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            초록
          
        

        
          This study was designed to optimize the mixing ratio of roasted mulberry and peppermint leaves to enhance the physicochemical properties of the blend using RSM (response surface methodology). The roasted mulberry leaf (X1) and the roasted peppermint leaf (X2) were independent variables, and antioxidant activity (Y1) and α-glucosidase inhibitory effect (Y2) were dependent variables. The antioxidant activity and α-glucosidase inhibitory effect was maximum when the mixing ratio of the roasted mulberry leaf to the roasted peppermint leaf was 0.53 : 0.75. At this ratio, the total polyphenol content was 46.37 mg TAE/g, the total flavonoid content was 37.24 mg QE/g, DPPH radical scavenging activity was 71.44%, ABTS radical scavenging activity was 37.66% and α-glucosidase inhibitory effect was 53.59%. In conclusion, this study successfully derived the optimal ratio for a blend of roasted mulberry and peppermint leaves, at which the antioxidant activity and α-glucosidase inhibitory effect were maximal.
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      서 론
      경제 발전과 식생활의 서구화로 인한 생활습관의 변화는 다양한 만성질환 발생의 주요 원인이 되고 있다(WHO 2003). 세계보건기구(WHO)에서는 2016년을 기준으로 만성질환으로 인한 사망률이 전 세계 사망원인의 70%를 차지하고 있다고 보고하였다(WHO 2018). 이러한 만성질환들 중 당뇨병의 경우 음주나 흡연뿐만 아니라, 체중조절과 식이요법이 당뇨병 유병률에 영향을 미치는 요인으로 나타났다(Hong JY & Park JA 2014). WHO에서도 균형 잡힌 식생활과 적절한 운동이 포함된 올바른 생활습관을 통해 당뇨병을 포함한 다양한 만성질환을 경감시킬 것을 권장하고 있다(WHO 2018).

      최근 식생활과 만성질환의 관련성이 밝혀지면서 생체조절 기능을 지닌 천연물탐색 연구가 활발히 진행되고 있다(Shin KS 2012).

      그 가운데 뽕잎(Morus alba L.)은 모세혈관 강화성분인 rutin, 혈압 강하성분인 GABA(γ-aminobutyric acid), 혈당 강하성분인 DNJ(1-deoxynojirimycin)를 풍부하게 함유하고 있다(Chae JY 등 2003). 또한, 뽕잎은 citric acid, lactic acid 등의 유기산, histidine, leucine 등의 유리아미노산, 무기질과 bezenemethanol 등의 휘발성 성분도 함유하고 있다(Kim JS 2009). 이러한 뽕잎에 함유된 기능성 물질의 항산화 및 항당뇨 활성(Hunyadi A 등 2012), HDL-콜레스테롤 증가, 총 콜레스테롤 저하, LDL-콜레스테롤 저하 등 심혈관 질환에 대한 효과 등이 규명되어 있다(Shim JU 등 2008).

      페퍼민트 잎(Mentha piperita L.)은 menthol, menthone, limonene, cineole 등(Saleem A 등 2019)과 rutin, catechin hydrate, quercetin, chlorogenic acid 등의 기능성 성분을 다양하게 함유하고 있다(Augšpole I 등 2018). 이러한 성분 때문에 페퍼민트 잎에서 추출한 essential oil은 항산화, 항균, 항바이러스 등의 생리활성 효과가 있는 것으로 보고되었다(Loolaie M 등 2017). 페퍼민트 추출물을 알록산(alloxan)으로 당뇨병을 유도한 쥐에게 21일 동안 경구 투여한 결과, 혈당 수치가 감소하는 결과가 나타났다(Sailesh KS & Padamanabha 2014). 또한 Barbalho SM 등(2011)의 연구에서 25명의 대학생을 대상으로 30일 동안 매일 두 번씩 페퍼민트 주스를 섭취하게 한 결과, 대상자의 41.5%가 혈당이 낮아졌으며, 약 70%의 대상자에게서 GOT와 GPT 수치가 낮아지는 결과가 나타났다.

      차(tea) 제조 시 로스팅(roasting) 과정에서 고분자물질이 저분자화 되면서 휘발성 물질과 polyphenol성 생리활성 물질의 함량이 증가하게 된다(Kim DC 등 2010). 또한, 맛 성분의 생성과 함께 쓴맛이나 떫은맛이 감소되는 효과도 있다. 따라서 로스팅은 차 제조 시 차의 품질을 결정하는 매우 중요한 과정이다(Lee KH 등 2014).

