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HPLC에 의한 차나무 잔가지(부산물)의 추출물 내 지표 성분의 정량분석
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Quantitative Determination of Marker Compounds in the Extracts of
Camellia sinensis L. Sub-branches (Residual Products) by HPLC
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ABSTRACT

Background: Camellia sinensis L.(CS) is a perennial evergreen species of plant whose leaves are used to produce tea. In this plant
species, the parts used are the leaves, sub-branch parts are thrown out. 
Methods and Results: Ethanol extract of sub-branch parts was used for isolation of major compounds by column chromatography.
Structures were identified as caffeine (1), (-)-epicatechin (2) and (-)-epicatechin gallate (3) by interpretation of spectroscopic analy-
sis, including 1H- and 13C-NMR. High-performance liquid chromatography (HPLC) method was used to compare the quantitative
level of marker compounds in various extraction solvents of sub-branch parts of CS. The content of caffeine, (-)-epicatechin, and (-)-
epicatechin gallate in 30% ethanol extract showed higher value with 3.28 ± 0.57 ㎎/g, 5.53 ± 0.88 ㎎/g, and 1.29 ± 0.24 ㎎/g,
respectively.
Conclusions: These results indicated that not only leaves parts but also sub-branch, could be a good source for the functional mate-
rial and pharmaceutical industry.
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서 언

차나무 (Camellia sinensis L.)는 동백나무과 (Theaceae)에

속하는 아열대성 상록의 다년생 식물로 열대지방에서 아열대

지방까지 세계적으로 자라고 있으며, 우리나라에는 제주도를

비롯하여 전남 전 지역, 경남 하동, 진주, 울산지역 등의 일부

지역에 국한되어 재배하고 생산된다 (Park, 2007). 특히, 2000

년대 이후 건강에 대한 관심과 웰빙 트렌드의 영향으로 국내

녹차 소비가 확대되어 우리나라 차 문화에 대한 관심과 유행

이 점점 높아지고 있다. 차나무 품종은 인도의 아샘종, 미얀마

의 산종, 중국의 대엽종과 소엽종 등 네 종류로 분류되고 우

리나라에는 잎이 작고 엽육이 두꺼운 소엽종이 대부분을 차지

하고 있다 (Choi and Rhyu, 1992).

차나무의 잎은 4 월 초부터 5 월 하순까지 10 일 간격으로

채엽시기에 따라 우전, 세작, 중작, 및 대작으로 구분되고 시

기별로 기능성 물질의 함량, 색, 맛 등의 차이를 보이고 있다

(Oh and Hong, 1995; Chung, 2004). 채집 시기가 빠른 우

전의 경우 아주 어린잎을 손으로 뜯어서 수확하는 방식으로

생산량이 적으나 총 질소, 카페인 및 아미노산 등의 함량이

많아 값이 매우 비싼 것이 특징이고 반면 늦게 수확하는 대작

의 경우 카테킨 함량이 많은 것으로 보고되며 대량으로 생산

하기 위해 기계로 표면을 깎아서 잎과 잔가지를 분리하게 된

다 (Park and Lim, 2002; Kim et al., 2004).

차나무의 잎으로 생산하는 녹차는 우수한 영양성분 뿐만 아
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니라 각종 약리적 성분을 지고 있으며 대표 기능성 물질인

caffeine은 주로 각성 작용, 이뇨, 강심, 피로회복 등의 약리작

용을 나타내고, catechine 류와 theaflavin 류 등의 플라보노이

드 물질이 함유되어 있어 녹차 특유의 떫은맛을 나타낼 뿐 아

니라 항산화, 항암, 콜레스테롤 제거, 동맥경화증과 고혈압 예

방, 항당뇨, 충치 예방, 환경호르몬의 체외 배설 촉진 등이 밝

혀져 있다 (Goto et al., 1996; Kasaoka et al., 2002;

Crespy and Williamson, 2004; Kim et al., 2006; Vermeer

et al., 2008; Kim et al., 2010; Okumura et al., 2012;

Kerio et al., 2013; Oda et al., 2017; Xu et al., 2018). 차

나무 종자의 항균, 항박테리아 및 항종양 활성 보고와 화장품

및 식용으로도 이용되며 (Yoon et al., 2005; Jung et al.,

2007; Mukherjee et al., 2011; Khan et al., 2018), 착유 후

종자 박은 비료나 가축의 사료로 사용된다 (Wee et al.,

2015). 차나무 잎과 종자에 비해 그 활용도가 낮은 차나무의

뿌리와 가지에 대한 연구가 미흡한 실정이다. 본 연구는 채엽

시기 발생되는 부산물 잔가지를 기능성 원료 및 의약 소재개

발 가능성을 분석하기위해 지표 성분을 분리하고, HPLC를 이

용하여 추출 용매별 함량을 분석하였다.

