더 정 한 분리방법이 실행되어야 한다. 보통 MPLC나 HPLC를 이용하는데 본 실험에서는 

UV-Detector가 부착된 MPLC를 사용 하 다. 컬럼은 NP와 RP 컬럼 두 가지를 다 사용하 으며 

RP column의 종류로는 실리카겔 담체의 표면에 실리콘 수지를 부착시키거나 는 표면을 화학

으로 알킬화시킨 것 등이 있다. 비수계(非水系)의 용매를 고정상에 흡착시켜 사용하는데, 이러한 

고정상은 극성이 작은 물질에 하여 친화성이 강하고 반 로 극성이 큰 물질에 하여는 친화성

이 약하다. 이동상에 물이나 메탄올 등의 수계용매를 사용하면 극성이 큰 물질부터 용출되며 이러

한 역상 크로마토그래피는 배당체 등의 수용성 유기화합물의 분리에 당하다는 장 이 있다. 
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F i g .  1 8 .  C S B 2 의  r e v e r s e d - M P L C  c hr o m a t o g r a m

C18-RP 컬럼을 사용하여 compound 1번에서 6번까지를 분리하 으며 이동상으로는 

compound 1번과 4번의 경우에는 Water : MeOH : Formic acid= 79.7 : 20 : 0.3을 사용하 으며 

2번과 3번, 5번과 6번은 Water : MeOH : Formic acid= 89.7 : 10 : 0.3을 사용하 다.

 아래의 Fig. 19에서 보듯이 총 6개의 compound가 얻어졌으며 NMR 분석을 통해 구조를 

밝혔다. Compd. 1은 catechin (CA)으로 확인하 으며 1.80mg을 얻었다. Compd. 2는 epicatechin 

gallate (ECG)이고 4.01mg을 얻었으며, Compd. 3은 epigallocatechin gallate (EGCG)이고 7.04mg

을 얻었다. Compd. 4는 epicatechin (EC)이며 2.00mg을 얻을 수 있었고 Compd. 5는 

epigallocatechin (EGC)이고 3.97mg을 얻었다. 마지막으로 Compd. 6은 gallic acid (GA)로 1.2mg

을 얻어냈다. 
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                       F i g .  1 9 .  역 상  크 로 마 토 그 래 법 을  이 용 한  분 획

5.  항염활성 성분의 화 학 구 조 의  결 정

 정제된 활성이 있는 단일물질의 구조를 알기 해서는 분 분석법(spectroscopy)을 이용한

다. 실험실에서 주로 사용하는 방법은 UV spectroscopy, IR spectroscopy, Mass spectrometry, 

NMR spectroscopy, X-ray crystallography 등이 있다.

 구조결정 과정에서 실험재료로 사용된 식물 는 이 식물의 근연식물들로부터 이미 보고 

된 화합물들에 한 정보가 필수 으로 요구되며, 이 외에도 융 (m.p.), 크로마토그래피에 한 

정보, 비실험을 통하여 얻어진 정색반응에 한 정보 등은 화합물의 기본골격과 기본골격에 결

합되어 있는 능기의 종류와 수 등을 어느 정도 측함에 있어서 결정 인 자료를 제공하는 수

단이 될 수 있으므로 이런 결과들은 화학구조의 결정에 매우 요하다. 한 이들 결과로부터 도

출된 구조가 생합성 인 이론에 타당한지도 검토하여야 한다.
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얻어진 순수물질 6개에 한 구조를 악하기 해 NMR 측정을 의뢰하 다. 
1

H과 
13

C 

NMR 그리고 UV, IR 측정 데이터를 분석하여 녹차에 들어있는 phenolic compound의 구조를 확

인하 다. 다음은 각각의 compound에 한 NMR data와 IR. UV data 그리고 활성에 한 설명

이다.

1 )   C o m p o u n d  1 의  화 학 구 조  결 정

이름: catechin

분자식: C15H14O6

분자량: 290.27

구조:

O

OH

OH

HO

OH

OH
8

7
6

5 4a

8a 2

3

1'
2'

3'

4'

5'
6'

4

F i g .  2 0 .  C o m o u n d  1  의  1 H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

              F i g .  2 1 .  C o m o u n d  1  의  1 3 C  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,  C D 3 O D )
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UV λmax nm(MeOH): 280

IR γmax cm-1(KBr): 3400(OH), 1650(C=O), 1510, 1420(aromatic C=C), 1210(C-O).

C a t e c hi n 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  자 료 조 사  결 과

호 구 의존성 염에 한 억제효과 (Handa et al., 2002).

마우스의 귀에서의 부종 억제효과 (Kim et al., 1993).

Apoptosis에 여하는 물질들의 m-RNA expression을 조  (Isemura et al., 2003).

항암 진 효과 (Gao et al., 2003).

2 )  C o m p o u n d  2 의  화 학 구 조  결 정

이름: epicatechin gallate (ECG)

분자식: C22H18O10

분자량: 442.37

구조:

O

O

HO

OH
O

OH

OH OH

OH

OH

8

7
6

5 4a

8a
2

3

1'
2'

3'

4'

5'
6'

1"
2" 3"

4
4"

F i g .  2 2 .  C o m o u n d  2  의  
1

H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )
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F i g .  2 3 .  C o m o u n d  2  의 1 3 C   NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

UV λmax nm(MeOH): 280

IR γmax cm
-1

(KBr): 3300(OH), 1690(C=O), 1620, 1520, 1450(aromatic C=C), 1230, 1140, 1030.

