
     

보안 과제( ), 일반 과제( O ) / 공개( ), 비공개( O ), 발간등록번호( O )

고부가가치식품기술개발사업 2019년도 최종보고서

발 간 등 록 번 호

1 1 - 1 5 4 3 0 0 0 - 0 0 3 0 8 9 - 0 1

녹차 유래 고순도 EGCG 소재 기반의
항노화 건강기능식품 개발 및 상용화

최종보고서

2020.06.05.

주관연구기관/㈜알앤오식품

협동연구기관/한국화학연구원

대전대산협단

농 림 축 산 식 품 부
(전문기관) 농림식품기술기획평가원



- i -

<제출문>
제 출 문

농림축산식품부 장관 귀하

본 보고서를 “녹차 유래 고순도 EGCG 소재 기반의 항노화 건강기능식품 개발 

및 상용화”(개발기간：2017. 06. 15 ~ 2019. 12. 31)과제의 최종보고서로 제

출합니다.

2020. 06. 05.

     
 주관연구기관명 :     ㈜알앤오식품 (류건식)      (인)  
 협동연구기관명 :   한국화학연구원 (이미혜)      (인)
 참여기관명 :     대전대산학협력단 (황석연)      (인)

        

                                  주관연구책임자 : 류 건 식
                                  협동연구책임자 : 유 시 용
                                                  최 정 준
                                  

국가연구개발사업의 관리 등에 관한 규정 제18조에 따라 보고서 열람에 
동의 합니다.



- ii -

<보고서 요약서>
보고서 요약서

과제고유번호 317034-03
해당단계
연구기간

2017.06.15
~2019.12.3

1
단 계 구 분 총 단 계

연 구 사 업 명

단 위 사 업 농식품기술개발사업

사 업 명 고부가가치식품기술개발사업

연 구 과 제 명

대 과 제 명 (해당 없음)

세부 과제명
녹차 유래 고순도 EGCG 소재 기반의 항노화 

건강기능식품 개발 및 상용화

연 구 책 임 자  류 건 식

해당단계
참여

연구원 수

  총:  명
내부:  명
외부:  명

해당단계
연구개발비

정부:     천원
민간:     천원
  계:     천원

총 연구간
참여

연구원 수

  총:18명
내부:17명
외부: 1명

총 연구
개발비

정부:1,160,000
천

민간:386,667천
원계:1,546,667

천원

연구기관명 및 
소 속 부 서 명

 ㈜알앤오식품 기업부설연구소
참여기업명

국제공동연구
상대국명: 상대국 연구기관명:

협 력 연 구
연구기관명:

한국화학연구원
대전대산학협력단

연구책임자:
유 시 용
최 정 준

※ 국내외의 기술개발 현황은 연구개발계획서에 기재한 내용으로 갈음



- iii -

연구개발성과
의 보안등급 

및 사유
9대 성과 등록·기탁번호 

구분 논문 특허

보
고
서 
원
문

연구
시설
·장
비

기술
요약 
정보

소
프
트 
웨
어

화
합
물

생명자
원

신품종

생
명
정
보

생
물
자
원

정
보

실물

등록·
기탁 
번호

The Am.J.Chin.Med. 48(3) 1-15
한국생약학회지 49(4) 328-335
한국생약학회지 50(3) 198-204
한국작물학회지 8(2019) 202-208

10-2019-0113722
10-2019-0121437
10-2019-0107930

국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

구입기관 연구시설·
장비명

규격
(모델명) 수량 구입연월일 구입가격

(천원)
구입처
(전화)

비고
(설치장소)

NTIS
등록번호

요약(연구개발성과를 중심으로 개조식으로 작성하되, 500자 이내로 
작성합니다)

보고서 면수



- iv -

<요약문>

연구의
목적 및 내용

 기존 녹차 소재의 비호감을 개량하여 비만억제 뿐만 아니라 
항노화 복합 기능을 갖는 새로운 식품소재로 개발하여 기존 제
품들과 차별화함으로써 제품 매출과 국민건강 증진에 기여할 
필요가 있음.
EGCG 고함유 녹차추출물 제조 특허기술에 대한 공정을 개선
하여 대량 생산화하고 본 소재 기반의 건강기능식품 제품화를 
위한 소재의 표준화 및 규격화, 표준공정(SOP) 설정, 양산화 
구축, 제형제제화, 제품디자인 등을 개발하였을 뿐만 아니라 
탈카페인, EGCG 고함유 녹차소재에 대한 항산화, 항당뇨, 인
지기능개선 등의 작용기전 및 전임상연구, 인체적용시험 등을 
수행하여 그 유효성을 평가하였음.

연구개발성과

탈카페인, EGCG 고함유 녹차추출물 기반의 항노화 기능의 건
기식 소재화 및 제품화의 완성도를 높였으며 본 소재의 작용기
전 연구에서 입증된 인지기능개선 기능이 임상시험에서는 안전
성은 인정된 반면, 유의적 유효성 결과는 보여주지 못하였음
(다른 통계법을 적용한 2차 추가분석이 진행 중임).

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

본 EGCG 고함유 녹차소재를 기반으로 하여 다이어트 건강기
능식품의 제품화 방향을 설정하고 여기에 시중의 다른 경쟁 소
재와 차별화하기 위하여 인지기능개선의 복합 기능을 갖는 제
품화를 목표로 하였음. 과제 수행 기간 중에 본 소재가 고시형 
녹차추출물로 인정됨에 따라 완제품의 조기 런칭이 가능해 졌
지만 인지기능개선 인체적용시험에서 유의적 평가가 도출되지 
못하여 2차 분석이 진행중이며 섭취량을 높인 추가 임상시험
을 계획 중임. 그 결과에 따라 개별인정에서 <기능성추가> 인
정을 받아 인지기능개선 건기식 제품을 상용화하는데 활용하게 
될 것임. 본 소재를 활용한 원료제품, 건기식제품(캡슐), 커피 
맞춤형 기능성첨가제(스틱)의 3개 품목이 출시될 예정으로 본 
연구개발 성과로 향후 매출증대에 크게 기여할 것임. 또한 본 
연구개발을 통해 도출될 추가 결과물들은 논문, 특허, 학술발
표 등 형식으로 발표되어 관련산업의 발전에 기여할 것임.

국문핵심어
(5개 이내) 녹차(EGCG) 항산화 항당뇨

인지기능개

선

건강기능식

품

영문핵심어
(5개 이내) EGCG antioxidant

antidiabeti

c

increasing 

cognitive 

ability

Functional 

health food

※ 국문으로 작성(영문 핵심어 제외)
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SUMMARY

  Green tea, least processed and non-fermented leaves of the plant Camellia 

sinensis, can be considered as a functional food because of its proven properties, 

it is anti-obesic, anti-oxidant and cardio-protective etc. The health benefits of 

green tea are mainly due to the presence of high levels of the bioactive flavanol 

catechins, especially epigallocatechin-3-gallate (EGCG). 

  Decaffeined and EGCG-rich green tea extracts (EGTE) which were standardized 

and specialized, were developed for anti-oxidant, anti-diabetic, and 

cognitive-improvement functional food ingredients. The EGTE treatment 

significantly improved cognitive impairment in Y-maze test, passive avoidance 
test, and Morris water maze test etc. But the EGTE was not evaluated 

significantly in 12-weeks, doubled, randomized, placebo controlled study on 

alleviating cognitive ability in human.
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제 1 장  연구개발 과제의 개요 

 제1절 연구개발의 배경 및 필요성      

  1. 고령화 사회 진입에 따른 건강에 대한 관심 고조, 식생활 변화에 따른 

    비만은 당뇨병 및 심혈관질환 등 생활습관형 질환을 야기하는 주요 원

    인이 될 뿐만 아니라 젊은 세대의 몸짱, 얼짱 욕구에 따른 뷰티산업의 

    성장 등 사회 환경 변화에 따른 이너뷰티 및 다이어트 산업이 고성장

    하고 있는 현실이다.

  2. 녹차는 역사 이래 오래전부터‘살빠지는 약’지방분해제로서 뿐만 아

    니라 항산화, 항당뇨, 기억력개선 등 다양한 기능이 여러 문헌을 통해

    보고되고 있음에도 불구하고 떫은맛과 카페인 함유 등의 이유로 녹차

    의 활용도는 그리 크지 않다고 할 수 있다.

  

  3. 21세기 초 유럽, 미국, 일본을 중심으로 이런 녹차의 단점을 개량하려

    는 시도가 경쟁적으로 시작되면서 관련된 새로운 녹차소재 제품들이 글

    로벌시장에 등장하고 있다.

  4. 따라서 녹차 비호감의 원인인 떫은맛과 카페인을 제거한 새로운 탈카

    페인, 카테킨 고함유 녹차소재의 개발이 절실하며, 젊은층을 겨냥한 비

    만 및 피부주름개선 시장뿐만 아니라 중장년층을 겨냥한 항노화 시장을

    집중 공략할 필요가 있다.

  5. 국내시장에는 34종의 녹차추출물 관련 제품들이 출시되어 있는데 이중 

    ㈜아모레퍼시픽 외 기타 제품들은 모두 수입원료를 사용하고 있는 실정

    이며 아모레퍼시픽사가 자체 생산하는 녹차소재도 카페인을 다량 함유

    할 뿐만 아니라 주기능성 성분인 카테킨 함량이 매우 저조하여 글로벌 

    경쟁사 제품들에 비해 품질 경쟁력이 매우 떨어지는 상황으로 품질 및 

    가격 경쟁력 있는 소재 개발이 절실히 요구되고 있다.
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 제2절 연구 범위

  1. ㈜알앤오식품이 기 보유하고 있는 탈카페인, 카테킨 고함유 녹차추출물

    (EGTE) 소재 제조 특허기술을 활용하여 건기식 제품화를 완성하는 영

    역까지 연구 범위로 설정한다.

  2. 소재의 제조기술은 확보되어 있으나 과연 이 녹차소재가 항산화, 항당

    뇨 및 인지기능개선 기능을 갖는지, 섭취해도 몸에 안전한 것인지 등이 

    검토 되어야 하며 제조 공정 면에서 품질 및 가격 경쟁력을 갖추었는지 

    등을 검토한다.

 

  3. 또한 식품소재로서의 완성도를 높이기 위하여 소재의 표준화 및 규격 

    화, 표준공정(SOP), 소재의 안정성, 제품의 제형및제제화 등을 검토한다.
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제 2 장  국내외 기술개발 현황

 제1절 연구개발 대상기술의 개요

 1. 개요

    본 특허기술은 녹차 건엽으로부터 4개 공정(추출, 분획, 분배, 재결정)

    을 거쳐 탈카페인, 고순도 EGCG를 분리정제하는 기술로서, 열수 추출, 

    크로마토그라피 분획공정 도입으로 EGCG 고함유(~80%)하는 茶카테킨 

    혼합물을 제조한 후, 물을 이용한 재결정화로 초고순도 EGCG(98%)를 

    제조하는 기술이다.

    본 기술은 친환경적 제법으로, 천연 고기능성 유용성분을 식품소재로 

    활용하기 위하여서 통상의 분리정제 기술이 아닌 제한된 재료(물, 주정)

    만을 가지고 고순도 소재를 생산해내는 고도의 기술이며 특히 재결정화

    는 EGCG 소재 양산화 과정에서 전 세계적으로 처음으로 시도된 기술

    로 그 활용적 가치는 매우 크다고 할 수 있다.

 

  2. 대상기술의 소개 

Leaves of Green Tea (100kg)

-extracted with H2O (1500L), 60oC, 4hr, twice
-concentrated
-partitioned between EA and H2O
-concentrated

Green tea extracts

-fractioned on Diaion HP20 column chromatography
 (EtOH/H2O)

10%0% 20% 30%

catechins fraction

-concentrated

-recrystallized in H2O
-freeze-dried

EGCG white powder
(~98%, 4.8kg)
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 제2절 경쟁기술과의 비교

  1. 경쟁사 특허기술 

   

구분 DSM(네덜란드) ㈜아모레퍼시픽 알앤오식품

특허출원 2000년~2006년 2001년 2014년

특허등록 2008년~2014년 2004년 2016년

주요기술

·EGCG 혼합물 제조 기술
·대공극성 극성 수지 지상 
및 적당한 극성 용출이동
상을 사용한 크로마토그래
피법
·고순도(90%~94%) EGCG
분리 공정 기술
·막모듈을 이용한 EGCG
고순도화 공정 기술 등

카페인-EGCG 결합 및 
분리기술 및 합성흡착제 
이용한 크로마토그래피
법을 통해 녹차 출물로
부터(30%~50%) 고순도 
EGCG 분리 공정 기술

·수용액 급냉 공정 및 역
상컬럼크로마토그래피법
을 통한 80%이상 EGCG
추출 및 분리기술
·추가 1회이상 수용액상 
재결정화를 통한 90~98
% 고순도 EGCG 분리
공정 기술 

대량

생산화

“Teavigo”라는 브랜드명 
으로 시장 선도

활용하지 못하고 있음 양산화 중

시장

점유

건강식품 분야에서 세계적 
점유도 높음

국내/중국에서 화장품 
분야에서 점유도 높은 편

제품개발 중

비고
2014년 Taiyo社로 Teavigo
브랜드명 라이센스 넘김

고순도 EGCG 납품 재료
적용 화장품 출시

수용액 처리 공정 비중 
높아 친환경적 장점이 
있으며 국내 생산품임

  2. 대상기술의 핵심 사항          

  가. 고순도: 네덜란드 DSM사, 일본 Taiyo사 등 해외 선진기업의 EGCG 고

     함유 소재의 경우 순도가 90~95% 정도에 이르지만, 본 기술은 EGCG 

     98% 이상의 고순도 원료를 제조할 수 있음. 또 해외 경쟁사는 소량의 

     카페인이 잔류하는 반면 본 기술 제품은 caffeine-free이다.

  나. 안전성: 해외 선진기업에서 생산된 소재들의 스팩에 잔류용매와 카페

     인 항목이 확인되는 것으로 보아 제조공정에서 유기용매를 사용했을 

     가능성이 있음. 본 기술은 유기용매를 배제하고 물을 이용하여 재결

     정함으로써 잔류용매 유해성을 최소화하였다.

  다. 원가우위: 물을 사용함으로써 생산원가 절감 면에서 우위성이 있다.
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  라. 생산수율: 일반적으로 재결정법은 수율이 낮은 것이 단점이지만, 

      EGCG의 경우 최적 조건에서 반복 재결정화를 통해 전량을 회수할 

      수 있기 때문에 상대적으로 수율이 높은 편이다.

 

  제3절 국내외 시장동향

  1. 해외 동향: 현재 EGCG 소재 건강기능식품은 네덜란드의 DSM사와 일

     본의 Taiyo사가 과점하고 있다.

     

글로벌
경쟁사명 제품명 원료명 용도 가격

(천원)

①DSM Teavigo Tea catechins(EGCG90～94%)
원료용

자료
부족

②Taiyo International Sunphenon Tea catechins(EGCG90～95%)

③Tate & Lyle Teawell Tea catechins(EGCG95%)

실험용
(소용량
생산)

④Danone Silhousette Tea catechins

⑤BASF Tea catechins

⑥Blue California Tea catechins

⑦Changsha Sunfull
Bio-tech LTD

T-full Tea catechins(EGCG90～95%)

 

 

  2. 국내 동향: EGCG 소재를 활용한 건강기능식품은 국내에서는 아직 시

     장을 형성하지 못하고 있음(생산 능력 부족). 

  

  3. 시장 규모 및 성격

  

  가. 해외시장 규모: EGCG 소재를 활용한 제품의 세계시장 규모는 2,500

     억원 규모에서 견조한 성장을 할 것으로 예상된다.

  나. 해외시장 성격:

   (1) 안정성: 녹차는 소비자들에게 워낙 오랜 기간 알려져 왔으므로, 
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      EGCG 관련 제품 시장도 소비자들의 신뢰를 바탕으로 안정성을 보

      이고 있다.

   (2) 성장성: 건강에 대한 관심에 따라 성장률이 매우 크지는 않으나 성

      장률이 증가하고 있어 시장 규모가 지속적으로 커지고 있다.

   (3) 독점성: 네덜란드의 DSM사와 일본의 Taiyo사의 시장점유율이 가장 

      크므로, 시장을 과점하고 있는 것으로 판단된다.

  다. 국내시장 성격

   (1) 인구 고령화와 더불어 항노화 산업이 급성장하여 2010년에는 10.9조

     원, 2011년에는 11.9조원으로 연평균 10.1% 성장하고 있음. 이 중에서

     도 항산화 개별인정형 건기식 소재는 460억으로 약 20%를 차지하고 

     있다.

   (2) 국내 항산화 기능성 원료는 유니벡스대나무잎추출물(tricin, coumaric 

     acid), 포도종자추출물(Proanthocyanidin), 프랑스해안송껍질추추물(피크

     노제놀), 복분자주정추출물(ellagic acid), 코엔자임Q, 메론추출물(SOD), 

     토마토추출물(lycopene), 비즈왁스알콜(1-tetraacotanol), 홍삼 등이 등록

     되어 있다.

   (3) 당뇨병 유병율(만30세 이상, 표준화)은 2001년 8.1%에서 최근 10년간 

     약 9% 수준을 유지하다가 2013년 11.0%로 증가하였다. 동기간 남자는 

     9.5%에서 약11%를 유지하다가 12.8%로 1.8% 증가하였고, 여자는 약 

     8%를 유지하다가 9.1%로 1.1% 증가하였다.

   (4) 당뇨환자에게 권하는 식이요법은 정상적인 체중 유지, 정상적인 혈당

     과 혈중 지질 농도 유지, 인슐린과 혈당강하제 사용에 부합하는 규칙

     적인 식사, 모든 영양소를 골고루 섭취하는 균형적 식사, 합병증 예방 

     위한 식사가 요구된다.

   (5) 국내 혈당조절 기능성 원료는 구아바잎추출물, 난소화성말토덱스트

     린, 동결건조누에분말, 마주정추출물, 바나바추추물, 솔잎증류농축액, 

     알부민, 인삼가수분해농축액, 지각상엽추출물, 쥐눈이콩펩타이드복합

     물, 콩발효추출물, 피니톨, 홍경천등복합추출물, 노파추추루물, 이룰린/

     치커리추출물 등이 등록되어 있다.

   (6) 인지능력개선은 뇌의 신경전달물질을 조절하여 저하된 인지능력을 

     개선하려는 것으로 뇌의 신경세포나 뇌기능에 필요한 물질의 구성성분
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     으로 뇌기능을 유지하는데 도움을 준다. 녹차추출물이 인지능력을 개

     선한다는 주장이 있으나 테아닌에 의한 것인지 EGCG에 의한 것인지

     는 분명치 않다. 

   (7) 국내 인지능력개선 기능성원료로는 참당귀뿌리추출물, 도라지추출물, 

     포스파티딜세린 Lactobacillus Heveticus 발효물 등이 등록되어 있다.

   (8) 미국 및 캐나다에서 일부 제기하고 있는 녹차추출물의 부작용에 대

     해 국내에서도 식약처 고시형 원료로서의 재검토가 필요한 상황에서 

     주성분 EGCG를 기준으로 한 1일 섭취량(dosage)이 재설정되어 2019년

     9월에 고시되었다(EGCG로서 300~330mg/일에서 300mg/일로 변경됨)  

   (9) 항산화 개별인정형 건기식 소재 

     

소재명 주성분 비고

유니벡스대나무추출물 coumaric acid
포도종자추출물 proanthocyanidin
프랑스해안송껍질추출물 피크노제놀
복분자주정추출폴리페놀 ellagic acid
코엔자임Q10 코엔자임Q10
매론추출물 SOD
토마토추출물 lycopene

고농축녹차추출물 EGCG(300-330mg/일)

비즈왁스알콜 코사놀
홍삼농축액 Rg1, Rb1
유비퀴놀 유비퀴놀
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   (10) 항당뇨 개별인정형 건기식 소재

     

소재명 주성분 비고

난소화성말토덱스트린 말토덱스트린
바나바주정추출물 corosolic acid
피니톨 피니톨
구아바추출물 polyphenol
솔잎증류농축액 carene, limonene
알부민 albumin
Nopal추출물 수용성식이섬유
지각상엽추출혼합물 naringin
인삼가수분해농축액 Rg1
히드록시프로필메틸셀루로스 히드록시프로필메틸셀루로스

   (11) 인지기능개선 개별인정형 건기식 소재

     

소재명 주성분 비고

참당귀뿌리추출물 decursin, decursinol
포스파티딜세린 포스파티딜세린
도라지추출물 플라티코딘 D
L-Helveticus발효물 젖산
참당귀추출분말 nutragen

   (12) 국내 건기식 중 항당뇨나 인지기능개선 시장은 소비자층이 매우 옅

     기 때문에 독자 기능성 제품으로 론칭하는 것은 위험성이 있음. 반면 

     항산화 시장은 건기식 시장의 20%를 점유할 만큼 큰 시장을 형성하고 

     있기는 하지만 항산화 기능이 없는 소재는 없다 할 만큼 경쟁력 확보

     가 쉽지 않은 단점이 있음. 
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제 3 장  연구개발수행 내용 및 결과

제1절 EGCG 고함유 녹차소재의 표준화

1. 표준화를 위한 녹차원료(건엽)의 비교

  가. 실험 목적

  원료로 사용할 국내산 녹차(지역별, 수확 시기별) 건엽을 비교하기 위

      하여 각각의 EGCG 함량을 비교함으로써 최상의 품질을 선별하고 생

      산 수율을 재고하여 제조비용을 낮추는데 활용하고자 한다.

  나. 실험방법 및 결과

   (1) 하동산(화개농협), 보성산(보성제다), 제주산(장원설녹차) 각각의 

      봄 원료(5~6월), 여름 원료(7~8월) 건조엽을 구입하여 50g씩을 500mL 물

      에 넣고 60oC에서 4시간 중탕하여 추출하였다. 

   (2) 각 물추출물을 초산에틸(100mL)로 용매분배하고 상층(EA)을 건조시킨후 

      물 10mL에 녹인 다음 20uL을 주입하여 HPLC 정량분석하여 각 시료의 

      면적값을 비교하였다. (Table 1)

   (3) 1.0 mg/mL EGCG 표준품 용액을 기준으로 면적값(72802)을 단순 비

      교하였다.

       Table. 1. 산지별, 재배 시기별 녹차원료의 EGCG함량 비교

    

  다. 고찰

   

     대체로 제주산 녹차 건엽이 다른 지역산보다 EGCG함량이 높았으며 여름보다

     는 봄 재배 녹차가 EGCG를 더 함유 하는 것으로 판단되어 본 과제의 실험 

     재료는 주로 제주산을 구입하여 사용하였다. 

경남 하동산 전남 보성산 제주산

봄 여름 봄 여름 봄 여름

20uL시료의 
면적값

2810 2417 2649 2023 3822 3217

건엽 1kg당 
EGCG함유량 환산

3.86% 3.32% 3.64% 2.78% 5.25% 4.42%
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2. 지표성분 정량분석법 설정 및 분석법 벨리데이션

  가. 연구 목적

건강기능식품 원료로 사용하게 될 ‘EGCG고함유 녹차추출물’ 소재의 함량

분석 및 품질관리를 위한 적합한 HPLC 분석법을 개발하고 분석법을 

validation 하고자 한다. 

카페인을 포함하여 EG, EGC, EGCG, ECG 등 주요 녹차 catechin 성분의 정량

분석을 위한 기울기용리방식(gradient) 조건의 HPLC 분석법을 개발하여 EGCG

의 함량 및 순도 결정에 적용코자 한다.

  나. 실험장비 및 재료   

   (1) 고속액체크로마토그래프 (HPLC) 장비의 구성

      자외부흡광광도검출기 (Model 500, Chrom Tech®)
      칼럼오븐 (AT-4000 Column Oven, Futecs)

      ODS 칼럼 (INNO column C18 (4.6 x 250 mm)

      실험실 장비 및 소모품

      부피플라스크 (10 ml 및 100 ml)

      일회용 실린지 (Tuberkulin, 1 ml, NORM-JECT®)
      용출용매 정제용 멤브레인 필터(0.45mm HV, Durapore®)
      액체크로마토그래프용 유리병  

   (2) 시험물질 

시료명: EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)

외관 및 성상: 백색분말

순도: EGCG로 98 % 이상

   (3) 표준물질 및 일반시약

(가) 표준물질 : 연구에 사용한 4종의 카테킨 성분은 Sigma Aldrich에서 

    구입하여 사용하였다. 

 ⓵ 에피갈로카테킨((-)-epigallocatechin, EGC)

 분자식: C15H14O7, 분자량: 306.27, CAS No.: 970-74-1

    ⓶ 에피갈로카테킨갈레이트((-)-epigallocatechin-gallate, EGCG)

 분자식: C22H18O11, 분자량: 458.37, CAS No.: 989-51-5

    ⓷ 에피카테킨((-)-epicatechin, EC)

 분자식: C15H14O6, 분자량: 290.27, CAS No.: 490-46-0

    ⓸ 에피카테킨갈레이트((-)-epicallocatechin-gallate, ECG)

 분자량: C22H18O10, 분자식: 442.37, CAS No.: 1257-08-5
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   (나) 일반시약 및 HPLC 용매 : 연구에 사용한 시약은 분석용 시약을

       사용하였으며, 사용한 HPLC 용매는 아래와 같다.

       

명칭 등급 제조원

water HPLC grade J.T Baker

acetonitrile HPLC grade TEDIA

methanol HPLC grade TEDIA

acetic acid ACS grade SAMCHUN

  (4) 데이터 처리 소프트웨어

 

명칭 모델명 제조원

HPLC data Acquisition MultiChro 2000 V4.2 Futecs

Microsoft Office Excel 2010
Microsoft 

co.

  다. 시험방법

 (1) 이동상의 조제

 (가) Solution A : 0.1% Acetic acid in water 1L를 bottle 에 옮기고 aceticacid 

     1 ml을 첨가한 후 교반하고, 10분간 초음파 처리하여 탈기 후 membrane

     filter로 여과하여 사용하였다.

 (나) Solution B : Acetonitrile 1 L를 bottle 에 옮기고, 10분간 초음파 처리하여

     탈기하고 같은 방법으로 membrane filter로 여과하여 사용하였다.

 (2) 표준원액 및 표준용액의 제조

 (가) 표준원액의 조제
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     표준물질 EGCG98 0.0100 g 을 전자저울을 이용하여 칭량 후, 10 ml

     부피플라스크에 넣고 증류수를 표선까지 첨가하였다. (농도 1,000 ug/ ml)

 (나) 표준용액의 조제

     표준원액을 증류수로 아래와 같이 계열 희석하며, 각각의 표준용액

     은 vortex mixer를 사용하여 혼합하였다.

 (다) 검량선 시료 (Standard, STD)의 조제

     각 농도별 표준용액 및 이동상을 아래와 같이 제조하며, 각 단계별 검량선

     시료를 사용하였다.     

     

Sample name Final Conc.(mg/mL)

EGCG98, 50ppm 50

EGCG98,100ppm 100

EGCG98,200ppm 200

EGCG98,400ppm 400
    

 (3) HPLC 분석조건:  

    시료 액은 0.2 ㎛ syringe filter로 여과하여 분석에 사용하였으며 INNO 

column C18 (4.6x250 mm) 컬럼을 사용하였다. 이동상 A (아세토나이트릴) 와 

B  (물 in 0.1 % 아세틱 에시드)를 1.0 ml/min 의 흐름 속도로 기울기 용매 조

건으로 용  출시켜 분석하였다. 시료 주입량은 100 ㎕이며, Oven 온도는 35 

℃이고 검출 파장은 UV 280 nm에서 측정하였다. 자세한 조건은 Table 1.에 

나타내었다.

   Table 1. HPLC running condition                                   

   

Solvent elution gradient
0.1 % acetic acid 

: acetonitrile
00~12min – 90:10,   12~25min - 85:15 
25~28min – 70:30,   28~30min - 90:10

Flow rate 1.0ml/min

Detection UV detector (280nm)

Column INNO column C18 (4.6x250 mm)

Injection volume 20ml
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라. 데이터 처리

검량선 작성, 농도 산출 등은 MultiChro2000 V4.2, Futecs co. 프로그램을 사용 

하였으며, 정확성, 정밀성 및 표준편차를 산출하기 위해 Microsoft Office Excel 

2010 사용 하였다. 검량선은 x축에 농도를, y축에 피크면적비를 이용하여 최소

자승법으로 작성 하였다. 농도는 피크 면적비를 검량선 계산식(y=ax±b)에 대

입하여 산출하였다.

조제물의 농도 = 측정농도 X 희석배율

  마. 분석법의 validation 

 분석방법의 적합성을 알아보기 위하여 다음과 같이 시스템적합성       

(System suitability), 특이성 (Specificity), 직선성 (Linearity), 일내정밀성 

(Intra-day precision), 일간정밀성 (Inter-day precision), 정확성(accuracy), 최소정

량한계(LOQ) 및 최소검출한계(LOD) 등을 검토하였다.

   (1) 시스템적합성 (System suitability)

각 시료를 5 회 반복 측정하여 정밀성을 산출한 후, 시스템 적합성의 판정기

준은 피크면적비와 retention time 의 정밀성이 각각 10% 이하인 경우 적합

으로 판정하였다.

