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            초록
          
        

        
          This study compared the physicochemical properties, physiological activities, and the effect on cell viability of green tea residue (GTR) extract with green tea (GT) and confirmed the potential of GTR as a functional food material. Significant differences were observed in the physicochemical properties between the GTR and GT extracts. The pH was higher in GTR, while the salinity and sweetness were higher in GT compared to GTR. In terms of color, the L and a values were higher in GTR than in GT, whereas the b and ΔE values were significantly higher in GT compared to GTR. Although GTR had lower total polyphenol and flavonoid contents than GT, the contents of GTR showed a gradual increase as the concentrations increased. A comparison of the antioxidant activities of GTR and GT revealed GTR to have similar DPPH and ABTS radical scavenging activities to GT at concentrations of 50, 75, and 100 mg/ml. The reducing power and lipase inhibitory activities of GTR were lower than those of GT, but GTR exhibited higher SOD-like activity at all concentrations than GT. In addition, GTR showed higher cell viability of Raw 264.7 at all concentrations than GT. These results provide fundamental information on using GTR as a functional food material and suggest that recycling food waste can contribute to sustainable resource development.
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      Ⅰ. 서론
      녹차는 Camellia sinensis 식물의 잎을 덖은 후 용출하여 음용하는 전통적인 음료로(Miyoshi et al. 2015), 오랜 역사를 가지고 있으며 주로 동아시아 국가에서 널리 소비되어 왔다(Hicks 2009). 녹차는 한국, 태국 등 다양한 아시아 국가에서 선호도가 높았으나 최근 특유의 맛과 향 그리고 다양한 건강상의 이점으로 인해 서양권에서도 선호도가 증가하는 추세이다(Lee et al. 2010). 농식품수출정보 자료에 따르면 2019년 기준 유럽에서 녹차 소비량이 가장 큰 나라는 프랑스(연 1.6억 달러), 독일(연 1.4억 달러), 영국(연 8.9천만 달러), 폴란드(연 8.6천만 달러) 순으로, 위 네 나라의 각국 녹차 소비량은 한국(연 7.7천만 달러)보다 높은 것으로 나타나고 있다(Kati 2020). 또한 녹차를 첨가한 식음료 제품에 대한 소비자 선호도 조사에 따르면, 응답자의 53%가 녹차 분말이 함유된 제품의 맛을 선호하는 것으로 나타났다(Trimo et al. 2021). 이러한 연구 결과는 녹차를 기반으로 한 식음료 제품 시장의 가치와 함께 건강을 중시하는 소비 트렌드와 맞물려 녹차의 소비가 꾸준히 증가하고 있음을 시사한다.

      인체의 건강에 미치는 녹차의 긍정적인 영향은 주로 녹차에 포함된 카테킨, 폴리페놀, 플라보노이드, 카페인, 아미노산 등 다양한 생리활성 성분들이 중요한 역할을 하기 때문이다(Chacko et al. 2010). 녹차에 포함된 대표적인 성분인 카테킨류에 속하는 에피갈로카테킨 갈레이트(Epigallocatechin gallate, EGCG)는 활성산소와 세포를 손상 시키는 자유 라디칼을 효과적으로 제거하는 효능을 가지고 있다(Farhan 2022). 또한, 녹차의 카테킨과 카페인은 지방산 산화 촉진 및 지방 합성을 억제하여 체내 지방분해 과정을 촉진시켜 체중 감소에도 효과적이다(Kwak & Shin 2022). 더불어, 녹차에 포함된 플라보노이드 성분은 혈중 LDL(저밀도 지단백) 콜레스테롤의 산화를 억제하여 동맥 내 콜레스테롤 축적과 동맥경화 발생을 감소시키는 데 기여한다(Miura et al. 2001). 이 외에도 녹차는 심혈관 질환 예방(Pullikotil et al. 2011), 암 발생률 저하(Ohishi et al. 2016), 집중력 강화(Ikar & Sable 2023), 신경 안정(Saeed et al. 2017) 및 신경보호 효과(Unno et al. 2016) 등 다양한 효과를 나타내며 녹차는 건강 증진 음료로서의 가치를 인정받고 있다(Gaur & Agnihotri 2014).