E p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  자 료 조

사  결 과

ECG 유도체의 항암효과 (Hayes et al., 2006).

항바이러스 효과 (Song et al., 2005).

ECG 유도체의 황색포도상구균에 한 항균효과 (Anderson et al., 2005).

구강내 암세포에 한 ECG의 in vitro 세포독성 효과 (Nissim et al., 2005).

ECG의 상처치유 효과 (Kapoor et al., 2004).

Helicobacter pylori 균에 한 억제효과 (Yamada et al., 1997).

배양된 햄스터 세포에 한 돌연변이 억제 효과 (Kuroda, 1996).

Beta-secretase 효소 해효과 (Jeon et al., 2003).

ECG  유도체의 methicillin-내성 황색포도상구균에 한 항균효과 (Hamilton-Miller and Shah, 

2000).

3 )  C o m p o u n d  3 의  화 학 구 조  결 정  

이름: epigallocatechin gallate (EGCG)

분자식: C22H18O11

분자량: 458.37

구조:
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O

O

HO

OH
O

OH

OH OH

OH

OH

OH

8
7
6

5 4a

8a
2

3

1'
2'

3'

4'
5'

6'

1"
2" 3"

4
4"

F i g .  2 4 .  C o m o u n d  3 의  1 H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

F i g .  2 5 .  C o m o u n d  3  의  1 3 C  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

UV λmax nm(MeOH): 282.4, 313.2

IR γmax cm
-1

(KBr): 3400(OH), 1690(C=O), 1620, 1510, 1450(aromatic C=C), 1230, 1140, 1030.

E p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  

자 료 조 사  결 과
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간염 억제 효과 (Wang et al., 2006).

항염증 효과 (Huang et al., 2003).

염증 반응, 신생  폐 섬유화 억제 효과 (Dona et al., 2003).

STAT-1 해를 통한 항염증 효과 (Tedeschi et al., 2002).

Nitric oxide 합성효소 induction 억제 효과 (Lin et al., 2001).

4 )  C o m p o u n d  4 의  화 학 구 조  결 정  

이름: epicatechin (EC)

분자식: C15H14O6

분자량: 290.27

구조:

O

OH

HO

OH

OH

OH

8

7
6

5
4a

8a
2

3

1'
2'

3'

4'

5'
6'

4

F i g .  2 6 .  C o m p o u n d  4  의  1 H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

F i g .  2 7 .  C o m p o u n d  4  의
 1 3

C  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )
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UV λmax nm(MeOH): 280

IR γmax cm-1(KBr): 3400(OH), 1650(C=O), 1510, 1420(aromatic C=C), 1210(C-O).

E p i c a t e c hi n   ( E C ) 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  자 료 조 사  결 과

마우스 귀의 부종에 한 항염증 효과 (Kim et al., 1993).

Epicatechin의 항염증 효과 (Swarnalakshmi et al., 1981).

포도에서 얻어진 Epicatechin Conjugates의 세포독성 효과 (Ugartondo et al., 2006).

항암제에 한 약효 증진 효과 (Sato et al., 2006).

항 herpes  항유 독성 효과 (Savi et al., 2006).

Bacillus cereus에 한 항균 효과 (Friedman et al., 2006).

Epicatechin의 지질과산화 억제 효과 (Quine et al., 2005).

Epicatechin의 항산화 효과  항미생물 작용 (Mendoza-Wilson et al., 2006, Bae et al., 2005).

아 로이드 베타 단백질에 의해 유도된 Apoptosis의 억제 효과 (Heo et al., 2005).

Epicatechin의 돌연변이 유발 억제 효과 (Geetha et al., 2004).

5 )  C o m p o u n d  5 의  화 학 구 조  결 정  

이름: epigallocatechin (EGC)

분자식: C15H14O7

분자량: 306.27

구조:

O

OH

OH

HO

OH

OH

OH

8

7
6

5
4a

8a
2

3

1' 2'
3'

4'
5'

6'

4
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F i g .  2 8 .  C o m p o u n d  5  의  1 H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

F i g .  2 9 .  C o m p o u n d  5  의  1 3 C  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

UV λmax nm(MeOH): 280

IR γmax cm-1(KBr): 3300(OH), 1690(C=O), 1510, 1450(aromatic C=C), 1210(C-O).

E p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  자 료 조

사  결 과

Epigallocatechin (EGC)의 암세포 성장 억제 효과 (Kennedy et al., 2002).

항암 효과 (Hara et al., 1989).

항산화 효과 (Higdon et al., 2003).

항미생물 효과 (Si et al., 2006).

돌연변이 유발 억제 효과 (van der Merwe et al., 2006).

염증반응 억제 작용 (Kobayashi et al., 2006).
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6 )  C o m p o u n d  6 의   화 학 구 조  결 정  

이름: Gallic acid

분자식: C7H6O5

분자량: 170.12 

구조:

HO

HO

HO

H

H

COOH
765

23

4 1

F i g .  3 0 .  C o m p o u n d  6  의  1 H  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

F i g .  3 1 .  C o m p o u n d  6  의  1 3 C  NM R s p e c t r u m  ( 5 0 0 M H z ,   C D 3 O D )

UV λmax nm(MeOH): 218,

IR γmax cm
-1

(KBr): 3320(O-H), 1690(C=O), 1620, 1520, 1450(aromatic C=C), 1345, 1260, 1050;

G a l l i c  a c i d 의  생 리 활 성 :  S c i F i n d e r  S c ho l a r ( C he m i c a l  a b s t r a c t s ) 를  통 한  자 료 조 사  결 과

항바이러스  항염증 효과 (Higuchi et al., 2006).
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항염증 효과 (Choi et al., 2006, Yang et al., 2004).