   (2) 특이성 (Specificity)

시료의 retention time 과 동일한 위치에서 간섭피크의 유무를 관찰하였다. 

특이성의 판정기준은 분석물질의 피크가 정량에 충분한 형상을 나타내며, 분

석물질과 동일한 retention time에서 간섭피크가 나타나지 않은 경우 적합으

로 판정하였다.

   (3) 직선성 (Linearity)

 시료를 각 농도(0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%)별로 조제한 후, HPLC분석을 실시하

여 얻어진 각 농도별 피크의 면적값을 산출하고, 이를 바탕으로 검량선을 작

성하였으며 검량선의 회귀방정식과 상관계수(R²)를 구하였다. 상관계수 R²

의 값이 0.99 이상인 경우 적합으로 판정하였다. 

   (4) 일내정밀성 (Intra-day precision)

시료를 농도(0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%)별로 조제한 후, 각 농도별 검체를 각각 

30분 간격으로 4회 반복 측정하였다. 각 회차별로 피크의 면적비와 retention 

time을 구하였으며 각 회차에서 측정된 피크의 면적비와 retention time의 평

균치와 상대표준편차를 구하였다. 일내정밀성은 피크의 면적비의 상대표준편

차(RSD) 값 및 retention time의 상대표준편차(RSD) 값으로 나타내었으며 RSD

값이 각각 10.0 이하인 경우 적합으로 판정하였다.
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   (5) 일간정밀성 (Inter-day precision)

시료를 농도(0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%)별로 조제한 후, 각 농도별 검체를 각각 

1일 간격으로 3일간 반복 측정하였다. 각 측정일별로 피크의 면적비와 

retention time을 구하였으며 각 측정일에서 측정된 피크의 면적비와 retention 

time의 평균치와 상대표준편차를 구하였다. 일간정밀성은 피크의 면적비의 상

대표준편차(RSD) 값 및 retention time의 상대표준편차(RSD) 값으로 나타내었

으며 RSD값이 각각 10.0 이하인 경우 적합으로 판정하였다.

   (6) 정확성 (accuracy)

시료를 농도(0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%)별로 조제한 후, 각 농도별 검체를 4회 

반복 측정하였다. 각 농도별 검체의 peak area와 retention time의 평균값 ± 

표준오차를 구하였다. 정확성은 표준오차 10.0 미만인 경우 적합으로 판정하

였다.

(7) 최소정량한계 (LOQ) 및 최소검출한계 (LOD)

검출한계 (limit of detection, LOD)와 검량한계 (limit of quantification, LOQ)는  

시그날 대 노이즈 比 (S/N ratio)가 각각 3배 (LOD)와 10배 (LOQ)되는 농도로 

정하였다. 

  바. 연구결과 및 고찰

 (1) HPLC 분석방법의 개발

녹차에 존재하는 EGCG를 포함한 Catechin 성분의 분석법으로는 일반적인 분

석법으로 는 주석산 철을 이용하여 탄닌의 양으로 간이 비색정량하는 방법이 

알려져 있다. 최근에는 HPLC 기기를 사용하여 catechin류를 분석하는 방법이 

많이 개발되고 있다.

한편, 본 연구에서는  ‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 소재의 품질평가시

험법 및 안정성 연구 등에 널리 활용하고자 EGCG를 포함한 EG, EGC, EGC 

등 주요 녹차 catechin 성분들을 동시 정량할 수 있는 간편한 HPLC 분석방법

을 개발하였다.

개발된 HPLC 방법은 acetonitrile 과 water를 이동상으로 하여 기울기용리방식

(gradient)으로 용출하여 각 catechin 성분은 물론 녹차에 다량으로 함유된 

caffeine 성분도 동시정량 할 수 있었다.

EGCG를 포함한 EG, EGC, EGC 등 주요 녹차 catechin 성분들의 retention 

time은 각각 EGC 12.4 min, Caffeine 14 min, EC 16 min, EGCG 16.6 min, 

Catechin 17.1 min, ECG 21.3 min에서 관찰되어, 이들 peak 들은 서로 간섭이 

일어나지 않았으며, peak의 모양 및 특이성이 우수하게 나타난 바 본 분석방

법은 녹차의 함유된 Catechin 성분 및 Caffeine 성분을 동시분석하기에 적합

한 방법으로 사료된다. (Fig 1 and Fig 2)

또 본 HPLC 분석방법에 따라 EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 소재의 품질평
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가를 수행하여본 결과 EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 소재는 EGCG를 98% 

이상 함유하고 있으며 ECG가 소량 (2% 미만) 함유되어 있음을 알수 있었으며 

caffeine 성분은 전혀 검출되지 않았다.

한편 Sigma사에서 시판되고 있는 분석용 표준품 (analytical grade) EGCG 역시 

0.6 % 정도의 ECG를 함유하고 있었다. 따라서 EGCG98 소재는 고순도 EGCG 

소재로서 충분조건을 갖추고 있음을 거듭 확인할 수 있었다. (Fig 3, Fig 4 

and Fig 5) 

         

     Fig 1. HPLC chromatogram of major components in green-tea
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         Fig 2. HPLC Chromatogram of whole green-tea extract 

             

Fig 3. HPLC Chromatogram of standard EGCG (analytical grade,        Sigma)
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       Fig 4. HPLC Chromatogram of EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)

          

      Fig 5. HPLC Chromatogram of [EGCG고함유 녹차추출물

      (EGTE) + caffeine]

   (2) 분석법의 validation

    ⓵ 시스템적합성 (System suitability)

       각 시료를 4 회 반복 측정하여 정밀성을 산출한 후, 시스템 적합성의 

       판정기준은 피크면적비와 retention time 의 정밀성은 모든 실험 농도에서

       각각 3.0 % 미만으로 산출되어 우수한 시스템적합성을 보여주었다. 

       (Table 2, Table 3)
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    ⓶ 특이성 (Specificity)

       시료의 retention time 과 동일한 위치에서 간섭피크의 유무를 관찰

       한 결과 Fig 1 및 Fig 2와 같이 EGCG를 포함한 EG, EGC, ECG 등 

       주요 녹차 catechin 성분들은 물론 caffeine의 경우에 있어서도, 각 

       시료의 피크들은 모두 정량분석에 충분한 형상을 나타내었으며, 분

       석물질과 동일한 retention time에서 간섭피크가 전혀 나타나지 않아 

       우수한 특이성을 나타내었다.

    ⓷ 직선성 (Linearity)

       시료를 각 농도(0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%)별로 조제한 후, HPLC분석을 

       실시하여 얻어진 각 농도별 피크의 면적값을 산출하고, 이를 바탕으로 

       검량선을 작성하였으며 검량선의 회귀방정식과 상관계수(R²)를 구하였다.

       검량선의 회귀방정식은 y = 27424.21 x + 20229.75 으로 계산되었으며, 

       상관계수 R² 값은 0.9998 로 산출되어 우수한 직선성을 나타냄을 알 수 

       있었다. (Fig 6)

          

         Fig 6. Calibration curve of EGCG

     ⓸ 일내정밀성 (Intra-day precision)

     EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 시료를 각각 0.05 %, 0.1 %, 0.2 %, 0.4 %을 

     조제한 후, 30분 간격으로 4회 반복측정하고 retention time 및 peak area의

     평균값 및 상대표준편차(RSD) 값을 구하였다.

     0.4 % 수용액의 경우 retention time은 14.1 min ± 0.15 로 관찰되었으며

     상대표준편차는 1.06으로 나타나 우수한 정밀성을 보여주었다. peak area의

     경우도 110520 ± 1397 , 상대표준편차 1.26으로 산출되어 우수한 정밀성을

     보여주었다. 

     이하 0.2 % 수용액, 0.1 % 수용액, 0.05 % 수용액의 경우에도 retention

     time 14.1 min ± 0.15, 14.1 min ± 0.15 및 14.1 min ± 0.15 로 관찰되었

      으며 상대표준편차는 각각 1.65, 1.81, 0.68 으로 산출되었다. peak area의
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      경우도 52276 ± 677.91, 24608 ± 972.81, 및 11756 ± 219.82으로 관찰되

      었으며 상대표준편차는 각각 1.30, 3.95 및 1.87 으로 산출되어 우수한 

      일내정밀성을 나타내었다. (Table 2)

     Table 2. Intra-day precision test of EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)

     

T1(0.4%) T2(0.4%) T3(0.4%) T4(0.4%) MEAN RSD

peak area 108470 110770 111340 111480 110520 1.26

R.T (min) 14.3 14.2 14 14 14.1 1.06

T1 

(0.2%)

T2 

(0.2%)

T3 

(0.2%)

T4 

(0.2%)
MEAN RSD

peak area 51938 52034 53286 51845 52276 1.30

R.T (min) 14.3 14.3 14.8 14.4 14.5 1.65

T1 

(0.1%)

T2 

(0.1%)

T3 

(0.1%)

T4 

(0.1%)
MEAN RSD

peak area 24903 24676 25585 23269 24608 3.95

R.T (min) 14.3 14.8 14.7 14.3 14.5 1.81

T1 

(0.05%)

T2 

(0.05%)

T3 

(0.05%)

T4 

(0.05%)
MEAN RSD

peak area 11433 11923 11851 11817 11756 1.87

R.T (min) 14 14.1 14.2 14 14.1 0.68

    ⑤ 일간정밀성 (Inter-day precisiion)

       EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 시료를 각각 0.05 %, 0.1 %, 0.2%, 0.4 %

       을 조제한 후, 1일 간격으로 3회 반복측정하고 retention time 및 peak

       area의 평균값 및 상대표준편차(RSD) 값을 구하였다. 0.4 % 수용액의 경우

       retention time은 14.4 min ± 0.26 로 관찰 되었으며 상대표준편차는 1.84

       로 나타나 우수한 정밀성을 보여주었다. peak area의 경우도 108483 ±

       3539, 상대표준편차 3.26으로 우수한 정밀성을 보여주었다.

   이하 0.2 % 수용액, 0.1 % 수용액, 0.05 % 수용액의 경우에도 retention 

   time 14.27 min ± 0.45, 14.40 min ± 0.26 및 14.17 min ± 0.06 로 관찰

   되었으며 상대표준편차는 각각 3.16, 1.83, 0.41 으로 산출되었다. peak 

   area 의 경우도 53044.67 ± 1254.55, 26844.33 ± 1133.27, 및 12518 ±

   515.29으로 관찰되었으며 상대표준편차는 각각 2.37, 4.22 및 4.12 으로 산

   출되어 우수한 일간정밀성을 나타내었다. (Table 3)
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 Table 3. Inter-day precision test  of EGCG98 

 

 

    ⑥ 정확성 (accuracy)

 시료를 농도 (0.4 %, 0.2 %, 0.1 %, 0.05 %)별로 조제한 후, 각 농도별 검체를

 4회 반복 측정하였다. 각 농도별 검체의 peak area와 retention time의 mean

 ± SE 를 구하였다. 0.4 % 수용액의 retention   time은 100 ± 0.53, peak

 area는 100 ± 0.63, 0.2 % 수용액의 retention time은 100 ± 0.82, peak

 area는 100 ± 0.65, 0.1 % 수용   액의 retention time은 100 ± 0.91, peak

 area는 100 ± 1.98, 및 0.05   % 수용액의 retention time은 100 ± 0.34,

 peak area는 100 ± 0.93   으로 산출 되어, 표준편차는 모두 1.0 이하의 

 값을 나타내었다. (Table 4)

0.4% D1 D2 D3 AVERAGE SD RSD

peak area 110230 110810 104410 108483 3539 3.26

R.T 14.6 14.1 14.5 14.40 0.26 1.84 

0.2% D1 D2 D3 AVERAGE SD RSD

peak area 53410 54076 51648 53044.67 1254.55 2.37 

R.T 14.3 13.8 14.7 14.27 0.45 3.16 

0.1% D1 D2 D3 AVERAGE SD RSD

peak area 27782 27166 25585 26844.33 1133.27 4.22 

R.T 14.3 14.2 14.7 14.40 0.26  1.84 

 0.05% D1 D2 D3 AVERAGE SD RSD

 peak area 12813 12818 11923 12518.00 515.29 4.12 

R.T 14.2 14.2 14.1 14.17 0.06 0.41 
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  Table 4. Accuracy test of standard concentration 

  

0.4% T1 T2 T3 T4 mean ± SE

peak area 108470 110770 111340 111480 100 ± 0.63 

R.T 14.3 14.2 14 14 100 ± 0.53

0.2% T1 T2 T3 T4 mean ± SE

peak area 51938 52034 53286 51845 100 ± 0.65

R.T 14.3 14.3 14.8 14.4 100 ± 0.82 

0.1% T1 T2 T3 T4 mean ± SE

peak area 24903 24676 25585 23269 100 ± 1.98

R.T 14.3 14.8 14.7 14.3 100 ± 0.91

0.05% T1 <T2 T3 T4 mean ± SE

peak area 11433 11923 11851 11817 100 ± 0.93

R.T 14 14.1 14.2 14 100 ± 0.34

    ⓻ 최소정량한계 (LOQ) 및 최소검출한계(LOD)

  검출한계 (limit of detection, LOD)와 검량한계 (limit of quantification, LOQ)

  는 시그날 대 노이즈 比 (S/N ratio)가 각각 3배(LOD)와 10배 (LOQ)되는 농도

  로 정하였다. 

  분석 검출법의 예민도를 나타내는 기준인 검출한계 (LOD)와 정량한계 (LOQ)

  를 산출한 결과 검출한계 (LOD)는 0.02 ~ 0.04 ppm 검량한계(LOQ)는 0.06 ~ 

  0.12 ppm의 값을 산출되었다.

  사. 결론
   
     신규 건강기능식품 소재 ‘EGCG고함유 녹차추출물’의 품질평가시험법 및 표

준화 공정에 활용할 수 있는 새로운 HPLC 분석법를 개발하고 아울러 HPLC 

분석방법의 분석적합도 및 타당성 평가를 위한 validation 연구를 수행하였다. 

HPLC 분석법은 EGCG를 포함한 EG, EGC, ECG 등 주요 녹차 catechin 성분들

을 동시 정량할 수 있는 간편한 HPLC 분석방법으로서 Zhu 등18)의 방법을 일

부 수정하여 사용하였다. Validation 연구로는 특이성(specificity), 검량선의 직

선성(linearity), 일내정밀성(intra-day precision), 일간정밀성(inter-day precision), 

정확성(accuracy), 최소정량한계(LOQ) 및 최소검출한계(LOD) 등을 재검토함으

로써 분석방법의 타당성 및 시스템 적합성를 판단하였다.    

     녹차표준품 시료의 retention time 과 동일한 위치에서 간섭피크의 유무를 
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     관찰한 결과 EGCG를 포함한 EG, EGC, ECG 등 주요 녹차 catechin 및

     caffeine의 피크들은 모두 정량분석에 충분한 형상을 나타내었으며, 분석물질

     과 동일한 retention time에서 간섭피크가 전혀 나타나지 않아 우수한 특이성

     을 나타내었다. (Fig 2) 

     EGCG를 포함한 EG, EGC, ECG 등 주요 녹차 catechin 성분들을 모두 Zhu 등
     18) 이 보고한 바와 같이 검량선의 상관계수는 모두 0.99이상으로 양호한 직선

     성을 나타내었으며, 일내정밀성(intra-day precision)은 9% 이하, 일간정밀성

     (inter-day precision)은 10% 이하, 정확성 (accuracy)은 95-105% 로 나타나 

     모든 항목에서 양호한 시스템 적합성를 보여주었다. 한편 본 연구에서 중점적

     으로 분석하고자 하는 EGCG 성분에 대하여 피크면적값(peak area)은 물론

     retention time에 대한 일내정밀성(intra-day precision), 일간정밀성

     (inter-day precision), 정확성(accuracy) 등을 재검토하였다.     

     녹차표준품 EGCG시료를 0.005%, 0.01%, 0.02%, 0.04% 등 농도별로 조제한 후,

     HPLC분석을 실시하여 얻어진 각 농도별 피크면적값(peak area)을 산출하고,

    이를 바탕으로 작성한 검량선의 회귀방정식은 y = 27424.21 x + 20229.75 으로

    계산되었으며, 상관계수(R²)는 0.9998 로 산출되어 우수한 직선성을 나타내었

    다. 또 각 농도별 시료를 30분 간격으로 4회 반복측정하고 retention time 및 

    피크면적값(peak area)의 평균값 및 상대표준편차(RSD) 값을 구하여 본 결과

    0.04% 수용액의 경우 retention time의 상대표준편차(RSD)는 1.06으로 나타났으

    며 피크면 적값(peak area)의 상대표준편차는 1.26으로 각각 산출되어 우수한

    일내정밀성을 보여주었다. 또, 0.02% 수용액, 0.01% 수용액, 0.005% 수용액의 

    경우에도 retention time의 상대표준편차는 1.65, 1.81, 0.68 으로 각각 산출되었

    으며 피크면적값(peak area) 역시  상대표준편차가 각각 1.30, 3.95 및 1.87 으

    로 산출되어 우수한 일내정밀성을 나타내었다. 또, 동일시료를 사용하여 1일 간

    격으로 3회 반복측정한 일간정밀성 실험 역시 0.04% 수용액의 경우 retention

    time의 상대표준편차가 1.84로 나타났으며 피크면적값(peak area)도 상대표준편

    차 3.26 으로 우수한 정밀성을 보여주었다. 이하 0.02% 수용액, 0.01% 수용액,

    0.005% 수용액의 경우 retention time 및 피크면적값(peak area)의 상대표준편차

    는 각각 3.16, 1.83, 0.41 및 2.37, 4.22 및 4.12 으로 산출되어 우수한 일간

    정밀성을 나타내었다. 또 HPLC분석법의 정확성(Accuracy) 평가를 위하여 시료

    를 농도 (0.04%, 0.02%, 0.01%, 0.005%)별로 조제한 후, 각 농도별 검체를 4회

    반복 측정하고 각 농도별 검체의 피크면적값(peak area)과 retention time의

    mean ± 표준편차(SD) 를 구하였다. 0.04% 수용액의 retention time은 100 ±

    0.53, 피크면적값(peak area)는 100 ± 0.63, 0.02% 수용액의 retention time은

    100 ± 0.82, 피크면적값 (peak area)는 100 ± 0.65, 0.01% 수용액의 retention

    time은 100 ± 0.91, 피크면적값(peak area)는 100 ± 1.98, 및 0.005% 수용액의

    retention time은 100 ± 0.34, peak area는 100 ± 0.93 으로 산출 되어, 표준편
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    차는 모두 1.0 이하의 값을 나타내었다. 또, signal to noise 비율(S/N ratio)이 각

    각 3배 (LOD)와 10배 (LOQ)되는 농도로 검출한계 (limit of detection, LOD)와

    검량한계(limit of quantification, LOQ)를 구하여본 결과 검출한계 (LOD)는 2-4 

    ppm, 검량한계(LOQ)는 6-12 ppm 의 값을 나타내었다. (Table 2) 

  3. 유해성분(카페인, 잔류용매, 대장균 등) 분석법 설정

가. 카페인

(1) 시험법의 요약

본 시험법은 메탄올과 초음파 처리를 이용하여 시료 중 카페인을 충분 히 추출

하여 액체크로마토그래프/자외부흡광광도검출기를 통해 분석하는 방법으로

카페인의 최대 흡수파장인 280 nm에서 정량분석을 한다.

(2) 장비와 재료

(가) 실험실 장비 및 소모품

부피플라스크(100 mL)

여과용 멤브레인 필터

액체크로마토그래프용 유리병

(나) 분석장비

고속액체크로마토그래프

자외부흡광광도검출기

칼럼오븐

옥타데실실릴화한 칼럼(안지름 4.6 mm, 길이 250 mm, 충전 octa- decyl

silica) 또는 이와 동등한 것

(다) 분석장비의 준비

이동상인 아세토니트릴과 0.1%인산용액을 이용하여 분당 1.0 mL로 충분한

시간동안 흘려 안정화 시킨다.

(3) 표준물질 및 일반시약

(가) 표준물질

카페인(Caffeine,1,3,7-trimethyl-1H-purine-2,6(3H,7H)-dione-1,3,7

-trimethylxanthine, trimethylxanthine, theine, methyltheobromine)

분자식 : C8H10N4O2, 분자량 : 194.19, CAS No. : 58-08-2
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(나) 일반시약

메탄올(Methanol)

아세토니트릴(Acetonitrile)

초산(Acetic acid)

(4) 시험과정

(가) 표준용액의 조제

표준물질을 메탄올에 녹여 1,000 μg/mL 되도록 표준원액을 만든다.

표준원액을 적당량 희석하여 표준용액으로 한다.

(나) 시험용액의 조제

시료(카페인으로서 20～80 mg) 적당량을 취하여 100 mL 부피플라스크에 

넣은 후 메탄올을 가하여 초음파 추출을 한다.

위의 용액을 메탄올을 표선까지 채운 다음, 0.45 μm 멤브레인 필터로 

여과한 것을 시험용액으로 한다.

(5) 분석 및 계산

(가) 기기분석

표 1. 고속액체크로마토그래프 조건(예)

항목 조건

주입량 20 μL

검출기 파장 280 nm

칼럼 온도 40℃

이동상 A : 0.1%초산용액, B : 100%아세토니트릴

유속 1.0 mL/분

표 2. 이동상 조건(예)

시간(분) A용액(%) B용액(%)
0 95 5

10 85 15
11 0 100
20 0 100
21 95 5
40 95 5

(나) 계산

카페인함량(mg/kg)=S× V
시료채취량(g)

S : 시험용액 중 카페인의 농도(μg/mL)

V : 시험용액의 전량(mL)

나. 초산에틸

(1) 시험방법의 요약

본 시험법은 건강기능식품 중 휘발성물질을 추출하기 위하여 헤드스페이스법을 
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거친 후 GC 칼럼을 통하여 추출된 용매를 분리하는 방법이다. 분리된 성분은 

가스크로마토그래프 불꽃이온화검출기를 이용하여 정량한다.

(2) 장비와 재료

(가) 실험실 장비 및 소모품

GC용 유리병 (2 mL)

헤드스페이스샘플러용 스크류캡 유리병 (25 mL)

부피플라스크 (100 mL, 50 mL)

막자사발

가스타이트시린지 100, 50 μL

(나) 분석장비

가스크로마토그래프/불꽃이온화검출기 혹은 질량분석기

헤드스페이스샘플러 (HeadSpaceSampler)

Wax 칼럼 (0.25 mm i.d. × 30m × 0.25 μm film thickness), FFAP

칼럼 (0.25 mm i.d. × 30m × 0.25 μm film thickness) 혹은 이와 동등

한 것

(다) 분석장비의 준비

가스크로마토그래프는 가스를 0.5 mL/min.으로 충분한 시간동안 흘려, 검출기

및 칼럼을 안정화시킨다.

(3) 표준물질 및 일반시약

(가) 표준물질

초산에틸[Ethyl acetate (EA)]

분자식 : CH3COOC2H5, 분자량 : 88.11, CAS No. : 141-78-6
O

O

(나) 일반시약

톨루엔(Toluene, HPLC grade)

증류수(Distilled water, HPLC grade)

(4) 시험과정

(가) 표준용액의 조제

초산에틸 1 g을 취하여 100 mL 부피플라스크에 넣는다.

부피플라스크에 톨루엔을 넣어 표선까지 채운 다음,1)
표준원액으로 사용한다.

앞의 표준원액을 톨루엔으로 적절히 희석하여 1250, 2500, 5000 μ

g/mL 표준용액으로 사용한다.

상기용액은 휘발성이 있으므로 휘발성을 최소화한 바이알에 넣는다.

(나) 검량선 작성용액의 조제

균질화 한 공시험용 시료 5 g을 정밀히 취한다.
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위의 시료를 25 mL 헤드스페이스샘플러용 유리병에 넣는다.

여기에 가스타이트 시린지를 이용하여 표준원액 1250, 2500, 5000

ppm인 표준용액 100 μL를 각각 넣은 후 다음의 시험조작에서 검량선 

작성용액으로 사용한다. 이 용액은 각각 5, 10, 20 μg/mL의 농도가 

된다.

(다) 시험용액의 조제 

균질화 한 시료 5 g을 정밀히 취한다.

위의 시료를 25 mL 헤드스페이스샘플러용 유리병에 넣은 후 시험

용액으로 사용한다.

(5) 분석 및 계산

(가) 기기분석

다음 표 1의 조건으로 사용하되 적용되는 기기나 칼럼에 따라 수정

이 필요할 수 있다.

구분 항목 조건

가스

크로마토

그래프

고정상 FFAP 칼럼(0.25 mm i.d. × 30 m × 0.25 μm)

칼럼온도

초기조건 : 40℃에서 5분 정체

승온 1단계 1) : 3℃/분으로 50℃ 후 5분 정체

승온 2단계 2) : 50℃/분으로 150℃ 후 3분 정체
캐리어가스 및 

유량
질소 또는 헬륨, 0.5 mL/분

분할비율 40 : 1

헤드스페이

스

샘플러

주입량 100 μL

주입기 온도 120℃
가열 온도 및 

방법
80℃, 흔들면서 가열

가열 시간 10분
검출기 온도 250℃

분석시간 20분

표1. 가스크로마토그래프/헤드스페이스샘플러 조건(예)

(나) 결과 분석

-표준물질 크로마토그램 및 스펙트럼

위의 조건으로 얻어진 크로마토그램 상의 피이크는 어느 측정조건

에서도 표준용액 피이크의 머무름 시간과 일치하여야 한다.

-정성시험

위의 조건으로 얻어진 크로마토그램 상의 피이크는 어느 측정조건

에서도 표준용액 피이크의 머무름 시간과 일치하여야 한다.

-정량시험

검량선 작성 혼합액을 가스크로마토그래프에 주입함으로서 용매들

의 검출기 반응을 측정하여 각 성분에 대한 면적을 구하고 검량선

을 작성하여 시료 중 초산에틸의 잔류량을 구한다.
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(다) 계산

초산에틸 (μg/g) = A x (B/C) x D

A : 시험용액 중 초산에칠 농도(μg/mL)

B : 시험용액 전량(mL)

C : 시료 채취량(g)

D : 표준품 순도(%)
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시험법 적용표

시험항목 적용규정 시험방법 비고

수분

식품의 
기준 및 규격

제9. 일반시험법 1.1.1 수분
 ※ Ⅱ.2.7.1 로얄젤리는 1.1.1.3 칼피셔법에 
따름

회분 제9. 일반시험법 1.1.2 회분

조지방 제9. 일반시험법 1.1.5.1 조지방

산가 제9. 일반시험법 1.1.5.3.1 산가

과산화물가 제9. 일반시험법 1.1.5.3.5 과산화물가

환원당 제9. 일반시험법 1.1.4.1.2 환원당

타르색소 제9. 일반시험법 2.4 착색료

납 제9. 일반시험법 7.1 중금속 시험

카드뮴 제9. 일반시험법 7.1 중금속 시험

총수은 제9. 일반시험법 7.1 중금속 시험

총비소 제9. 일반시험법 7.1 중금속 시험

세균수 제9. 일반시험법 3.5 세균수

대장균군 제9. 일반시험법 3.7 대장균군

대장균 제9. 일반시험법 3.8 대장균

살모넬라 제9. 일반시험법 3.11 살모넬라

세균발육 제9. 일반시험법 3.6 세균발육시험

테트라싸이클린
클로르테트라싸이클린

제9. 일반시험법 5.3.49 옥시테트라싸이클
린, 

클로르테트라 싸이클린, 테트라싸이클린, 
독시싸이클린

총 아플라톡신
제9. 일반시험법 6.1.1 아플라톡신(B1, B2, 
G1 
및 G2)

포도당당량(D.E.)
제5. 식품별 기준 및 규격 6. 포도당 6) 시험방

법 
(1) 포도당당량(D.E.)

라피노스
제5. 식품별 기준 및 규격 10. 올리고당류 
6) 시험방법 (1) 올리고당 ④ 갈락토올리고당
(라피노스, 스타치오스)

열탕불용해잔사물
제5. 식품별 기준 및 규격 29. 기타식품류 
29-25 한천 6) 시험방법 (5) 열탕불용해잔사물

잔류용매
(초산에틸)

건강기능식
품의 기준 
및 규격

(건강기능식
품공전)

제4. 건강기능식품 시험법 2, 2-5, 2-5-5 
초산에틸

잔류용매 식품첨가물의 
기준 및 규격
(식품첨가물공전)

제4. 품목별 규격 및 기준 나. 천연첨가물 80. 
파프리카추출색소

잔류용매
(이소프로필알콜)

제4. 품목별 규격 및 기준 나. 천연첨가물 
108. 글루코만난

(출처, 식품공전)
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  다. 대장균군

    대장균군은 Gram음성, 무아포성 간균으로서 유당을 분해하여 가스를 발생하는 

모든 호기성 또는 통성 혐기성세균을 말한다. 대장균군 시험에는 대장균군의 유

무를 검사하는 정성시험과 대장균군의 수를 산출하는 정량시험이 있다.

   (1) 정성시험

   (가) 유당배지법

       유당배지를 이용한 대장균군의 정성시험은 추정시험, 확정시험, 완전

       시험의 3단계로 나눈다.

       4.3 제조법에 따른 시험용액 10 mL를 2배 농도의 유당배지(배지 2)에, 시험용

       액 1 mL 및 0.1 mL를 유당배지(배지 2)에 각각 3개 이상씩 가한다.