      그러나 녹차의 소비가 증가하는 현상은 녹차 제조 과정에서 발생하는 차 잎의 부산물인 녹차박의 양도 함께 증가하는 결과로 이어진다. 녹차박은 다양한 유용 성분을 함유하고 있음에도 불구하고(Lai et al. 2020), 대부분 폐기되거나 제한적으로만 활용되고 있다(Verrillo et al. 2020). 이는 자원의 낭비일 뿐만 아니라 환경에도 부담을 주는 요인이다. 최근에는 녹차박을 활용하여 친환경 에너지 개발(Basumatary et al. 2018; Tunklová et al. 2022). 가축의 사료(Ding et al. 2020; Guo et al. 2023), 비료(Gunatilake 2016)를 제조하는 등 다양한 방면에서 폐기물인 녹차박을 재활용해 환경을 보호하고 경제적 가치를 창출하는 연구가 진행되고 있다. Tunklová et al.(2022)의 연구에서는 녹차박을 350°C의 온도로 가열하는 열처리 과정을 거쳐 바이오차로 전환하는 연구가 수행되었다. 유사한 연구로 한 녹차 공장에서는 녹차 폐기물을 400°C~700°C에서 열분해하여 바이오차와 바이오 오일을 생산하였으며 바이오차는 토양의 성질 개선 및 미생물 활동을 촉진시켜 식물 생장에 긍정적인 영향을 주어 토양 개량제로서의 가능성을 제공하며 바이오 오일은 화석 연료와 유사한 에너지 밀도를 가지고 있어 화석 연료의 대체재로서의 가능성을 제시하며 환경 친화적인 대안으로 주목받고 있다(Basumatary et al. 2018). Ding et al.(2020)의 연구에 따르면 가축 사료 제조 시 녹차박을 첨가하면 녹차박이 돼지의 성장 촉진, 소화 및 항산화 능력 향상에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 나타났다. 유사한 연구로 Guo et al.(2023)의 연구에서는 양의 사료에 녹차박 첨가 시, 양의 성장 촉진, 장내 미생물 군집 구조가 최적화 되었으며, 항산화 능력이 유의미하게 향상된 것으로 나타났다. 또한, 녹차박을 활용한 유기 비료 개발에 관한 연구에서는 녹차박 비료가 토양 질 개선 및 작물 성장 촉진에 유의미한 효과가 있음을 확인하였다(Gunatilake 2016).

      이처럼 녹차박은 다양한 상업적 이윤 및 환경문제 해결에 기여할 수 있는 자원으로 재인식되고 있으나, 녹차박을 활용한 건강 기능성 식품 연구는 현재 미흡한 실정이다. 본 연구는 녹차박을 녹차와 비교하여 인체에 긍정적인 생리활성을 가지고 있는지, 그리고 녹차박을 건강 기능성 식품 원료로 활용할 수 있는 가능성을 평가하기 위해 수행되었다. 본 연구를 통해 녹차박의 건강 기능성 식품으로서의 가치를 재인식하고 이를 활용한다면, 지속 가능한 식품 폐기물 활용 확대에 기여할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에서 사용한 녹차(Greennatural, Mokpo, Korea)는 원산지가 전라남도 보성군인 것을 온라인에서 구매하여 사용하였다. 녹차는 제품 매뉴얼에 따라 물 2 L에 녹차 20 g을 첨가하여 30분간 끓인 후 녹차 잎을 제거 후 사용하였다. 녹차박은 녹차 제조 후 남겨진 찌꺼기를 건져내어 식품 건조기(ZFD-C301, Zaigle, Seoul, Korea)를 이용해 55°C에서 8시간 열풍건조하여 사용하였다. 건조된 녹차박은 식품 분쇄기(M 20, IKA-WERKE, Staufen, Germany)로 30초간 분쇄하여 분말화한 후 녹차박 분말 5 g의 10배에 해당하는 물 50 mL를 첨가하여 끓는 순간부터 30분간 가열하여 열수추출을 진행하였다. 추출이 완료된 시료는 원심분리기(Avanti JXN-30, Beckman Coulter, Brea, USA)를 이용해 5℃에서 27,000 rpm으로 20분간 원심분리한 뒤 상등액을 녹차박 추출물로 실험에 사용하였다.

