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            초록
          
        

        
          The antioxidant compounds (total anthocyanins, total flavonoids, and total phenolics) and total antioxidant activities (DPPH and ABTS radical scavenging activity) of hibiscus teas of four different origins (Egypt, the United States, Nigeria, and Indonesia) were compared and the correlation between antioxidant compounds and activity was investigated. The total anthocyanin content of hibiscus teas from Egypt was significantly higher than that of other origins. Additionally, the total phenolic contents occurred in the following order: Egypt (1295.18 mg GAE/100 g DW), Nigeria (1082.54 mg GAE/100 g DW), the USA (1017.14 mg GAE/100 g DW), and Indonesia (963.69 mg GAE/100 g DW), with the content of tea from Indonesia being significantly lower than that of other origins. There were no significant differences among the antioxidant activities of teas from Egypt, the USA, and Nigeria, but the activity of tea from Indonesia was significantly lower than that of teas from other origins. In addition, the total anthocyanin contents and total phenolics were highly correlated (R=0.862), while the relationship between the DPPH scavenging activity and total flavonoids was R=0.675. Overall, the antioxidant compounds and activities of Egyptian hibiscus tea were significantly higher than those of Indonesian hibiscus tea.
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      서 론
      현대 산업화와 더불어 각종 환경오염, 흡연과 음주 등 건강에 해를 끼칠 수 있는 문제들이 늘어나고 있으며, 이에 많은 문제점 중 활성산소로 인한 문제가 발생되고 있는 추세이다. 유해산소라고도 불리는 활성산소는 호흡과정에서 산소가 산화과정에 이용되면서 여러 대사과정 중 생성되어 생체조직을 공격, 세포를 손상시키는 산화력이 강한 산소이다(Yang HS 등 2013). 또한 활성산소는 급격한 신체활동으로 인해 발생되며, 반응성이 매우 강하여 지질을 포함한 세포의 주요 구성성분인 단백질과 당, DNA 등을 파괴하며, 질병을 유발시키는 원인이 되고 있다(Hwang ES & Nhuan DT 2014). 최근 들어 천연식품을 통한 노화억제 및 면역증가 등의 효과를 통해 더욱 젊고 건강한 삶을 얻고자 하는 관심이 증가함에 따라 활성산소를 소거할 수 있는 항산화 물질의 탐색이 활발히 진행되고 있으며, 특히 천연물질의 다양한 생리활성에 대한 연구뿐만 아니라, 천연식품이 갖고 있는 항산화 및 항암 효과 등의 연구가 활발하게 진행되고 있다(Choi YM 등 2003; Kim JO 등 2008).

      현재까지 알려져 있는 항산화제는 산화에 의해 일어나는 식품의 냄새 또는 풍미의 변화, 유지의 산패, 그리고 식품의 변색을 방지하고 지연시키는 기능을 가진 화합물을 총칭한다. 이러한 천연 항산화제들은 비타민 A, C, E와 더불어 flavonoid 계, carotenoid 계, polyphenol 물질이 대표적이다(Choi YM 등 2003; Kim EJ 등 2012; Lee US 등 2014). 그 중, 차(茶)는 우수한 항산화 능력으로 인해 최근 관심이 높아지고 있으며, 차에 함유되어 있는 polyphenol 류는 catechin 화합물로 알려진 flavonol 류가 대부분이며, 주요 catechin 화합물은 (+)-catechin, (-)gallocatechin, (-)epigallocatechin, gallate 등이다(Graham HN 1992). Polyphenol 에 존재하는 다수의 hydroxyl 기(-OH)는 여러 화합물과 쉽게 결합하는 특성을 가지고 있어 항산화 효과 및 항암, 항염 효과가 뛰어나다(Lu Y & Foo LY 2000). Flavonoid는 polyphenol에 속하는 성분으로, 노란색 또는 담황색을 나타내는 phenol 계 화합물의 총칭으로 자연계에 널리 분포하고 있고 polyphenol과 같이 채소류와 식물의 꽃, 잎, 과실 및 줄기 등 거의 모든 부위에 함유되어 있으며, polyphenol과 마찬가지로 항염증, 항바이러스, 항암 효과가 있는 것으로 보고되었다(Heim KE　등 2002; Tsao R 2010).