    ⓵ 추정시험

       시험용액을 접종한 유당배지(배지 2)를 35～37℃에서 24±2시간 배양

       한 후 발효관내에 가스가 발생하면 추정시험 양성이다. 24±2시간 내

       에 가스가 발생하지 아니하였을 때에 배양을 계속하여 48±3시간까지 

       관찰한다. 이 때까지 가스가 발생하지 않았을 때에는 추정시험 음성이

       고 가스 발생이 있을 때에는 추정시험 양성이며 다음의 확정시험을

       실시한다.

     ② 확정시험

       추정시험에서 가스 발생한 유당배지발효관으로부터 BGLB 배지(배지 

       3)에 접종하여 35~37℃에서 24±2시간 동안 배양한 후 가스발생 여부

       를 확인하고 가스가 발생하지 아니하였을 때에는 배양을 계속하여 

       48±3시간까지 관찰한다. 가스발생을 보인 BGLB 배지(배지 3)로부터

       Endo 한천배지(배지 5) 또는 EMB 한천배지(배지 6)에 분리 배양한다.

       35~37℃에서 24±2시간 배양 후 전형적인 집락이 발생되면 확정시험

       양성으로 한다. BGLB배지에서 35~37℃로 48±3시간 동안 배양하였을

       때 배지의 색이 갈색으로 되었을 때에는 반드시 완전시험을 실시한다.

    ③ 완전시험

       확정시험의 Endo 한천배지(배지 5)나 EMB한천배지(배지 6)에서 전형적인

       집락 1개 또는 비전형적인 집락 2개 이상을 보통한천배지(배지 8)에 접종하여

       35∼37℃에서 24±2시간 동안 배양한다. 보통한천배지의 집락에 대하여 그람

       음성, 무아포성 간균이 증명되면 완전시험은 양성이며 대장균군 양성으로 

       판정한다.

   (나) BGLB 배지법

      4.3 제조법에 따른 시험용액 1 mL와 0.1 mL를 2개씩 BGLB 배지(배지

       3)에 가한다. 대량의 시험용액을 가할 필요가 있을 때에는 대량의 배
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       지를 넣은 발효관을 사용한다. 

       시험용액을 넣은 BGLB 배지(배지 3)을 35∼37℃에서 48±3시간 배양

       한 후 가스 발생을 인정하였을 때에는(배지를 흔들 때 거품 모양의 가

       스의 존재를 인정하였을 때에도) Endo 한천배지(배지 5) 또는 EMB 한

       천배지(배지 6)에 분리 배양한다. 이하의 조작은 가. 유당배지법의 확

       정시험 또는 완전시험 때와 같이 행하여 대장균군의 유무를 확인한다.

   (다) 데스옥시콜레이트 유당한천 배지법

       4.3 제조법에 따른 시험용액 1 mL와 10배 단계 희석액 1 mL씩을 멸균 페트리

접시 2매 이상씩에 무균적으로 취하고 약 43~45℃로 유지한 데스옥시콜레이트 

유당한천배지(배지 9) 또는 VRBA 평판배지(배지 96) 약 15 mL를 무균적으로 

분주하고 페트리접시 뚜껑에 부착하지 않도록 주의하면서 회전하여 검체와 배

지를 잘 혼합한 후 응고 시킨다. 그리고 그 표면에 동일한 배지 또는 보통한천

배지를 3～5 mL를 가하여 중첩시킨다. 이것을 35~37℃에서 24±2 시간 배양 

한 후 전형적인 암적색의 집락을 인정하였을 때에는 1개 이상의 집락을, 의심

스러운 집락일 경우에는 2개 이상을 Endo 한천배지(배지 5) 또는 EMB 한천배

지(배지 6) 또는 MacConkey 배지(배지 30)에서 분리 배양한다. 이하의 조작은 

가. 유당배지법의 확정시험 또는 완전시험 때와 같이 행하고 대장균군의 유무

를 시험한다.

   (2) 정량시험

   (가) 최확수법

       최확수란 이론상 가장 가능한 수치를 말하여 동일 희석배수의 시험용

       액을 배지에 접종하여 대장균군의 존재 여부를 시험하고 그 결과로부

       터 확률론적인 대장균군의 수치를 산출하여 이것을 최확수(MPN)로 표

       시하는 방법이다. 최확수는 연속한 3단계 이상의 희석시료(10, 1, 0.1 

       또는 1, 0.1, 0.01 또는 0.1, 0.01, 0.001)를 각각 5개씩(별표 1) 또는 3개

       씩 (별표 2) 발효관에 가하여 배양 후 얻은 결과에 의하여 검체 1 mL

       중 또는 1 g중에 존재하는 대장균군수를 표시하는 것이다.

       예로 검체 또는 희석검체의 각각의 발효관을 5개씩 사용하여 다음과 

       같은 결과를 얻었다면 최확수표에 의하여 시험검체 1 mL중의 MPN은 

       70으로 된다. 이 때 접종량이 1, 0.1, 0.01 mL일 때에는 70/10=7로 한

       다. 10, 1, 0.1 mL일 때에는 70/100=0.7로 한다.

       

시험용액 접종량 0.1 mL 0.01 mL 0.001 mL MPN

가스발생양성관수 5 개 2 개 1 개 70

      시험용액 접종이 4단계 이상으로 행하여졌을 때에는 다음 표와 같이 취급한다. 
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예
가스발생 양성관수 유효숫자

1 mL 0.1 mL 0.01 mL
0.001
mL

1 mL 0.1 mL 0.01 mL
0.001
mL

I 5 5 2 0 - 5 2 0
II 5 4 3 0 5 4 3 -
III 0 1 0 0 0 1 0 -
IV 5 3 1 1 5 3 2 -

예 I, II : 5개 양성을 표시한 최소 접종량부터 시작한다.

예 III : 양성을 인정한 접종량을 중간으로 한다.

예 IV : 최소 유효 접종량 보다 1단계 적은 접종량에서 양성을 인정한 때에는 양
성을 인정한 수를 최소유효 접종량의 양성관 수에 더한다(0.001 mL 단계
의 양성관의 수를 0.01단계의 양성관의 수에 더함)

    ⓵ 유당배지법

       4.3 제조법에 따른 연속한 3단계 이상의 희석시료(10, 1, 0.1 또는 1,

       0.1, 0.01 또는 0.1, 0.01, 0.001)를 5개 또는 3개씩의 유당배지(배지 2)

       에 접종한다. 단, 10 mL를 접종할 때에는 두배농도 유당 배지를 사용

       하고 0.1 mL 이하를 접종할 필요가 있을 때에는 10배 희석단계액을

       각각 1 mL씩 사용한다. 가스발생 발효관 각각에 대하여 추정, 확정, 

       완전시험을 행하고 대장균군의 유무를 확인한 다음 최확수표로부터

       검체 1mL 또는 1 g중의 대장균군수를 구한다. 이때 시험용액을 가한 

       배지의 전부 또는 대부분에서 가스발생이 인정되거나 또 최소량을 가

       한 배지의 전부 또는 대부분이 가스가 발생되지 않도록 접종량과 희

       석도를 고려하여야 한다.

    ⓶ BGLB배지법

       4.3 제조법에 따른 연속한 3단계 이상의 희석시료(10, 1, 0.1 또는 1, 

       0.1, 0.01 또는 0.1, 0.01, 0.001)를 5개 또는 3개씩 BGLB 배지(배지 3)

       에 각각 접종한다. 단, 10 mL를 접종할 때에는 두배농도 BGLB 배지를 

       사용하고 0.1 mL 이하를 접종할 필요가 있을 때에는 10배 희석단계액

       을 각각 1 mL씩 사용한다. 이때 시험용액을 가한 배지의 전부 또는 대

       부분에서 가스발생이 인정되거나 또 최소량을 가한 배지의 전부 또는 

       대부분이 가스가 발생되지 않도록 접종량과 희석도를 고려하여야 한

       다. 이하의 조작은 각 발효관에 대하여 BGLB 배지에 의한 정성시험법

       에 따라 하고 대장균군의 유무를 확인한 다음 최확수표로부터 검체 1 

       mL 또는 1 g중의 대장균군수를 산출한다.

   (나) 데스옥시콜레이트유당한천배지법

       4.3 제조법에 따른 시험용액 1 mL와 각 10배 단계 희석액 1 mL에 대하여 이 

배지에 의한 정성시험법과 같은 조작으로 35~37℃에서 24±2시간 배양한 후 

생성된 집락중 전형적인 집락 또는 의심스러운 집락에 대하여 정성시험 때와 
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같은 조작으로 대장균군의 유무를 결정한다. 균수 산출은 4.5.1 일반세균수에 

따라 한다.

   (다) 건조필름법 

       4.3 제조법에 따른 시험용액 1 mL와 각 10배 단계 희석액 1 mL를 2매 이상씩 

대장균군 건조필름배지Ⅰ(배지 54) 또는 대장균군 건조필름배지Ⅱ(배지 70)에 

접종한 후, 35±1℃에서 24±2시간 배양한다. 대장균군 건조필름배지Ⅰ에서는 

붉은 집락 중 주위에 기포를 형성한 집락수를 계산하고, 대장균군 건조필름배

지Ⅱ에서는 청색 및 청녹색의 집락수를 계산하여 그 평균집락수에 희석배수를 

곱하여 대장균군 수를 산출한다. 균수 산출 및 기재보고는 4.5.1 일반세균수에 

따라 한다.

   (라) 자동화된 최확수법(Automated MPN)

       우유류, 유당분해우유, 가공유(무지유고형분 5.5%미만인 제품 제외), 발효유류,

       가공치즈, 조제유류, 분유류, 건조저장육류, 식육추출가공품, 알가열제품 검사

       에 한한다.

  4. 소재의 안정성실험

  가. 연구 개요

   EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 수용액의 보관조건 및 ascorbic acid의 첨가 유

  무에 따른 안정성의 변화를 검토하였다. 이를 위하여  EGCG98 조제물을 0.1 %

  농도로 물에 녹인 후 투명용기(RL) 및 갈색용기(RD)에 각각 4 ml씩 분주하였다. 

  이들을 실온에서 각각 방치 후 EGCG98 함량변화를 HPLC 방법으로 측정하였으

  며 아울러 색의 변화를 관찰하였다.

  또 조제물을 동일한 방법으로 수용액을 조제한 후 냉장고 (2°C) 안에서 각각 

  0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주

  방치 후 EGCG98 함량변화를 동일한 HPLC 방법으로 측정하였으며 색의 변화를

  관찰하였다 (CD).

  한편, ‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) (0.1 %)과 ascorbic acid (0.05 %)을

  함께 섞어 녹인 후 실온에서 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주,    2주, 3주, 4주, 

  10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG98 함량변화를 HPLC 방법

  으로 측정하였으며 색의 변화를 관찰하였다(VRL 및 VRD).

  또 이와같이 조제한 EGCG98 + ascorbic acid 용액을 냉장고 (2°C) 안에서 각

  각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주

  방치 후 EGCG98 함량변화를 동일한 HPLC 방법으로 측정하였다 (VCD).
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  나. 연구 방법

    (1) 실험 검체의 조제

    EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 100 mg을 전자저울로 칭량하여 water 100

    ml에 녹여서 농도 0.1 % 인 표준용액 1을 조제하였다. 표준용액 1을 각 투

    명용기(6 ml vial) 18개에 4 ml씩 분주하여서 실온-투명용기(RL) 시험에 사용

    할 검체를 조제하였고, 갈색용기(6 ml vial) 18개에 4 ml씩 분주하여 실온-갈

    색용기(RD) 시험에 사용할 검체를 조제하였다. 이와 같은 방법으로 냉장-갈

    색용기(CD) 시험에 사용할 검체를 조제하였다. 

   ‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 100 mg과  ascorbic acid 50 mg을 각각

    전자저울로 칭량하여 섞은 후 water 100 ml에 녹여 표준용액 2를 조제하였

    다. 표준용액 2를 각 투명용기(6 ml vial) 18개에 4ml씩 분주하여서 실온-투

    명용기-ascorbic acid첨가(VRL) 시험에 사용할 검체를 조제하였고, 갈색용기

    (6 ml vial) 18개에 4 ml씩 분주하여 실온-갈색용기-ascorbic acid첨가(VRD)

    시험에 사용할 검체를 조제하였다. 이와 같은 방법으로 냉장-갈색용기

    -ascorbic acid첨가(VCD) 시험에 사용할 검체를 조제하였다.

   (2) 실온-투명용기 (RL) 보관 51주 안정성

   투명용기에 분주한‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 수용액을 실온에 

   방치 하였다. 이들을 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 

   32주, 38주, 42주, 48주 및 51주방치 후 EGCG 함량변화를 HPLC 방법으로

   측정하였으며 색의 변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은 duplicate 로 실시

   하여, 평균치를 산출하였다.

   (3) 실온-갈색용기 (RD) 보관 51주 안정성

  갈색용기에 분주한‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 수용액을 실온에 방치

  하였다. 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주,

  48주 및 51주 방치 후 EGCG 함량변화를 HPLC 방법으로 측정하였으며 색의

  변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은 duplicate 로 실시하여, 평균치를 산출

  하였다.

   (4) 실온-투명용기 ascorbic acid 첨가(VRL) 51주 보관 안정성

 투명용기에 분주한 ascorbic acid를 첨가한‘EGCG고함유 녹차추출물’ 

 (EGTE) 수용액을 실온에 방치 하였다. 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 

 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG98 함량변화를

 HPLC 방법으로 측정하였으며 색의 변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은

 duplicate 로 실시하여, 평균치를 산출하였다.

 (5) 실온-갈색용기 ascorbic acid 첨가(VRD) 51주 보관 안정성

 갈색용기에 분주한 ascorbic acid를 첨가한‘EGCG고함유 녹차추출물’

 (EGTE) 수용액을 실온에 방치 하였다. 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 

 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG98 함량변화를
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 HPLC 방법으로 측정하였으며 색의 변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은

 duplicate 로 실시하여, 평균치를 산출하였다.

   (6) 냉장-갈색용기(CD) 51주 보관 안정성

 갈색용기에 분주한‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 수용액을 냉장실에 

 방치 하였다. 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주,   10주, 32주, 

 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG 함량변화를 HPLC 방법으로 측정하

 였으며 색의 변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은 duplicate 로 실시하여,

 평균치를 산출하였다.

   (7) 냉장-갈색용기-ascorbic acid 첨가(VCD) 51주 보관 안정성

 갈색용기에 분주한 ascorbic acid를 첨가한‘EGCG고함유 녹차추출물’

 (EGTE) 수용액을 냉장실에 방치하였다. 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 

 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치후 EGCG 함량변화를 

 HPLC 방법으로 측정하였으며 색의 변화를 함께 관찰하였다. 각 실험군은

 duplicate 로 실시하여, 평균치를 산출하였다.

  다. 연구결과 및 고찰 

   (1) 실온-투명용기 (RL)  

투명용기에 분주한‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 수용액을 실온에 방치 

하였다. 이들을 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 

42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG의 함량을 HPLC 방법으로 측정하였으며 수

용액의 색변화도 함께 관찰하였다.

EGCG의 함량은 peak area 값을 기준으로 산출하였다. 실온-투명용기에 보관

한 실험군(RL)의 경우, 실험 1일차부터 4일차까지 점진적으로 EGCG 함량이 

감소하였으며 4일차에는 EGCG함량이 실험개시일 (0 일)에 관찰된 함량에 비

하여 70 % 수준으로 떨어졌다. 이후 EGCG의 함량은 계속적으로 감소하여, 

실험종료 시점(51주)에서의 EGCG함량은 실험개시 첫날의 함량에 비하여 32 

%로 감소하였다. (Table 5, Fig 7 )

수용액의 색변화는 1 주일이 지난 시점부터 갈변이 시작되어 4주 이후에는 

갈변정도를 육안으로도 쉽게 판별할 수 있었다.  (Fig 15)
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 Table 5.

 

　 RL1-1 RL1-2 　MEAN RL

2017-08-21 (0일) 7661 7238 7450 100

2017-08-22 (1일) 5807 5867 5837 78 

2017-08-24 (3일) 6400 5263 5832 78 

2017-08-25 (4일) 5519 5048 5284 74 

2017-08-28 (1주) 5604 5378 5491 71 

2017-09-05 (2주) 4982 5002 4992 67 

2017-09-11 (3주) 4310 4093 4202 56 

2017-09-18 (4주) 3190 3867 3529 47 

2017-11-03(10주) 2810 3015 2913 39 

2018-04-05(32주) 3005 2062  2531 37

2018-05-15(38주) 3441 2071 2756 36

2018-06-15(42주) 2790 2270 2530 34

2018-07-26(48주) 2804 2714 2759 33 

2018-08-16(51주) 2913 2301 2607 32

 

       Fig 7. Change of EGCG content in‘EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)

       solution stored in transparent vessel at room temperature 

   (2) 실온-갈색용기 (RD) 

갈색용기에 분주한‘EGCG고함유 녹차추출물’(EGTE) 수용액을 실온에 방치 

하였다. 이들을 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 
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42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG의 함량을 HPLC 방법으로 측정하였으며 수

용액의 색 변화도 함께 관찰하였다.

EGCG의 함량은 peak area 값을 기준으로 산출하였다. 실온-갈색용기에 보관

한 실험군(RD)의 경우, 실험 1일차부터 4일차까지 점진적으로 EGCG 함량이 

감소하였으며 1 주차에는 실험개시일에 관찰된 EGCG함량의 76 % 수준으로 

떨어졌다. 이후 EGCG의 함량은 계속적으로 감소하여, 실험종료 시점(51주)에

서의 EGCG함량은 실험개시 첫날의 함량에 비하여 25%로 감소하였다.

(Table 6 및 Fig 8)

Table 6.

　 RD1-1 RD1-2 MEAN　 RD

2017-08-21 (0일) 7661 7238 7450 100

2017-08-22 (1일) 6452 6060 6256 84 

2017-08-24 (3일) 6224 5854 6039 81 

2017-08-25 (4일) 5793 5381 5587 76 

2017-08-28 (1주) 5840 5410 5625 75 

2017-09-05 (2주) 5014 4991 5003 67 

2017-09-11 (3주) 3104 3189 3147 42 

2017-09-18 (4주) 2284 3041 2663 36 

2017-11-03(10주) 2521 1949 2235 30 

2018-04-05(32주) 2423 2138 2281 31 

2018-05-15(38주) 2246 2616 2431 33 

2018-06-15(42주) 2597 2379 2488 33 

2018-07-26(48주) 1679 1795 1737 30 

2018-08-16(51주) 1947 1779 1863 28
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       Fig 8. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 
       solution stored in brown colored vessel at room temperature 

   (3) 실온-투명용기 ascorbic acid 첨가(VRL) 

 EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)에 ascorbic acid를 2:1비율로 첨가한 후 물에

 녹인 수용액을 실온에 방치 하였다. 이들을 각각 0일, 1일,   3일, 4일, 1주,

 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG의 함량을

 HPLC 방법으로 측정하였으며 수용액의 색변화도 함께 관찰하였다. EGCG의

 함량은 peak area 값을 기준으로 산출하였다. 실온-투명용기 ascorbic acid

 첨가해 보관한 실험군(VRL)의 경우, 실험 1일차부터 4일차까지 점진적으로

 EGCG 함량이 감소하였으며 4일차에는 실험개시일에 관찰된 EGCG함량의 

 82 % 수준으로 떨어졌지만 ascorbic acid를 첨가하지 않은 실험군의 EGCG

 함량의 감소율에 비해서는 미미한 수준이었다. 이후 EGCG의 함량은 계속적

 으로 감소하여, 실험종료 시점(51주)에서의 EGCG함량은 실험개시 첫날의 

 함량에 비하여 38%로 감소하였다. 수용액의 색변화는 1주일이 지난 시점부터

 갈변이 시작되어 4주 이후에는 갈변정도를 육안으로도 쉽게 판별할 수 있었

 다. (Table 7, Fig 7, Fig 11 )
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Table 7.

　 VRL1-1 VRL1-2 MEAN　 VRL

2017-08-21 (0일) 8104 8133 8119 100

2017-08-22 (1일) 7420 7445 7433 92 

2017-08-24 (3일) 6785 6786 6786 84 

2017-08-25 (4일) 6608 6646 6627 82 

2017-08-28 (1주) 6162 6726 6444 79 

2017-09-05 (2주) 5342 6248 5795 71 

2017-09-11 (3주) 4882 5201 5042 62 

2017-09-18 (4주) 4902 4998 4950 61 

2017-11-03(10주) 4361 3759 4060 51 

2018-04-05(32주) 4070 4210 4140 50 

2018-05-15(38주) 4621 4323 4472 44 

2018-06-15(42주) 3871 2947 3409 42 

2018-07-26(48주) 3102 3520 3311 41 

2018-08-16(51주) 2918 3252 3085 38

     Fig 9. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)
     solution with ascorbic acid stored in transparent vessel at room 
     temperature 
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   (4) 실온-갈색용기 ascorbic acid 첨가(VRD) 

 `EGCG고함유 녹차추출물’에 ascorbic acid를 2:1비율로 첨가한 후 물에 녹인

 수용액을 갈색용기에 분주하여 실온에 방치 하였다. 이들을각각 0일, 1일, 

 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후

 EGCG의 함량을 HPLC 방법으로 측정하였다. EGCG98의 함량은 peak area 값

 을 기준으로 산출하였다. 실온-갈색용기 ascorbic acid첨가해 보관한 실험군

 (VRD)의 경우, 실험 일주일차에 EGCG의 함량이 84%로 감소하였고 2주차부터

 점진적으로 EGCG 함량이 감소하였다. 이후 EGCG의 함량은 계속적으로 감소

 하여, 실험종료시점(51주)에서의 EGCG함량은 실험개시 첫날의 함량에 비하여

 44%로 감소하였지만, ascorbic acid를 첨가하지 않은 수용액의 EGCG함량의

 감소율에 비해 현저히 더디게 나타났다. (Table 8, Fig 8, Fig 11 )

Table 8.

　 VRD1-1 VRD1-2 　MEAN VRD

2017-08-21 (0일) 8104 8133 8119 100

2017-08-22 (1일) 7396 7431 7414 91 

2017-08-24 (3일) 7285 7389 7337 90 

2017-08-25 (4일) 6998 6657 6828 86 

2017-08-28 (1주) 6920 6724 6822 84 

2017-09-05 (2주) 6190 6267 6229 77 

2017-09-11 (3주) 5780 5804 5792 71 

2017-09-18 (4주) 5168 4802 4985 61 

2017-11-03(10주) 4372 4234 4303 54 

2018-04-05(32주) 4758 4012 4385 53 

2018-05-15(38주) 4471 3969 4221 52 

2018-06-15(42주) 3780 3698 3739 46 

2018-07-26(48주) 3708 3547 3628 46 

2018-08-16(51주) 3766 3714 3740 44
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      Fig 10. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 
      solution with ascorbic acid stored in brown colored vessel at room 
      temperature.

   (5) 냉장-갈색용기(CD) 

갈색용기에 분주한 ‘EGCG고함유 녹차추출물’ 수용액을 냉장고에 방치하였

다. 이들을 각각 0일, 1일, 3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42

주, 48주 및 51주 방치 후 EGCG의 함량을 HPLC 방법으로 측정하였다.

EGCG의 함량은 peak area 값을 기준으로 산출하였다. 냉장고 속에서 갈색용

기 내에 보관한 실험군(CD)의 경우, 실험 4주차까지도 EGCG의 함량이 85%까

지 유지되었으며, 이후 점진적으로 EGCG 함량이 감소하였으나 51주 차에도 

실험개시일에 관찰된 EGCG함량의 61% 수준으로 유지되었다. 

(Table 9. Fig 9, Fig 11 )
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Table 9.

　 CD1-1 CD1-2 MEAN　 CD

2017-08-21 (0일) 7238 7661 7450 100

2017-08-22 (1일) 7729 6941 7335 98 

2017-08-24 (3일) 6909 7039 6974 95 

2017-08-25 (4일) 7352 6865 7109 95 

2017-08-28 (1주) 7218 7010 7114 94 

2017-09-05 (2주) 6983 6772 6878 92 

2017-09-11 (3주) 6855 6166 6511 87 

2017-09-18 (4주) 6508 6203 6356 85 

2017-11-03(10주) 5485 5146 5316 72 

2018-04-05(32주) 5442 5199 5321 72 

2018-05-15(38주) 5233 5431 5332 71 

2018-06-15(42주) 5183 5132 5158 69 

2018-07-26(48주) 4578 4786 4682 63 

2018-08-16(51주) 4477 4613 4545 61

     

     Fig 11. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)
     solution stored in brown colored vessel at 2℃.

   (6) 냉장-갈색용기-ascorbic acid 첨가(VCD) 

 EGCG고함유 녹차추출물에 ascorbic acid를 2:1비율로 첨가한 후 물에 녹인 수

용액을 갈색용기에 분주하여 냉장고에 방치 하였다. 이들을 각각 0일, 1일, 
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3일, 4일, 1주, 2주, 3주, 4주, 10주, 32주, 38주, 42주, 48주 및 51주 방치 후

EGCG의 함량을 HPLC 방법으로 측정하였다. EGCG98의 함량은 peak area 값

을 기준으로 산출하였다. ascorbic acid첨가한 검체를 냉장고 속에서 보관한 실

험군(VCD)의 경우, 실험 4주 차까지도 EGCG의 함량이 71%까지 유지되었으며,

이후 점진적으로 EGCG 함량이 감소하였으나 51 주차에도 실험개시일에 관찰

된 EGCG함량의 51 % 수준으로 유지되었다. (Table 10, Fig 10, Fig 11 )

 Table 10.

 

　 VCD1-1 VCD1-2 　MEAN VCD

2017-08-21 (0일) 8133 8104 8119 100

2017-08-22 (1일) 7511 7977 7744 95 

2017-08-24 (3일) 7549 7015 7282 91 

2017-08-25 (4일) 7305 7378 7342 90 

2017-08-28 (1주) 6709 7084 6897 85 

2017-09-05 (2주) 6302 6821 6562 81 

2017-09-11 (3주) 6160 6246 6203 76 

2017-09-18 (4주) 6279 5302 5791 71 

2017-11-03(10주) 5405 5637 5521 69 

2018-04-05(32주) 5315 5889 5602 67 

2018-05-15(38주) 5051 5341 5196 64 

2018-06-15(42주) 4911 5157 5034 62 

2018-07-26(48주) 4176 4464 4320 53 

2018-08-16(51주) 4291 3989 4140 51
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     Fig 12. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물(EGTE)
     with ascorbic acid stored in brown colored vessel at at 2℃.

        

        Fig 13. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물
        (EGTE) with ascorbic acid and without ascorbic acid stored in 
        brown colored vessel at 2℃. 
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        Fig 14. Change of EGCG content in EGCG고함유 녹차추출물
        (EGTE) in various storage condition at room temperature. 
  

기간
경과
일

1일 3일 4일 7일 2주 3주 4주 10주 32주 38주 42주 48주 51주

분석
일자

8/22 8/24 8/25 8/28 9/05 9/11 9/18 11/03 4/05 5/15 6/15 7/26 8/16

⓵-1
상온(20°
~22°)-L
ight

4mg/4
mL

⓶-1
상온(20
~22°C)-
Dark
4mg/4

mL

⓷-1
상온(20
~22°C)-
Light

Vta.c+
EGCG
4mg/4

mL

„-1
상온(20
~22°C)-
Dark

Vta.c+
EGCG
4mg/4

mL
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     Fig 15. EGCG고함유 녹차추출물(EGTE) 수용액의 온도별, 빛/어둠별 
     보관상 농도별 색도변화 평가(51주)

  라. 결론 

  추출 및 가공공정 중 유기용매를 사용하지 않고 물과 주정만을 사용하는 

 간편 chromatography 방법에 따라 녹차추출물을 정제하여 caffeine은 전혀 

 함유되지 아니하고 녹차의 대표 카테킨 성분으로 알려진

 EGCG(epigallocatechin gallate) 성분이 97% 이상으로 함유된 EGCG 고함유 녹

 차추출물’(EGTE : epigallocatechin gallate-rich green tea extract)을 개발하였

 으며 이를 소재로 활용하여 다양한 건강기능식품의 개발을 시도하였다. 이를

 위하여 우선 ‘EGCG 고함유 녹차추출물’을 서로 다른 실험조건(온도, 차광유

 무 등)에 1년에 걸쳐 노출시킨 후 색도의 변화 및 EGCG의 함량을 지표로 하

 여 안정성의 변화를 조사, 분석하였다.

     우선 투명용기 및 갈색용기에 담은 후 각각 실온, 냉장 및 냉동조건에서 보관

    한 분말상 시료의 경우 HPLC 분석법에 따라 각 해당실험일에 EGCG의 함량을

    측정한 결과 실험개시 1년이 경과한 시점에서도 EGCG의 함량변화가 관찰되지

    않았으며 이러한 결과는 모든 보관조건에서 동일하게 관찰되었다. (Fig 3)

    한편 수용액상 시료를 대상으로 한 실험군에서는 각각의 보관조건에 따라 안정

    성의 변화가 큰 차이를 보여주었다. 투명용기에 담은 후 실온에 보관한 RL군의

    경우 실험개시 후 색도가 서서히 진해지기 시작하였으며 3주 경과시점부터는

    육안으로도 쉽게 갈변현상을 관찰할 수 있었다 (Fig 3). 또 EGCG의 함량도 서

    서히 감소하여 3주 경과시에는 50% 이하로 감소되었으며 실험개시후 1년 경과

    시점에서는 초기 EGCG의 함량의 30% 정도만 유지되고 있음을 관찰하였다.