비만세포에서의 histamine 유리를 억제 (Kim et al., 2006).

DNA polymerase 작용 해 효과 (Mizushina et al., 2006).

Rat 동맥에서의  수축 반응 강화 효과 (Sanae et al., 2002).
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No.
δH

1 2 3 4 5 6

2 4.56 5.03 4.97 4.86 4.75 -

3 3.98 5.52 5.52 4.18 4.16 7.06

4a 2.85 2.85 2.84 2.74 2.73 -

4b 2.53 2.99 2.98 2.86 2.83 -

6 5.93 5.96 5.96 5.94 5.94 7.06

8 5.86 5.96 5.92 5.91 5.91

  2′ 6.84 6.95 6.50 6.97 6.51

  3′ - - - - -

  5′ 6.77 6.70 - 6.75 -

  6′ 6.76 6.81 - 6.76 -

  2″ - 6.93 6.95 - -

No.
δC

1 2 3 4 5 6

1 - - - - - 122.1

2  83.0  78.8  78.8  80.0  80.0 110.5

3  68.9  70.1  70.1  67.6  67.6 139.7

4  28.7  27.0  27.0  29.4  29.3 -

4a 100.9  99.5  99.6 100.2 100.2 110.5

6  96.4  96.7  95.7  96.6  96.5 -

8  95.7  96.0  96.0  96.0  96.0 146.5

5 157.7 157.9 157.9 158.1 157.8 170.5

7 157.9 158.0 158.0 157.8 158.1

8a 157.1 157.4 157.6 157.5 157.4

 1′ 132.4 131.6 130.9 132.4 131.7

 2′ 115.4 115.3 107.0 115.5 107.1

 3′ 146.3 146.1 146.8 146.1 146.8

 4′ 146.4 146.1 133.9 145.9 132.9

 5′ 116.2 116.2 - 116.0

 6′ 120.2 119.5 - 119.5

 1″ 121.6 121.6

 2″ 110.4 110.4

 3″ 146.5 146.4

 4″ 140.0 140.0

 5″ -

 6″ -

CO 167.8 167.8

7 )  C o m p o u n d s  1 ～6 의  NM R d a t a

 Ta b l e  2 .  1 H  NM R c he m i c a l  s hi f t  d a t a

 Ta b l e  3 .  
1 3

C  NM R c he m i c a l  s hi f t  d a t a
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6 .  녹 차 농 축 액  분 획 추 출 물 의  항 염  활 성  평 가  

  

1 )  녹 차  일 차  분 획 의  항 염  활 성  평 가

녹차농축추출액의 분획추출 방법에 따른 항염활성의 차이를 평가하기 하여 제 2 세부과

제로부터 n-hexane, CHCl3, EtOAc, n-BuOH, H2O을 이용하여 녹차농축앰 을 순차 으로 분획한 

각 분획시료들이 LPS에 의한 NO 생산을 억제하는 정도를 측정하여 가장 우수한 항염 활성을 나

타내는 분획을 추 하 다. 각 시료 1, 2, 5 μg/ml을 각각 세포에 처리하고, LPS로 염증반응을 유

도하 을 때, NO 생산의 정도를 측정하여 비교, 항염 활성의 정도를 평가하 다.  Fig. 32와 33에

서 보이는 바와 같이 각 시료의 정도의 차이는 있었으나 항염 활성을 나타내었고, 특히 EtOAc와 

n-BuOH 추출분획의 항염 활성이 가장 우수한 것으로 확인되었다. 
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F i g .  3 2 .  H 2 O  ( C S A) ,  n- B u O H  ( C S B ) ,  C H C l 3  ( C S C ) ,  E t O Ac  ( C S E ) ,  n- he x a n e  ( C S H )  

추 출 분 획 이  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리 에  의 한  NO  생 산  증 가 에  미 치 는  향   

F i g .  3 3 .  H 2 O  ( C S A) ,  n- B u O H  ( C S B ) ,  C H C l 3  ( C S C ) ,  E t O Ac  ( C S E ) ,  n- he x a n e  ( C S H )  

추 출 분 획  각  5  μg / m l 의  항 염  효 과  비 교

2 )  녹 차 농 축 액  이 차  분 획 추 출 물 의  항 염  활 성  평 가  

녹차앰 추출분획  n-BuOH (CSB)  EtOAc (CSE) 추출분획에서 가장 우수한 항염 활

성을 보 으므로, 제 2 세부과제로부터 이 두 분획을 상으로 2차 분획시료를 얻었으며, 이들의 

항염 활성을 같은 방법으로 검정하 다. EtOAc와 n-BuOH 추출분획에서 각각 얻어진 CSB1, 



- 53 -

CSB2, CSB3, CSE1, CSE2, CSE3 분획의 항염 활성 결과는 Fig. 34  35와 같다.