      

      
        2. pH, 당도, 염도 및 색도
        녹차와 녹차박 추출물의 pH는 pH meter(pH-200L, Istek, Seoul, Korea)를 이용하여 측정하였고, 당도는 굴절 당도계(N-1E Brix 0-32%, Atago, Tokyo, Japan)로 측정 후 °Brix 값으로 나타내었다. 염도는 Salt-meter(S/N 86024, ATAGO, Tokyo, Japan)를 이용하여 측정하였고 단위는 %(w/w)로 나타내었다. 색도 측정은 색차계(CM-700d, Konica Minolta, Tokyo, Japan)로 측정하였고 명도(L-value, lightness), 적색도(a-value, redness), 황색도(b-value, yellowness), Total color difference(ΔE) 값으로 나타내었다. 색도 측정 시 기기보정을 위해 사용된 백색판의 L, a, b 값은 각각 99.35, -0.13, 0.08이며 백색판과 비교한 녹차와 녹차박 추출물의 total color difference(ΔE) 값은 다음의 식으로 계산하였다.
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        3. 총 폴리페놀 함량 측정
        총 폴리페놀 함량은 Velioglu et al.(1998)의 방법을 참조하여 측정하였다. 녹차와 녹차박 추출물 0.05 mL에 2% Na₂CO₃(Daejung Chemicals & Metals, Siheung, Korea) 5 mL를 혼합한 후 상온에서 30분간 반응시켰다. 반응 이후 50% Folin-Ciocalteu’s reagent(Junsei Chemical, Tokyo, Japan)를 0.05 mL 추가 혼합 후 상온에서 30분간 반응시켜 750 nm에서 Microplate spectrophotometer(Multiskan SkyHigh, Thermo Fisher Scientific, Jurong, Singapore)로 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 표준물질 ferulic acid(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)로 표준 곡선을 구하여 ferulic acid 당량(ferulic acid equivalent, FAE)으로 환산하여 나타내었다.

      

      
        4. 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Davis(1947)의 방법을 참조하여 측정하였다. 먼저, 녹차 및 녹차박 추출물 0.1 mL를 diethylene glycol(Daejung Chemicals & Metals) 1 mL 및 1N NaOH(Daejung Chemicals & Metals) 0.1mL와 혼합 후 37°C incubated shaker(ISS-4075R, Jeiotech, Daejeon, Korea)에서 1시간 동안 반응시켜 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 표준물질 quercetin(Sigma-Aldrich)로 표준 곡선을 구하여 quercetin 당량(quercetin equivalent, QE)으로 환산하여 나타내었다.

      

      
        5. DPPH radical 소거능 측정
        DPPH radical 소거능은 Blois(1958)의 방법을 참조하여 측정하였다. 녹차 및 녹차박 추출물 0.1mL에 0.4mM DPPH(Sigma-Aldrich) 용액 1 mL를 첨가 후 30분 동안 암소에서 반응시켜 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 trolox(Sigma-Aldrich)를 이용하여 표준 곡선을 구하였고, DPPH radical 소거능은 trolox 당량(trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC)으로 환산하여 나타내었다.

      

      
        6. ABTS radical 소거능 측정
        ABTS radical 소거능은 Re et al.(1999)의 방법을 참조하여 측정하였다. 7 mM ABTS (Sigma-Aldrich) 용액에 14 mM potassium persulfite (Daejung Chemicals & Metals)를 혼합하여 12~16시간 동안 암소에서 반응시켜 ABTS 양이온을 형성시켰다. 형성된 ABTS 라디칼은 734 nm에서 0.7 ± 0.002의 흡광도 값이 되도록 100% 에탄올로 희석하여 사용하였다. ABTS solution 1 mL에 녹차 및 녹차박 추출물 0.05 mL를 첨가한 후 암소에서 2.5분간 반응시켜 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 trolox (Sigma-Aldrich)를 이용하여 표준 곡선을 구하였고, ABTS radical 소거능은 trolox 당량(trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC)으로 환산하여 나타내었다.

      

      
        7. 환원력 측정
        환원력은 Oyaizu(1986)의 방법을 참조하여 측정하였다. 녹차 및 녹차박 추출물 0.05 mL에 0.2M sodium phosphate buffer(Sigma-Aldrich, pH 6.6) 0.25 mL와 1% potassium ferricyanide(Sigma-Aldrich) 0.025 mL를 혼합하여 50°C 에서 20분간 반응시킨 후 10% trichloroacetic acid(Daejung Chemicals & Metals) 1.25 mL를 추가하였다. 그 후 시료의 상층액 0.1 mL를 3차 증류수 0.1 mL 및 1% ferric chloride(Junsei Chemical) 0.02 mL와 혼합하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 trolox(Sigma-Aldrich)를 이용하여 표준 곡선을 구하였고, 환원력은 표준물질 trolox 당량(trolox equivalent reducing power, TERP)으로 환산하여 나타내었다.