    (Fig 4) 

     또, 갈색용기에 담은 후 실온에 보관한 RD군의 경우에도 3주 경과시 EGCG의

    함량이 50% 수준으로 감소되었으며 RL군의 경우와 마찬가지로 실험개시 후 

⓹-1
냉장(3~
4°C)-
Dark

Vta.c+
EGCG
4mg/4

mL

⓺-1
냉장(3~
4°C)-
Dark

4mg/4m
L
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    1년 경과시점에서는 초기 EGCG의 함량의 30% 미만정도만 유지되고 있어

   ‘EGCG 고함유 녹차추출물’ 수용액을 실온에서 보관할 경우 용기의 차광여

    부에 따른 안정성의 변화는 미미한 수준이라고 판단할 수 있었다. 그러나 갈

    색용기에 분주 후 냉장보관한 CD군의 경우에는 EGCG의 함량감소가 서서히

    진행되었으며 실험개시후 1년 경과시점에도 초기 EGCG의 함량의 70% 이상의  

    수준을 유지하고 있어 보관온도조건이 ‘EGCG 고함유 녹차추출물’ 수용액

    의 안정성 유지에 보다 큰 영향을 미치고 있음을 알 수 있었다. 한편 ‘EGCG

    고함유 녹차추출물’ 수용액의 안정성을 높여줄 목적으로‘EGCG 고함유 녹

    차추출물’수용액에 vitamin C를 추가한 후 동일한 실험조건에서 보관한 VRL,

    VRD 및 VCD군의 경우 vitamin C를 추가하지 아니하고 동일한 실험조건에서

    보관한 RL, RD 및 CD군과 상호비교하여 볼 때 VRL군의 경우 RL군에 비하여

    색도의 변화가 비교적 서서히 진행됨이 관찰되었다 (Fig 3). EGCG의 함량 역시

    VRL군이 RL군에 비하여 서서히 감소되고 있음이 관찰되었고 특히 RD군에 비

    하여 VRD군은 EGCG의 함량감소가 유의적으로 지연됨을 관찰할 수 있었다. 그

    러나 갈색용기에 분주 후 냉장보관한 CD군과 VCD군의 경우에는 두 군 간의

    EGCG 함량감소에 있어서 유의적인 차이를 관찰할 수 없었다. 따라서 ‘EGCG

    고함유 녹차추출물’ 수용액에 vitamin C를 추가하여 보관할 경우 실온 보관조

    건에서는 안정성이 어느 정도 향상되었음이 관찰되었지만 그 효과는 미미한 수

    준이라 사료된다. 또 냉장보관(CD군과 VCD군)의 경우에 있어서는 vitamin C의 

    추가에 따른 안정성의 향상효과는 관찰되지 아니하였다. (Fig 5) 

     이와 같은 연구결과를 종합하여 볼때 신규건강기능식품소재 ‘EGCG 고함유 

녹차추출물’(EGTE)은 액상제제로 개발될 경우 비록 냉장보관시에는 1년 후에

도 70% 이상으로 유효성분이 유지될 수는 있으나 제품의 생산, 유통, 보관과정 

중에 더 많은 함량손실이 예측되고 있어 상업적 제품에는 적합한 제형이 될 수 

없으리라 예측된다. 따라서 본 소재 ‘EGCG 고함유 녹차추출물’(EGTE)은 보

관 중에 함량손실이 쉽게 발생될 수 있는 액상제제보다는 보다 우수한 안정성

을 보여주는 캡슐제, 정제, 스틱제 등 분말상의 제형으로 개발되어야 하리라 사

료된다.
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 제2절 EGCG 고함유 녹차소재의 규격화
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제3절 EGCG 고함유 녹차소재의 제조공정 최적화

  1. 연구 목적

         

     고순도 EGCG 소재를 양산하기 위한 공정 최적화를 모색하여 공정단계 별 

     산수율을 제고하며 제조원가를 절감할 수 있는 방법을 제시코자 한다.

  2. 실험방법 및 결과

  가. 실험재료

      -녹차건엽(보성녹차) 

      -녹차건엽 100kg

      -외관 및 성상: 연녹색의 절세분 

      -보관조건: 분말 냉소

   나. 실험방법

      제조공정 4단계의 각 과정마다 최적 조건의 탐색을 위한 반복 실험을 

      통하여 수율 제고, 원가 절감, 기간 단축 등의 효율 상승 방안을 검토

      한다.

   (가) 용매분배 과정의 개선점: 대량생산 시 EA와 물 사이에 중간층이 형성

       되는 상황에서 EGCG가 보다 많이 상층(EA)에 분배될 수 있는 방안을

       개발한다.

   (나) Diaion HP-20 크로마토그라피 과정의 개선점: 용출액 조성 변화를 

       통해 카페인 제거의 보다 고효율 방법 제시 및 폐용매량을 줄일 수 

       있는 방안을 제시한다.

   (다) 재결정법의 효율 제고 및 최적 동결건조법 제시: 반복 재결정화 하여

       수율을 높여 가고, 또한 선도물질 EGCG분말을 어느 시점에 첨가해야 

       재결정화 기간(시간)을 단축할 수 있는지를 제시한다.

   (라) 동결건조의 건조온도 control program 개발

   다. 실험결과

   (가) 용매분배 공정과정의 최적 조건 검토

       문제점: 실험실-scale 단위과정에서는 그렇지 않으나 양산시에는 

               용매분배 분리능이 현저히 낮아진다.

    ⓵ Trail 1: 용매 량을 늘림(30 브릭기스 추출물 10L 당 EA용매를 1.0배, 

              1.5배, 2.0배 비율)로 분배 시도한다. 

    ⓶ Trial 2: 30분간 반응기 회전 후 정치시간을 늘림(1박)
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    ⓷ Trial 3: 중간층이 형성되기 때문에 소금물 첨가

    ⓸ Trial 4: 여전히 중간층이 남아 있어서 반응기 온도를 40oC까지 상승

              하면서 회전 후 방치한다.

       해결책: 상기에서와 같이 소금물 첨가, 온도 상승하면서 반응기를 1박 

              방치하면 충분히 층이 갈라지며 이를 3회 반복하여 용매분배를 

              마무리한다. 

             용매분배 방법 개선 후 EA층의 HPLC분석 결과 

       즉, 추출물에 함유되어 있던 EGCG의 량이, 용매분배 시 물층으로 

       분배되는 손실 없이, 거의 EA층으로 회수된 것으로 판단된다(EGCG 

       순도는 대략 65%).

   (나) 분리정제 크로마토그라피 공정 과정의 최적조건 검토

       문제점: 이 과정에서 카페인을 제거하기 위하여 20% EtOH를 사용하  

       게 되는데 EGCG를 최대한 씻어내기 위하여 충분한 용출액을 사용하  

       다보니 농축액이 증가하여 원가상승 요인이 됨. 또한 20% EtOH 용출  

       액의 농축을 용이하게 하기 위하여 EA로 용매분배하게 되는데 일부  

       EA가 물층에 포함됨으로 해서 폐수로 버리지 못하고 환경 오염 우려 

       상 폐액으로 처리하다보니 처리 비용 증가를 감수해야 한다.

    ⓵ Trial 1: EGCG를 최대한 확보하기 위해서는 20%에서 25%로 조성을   

      바꿔 용출을 시도를 권함. 반면 그럴 경우 카페인이 함께 용출될 수   

      있으나 컬럼에 시료 로딩 시 따뜻한 물에 녹여 하되 바로 용출을 시   

      도하지 말고 이 용액이 충진제에 스며들은 후 온도가 내려가기를 기   

      다렸다가 용출을 하게 되면 카페인은 충진제 상단부에 고형화 되어    

      25% EtOH로 씻어도 용출되지 않기 때문에 이 문제를 해결할 수 있    

      다.  

    ⓶ Trial 2: 양산 시 발생하게 될 대량의 물층을 별도 농축반응기에서 농  

       축하여 EA를 충분히 분별한 다음 나머지 물층만을 폐수 처리하는 방  

       법을 권한다.
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       해결책: 상기에서와 같은 방법으로 Diaion HP-20 충진제 컬럼에서    

       25% EtOH로 처리하여 카페인을 제거함. 또한 폐수 처리를 위해 2톤  

       급 농축반응기를 확보하였다. 

           Diaion HP-20 크로마토그라피 방법 개선 후 HPLC분석 결과

 

       정량분석결과, 추출물에 함유 되어 있던 EGCG의 량이, 카페인 분획

       물에 남아있지 않고 거의 25% EtOH 분획물에 회수된 것으로 

       판단됨 (EGCG 순도가 80%에 육박함). 물층에 분배되었던 일부 EGCG를 

       회수함으로써 본 공정단계의 수율이 12% 상승되는 효과가 있다.

   (다) 재결정화 공정 과정의 최적조건 검토

       문제점: 재결정화는 수율이 낮다는 것과 장시간을 요한다는 점이 단점임. 

       경쟁사 소재는 순도가 94%이면서 약간 분홍빛을 띠는데 반해 본 소재는 

       재결정을 반복함으로써 완전 백색 분말로 얻어진다.

    ⓵ Trial 1: 재결정 수율을 높이기 위하여 상등액을 반복적으로 재결정

       함으로써 회수율을 높일 수 있으며 결국 수율이 상승한다.

    ⓶ Trial 2: 재결정 1 cycle이 1주정도 걸리는데 재결정화 기간을 단축시키기 

       위하여 저온에 보관한지 1박 후 결정화 leading 시료로 EGCG분말을 

       풀어주면 재결정화가 빨라진다.

    ⓷ Trial 3: 동결건조 시 가능한 한 낮은 온도에서 작동함으로써 갈변현상이 

       나타나지 않도록 한다.

       해결책: 상기와 같이 재결정화를 반복한다.

      정량분석결과, 추출물에 함유 되어 있던 EGCG의 량이 3회 반복 재결정화를

      하면 약 80% 회수되는 것으로 판단된다.(수율 EGCG 순도는 97~98%).

       



- 51 -

       본 재결정화 단계의 수율을 높이기 위해서는 추가 재결정화를 추천하지만

       비용 증가 및 시간 단축 차원에서 고려되어야 할 것임. 3회 반복 시 3주 

       소요된다.
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 제4절 녹차소재의 탈카페인화 공정 개선 연구 

  1. 개요

앞에서 추출 및 가공과정 중 유기용매를 사용하지 않고 물과 주정(spirit, 

ethanol)만을 사용한 간편 chromatography 방법에 따라 녹차 열수추출물을 정제

한 결과 caffeine은 전혀 함유되지 아니하고 대표적인 차카테킨 성분으로 알려

진 EGCG (epigallocatechin gallate)만 98% 이상 함유된 ‘EGCG 고함유 녹차추

출물’(GTE : epigallocatechin gallate-rich green tea extract)을 고수율로 확보

할 수 있는 제조공법을 개발하여 보고한 바 있다. 

 본 제조공법에 따라 실험실 수준 (lab-scale) 혹은 시험생산 수준 (pilot-scale)의 

생산설비를 활용하여 녹차 수십 kg을 추출하여 최종제품인 ‘EGCG 고함유 녹

차추출물’(GTE)를 생산하여 왔으며 이 경우에는 별다른 무리없이 본 제조공법

의 프로토콜에 따라 제품의 대량생산을 위하여 녹차 수백 kg - ton을 대형 탱

크형 추출조 내에서 추출하고 대형 chromatography 설비들을 사용하여 최종제

품을 생산하고자 시도한 결과 예기치 못한 못한 문제점이 속속 발생하였고 이

러한 문제점들을 해결하고자 본 제조공정을 일부 개선할 필요가 야기되었다. 대

량생산 system에 본 제조공정을 적용 시 발생한 문제점으로 우선 추출에 필요

한 최소량의 물을 사용하여 대형 추출조 내에서 60 ~ 80 oC에서 추출할 경우 

EGCG의 상당량이 GCG로 전환되었으며 전환된 GCG는 본 제조공정에서 활용하

고 있는 Diaion HP-20 column chromatography방법으로는 EGCG와의 완전 분리

가 어려워 최종제품에 혼입되게 됨으로서 결과적으로 최종제품의 순도를 떨어

지게 하는 원인이 되었다. 또, 추출물을 Diaion HP-20 column chromatography방

법으로 정제시 실험실 수준 (lab-scale) 혹은 시험생산 수준 (pilot-scale)에서와는 

달리 EGCG와 함께 상당량의 caffeine이 함께 용출되었으며 따라서 제품 중에 

혼입된 caffeine을 완제 제거하기 위하여 chromatography를 여러번 반복할 경우 

작업시간 장기화 및 고비용 등의 문제가 발생하여 제조공정의 개선 및 수정이 

불가피하게 되었다. 이에 최종제품 GTE의 대량생산 system에서 발생한 최종제

품 중 GCG 및 caffeine의 혼입으로 인한 제품순도 감소 문제를 원천적으로 해

결하기 위하여 시도한 연구결과를 요약하여 보고하고자 한다. 

2. 실험 방법

가. 시약 및 분석기기

   HPLC는 Futecs HPLC system(NS-3000i integrated HPLC System, AT-4000     
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Column Oven, Korea) 및 kromasil 100-5-C18 (4.6 x 250 mm, 5 ㎛)       

(Sigma-Aldrich, USA)을 사용하였다. HPLC 분석에 사용한 caffeine 및      

(+)-catechin (C), (-)-epigallocatechin(EGC), (-)-epicatechin(EC),          

(-)-epigallocatechin gallate (EGCG), (-)-gallocatechin gallate(GCG),      

(-)-epicatechin gallate(ECG)는 Sigma-Aldrich (MI, USA)사에서 구입하 였다. HPLC

용 용매는 J.T Baker(water, MeOH) 및 Tedia(acetonitrile)제품 을 사용하였다.

  나. HPLC를 이용한 ‘EGCG 고함유 녹차추출물’ 의 분석법

  HPLC 분석 전 시료 액은 증류수로 희석 후 0.45 ㎛ syringe filter       

(0.45mm HV, Durapore®)로 여과한 후 기기에 주입하였다. 이동상으로는 15 % 

acetonotrile in 0.1% acetic acid 용액을 1.0 ml/min의 유속으로 용출시켰다. 시

료 주입량은 20 ㎕로 하였으며, Oven(AT-4000 Column Oven, Futecs)의 온도는 35 

℃로 유지하였다. 자외부흡광광도검출기(Model 500, Chrom Tech®)를 사용하였으

며 검출파장은 280 nm로 정하였다.1,16) 

  다. 추출온도에 따른 EGCG의 GCG 전환율 

  시료 100 kg에 증류수 1,500 L를 가한 후 추출온도를 각각 35 ℃, 45 ℃, 50 

℃, 80 ℃에서 6 시간 추출하고 추출액 aliquot을 취하여 증류수로 희석한 후 

0.45 ㎛ syringe filter(0.45mm HV, Durapore®)로 여과한 후 HPLC 기기에 주입하

였다. (Fig 2)

  라. 강산성 양이온수지 (Trilite SCR-B)의 caffeine 흡착효과 

  시료 100 kg에 증류수 1,500 L를 가한 후 60 ℃에서 6 시간 동안 추    출하

였다. 추출액 1.25 L, 1.50 L, 1.75 L을 따로따로 취하여 미리       H+ form으

로 치환시켜둔 강산성 양이온수지 (Trilite SCR-B) column(4    L, ∅16 x 20 

cm)에 각각 분당 20 ml씩 loading하였다. 용출액 aliquot    를 취하여 증류수로 

희석 후 0.45 ㎛ syringe filter(0.45mm HV,         Durapore®)로 여과한 후 

HPLC 기기에 주입하여 caffeine의 존재유무    를 확인하였다. (Fig 3)

  또, 추출액 1.50 L 을 미리 H+ form으로 치환시켜둔 강산성 양이온수    지 

(Trilite SCR-B) column(4 L, ∅16 x 20 cm)에  각각 분당 20 ml,     30 ml, 40 

ml, 50 ml씩 loading하였다. 용출액을 증류수로 희석 후       0.45 ㎛ syringe 

filter(0.45mm HV, Durapore®)로 여과한 후 HPLC 분석    을 통하여 caffeine의 

존재유무를 확인하였다. (Fig 3). 또 추출액 1.50     L을 미리 H+ form으로 치

환시켜둔 강산성 양이온수지 (Trilite          SCR-B) column(4 L, ∅16 x 20 

cm)에 분당 20 ml의 유속으로 loading    하였다. 추출액의 loading이 종료된후 

증류수로 Trilite SCR-B 수지를    세척하고 이 때 용출되는 용출액을 100 ml 
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씩 순차적으로 받은 후 각    용출액에 존재하는 EGCG 및 caffeine의 농도를 

측정하였다. (Fig 4) 

  마. 기존공정에 따른 녹차 물추출물 및 EGCG 고함유 녹차추출물의 조제

  실험에 사용한 건조녹차는 2016년, 전남 보성산을 구매하여 시료로 사용하였

으며 표준시료는 ㈜알앤오식품에 보관되어 있다. 개방형 추출조에서 시료 100 g

에 증류수 1.5 L를 가한 후 60 ℃에서 6 시간씩 2회 반복추출하고 추출액은 여

과지로 여과 후 여액 3 L을 동량의 ethylacetate(EA)로 추출하고 EA층을 농축하

였다. 농축된 EA층을 증류수 2 L에 현탁시킨 후 Diaion HP-20 column(100 ml,  

∅4.0 x 15 cm)에 서서히 주입하여 흡착시켰다. 이후 Diaion HP-20 column을 4 

L의 증류수로 수회 세척한 후 10% 주정, 20% 주정, 30 % 주정용액을 각각  

500 mL 씩 단계적으로 용출시켰으며 이 중 20 % 주정 용출분을 취하여 주정이 

제거될 때까지 농축하고 농축액은 같은 방법으로 Diaion HP-20 column 

chromatography를 한 번 더 반복하고 잔류 주정이 제거될 때까지 농축하여 생

성되는 흰색 분말을 여과하였다. 여과된 분말은 물에 녹인 후 재결정을 반복하

여 최종적으로 ‘EGCG 고함유 녹차추출물’(GTE) 1.2 g을 얻었다.15)

  바. 개선된 공정에 따른 녹차 물추출물 및 EGCG고함유녹차추출물의 조제

  개방형 추출조에서 시료 100 kg에 증류수 1,500 L를 가한 후 45 ℃에서 6 시

간씩 2회 반복추출하고 추출액은 여과 후 여액을 미리 H+ form으로 치환시켜 

둔 Trilite SCR-B column (4 L, ∅16 x 20 cm)에 분당 40 ml로 loading 하였다. 

이후 column을 증류수 10 L로 세척하였으며 용출액과 세척액을 합하여 즉시 

Diaion HP-20 column (∅4.0 x 15 cm)에 서서히 주입하여 흡착시켰다. 이후 

Diaion HP-20 column을 증류수로 수회 세척한 후 10 % 주정, 20 % 주정, 30 % 

주정용액을 각각  400 L 씩 단계적으로 용출시켰으며 이 중 20 % 주정 용출분

을 취하여 주정이 제거될 때까지 농축하고 이때 생성되는 흰색 분말을 여과하

였다. 여과된 분말은 물에 녹인 후 재결정을 반복하여 최종적으로 ‘EGCG 고

함유 녹차추출물’(GTE) 5.2 Kg을 얻었다. (Fig. 5)

  3. 결과 및 고찰

    신규 건강기능식품 소재 ‘EGCG고함유 녹차추출물(GTE)’의 제조공정 표준

화 및 대량생산을 위한 최적의 제조 조건을 도출하고자 추출조건 및 제조공법

을 재검토하였다. 이를 위하여 우선 추출용매, 추출시간, 온도, 압력 등의 공정

변수에 따른 최종제품의 수율을 지표로 하여 추출조건을 재설정하고자 시도하

였다. 일반적으로 대량 추출을 목적으로 하는 500 L – 2 kL 규격의 대형 추출

조는 추출효율을 높이기 위하여 적절하게 압력을 조절할 수 있도록 밀폐형 탱
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크형태로 제작되어 있으며 시중에서 가장 널리 사용되고 있다. 그러나 최소량 

(10배)의 물을 추출용매로 사용하여 건조 녹차를 대형농축기 내에서 추출할 경

우 EGCG를 포함한 차카테친 성분 이외에 다수의 부산물이 생성되는 결과가 

발생되어 GTE의 양산을 위하여서는 밀폐형 탱크 추출조를 사용하는 추출방법

은 부적합하다는 결론에 도달하였다. 추출과정 중 얻어진 부산물들을 분리하여 

HPLC 분석 및 NMR, MS 등 분광학적 자료들을 토대로 동정한 결과 이들 부산

물들은 각각 EGCG, EGC, ECG 성분의 3-epimer인 gallocatechin gallate(GCG), 

gallocatechin(GC) 및 catechin gallate(CG) 등으로 확인되었으며 시료량의 10 배

에 해당하는 물을 사용하여 80 ℃에서 6 시간 동안 추출한 추출물의 경우 

EGCG와 gallocatechin gallate(GCG)의 비율이 3 : 1 정도로 나타났다. 이와 같

은 결과는 Ikeda2) 등의 연구결과와 잘 일치되고 있으며 EGCG이 GCG로 전환

되는 epimerization 현상은 고열 및 고압에 노출되는 시간에 비례하여 가속화

됨을 알 수 있었다. 또, 추출과정 중에 생성된 GCG는 기존의 제조공법에서 활

용한 Diaion HP-20 column chromatography방법 분만 아니라 타 

chromatography 방법으로도 EGCG와의 완전분리가 어려워 최종제품 중에 혼입

되게 됨으로서 결과적으로 최종제품의 순도를 떨어뜨리게 된다. 따라서 이와 

같이 추출과정 중에 일어나는 유효성분 EGCG의 epimerization 현상이 최소화 

될 수 있는 추출온도를 설정하고자 추출온도에 따라 EGCG가 GCG로 전환되는 

비율을 검토하여 보았다. 그 결과  Fig 2와 같이 추출온도를 각각 35 ℃, 45 

℃, 50 ℃, 80 ℃에서 6 시간 추출하여 얻은 추출물의 HPLC 분석결과를 살펴

보면 추출온도가 45 ℃ 이하에서는 EGCG의 일부가 GCG로 전환되는 현상이 

관찰되지 않았으나 추출온도가 50 ℃ 이상에서는 GCG가 생성되기 시작하였으

며 추출온도를 80 ℃로 한 경우에는 EGCG의 15 – 20 %가 GCG로 전환됨을 관

찰할 수 있었다 (Fig 2). 따라서 GTE의 양산을 위하여서는 비록 추출효율이 떨

어질 수는 있지만 추출압력이 발생할 수 있는 밀폐형 추출조의 사용을 피하고 

추출온도도 50 ℃ 이하에서 진행하여야 GCG 등 불필요한 부산물의 생성을 원

천적으로 배제할 수 있으리라 사료된다. 

    다음으로 Diaion HP-20 column chromatography방법으로 추출물을 정제시 실

험실 수준 (lab-scale) 혹은 시험생산 수준 (pilot-scale)에서와는 달리 대량생산 

system에서는 EGCG와 함께 상당량의 caffeine이 함께 용출되며 혼입된 

caffeine을 완제 제거하기 위하여 chromatography를 여러번 반복할 경우 발생

되는 작업시간 장기화 및 고비용 등의 문제점을 해결하고자 추출물을 Diaion 

HP-20 column chromatography으로 정제하기 이전에 추출물에 함유된 caffeine

을 미리 모두 제거하는 방법을 모색하였으며 그 일환으로 이온교환수지 사용

법을 검토하였다. 이를 위하여 식품 제조공정에서 사용 가능한 여러가지 이온

교환수지를 사용하여 추출물에 함유된 caffeine에 대한 흡착능을 테스트하여 

본 결과 강산성 양이온 교환수지를 제외한 기타 수지 (약산성 양이온 교환수
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지, 강염기성 음이온 교환수지 등)들은 흡착능이 미미하여 제조공정에 적용할 

수가 없었다. 따라서 EGCG 정제과정 이전에 녹차추출물에 함유된 caffeine을 

미리 제거하는 방안으로 추출물을 식품 제조공정에서 널리 사용되고 있는 강

산성 양이온수지 Trilite SCR-B column을 통과시켜 caffeine을 수지에 모두 흡

착시킨 후 Trilite SCR-B 수지를 통과한 용출액 (eluate)을 기존의 제조공정에 

따라 정제하는 방식으로 ‘EGCG고함유 녹차추출물(GTE)’를 제조하였다. 이

를 위하여 사용한 강산성 양이온수지 Trilite SCR-B에 caffeine 성분이 흡착되

는 능력 및 교환용량(capacity)을 검토하였다. 그 결과 Trilite SCR-B (4 L, ∅16 

x 20 cm)는 최소한 녹차추출물 1.5 L (건조중량 약 550 g)에 존재하는 caffeine

을 모두 효과적으로 흡착시킬 수 있다고 판단되며 결론적으로 녹차추출물에 

대한 Trilite SCR-B 수지의 교환용량(capacity)은 350g/L 이상이라고 판단할 수 

있었다. (Fig 3)  또, 녹차추출물을 Trilite SCR-B column을 통과시켜 caffeine을 

흡착시킬 시 추출물의 loading 속도에 따라 caffeine이 수지에 어느 정도 흡착

될 수 있는지를 알아보기 위하여 loading 속도를 분당 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 

ml씩 조절하여 본 결과 loading 속도가 50 ml를  초과한 경우에는 상당량의 

caffeine이 수지에 흡착되지 못하고 용출되었다. (Fig 3) 또, 녹차추출물을 

Trilite SCR-B column을 통과시켜 caffeine을 완전히 흡착시킨 Trilite SCR-B 수

지를 세척시 세척액은 어느 정도의 양이 필요한지를 알아보고자 증류수로 

Trilite SCR-B 수지를 세척하고 이 때 용출되는 세척액을 순차적으로 100 ml 

씩 받은 후 각 세척액에 존재하는 EGCG 및 caffeine의 농도를 측정하였다. 

(Fig 4) 그 결과 Fig 4와 같이 세척액 중의 EGCG 농도는 처음 500 ml 세척액 

이후부터는 급격히 감소하여 1,000 ml 세척액 이후에는 거의 검출이 되지 못하

였다. 반면 caffeine은 모든 세척액에서 검출이 되지 않아 녹차추출물에 존재하

는 caffeine은 모두 Trilite SCR-B 수지에 성공적으로 흡착이 됨을 알 수 있었

다. 또 녹차추출물에 존재하는 caffeine을 제외한 기타 성분들은 Trilite SCR-B 

수지 용량 대비 2.5 배 정도에 해당하는 양의 증류수로 수지를 세척하면 모두 

용출됨을 확인 활 수 있었다. (Fig 4) .Trilite SCR-B 수지를 통과한 용출액을 

Diaion HP-20 column chromatography 방법으로 정제하는 제조공정은 기존의 

제조공정과 같이 용출용매 중 주정의 함량을 높여주는 gradient 방식으로 진행

하였으며 Trilite SCR-B 수지 처리를 통하여 caffeine 성분이 모두 제거된 관계

로 단 일회의 chromatography 공정으로 ‘EGCG고함유 녹차추출물(GTE)’를 

효과적으로 제조할 수 있었다.(Fig 5) 아울러 기존의 제조공정에서는 Diaion 

HP-20 column chromatography 과정이 보다 원활하게 진행될 수 있도록 편의

상 녹차 추출물을 ethylacetate(EA)로 추출한 후 EA로 이행된 분획만을 취하여 

chromatography를 실시하여 최종제품을 생산하여 왔으나 개선된 제조공정에서

는 녹차 추출물을 ethylacetate(EA)로 추출하는 공정을 생략하고 녹차 추출물을 

Trilite SCR-B 수지 처리 후 얻어진 용출액을 그대로 Diaion HP-20 column에 
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흡착시킨 후 chromatography를 실시하므로서 제조공정이 기존의 제조공정에 

비하여 훨씬 단순화되었으며 부가적으로 녹차열수추출물을 ethylacetate(EA)로 

재추출하는 공정도 생략할 수 있었다. 

   4. 결론

물과 주정(spirit, ethanol)만을 사용한 간편 chromatography 방법에 따라 녹차 

열수추출물로부터 EGCG (epigallocatechin gallate)만 98% 이상 함유된 ‘EGCG 

고함유 녹차추출물’(GTE : epigallocatechin gallate- rich green tea extract)을 

고수율로 확보할 수 있는 제조공법을 대량생산 공정에 적합하게 개선하였다. 