F i g .  3 4 .  n- B u O H  ( C S B ) 로 부 터  소 분 획 화 된  C S B 1 ,  C S B 2 ,  C S B 3 가  

각 각  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리 에  의 한  NO  생 산  증 가 에  미 치 는  향   



- 54 -

F i g .  3 5 .  E t O Ac  ( C S E ) 의  소 분 획  추 출 물 인  C S E 1 ,  C S E 2 가  

각 각  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리 에  의 한  NO  생 산  증 가 에  미 치 는  향   

3 )  녹 차 농 축 액  에 서 분 리 한  항 염 활 성  성 분 의  항 염 활 성  평 가

녹차농축액 분획추출물  함유된 것으로 확인된 단일물질들에 하여 이들 물질들의 항염 

활성을 각각 평가하 다  (Fig. 36, 37). 사용한 compound는 다음과 같다; compound 1 (catechin), 

compound 2 (epicatechin gallate; ECG). compound 3 (epigallocatechin gallate; EGCG), 

compound 4 (epicatechin; EC), compound 5 (epigallocatechin; EGC), compound 6 (gallic acid; 

GA).
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F i g .  3 6 .  녹 차   함 유 된  c o m p o u n d 인  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d 가  

각 각  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리 에  의 한  NO  생 산  증 가 에  미 치 는  향  
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F i g .  3 7 .  녹 차   함 유 된  c o m p o u n d 인  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d  

각  5  μg / m l 의  항 염  효 과  비 교 :  D e x a m e ht a s o n e  ( D e x a )   시  g r e e n  t e a  e x t r a c t  

( G TC ) 와 의  비 교

7 .  녹 차 추 출 물 의  항 염 증  효 과 와  련 된  세 포  내  약 물 작 용  타 겟  확 인  

앞의 실험으로부터 항염 활성을 가지는 녹차농축액의 항염 활성 매개 compound인 

catechin, epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin (EC), 

epigallocatechin (EGC), gallic acid에 하여 이들 물질의 항염 활성의 세포 내 약물작용 타겟을 

확인하고 효과를 비교하기 하여 ① inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 

(COX-2) 단백 발 과 ② NF-kB 활성화에 미치는 향을 각각 검토하 다. 각 분획시료가 각각

의 지표에 미치는 향은 다음과 같다 (Fig. 38).
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F i g .  3 8 .  녹 차 농 축 액  항 염  활 성  c o m p o u n d  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  

e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d 가  

각 각  Ra w  2 6 4 . 7  세 포 주 에 서 L P S  처 리 에  의 한  ( A)  i NO S   C O X - 2  단 백  발 ,  ( B )  NF - k B  

활 성 화 에  미 치 는  향  

8 .  녹차추출물의 항산화 활성 평가를 통한 염증반응에서의 세포보호 효과

염증반응 과정에서 생산이 격히 증가되는 NO는 강력한 산화성 물질로 잘 알려져 있으며, 

따라서 NO 생산의 증가는 세포에 한 산화성 스트 스의 증가를 유도하여 세포에 이차 인 손

상과 괴사를 래하게 된다. 뿐만 아니라, COX-2 효소 역시 효소 활성 과정에서 산화성 스트 스

가 유도됨이 보고된 바 있다. 이와 같은 산화성 스트 스는 직 으로 세포손상과 연결되어 염증 

반응으로 인한 상처를 악화시키고 치유속도를 더디게 하는 주된 요인으로 작용하게 되므로 염증 

치료 과정에서 약물의 항염 효과와 함께 항산화 효과가 매우 요한 의미를 갖는다. 따라서 본 과

제에서 항염 효과가 우수한 것으로 확인된 각 녹차농축액 추출분획  항염 활성 표 성분의 항

산화 활성을 평가하여 염증 반응으로부터의 세포보호효과를 검토하고자 하 다. 

피부를 구성하는 세포  가장 비율이 높은 각질형성세포 (keratinocyte)를 배양하여 H2O2 

는 NO donor를 처리하여 산화성 스트 스 세포모델을 작성하 다. 세포손상의 평가는 세포 사

멸시 세포막 손상으로 인해 세포 밖으로 유출되는 lactate dehydrogenase (LDH)  효소활성을 측
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정함으로서 세포손상의 지표로 하 으며, 녹차농축액 분획 추출물  녹차농축액 분획으로부터 얻

은 compound인 catechin, epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin 

(EC), epigallocatechin (EGC), gallic acid를 각각 처리하 을 때, 산화성 스트 스에 의한 세포손

상의 정도에 미치는 향을 확인하 다. Fig. 39의 결과에서 보이는 바와 같이, 녹차농축액 분획 

추출물  6개 compound 모두 산화성 스트 스에 의한 세포사멸을 억제하는 효과를 보여 이들 

분획이 항산화 효과를 가지고 있음을 의미한다.