      

      
        8. SOD 유사활성 측정
        SOD(Superoxide dismutase) 유사활성은 Marklund & Marklund(1974)의 방법을 참조하여 측정하였다. 녹차 및 녹차박 추출물 0.02 mL에 Tris-HCl buffer(Bioneer Corp, Daejeon, Korea) 0.3 mL를 첨가 후, 기질로 10 mM pyrogalol(Sigma-Aldrich) 0.02 mL를 첨가 후 25°C 에서 10분간 반응시켰다. 그 후 0.1N HCl(Daejung Chemicals & Metals) 0.1 mL를 추가하여 반응을 중지시킨 뒤 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 무첨가구로 시료 추출 용매인 물을 시료와 같은 과정으로 반응시켜 시료의 영향을 배제하기 위한 positive blank를 제조하였다. SOD 유사활성은 아래와 같은 식을 이용하여 계산하였다.
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          	A: 녹차 및 녹차박 추출물 첨가구 흡광도


          	B: Pyrogallol을 대체하여 3차 증류수를 첨가한 Blank 흡광도


          	C: 녹차 및 녹차박 추출물 무첨가구의 흡광도


        

      

      
        9. Lipase 저해활성 측정
        Lipase 저해활성은 Kim et al.(2007)의 방법을 참조하여 측정하였다. 실험에 사용된 10 mM MOPS(Thermo Fisher Scientific)/1 mM EDTA(Junsei Chemical, pH 6.8)와 100 mM Tris-HCl((Bioneer Corp)/5 mM CaCl2(Wako Pure Chemical Industries, Tokyo, Japan, pH 6.8)용액을 준비하였다. Enzyme solution은 porcine pancreatic lipase(Sigma-Aldrich) 0.3 mg, 10 mM MOPS/1 mM EDTA 30 μL, 100 mM Tris-HCl/5 mM CaCl2 0.85 mL를 혼합하여 제조하였다. Blank buffer는 10 mM MOPS/1 mM EDTA 0.03 mL와 100 mM Tris-HCl/5 mM CaCl2 0.085 mL로 구성하였다. 기질 용액은 10 mM 농도로 4-nitrophenylbutyrate(Sigma-Aldrich)를 dimethyl formamide(Daejung Chemicals & Metals)에 녹여서 준비하였다. 추출물 0.1 mL에 enzyme solution 0.88 mL를 혼합한 후 37°C에서 30분간 반응시킨 후 기질 용액을 0.02 mL 첨가하여 15분간 반응시켜 400 nm에서 흡광도를 측정하였다. Blank 시료는 enzyme solution 대신 blank buffer를 첨가하여 동일한 방식으로 수행되었다. Lipase 저해 활성은 SOD와 같은 식을 이용하여 계산하였다.

      