      차는 전 세계적으로 두터운 소비층을 확보하고 있는 음료로, 우리나라에서도 2017년 생산액 기준으로 액상차(61.0%), 침출차(21.6%), 고형차(17.4%) 순으로 많이 소비되고 있다. 최근에는 블랜딩 티와 같은 다류 제품과 기능성이 강화된 프리미엄 차에 대한 소비자 니즈가 높아지고 있는 추세다(KAFFTC 2019).

      따라서 본 연구에서는 항산화 활성과 항당뇨 효과가 이미 규명되어 있는 뽕잎과 페퍼민트 잎의 효능을 로스팅 처리를 통해 강화시킨 후 RSM을 이용하여 최적 혼합비율을 구해 기능성 혼합차를 개발하고자 하였다.

    

    

  
    
      연구방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용된 뽕잎은 단야농장(Gimje, Korea)에서 2019년 6월 중순에 채취된 것을 구입하였으며, 페퍼민트 잎은 대구허브농장(Daegu, Korea)에서 2019년 6월 중순에 채취된 것을 구입하여 시료로 사용하였다.

      

      
        2. 로스팅 처리
        뽕잎과 페퍼민트 잎의 로스팅 처리는 Kim AJ 등(2016)의 방법을 일부 변형하여 진행하였다(Fig. 1). 즉, 1단계에서는 뽕잎과 페퍼민트 잎 각각 150 g씩을 200℃ 온도의 팬(HP-331, Dongyangmagic, Seoul, Korea)에 넣고 5분간 로스팅, 5분간 유념, 실온에서 식히는 과정 순서대로 1회 수행하였다. 2단계에서는 95℃의 팬에서 3분간 로스팅, 3분간 유념, 실온에서 식히는 과정 순서대로 1회 수행하였다. 3단계에서는 60℃의 팬에서 2단계 과정을 2회 반복하였다. 4단계에서는 35℃의 팬에서 2단계 과정을 3회 반복하였다. 5단계에서는 잔여 수분을 제거하기 위해 30℃의 팬에서 1시간 동안 건조시켰다. 완성된 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎은 4℃ 냉장고에 보관하면서 시료로 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Roasting procedure of mulberry and peppermint leaves.
          
          

          

        

      

      
        3. 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 추출물의 생리활성
        
          1) 추출 차 제조
          200 mL 컵에 60℃와 80℃로 온도를 맞춘 물을 100 mL씩 넣고 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎을 각각 1.5 g씩 넣고 3분간 우려내어 시료로 사용하였다. RSM을 이용한 11개의 혼합차 시료들(Table 1)은 각각 500 mL 컵에 80℃로 맞춘 물 200 mL씩 넣고 3분간 우려내어 생리활성 측정용 시료로 사용하였다. Joo SJ 등(2002)의 연구에서 다양한 허브를 60℃와 80℃ 그리고 100℃로 나누어 침출하였는데, 민트의 경우는 저온에서 침출하는 것이 보다 효과적으로 나타났다. 이에 본 연구에서는 60℃와 80℃로 추출온도를 설정하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              The experimental design to optimize of mixed ratio of roasted mulberry leaf (X1) and roasted peppermint leaf (X2) by response surface methodology
            
            

          

          
            
              
                	No.
                	Actual values
              

              
                	X1 (g)
                	X2 (g)
              

            
            
              	1
              	1.71
              	0.50
            

            
              	2
              	1.00
              	0.15
            

            
              	3
              	1.00
              	0.50
            

            
              	4
              	0.50
              	0.75
            

            
              	5
              	0.29
              	0.50
            

            
              	6
              	1.00
              	0.85
            

            
              	7
              	0.50
              	0.25
            

            
              	8
              	1.00
              	0.50
            

            
              	9
              	1.50
              	0.25
            

            
              	10
              	1.00
              	0.50
            

            
              	11
              	1.50
              	0.75
            

          

          

        

        
          2) Total Polyphenol 함량
          Total polyphenol 함량은 F-C 시약을 사용하는 Singleton VL & Rossi JA(1965)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시료 350 μL에 50% Folin-Denis 시약 70 μL를 가하여 3분간 정치한 후, 2%(w/v) Na2CO3 용액 350 μL를 첨가하여 1시간 반응시킨 후 ELISA microplate reader(Infinite M200 pro, Männedorf Switzerland)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. Total polyphenol 함량은 tannic acid를 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 구하였다.