F i g .  3 9 .  녹 차 농 축 액  분 획  추 출 물   c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d 가  각 각  

k e r a t i n o c y t e 에 서 NO ,  H 2 O 2  처 리 에  의 한  세 포 손 상 에  미 치 는  향  

9 .  피부 구성 세포에 한 녹차추출물의 세포독성 여부 평가

녹차농축액 추출분획의 피부 용을 해서는 상 시료가 피부 구성 세포에 하여 특별

한 독성을 나타내지 않아야 한다. 이를 검정하기 하여 keratinocyte를 배양하여 녹차농축액 분획 

추출물  catechin, epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin 

(EC), epigallocatechin (EGC), gallic acid가 각각 세포독성을 나타내는지를 LDH assay를 이용하

여 평가하 다 (Fig. 40). 결과에서 알 수 있는 바와 같이 각 compound는 유의 인 항염 효과를 

보 던 농도에서 (녹차 추출액 5 μg/ml  표 품 10 μM) 모두 피부 구성 세포에 하여 세포독

성을 나타내지 않았다.
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F i g .  4 0 .  녹 차 농 축 액  분 획  추 출 물   c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d 의  세 포 독 성 여 부  

평 가

1 0 .  녹차농축액 추출분획 의 항염 활성 성분 함유량 정량

본 과제 수행 과정에서 항염 활성을 갖는 compound들을 분리하 고, 이들 물질이 염증반응 

세포 모델에서 항염 효과를 가짐을 확인하 으므로, 녹차농축액의 각 분획  추출 단계에서 얻은 

시료들  항염 활성 compound의 함량을 평가하여 향후 녹차농축액을 이용한 항염증 연고제 개

발을 한 기  자료로 제시하고자 하 다. 

1 )  녹 차 농 축 액  일 차  분 획  의  항 염  활 성  c o m p o u n d 의  정 량

녹차농축액 의 유효 성분을 확인하기 하여 농축액을 아래 5가지 용매, 물(CSA), 부탄올

(CSB), 클로로포름(CSC), 에칠 아세테이트(CSE)  n-헥산(CSH)를 사용하여 추출한 후 각 추출

액  유효성분의 함량을 분석하 다. 그 결과 부탄올(CSB)과 에칠 아세테이트(CSE) 층에서 주로 

항염증 효과를 나타내는 catechin유도체들이 함유되어 있음을 알 수 있었다. 특히 클로로포름  

n-헥산층에는 caffeine이 주로 함유되어 있음을 확인하 다.

C S A( 물 )
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F i g .  4 1 .  녹 차 농 축 액  일 차  분 획  의  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E C G ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  

g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  a c i d   c a f f e i n e  성 분  

정 량

2 )  녹 차 농 축 액  이 차  분 획  의  항 염  활 성  c o m p o u n d 의  정 량

① C S B  분 획 에  한  이 차  분 획

     CSB 분획에 한 이차 분획 의 유효 성분을 확인하기 하여 각 분액  유효성분의 함량

을 분석하 다. 그 결과 CSB01 분액에서 주로 gallic acid, caffeine, catechin(C),  epicatechin 

(EC) 유도체들이 함유되어 있음을 알 수 있었으며 CSB02에는 다량의 gallic acid  소량의 

epigallocatechin (EGC), caffeine이 함유되어 있었고 CSB03에는 gallic acid  epigallocatechin 

gallate (EGCG)만 함유되어 있음을 확인하 다.

C S B 0 1
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F i g .  4 2 .  녹 차 농 축 액  C S B  분 획 에 서 얻 은  이 2 차  분 획  의  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

( E C G ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  

a c i d   c a f f e i n e  성 분  정 량

② C S E  분 획 에  한  이 차  분 획

CSE 분획에 한 이차 분획 의 유효성분의 함량을 분석하 다. 그 결과 CSE01 분액에서 

주로 caffeine   epicatechin (EC)이 함유되어 있었고 소량의 gallic acid  catechin(C)이 함유

되어 있음을 알 수 있었으며 CSE02에는 다량의 epigallocatechin (EGC)만 함유되어 있었고 

CSE03에는 gallic acid, epigallocatechin (EGC)  epigallocatechin gallate (EGCG)를 주로 함유하

고 있음을 확인하 다.

C S E 0 1
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F i g .  4 3 .  녹 차 농 축 액  C S E  분 획 에 서 얻 은  이 차  분 획  의  c a t e c hi n ,  e p i c a t e c hi n  g a l l a t e  

( E C G ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  g a l l a t e  ( E G C G ) ,  e p i c a t e c hi n  ( E C ) ,  e p i g a l l o c a t e c hi n  ( E G C ) ,  g a l l i c  

a c i d    c a f f e i n e  성 분  정 량
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3 )  C o m p o u n d  종류 에  따 른 각  녹 차 농 축 액  분 획   함 유 량  비 교

다음은 각 녹차농축액 분획  주요 Compound 함유량을 비교한 것이다. 농축액을 아래 5

가지 용매, 물(CSA), 부탄올(CSB), 클로로포름(CSC), 에칠 아세테이트(CSE)  n-헥산(CSH)을 

사용하여 추출한 후 그  유효 성분이 많이 함유된 부탄올(CSB)과 에칠 아세테이트(CSE)층을 

다시 각각 3개씩 sub분획하여 CSB 01, 02, 03과 CSE 01, 02, 03으로 분획하여 각각의 분획에서의 

catechin 유도체들의 함량을 비교하 다. 특히 녹차 처리 과정에서의 차이에 따른 유효성분의 변

화를 확인하기 하여 #1, #2, #5의 녹차 추출액을 분석 비교하 다. #1은 녹차잎을 고온에서 수분

간 열처리한 후 물로 추출한 녹차 농축액이며, #2는 #1의 열처리를 생략하고 물로 추출한 녹차 농

축액이다. #5는 녹차 농축액 #1을 속 냉각하여 얼음 결정을 제거하고 녹차 성분만 추출하는 방

식으로 제조한 분말을 메탄올에 희석시킨 시료이다.
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sample

standard

녹차농축액

(mg/mL)