      
        10. 세포 생존율 측정
        세포 생존율은 WST-8(Water soluble tetrazolium salt-8) assay 방법으로 측정하였다. 실험은 Raw 264.7 대식세포를 DMEM media에 10% fetal bovine serum와 1% penicillin-Streptomycin을 첨가하여 37°C, 5% CO2에서 계대배양하여 사용하였다. 배양된 세포는 1×104 cells/mL의 농도로 준비하여 100 µL씩 분주 후 16시간 동안 배양한 뒤 녹차 및 녹차박 추출물을 농도별(12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800 μg/mL)로 희석하여 세포에 100 μL씩 처리 후 48시간 동안 배양하였다. 그 후 세포 생존율은 EZ-Cytox(DoGenBio Corp, Seoul, Korea)를 이용하여 측정하였다. 제품 매뉴얼에 따라 EZ-Cytox 시약 10 μL를 혼합하여 4시간 동안 반응 후 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 녹차와 녹차 추출물을 처리하지 않은 대조군(Negative control, NTC)과 시료 무첨가군(Positive control, PC)을 이용하여 아래와 같은 식을 이용하여 세포 생존율을 구하였다.
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        11. 통계처리
        본 연구에서 얻은 실험 결과는 모두 3 반복하여 얻은 값을 평균 ± 표준편차로 표시하였으며 SPSS(Statistical Package for Social Science) program을 이용하여 통계 분석하였다. 두 집단 사이의 통계적 유의성 검증은 Student’s t-test로 각 실험군의 유의성을 검정하였으며 평균값의 유의성 검증은 ANOVA(one-way analysis of variance)로 분석 후 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test로 차이를 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 녹차와 녹차박 추출물의 이화학적 특징
        녹차(GT)와 녹차박 추출물(GTR)의 pH, 염도, 당도 및 색도의 측정 결과는 Table 1과 같다. pH 측정 결과, GT의 평균 pH는 5.89 ± 0.01로 나타났으며, GTR의 평균 pH는 6.52 ± 0.04로 나타났다. 염도 측정 결과, GT와 GTR 평균 염도는 각각 0.11 ± 0.00%, 0.00 ± 0.00%로 나타나 GT의 염도가 유의하게 높았다. 당도 측정 결과, GT의 평균 당도는 0.03 ± 0.00 °Brix, GTR의 평균 당도는 0.02 ± 0.00 °Brix로 유의미한 차이를 나타내지 않았다. 색도 측정 결과 명도(lightness)를 표현하는 L 값은 GT가 81.40 ± 0.29, GTR이 84.66 ± 0.30으로 나타났다. 적색도(redness)를 표현하는 a 값은 GT가 -2.28 ± 0.04로 약간의 녹색을 띠는 반면, GTR은 0.14 ± 0.01로 GT보다 옅은 녹색을 나타냈다. 황색도(yellowness)를 나타내는 b 값은 GT가 20.88 ± 2.45, GTR은 -4.11 ± 0.03을 나타낸다. 총 색차(total color difference)를 나타내는 ΔE 값은 GT가 27.61 ± 1.72, GTR이 15.28 ± 0.28로 나타났다. GTR의 ΔE 값이 더 낮은 것은 GT에 비해 더 높은 명도와 낮은 적색도에서 기인한 것으로 확인된다. Terakawa et al.(2015)의 연구에 따르면, 녹차에는 다양한 알칼리 성분이 포함되어 있으며 칼륨(K)과 루비듐(Rb)이 주요 알칼리 성분으로 확인되었고 이들은 뜨거운 물에 쉽게 용출되는 것으로 밝혀졌다. 또한, 녹차에 포함된 폴리페놀과 플라보노이드는 화학적 구조에서 다수의 페놀성 수산기를 포함하여 산성을 띠며, 이들 수산기는 수용액에서 수소 이온을 방출함으로써 산성 성질을 나타낸다(Scalbert & Williamson 2000). GTR의 pH가 GT보다 높은 이유는 산성을 띠는 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 GT에 비해 낮기 때문에(Fig. 1) GTR이 상대적으로 낮은 산성 성분을 포함하고 있고, 이에 따라 다른 알칼리성 성분이 더욱 두드러져 GTR의 pH가 GT보다 높게 측정된 것으로 판단된다. 녹차의 색은 주로 엽록소와 카로티노이드에 의해 결정된다(Suzuki & Shioi 2003). 이들 성분은 식품의 신선도가 높을 때 더 많이 함유되어 있어 더욱 짙은 녹색을 나타낸다(Ferruzzi et al. 2001). Korus(2013)의 연구에 따르면, 조리된 케일과 신선한 케일 잎을 비교했을 때 신선한 케일에서 엽록소와 카로티노이드 함량이 더 높았다. 유사한 연구로 브로콜리, 시금치, 초록 피망 등을 70°C와 117°C로 고온 처리 시 엽록소는 고온에서 거의 완전히 분해되는 경향을 보이며 카로티노이드는 비교적 안정적이었으나 일부 함량이 손실되었다(Sanchez et al. 2014). 이러한 연구결과는 GTR이 GT보다 옅은 녹색을 띠는 이유를 설명하는 데 기여할 수 있다. 녹차박은 녹차를 추출한 후 남은 잔여물로, 녹차 추출 과정에서 고온 건조 및 추출 과정을 거치게 되어 녹색을 나타내는 엽록소와 카로티노이드 성분이 이미 다수 용출되어 녹차박에 잔존하는 양이 적은 결과로 판단된다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            pH, salinity, sugar, and color values of green tea (GT) and hot water extracts of green tea residues (GTR).
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	pH
              	Salinity
              	Sugar
              	Color
            

            
              	L
              	a
              	b
              	ΔE1)
            

          
          
            	
              GT
            
            	5.89 ± 0.012)
            	0.11 ± 0.00
            	0.03 ± 0.00
            	81.40 ± 0.29
            	-2.28 ± 0.04
            	20.88 ± 2.45
            	27.61 ± 1.72
          

          
            	
              GTR
            
            	6.52 ± 0.04
            	0.00 ± 0.00
            	0.02 ± 0.00
            	84.66 ± 0.30
            	0.14 ± 0.01
            	-4.11 ± 0.03
            	15.28 ± 0.28
          

          
            	
              p
              
                
                  3)
                
              
            
            	0.000
            	0.001
            	0.184
            	0.000
            	0.000
            	0.005
            	0.008
          

        

        
          
            1)All values are mean ± SD (n=3)
          

          
            2)ΔE: total color difference
          

          
            3)Significance by t-test
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Total polyphenol (A) and flavonoid (B) contents of green tea (GT) and hot water extracts of green tea residues (GTR). 
          