      히비스커스는 주로 안토시아닌을 함유하고 있으며 중국과 서아프리카 국가에서는 젤리와 음료 같은 가공음료 및 전통차의 원료로도 이용된다. 또한 다양한 약용 목적을 가지고 있으며, 일반적으로 고혈압, 간질환 치료제 및 염증 돌연변이 치료제로 개발되었다(Farombi EO & Fakoya A 2005). 특히 히비스커스 추출물은 고지혈증 예방, 항산화 효과 및 항암치료 효과에 뛰어난 것으로 보고되었다(Hirunpanich V 등 2006). 다양한 차 종류 중에서도 히비스커스는 대중적인 꽃잎 차 중 하나이며, 천연 항산화제 중 많은 항산화 물질을 함유하고 있다. Tseng TH 등(1997)과 Tsai PJ 등 (2002)의 연구에서는 한약 재료와 청량음료로 사용되는 건조된 히비스커스 추출물은 산화 방지 효과를 나타내는 것으로 연구되었다. 따라서, 본 연구는 국내에서는 아직 재배가 거의 이루어지지는 않았지만, 최근 수요가 증가하고 있는 히비스커스 꽃잎을 원산지 별로 수집한 후, 에탄올로 추출하여 항산화 작용에 중요한 부분을 차지하는 total anthocyanin, total flavonoid 및 total phenolics 함량을 조사하였고, 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) radical 소거능과 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothizoline-6-sulfonic acid(ABTS) radical 소거능을 측정하여 항산화 물질 및 항산화 능력 간의 상관관계를 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      연구내용 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용한 히비스커스는 대형 마트에서 포장지 내면이 polyethylene 필름으로 포장 시판 중인 2016년에 생산한 이집트, 미국, 나이지리아와 인도네시아 산 등 4종류를 구입하여 시료로 사용하였으며, 각 3회 추출하여 분석에 사용하였다.

      

      
        2. 항산화 물질 분석
        
          1) 항산화 물질 추출
          포장 처리된 시료 25 g을 80% 에탄올 250 mL를 사용하여 블렌더(Philips HR-2171, Seoul, Korea)에 혼합하여 3분간 균질 처리를 2회 반복 실시한 후, 2분간 1회 추가 균질 추출하였다. 얻어진 추출물을 Whatman #2 여과지에 여과한 후 회전농축기(N-1000, Eyela, Tokyo, Japan)를 이용하여 농축 시켜준 후, 농축이 완료된 추출물은 1.5 mL micro tube에 1 mL씩 분주하여, -20℃에서 냉동보관하며, 항산화 물질 분석과 항산화능 분석에 사용하였다.

        

        
          2) 총 안토시아닌 함량 분석
          안토시아닌 함량 분석은 pH differential method를 이용하여 함량을 측정하였다(Meyers KJ 등 2003). 히비스커스 추출물을 0.025 M KCl buffer(pH 1.0)와 0.4 M sodium acetate buffer(pH 4.5)에 각각 10배 희석하여 spectrophotometer(Optizen POP, Mecasys, Daejeon, Korea)를 이용하여 510 nm와 700 nm의 흡광도에서 측정한 후, 계산식을 사용하여 함량을 계산하였으며, 단위는 mg cyanidin 3-O-glucoside equivalents(CGE)/100 g DW로 표시하였다.
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A(absorbance value) = [(A510nm-A700nm)pH1.0-(A510nm- A700nm)pH4.5]
MW(cyanidin 3-O-glucoside 분자량) = 449.2
D(dilution factor) = 희석 배수
ε(cyaniding 3-O-glucoside 몰 흡광계수) = 26,900

        

        
          3) 총 플라보노이드 함량 분석
          플라보노이드 함량은 colorimetric assay를 이용해 측정하였으며(Meyers KJ 등 2003), 표준원액은 (+)-catechin을 사용하였다. 1 mL 히비스커스 추출물과 4 mL 1차 증류수를 혼합한 후, 5% NaNO2 0.3 mL씩 넣고, vortex 후 5분간 실온에 방치한 후 10% AlCl3 0.3 mL씩 넣고 vortex 후 6분간 실온에 방치하였다. 1 N NaOH를 2 mL 넣고 증류수를 2.4 mL 더하여 vortex 후 총량이 10 mL 되도록 맞추고, spectrophotometer를 이용하여 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 단위는 mg catechin equivalent(CE)/100 g DW로 표시하였다.