CSB

(mg/g)

CSE

(mg/g)

CSH

(mg/g)

CSA

(mg/g)

CSC

(mg/g)

CSB01

(mg/g)

CSB02

(mg/g)

Gallic acid 1.06 41.48 72.51 0.73 2.55 4.02 26.10 41.10

Caffeine 5.31 7.88 36.33 815.3 0.30 369.5 38.05 1.98

Epigallocatechin 1.82 65.43 210.9 - 1.40 - - 4.60

Catechin 0.31 2.43 15.38 - - - 10.42 -

Epicatechin 0.86 4.65 60.63 - - - 40.81 -

Epigallocatechin gallate 0.76 4.91 35.65 - - - - -

Epicatechin gallate 0.21 1.62 5.12 - - - - -

sample

standard

CSB03

(mg/g)

CSE01

(mg/g)

CSE02

(mg/g)

CSE03

(mg/g)

#1

(mg/mL)

#2

(mg/mL)

#5

(mg/g)

Gallic acid 10.60 10.72 93.62 25.82 3.98 0.27 4.87

Caffeine - 134.2 - - 9.15 3.18 130.0

Epigallocatechin - - 548.5 23.51 6.20 2.53 48.91

Catechin - 49.86 1.09 1.88 0.21 0.09 1.49

Epicatechin - 225.1 2.40 9.77 1.89 0.75 18.01

C a ffe in e

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

C
S
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C
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C
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S
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S
C
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S
B
0
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C
S
B
0
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C
S
B
0
3

C
S
E
0
1

C
S
E
0
2

C
S
E
0
3

#
1

#
2

#
5

m
g
/ g

F i g .  4 4 .  녹 차 농 축 분 액  에 서 분 리 된  항 염  활 성  c o m p o u n d  함 유 량  비 교

Tabl e 4.  녹차농축액 시료 의 항염 활성 compound 정량   
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Epigallocatechin gallate 6.74 14.17 9.23 44.55 - 1.39 63.85

Epicatechin gallate - - 24.54 - - 1.18 12.98

sample

standard

녹차농축액

(μmole/mL)

CSB

(μmole/g)

CSE

(μmole/g)

CSH

(μmole/g)

CSA

(μmole/g)

CSC

(μmole/g)

CSB01

(μmole/g)

CSB02

(μmole/g)

Gallic acid 6 244 426 4 15 24 153 242

Caffeine 27 41 187 4198 2 1903 196 26

Epigallocatechin 6 214 689 - 10 - - 15

Catechin 1 8 53 - - - 36 -

Epicatechin 3 16 209 - - - 141 -

Epigallocatechin gallate 2 11 78 - - - - -

Epicatechin gallate 0.48 4 12 - - - - -

sample

standard

CSB03

(μmole/g)

CSE01

(μmole/g)

CSE02

(μmole/g)

CSE03

(μmole/g)

#1

(μmole/mL)

#2

(μmole/mL)

#5

(μmole/g)

Gallic acid 62 63 550 152 23 2 29

Caffeine - 691 - - 47 26 670

Epigallocatechin - - 1791 77 20 8 160

Catechin - 172 4 6 1 0.34 5

Epicatechin - 776 8 34 7 7 62

Epigallocatechin gallate 15 31 20 97 - 3 139

Epicatechin gallate - - 55 - - 3 29
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제 4 장   목표달성도  련분야에의 기여도

   

가.  목표달성도

구분 연도
연구개발의 

목표
연구개발의 내용 연구범 달성도(%)

1차

년도
2006

1) 녹차추출물의 

유효 생리활성 

물질의 정량법 

확립  상품의 

표 화

2) 녹차추출물 

유래의 항염증 

활성 성분 분리

3) 항염증 련 

생리활성의 

평가와 기  

규명을 통한 

약리학  검증

녹차 추출물의 유

효 생리활성 지표

물질 선정  함량 

분석을 통한 기  

 시험방법 설정

항염증 효과를 

극 화하기 한 

분획 추출방법의 

정조건 확립  

유효성분의 동정

‘보성녹차농축앰 ’

에서의 항염증 효

과를 심으로 한 

생리활성의 평가와 

기  규명

- 보성 녹차 추출물 분석에 당

한 분석법을 선정 용하여 test 

함으로써 향후 quality control

에 유용한 정량법 확립

- 유효 지표 물질을 설정하여 그 

정량성을 확립함으로써 상품의 

표 화에 이용

- 녹차추출물의 유효성분을 추출

하여 녹차 표 엑스를 제조

- 항염증  항산화 활성이 인정

되는 녹차 표 엑스로부터 생리

활성 분획 제조

- 생리활성 분획으로부터 생리활

성소분획 제조

- 활성 소분획으로부터 항염증 항

산화 성분 분리  정제

- 분리된 활성 성분의 화학구조 

규명

- 녹차추출물  분획 성분이 면

역세포에서의 염증반응 매개물

질 생산과 련 신호 달기 에 

미치는 향 평가를 통한 항염

증 효과 검토

- 항산화 활성 평가를 통한 염증

반응에서의 세포보호 효과 연구

- 피부 구성 주된 세포인 

keratinocyte에 한 독성시험을 

통해 연고제로의 개발시 피부독

성 유발 가능성 평가 

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100
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1.  녹차의 항염 생리활성 성분의 분석법 확립  