          

          

        

      

      
        2. 녹차와 녹차박 추출물의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량
        GT와 GTR 추출물의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량 측정 결과는 Fig. 1과 같다. GT의 총 폴리페놀 함량은 234.62 µg FAE/g로 나타났으며, GTR의 경우 농도에 따라 10 mg/mL에서 100 mg/g까지 다양하게 측정되었다. GTR의 총 폴리페놀 함량은 10 mg/mL에서 11.86 µg FAE/g, 100 mg/mL에서 127.16 µg FAE/g로 GT보다 낮은 값을 보였다. GT의 총 플라보노이드 함량은 1388.63 µg QE/g로 나타났으며, GTR의 총 플라보노이드 함량은 10 mg/g에서 29.06 µg QE/g, 100 mg/mL에서 341.03 µg QE/g로 GT보다 낮았다. 녹차의 폴리페놀에는 gallic acid, caffeic acid, cinnamic acid, ferulic acid 등의 페놀성 화합물이 포함되어 있고 플라보노이드에는 quercetin, naringenin, hesperitin 등의 화합물이 포함되어 있다(Maslov et al. 2021). Pasrija & Anandharamakrishnan(2015)의 연구에 따르면 녹차를 열수 추출했을 때 폴리페놀은 물에 잘 용해되는 성질을 가지고 있어, 메탄올과 에탄올 용매를 사용하여 추출한 결과 대비 폴리페놀과 플라보노이드 성분이 높은 수율로 추출된 것으로 밝혀졌다. 이러한 결과는 열수 추출이 녹차의 유효 성분을 높은 수율로 추출하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 이어진다. 본 연구에서 GTR이 GT보다 낮은 폴리페놀과 플라보노이드 함량을 나타내는 것은 녹차 제조 과정에서 폴리페놀과 플라보노이드 성분이 이미 추출되어 GTR에는 상대적으로 적은 함량의 폴리페놀과 플라보노이드 성분이 포함된 것으로 사료된다. 그러나 GTR의 폴리페놀과 플라보노이드 함량은 농도 증가에 따라 점진적으로 증가하는 경향을 보였으며, 이는 고농도의 GTR은 GT와 유사한 성능을 나타낼 가능성을 제시한다.

      