기존의 제조공법은 시험생산 수준(pilot-scale)에 적합하도록 최적화된 방법으로

서 본 제조공법을 그대로 대량생산 공정에 적용시 최종제품 중에 상당량의 

GCG 및 caffeine이 혼입되어 제품순도가 감소되는 현상이 야기되었다. 추출기

를 개방형으로 바꾸고 추출온도를 45 ℃ 이하로 조절한 결과 추출효능은 감소

되었으나 EGCG의 epimerization 현상으로 생성된 GCG는 더 이상 생성되지 않

았으며 최종제품 중에 GCG는 더 이상 발견되지 아니하였다. 또, 최종제품에 

caffeine이 혼입되는 현상은 원천적으로 차단하고자 추출물을 Diaion HP-20 

column chromatography으로 정제하기 이전에 미리 강산성 양이온수지 Trilite 

SCR-B 수지를 통과시켜 추출물에 존재하는 caffeine을 모두 수지에 흡착시키

는 방법을 채택하였다. 수지에 흡착되지 않고 용출된 용출액 (eluate)을 기존의 

제조공정에 따라 Diaion HP-20 column chromatography 방법에 따라 정제한 결

과 단시간 내에 고수율의 ‘EGCG고함유 녹차추출물(GTE)’를 간편하게 제조

할 수 있었다. 
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       a)  

       

       b) 

       

       c)

       

       d) 

       

          Fig. 2. HPLC chromatogram of a) standard 5 catechins, GCG        
          and caffeine b) whole extract of green tea extracted at 45 ℃,      
          c) whole extract of green tea extracted at 50 ℃ 
          d) whole extract of green tea extracted at 45 ℃
          HPLC: column; kromasil 100-5-C18 (4.6 X 250) mobile phase; 15 %
          acetonitrile in 0.1% acetic acid, detection; UV 280nm. Peaks:      
          1. EGC, 2. caffeine, 3. EC, 4. EGCG and 5. GCG 6. ECG.
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          a)

          

       b) 

       

       c)  

       

          Fig. 3. HPLC chromatogram of a) eluate passed through cation
          exchange resin loaded with 1.5 L of green tea extract with a flow 
          rate of 30 ml/min b) eluate passed through cation exchange resin
          loaded with below 1.75 L of green tea extract with a flow rate of 30
          ml/min a) eluate passed through cation exchange resin loaded with
          below 1.5 L of green tea extract with a flow rate of 50 ml/min.
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            Fig. 4. EGCG and caffeine content in each 100 ml eluate

            passed through cation exchange resin

       a) 

       

       b) 

       

       c) 
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       d) 

       

       e) 

       

       f) 

       

         Fig. 5. HPLC chromatogram of a) eluate eluted with H2O, 
         b) eluate eluted with 10 % EtOH, c) eluate eluted with 15 % EtOH,
         d) eluate eluted with 20 % EtOH, e) eluate eluted with 25 % EtOH, 
         f) GTE obtained from eluate eluted with 20 % EtOH. 
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 제5절 녹차소재의 점진적 양산화 및 시생산(Pilot)

  1. 개요
    
    실험실 수준의 제조 기준이 그대로 대량생산에 적용되기는 쉽지 않기 때      
    때문에 불량률을 최소화하기 위해서 점차적으로 생산량을 늘려가며 표준
    공정 기준을 새롭게 설정하고자 한다. 한 예로, 소규모 단위의 분리정제
    시 Diaion HP-20 크로마토그라피에서 물-주정계로 카테킨이 잘 분획되
    던 것이 Pilot 수준에서는 카테킨 분획물에 카페인이 혼입되는 현상이        
    나타나서 탈카페인(decaffeined)하기 위하여 양이온수지를 거치는 새로운
    과정을 추가로 도입하게 되었다. 이와 같이 양산화 과정에서 어떤 새로운
    변수가 나타날지 알 수 없으니 점차적으로 생산량을 늘려가며 양산화 과
    정을 습득할 필요가 있다. 
    

  2. 재료 및 방법

    Lab-scale생산과 대량 생산에서의 수율 차를 극복하기 위하여 점진적으로 
    양을 늘려가며 1차: 녹차건엽 100kg, 2차:녹차건엽 500kg, 3차:녹차 건엽 2톤, 
    4차:녹차건엽 5톤으로부터 고순도 EGCG 소재를 반복, 생산하였다.

  가. 추출공정(추출기, 농축기)
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  나. 용매분배공정(용매분배기, 농축기)

  다. 분획공정(크로마토그라피, SUS컬럼, 농축기)

  라. 재결정화공정(재결정기)
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  3. 결과 

  가. 점진적 양산화 과정에서의 단계별 소요시간, 수율

  나. 3차 반복(2톤) 시 공정단계별 분석결과

   (1) 열수 추출액 분석자료(1단계 공정)

        

원료량
(녹차건엽)

공정별
소요
시간

생산비용
(재료비,천원)

최종 
products

무게
수율

100kg
(보성산, 
건조엽)

추출및농축
분배및농축
분획및농축
재결정및동결건조

4 day
3 day
9 day
12 day

12,200   5.6kg 5.60%

  500kg
(보성산, 
건조엽)

추출및농축
분배및농축
분획및농축
재결정및동결건조

4 day
3 day
9 day
12 day

18,420 26.5kg 5.31%

   2톤
(보성산, 
건조엽)

추출및농축
분배및농축
분획및농축
재결정및동결건조

5 day
5 day
10 day
14 day

26,440 104kg 5.02%

   5톤
(보성산, 
건조엽)

추출및농축
분배및농축
분획및농축
재결정및동결건조

7 day
8 day
12 day
14 day

44,310 247kg 4.94%
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   (2) 용매분배 상측액(EA) 분석자료(2단계 공정)

        

   (3) Diaion HP-20 분획별 분석자료(3단계 공정)

   (가) H2O층 500ml 1/20희석                   

        

   (나) 10% EtOH층 500ml 1/20희석              
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   (다) 20% EtOH층 500ml 1/20희석                  

        

   (라) 30% EtOH층 500ml 1/20희석

                

   (마) 100% EtOH층 500ml 1/20희석
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   (바) 100% MeOH층 500ml 1/20희석         

        

   (사) 2N NaOH층 500ml 1/20희석

       

   (아) 100% MeOH층 500ml 1/20희석

       

      이상에서와 같이 Diaion HP-20 크로마토그라피 과정에서 카테킨을 분

      획하고 이를 다시 양이온에 통과하여 탈카페인한 후 최종적으로 재결

      정화하여 탈카페인, EGCG 고함유 녹차소재의 대량생산이 가능해졌다.
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 제6절 시제품 개발을 위한 배합실험 및 제형제제화

  1. 개요

    약물을 투여하기에 적합한 형체와 성상으로 조제하는 것을 말하는데 보
    통 원료가 되는 약물 투여를 용이하게 하기 위하여 부형제를 첨가하여      
    캡슐, 정제, 분말, 액상(드링크제) 등으로 사용하게 된다.
    여기서 성상(description)은 시료의 성질과 상태를 아울러 이르는 말로서
    부형제는 첨가제의 일종으로 정제의 적절한 크기와 경도 등을 부여하기     
    위하여 사용되는 물질이다.

  2. 실험방법

  가. pre-formulation의 필요성
   (1) 안정성 있는 유효한 제제 설계를 위해 원료물질의 물리화학적 성상 및
      특이성 파악이 필수적이다.
   (2) Pre-formulation에서 고려해야 할 물리화학적 성상: 용해도, 분배계수,
      용출속도, 물리적 형태 및 안정성.

  나. 생물약제학적 분류체계(BCS: Biopharmaceutic Classification 
     System)
   (1) 약물흡수 속도와 정도를 결정짓는 주요인자로서 약물용출과 장관투과
      성이 있는데
   (가) In vitro상의 약물 용출
   (나) in vivo상에서의 생체이용율
      *생체이용율(bioavailability): 같은 약물이라도 결정형, 순도, 제제형태, 
       부형약제의 종류에 따라 생리학적 효과(흡수성, 삼투성 증)가 다르다.
   (2) 약물용해도(solubility)
   (가) 약물 발현을 위한 약물의 적정한 물에 대한 용해도가 유지되어야 함
   (나) 약물성분의 친수성, 지질 친화도가 적절히 요구됨
   (다) 용해도 증가시키는 방법으로 염 혹은 에스터(ester) 유도체로 합성하
       거나 약물입자 크기를 줄이는 방법
   (3). 분배계수(partiton coefficient)
   (가) 약물의 친수성과 소수성 상에 분배되는 정도를 나타내는 지표로서 옥
       탄올-물 분배계수 생체막이 갖는 지질친화성과 가장 유사해서 처방화 
       개발 단계에서 널리 사용함
       -p=옥탄올중 약물 농도/수상중 약물농도
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       -분배계수 p가 클수록 막투과성 증가
   (나) 약리적 효능 발현 요건으로서 투여된 약물의 단백질과 지질로 구성된 
       세포막을 어떻게 통과하느냐에 달려 있는데
       -세포막 투과능력 차이: 지질친화력(lipophilic) 또는 물친화적
          (hydrophilic) 정도
   (4) 용출속도(dissolution rate)
      약물이 용매에 녹는 속도를 말하는 것이며 약물의 흡수능력을 
      예측할 수 있는데 용출속도에 미치는 영향으로는
      -화학적 특성: 약물의 산-염기 상태, 염(salt)의 형태
      -물리적 특성: 약물입자 크기. 결정성, 비결정성(무정형)
   (5) 물리적 형태
      약물의 결정성, 무정형, 입자 크기가 용출속도를 좌우함
   (6) 안정성
      환경적 용인이 약물의 안정성이 미치는 영향
      -약물 안정성 시험요소: 온도, 습도, 시험기간, 빛과 공기에 노출 여부
      -안정성 정보: 유효기간 포장, 보관, 배송조건 등 설정 요소

  3. EGCG소재에 대한 포뮬레이션 측면에서의 적용(결과)

     EGCG소재를 투여하기 적합한 형태와 형상으로 조재하기 위하여 1)어떤
    부형제를 사용하여 조성비율을 결정할 것인지, 2) 어떤 형태, 즉 정제, 캡슐, 
    분말, 액상 등 어느 것이 세포막 침투에 가장 효율적인지를 결정하고자 한다. 
    의약품과 달리 건기식은 약물 용해도나 분배계수, 용출속도 등을 높이기 위해 
    화학적 성분 자체를 변형하는 것은 어렵기 때문에 물리적 형태를 어떻게 조절
    하느냐가 우선의 관건이다. 약물의 결정성, 무정형, 입자크기를 조절하는 것 
    외에는 특별한 방법이 없어 보인다.

  가. 약물 용해도 측면 고찰
     (특별한 고려 대상이 아님) 

  나. 분배계수 측면 고찰
     (특별한 고려 대상이 아님)

  다. 용출속도 측면 고찰
   (1) 기준용출시험
      식품공전 일반시험법 중 용출시험법 제2법에 준하였다.
      -용출액: 0.01 mol/L HCl



- 70 -

      -온도: 37oC +/- 0.5 oC
      -용출액량: 500ml
      -회전속도: 100rpm
      -용출시간: 20hr 
   (2) 시험조건
      -검액: 용출 시작후 각 ㅌ측정시간마다 용액을 채취하여 10um필터로
       여과 후 이 용액을 검액으로 사용하였다.
      -측정시간에 따른 방출 조건

            
                   1 hr: 10~20%
                   6 Hr: 40-55%
                   12 hr: 65~85%
                   20 hr: 85% 이상
      -HPLC를 이용하여 용출된 약물의 농도를 계산한다.
   (3) 비교용출시험
      -식품공전의 일반시험법중 영출시험법 제2법에 의거한다.
      -용출액: pH 1.2: 붕해시험법 제1액(인공위액)
              pH 4.0: 초산염완추액
              pH 6.8: 붕해시험법 제2액(인공장액)   
              Water : 3차증류수
      -온도: 37oC +/- 0.5oC
      -용출액량: 900mL
      -회전속도: 50 rpm
      -용출시간: pH 1.2: 2 hr
                pH 4.0, 6.8, water: 20 hr
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   (가) pH 1.2, 50 rpm 용출시험결과

   (나) pH 4.0, 50 rpm 용출시험결과

   (다) pH 6.8, 50 rpm 용출시험결과
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   (라) Water, 50 rpm 용출시험결과

      용출시험결과, 기준 용출액과 비교용출을 시험하였으며 모든 용출액에
      서 대조약과 유사한 약물 방출 결과를 유도할 수 있었음. In vitro상에
      서의 용출결과로 볼 때, In vivo 상에서도 대조약과 가튼 생물학적 동
      등성을 입증할 것으로 판단된다.

  라. 물리적 형태
      EGCG소재는 제조, 건조 시 가열할 경우 갈변현상이 뚜렷하기 때문에
      동결건조를 원칙으로 함. 그러다보니 건조된 케익을 분쇄하면 분말이 
      가벼워 날릴 정도여서 캡슐화가 결코 쉽지 않음. 따라서 용출속도에 
      영향을 주는 EGCG 자체 약물의 결정성, 무정형, 입자 크기는 별다른 
      의미가 없다. 
      그렇기 때문에 먼저 해결해야 할 점은 동결건조 후 가벼워진 무정형
      분말을 어떻게 처리해서 캡슐화 과정을 용이하게 할 것인가를 우선 
      고려해야 함. 따라서 다양한 부형제를 일정 비율로 혼합한 후 동결건조를
      하는 방법을 택하였음. 검토한 부형제로는 유당, 비타민 C, 셀루로우스,
      밀크씨슬(실리마린), 가르시아캄보지아추출물(HCA), 공액리놀렌산(CLA) 
      등이 있으며 이중 유당(lactose)과 비타민(vitamin) 씨(C) 위주로 실험하였다.
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   (1) EGCG/Lactose (1:1)

   (2) EGCG/Lactose (70:30)

   (3) EGCG/Lactose (80:20)

 
   (4) EGCG/Lactose (90:10)
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   (5) EGCG/Lactose (95:5)

   (6) EGCG/Vitamin C (80:20)

   (7) EGCG/Vitamin C (90:10)

   (8) EGCG/Vitamin C (95:5)
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  4. 결론   

     상기 실험에서 대체로 5~10%의 부형제(유당 혹은 비타민 씨)를 EGCG
     소재와 혼합하여 동결건조한 시료는 유동성(흐름)이 좋은 편이에서 자동 
     캡슐화가 가능해 짐. 그러나 비타민 C는 공기 중 산화되어 갈변현상을       
     나타내기 때문에 EGCG소재와 혼합하면 색상을 분홍색으로 변색시키므로 
     가능하면 부형제는 유당을 사용하도록 권장한다.
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 제7절 제품디자인 개발

  1. 네이밍개발 

     브랜드명: 알오고 CGTE (원료제품)

              알오고 [스틱형 제품(80mg/stick), 커피첨가물]

              알오고 골드 [캡슐형 제품(260mg/caps), 건기식]

  2. 브랜드이미지 및 패키지  
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  3. 단상자 설계및제작
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         [제품1] 원료제품

 
         [제품2] 커피맞춤형 기능성첨가제(스틱)

         [제품3] 건강기능식품(캡슐)
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 제8절 임상시험 위한 시험약(제품) 설계 및 제작 

   1. 배합비 설계 

   가. 진약(380mg/1cap) 

      녹차추출물 ----------------------  50.0%(190mg)

      결정셀룰로오스-------------------  49.8%(189.24mg)

      카르복시메칠셀룰로오스칼슘-------  0.1% (0.38mg)

      이산화규소 ----------------------  0.1% (0.38mg)

  나. 위약(380mg/1cap) 배합비 설계

      결정셀룰로오스 ------------------  99.89%(379.5mg)

      이산화규소       ----------------- 0.1% (0.38mg)

      적색40호(색소) -------------------  0.003%(0.01mg)

 

  다. 공통 시험 규격

     성상  : 상하부 암녹색의 경질캅셀로 내용물은 연갈색의 고운 분말

     붕해 : 20분이내(캅셀 붕해 기준)

     수분 : 10% 이내(내용물 수분)

     대장균군 : 음성

     <근거_건강기능식품 공전 규격>
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 제9절 항산화/항당뇨/인지기능개선 전임상시험 및 작용
       기전 연구

  1. 고순도 EGCG의 항산화 효능 연구 

   가. 고순도 EGCG의 항산화 효능에 대한 in vitro(세포배양) 연구

    (1) 연구 방법
    (가) 고순도 EGCG의 항산화 효능에 대한 평가를 세포수준에서 실시하였
        다. 본 실험에 사용된 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 (Korea)에
        서 구입하여 사용하였다. 동결된 RAW 264.7 세포를 50 ㎖ 튜브에 
        옮기고 PBS 9 ㎖을 넣어 세포를 부유시킨 뒤 1,200 rpm에서 5분간 
        원심분리 하여 상층액을 제거하였다. 세포는 10% fetal bovine
        serum (FBS)와 1% penicillin/streptomycin으로 조성된 DMEM 배
        지 1 ㎖을 넣어 부유시켜 세포배양기 (37℃, 5% CO2) 에서 배양하
        였다. 계대배양 횟수는 5회 이상으로 하였고, 시료들을 처리하기 전
        에 24시간을 적응시켰다.
    (나) DPPH radical 소거능은 다음과 같은 방법으로 측정하였다. 고순도 
        EGCG를 비롯한 시료의 최종 농도가 1, 10, 100, 500, 1,000 (㎍/
        ㎖)의 농도로 될 수 있게 희석시켰으며, 에탄올에 용해시킨 0.2 mM
        의 DPPH 용액 150 ㎕와 시료를 각각 100 ㎕씩 혼합하여 세포배양
        기 (37℃, 5% CO2)에서 30분간 반응 시킨 후 517 ㎚에서 흡광도를 
        측정하였다. 이때, 대조군에 증류수를 넣었고 DPPH 용액의 대조군
        으로써는 에탄올을 넣어 보정값을 얻은 후 DPPH 자유라디칼 소거율
        을 아래의 식에 따라 계산하여 백분율로 나타내었다.

        
소거율(%)=( 대조군의 흡광도-시료 첨가군의 흡광도 )×100

대조군의 흡광도

   (다) ABTS radical 소거능은 다음의 방법으로 측정하였다. 고순도 EGCG
       를 포함하는 시료의 최종 농도가 1, 10, 100, 500, 1,000 (㎍/㎖)의 
       농도로 될 수 있게 희석시켰으며, ABTS 용액은 7.4 mM ABTS (2,2
       –azino–bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))와 2.6 mM 
       potassium persulphate를 제조한 후, 암소에 하루 동안 방치하여 양
       이온 (ABTS·+)을 형성시킨 다음 732 ㎚에서 흡광도를 측정하여 흡광
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       도 값이 1.5 이하가 나오도록 희석하고, 희석된 ABTS·+ 용액 95 ㎕와 
       시료를 각각 5 ㎕ 혼합하여 실온에서 10분간 반응시킨 후, 732 ㎚에
       서 흡광도를 측정하였다. 이때, 대조군에 증류수를 넣었으며, 대조군
       에 대한 ABTS 라디칼 소거율을 아래의 식에 따라 계산하여 백분율로 
       나타내었다. 

소거율 (%) = (1-
(시료 첨가군의 흡광도)

)× 100
대조군의 흡광도

    (2) 연구 결과
    (가) 고순도 EGCG의 DPPH 소거능 평가
     ① 고순도 EGCG를 비롯하여 시료의 최종 농도가 1, 10, 100, 500, 1,000 
        (㎍/㎖)의 농도로 될 수 있게 희석 한 뒤, 에탄올에 용해시킨 0.2 mM의
        DPPH 용액 150 ㎕와 시료를 각각 100 ㎕씩 혼합하여 세포배양기 
        (37℃, 5% CO2)에서 30분간 반응 시킨 후 517 ㎚에서 흡광도를 
        측정하였음. 대조군은 증류수를 사용하였으며 DPPH 용액의 대조군에는 
        에탄올을 넣어 보정값을 얻은 후 DPPH 자유라디칼소거율을 계산하여 
        백분율로 나타내었음. 
     ② 그 결과 농도의존적으로 DPPH 소거능이 증가하는 것을 관찰하였음.
       고순도 EGCG의 경우 100 ㎍/㎖의 농도에서 이미 최고의 항산화능을 나타냄. 
       저순도 EGCG와 고순도 EGCG의 항산화능을 비교하였을 경우 10 ㎍/㎖의 
       농도에서 8% 이상 고순도 EGCG의 항산화능이 더 강력하게 나타났음. 
       100 ㎍/㎖ 이상의 농도에서는 두 시료 모두 95% 이상의 DPPH 소거능을 
       나타냄. 

      

        그림1. 고순도 EGCG에 의한 DPPH 소거능 평가



- 96 -

   (나) 고순도 EGCG의 ABTS radical 소거능 평가
    ① ABTS radical 소거능은 고순도 EGCG를 포함하는 시료의 최종 농도가 
       1, 10, 100, 500, 1,000 (㎍/㎖)의 농도로 될 수 있게 희석한 뒤 ABTS 용액
       을 제조하고 암소에 하루 동안 방치하여 양이온 (ABTS·+)을 형성시킨 다음
       732 ㎚에서 흡광도를 측정하여 흡광도 값이 1.5 이하가 나오도록 희석하고, 
       희석된 ABTS·+ 용액 95 ㎕와 시료를 각각 5 ㎕ 혼합하여 실온에서 10분간
       반응시킨 후, 732 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 
    ② 그 결과 고순도 EGCG는 10 μg/ml에서부터 50%이상의 ABTS 소거능을 
       나타내었으며 농도의존적으로 ABTS의 활성을 잘 억제하였다. 

        

         그림2. 고순도 EGCG에 의한 ABTS 제거능 평가

       이상의 결과를 종합하면 고순도 EGCG를 저순도 EGCG 시료와 비교한 결과
       DPPH 소거능과 ABTS radical 소거능에서 모두 5%이상의 효능이 우수하였
       음. 따라서 고순도 EGCG는 우수한 항산화 효능을 가지고 있었다. 



- 97 -

  2. 고순도 EGCG의 산화적 스트레스유도 동물모델 (in vivo)에서 항노화 효능평가

  가. 연구방법

   (1) 산화스트레스 실험동물모델의 제작
      AAPH[2.2’-azobis (2-aminodinopropane) hydrochloride]에 의한 산화적 
      스트레스 유발 및 약물 투여 6주령의 수컷 Sprague-Dawley rat (SD rat)를
      정상군(normal), 대조군(control), 양성대조군(ascorbic acid 또는 AA), 
      저순도 녹차추출물 (tea catechin 또는 T-C, 75, 150, 300 mg/kg), 고순도
      EGCG (EGCG 또는 E, 75, 150, 300 mg/kg)으로 그룹을 나누어 각 군당 
      실험동물을 10마리씩 배정하여 실험을 시행하였다. 대조군은 50 mg/kg의
      AAPH를 매일 1회씩 7일간 복강에 투여 하여 산화적 스트레스를 유발하였다.
      저순도 녹차추출물과 고순도 EGCG는 AAPH에 의한 산화스트레스 유발 3일전
      부터 경구투여 하여, 총 10일간 약물을 투여하였다. 마지막 약물투여 및
      AAPH에 의한 산화스트레스 유발 후 12시간 동안 절식을 시킨 뒤 실험동물을
      치사하였다. 
   (2) 실험동물 치사 및 혈액 채취  
      마지막 약물투여 후 24시간 후에 실험동물을 마취한 다음 직접 심장채혈법으
      로 10 mL의 혈액을 포집하였다. 채혈한 혈액은 CBC bottle에 넣어 적혈구,
      백혈구, 혈소판을 혈구분석기(CBC coulter counter)로 측정하였다. 
   (3) 혈장분리 및 혈액내 생화학지표 분석
      채혈된 혈액의 일부는 6,500 rpm, 15분간 원심분리하여 혈장을 분리하였다.
     분리된 혈액내에 존재하는 LDL cholesterol, total bilirubin, albumin, 
     glucose는 생화학분석기로 측정하였다.

   (4) 간조직 분리
      치사된 실험동물의 간 조직 일부를 적출한 후 Bansal 등의 방법)에 의해 4배
      의 150 mM의 KCl을 가하여 homogeniger를 이용하여 균질화하였다. 균질화
      한 조직을 1차 원심분리(1,000 rpm 20분)한 후 균질화 되지 않은 조직 등을
      제거하고 2차 원심분리 (4,000 rpm 30분) 하여 상등액을 취하여 nitric oxide
    　(NO), catalase를 측정하였고, 나머지는 3차 원심분리(20,000 rpm 1시간) 후
      상등액을 취하여 SOD, malondialdehyde (MDA)를 측정하였다.
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   (5) SOD 활성 측정
      Super Oxide Dismutase 활성은 SOD assay kit (Dojindo, Japan)을 
      이용하여 측정하였다. 간조직에 150 mM KCl을 관류시켜 적혈구를 제거한 
      뒤 0.1 M Tris/HCl, 0.5% Triton X-100, 5 mM β-mercap 
      to ethanol, 0.1 mg/ml PMSF로 균질화 한 뒤 14,000 g, 4℃에서 5
      분동안 원심분리하여 그 상등액을 취하였다. WST working solution
      은 19 ml의 assay buffer에 1 ml의 WST solution을 희석하여 사용
      하였다. enzyme working solution은 2.5 ml의 dilution buffer에 15 
      μl에 희석하여 반응에 사용하고 발색반응을 유도하였다. 발색의 정도는 
      450 nm에서 microplate reader로 흡광도를 측정한 후 SOD activity
      를 계산 하였다.

   (6) NO (nitric oxid) 측정
      간조직에서 존재하는 nitric oxide의 양은 Nitric Oxide assay kit 
      (Dojindo, Japan)을 이용하여 측정하였고, 450 nm에서 흡광도를 측정
      한 후 NO의 함량을 계산하였다.

   (7) Catalase 활성 측정
      Catalase 활성도 측정은 Abei의 방법)에 따라 3.0 mL cuvette에 130 
      nm phosphate buffer (pH 7,0) 500 ㎕, 간 분획물 40 ㎕와 증류수 
      660 ㎕를 혼합하여 기질인 15mM H2O2 농도에 의한 흡광도의 감소율
      을 측정하였다. 효소의 활성도는 1분 동안 1 μM의 H2O2를 분해시키는 
      효소의 양을 1 unit로 표시하였다.