        

        
          3) Total Flavonoid 함량
          Total flavonoid 함량은 Davis WB(1947)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시료 70 μL에 diethylene glycol 700 μL를 첨가하고 다시 1 N NaOH 용액 7 μL를 첨가한 후 37℃에서 1시간 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. Total flavonoid 함량은 quercetin을 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 구하였다.

        

        
          4) DPPH Radical 소거능
          DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhy drazyl; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) radical 소거능은 Blois MS(1958)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시료 100 μL에 1.5 × 10-4 M DPPH 용액 100 μL를 가하여 실온의 암실에서 30분간 정치한 후 ELISA reader를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        

        
          5) ABTS Radical 소거능
          ABTS(2,2'-azino-bis-3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) radical 소거능은 Fellegrini N 등(1999)의 방법을 변형하여 측정하였다.

          ABTS 7.4 mM과 potassium persulphate 2.6 mM을 같은 비율로 섞어 하루 동안 암소에 방치하여 ABTS 양이온을 형성시킨 후 732 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되도록 1×PBS로 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 190 μL에 추출물 시료 10 μL를 가하여 10분간 정치한 후 ELISA reader를 이용하여 732 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        

        
          6) α-Glucosidase 저해 활성
          α-Glucosidase 저해 활성은 Li T 등(2005)의 방법을 변형하여 측정하였다.

          각각의 well에 시료 50 μL와 100 mM phosphate buffer(pH 6.8) 90 μL를 넣은 후 10 mM phosphate buffer에 0.2 unit/mL 농도로 녹인 α-glucosidase 20 μL를 넣고 37℃에서 15분 동안 preheating 시켰다. 기질로 사용된 2.5 mM 4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside(PNPG)는 100 mM phosphate buffer에 녹여 40 μL를 첨가하여 37℃에서 25분간 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 공식을 이용하여 저해율을 산출하였다.

        

      

      
        4. RSM을 이용한 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최적 혼합비율 설정
        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최적 혼합 비율을 도출하기 위한 실험설계는 Design Expert 10(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA) 프로그램을 사용하였으며, 반응표면분석법(RSM: Response Surface Methodology)의 중심합성 계획법 설계에 따라 11개의 실험점을 설정하였다.

        독립변수는 로스팅 뽕잎(X1)과 페퍼민트 잎(X2)의 함량으로 하였고, 예비 실험을 거쳐 로스팅 뽕잎(X1)의 최소 및 최대 범위는 0.50∼1.50으로 결정하였으며, 로스팅 페퍼민트 잎(X2)의 최소 및 최대 범위는 0.25∼0.75로 결정하였다.

        종속변수는 total polyphenol 함량, total flavonoid 함량, DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능, α-glucosidase 저해 활성으로 설정하였다. 실험설계에 따른 실험점은 Table 1에 제시된 바와 같다.

      

      
        5. 통계처리
        실험 자료 분석과 최적화는 Design Expert 10(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA)을 이용하였고, 이외 모든 자료는 SPSS statistics 24(SPSS Institute, Chicago, IL, USA)를 이용하여 표준편차와 평균을 구하여 통계 분석을 실시하였다.

        독립변수 요인이 3개 이상인 경우에 one-way ANOVA를 실시하였으며, Duncan’s multiple range test로 각 시료 평균 차이에 대한 사후 검정을 유의 수준 5%에서 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 항산화 활성
        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎을 온도별(60℃, 80℃)로 추출 후 total polyphenol, total flavonoid 함량과 DPPH radical, ABTS radical 소거능을 분석하여 Table 2와 Table 3에 각각 제시하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Total polyphenol content and total flavonoid content of roasted mulberry and peppermint leaves by temperature (60℃ and 80℃)
          
          

        

        
          
            
              	Samples1)
              	Total polyphenol content (mg TAE2)/g)
              	Total flavonoid content (mg QE3)/g)
            

          
          
            	RoML60
            	52.06±1.174)c5)
            	245.36±3.53d
          

          
            	RoPL60
            	63.02±1.15a
            	600.72±6.08b
          

          
            	RoML80
            	57.81±0.74b
            	414.39±3.25c
          

          
            	RoPL80
            	64.10±1.58a
            	774.00±2.38a
          

        

        
          
            1) RoML60: Roasted mulberry leaf was brewed at 60℃, RoPL60: Roasted peppermint leaf was brewed at 60℃, RoML80: Roasted mulberry leaf was brewed at 80℃, RoPL80: Roasted peppermint leaf was brewed at 80℃.
          

          
            2) TAE: Tannic acid equivalent.
          