        

        
          4) 총 페놀화합물 함량 분석
          총 페놀화합물 함량은 Folin-Ciocalteu colorimetric method를 이용하여 측정하였으며(Meyers KJ 등 2003), 표준용액은 gallic acid를 사용하였다. 3차 증류수 2.6 mL가 포함된 15 mL test tube에 0.2 mL씩 시료를 첨가한 후 Folin-Ciocalteu reagent 0.2 mL씩 넣고 vortex한 후 6분간 실온에서 방치하였다. 7% Na2CO3 2 mL씩 넣고 90분간 상온 암소에서 방치한 뒤, spectrophotometer를 이용하여 750 nm 파장에서 측정하였다. 단위는 mg gallic acid equivalent(GAE)/100 g DW로 표시하였다.

        

      

      
        3. 항산화능 분석
        
          1) DPPH Radical 소거활성
          DPPH radical 능력 실험은 Brand-Williams W 등(1995)과 Thaipong K 등(2006)의 방법을 참고하여 실시하였다. 히비스커스 추출물 50 mL에 DPPH 용액 2.95 mL를 혼합한 후, 30분간 암실에 방치한 뒤 spectrophotometer를 이용하여 517 nm 파장에서 측정하였다. 표준용액은 vitamin C를 사용하였으며, 측정한 값은 mg vitamin C equivalent(VCE)/100 g DW로 표시하였다.

        

        
          2) ABTS Radical 소거활성
          ABTS radical 소거활성 또한 Thaipong K 등(2006)과 Kim YE 등(2009)의 방법을 참고하여 ABTS assay를 이용하였다. 표준용액은 vitamin C를 사용하였다. 항온수조 70℃에서 40분간 반응시킨 ABTS solution 980 μL와 히비스커스 추출물을 37℃에서 10분간 반응시킨 후, 734 nm 파장에서 측정하였다. 측정한 값은 mg VCE/100 g DW로 표시하였다.

        

      

      
        4. 통계처리
        각 실험의 통계학적 분석은 SAS version 9.3(SAS Institute, Inc., USA)을 이용한 분산분석(analysis of variance)을 실시하였고, 결과의 유의적 차이는 Duncan의 다중범위검정법(Duncan’s multiple range test)으로 유의성을 검정하였으며 상관관계는 Pearson의 적률 상관계수(Pearson’s correlation coefficient)를 이용하여 유의성을 표기하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 히비스커스의 원산지 별 항산화 물질 분석
        
          1) 총 안토시아닌 함량
          히비스커스 추출물을 원산지 별로 총 안토시아닌 함량을 측정한 결과는 Table 1과 같다. 이집트, 나이지리아, 미국, 인도네시아 산의 안토시아닌 함량은 각각 498.07 mg CGE/100 g DW, 349.56 mg CGE/100 g DW, 310.82 mg CGE/100 g DW, 181.24 mg CGE/100 g DW 이었으며, 이집트 산의 함량이 다른 원산지보다 유의차 있게 높게 측정되었다(p<0.05). Chumsri P 등(2008)의 연구에 의하면, 건조된 히비스커스를 물과 에탄올을 용매로 사용하여 60℃ 추출한 결과, 에탄올 추출물이 본 연구와 유사한 445.02±1.54 mg/100 g DW로 함량이 측정되었다. 식물성 색소인 delphinidin은 주로 산화방지제로 쓰이는 안토시아닌의 일종이며, 히비스커스에 풍부한 것으로 알려져 있다(Mahadevan N & Kamboj P 2009). Tsai 등(2002)의 연구에서는 온도 및 저장기간 별 히비스커스의 안토시아닌과 항산화 능력을 측정한 결과, delphinidin이 40℃에서 86.20% 함량으로 히비스커스 항산화 물질에서 차지하는 비중이 높다는 것을 알 수 있었다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Total anthocyanins, flavonoids, and phenolics of hibiscus teas
            