   (8) GSH 정량 측정
      간에서의 GSH-px 활성을 측정하기 위하여 간조직 100 mg을 0.5 ml
      의 GST assay buffer에 넣고 homogenizer로 균질화 한 뒤 10,000 
      xg, 4℃, 15분 동안 원심분리하여 그 상등액을 사용하였다. 시료는 총 
      50 μl준비하고 GST assay buffer로 비율을 조정하여 사용하였다. 음 
      성대조군으로는 GST buffer를 50 μl 사용하였다. 저순도와 고순도 
      EGCG를 처리한 그룹 및 대조군은 모두 glutathione 5 μl를 더하여 사
      용하였다. GST assay buffer와 GST substrate (CDNB) solution을 
      49:1의 비율로 혼합하여 EGCG처리군과 대조군에 각각 50 μl를 분주한 
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      뒤 340 nm의 파장에서 1분 간격으로 적어도 5번 흡광도를 측정하였
      다. GST 활성도는 다음의 공식을 활용하였다. 
      ΔA340/min=[A340(Time2) - A340(Time1)] /[Time2 (min) - Time1 (min)]
      GST activity = [Δ340 min-1 x reaction volume (ml)]/[0.0096 
      μmol-1cm-1 x 1000 ml x 0.2893 cm x V] x D
      V = sample volume added to well (ml)
      D = sample dilution factor

  나. 연구결과 

   (1) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 적혈구의 수에 미치는 
      영향
   (가) AAPH에 의해 산화스트레스가 나타난 실험동물의 혈액내 적혈구의 
      수에 고순도  EGCG가 미치는 영향을 확인하고자 실험동물의 혈액을 
      혈구분석기로 분석하였다.
   (나) 그 결과 정상군에서는 8.12±0.05 ×106 cell/μl이었으나 산화스트레스가 
      나타난 대조군에서 10.37±0.57 ×106 cell/μl으로 증가하였다. 산화
      스트레스에 의해 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 150, 300
      mg/kg의 농도로 투여한 실험동물의 혈액에서는 각각 9.52±0.39 ×106 
      cell/μl, 9.35±0.62 ×106 cell/μl, 9.40±0.16 ×106 cell/μl 으로 나타났다, 
      반면 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg의 농도로 투여한 실험동물의 
      혈액에서는 10.18±0.40 ×106 cell/μl, 10.37±0.86 ×106 cell/μl, 
      10.99±0.89 ×106 cell/μl의 수를 나타내어 고순도 EGCG에 의해 RBC의 
      수가 약간 증가한 것으로 나타났다. 
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         그림3. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
               적혈구의 수에 미치는 영향

   (2) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 백혈구의 수에 미치는 
      영향
   (가) AAPH에 의해 산화스트레스가 나타난 실험동물의 혈액내 백혈구의 
      수에 고순도  EGCG가 미치는 영향을 확인하고자 실험동물의 혈액을 
      혈구분석기로 분석하였다.
   (나) 그 결과 정상군에서는 7.37±1.38 ×103 cell/μl이었으나 산화스트레스
      가 나타난 대조군에서 9.50±0.98 ×103  cell/μl으로 증가하였다. 산화
   (다) 스트레스에 의해 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 150, 
      300 mg/kg의 농도로 투여한 실험동물의 혈액에서는 각각 6.18±1.92 
      ×103 cell/μl, 7.14±1.57 ×103  cell/μl, 6.05±2.22 ×103 cell/μl 으로 
      나타났다, 반면 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg의 농도로 투여
      한 실험동물의 혈액에서는 7.40±3.22 ×103  cell/μl, 5.14±1.31 ×103 
      cell/μl, 6.84±2.55 ×103 cell/μl의 수를 나타내어 고순도 EGCG에 의
      해 WBC의 수가 약간 증가한 것으로 나타났다. 
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    그림4. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
          백혈구의 수에 미치는 영향

   (3) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 혈소판의 수에 미치는 
      영향 
   (가) AAPH에 의해 산화스트레스가 나타난 실험동물의 혈액내 혈소판의 
      수에 고순도  EGCG가 미치는 영향을 확인하고자 실험동물의 혈액을 
      혈구분석기로 분석하였다.  
   (나) 그 결과 정상군에서는 1125±125 ×103 cell/μl이었으나 산화스트레스
      가 나타난 대조군에서 1507±244 ×103  cell/μl으로 증가하였다. 산화
      스트레스에 의해 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 150,     
   (다) 300 mg/kg의 농도로 투여한 실험동물의 혈액에서는 각각 1213±94 
      ×103 cell/μl, 1319±158 ×103  cell/μl, 1260±205 ×103 cell/μl 으로 
      대조군에 비해 감소한 것으로 나타났다, 고순도 EGCG를 75, 150, 300 
      mg/kg의 농도로 투여한 실험동물의 혈액에서는 1326±185 ×103 
      cell/μl, 1419±128 ×103 cell/μl, 1476±106 ×103 cell/μl의 수를 나타
      내어 고순도 EGCG에 의해 혈소판의 수가 약간 감소한 것으로 나타났다. 
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     그림5. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
           혈소판의 수에 미치는 영향

   (4) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 헤모글로빈의 수에 
      미치는 영향
   (가) AAPH에 의해 산화스트레스가 나타난 실험동물의 혈액내 헤모글로빈
      의 수에 고순도  EGCG가 미치는 영향을 확인하고자 실험동물의 혈액
      을 혈구분석기로 분석하였다.
   (나) 그 결과 정상군에서는 17.0±0.3 g/dL이었으나 산화스트레스가 나타
      난 대조군에서 20.6±1.2 g/dL으로 증가하였다. 산화스트레스에 의해 
      저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg의 농도
      로 투여한 실험동물의 혈액에서는 각각 19.4±0.8 g/dL, 19.2±1.2       
   (다) g/dL, 18.9±0.6 g/dL 으로 대조군에 비해 소폭 감소한 것으로 나타
      났다, 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg의 농도로 투여한 실험동
      물의 혈액에서는 19.3±0.9 g/dL, 19.4±0.8 g/dL, 21.0±1.9 ×103 
      g/dL의 수를 나타내어 고순도 EGCG에 의해 혈소판의 수가 약간 감소
      한 것으로 나타났다. 
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     그림6. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
           헤모글로빈의 양에 미치는 영향

   (5) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈장내 알부민의 함량에 
      미치는 영향
   (가) 고순도 EGCG가 산화스트레스를 유발한 실험동물의 혈청내에 존재하
      는 생화학지표들에 미치는 영향을 알아보고자 혈액에 대한 생화학분석
      을 실시하였다.
   (나) 그 결과 혈액내에 존재하는 알부민의 양은 정상군에서 4.08±0.26 
      g/dL이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 혈액에서는 
      2.58±0.66 g/dL로 크게 감소하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 
      녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 알부
      민 수치는 각각 4.62±0.24 g/dL, 4.22±0.52 g/dL, 4.63±0.39 g/dL
      이었으며 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 
      혈액내 알부민 수치는 각각 4.72±0.33 g/dL, 4.73±0.15 g/dL, 
      4.33±0.38 g/dL으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 비해 크게 
      증가하여 정상군과 비슷한 수준에 이르는 것이 관찰되었다. 
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     그림7. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
           알부민의 양에 미치는 영향

   (6) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈장내 크레아틴의 함량에 미
      치는 영향
   (가) 고순도 EGCG가 산화스트레스를 유발한 실험동물의 혈청내에 존재하
      는 생화학지표들에 미치는 영향을 알아보고자 혈액에 대한 생화학분석
      을 실시하였다.
   (나) 그 결과 혈액내에 존재하는 크레아틴의 양은 정상군에서 0.49±0.09 
      mg/dL이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 혈액에서는 
      0.96±0.02 mg/dL로 크게 증가하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 
      녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 알부
      민 수치는 각각 0.82±0.18 mg/dL, 0.69±0.14 mg/dL, 0.73±0.21 
      mg/dL이었으며 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험
      동물의 혈액내 크레아틴 수치는 각각 0.81±0.24 mg/dL, 0.73±0.15 
      mg/dL, 0.79±0.07 mg/dL으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 
      비해 감소하는 것으로 나타났다. 
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      그림8. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
            크레아틴의 양에 미치는 영향

   (7) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈장내 LDL의 함량에 미치는 
      영향
   (가) 고순도 EGCG가 산화스트레스를 유발한 실험동물의 혈청내에 존재하
      는 생화학지표들에 미치는 영향을 알아보고자 혈액에 대한 생화학분석
      을 실시하였다.
   (나) 그 결과 혈액내에 존재하는 LDL의 양은 정상군에서 14.2±1.64 
      mg/dL이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 혈액에서는 
      20.8±2.59 mg/dL로 크게 증가하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 
      녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 알부
      민 수치는 각각 12.0±2.45 mg/dL, 12.4±5.22 mg/dL, 16.0±3.16 
      mg/dL이었으며 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험
      동물의 혈액내 LDL 수치는 각각 17.2±4.55 mg/dL, 13.03±4.58 
      mg/dL, 14.33±4.04 mg/dL으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 
      비해 감소하는 것으로 나타났다. 
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    그림9. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
          LDL의 양에 미치는 영향

   (8) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈장내 ALT의 함량에 미치는 
      영향
   (가) 고순도 EGCG가 산화스트레스를 유발한 실험동물의 혈청내에 존재하
      는 생화학지표들에 미치는 영향을 알아보고자 혈액에 대한 생화학분석
      을 실시하였다.
   (나) 그 결과 혈액내에 존재하는 ALT의 양은 정상군에서 55.8±11.1 u/l
      이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 혈액에서는 110.0±33.25 
      u/l로 크게 증가하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 
      75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 알부민 수치는 각
      각 71.2±18.83 u/l, 58.2±23.88 u/l, 63.75±25.99 u/l이었으며 고순
      도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 ALT 
      수치는 각각 59.6±16.47 u/l, 66.0±17.44 u/l, 58.6±25.15 u/l으로 
      EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 비해 감소하는 것으로 나타났다. 
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      그림10. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
              ALT의 양에 미치는 영향

   (9) 산화스트레스 모델에서 고순도 EGCG가 혈장내 AST의 함량에 미치는 
      영향
   (가) 고순도 EGCG가 산화스트레스를 유발한 실험동물의 혈청내에 존재하
      는 생화학지표들에 미치는 영향을 알아보고자 혈액에 대한 생화학분석
      을 실시하였다.
   (나) 그 결과 혈액내에 존재하는 AST의 양은 정상군에서 162.6±16.96 
      u/l이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 혈액에서는 
      217.6±35.96 u/l로 크게 증가하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 
      녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 혈액내 알부
      민 수치는 각각 169.6±13.76 u/l, 178.8±43.10 u/l, 182.8±48.11 
      u/l이었으며 고순도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물
      의 혈액내 ALT 수치는 각각 159.0±21.60 u/l, 118.7±24.13 u/l, 
      104.3±33.62 u/l으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 비해 농도
      의존적으로 감소하는 것으로 나타났다.  
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    그림11. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 혈액내 
           AST의 양에 미치는 영향

  (10) 고순도 EGCG가 산화스트레스가 유발된 실험동물의 간세포에서 
      catalase의 활성에 미치는 영향 분석 
  (가) 치사된 실험동물의 간 조직 일부를 적출한 후 Bansal 등의 방법)에 의
      해 4배의 150 mM의 KCl을 가하여 homogeniger를 이용하여 균질화 
      하였다. 균질화 한 조직을 1차 원심분리(1,000 rpm 20분)한 후 균질화 
      되지 않은 조직 등을 제거하고 2차 원심분리 (4,000 rpm 30분)하여 
      상등액을 취하여 간분획물을 얻었다, Catalase 활성도 측정은 Abei의 
      방법)에 따라 3.0 mL cuvette에 130 nm phosphate buffer (pH 
      7,0) 500 ㎕, 간 분획물 40 ㎕와 증류수 660 ㎕를 혼합하여 기질인 
      15mM H2O2 농도에 의한 흡광도의 감소율을 측정하였다. 효소의 활성
      도는 1분 동안 1 μM의 H2O2를 분해시키는 효소의 양을 1 unit로 표시
      하였다. 
   (나) 그 결과 간에 존재하는 catalase의 활성은 정상군에서 82.20±8.55 
      nmol/min/ml이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 간에서는 
      51.05±5.91 nmol/min/ml로 크게 감소하였다. 반면 저순도 EGCG를 
      포함하는 녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 
      catalase 활성도는 각각 76.96±11.36 nmol/min/ml, 69.58±5.23 
      nmol/min/ml, 64.58±7.96 nmol/min/ml이었으며 고순도 EGCG를 
      75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 catalase 활성도는 각각 
      65.72±2.07 nmol/min/ml, 81.06±4.23 nmol/min/ml, 
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      80.70±15.25 nmol/min/ml으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 
      비해 농도의존적으로 증가하는 것으로 나타났다. 
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    그림12. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 간에서 
           catalase의 활성에 미치는 영향

   (11) 고순도 EGCG가 산화스트레스가 유발된 실험동물의 간세포에서 SOD
       의 활성에 미치는 영향 분석
   (가) 치사된 실험동물의 간 조직 일부를 적출한 후 Bansal 등의 방법)에 
      의해 4배의 150 mM의 KCl을 가하여 homogeniger를 이용하여 균질
      화 하였다. 균질화 한 조직을 1차 원심분리(1,000 rpm 20분)한 후 균
      질화 되지 않은 조직 등을 제거하고 2차 원심분리 (4,000 rpm 30분)
      한 뒤 나머지는 3차 원심분리(20,000 rpm 1시간) 후 상등액을 취하여 
      간분획물을 얻고 SOD의 활성을 측정하였다. 
   (나) 그 결과 간에 존재하는 SOD의 활성은 정상군에서 2.90±2.91   
      nmol/min/ml이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물의 간에서는 
      0.15±0.10 nmol/min/ml로 크게 감소하였다. 반면 저순도 EGCG를 
      포함하는 녹차추출물을 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 간
      에 존재하는 SOD의 활성은 각각 8.04±0.60 nmol/min/ml, 
      11.65±1.23 nmol/min/ml, 16.98±7.60 nmol/min/ml이었으며 고순
      도 EGCG를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 SOD 활성도는 
      각각 4.06±4.09 nmol/min/ml, 7.90±3.75 nmol/min/ml, 
      14.89±6.59 nmol/min/ml으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 
      비해 농도의존적으로 증가하는 것으로 나타났다. 
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    그림13. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 간에서 SOD의 
            활성에 미치는 영향

   (12) 고순도 EGCG가 산화스트레스가 유발된 실험동물의 간세포에서 GSH
       에 미치는 영향 분석
   (가) 간에서의 GSH-px 활성을 측정하기 위하여 간조직 100 mg을 0.5 ml
      의 GST assay buffer에 넣고 homogenizer로 균질화 한 뒤 10,000 
      xg, 4℃, 15분 동안 원심분리하여 그 상등액을 사용하였다. 시료는 총 
      50 μl준비하고 GST assay buffer로 비율을 조정하여 사용하였다. 음
      성대조군으로는 GST buffer를 50 μl 사용하였다. 저순도와 고순도 
      EGCG를 처리한 그룹 및 대조군은 모두 glutathione 5 μl를 더하여 사
      용하였다. GST assay buffer와 GST substrate (CDNB) solution을 
      49:1의 비율로 혼합하여 EGCG처리군과 대조군에 각각 50 μl를 분주한 
      뒤 340 nm의 파장에서 1분 간격으로 적어도 5번 흡광도를 측정하여 
      GSH의 양을 측정하였다. 
   (나) 그 결과 간에 존재하는 glutathione의 양은 정상군에서 3.02±0.84 μ
      M이었으나 산화스트레스가 발생한 실험동물에서는 1.05±0.74 μM로 
      크게 감소하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 
      150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 glutathione의 양은 각각 
      2.61±0.72 μM, 3.47±1.24 μM, 1.93±0.62 μM이었으며 고순도 EGCG
      를 75, 150, 300 mg/kg로 투여한 실험동물의 간조직내 glutathione
      의 양은 각각 2.48±0.65 μM, 2.35±0.20 μM, 3.36±1.16 μM으로 
      EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 비해 농도의존적으로 증가하는 것
      으로 나타났다. 
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     그림14. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 간에서 
            GSH의 양에 미치는 영향

  (13) 고순도 EGCG가 산화스트레스가 유발된 실험동물의 간세포에서 nitric 
      oxide의 생성에 미치는 영향 분석
  (가) 간에서의 NO 생성을 측정하기 위하여 치사된 실험동물의 간 조직 일
      부를 적출한 후 Bansal 등의 방법)에 의해 4배의 150 mM의 KCl을 가
      하여 homogeniger를 이용하여 균질화 하였다. 균질화 한 조직을 1차 
      원심분리(1,000 rpm 20분)한 후 균질화 되지 않은 조직 등을 제거하
      고 2차 원심분리 (4,000 rpm 30분)하여 상등액을 취하여 간추출물을 
      확보하였다. 
   (나) 간조직에서 존재하는 nitric oxide의 양은 Nitric Oxide assay kit 
      (Dojindo, Japan)을 이용하여 측정하였고, 450 nm에서 흡광도를 측정
      한 후 NO의 함량을 계산하였다.
   (다) 그 결과 간에 존재하는 NO의 양은 정상군에서 2621±368 μM이었으
      나 산화스트레스가 발생한 실험동물에서는 3952±956 μM로 크게 증가
      하였다. 반면 저순도 EGCG를 포함하는 녹차추출물을 75, 150, 300 
      mg/kg로 투여한 실험동물의 NO 수치는 각각 2750±1032 μM, 
      2005±756 μM, 2547±423 μM이었으며 고순도 EGCG를 75, 150, 300 
      mg/kg로 투여한 실험동물의 NO 양은 각각 2233±564 μM, 2317±423 μM,
      1908±284 μM으로 EGCG 투여군에서 그 양이 대조군에 비해 농도의존적
      으로 감소하는 것으로 나타났다. 
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    그림15. 산화스트레스 동물모델에서 고순도 EGCG가 간에서 
           NO의 양에 미치는 영향

   (라) 현재의 결과를 종합하면 녹차추출물은 항산화 효능을 가지고 있는 
      것으로 확인되었다. 고순도 EGCG는 유효한 항산화 효능을 가지고 있
      어서 항노화 효능을 가질 것으로 예상된다. 

  3. 당뇨동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG의 항당뇨 효능 평가

  가. 연구방법

   (1) 실험동물 
      실험동물은 대한바이오링크 (Eum-seong, Korea)에서 3주령 수컷 
      db/db 마우스 (BKS.Cg-m+/+ Lepr db/J)를 분양받아 사용하였다. 동
      물 사육실 환경은 12시간씩 밤낮 주기로 이루어졌으며, 약 23±1 ℃의 
      온도를 유지하도록 하였다. 실험동물은 사료와 물을 자유롭게 섭취할 
      수 있도록 하였다. 본 연구의 동물 실험에 관한 모든 사항 및 절차는 
      대전대학교 동물실험 윤리위원회의 승인 (DJUARB2018-001)을 받은 
      후 진행하였다.
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            그림16. 당뇨동물모델 동물실험에 대한 개요

   (2) 약물투여 

      3주령의 수컷 db/db 마우스를 구입하여 동물 사육실 환경에서 적응시
      킨 후 4주령이 되었을 때 고순도 EGCG를 10, 50, 100 mg/kg의 용량
      으로 경구 투여 하였고, 양성 대조군으로는 metformin (Sigma 
      Aldrich, USA) 150 mg/kg을 사용하였다. 투여는 실험 시작일을 기준
      으로 5주 동안 매일 오전 10시에 100 μl 씩 투여하였다.

   (3) 체중 측정 및 식이섭취량
      마우스의 체중을 측정하여 최초 몸무게로부터 변화율을 비교 관찰하였
      다. 체중 측정을 시간에 따른 식이 섭취에 의한 영향을 최소화 하고자 
      약물을 투여하기 직전 주 1회 같은 시간에 측정하였다. 식이 측정은 
      최초 동일한 양의 식이 (Teklad global 18% protein rodent diets, 
      ENVIGO, UK)를 공급하였으며 실험 종료일에 회수하여 무게를 측정한 
      뒤 평균으로 계산하였다. 체중 및 식이 측정은 생쥐용 전자저울 (Max 
      2000g, Min 2g, e=1g, d=0.1g, CAS, Korea)을 사용하였다.

   (4) 혈당 측정
      실험시작 후 주 1회 마우스의 혈당을 측정하였다. 혈당은 오전 9시에 
      식이를 제거하여 절식한 뒤 공복 6시간 후 마우스의 꼬리 미정맥에서 
      휴대용 혈당계 (OneTouch Select Plus® Blood Glucose Meter, 
      Johnson & Johnson, USA)를 시용하여 측정하였다. 

   (5) Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)
      내당능을 평가하기 위해, 실험 시작일을 기준으로 4주째에 마우스를 6
      시간 절식시킨 후 포도당 (Sigma Aldrich, USA) 용액을 투여하였다(1 
      g/kg of body weight). 포도당 투여 전인 공복혈당과 포도당 투여 후 
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      30, 60, 120 분에 꼬리 미정맥에서 혈액을 채취하고 휴대용 혈당계를 
      이용하여 혈당을 측정하였다. 

   (6) Plasma 분리
      실험 종료 후 실험동물을 마취시킨 후 심장에서 혈액을 채취해 혈청 
      분리용 튜브에 담았다. 3,000 rpm에서 20분간 원심분리 하여 혈청을 
      분리하였다. 분리된 혈청은 –70℃에서 냉동보관한 후에 생화학적 지표 
      분석에 사용되었다. 

   (7) 대변에서 bacterial DNA 추출
      실험 종료 후 실험동물을 치사시킨 후 대장으로부터 변을 채취하여 
      DNA를 추출하였다. 대변 DNA는 FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP 
      Biomedicals, USA)를 이용하여 제품 제조사의 매뉴얼에 따라 다음과 
      같이 추출하였다. Lysing Matrix E tube에 대변을 옮긴 후 sodium 
      phosphate buffer 978 μl 와 MT buffer 122 μl를 넣고 vortex를 사
      용하여 잘 섞이도록 교반해주었다. 이후 14,000xg에서 15분간 원심분
      리 한 뒤 상등액을 새로운 튜브로 옮겨준 다음 PPS 250 978 μl 첨가
      하여 튜브를 위아래 뒤집는 과정을 10회 반복하였다. 14,000xg에서 5
      분간 원심분리 하여 상등액을 새로운 15 ml 튜브로 옮긴 후 잘 섞어
      준 Binding Matrix를 1 ml 넣어주었다. 로테이터에 2분간 둠으로써 
      DNA가 matrix에 binding하게 해준 뒤, silica matrix가 가라앉도록 3
      분간 방치하였다. 가라앉은 binding matrix는 건드리지 않도록 주의하
      며 상등액 500 μl를 제거하였다. 튜브에 남은 binding matrix와 상등
      액을 잘 섞어준 뒤 mixture 600 μl를 따서 SPIN™ Filter로 옮겨준 
      후 14,000xg에서 1분간 원심분리 하였다. 원심분리 후 catch tube를 
      비워준 후 남은 mixture를 다시 SPIN™ Filter로 옮겨준 후 동일한 과
      정을 반복해준다. SEWS-M wash solution 500 μl를 가하여 pellet를 
      잘 섞이게 해준 뒤 14,000xg에서 1분간 원심분리 한 후, catch tube
      를 비워주었다. 남은 wash solution를 완전히 제거하기 위해 
      14,000xg에서 2분간 원심분리 한 뒤 새로운 catch tube를 장착하였
      다. 실온에서 5분간 건조시킨 후에 DES solution 50 μl를 첨가하여 
      14,000xg에서 1분간 원심분리 하였다. 원심분리 후에 SPIN™ Filter는 
      버리고 elution된 DNA 용액을 얻었다. 추출된 DNA는 미생물 군집 분
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      석 (Microbiome Taxonomic Profile)에 사용되었다. 

   (8) 장내미생물 분석
      고순도 EGCG를 50 mg/kg로 투여한 실험동물의 분변에서 분리한 
      DNA와 당뇨가 유발된 대조군 실험동물의 분변에서 분리된 DNA에 존
      재하는 장내미생물을 확인하고자 장내미생물 분석 전문업체인 ㈜천랩
      에 장내미생물의 검출을 의뢰하였다. 
      이후 장내미생물에 대한 데이터분석은 BioiPlug 홈페이지를 이용하여 
      해당 어플리케이션을 활용하여 분석하였다. 

  나. 연구 결과

   (1) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐의 일일체중증가량, 사료 섭취량 및 식이
      효율에 미치는 영향
      4주간 약물 투여를 진행하는 동안 대조군 및 EGCG 투여군 모두에서 
      유의할만한 일일체중 변화는 관찰되지 않았음. 또한 실험 종료 시 
      EGCG 투여군의 하루 사료섭취량은 대조군에 비하여 유의적인 차이를 
      나타내지 않음. 사료 섭취량과 일일체중증가량을 이용하여 각 군의 5
      주간 식이효율을 구해보았을 때, EGCG 100 mg/kg 투여군은 대조군
      (NC)에 비하여 식이효율 (FBR, %)이 감소되었지만 유의적이지 않았음.

    표1 당뇨가 유발된 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 미치는 일일체중변화량 
        및 식이섭취량 변화

   

Group
Food intakes 

(g/day)

Body weight gain 

(g/day)

Food efficiency ratio 

(FER, %)

Negative Control 5.90 0.5±1.66 15.66 ± 1.04

EGCG 300 mg/kg 5.36 0.36±3.47 15.31 ± 3.22

EGCG 200 mg/kg 5.26 0.35±3.04 15.25 ± 3.12

EGCG 100 mg/kg 5.42 0.30±1.75 13.02 ± 3.01 

Metformin 150 mg/kg 6.23 0.44±1.16 13.91 ± 1.08
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   (2) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐의 체중에 미치는 영향
      4주간의 약물 투여가 진행되는 동안 주 1회 생쥐의 체중을 측정하였
      음. EGCG를 투여한 db/db 생쥐는 실험 시작 후 2주차부터 대조군에 
      비해 체중의 감소가 나타났으며, EGCG 200 mg/kg 투여군은 2주차부
      터 실험 종료 때까지 대조군에 비하여 통계학적으로 유의성 있게 체중
      이 감소하였음.

          

          그림17. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
                 EGCG가 실험동물의 체중에 미치는 영향. 

   (3) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐의 혈당 변화에 미치는 영향
   (가) 4주간의 약물 투여를 진행하는 동안 주 1회 휴대용 혈당 측정기로 생
      쥐의 꼬리에서 혈액을 채혈하여 혈당을 측정하였음. 공복혈당을 측정하
      기 위하여 혈당 측정 6시간 전에 생쥐의 식이를 제거하였음. 그 결과 
      대조군(NC)의 혈당은 4주령 205.3 mg/dl, 6주령 471.8 mg/dl, 8주령 
      516 mg/dl로 지속적으로 증가한 반면 EGCG 100 mg/kg 투여군과 
      EGCG 200 mg/kg 투여군은 대조군에 비하여 통계학적으로 유의성 있
      게 혈당 감소효과를 나타냄. 
   (나) 5주령에서 EGCG 200 mg/kg 투여군의 혈당은 258.6 mg/dl, EGCG 
      100 mg/kg 투여군은 268.5 mg/dl로, 대조군에 비하여 각각 27.6%, 
      24.9% 감소하였음. 
   (다) 6주령에서 EGCG 300 mg/kg 투여군은 329.2 mg/dl, EGCG 200 
      mg/kg 투여군은 291.8 mg/dl, EGCG 100 mg/kg 투여군은 313.3 
      mg/dl로서 대조군에 비하여 각각 30.2%, 38.1%, 33.6%의 감소효과를 
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      나타냄.
   (라) 더욱이 양성대조군으로 사용된 metformin에 비해 고순도 EGCG의 
      혈당강하 효능이 더 우수한 것으로 여겨짐.  

           

           그림18. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
                  EGCG가 실험동물의 혈당에 미치는 영향. 

   (4) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐의 경구 당부하(OGTT)에 미치는 영향
   (가) 고순도 EGCG의 투여가 db/db 생쥐의 경구 당부하시 미치는 영향을 
      알아보고자 OGTT를 시행함. 실험동물에 포도당을 투여한 후 30분 간
      격으로 생쥐의 꼬리에서 혈액을 채혈하여 혈당농도를 측정하였음. 
   (나) 포도당 투여 이전에 고순도 EGCG를 경구투여한 실험동물의 혈액에 
      존재하는 당의 농도가 대조군에 비해 낮은 상태였음. 대조군에서 포도
      당 투여 후 30분에 혈당이 최고조에 도달하고 서서히 혈당이 감소하는 
      것이 나타났음. EGCG를 투여한 실험동물에서도 30분에 혈당의 농도가 
      가장 높았으나 이후 100, 200, 300 mg/kg 모두 대조군에 비해 혈당
      을 농도의존적으로 상당히 낮추는 것이 관찰되었음. 양성대조군으로 사
      용된 metformin 투여군도 OGTT가 유의적으로 나타났으나 200 또는 
      300 mg/kg의 고순도 EGCG에 비해서는 그 정도가 약하였음. 
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           그림19. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
                  EGCG가 실험동물의 OGTT에 미치는 영향. 

   (5) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐에서 혈액의 생화학적 수치에 미치는 영
      향
   (가) 고순도 EGCG를 당뇨가 유발된 db/db 실험동물에게 4주간 경구로 
      투여한 뒤 혈액내에 존재하는 총콜레스테롤의 양을 분석하기 위하여 
      치사된 실험동물의 혈액에서 혈청을 분리하고 이를 생화학 분석기로 
      분석하였다. 
   (나) 그 결과 대조군에서는 250±18 mmol/L이었을 때 고순도 EGCG를 
      10, 50, 100 mg/kg의 농도로 경구투여한 실험동물의 혈액에 존재하는 
      총콜레스테롤의 양은 각각 177±11 mmol/L, 166±14 mmol/L, 
      157±9 mmol/L 으로 나타나 대조군에 비해 농도의존적으로 총 콜레
      스테롤의 양이 감소하는 것이 나타났다. 양성대조군으로 사용한 메트포
      민 투여군은 167±16 mmol/L으로 나타났다. 
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            그림20. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
            EGCG가 실험동물의 혈액 내 총콜레스테롤에 미치는 영향. 

   (6) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐에서 혈액의 생화학적 수치에 미치는 영
      향
   (가) 고순도 EGCG를 당뇨가 유발된 db/db 실험동물에게 4주간 경구로 
      투여한 뒤 혈액내에 존재하는 HDL의 양을 분석하기 위하여 치사된 실
      험동물의 혈액에서 혈청을 분리하고 이를 생화학 분석기로 분석하였다. 
   (나) 그 결과 대조군에서는 106±14 mg/dL이었을 때 고순도 EGCG를 10, 
      50, 100 mg/kg의 농도로 경구투여한 실험동물의 혈액에 존재하는 
      HDL의 양은 각각 87±7 mg/dL, 95±5 mg/dL, 76±12 mg/dL 으로 
      나타나 대조군에 비해 HDL의 양이 감소하는 것이 나타났다. 양성대조
      군으로 사용한 메트포민 투여군은 80±33 mg/dL으로 나타났다. 

             

        그림21. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
               EGCG가 실험동물의 혈액 내 HDL의 양에 미치는 영향. 
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   (7) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐에서 혈액의 생화학적 수치에 미치는 영향
   (가) 고순도 EGCG를 당뇨가 유발된 db/db 실험동물에게 4주간 경구로 
      투여한 뒤 혈액내에 존재하는 LDL의 양을 분석하기 위하여 치사된 실
      험동물의 혈액에서 혈청을 분리하고 이를 생화학 분석기로 분석하였다. 
   (나) 그 결과 대조군에서는 27±3 mg/dL이었을 때 고순도 EGCG를 10, 
      50, 100 mg/kg의 농도로 경구투여한 실험동물의 혈액에 존재하는 
      LDL의 양은 각각 17±2 mg/dL, 16±5 mg/dL, 14±1 mg/dL 으로 
      나타나 대조군에 비해 LDL의 양이 고순도 EGCG에 의해 농도의존적으
      로 감소하는 것이 나타났다. 양성대조군으로 사용한 메트포민 투여군은 
      15±1 mg/dL으로 나타났다. 

          

       그림22. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
       EGCG가 실험동물의 혈액 내 LDL의 양에 미치는 영향. 