      
        3. 녹차와 녹차박 추출물의 항산화 활성
        GT와 GTR 추출물의 DPPH, ABTS 라디칼 소거능, 환원력 그리고 SOD 유사활성 측정 결과는 Fig. 2와 같다. DPPH 라디칼 소거능 측정 결과, GT의 DPPH 라디칼 소거능은 108.39 mg TEAC/g로 나타났으며, GTR의 경우 47.94, 90.66, 108.70, 106.67 및 107.78 mg TEAC/g으로 대체적으로 GT에 비해 낮은 값을 보였지만, 50 mg/mL와 100 mg/mL 농도에서는 GT와 동등한 수준의 라디칼 소거능을 나타냈다. ABTS 라디칼 소거능 측정 결과, GT의 ABTS 라디칼 소거능은 122.46 mg TEAC/g로 나타났으며, GTR의 경우 44.54, 97.24, 122.15, 122.49 및 122.39 TEAC/g으로 50 mg/mL 이상의 농도에서 GTR의 ABTS 라디칼 소거능은 GT와 동등하거나 더 높은 수준의 ABTS 라디칼 소거능을 나타냈다. 환원력 측정 결과, GT의 환원력은 1783.19 mg TERP/g로 측정되었으며, GTR의 경우 농도 증가에 따라 환원력이 증가하는 경향을 보였다. GTR의 환원력은 94.46, 156.04, 310.91, 417.24 및 514.32 mg TERP/g로 GT에 비해 낮은 환원력을 나타낸다. SOD 유사활성 측정 결과, GT의 SOD 유사활성은 70.24%로 측정되었으며, GTR의 경우 70.83, 70.80, 70.93, 71.26 및 72.46%로 모든 농도에서 GT보다 더 높은 SOD 유사활성을 나타낸다. 이는 GTR의 농도와 관계없이 SOD 유사활성이 GT와 동등하거나 그 이상일 수 있음을 시사한다. Yanagimoto et al.(2003)의 연구에 따르면 녹차에는 폴리페놀 이외에도 강력한 항산화 작용을 하는 터페노이드 성분이 포함되어 있으며 Nkhili et al.(2009)은 HPLC 분석을 통해 녹차의 폴리페놀 화합물 성분을 분석한 결과 녹차의 폴리페놀류에는 대표적인 성분인 카테킨을 제외하고도 갈릭산, 5-갈로일퀸산, 루틴, 퀘르세틴, 캠페롤 등 다양한 성분이 포함되어 있음을 밝혀냈다. 또한 Zheng et al.(2010)은 폴리페놀 및 플라보노이드 함량이 낮더라도 높은 항산화 활성을 나타낼 수 있는 주요 구조적 특징으로 오르토-다이하이드록실 구조와 3-하이드록실 그룹이 라디칼 제거 능력을 높이는 데 중요한 역할을 하며 퀘르세틴은 오르토-다이하이드록실 구조를 지니고 있는 것으로 밝혀냈다. 이는 Nanjo et al.(1996)의 연구와도 일치한다. 이러한 연구결과를 토대로 GTR의 DPPH, ABTS 라디칼 소거능이 GT와 동등한 수준을 보이는 이유는 GTR에는 항산화 활성을 보이는 터페노이드 및 다양한 폴리페놀 화합물들이 포함되어 GT와 동등한 수준의 효과를 나타내는 것으로 판단된다. 환원력은 항산화제 화합물의 항산화 활성을 측정하는 척도로, 이는 항산화제가 산화 스트레스를 줄이기 위해 전자를 전달하는 능력을 평가하는 것이다(Cheng & Li 2004). Benzie & Szeto(1999)의 연구에 따르면, FRAP 분석법과 Folin-Ciocalteu 방법을 사용하여 다양한 차의 환원력과 폴리페놀 함량을 측정하고 두 변수 간의 상관관계를 분석한 결과, 폴리페놀 함량이 높을수록 녹차의 환원력이 더 높아진다는 것을 확인했다. 이와 같이 GTR의 환원력이 GT보다 낮은 이유는 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 GT보다 낮기 때문으로 판단되나, GTR의 환원력은 농도 증가에 따라 점진적으로 증가하는 경향을 보여 고농도에서 GTR의 건강 기능성 식품 소재로서의 활용 가능성을 시사한다. GTR의 SOD 유사 활성이 GT보다 높은 이유는 DPPH와 ABTS 라디칼 소거능과 같이 항산화 활성을 가지는 터페노이드, 폴리페놀 등과 함께 녹차에 포함된 셀레늄 성분의 작용으로 인한 것으로 판단된다. SOD란 슈퍼옥사이드 라디칼을 제거하는 필수 효소로 세포를 보호하는 데 도움을 주며 높은 SOD 유사 활성을 보이는 물질은 항산화 능력이 뛰어나다는 것을 의미한다(Mansuroglu et al. 2014). 셀레늄은 활성 산소종(ROS)을 제거하여 세포 손상을 방지하는 항산화 성분으로, 항산화 효소의 중요한 구성 요소로 작용한다(Hu et al. 2001). Sotelo et al.(2016)의 연구에 따르면 셀레늄은 알칼리성 조건에서 용출이 효과적이라고 밝혔으며, Iida et al.(2010)의 연구에서도 동일한 결과를 나타낸다. 셀레늄의 용출과 관련된 또 다른 연구로 Alemi et al.(1988)은 증류수로 셀레늄을 용출 했을 때 회수율이 가장 높다고 밝혀냈다. 따라서 GTR의 pH가 GT보다 높은 알칼리성을 띠고 있기 때문에 GT보다 셀레늄이 상대적으로 더 많이 용출되었을 가능성이 있어 SOD 유사 활성에 기여한 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Antioxidant activities of green tea (GT) and hot water extracts of green tea residues (GTR). 
          
          

          

        

      

      
        4. 녹차와 녹차박 추출물의 Lipase 저해 활성
        GT와 GTR 추출물의 lipase 저해 활성 측정 결과는 Fig. 3과 같다. Lipase 저해 활성이란, 췌장 리파아제(Pancreatic lipase, PL) 효소가 음식물 속 지방을 글리세롤과 지방산으로 분해하는 능력을 억제하는 것을 의미하며 이 과정은 지방의 체내 흡수를 감소시켜 체중 감소와 비만 방지에 효과적이다(Liu et al. 2020). GT의 lipase 저해 활성은 84.58%로 측정되었으며, 이는 GTR의 모든 농도에서 측정된 값보다 유의미하게 높은 수치였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Lipase inhibitory activities of green tea (GT) and hot water extracts of green tea residues (GTR). 
          