            

          

          
            
              
                	
                	Total anthocyanins
(mg CGE/100 g DW)
                	Total flavonoids
(mg CE/100 g DW)
                	Total phenolics
(mg GAE/100 g DW)
              

            
            
              	Egypt
              	498.07±27.831)a2)
              	313.94±13.79a
              	1,295.18±41.80a
            

            
              	USA
              	310.82±62.92b
              	286.32±70.81a
              	1,017.14±183.92ab
            

            
              	Nigeria
              	349.56±56.66b
              	239.82±54.85a
              	1,082.54±222.46ab
            

            
              	Indonesia
              	181.24±42.58c
              	226.20±24.89a
              	963.69±60.47b
            

          

          
            
              1) Mean±S.D.
            

            
              2) Values in the same column not sharing a common superscript are significantly different by Duncan’s multiple range test(p<0.05).
            

          

          

        

        
          2) 총 플라보노이드 함량
          히비스커스의 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과, 네 가지 원산지 별 유의차는 없었으나(p<0.05) 이집트 산 히비스커스 추출물이 313.91 CE mg/100 g DW, 인도네시아 산 히비스커스 추출물이 226.20 CE mg/100 g DW로 나타났다(Table 1). Kim SM 등(2014)의 연구에서는 식용 봄꽃(개나리꽃, 진달래꽃, 목련꽃, 벚꽃) 80% 에탄올 추출물의 항산화 성분을 연구하였고, 본 연구와 함량을 비교하였을 때, 총 플라보노이드 함량은 벚꽃 490±0.2 mg/100 g DW, 개나리꽃 310 mg/100 g DW, 진달래꽃 170±10 mg/100 g DW, 백목련꽃 210±10 mg/100 g DW 함량으로 나타났다. 플라보노이드는 페놀류에서 가장 중요한 화합물로 유리기를 제거하거나, 유리기의 연쇄반응을 중지시키는 강력한 항산화 능력의 기전을 통해 심혈관계 질환과 암 발생의 위험을 감소하는 작용 등이 연구되었다(Jia Z 등 1999; Hong JJ & Ahn TH 2005). 건조된 히비스커스는 플라보노이드 계열의 gossypectin과 hibiscetin과 같은 강한 항균성을 지닌 성분을 포함하고 있는 것으로 알려져 있다(Mahadevan N & Kamboj P 2009).

        

        
          3) 총 페놀 화합물 함량
          히비스커스 추출물을 원산지 별 총 페놀 화합물 함량 측정 결과는 Table 1과 같다. 이집트, 나이지리아, 미국, 인도네시아 산의 총 페놀 화합물 함량은 각각 1,295.18 mg GAE/100 g DW, 1,082.54 mg GAE/100 g DW, 1,017.14 mg GAE/100 g DW, 963.69 mg GAE/100 g DW이었으며, 이집트 산과 인도네시아 산의 각각 함량은 유의차 있게 높거나 낮게 측정되었다(p<0.05). Jung E 등 (2013)의 연구에서는 독일산 히비스커스의 물과 에탄올을 사용한 추출 방법에 따른 폴리페놀 함량 비교 결과, 두 용매 간의 유의차는 없는 것으로 보고하였다. Kim SM 등 (2014)의 연구에서는 식용 봄꽃(개나리꽃, 진달래꽃, 목련꽃, 벚꽃) 80% 에탄올 추출물의 항산화 성분을 연구하였고, 본 연구와 함량을 비교하였을 때 총 페놀 화합물 함량은 개나리꽃 1,890±110 mg/100 g DW, 진달래꽃 1,730±110 mg/100 g DW, 벚꽃 1,870±150 mg/100 g DW, 백목련꽃 1,410±110 mg/100 g DW 함량으로 개나리꽃, 벚꽃, 진달래꽃, 백목련꽃, 히비스커스 순서로 함량을 비교해 볼 수 있다. Jeong CH 등(2009)의 녹차, 보이차, 우롱차, 홍차의 총 페놀 화합물 함량은 각각 85.62 mg/g, 75.95 mg/g, 83.52 mg/g, 72.03 mg/g으로 나타났으며, Son GM 등(2005)의 녹차와 보이차의 80% 메탄올 추출에 따른 총 페놀 화합물의 함량은 10.15 g/100 g, 6.00 g/100 g으로 보고하였다. 또한 열대작물의 항산화 물질과 항산화 능력을 비교한 Wong SP 등(2005)의연구결과를보면, 히비스커스의 총페놀화합물함량은 본 실험의 결과와 비슷한 경향을 보이는 것으로 확인된다.