   (8) 고순도 EGCG가 db/db 생쥐에서 혈액의 생화학적 수치에 미치는 영
      향
   (가) 고순도 EGCG를 당뇨가 유발된 db/db 실험동물에게 4주간 경구로 
      투여한 뒤 혈액내에 존재하는 HDL/LDL의 비율을 분석하기 위하여 치
      사된 실험동물의 혈액에서 혈청을 분리하고 이를 생화학 분석기로 분
      석한 HDL과 LDL의 상대적인 농도를 계산하였다. 
   (나) 그 결과 대조군에서는 4.28±0.72 이었을 때 고순도 EGCG를 10, 50, 
      100 mg/kg의 농도로 경구투여한 실험동물의 혈액에 존재하는 
      HDL/LDL의 비율은 각각 5.09±0.56, 5.67±0.79, 5.46±0.18으로 나
      타나 대조군에 비해 HDL/LDL의 비율이 고순도 EGCG에 의해 농도의
      존적으로 증가하는 것이 나타났다. 양성대조군으로 사용한 메트포민 투
      여군은 4.31±1.18으로 나타났다. 
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         그림23. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 
         EGCG가 실험동물의 혈액 내 HDL/LDL의 비율에 미치는 영향. 

   (9) 항당뇨효능을 나타내는 고순도 EGCG가 실험동물의 장내미생물에 미
      치는 영향분석
   (가) 실험 종료 후 실험동물을 치사시킨 후 대장으로부터 변을 채취하여 
      FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, USA)를 이용하여 
      제품 제조사의 매뉴얼에 따라 분변에 존재하는 세균들의 DNA를 추출
      하였다. 추출된 DNA는 미생물 군집 분석 (Microbiome Taxonomic 
      Profile)에 사용되었다.    
   (나) 고순도 EGCG를 50 mg/kg로 투여한 실험동물의 분변에서 분리한 
      DNA와 당뇨가 유발된 대조군 실험동물의 분변에서 분리된 DNA에 존
      재하는 장내미생물을 확인하고자 장내미생물 분석 전문업체인 ㈜천랩
      에 장내미생물의 검출을 의뢰하였다. 이후 장내미생물에 대한 데이터분
      석은 BioiPlug 홈페이지를 이용하여 해당 어플리케이션을 활용하여 분
      석하였다. 
   (다) 고순도 EGCG가 장내미생물의 변화에 미치는 영향을 확인하고자 
      phylum의 수준에서 장내미생물의 분포를 살펴보았다. 그 결과 고순도 
      EGCG를 투여한 실험동물의 분변에 존재하는 Proteobacteria의 비율
      이 대조군에 비해 현격히 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 반면 
      Firmicutes의 비율이 고순도 EGCG를 투여한 그룹에서 크게 증가하는 
      것으로 나타났다. 또한 고순도 EGCG는 장내미생물 중에서 
      Bacteriodetes의 비율도 감소시키는 것으로 보여졌다. 
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      그림24. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
      실험동물의 분변 내 박테리아의 abundance에 미치는 영향. 

   (라) 고순도 EGCG의 투여가 장내미생물의 균총에 변화를 주었는지 확인하
      기 위해 unweighted UniFrac-based principal coordinates 
      analysis를 실시하였다. 
   (마) 그 결과 고순도 EGCG를 투여한 그룹은 대조군과 유의적인 장내세균 
      균총의 종류와 분포에 있어서 서로 차이를 나타내고 있음이 관찰되었다. 

        

      그림25. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
             실험동물의 분변 내 박테리아의 균총에 미치는 영향.   

   (바) 고순도 EGCG의 투여가 장내미생물의 균총에 변화를 주었는지 확인하
      기 위해 unweighted pair-group mthod with arithmetic mean 
      (UPGMA) dendrogram 분석을 실시하였다. 
   (사) 그 결과 고순도 EGCG를 투여한 그룹중 일부는 대조군과 같은 그룹
      으로 분리되고 대조군의 1 군은 EGCG 투여군과 미생물 균총이 비슷한 
      것으로 나타났으나 대부분의 그룹은 대조군과 고순도 EGCG 투여군으
      로 구분되어 있는 것으로 나타나 장내세균 균총의 종류와 분포에 있어
      서 고순도 EGCG가 영향을 주었음을 확인할 수 있었다. 
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      그림26. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
      실험동물의 분변 내 박테리아의 분포에 대한 unweighted pair-group 
      method with arithmetic mean (UPGMA) dendrogram 분석.

   (아) 또한 comparison of Shannon’s index.와 phylogenetic diversity 
      분석을 실시하여 대조군과 고순도 EGCG에 의한 장내미생물 균총에서 
      diversity의 차이를 분석한 결과 고순도 EGCG가 투여된 실험동물의 
      장내미생물은 대조군의 장내미생물 균총에서 diversity의 변화가 나타
      난 것을 확인할 수 있었다. 

                        

                

     그림27. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
     실험동물의 분변 내 박테리아의 다양성 분석. (좌)Comparison of 
     the Shannon’s index, (우) Phylogenetic Diversity.
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   (자) 고순도 EGCG가 장내미생물의 변화를 나타낸 것을 속 (genus)수준에
       서 분석을 실시하였다. 
       그 결과 EGCG를 투여한 실험동물에서 Lactobacillus의 균속이 가장
       많이 증가한 것으로 나타나 장내 환경중에서 유산균의 비율이 상당히 
       증가한 것을 확인할 수 있었다. 반면 대장균 균속인 Escherichia의 
       비율은 고순도 EGCG에 의해 줄어들었다. 

     

       그림28. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
       실험동물의 분변 내 박테리아의 genus 수준에서 나타내는 박테리아 
       균속 변화 

   (차) 고순도 EGCG가 장내미생물의 변화를 나타낸 것을 종 (species)수준
       에서 분석을 실시하였다. 
       그 결과 균속수준에서 비슷한 결과로 나타나  EGCG를 투여한 실험동물
       에서 Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus gasseri 가 현격하게 
       증가하였다. 반면 Escherichia coli의 균종은고순도 EGCG에 의해
       줄어들었다. 

     

       그림29. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
       실험동물의 분변 내 박테리아의 species 수준에서 나타내는 박테리아 
       균종 변화 

   (카) 고순도 EGCG가 장내미생물 phylum 중 Firmicutes와 
      Bacteroidetes의 abundance와 상대적 함량비율에 미치는 영향을 분
      석하였다. 
      Firmicutes와 Bacteroidetes의 상대적 비율이 당뇨 또는 비만에 영향
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      을 준다는 기존의 연구에 비추어 고순도 EGCG가 이들 균문(phylum)
      에 영향을 주는 지 확인하고자 각각의 abundance를 비교하였다. 
   (타) 고순도 EGCG를 투여한 실험동물의 장내미생물은 bacteroidetes의  
      abundance는 감소하는 것으로 나타났다 (A). 반면 Firmicutes는 고
      순도 EGCG에 의하여 그 양이 증가하는 것으로 나타났다(B). 이에 두 
      bacteria phylum의 비율인 Firmicutes/Bacteroidetes의 비율은 대조
      군보다 EGCG를 투여한 실험동물에서 증가하는 것으로 나타났다. 

       

     그림30. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
     실험동물의 분변 내 박테리아의 phylum 수준에서 나타내는 박테리아 
     균의 abundant 변화. (A) Bacteroidetes, (B) Firmicutes 
     (C) Firmicutes/Bacteroidtes의 상대적 비율

   (파) 고순도 EGCG에의해 가장 변화량이 크게 나타난 10개의 박테리아 
       genus를 확인한 결과 다음의 표와 같았다. 

    표2. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 실험동
    물의 분변 내 박테리아의 genus 수준에서 나타내는 박테리아 균속 변화 
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    (하) EGCG에 의해 가장 크게 변화가 나타난 Lactobacillus의 균종들이 
      변화가 나타나는 것을 확인하고자 Lactobacillus gasseri, 
      Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus reuteri의 발현량의 변화를 
      분석하였다. 그 결과 고순도 EGCG를 투여한 실험동물의 분변에서는 
      Lactobacillus gasseri(A)의 양이 증가한 것으로 나타났다. 마찬가지로 
      고순도 EGCG는 Lactobacillus intestinalis, Lactobacillus reuteri의 
      abundance가 증가하는 것으로 분석되었다. 

         

        그림31. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
        실험동물의 분변 내 박테리아의 Lactobacillus의 균종에서 나타내는
        abundance의 변화 (A) Lactobacillus gasseri, Bacteroidetes, 
        (B) Lactobacillus intestinalis, (C) Lactobacillus reuteri, (D) 
        전체 lactobacillus

   (하1) 고순도 EGCG에의해 가장 변화량이 크게 나타난 박테리아 species
      를 분석한 결과 다음의 표와 같았다. 
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      표3. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 실험
      동물의 분변 내 박테리아의 species 수준에서 나타내는 박테리아 균속 
      변화 

   (하2) 고순도 EGCG가 기타 박테리아의 abundance에 미치는 영향을 확
      인하기 위하여 체중을 조절하고 비만의 정도와 상당한 연관관계가 있
      는 Christensenellanceae의 abundance를 확인하였다. 그 결과 고순
      도 EGCG를 투여한 실험동물에서 해당 박테리아의 균속이 유의적으로 
      증가하고 있음을 확인할 수 있었다. 

       그림32. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
       실험동물의 분변 내 박테리아인 Christensenellanceae의 
       abundance에 미치는 영향

   (하3) 고순도 EGCG가 기타 박테리아의 abundance에 미치는 영향을 확
      인하기 위하여 Enterobacteriaceae의 abundance를 확인하였다. 본 
      bacteira 균속은 기회감염균 또는 일부 병원성을 가지는 대장균 속으
      로써 과도한 abundance는 장환경에 영향을 주어 이와 관련된 소화기 
      질환을 나타날 수 있다. 이에 이 균속의 abundance를 확인한 결과 고
      순도 EGCG를 투여한 실험동물에서 해당 박테리아의 균속이 유의적으
      로 감소하고 있음을 확인할 수 있었다. 
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      그림33. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
      실험동물의 분변 내 박테리아인 Enterobacteriaceae의 abundance에 
      미치는 영향

   (하4) Proteobacteria는 사람의 장내에 살고 있는 정상균무리이다. 그러나 
      이 균속의 분포가 증가하게 되면 장에서 염증반응을 일으키고 
      dysbiosis를 유발하여 장 질환을 나타내는 것으로 알려져 있다. 이에 
      해당 균속의 abundance에 고순도 EGCG가 미치는 영향을 확인하였
      다. 그 결과 Proteobacteria는 고순도 EGCG에 의하여 유의적으로 감
      소하고 있음을 확인하였다. 

             

        그림34. 비만/당뇨 동물모델인 db/db mouse에서 고순도 EGCG가 
        실험동물의 분변 내 박테리아인 Proteobacteria의 abundance에 
        미치는 영향

   (하5) 이상의 결과를 종합하면 고순도 EGCG는 유전자 변이에 의해 당뇨
      가 유발되는 db/db mouse에 있어서 당뇨의 형성을 억제하고 혈액내 
      생화학적 지표를 개선하고 있음을 확인할 수 있었다. 또한 이러한 변화
      는 장내미생물의 변화를 통해 나타내는 것으로 여겨진다. 
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  4. 고순도 EGCG의 인지능력장애 개선 효능에 대한 in vitro (세포배양) 평가

  가. 연구 방법 

   (1) 세포배양
   (가) 본 실험에 사용된 인간 유래 SH-SY5Y neuroblastoma 세포는 한국
      세포주은행(Korea cell line Bank, Seoul, Korea)에서 구매하였으며, 
      Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM, Lonza, 
      Walkersville, USA)에 10% fetal bovine serum (FBS, Lonza, 
      Basel, Switzerland)과 1% P/S (penicillin 100 U/ml, Streptomycin 
      100 μg/ml (Lonza))을 첨가하여 37℃, 5% CO2 세포배양기에서 배양
      하였다. 

   (나) 세포생존율 측정
      신경세포에 나타나는 손상에 대한 EGCG의 보호효과를 알아보기 위하
      여 H2O2로 세포사멸을 유도한 신경세포주에 EGCG가 나타내는 생포생
      존율 실험을 진행하였다. SH-SY5Y 세포주를 96-well plate에 각 well
      당 4×105 cells/ml의 농도로 세포를 100 µl씩 분주 한 후 세포들이 부
      착될 수 있도록 1일간 37°C, 5% CO2의 세포배양기에 배양하였다. 시
      간이 경과된 후 다양한 농도 (1, 10, 25 µM)의 EGCG를 1시간 동안 
      전처리하고, 이후 Hydrogen Peroxide (H2O2, 100 µM)를 세포에 처리
      해 주었다. 24시간 동안 세포배양기에서 배양한 후, 세포생존율을 확인
      하기 위해, EZ-Cytox (DoGen, Korea) reagent를  10 µl씩 각 well에 
      첨가해 주었다. 4시간 후에 microplate reader (Molecular Device, 
      Sunnyvale, USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정하여 세포생존율을 확
      인하였다.

   (2) 단백질 발현 측정 (western blot)
   (가) 세포 내 단백질 발현 변화를 측정하기 위하여 시약처리가 끝난 
      SH-SY5Y 세포에 차가운 phosphate buffered saline (PBS)로 두 번 
      세척해 주었다. Protease inhibior cocktail과 phosphatase 
      inhibitor cocktail (Sigma, St.Louis, USA)이 첨가된 RIPA buffer 
      150 µl로 용해하여 얼음에서 30분간 방치한 후, 13,000 rpm, 4℃에서 
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      20분간 원심분리한 후 상층액을 얻었다. 얻어진 단백질을 BCA 
      (INtron, Korea)방법으로 정량하였다. 총단백질량을 30 μg으로 동일하
      게 10% SDS-PAGE 로 전기영동 후, polyvinylidene difluoride 
      (PVDF) membrane으로 옮겼다. 5% skim milk가 포함된 TBST로 한 
      시간 동안 상온에서 blocking하고 4℃에서 하루 동안 1차 항체 
      (phospho-CREB, CREB, BDNF 이하 1:1,000 희석, β-actin, 
      1:10,000 희석)와 반응시켰다. Phospho-CREB, BDNF는 Santa Cruz 
      (Dallas, USA)에서 그리고 CREB 항체와 2차 항체는 Cell signaling  
      technology Inc. (Danvers, USA)으로부터 구입하였으며, β-actin 항
      체는 Sigma에서 구입하였다. TBST로 10분간 3회 수세한 후, 
      HRP(horseradish peroxidase)가 붙어있는 이차 항체와 한 시간 동안 
      반응시켰다. TBST로 10분간 3회 세척 후 AmershamTM ECL 
      SelectTM Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, 
      Chicago, USA)을 사용하여 발광하였으며, ChemiDocTM XRS+ 
      System(Bio-rad, Hercules, USA)을 사용하여 영상을 저장하였다.

  나. 연구 결과

   (1) 고순도 EGCG의 SH-SY5Y 신경세포주에 대한 세포독성 평가 
      SH-SY5Y 신경세포주에서 고순도 EGCG가 미치는 세포독성을 평가하
      였다. 그 결과, 고순도 EGCG가 신경세포에서 25 µM 농도까지 세포독
      성을 나타내지 않는 것을 확인하였다. (그림35)

            

       그림35. Cytotoxicity test of high purity EGCG in SH-SY5Y 
       cell line. 고순도 EGCG의 신경세포에서의 세포독성 효과. 
       SH-SY5Y 신경세포주에 고순도 EGCG를 표시된 농도로 처리한 후, 
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       24시간 후에 세포의 생존율을 Ez-Cytox로 측정하였다. 

   (2) 고순도 EGCG의 신경세포 손상 보호 효과

      고순도 EGCG가 신경세포의 손상에 대한 보호효과를 평가하기 위하여 
      SH-SY5Y 신경세포주에 과산화수소(H2O2)를 처리하여 세포사멸을 유
      도하고 고순도 EGCG를 1, 10, 25 μM의 농도로 처리한 뒤 세포의 생
      존율을 측정하였다. 정상군의 세포생존율을 100%로 설정하였을 때 과
      산화수소를 투여한 대조군에서는 세포생존율이 크게 감소하였다. 그러
      나 고순도 EGCG를 처리한 세포에서는 세포생존율이 대조군에 비해 유
      의적으로 증가하였다. (그림36)

                       

       그림36. Protective effect of high purity EGCG on neuronal 
       cell death in SH-SY5Y cell line. 신경세포주인 SH-SY5Y 세포주
       에 고순도 EGCG를 1, 10, 25 μM의 농도로 1시간 전처리한 뒤 H2O2
       (100 µM)를 투여하여 세포사멸을 24시간 동안 유도하였다. 세포의 
       생존율을  Ez-Cytox로 측정하였다. ###p<0.001 vs. 정상군, 
       ***p<0.001 vs. 대조군.

   (3) 고순도 EGCG가 BDNF의 발현에 미치는 효과 
      고순도 EGCG가 신경세포의 기능을 회복시키는데 도움을 주는지 세포
      배양 및 분자생물학적 수준에서 확인하고자 SH-SY5Y 신경세포주에 
      고순도 EGCG를 투여하고 BDNF가 단백질로 발현되는 것을 웨스턴블
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      랏으로 평가하였다. 그 결과, EGCG를 투여하면 SH-SY5Y 세포에서 
      BDNF의 발현이 증가하였다. (그림37)

              

       그림37. Effect of high purity EGCG on BDNF expression 
       in SH-SY5Y cell lines. SH-SY5Y 신경세포주에 고순도 EGCG를 
       농도별로 24시간 동안 처리한 후, 세포질에서 단백질을 분리하고 
       웨스턴블랏으로 BDNF의 발현량을 확인하였다. Con; PBS를 투여한 
       대조군, 당귀; 양성대조군. 

   (4) 고순도 EGCG가 CREB의 인산화에 미치는 효과
      cAMP response element binding(CREB)가 활성화되면 BDNF 유전
      자의 발현이 증가한다. 이에 고순도 EGCG가 CREB의 활성화에 영향을 
      미치는지 확인하고자 SH-SY5Y에 고순도 EGCG를 1시간 동안 전처리
      하고 과산화수소를 30분간 처리하여 인산화되는 CREB의 양을 웨스턴
      블랏으로 측정하였다. 그 결과, 고순도 EGCG에 의하여 CREB의 인산
      화가 농도별로 증가하는 것을 확인하였다(그림38).

       

     그림38. Effect of high purity EGCG on phosphorylation of CREB 
     in SH-SY5Y cell lines. SH-SY5Y 신경세포주에 고순도 EGCG를 
     농도별로 1시간 동안 전처리한 후 H2O2를 (70 µM) 30분 동안 처리하
     였다. 인산화된 CREB의 발현을 웨스턴블랏으로 측정하였다. Nor; H2O2
     투여하지 않은 정상군, Con; H2O2 투여한 대조군, 당귀; 양성대조군. 
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  5. 고순도 EGCG의 인지능력장애 개선 효능에 대한 in vivo (실험동물) 평가

  가. 연구 방법

   (1) 실험동물 사육
      실험 동물은 대한바이오링크 (Eum-seong, Korea)에서 6주령 수컷
      C57/BL6 마우스(19–22 g)를 분양받아 사용하였다. 동물은 실험 당일까
      지 고형사료와 물을 자유롭게 섭취할 수 있도록 하였다. 실험동물은 
      자유식이 하면서 온도는 23±1°C로 맞추었고 주야 12시간
      (light-darkcycle)의 환경에서 7일간 적응시킨 후 실험에 사용하였다.
      본 연구의 동물 실험에 관한 모든 사항은 대전대학교 동물실험윤리위원
      회의 승인을 받은 후 진행하였다. 

   (2) 투여기간 및 용량의 설정
      고순도 EGCG의 인체투여용량을 기준으로 실험동물 투여량인 40 
      mg/kg를 중간농도로 설정하고 각각 20 mg/kg의 용량 차이를 두어 
      20 mg/kg와 60 mg/kg의 농도를 설정하였다. 투여기간은 투여 개시
      일을 기준으로 6주간 1일 1회로 경구투여 하기로 하였다. 
   (3) 인지장애 동물모델 구축 및 치사
      실험동물에게 EGCG를 20, 40, 60 mg/kg의 농도로 6주간 매일 1일 1
      회 경구투여 하였다. EGCG는 PBS에 용해하였으며 경구투여하는 시료
      는 모두 200 µl의 부피로 맞추었다. 대조군은 증류수를 200 µl씩 매일 
      경구투여하였다. 양성대조군은 인지능력개선 개별인정원료인 당귀추출
      물을 150 mg/kg의 농도로 6주간 매일 경구투여하였다. 실험 종료일에
      는 scopolamine 1 mg/kg를 복강투여하여 기억력 감소를 유도하였으
      며, 약물 투여 후 30분 후에 Y-미로 시험, 수동회피시험, 모리스 수중
      미로 시험의 순서로 행동 테스트를 실시하였다. 행동테스트 후에 마취
      를 시키고 부검을 통해 실험동물의 뇌를 적출한 뒤 해마조직을 분리하
      였다. 

   (4) Y-미로 실험 (Y-maze test)
      폭×길이×벽이 10×40×15 cm인 통로 3개가 Y자 모양의 120° 각도를 
      이루도록 되어있는 미로를 활용하여 인지능력을 검증하였다. 각 통로를
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      A, B, C로 정하고 한쪽 통로에 실험동물을 놓고 자유롭게 움직이도록 
      하여 5분 동안 각 통로에 들어간 횟수와 순서를 기록하였다. 이때 각 
      통로에 들어간 횟수와 순서는 꼬리가 완전히 들어간 경우에 한했으며, 
      반복해서 동일한 통로에 다시 들어간 경우도 기록하여 총출입횟수로 
      정하였다. 3개의 서로 다른 통로에 순차적으로 들어간 경우 즉 ABC, 
      CAB, BCA 등의 순서로 들어간 경우를 실제변경횟수로 지정하고 1점
      씩을 부여하였으며, 변경행동력 (spontaneous alternation, %)은 다
      음의 식에 의해 계산하였다.
             변경행동력(%) = 실제변경횟수/(총출입횟수-2)×100

   (5) 수동회피 시험 (Passive avoidance test)
      수동회피 실험은 동일한 구조의 조명이 있는 방과 조명이 없는 방이 
      칸막이 문으로 연결되어 있는 장치에서 수행하였다. 조명이 있는 방은 
      흰색으로 되어 밝은 환경에 노출될 수 있도록 하였으며 조명이 없는 
      방은 검은 색으로 제작하여 어두운 환경을 제공할 수 있도록 하였다. 
      수동회피시험에 대한 훈련을 시작할 때 실험동물을 조명이 비추는 밝
      은 쪽 방에 놓고 칸막이를 막은 채 10초간 탐색하도록 한 다음에 칸막
      이를 열어 어두운 방으로 들어갈 수 있도록 하였다. 실험동물의 네 발
      과 꼬리까지 어두운 방으로 완전히 들어가면 칸막이 문을 닫은 후 바
      닥의 철망을 통해 5초 동안 0.2 mA의 전기 자극으로 통증을 주었다. 
      훈련은 2일간 1일 1회 같은 시간에 실시하였다. 실험 종료일에는 칸막
      이를 제거한 채 실험동물을 밝은 쪽 방에 놓아 주고 전기 자극을 받았
      던 어두운 방으로 들어가는데 걸리는 시간을 300초까지 측정하였다. 
      시간 안에 실험동물이 어두운 방에 들어가지 않으면 300초로 시간을 
      지정하였다. 

   (6) 모리스 수중미로 시험 (Morris water maze test)
   (가) 수중 미로로 이용되는 수조는 직경이 90 cm, 높이가 30 cm인 원형 
      통으로 온도가 22±2℃되는 물을 채웠으며 우유를 섞어 물을 불투명하
      게 만들어 물 속이 보이지 않도록 하였다. 남쪽 벽면에 가로×세로가 
      각각 20 cm인 붉은 색 별 모양의 공간단서를 붙였다. 공간단서에서 
      10 cm 떨어진 수조 안쪽에는 직경이 10 cm, 높이가 20 cm인 원형 
      platform을 설치하였다. platform은 수면보다 1.5 cm 낮게 설치하여 
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      육안으로 확인할 수 없도록 하였다. 
      실험동물의 훈련은 인지능력 검사 4일전부터 1일 1회 실시하였다. 수
      조를 가상으로 사분면으로 나누고 platform이 놓인 사분면을 제외한 
      곳을 출발지로 정하고 실험동물이 수영을 시작하도록 하였다. 훈련기간 
      동안에는 180초 동안 실험동물이 platform을 찾도록 자유수영을 하도
      록 하였으며 시간 안에 platform을 찾지 못하면, platform을 찾아 가
      게끔 유인한 후 platform 위에서 15초간 머무르게 하였다. 
   (나) 실험 종료일에는 platform을 수조에서 제거한 뒤 수중미로의 사분면
      의 한가운데부터 수영을 하도록 하였으며 실험 동물의 행동은 비디오 
      카메라로 90초 동안 녹화하고 행동분석 프로그램(SMART 3.0, Panlab 
      S.I., Barcelona, Spain)으로 행동을 분석하였다. 

   (7) 뇌조직의 단백질 분석
      실험동물의 뇌에서 해마영역을 분리하고 protease inhibitor cocktail
      이 포함된 RIPA buffer 150 μl를 넣고 초음파분산기(sonicator)를 이
      용하여 용해시켰다. 균질액을 12,000 rpm에서 20분간 4℃에서 원심분
      리 후 상층액만을 얻었다. 이후의 시험은 3.3.3.과 동일하게 진행하였
      다. 

  나. 연구 결과

   (1) Y-미로 시험 (Y-maze test)
   (가) 고순도 EGCG가 실험동물에서 인지능력 개선에 미치는 영향을 확인하
      고자 Y-미로 시험을 수행하였다. 고순도 EGCG를 C57BL/6 마우스에 
      20, 40, 60 mg/kg로 6주간 경구투여한 뒤 scopolamine로 인지장애
      를 유발시킨 뒤 Y-미로에서 실험동물이 나타내는 행동을 평가하였다. 
    (나) Y-미로의 각 통로를 번갈아가며 들어가는 변경행동력 
      (spontaneous alternation)을 통해 인지능력을 평가한 결과 
      scopolamine을 투여한 대조군은 정상군에 비해 변경행동력이 크게 감
      소하는 것을 관찰할 수 있었다. 반면 20, 40 mg/kg의 고순도 EGCG
      를 경구투여한 실험동물에서는 변경행동력이 개선되는 것이 관찰되었
      으나 유의적이지 않았다. 반면 60 mg/kg 투여군은 대조군과 비슷하였
      다. (그림39)
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        그림39. Effect of high purity EGCG on spontaneous 
        alternation of Y-maze test in  scopolamine-induced memory 
        deficit animal model of C57BL/6 mouse. 고순도 EGCG를 6주간 
        경구투여한 C57BL/6 마우스에 scopolamine을 복강투여하여 인지
        능력 장애를 유발하고 Y-미로시험을 5분간 수행하였다. Y-미로의 
        각 통로를 들어간 총합에 대비하여 각 통로를 순차적으로 완전히 번
        갈아 들어간 횟수의 비율을 통해 변경행동력을 구하였다. #p<0.05 
        vs. Normal. Normal; 정상군, Control; scolpolamine을 투여한 대
        조군, 당귀; 양성대조군 (150 mg/kg). 

   (2) 수동회피시험 (Passive avoidance test)
   (가) 고순도 EGCG가 실험동물에서 인지능력 개선에 미치는 영향을 확인하
      고자 수동회피 시험을 수행하였다. 고순도 EGCG를 C57BL/6 마우스에 
      20, 40, 60 mg/kg로 6주간 경구투여한 뒤 수동회피장치를 통해 마우
      스가 암실에 들어가면 통증을 유발하는 전기자극을 주는 훈련을 1일 1
      회씩 2회 실시하여 암실에 대한 회피 기억을 주었다. 행동평가 당일 
      scopolamine로 인지장애를 유발시킨 실험동물을 수동회피장치에 넣고 
      암실로 이동할 때까지 지연되는 시간을 측정하여 인지능력을 평가하였
      다. 
   (나) 그 결과 인지장애를 유발한 실험동물은 정상군에 비해 암실로 들어갈 
      때 까지 지연되는 시간이 유의적으로 크게 감소하는 것이 관찰되었다.  
      반면 고순도 EGCG를 투여한 실험동물은 농도의존적으로 암실에 이동
      하는 시간이 유의적으로 지연되어 인지능력이 개선되는 것이 관찰되었
      다. (그림40) 
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        그림40. Effect of high purity EGCG on passive avoidance test 
        in scopolamine-induced memory deficit animal model of 
        C57BL/6 mouse. 고순도 EGCG를 6주간 경구투여한 C57BL/6 마우
        스에 2회에 걸쳐 전기자극을 통해 암실회피에 대한 기억을 생성하였
        다. scopolamine을 복강투여하여 인지능력 장애를 유발한 실험동물
        이 명실에 들어간 순간부터 암실로 이동할 때까지의 시간을 측정하
        였다. ###p<0.001 vs. Normal, **p<0.01 vs. Control. Normal; 
        정상군, Control; scolpolamine을 투여한 대조군, 당귀; 양성대조군 
        (150 mg/kg). 