          
            3) QE: Quercetin acid equivalent.
          

          
            4) Mean±S.D. (n=3).
          

          
            5) Means with different letters in the same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity and ABTS radical scavenging activity of roasted mulberry and peppermint leaves by temperature (60℃ and 80℃)
          
          

        

        
          
            
              	Samples1)
              	DPPH radical scavenging activity (%)
              	ABTS radical scavenging activity (%)
            

          
          
            	RoML60
            	73.33±0.562)bc3)
            	22.63±0.48d
          

          
            	RoPL60
            	72.87±0.25c
            	87.36±2.06b
          

          
            	RoML80
            	73.97±0.24b
            	34.74±0.96c
          

          
            	RoPL80
            	75.19±0.50a
            	93.50±0.14a
          

        

        
          
            1) RoML60: Roasted mulberry leaf was brewed at 60℃, RoPL60: Roasted peppermint leaf was brewed at 60℃, RoML80: Roasted mulberry leaf was brewed at 80℃, RoPL80: Roasted peppermint leaf was brewed at 80℃.
          

          
            2) Mean±S.D. (n=3).
          

          
            3) Means with different letters in the same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        로스팅 뽕잎을 60℃와 80℃에서 추출한 시료들의 total polyphenol 함량은 52.06∼57.81 mg TAE/g의 범위로 나타났으며, total flavonoid 함량은 245.36∼414.39 mg QE/g의 범위로 나타났다. Total polyphenol 함량과 total flavonoid 함량 모두 80℃에서 추출한 시료(RoML80)가 활성이 가장 높게 나타났다.

        로스팅 페퍼민트 잎을 60℃와 80℃에서 추출한 시료들의 total polyphenol 함량 범위는 63.02∼64.10 mg TAE/g으로 나타났으며, total flavonoid 함량은 600.72∼774.00 mg QE/g의 범위로 나타났다. Total polyphenol 함량과 total flavonoid 함량 모두 80℃에서 추출한 시료(RoPL80)가 활성이 가장 높게 나타났다.

        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 모두 80℃에서 추출한 시료에서 total polyphenol 함량과 total flavonoid 함량이 높게 나타났으며, 로스팅 페퍼민트 잎이 로스팅 뽕잎보다 total polyphenol 함량과 total flavonoid 함량이 높았다. 이는 Yoo SM(2019)의 연구에서 페퍼민트차의 total polyphenol 함량이 뽕잎차보다 더 높았던 것과 Hwang AR(2019)의 연구에서 페퍼민트차의 total flavonoid 함량이 뽕잎차보다 더 높았던 것과 일치하는 결과이다.

        로스팅 뽕잎을 60℃와 80℃에서 추출한 시료들의 DPPH radical 소거능은 각각 73.33∼73.97%의 범위로 나타났으며, ABTS radical 소거능은 22.63∼34.74%의 범위로 나타났다. DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능 모두 80℃에서 추출한 시료(RoML80)에서 활성이 가장 높게 나타났다.

        로스팅 페퍼민트 잎을 60℃와 80℃에서 추출한 시료들의 DPPH radical 소거능은 72.87∼75.19%의 범위로 나타났으며, ABTS radical 소거능은 87.36∼93.50%의 범위로 나타났다. DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능 모두 80℃에서 추출한 시료(RoPL80)에서 활성이 가장 높게 나타났다.

        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 모두 80℃에서 추출했을 때 DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능이 높게 나타났으며, 로스팅 페퍼민트 잎이 로스팅 뽕잎보다 DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능이 높았다. 이는 Hwang AR(2019)의 연구에서 페퍼민트차의 DPPH radical 소거능이 뽕잎차보다 더 높았던 것과 Yoo SM(2019)의 연구에서 페퍼민트차의 ABTS radical 소거능이 뽕잎차보다 더 높았던 것과 일치하는 결과이다.

        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 모두 80℃에서 추출했을 때 60℃에서 추출한 것보다 더 높은 항산화 활성이 나타났다. 이러한 결과는 로스팅 처리를 하게 되면 페놀 화합물의 추출을 용이하게 할 수 있다고 한 연구(Yun UJ 등 2012)와 Jung YH 등(2019)의 연구에서 차의 추출 온도가 높아질수록 total polyphenol 함량이 증가하고, DPPH radical 소거능이 높게 나타난 것과 일치하는 결과이다. Phenolic acids와 stilbenes 등과 같은 페놀 화합물은 화학적 보호물질로 작용하여 제품의 유통기한을 연장시켜 주기도 한다(Shahidi F & Ambigaipalan P 2015). 이에 근거하여 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎은 혼합차뿐만 아니라, 다양한 제품에 활용될 수 있을 것이라 생각된다.