          

          

        

        이러한 결과는 GT에 비해 GTR의 lipase 저해 효과가 낮음을 나타낸다. Bajes et al.(2020)의 연구에 따르면 식물 유래 성분인 폴리페놀, 플라보노이드, 사포닌, 알칼로이드, 카로티노이드는 천연 lipase 저해제로 작용한다고 밝혀졌다. 특히 Li et al.(2016)의 연구에서는 녹차에 포함된 폴리페놀 화합물이 다량 함유될 경우 lipase 저해 활성이 증가한다고 보고된 바 있다. GTR이 GT보다 lipase 저해 활성이 낮은 이유는 선행연구에서 보고된 바와 같이 천연 lipase 저해 활성을 갖는 폴리페놀과 플라보노이드 함량이 GT에 비해 낮기 때문으로 판단된다. 그러나, GTR의 리파아제 저해 활성은 25 mg/mL에서 49.95%, 50 mg/mL에서 53.71%, 75 mg/mL에서 55.06%로 증가하는 경향을 보여, GTR의 농도 증가에 따라 리파아제 저해 효과가 일정 부분 증가할 가능성을 시사한다.

      

      
        5. 녹차와 녹차박 추출물에 의한 세포 생존율 측정
        GT와 GTR 추출물을 처리한 세포 생존율 측정 결과는 Fig. 4와 같다. WST-8 assay는 세포 생존율 측정에 널리 사용되는 수용성 테트라졸륨 염으로, NAD(P)H와 반응하여 생성된 주황색 포르마잔을 450 nm의 흡광도에서 측정하여 세포의 대사 활성을 평가하는 방법이다(Chamchoy et al. 2019). GT는 50 μg/mL 농도에서 세포 생존율이 85.86%로 감소하는 반면, GTR은 동일 농도에서 98.20%의 세포 생존율을 보였다. 이러한 경향은 농도가 증가할수록 더욱 두드러지며 GT는 800 μg/mL 농도에서 11.12%의 생존율을 나타내지만, GTR은 800 μg/mL 농도에서도 93.07%의 높은 세포 생존율을 나타낸다. GTR은 12.5, 25, 100 μg/mL 농도에서 모두 100% 이상의 세포 생존율을 유지하였으나 GT는 동일 농도에서 GTR보다 낮은 세포 생존율을 나타낸다. Moon et al.(2021)의 연구에 따르면 국내외 다양한 원산지의 홍차 10종을 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 Raw 264.7 세포에 처리하였을 시 홍차의 원산지와 관계없이 50, 100 μg/mL의 농도에서 가장 높은 세포 생존율을 보이며 200 μg/mL에서는 세포 생존율이 유의하게 낮은 결과를 나타낸다. 이와 비교했을 때 본 연구에서 GT의 농도가 높아짐에 따라 세포 생존율이 저하된다는 것과 일치한 경향을 보이며 GTR은 고농도에서도 높은 세포 생존력을 보여 생체에 적용하기에는 GT보다 GTR이 더욱 효과적일 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Cell viability of green tea (GT) and hot water extracts of green tea residues (GTR) treated with Raw 264.7. 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 녹차박(GTR) 추출물의 이화학적 특성, 생리활성 및 세포 생존율을 녹차(GT)와 비교 평가하여 GTR의 건강 기능성 식품으로서의 가능성을 확인하기 위해 수행되었다. GTR의 pH, 염도, 당도 및 색도 측정 결과, GT에 비해 높은 pH와 낮은 염도를 보였으며, 밝은색을 나타냈다. GT와 GTR의 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량은 GTR이 GT보다 낮았으나, GTR의 농도가 증가함에 따라 항산화 성분이 점진적으로 증가하는 경향을 보였다. DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능 측정 결과, GTR은 50, 75, 100 mg/mL 농도에서 GT와 유사한 라디칼 소거능 활성을 보였으며, 환원력과 lipase 저해 활성은 GTR이 GT보다 낮게 측정되었으나 GTR의 농도가 증가함에 따라 환원력과 lipase 저해 활성이 증가하는 경향을 보였다. SOD 유사 활성은 모든 농도에서 GTR이 GT보다 높은 것으로 나타났으며 세포 생존율 측정 시에도, GTR은 모든 농도에서 GT보다 높은 세포 생존율을 보여 이는 GTR의 세포 독성이 GT보다 낮으며 세포 활성을 유지하는 데 더 효과적임을 나타낸다. 본 연구를 통해 녹차박 추출물의 건강 기능성 식품 소재로서의 가능성을 확인함과 동시에 녹차박의 활용 방안을 제시하여 식품 폐기물의 감소에 기여할 수 있을 것으로 기대한다.
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