   (3) 모리스 수중미로시험 (Morris water maze test)
   (가) 실험동물 이동경로 추적
      고순도 EGCG가 실험동물에서 인지능력 개선에 미치는 영향을 확인하
      고자 모리스 수중미로 시험을 수행하였다. 고순도 EGCG를 C57BL/6 
      마우스에 20, 40, 60 mg/kg로 6주간 경구투여한 뒤 4회의 모리스 수
      중미로 훈련을 180초씩 실시하였다. 행동평가 당일 scopolamine으로 
      인지장애를 유발한 뒤 수중 플랫폼을 제거하고 90초 동안 실험동물이 
      이동한 경로를 추적하였다. (그림41)
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        그림41. Effect of high purity EGCG on movement of morris 
        water test in scopolamine-induced memory deficit animal 
        model of C57BL/6 mouse. 고순도 EGCG를 6주간 경구투여한 
        C57BL/6 마우스에 4회에 걸쳐 모리스 수중시험 훈련을 실시하여 플
        랫폼에 대한 기억을 생성하였다.. scopolamine을 복강투여하여 인지
        능력 장애를 유발한 실험동물이 플랫폼을 제거한 수중미로에서 나타
        내는 이동경로를 90초 동안 적하여 기록하였다. 실험동물의 이동경
        로 추적데이터 중 일부만 발췌하여 제시하였다. Normal; 정상군, 
        Control; scolpolamine을 투여한 대조군, 당귀; 양성대조군 (150 
        mg/kg).  

   (나) 모리스 수중미로 사분면 잔여시간
      모리스 수중시험에서 실험동물이 플랫폼이 설치된 사분면에서 머무는 
      시간을 측정하여 인지능력을 평가한 결과 정상군에 비해 대조군에서는 
      플랫폼이 존재하고 있던 위치의 사분면에 머무는 시간이 크게 감소하
      는 것을 관찰할 수 있었다. 반면 고순도 EGCG를 20, 40, 60 mg/kg 
      투여한 실험동물에서는 사분면에 머무는 시간이 유의적으로 증가하는 
      것이 관찰되었다. (그림42)
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         그림42. Effect of high purity EGCG on quadrant latency 
         of morris water maze test in scopolamine-induced 
         memory deficit animal model of C57BL/6 mouse. 고순도 
         EGCG를 6주간 경구투여한 C57BL/6 마우스에 4회에 걸쳐 모리스 
         수중시험 훈련을 실시하여 플랫폼에 대한 기억을 생성하였다. 
         scopolamine을 복강투여하여 인지능력 장애를 유발한 실험동물이 
         플랫폼을 제거한 수중미로에서 나타내는 행동을 90초 동안 관찰하 
         였다. 수중미로를 4개의 가상구역으로 나뉜 뒤 플랫폼이 위치한 사
         분면에 실험동물이 머무는 시간을 측정하고 전체분석시간 대비 플
         랫폼이 위치한 사분면에 머문 상대적 비율을 계산하였다. #p<0.05 
         vs. Normal, *p<0.05 vs. Control. Normal; 정상군, Control; 
         scolpolamine을 투여한 대조군, 당귀; 양성대조군 (150 mg/kg). 

   (다) 플랫폼 위치 횡단횟수
      모리스 수중시험에서 실험동물이 플랫폼이 설치된 위치에 몇 번 찾아
      왔는지 횟수를 측정하여 인지능력을 평가한 결과 정상군에 비해 대조
      군에서는 플랫폼 위치를 정확히 찾아온 횟수가 크게 감소하는 것을 관
      찰할 수 있었다. 반면 고순도 EGCG를 20, 60 mg/kg 투여한 실험동
      물에서는 플랫폼이 존재했던 위치를 찾아온 횟수가 유의적으로 증가하
      는 것이 관찰되었다. 40 mg/kg의 경우 대조군에 비해 증가하였으나 
      유의적이지 않았다. (그림43)
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        그림43. Effect of high purity EGCG on number of platform 
        crossing of morris water maze test in scopolamine-induced 
        memory deficit animal model of C57BL/6 mouse. 고순도 
        EGCG를 6주간 경구투여한 C57BL/6 마우스에 4회에 걸쳐 모리스 
        수중시험 훈련을 실시하여 플랫폼에 대한 기억을 생성하였다. 
        scopolamine을 복강투여하여 인지능력 장애를 유발한 실험동물이 
        플랫폼을 제거한 수중미로에서 나타내는 행동을 90초 동안 관찰하였
        다. 시간 안에 플랫폼이 위치한 장소로 실험동물이 찾아온 횟수를 측
        정하였다. ###p<0.001 vs. Normal, *p<0.05 vs. Control. 
        Normal; 정상군, Control; scolpolamine을 투여한 대조군, 당귀; 
        양성대조군 (150 mg/kg). 

   (라) 고순도 EGCG가 BDNF와 5-HT1a의 발현에 미치는 영향
      고순도 EGCG가 실험동물의 뇌에서 인지능력 개선과 관련된 유전자들
      의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 실험동물에게 6주동안 고순
      도 EGCG를 투여하고 해마조직을 분리한 뒤 BDNF와 5-HT1a의 발현
      을 웨스턴블랏으로 측정하였다. 그 결과 대조군(Con)에 비해 EGCG를 
      투여한 실험동물의 해마에서 BDNF와 5-HT1a의 발현량이 증가하는 
      것이 관찰되었다. (그림44)
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         그림44. Effects of high purity EGCG on productions of 
         BDNF and 5-HT1a in hippocampus of scopolamine-
         induced memory deficit C57BL/6 mouse. 고순도 EGCG를 
         6주간 투여한 실험동물의 해마를 적출한 뒤 단백질을 추출하고 
         BDNF와 5-HT1a의 단백질 변화를 웨스턴블럿으로 확인하였다.

   (마) 고순도 EGCG가 뇌조직에서 pCREB의 활성에 미치는 영향
      고순도 EGCG가 실험동물의 뇌에서 인지능력 개선과 관련된 유전자들
      의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 실험동물에게 6주동안 고순
      도 EGCG를 투여하고 뇌조직을 분리한 뒤 pCREB의  발현을 
      immunofluorescence로 측정하였다. 그 결과 대조군(Con)에 비해 
      EGCG를 투여한 실험동물의 해마에서 붉은 형광색을 나타내는 pCREB
      의 양이 증가하는 것이 관찰되었다. (그림10)
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       그림45. Effects of high purity EGCG on productions of 
       pCREB in hippocampus of scopolamine-induced memory 
       deficit C57BL/6 mouse. 고순도 EGCG를 6주간 투여한 실험
       동물의 뇌를 적출한 뒤 조직슬라이드를 제작하였다. 인산화된 
       CREB와 결합하는 항체를 사용하여 pCREB는 붉은색으로 측정
       하였고 신경세포의 핵은 Hoest33258로 염색하였다. 면역염색된 
       조직슬라이드는 X40배의 배율로 측정하였으며 (좌), 해마영역의 
       CA1 부위는 X200 배의 해상도로 관찰하였다(우). 

   (4) 모리스수중미로 평가는 공간학습능력에 대한 기억력 평가방법으로 사
      용되고 있으며 명시적 기억능력을 평가하는 방법으로 주로 수동회피시
      험이 널리 사용되고 있다. 단기기억 검사법으로는 Y-maze test가 비
      임상시험에서 활용되고 있다. 본 시험에서도 고순도 EGCG가 가지는 
      인지기능 개선 효능을 평가하고자 인지능력이 저하된 실험동물모델을 
      사용하여 행동평가를 실시하였다. 수동회피시험에서 고순도 EGCG를 
      투여한 모든 시험동물에서 지연시간이 증가하는 것이 농도의존적으로 
      관찰되었으며 모리스 수중미로 시험에서도 플랫폼위치의 사분면에 잔
      여하는 시간도 고순도 EGCG에 의해 유의적으로 증가하는 것이 관찰되
      었다. 또한 플랫폼 위치 횡단횟수도 고순도 EGCG가 유의적으로 증가
      시키는 것이 관찰되었다. 비록 Y-미로 시험에서 고순도 EGCG가 투여
      한 실험동물의 자발적 변경행동력을 유의적인 수준으로 변화를 이끌어
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      내지는 못하였으나 인지능력이 손상된 대조군에 비해 변경행동력이 증
      가된 것이 관찰되었다. 이러한 결과를 종합하면 실험동물에 있어서 고
      순도 EGCG는 기억력의 회복에 유효한 효능을 나타내는 것으로 사료된
      다. 
 
      이러한 기억력의 회복은 뇌신경의 보호효능을 통해 나타내는 것으로
      여겨진다. 실험동물의 해마영역에서 발현되는 BDNF와 5-HT1a 단백질
      의 발현을 관찰한 결과 고순도 EGCG가 BDNF의 발현을 증가시키고
      있었으며 5-HT1a의 발현도 증가시켰다. 세로토닌은 식사섭취, 감정조절의 
      기능을 담당하는 중요한 신경전달물질이다. 세로토닌의 수용체는 다양한
      subtype이 있는데 그 중 뇌의 해마영역에 분포하는 5-HT1a는 기억 및 
      학습에 필수적인 세포토닌 수용체 subtype이다. 5-HT1a 유전자의 발현이 
      증가한 결과는 고순도 EGCG가 세로토닌에 대한 감수성을 증가시켜 
      인지능력을 개선할 수 있는 효력이 있음을 제시한다. 

      고순도 EGCG의 인지능력 개선 관련 유전자 발현 조절의 효능은 세포
      실험을 통해서도 확인하였다. 신경세포인 SH-SY5Y세포주에 EGCG를 
      투여하면 BDNF의 발현이 증가하는 것이 관찰되었다. 또한 고순도 
      EGCG가 BDNF의 발현을 조절하는 전사인자인 CREB의 인산화를 증가
      시키는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 고순도 EGCG는 세포내신호전
      달 단배질인 CREB의 활성을 조절하여  BDNF의 발현을 증가시킴으로
      써 인지능력을 개선시키는 효능을 가지고 있는 것으로 판단된다. 
      또한, 고순도 EGCG는 세포사멸에 대항하여 신경세포의 소실을 억제하
      는 것으로 여겨진다. 뇌신경의 손상을 일으키는 다양한 원인 중에서 활
      성산소는 매우 중요한 손상 기전중 하나이다. 특히, 나이가 증가함에 
      따라 뇌영역에서 활성산소의 생성이 증가하며 알콜섭취에 따른 뇌손상
      도 활성산소에 기인한다. 본 연구에서는 활성산소종(reactive oxygen 
      species, ROS)의 하나인 과산화수소로 세포에 손상을 유도하여 실제 
      인체의 신경세포가 경험하는 신경세포의 사멸에 대하여 고순도 EGCG
      의 억제효능을 측정하였다. 그 결과 고순도 EGCG는 활성산소에 의한 
      신경세포의 손상을 줄이는 효력을 가지고 있는 것을 관찰할 수 있었다.
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   (5) 위의 결과들을 종합하면 고순도 EGCG는 신경세포의 손상을 억제하고 
      인지기능과 관련된 유전자들의 발현을 해마영역에 존재하는 뇌신경세
      포에서 촉진함으로써 기억력개선의 효력을 나타내는 것으로 사료된다. 
      따라서 임상적으로 인체에서도 인지능력 개선에 긍정적인 효과가 기대
      된다. 
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 제10절 인지기능개선 인체적용시험
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제11절 건기식 고시형원료서의 EGCG 고함유 녹차소재

  1. 식품의약안전처 건강기능식품 고시형원료 녹차추출물

  가. 제조기준

   (1) 원재료 : 녹차(Camellia sinensis, Thea sinensis) 잎

   (2) 제조방법 : 상기 (1)의 원재료를 물 또는 주정(물․주정 혼합물 포함), 초에

       틸로 추출 후 여과하여 제조하여야 함

   (3) 기능성분(또는 지표성분)의 함량 : 카테킨을 200 mg/g 이상 함유하고 있

       어야 함. 카테킨은 에피갈로카테킨((-)-epigallocatechin, EGC), 에피갈로

       카테킨갈레이트((-)-epigallocatechin gallate, EGCG), 에피카테킨

       ((-)-epicatechin, EC) 및 에피카테킨갈레이트((-)-epicatechin gallate, 

       ECG) 합계량으로 환산하며 4가지 카테킨이 모두 확인되어야 함. 다만, 최

       종제품의 경우 4가지 카테킨을 모두 확인할 필요는 없음

  나. 규격

   (1) 성상 : 고유의 색택과 향미를 가지며 이미․이취가 없어야 함

   (2) 카테킨

   (가) 원료성 제품 : 표시량 이상

   (나) 최종제품 : 표시량의 80～120%

   (3) 카페인(mg/kg) : 50,000 이하

   (4) 잔류용매(mg/kg) : 50.0 이하(초산에틸을 사용한 경우)

   (5) 대장균군 : 음성

  다. 최종제품의 요건

 (1) 기능성 내용 : 항산화․체지방 감소·혈중 콜레스테롤 개선에 도움을 

    줄 수 있음

 (2) 일일섭취량

    카테킨으로서 0.3~1.0 g [에피갈로카테킨갈레이트((-)-epigallocatechin

     gallate, EGCG) 300 mg 이하]

 (3) 섭취 시 주의사항

 (가) 어린이, 임산부 및 수유부는 섭취를 피할 것

 (나) 간질환이 있거나 의약품 복용 시 전문가와 상담할 것

 (다) 카페인이 함유되어 있어 초조감, 불면 등을 나타낼 수 있음

 (라) 식사 후 섭취할 것

 (마) 카페인을 함유한 식품의 섭취에 주의할 것

 (바) 이상사례 발생 시 섭취를 중단하고 전문가와 상담할 것
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  라. 시험법

    (1) 카테킨 : 제 4. 3-47 카테킨

    (2) 카페인 : 제 4. 2-5-2 카페인

    (3) 잔류용매 : 제 4. 2-5-5 초산에틸

    (4) 대장균군 : [별표 4] 참조

   [표] 건강기능식품의 기준 및 규격 적용 절차

<적용해야할 규격>
1. 공통규격 중 

제형별 규격 
적용

캡슐, 정제, 환, 과립, 필름
인 경우2)

→ ∘붕해도

액상인 경우3) → ∘세균수

↓

2. 비타민․무기질 표시량 규격 적용
  ※Ⅱ. 개별 기준 및 규격에서 정한 최소함량

기준 이상으로 첨가된 경우

→ ∘영양성분 함량

↓

. “Ⅱ. 개별 기준 및 규격” 중 2) 규격 적용
   「건강기능식품 기능성 원료 및 기준․규격 인정

에 관한 규정」에 의해 인정받은 규격 적용
(기능성분(또는 지표성분)은 표시량의 
80~120%를 적용. 다만, 별도로 인정된 기능
성분(또는 지표성분)은 기능성 원료 인정서
에 따른다.)

→ ∘성상

∘기능성분(지표성분) 함량

∘중금속

∘잔류용매

∘대장균군

∘기타(곰팡이독소 등)

↓

4. 기타(보존방법 등) → ∘세균발육(통 ․병조림류 
및 

 레토르트류)

 



- 220 -

  2. EGCG 고함유 녹차소재를 고시형원료 녹차추출물로 승인

  가. EGCG 고함유 녹차추출물(EGTE) 소재는 개발 초기(2015.10) 식약처의 

     권고에 따라 개별인정형 목표를 두고 연구과제를 시작하였으나 2017년 말

     식약처에서 녹차추출물의 안전성 및 기능성 재평가 결과를 내놓으면서 본

     소재와 유사한 DSM사의 개별인정형원료 고농축녹차추출물(EGCG ~90%)을

     고시형으로 변경, 승인한 사실을 접하게 됨에 따라 본 소재에 대해서도 고

     시형 원료로의 승인 검토를 요청하여 고시형으로 변경, 승인을 받게 되었

     다. 

  나. 본 녹차소재를 고시형으로 승인한 식약처 국민신문고의 답변내용을 아래

     에 첨부하였으며 식약처에 이 고시형 녹차추출물의 품목제조신고를 신청

     하여 등록, 처리하였다.

 

  다. 따라서 본 EGCG 고함유 녹차추출물(EGTE)이 고시형원료로 인정됨에 따라

     본 과제에서 추진하는 신규 기능성에 대해 <개별인정>이 아닌 

     <기능성 추가>로 승인을 취득하게 될 것이다. 
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제 4 장  목표달성도 및 관련분야에의 기여도

 제1절 1차년도(2017.06.15.-2017.12.31.)

세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과 달성도 기여도

주/부원료 배
율에 따른 제
형및제제 설정 
및 항노화 시
작품 제작

-점진적 소재 양산화
-최적 안정적 조성물 검토 및
 최적 제형제제화 확립

-생산 표준화를 위한 용매분배, 분리정 
 제, 재결정공정의 최적화 조건 설정
-안정성있는 제제 설계 위해 원료물질의 
 물리화학적 성상 및 특이성 파악
-약물용해도 분배계수, 용출속도, 물리적 
 형태 및 안정성 파악

100%

고순조 EGCG
에 대한 항산
화 및 항당뇨 
효능평가

-총페놀 함량 측정
-총플라보노이드 함량 측정
-in vitro DPPH 소거능 측정
-in vitro ABTS radical 
 소거능 측정

-DPPH소거능 측정
-ABTS radical 소거능 측정
-ROS 생성량 측정
-FRAP

100%

-산화 스트레스에 의한 혈액
 내 혈구수 변화량 측정
-산화 스트레스에 의한 혈액
 내 항산화 지표변화량 측정
-간조직내 항산화 관련 인자 
 변화량 측정

-APPH 7일 투여를 통한 산화스트레스 
 유도 모델 구축
-Coulter conter를 통한 WBC, RBC, 
 pletlet, Hb 측정
-Albumin, biluibin, uric acid, LDL, 
 측정
-간조직으로부터 MDA, NO생성량 측정
 및 SO와 catalase 활성 측정

100%

-체중, 식이섭취량 측정
-4주간 공복혈당 추적 측정
-경구당부하(OGTT) 측정

-자발적 당뇨 유발 유전 동물 모델인 
 db/db mouse model 활용
-당뇨가 유발되도록 4주간 고지방식이
 1주1회, 지정된 시간에 혈당 측정
-OGTT 측정 위해 포도당을 경구투여 
 후 시간별 혈액 내 당농도 측정

100%
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 제2절 2차년도(2018.01.01.-2018.12.31.)

세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과 달성도 기여도

제품 완성도
제고 위해
제품디자인
개발하여 항
노화 시제
품 제작

고순도 EGCG소재 생산
인지기능개선 인체적용시험 
시험약 제작을 위한 고순도 EGCG 
소재 생산(5kg)

100%

네이밍및브랜드개발
Name명: 알오고(Alogo)
브랜드명:알오고Premium
         알오고Gold

100%

제품 디자인 설계 및 
단상자 제작

-스틱제품(분말/과립)
-Bottle(분말/과립-캡슐)
-Plate(분말/과립-캡슐)
상기 3종에 대한 라벨지, 페키지 
디자인, 단상자 설계 및 제작

100%

설정된 제형
및제제 복합
소재에 대한
안정성평가
및 품질검사

온도, 습도, 광도에 안정한 
유효기간 설정

다양한 보관조건에서 분말 및 
수용액상에 대한 EGCG 함량변화 
를 측정하여 안정성을 검토하여 
유효기간을 설정함

100%

농약, 잔류용매, 미생물, 
중금속

-잔류농약검사
-잔류용매(EA)분석시험
-미생물(대장균)검사
-중금속검사

100%

세포실험 및
동물실험을
통한 인지기
능개선 전임
상 효능평가 
및 작용기전 
연구

고순도 EGCG뇌신경세
포의 염증발 개선에 미
치는 효능 연구

-순도 EGCG의 산화적 스트레스  
 유도 동물모델 (in vivo)에서 
 항노화 효능평가
-당뇨동물모델인 db/db mouse 
 에서 고순도 EGCG의 항당뇨 
 효능 평가

100%

고순도 EGCG가 뇌신경세포
의 염증발생 동물모델에서 
인지기능 개선에 대한 효능
연구

-고순도 EGCG의 인지능력장애 개
 선 효능에 대한 in vitro (세포배
 양) 평가
-고순도 EGCG의 인지능력장애 개
 선 효능에 대한 in vivo (실험동
 물) 평가

100%
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제3절 3차년도(2019.01.01.-2019.12.31.)

세부연구목
표

연구개발 수행내용 연구결과 달성도 기여도

소재의양산
화 및 시제
품생산,
인지기능개
선
임상시험을
통한 유효
성 및 안정
성 평가

EGCG 소재의 점진적 양산화

대량 생산화 과정에서 탈카페인화
가 원만하게 이루어지지 않아 최종
적으로 양이온교환수지를 활용한 
대체 방법을 제시하였음  

100%

평가회및홍보
생산공정등에 대한 전문가 의견(평
가회)을 들었으며 잡지, 신문 등에 
제품/회사를 홍보하였음

90%

완제품 시제품 제작 원료제품, 캡슐제품, 스틱제품을 
제작함 100%

식약처 항노화 개별인정형
원료 인허가 신청및획득

소재는 고시형원료로 인정되었으나
인지기능개선 임상시험에서 유의적 
결과를 나타나지 않아 기능성추가 
가 지연됨

80%

인지기능개선 인체적용시험

12주, 무작위배정, 이중눈가림, 
위약대조 인지기능개선 임상시험을 
80명 피험자를 대상으로 실시, 
완료함

100%

CRO 모니터링 상기 임상시험을 모니터링함 100%

안정성평가
및품질검사

소재 안정성 평가
분말 및 수용성 소재에 대한 안정 
성을 다양한 조건에서 실시하여 
유효기간을 설정함

100%

이화학적 특성 및 품질검사 한국기능성시험센타에 의뢰, 제조 
규격에 대한 시험성적서를 확보함 100%



- 229 -

제 5 장  연구개발 성과 및 성과활용 계획

 제1절 연구개발 성과 

  1. 국내외 논문 게재 

  

No 논문명 학술지명 주저
자명 호 국명 발행

기관
SCI
여부 게재일 등록

번호

1

Epigallocatechin-3-Gallate-Rich 
Green Tea Extract Ameliorates 
Fatty Liver and Weight Gain in 
Mice Fed a High Fat Diet by 
Activating the Sirtuin 1 and AMP 
Activating Protein Kinase Pathway 

 The
 American
 Journal of
 Chinese
 Medicine 

배유진 48(3)
1-15 미국 SCI 2018.02.02

2
 신규 건강기능식품소재 EGCG 고함 
 유 녹차추출물(EGTE)의 장기안정성 
 평가

한국생약학
회지 유시용

49(4)
328-
335

한국 비SCI 2018.12.17

3  Epigallocatechin gallate 고함유 녹차
 추출물의 제조공정 개선

한국생약학
회지 류건식

50(3)
198-
204

한국 비SCI 2019.09.27

4

Herbal medicine(Hepad) prevents 
dopaminergic neuonal death in the 
rat MPTA model of parkinnson’s 
disease

 Intergrative
 Medicine
 Research

최정준
8(2019)
202-20
8

미국 SCIE 2019.11.29

  2. 국내/제 학술회의 발표
No 회의명칭 발표내용 발표일시 장소 국명

1
건강기능식품
국제학술대회

Mass-production and safety studies
of highly pure EGCG98 as a
nutraceutic

2017.10.22.~
2017.10.25

새만금컨벤션센타 영어

2 차학회 녹차 유래 고순도 EGCG소재의 대량
생산 및 안전성연구 2017.10.22 경남 하동 한국어

3 차학회 건강기능식품 소재 EGCG고함유녹차
추출물의 안정성(stability)연구 2018.06.09 서울 코엑스 한국어

4 차학회 건강기능식품 소재 EGCG고함유녹차
추출물의표준화 및 규격화 2018.06.09 서울 코엑스 한국어

5 한국식품영양과학회 EGCG고함유녹차추출무의 피부주름
개선 및 보습증진에 관한 연구 2018.10.31 부산 벡스코 한국어

6 한국식품영양과학회 EGCG고함유녹차추출물의 체지방 조
절 기능에 대한 연구 2018.10.31 부산 벡스코 한국어

7 한국식품영양과학회
보관조건에 따른 건강기능식품 신규
소재 EGCG고함유녹차추출물의 안정
성 연구

2018.10.31 부산 벡스코 한국어

8 한국식품영양과학회 건강기능식품 신규소재 EGCG고함유
녹차추출물의 규격화 및 표준화 연구 2018.10.31 부산 백스코 한국어

9 차학회 탈카페인,카테키노함유녹차추출물의
체지방감소~ 2019.06.14 서울 코엑스 한국어

10 차학회 탈카페인,카테키노함유녹차추출물의
인지능력개선~ 2019.06.14 서울 코엑스 한국어

11 차학회 탈카페인,카테키노함유녹차추출물의
피부주름개선~ 2019.06.14 서울 코엑스 한국어

12 차학회 탈카페인,카테키노함유녹차추출물의
항당뇨~ 2019.06.14 서울 코엑스 한국어
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  3. 전시 및 홍보

  

No 행사명/신문잡지명 발표내용 목적 일시

1 국제건강기능학회/새만금컨벤션센타  EGCG소재 원료제품 전시 전시 2017.10.22-26

2 한국영양과학회/부산백스코  EGCG소재 원료제품 전시 전시 2018.10.29-31

3 시사뉴스타임 3월호  녹차 유래 천연소재로 건기
 식 틈새시장 넓혀간다! 홍보 2017.03.01

4 피플투데이 9월호  비만과 노화의 적, EGCG를
 만나다 홍보 2017.09.06

5 피플투데이 2월호  바이오식품산업의 미래를 
 열어가는기업 홍보 2019.02.01

6 동아일보/일간지  녹차추출물 '카테킨'으로 피
 부관리-다이어트 한번에 한다 홍보 2019.04.10

  4. 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

  5. 저작권(소프트웨어, 서적 등)

 

No 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록번호 저작권자명 기여율

No 지식재산권 등 명칭
(건별 각각 기재) 국 명

출원 등 록

기여율
출원인 출원일 출원번호 등록

인

등
록
일

등록번호

1

탈카페인 및
초고순도

에피갈로카테킨
갈레이트의
양산방법

대한
민국

㈜알앤오
식품

2019.09.16
10-2019-
0113722

100%

2

에피갈로카테킨
갈레이트를
유효성분으로
함유하는

피부주름개선용
조성물

대한
민국

㈜알앤오
식품

2019.10.01
10-2019-
0121437

100%

3

에피갈로카테킨갈
레이트를 유효성분
으로 포함하는 인
지능력개선용 조성
물

대한민
국

대전대학
교

2019.9.12
10-2019-
0107930

100%
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  6. 전문연구 인력양성

No
1 분류 기준

년도

현 황
학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1 연구원2명
(천세인/허은지) 2017 2 2 2

2 연구원3명
(천세인/허은지/윤민지) 2018 3 3 3

3 연구원3명
(윤민지) 2019 1 1 1

 
 7. 산업기술 인력양성 

 

No 프로그램명 프로그램 내용 교육기
관

교육 
개최회수 총 교육시간 총 교육인원

1

2

  8. 기술거래(이전) 등

 

No
기술이전 

유형
기술실시계약명

기술실시
 대상기관

기술실시
 발생일자

기술료
(당해연도 발생액) 

누적
징수현황

1 직접실시
탈카페인 및 초고순도
에피갈로카테킨갈레이트
의 양산방법

㈜알앤오식품 2019.9.16 12,600천원
( )

  9. 사업화 투자실적

  

No 추가 R&D 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자자금 성격

1         내부자금(4.6억)  

6.6억

2 기술보증대출(2억) 기술보증기금

  10. 사업화 현황                                                (단위 : 명, 년)

  

No
사업화
 방식

사업화 
형태

지역 사업화명 내용 업체명
매출액 매출

발생
년도

기술
수명국내 국외

1 자기실시 매출 국내 소재제품 고순도 
EGCG 아모레퍼시픽외 1 92백만 2017

2 자기실시 매출 국내 소재제품 고순도 
EGCG 바이오제닉스외 1 175백만 2018

3 자기실시 매출 국내 소재제품 고순도 
EGCG 하이사이언스외 3 365백만 2019

합계 632백만
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 제2절 연구개발 성과 활용 계획 

  1. 본 EGCG 고함유 녹차소재를 기반으로 하여 다이어트 건강기능식품의 제
품화 방향을 설정하고 여기에 시중의 다른 경쟁 소재와 차별화하기 위하여 
인지기능개선의 복합 기능을 갖는 제품화를 목표로 하였다. 과제 수행 기
간 중에 본 소재가 고시형 녹차추출물로 인정됨에 따라 완제품의 조기 런
칭이 가능해 졌지만 인지기능개선 인체적용시험에서 유의적 평가가 도출되
지 못하여 2차 분석이 진행 중이며 섭취량을 높인 추가 임상시험을 계획 
중이다. 그 결과에 따라 개별인정에서 <기능성추가> 인정을 받아 인지기능
개선 건기식 제품을 상용화하는 데 활용하게 될 것이다.

  3. 본 소재를 활용한 원료제품, 건기식제품(캡슐), 커피 맞춤형 기능성첨가제
(스틱)의 3개 품목이 출시될 예정으로 본 연구개발 성과로 향후 매출 증대
에 크게 기여할 것이다. 

  4. 또한 본 연구개발을 통해 도출될 추가 결과물들은 논문, 특허, 학술발표 
등 형식으로 발표되어 관련산업의 발전에 기여할 것이다.
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제 6 장  연구개발과정 수집한 해외과학기술정보

-해당사항없음-

제 7 장  연구시설‧장비 현황
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품개발사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 고부가가치식품개발
사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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