      

      
        2. RSM에 의해 설계된 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차의 생리활성
        
          1) 항산화 활성
          로스팅 뽕잎(X1)과 페퍼민트 잎(X2)을 독립변수로 하여 RSM에 의해 설계된 11개의 혼합차 시료들의 total polyphenol 함량, total flavonoid 함량, DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능을 분석하여 각각의 측정값은 Table 4에, 측정값에 대한 회귀식은 Table 5에 제시하였다.

          
            Table 4. 
				
            

            
              Antioxidant activities of mixture of roasted mulberry leaf (X1) and roasted peppermint leaf (X2) by response surface methodology
            
            

          

          
            
              
                	No.
                	X1
                	X2
                	Total polyphenol content (mg TAE2)/g)
                	Total flavonoid content (mg QE3)/g)
                	DPPH radical scavenging activity (%)
                	ABTS radical scavenging activity (%)
              

            
            
              	1
              	1.711)
              	0.50
              	34.92
              	37.58
              	62.00
              	30.99
            

            
              	2
              	1.00
              	0.15
              	21.40
              	23.29
              	61.66
              	18.91
            

            
              	3
              	1.00
              	0.50
              	34.94
              	39.50
              	63.78
              	30.03
            

            
              	4
              	0.50
              	0.75
              	46.48
              	41.58
              	72.37
              	38.27
            

            
              	5
              	0.29
              	0.50
              	37.38
              	24.46
              	67.29
              	31.63
            

            
              	6
              	1.00
              	0.85
              	46.58
              	38.29
              	74.18
              	40.60
            

            
              	7
              	0.50
              	0.25
              	23.71
              	25.00
              	64.50
              	21.15
            

            
              	8
              	1.00
              	0.50
              	35.37
              	39.01
              	63.07
              	30.69
            

            
              	9
              	1.50
              	0.25
              	26.91
              	37.39
              	59.50
              	25.36
            

            
              	10
              	1.00
              	0.50
              	34.43
              	40.12
              	64.25
              	29.48
            

            
              	11
              	1.50
              	0.75
              	42.79
              	45.54
              	73.49
              	38.01
            

          

          
            
              1) 11 mixture samples were brewed in 200 mL of 80℃ water for 3 min, respectively.
            

            
              2) TAE: Tannic acid equivalent.
            

            
              3) QE: Quercetin acid equivalent.
            

          

          

          
            Table 5. 
				
            

            
              Analysis of predicted model equation for antioxidant activities of mixed tea of roasted mulberry and peppermint leaves
            
            

          

          
            
              
                	Response
                	Model
                	Mean
                	R2 1)
                	F-value
                	p-value
                	Lack of fit
                	Polynomial equation2)
              

            
            
              	Total polyphenol content
              	2FI3)
              	34.99±1.03
              	0.9896
              	220.97
              	<0.0001
              	0.1425
              	+34.99-0.50A+9.28B—1.72AB
            

            
              	Total flavonoid content
              	Linear
              	35.61±4.58
              	0.7123
              	9.91
              	0.0068
              	0.0110
              	+35.61+4.36A+5.74B
            

            
              	DPPH radical scavenging activity
              	Quadratic
              	66.01±1.33
              	0.9594
              	35.41
              	0.0003
              	0.1286
              	+64.42—1.42A+4.95B+1.53AB+2.18B2
            

            
              	ABTS radical scavenging activity
              	Linear
              	30.47±1.22
              	0.9747
              	153.81
              	<0.0001
              	0.1738
              	+30.47+0.38A+7.56B
            

          

          
            
              1) 0≤R2≤1, close to indicates regression line fix the model.
            

            
              2) Coded equation (the levels of the factor are coded as +1 ∼ —1), A: mulberry leaf, B: peppermint leaf.
            

            
              3) 2FI: Two factor interaction.
            

          

          

          Table 4에 제시된 바와 같이 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 total polyphenol 함량은 21.40∼46.58 mg TAE/g의 범위로 나타났다. 그 가운데 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료의 total polyphenol 함량이 46.58 mg TAE/g으로 활성이 가장 높게 나타났다.