        

      

      
        2. 히비스커스 추출물의 원산지 별 항산화능 분석
        
          1) DPPH Radical 소거 활성
          DPPH는 항산화 활성이 있는 물질과 결합하게 되면 전자를 내어주면서 radical 소모로 인하여 노란색으로 변하게 된다. DPPH는 안정한 free radical로 cysteine, glutathione과 같은 아미노산과 tocopherol, ascorbic acid 등의 항산화 물질에 의해 환원되어 탈색되므로 항산화 물질의 항산화능을 측정할 시, DPPH radical scavenging 측정법이 많이 이용된다(Jang JH 등 2007). 원산지 별 히비스커스의 DPPH radical 소거능을 측정한 결과는 Fig. 1A와 같다. 인도네시아 산의 항산화 능력은 481.33 mg VCE/100 g DW로 다른 세 원산지에 비하여 유의차 있게 낮게 측정되었으며, 이집트, 미국, 나이지리아 산의 항산화능은 유의차가 없는 것으로 나타났다(p<0.05). Lee JS 등(2007)의 연구는 꾸지뽕나무 잎차의 항산화 활성을 조사하였으며, 꾸지뽕나무 잎차의 80% 에탄올 추출물과 본 연구의 나이지리아, 미국산 히비스커스의 DPPH 소거활성율은 각각 29.01±0.47%, 19.23±2.22%, 20.29±3.73% 값이 각각 측정되었다. 두 원산지의 히비스커스 소거활성율이 꾸지뽕나무 잎차보다는 다소 낮은 것으로 확인되었다. Kim SM 등(2014)의 연구에서는 일반적으로 시료에 함유된 총 페놀 화합물의 농도가 높을수록 free radical 소거능이 높은 것으로 나타났다.

        

        
          2) ABTS Radical 소거 활성
          ABTS radical을 이용한 항산화 능력을 측정하였으며, ABTS free radical이 시료 내의 항산화 물질에 의해 제거되어 청록색이 탈색되는 원리를 이용하여 측정하였다. 히비스커스 추출물을 원산지 별로 ABTS radical 소거능을 측정한 결과는 Fig. 1B와 같다. 이집트 산 히비스커스 추출물의 경우 2,352.72 mg VCE/100 g DW로 인도네시아 산 1,451.95 mg VCE/100 g DW 보다 유의차 있게 높은 항산화능력을 가진 것으로 나타났다(p<0.05). 농도 의존 별로 잎차의 항산화 활성을 측정한 Jeong CH 등(2009)의 연구와 비교하였을 때 250 μg/mL의 농도 조건에서 홍차의 ABTS radical 소거능 값은 1,877.76±277.79 mg/100 g DW 함량으로 히비스커스보다는 높지만 비슷한 경향을 확인할 수 있었다. 또한 이 연구에서는 catechin 함량과 ABTS radical 소거능의 상관관계를 확인하였으며, catechin 함량이 풍부한 녹차와 우롱차 추출물에서 높은 radical 소거능을 가지는 것을 알 수 있었다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Total antioxidant activities(A: DPPH radical scavenging activity; B: ABTS radical scavenging activity) of hibiscus teas.
              Mean values with different letter are significantly different at p<0.05.