녹 차 추 출 물 의  유 효  항 염  생 리 활 성  물 질 의  정 량 법  확 립 을  통 하 여  시 험 방 법  설 정 과  상 품  

표 화 를  확 립 할  수  있 다 .  녹차추출물의 유효 생리활성 물질인 gallic acid, epigallocatechin, 

catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate, epicatechin gallate의 동시 정량을 HPLC 방법으로 

확립하 다. 분석 기술 으로 유사 화합물의 동시 정량을 해서는 부분의 경우 gradient  

mobile phase program이 주된 방법으로 재 6종의 분석법이 발표되어 있으나 본 연구에서는  

단일 혼합 mobile phase를 사용하는 isocratic method를 이용하여 30분 내에 녹차에 다량 함유되

어 있는 caffeine 까지 분석이 동시에 이루어질 수 있다는 에서 분석 방법상의 큰 개선이 이루

어졌음을 의미한다.

 

2.  녹차농축액의 생리활성 성분 정량

녹차농축액을 5가지 용매, 물(CSA), 부탄올(CSB), 클로로포름(CSC), 에칠 아세테이트(CSE) 

 n-헥산(CSH)를 사용하여 추출한 결과 부탄올(CSB)과 에칠 아세테이트(CSE)층에서 주로 항염

증 효과를 나타내는 catechin 유도체들이 함유되어 있음을 알 수 있었다. 특히 비극성 용매인 클

로로포름  n-헥산층에는 caffeine이 주로 함유되어 있음을 확인하 다. 이는 향후 녹차의 항염 

유효 성분 추출시 부탄올(CSB)과 에칠 아세테이트(CSE)를 사용하여 간편하게 유효성분을 추출할 

수 있음을 확인하는 것이며 특히 decaffeination이 필요한 경우 비극성 용매를 사용할 수 있음을 

보여 다.

3.  녹차추출농축액으로부터의 caf f ei ne 제거방법 확립

목재 가공시 발생되는 부산물인 톱밥으로부터 얻어진 lignocellulose를 충 제로 사용하여 

만든 column을 통해 green tea extract로부터 caffeine이 제거된 green tea polyphenol을 얻어 낼 

수 있는 방법을 확립하 다. Gallate residues를 가진 green tea polyphenol, 즉 EGCG나 ECG 등

은 증류수를 이동상으로 사용하여 용출하 을 때에 lignocellulose column의 고정상에 흡착되는 반

면에 카페인은 컬럼을 통과하 다. 흡착된 polyphenols은 60% ethanol을 흘려주었을 때 가장 많은 

양이 녹아 나왔으며 컬럼  caffeine/EGCG 비율이 0.696이고 컬럼 후 caffeine/EGCG 비율은 

0.004로 떨어졌다. 이 방법은 이동상으로서 증류수와 에탄올을 사용함으로써, 기존의 방법에서 흔

히 사용되던 methylene chloride 등 독성 용매 사용으로 인한 부작용의 우려 없이 고효율의 

decaffeinated green tea polyphenol 농축액을 얻을 수 있는 방법을 확립하 다.

4.  추 출   분 획 을  통 한  녹 차 (Camellia sinensis) 에 서의  항 염  활 성 물 질  분 리

녹차추출농축액 시료에 하여 각종 유기용매(hexane, chloroform, EtOAc, BuOH)를 이용한  

분배(partition) 과정을 통하여 표 추출물을 제조하 다. 이들에 한 생리활성 평가결과로부터 항
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염활성이 인정되는 분획에 하여 Silica gel, Sephadex LH20, 는 역상 TLC, CC, MPLC, 

HPLC 등을 사용한 각종 크로마토그래피를 통해 소분획을 제조하고, 이 과정을 반복함으로써 항

염증 활성을 나타내는 6종의 물질을 분리, 정제하 다. 

5.  항염 활성 성분의 화 학 구 조 의  결 정

녹차추출농축액으로부터 얻어진 순수물질에 하여 NMR (1H과 13C)  UV, IR  MS 등 

각종 spectroscopy 측정 데이터를 분석하여, catechin, epicatechin, epicatechin gallate, 

epigallocatechin, epigallocatechin gallate  gallic acid 등 총 6종의 항염증 생리활성 성분들에 

한 화학구조를 동정, 확인하 다.

6 .  녹 차 농 축 액  분 획 추 출 물 의  항 염  활 성  평 가  

시  녹차농축액으로부터 고부가가치 상품인 항염증 연고제로의 개발을 하여 항염 활성

을 증강시킬 수 있는 분획추출방법을 제시하고자 녹차농축액을 5가지 용매, 물(CSA), 부탄올

(CSB), 클로로포름(CSC), 에칠 아세테이트(CSE)  n-헥산(CSH)을 사용하여 추출하여 각각의 

항염 활성을 확인하 다. 본 과제의 수행결과에 의하면 부탄올(CSB)과 에칠 아세테이트(CSE)를 

이용한 용매 추출시 항염 활성이 가장 증가함을 알 수 있었으며, 이는 본 과제의 제 1 세부과제에

서 이 분획에서 가장 항염 유효 성분을 많이 함유하고 있다는 결과와 함께 향후 항염 활성 증

를 한 분획추출법으로 용할 수 있을 것으로 사료된다. 