          Table 5에 제시된 바와 같이 total polyphenol 함량은 2FI(two factor interaction) model이 선정되었다. 결과에 대한 회귀식의 R2값은 0.9896으로 나타났으며, p값은 <0.0001로 유의하게 나타났다. 또한 Fig. 2-(a)에 제시된 perturbation plot에 따르면 로스팅 페퍼민트 잎(B)이 로스팅 뽕잎(A)보다 total polyphenol 함량에 더 큰 영향을 준 것으로 나타났다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Perturbation plot of mixture of roasted mulberry leaf (A) and roasted peppermint leaf (B) on total polyphenol (a), total flavonoid (b), DPPH radical scavenging activity (c), ABTS radical scavenging activity (d) and α-glucosidase inhibitory effect (e).
            
            

            

          

          Table 4에 제시된 바와 같이 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 total flavonoid 함량은 23.29∼45.54 mg QE/g의 범위로 나타났다. 그 가운데 뽕잎 1.50 g과 페퍼민트 잎 0.75 g을 혼합한 11번 시료의 total flavonoid 함량이 45.54 mg QE/g으로 활성이 가장 높게 나타났다.

          Table 5에 제시된 바와 같이 total flavonoid 함량은 linear model이 선정되었다. 결과에 대한 회귀식의 R2값은 0.712로 나타났으며, p값은 0.0068로 유의하게 나타났다. 또한 Fig. 2-(b)에 제시된 perturbation plot에 따르면 로스팅 뽕잎과 로스팅 페퍼민트 잎 모두 첨가 비율이 증가할수록 total flavonoid 함량이 높아지는 것으로 나타났다.

          Table 4에 제시된 바와 같이 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 DPPH radical 소거능은 59.50∼74.18%의 범위로 나타났다. 그 가운데 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료의 DPPH radical 소거능이 74.18%로 활성이 가장 높게 나타났다.

          Table 5에 제시된 바와 같이 DPPH radical 소거능은 quadratic model이 선정되었다. 결과에 대한 회귀식의 R2값은 0.9594로 나타났으며, p값은 0.0003으로 유의하게 나타났다. 또한 Fig. 2-(c)에 제시된 perturbation plot에 따르면 로스팅 페퍼민트 잎이 로스팅 뽕잎보다 DPPH radical 소거능에 더 큰 영향을 준 것으로 나타났다. Lee JS 등(2007)의 연구에서 꾸지뽕나무 잎차의 DPPH radical 소거능이 29.97%로 나타난 것과 본 연구를 비교해 보았을 때 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합시료에서 DPPH radical 소거능이 Lee JS 등(2007)의 꾸지뽕나무 잎차에 비해 높게 나타난 것은 시너지 효과로 생각된다.

          Table 4에 제시된 바와 같이 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 ABTS radical 소거능은 18.91∼40.60%의 범위로 나타났다. 그 가운데 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료의 ABTS radical 소거능이 40.60%로 활성이 가장 높게 나타났다.

          Table 5에 제시된 바와 같이 ABTS radical 소거능은 linear model이 선정되었다. 결과에 대한 회귀식의 R2값은 0.9747로 나타났으며, p값은 <0.0001로 유의하게 나타났다. 또한 Fig. 2-(d)에 제시된 perturbation plot에 따르면 로스팅 뽕잎과 로스팅 페퍼민트 잎 모두 첨가 비율이 증가할수록 ABTS radical 소거능이 높아지는 것으로 나타났다. 특히 ABTS radical 소거능과 total polyphenol 함량 모두에서 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료의 활성이 가장 높게 나타났는데, 이는 total polyphenol 함량과 ABTS radical 소거능 사이에는 높은 상관성을 나타낸다고 보고한 Ham HM 등(2015)의 결과와 일치하는 결과이다.

          체내에 활성산소가 축적되면 노화를 비롯한 다양한 질병 유발의 주요 원인으로 작용하며, 체내에 축적된 활성산소는 SOD, CAT, GPX 등의 항산화효소나 항산화제들에 의해 제거될 수 있다(Jang JB 등 2010). 본 연구에서 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 DPPH radical 소거능이 최대 74.18%로 나타나 항산화제로서의 활용가능성이 있음을 알 수 있었다.

        

        
          2) α-Glucosidase 저해 활성
          당뇨병 치료를 위해 사용되고 있는 경구 혈당강하제는 인슐린 분비촉진제와 소화관에서 포도당 흡수를 지연시키는 α-glucosidase 저해제로 분류된다(Kim JW 등 2013). 이 중 α-glucosidase 저해제는 이당류의 분해효소를 가역적으로 억제하여 식후 혈당 상승을 완만하게 하는 효과가 있다(Kim HY 등 2011).