            
            

            

          

        

      

      
        3. 히비스커스의 항산화 물질과 항산화능의 상관관계
        총 안토시아닌, 총 플라보노이드, 총 페놀 화합물, DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능의 상관관계는 Fig. 2에 나타내었다. 히비스커스의 DPPH radical 소거능과 총 플라보노이드 그리고 총 페놀 함량의 상관관계는 각각 R=0.675와 R=0.555의 상관관계가 있는 것으로 확인되었으며, 총 페놀화합물의 함량과 총 안토시아닌 함량 간의 상관관계는 R=0.862로 상당히 높은 상관관계를 확인할 수 있었다. 과일과 채소를 비롯한 원예산물들의 항산화 물질과 항산화력 간의 상관관계는 일반적으로 높은 것으로 알려져 있다(Shin Y 2012; Kim YS & Shin Y 2015; Yang H 등 2017). Lee SH 등(2009)의 연구에서는 감국, 산국 및 구절초꽃 분말 차의 항산화 활성과 품질특성을 연구하였으며 항산화 물질인 페놀 화합물과 플라보노이드의 상관계수가 R=0.970으로 매우 높게 나타났으며, Yang H 등(2017)은 심비디움 3품종의 꽃과 잎 등 부위 별 항산화 물질과 항산화능 간의 상관관계 분석에 있어서 총 페놀 화합물과 총 안토시아닌 간의 상관관계는 R=0.777로 나타났으며, DPPH radical 소거능과 총 플라보노이드 간의 상관관계는 R=0.953으로 높게 나타났다고 보고하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Correlation between antioxidant compounds and activities of hibiscus teas.
            A: Correlation between DPPH radical scavenging activity and total flavonoids and total phenolics; B: Correlation between total anthocyanin and total phenolics and DPPH radical scavenging activity.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 히비스커스 꽃잎 차의 원산지 별 (이집트, 미국, 나이지리아, 인도네시아) 항산화 물질과 항산화능을 측정 및 비교한 후 상관관계를 분석하였다. 총 안토시아닌 함량은 이집트 산이 498.07 mg CGE/100 g DW로 다른 원산지에 비하여 유의차 있게 높게 나타났으며, 총 플라보노이드 함량은 원산지 별 유의차는 없는 것으로 나타났다. 총 페놀화합물 함량은 이집트, 나이지리아, 미국, 인도네시아의 순으로 나타났으며, 인도네시아 산이 유의차 있게 낮게 나타났다. DPPH radical 소거능은 인도네시아 산이 유의차 있게 가장 낮게 측정되었으나, 다른 3가지 원산지에 있어서는 상호간에 유의차는 없는 것으로 나타났다. ABTS radical 소거능은 이집트, 미국, 나이지리아, 인도네시아 순으로 나타났다. 총 안토시아닌 함량과 총 페놀화합물 함량 간의 상관관계는 매우 높았으며(R=0.862), DPPH radical 소거능과 총 플라보노이드 그리고 총 페놀 함량의 상관관계는 각각 R=0.675와 R=0.555의 상관관계를 보였다. 따라서 본 연구 결과, 이집트 산 히비스커스의 항산화 물질 및 항산화능은 비교적 높게 평가되었으며, 인도네시아 산은 상대적으로 낮은 것으로 평가되었다. 미국산과 나이지리아 산은 항산화 물질 함량 및 항산화 능력은 유의차가 없는 것으로 나타났다. 히비스커스 꽃잎의 항산화 물질 함량은 녹차나 홍차와 같은 잎차보다는 다소 적게 평가되지만 녹차나 홍차에는 존재하지 않는 안토시아닌 함량이 풍부한 것이 특징이라고 볼 수 있다. 현재 히비스커스는 국내 생산이 이루어지지 않고 일부 시험 재배가 이루어지고 있으나, 향후 수입에 의존하고 있는 것을 국내에서 생산 함으로써 가격 경쟁력이 있는 고 기능성 상품 개발이 가능할 것으로 사료된다.
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