7 .  녹 차 추 출 물 의  항 염 증  효 과 와  련 된  세 포  내  약 물 작 용  타 겟  확 인  

녹차 농축추출분획  항염 활성 성분의 약물 작용 타겟으로 iNOS  COX-2 효소 단백 

발 에 미치는 향을 확인하 다. 일반 으로 iNOS  COX-2는 항염 작용의 주요 타겟이 되므

로 이들 단백 발 에 미치는 향은 약물의 작용기 을 확인하는 데에 매우 요한 의미를 가지

게 된다. 본 과제 수행 결과, 녹차 추출물의 항염 활성을 나타내는 유효 성분  EC, EGC, EGCG 

 catechine은 LPS에 의한 iNOS 발 증가를 억제하는 효과가 크게 나타났으며, EGC, EGCG, 

catechine, gallic acid는 COX-2 발 에 한 향을 효과 으로 차단하는 것으로 확인되었다. 이

러한 결과는 항염증 연고제 개발에 있어 단일물질보다는 천연물  함유된 다양한 성분을 동시에 

용함으로서 약물 작용의 다양성을 통하여 약물 효과를 증강시킬 수 있음을 시사하 다.

8 .  녹차추출물의 항 산 화  활 성  평 가 를  통 한  염 증 반 응 에 서의  세 포 보호  효 과

녹차 추출물이 가지고 있는 항염증 효과 뿐 아니라 항산화 효과는 항염증 연고제로의 용

시 염증의 직 인 억제 뿐 아니라 염증 과정에 수반되는 세포 손상을 억제하는 효과를 가질 수 

있음을 의미한다. 따라서 녹차 추출물의 항염  항산화 효과는 기존에 단순히 항염 활성만을 가

지는 성분에 비하여 효과 으로 염증 증상 개선을 기 할 수 있음을 의미한다. 
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9 .  녹차농축액 추출분획 의 항염 활성 성분 함유량 정량

1 )  C S E  분 획 에  한  2 차  분 획

CSE 분획에 한 2차 분획 의 유효성분의 함량을 분석 하 다. 그 결과 CSE01분액 에서 주로 

caffeine   epicatechin (EC)이 함유되어 있었고 소량의 gallic acid  catechin(C)이 함유되어 

있음을 알수 있었으며 CSE02에는 다량의 epigallocatechin (EGC)을 함유 하고 있었고 CSE03에는 

gallic acid, epigallocatechin (EGC)  epigallocatechin gallate (EGCG)를 주로 함유 하고 있음을 

확인하 다.

2 )  C S B  분 획 에  한  2 차  분 획

 CSB 분획에 한 2차 분획 의 유효성분의 함량을 분석하 다. 그 결과 CSB01 분액에서 주로 

gallic acid, caffeine, catechin(C),  epicatechin (EC) 유도체들이 함유되어 있음을 알 수 있었으

며 CSB02에는 다량의 gallic acid  소량의 epigallocatechin (EGC),  caffeine이 함유되어 있었고 

CSB03에는 gallic acid  epigallocatechin gallate (EGCG)만 함유되어 있음을 확인하 다.

나.  련분야 기여도

1) 기술  측면

 녹차 항염 성분 분석을 한 조작이 간편한 새로운 HPLC isocratic method를 개발하여 30분 

내에 동시 정량할 수 있는 분석법을 확립

상품의 균질성 확보 

효능에 한 과학 인 근거 제공

제조 공정 개선을 통한 상품의 질 개선

차세  고부가가치 기능성 상품 개발을 한 기  자료 제시: 녹차추출물을 이용하여 아토피성 

피부염, 지루성 피부염, 여드름 등 다양한 형태의 염증성 질환에 선택 인 연고/크림/로션/기능

성 샴푸 등 개발의 기반 마련

2) 경제 ․산업  측면

포화 상태의 녹차 련 상품 매 증

녹차 원료 수요 증가에 따른 녹차 재배 필요성 확

녹차추출물을 이용한 의약품 개발  특허를 통한 지  재산권의 우  확보
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

가.  추가연구의 필요성

본 연구결과를 기반으로 하여 연고제로의 상품 개발을 한 후속연구가 필요함. 

나.  타 연구에의 응용

이미 상품화된 녹차 추출물의 유효성분 함량을 정량화/표 화함으로써 기   시험방법을 설

정하고 상품의 균질성을 확보 

유효 생물활성 물질의 함량을 분석 규명함으로써, 가공제품들의 효능에 한 과학 인 근거 제

공

향후 개발되는 각종 녹차 제품들의 건강 기능성식품 품목허가 신청시 필수 으로 요구되는 함

량 표시  효능 표시의 근거자료로 활용

녹차 재료의 사용 종자, 채취 시기, 는 재료의 가공처리 방법에 따른 유효 성분 함량을 모니

터링 함으로써 상품의 질 개선

다.  기업화 추진 방안

녹차의 반  생리활성 물질을 체계 이고 범 하게 분석하여 그 응용성을 개척하며, 이를 

이용하여 새로운 녹차 련 기능성 상품 개발

녹차추출물의항염증 효과 검증을 통한 항염증 연고제 개발의 기 자료 제공, 연고제의 상품화 

연구로 연계
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