          따라서 본 연구에서는 로스팅 뽕잎(X1)과 페퍼민트 잎(X2)을 독립변수로 하여 RSM에 의해 설계된 11개의 혼합차 시료들의 α-glucosidase 저해 활성을 측정하여 측정값은 Table 6에, 측정값에 대한 회귀식은 Table 7에 제시하였다. Table 6에 제시된 바와 같이 α-glucosidase 저해 활성은 25.96∼55.88%의 범위로 나타났다. 그 가운데 뽕잎 0.50 g과 페퍼민트 잎 0.75 g을 혼합한 4번 시료의 α-glucosidase 저해 활성이 55.88%로 활성이 가장 높게 나타났다.

          
            Table 6. 
				
            

            
              α-Glucosidase inhibitory activity of mixed tea of roasted mulberry leaf (X1) and roasted peppermint leaf (X2) by response surface methodology
            
            

          

          
            
              
                	No.
                	X1
                	X2
                	α-Glucosidase inhibitory effect (%)
              

            
            
              	1
              	1.711)
              	0.50
              	34.46
            

            
              	2
              	1.00
              	0.15
              	31.08
            

            
              	3
              	1.00
              	0.50
              	45.13
            

            
              	4
              	0.50
              	0.75
              	55.88
            

            
              	5
              	0.29
              	0.50
              	47.94
            

            
              	6
              	1.00
              	0.85
              	38.05
            

            
              	7
              	0.50
              	0.25
              	36.14
            

            
              	8
              	1.00
              	0.50
              	44.08
            

            
              	9
              	1.50
              	0.25
              	32.27
            

            
              	10
              	1.00
              	0.50
              	43.59
            

            
              	11
              	1.50
              	0.75
              	25.96
            

          

          
            
              1) 11 mixture samples were brewed in 200 mL of 80℃ water for 3 min, respectively.
            

          

          

          
            Table 7. 
				
            

            
              Analysis of predicted model equation for α-glucosidase inhibitory activity of mixed tea of roasted mulberry and peppermint leaves
            
            

          

          
            
              
                	Response
                	Model
                	Mean
                	R2 1)
                	F-value
                	p-value
                	Lack of fit
                	Polynomial equation2)
              

            
            
              	α-Glucosidase inhibitory activity(%)
              	Quadratic
              	39.51±2.73
              	0.9405
              	23.73
              	0.0008
              	0.0545
              	+42.75—6.61A+2.91B—6.51AB—4.46B2
            

          

          
            
              1) 0≤R2≤1, close to indicates regression line fix the model.
            

            
              2) Coded equation (the levels of the factor are coded as +1 ∼ —1), A: mulberry leaf, B: peppermint leaf.
            

          

          

          Table 7에 제시된 바와 같이 α-glucosidase 저해 활성은 quadratic model이 선정되었다. 결과에 대한 회귀식의 R2값은 0.9405로 나타났으며, p값은 0.0008로 유의하게 나타났다. 또한 Fig. 2에서와 같이 로스팅 페퍼민트 잎(B)이 로스팅 뽕잎(A)보다 α-glucosidase 저해 활성에 더 큰 영향을 준 것으로 나타났다.

          Hwang AR(2019)의 연구에서 뽕잎차의 α-glucosidase 저해 활성은 27.37%, 페퍼민트차의 α-glucosidase 저해 활성은 11.34%로 뽕잎차의 α-glucosidase 저해 활성이 페퍼민트차보다 더 높은 것으로 나타났다. 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎을 혼합하여 α-glucosidase 저해 활성(55.88%)을 측정한 본 연구결과와 뽕잎차(27.37%)와 페퍼민트차의 α-glucosidase 저해활성(11.34%)을 각각 측정한 Hwang AR(2019)의 연구를 비교해 보았을 때, 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 혼합 시료에서 α-glucosidase 저해 활성이 Hwang AR(2019)에 비해 높게 나타난 것은 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합에 의한 시너지 효과로 생각된다.

        

      

      
        3. RSM에 의해 설계된 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성이 최대로 발현되는 최적 혼합 비율 산출
        항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성이 최대로 발현되는 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최적 혼합비율을 구하기 위해 종속변수로 total polyphenol 함량, total flavonoid 함량, DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능 및 α-glucosidase 저해 활성을 선정하였다.

        로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최소 및 최대 범위는 각각 0.50 g∼1.50 g과 0.25 g∼0.75 g으로 설정하였다. 항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성이 최대로 발현되는 최적 혼합 비율을 예측하고자 하였으며, 최고의 desirability를 나타낸 최적점을 선택한 후 지점 예측을 통해 최적 혼합 비율을 산출하였다.

        Fig. 3에 제시된 perturbation plot을 보면 로스팅 페퍼민트 잎은 첨가 비율이 증가할수록 항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성을 높이는 요인으로 작용하였으며, 로스팅 뽕잎보다 항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성에 더 큰 영향을 준 것으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Perturbation plot and 3D response surface model graphs for the effect of mixed tea of roasted mulberry leaf (A) and roasted peppermint leaf (B) on antioxidant and α-glucosidase inhibitory activity.
          
          

          

        

        항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성이 최대로 발현되는 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최적 혼합 비율은 로스팅 뽕잎이 0.53 g, 로스팅 페퍼민트 잎이 0.75 g일 때였다. 이때 total polyphenol 함량은 46.37 mg TAE/g, total flavonoid 함량은 37.24 mg QE/g, DPPH radical 소거능은 71.44%, ABTS radical 소거능은 37.66%, α-glucosidase 저해 활성은 53.59%로 예측되었으며, desirability는 0.834였다.

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구에서는 로스팅 처리를 통해 뽕잎과 페퍼민트 잎의 항산화능과 항당뇨능을 강화시킨 후 RSM을 이용하여 생리 활성이 우수한 최적비율의 혼합차를 개발하고자 하였다.

      뽕잎과 페퍼민트 모두 5단계로 나누어 로스팅 처리하였다. 온도별로 항산화 활성을 측정한 결과, total polyphenol 함량, total flavonoid 함량, DPPH radical 소거능 및 ABTS radical 소거능 모두 80℃에서 우린 차의 활성이 60℃에서 우린 차보다 높게 나타났다. 또한 로스팅 페퍼민트 잎의 항산화 활성이 로스팅 뽕잎에 비해 우수하게 나타났다.

      RSM에 의해 설계된 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎 혼합차 시료들의 생리활성 분석 결과, total polyphenol 함량은 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료가 46.58 mg TAE/g으로 가장 높게 나타났으며, total flavonoid 함량은 뽕잎 1.50 g과 페퍼민트 잎 0.75 g을 혼합한 11번 시료가 45.54 mg QE/g으로 가장 높게 나타났다. DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능은 뽕잎 1.00 g과 페퍼민트 잎 0.85 g을 혼합한 6번 시료가 각각 74.18%, 40.60%로 가장 높게 나타났다. α-Glucosidase 저해 활성은 뽕잎 0.50 g과 페퍼민트 잎 0.75 g을 혼합한 4번 시료가 55.88%로 가장 높게 나타났다.

      항산화 활성과 α-glucosidase 저해 활성이 최대로 발현된 로스팅 뽕잎과 페퍼민트 잎의 최적 혼합 비율은 로스팅 뽕잎(A)이 0.53 g, 로스팅 페퍼민트 잎(B)이 0.75 g일 때였다. 이때 total polyphenol 함량은 46.37 mg TAE/g, total flavonoid 함량은 37.24 mg QE/g, DPPH radical 소거능은 71.44%, ABTS radical 소거능은 37.66%, α-glucosidase 저해 활성은 53.59%로 예측되었다.

      이상의 결과, 로스팅 뽕잎 0.53 g과 로스팅 페퍼민트 잎 0.75 g의 혼합차는 항산화활성 뿐만 아니라, 혈당개선에도 도움이 되는 기능성 음료로서 활용가치가 있을 것으로 생각된다.
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Ist pan—frying of mulberry and peppermint leaves
at 200C for 5 min

Stage

Rubbing to be rolled of mulberry and peppermint leaves
for 5 min after lst pan—frying and cooling

2nd pan—frying of mulberry and peppermint leaves
at 95C for 3 min

Stage

Rubbing to be rolled of mulberry and peppermint leaves
for 3 min after 2nd and 3rd pan—frying and cooling

3rd and 4th pan—frying of mulberry and peppermint leaves
at 60C for 3 min

Stage

Rubbing to be rolled of mulberry and peppermint leaves
for 3 min after 4th and 5th pan—frying and cooling

5th, 6th and 7th pan—frying of mulberry and peppermint leaves
at 35T for 3 min

Stage

Rubbing to be rolled of mulberry and peppermint leaves
for 3 min after 6th, 7th and 8th pan—frying and cooling

Drying of mulberry and peppermint leaves
for removing moisture
at 80T for 1 h according to residual moisture condition

— Stage
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