재료 및 방법

1. 기기 및 시약

Open column chromatography용 silica gel 60 (Merk,

Darmstadt, Germany), sephadex LH-20 (GE Healthcar Bio-

Sciences AB, Uppsala, Sweden)을 사용하였고, thin layer

chromatography (TLC) plate는 Kieselgel 60 F254 (Merk,

Darmstadt, Germany)를 사용하였다. 지표성분 분리, 정제 및

함량분석을 위해 recycling Prep-HPLC (JAI Ltd., Tokyo,

Japan)와 Agilent 1290 Infinity II HPLC system (Aglient

Technology Inc., Santa Clara, CA, USA)를 사용하였다.

Recycling Prep-HPLC에 사용된 column은 JAIGEL-ODS AP

(10㎛, 20 x 500㎜, JAI KOREA Co., Japan), HPLC에 사용

된 column은 ZORBAX Eclipse plus C18 (5㎛, 4.6 * 150㎜,

Aglient Technology Inc., Santa Clara, CA, USA)이다.

NMR spectrum은 800 MHz NMR (Bruker, Billerica,

MA, USA)를 사용하여 측정하였고, NMR chemical shift

value는 part per million (ppm) 단위로 나타내었다.

Recycling-Prep LC 및 분석 용매는 J.T. Baker (Phillipsburg,

NJ, USA)로부터 구입한 HPLC급 용매를 사용하였다. NMR용

용매는 Deuterium oxide 및 MeOD (BK Instruments Inc,

Daejeon, Korea)가 사용되었고, 발색시약으로는 10% aq

H2SO4를 사용하였다.

2. 물질의 분리 및 동정

본 실험에 사용된 차나무 (Camellia sinensis L.)는 2018년

6월 하동에서 재배된 차나무 1㎏을 수집하였다. 표본은 국립

백두대간수목원 자원식물산업실에 보관 중이다. 채엽시기에 발

생되는 잔가지 (부산물) 370 g을 50% EtOH로 추출, 여과하여

Diaion HP-20으로 엽록소를 제거하였다. 추출물을 감압 농축

한 후 극성에 따라 CH2Cl2, EtOAa n-BuOH 및 water로 분

획하였다. n-BuOH 분획물 12 g을 silica gel column

chromatography 하였으며 용매의 극성을 높여가며 (CHCl3 –

MeOH= 15 : 1→ 1 : 1, v/v) 용리하였고, 500㎖씩 분취하였다.

분취액을 TLC로 확인하여 3 개 (BU1-BU3)의 분획으로 나누

었다. BU3 분획을 반복적인 Recycling Preparative-LC를 이

용하여 3 종의 지표 성분을 분리하고, Sephadex LH-20으로

순도 95% 이상으로 정제하였고 이들 각각의 1H- 및 13C-

NMR spectrum을 측정하여 문헌치와 비교하여 화학적 구조를

밝혔다 (Srtkowski et al., 1995; Watandabe, 1998; Kwon et

al., 2002).

Caffeine (1) – 1H-NMR (800 MHz, methanol-d4+ D2O) δ

3.29 (3H, s, H-1), 3.48 (3H, s, H-3), 3.95 (3H, s, H-7),

7.89 (1H, s, H-8). 13C-NMR (200 MHz, methanol-d4 +

D2O) δ 27.4 (C-1), 29.4 (C-3), 33.1 (C-7), 107.4 (C-5),

143.1 (C-8), 148.3 (C-4), 151.9 (C-2), 155.5 (C-6).

(-)-epicatechine (2) – 1H-NMR (800 MHz, methanol-d4+

D2O) δ 2.73 (1H, dd, J = 2.89 and 16.8 Hz, H-4), 2.89

(1H, dd, J = 4.59 and 16.54 Hz, H-4), 4.24 (1H, tri, H-

3), 4.86 (1H, s, H-2), 6.01 (1H, d, J = 2.28 Hz, H-8),

6.04 (1H, d, J = 2.28 Hz, H-6), 6.86 (1H, br-s, H-5'),

6.86 (1H, br-s, H-2'), 7.01 (1H, s, H-6'). 13C-NMR (200

MHz, methanol-d4+ D2O) δ 27.8 (C-4), 65.9 (C-3), 78.9

(C-2), 94.9 (C-8), 95.5 (C-6), 99.3 (C-10), 114.2 (C-6'),

115.3 (C-5'), 118.6 (C-2'), 130.9 (C-1'), 144.1 (C-3'), 144.2

(C-4'), 155.64 (C-7), 155.79 (C-9), 156.08 (C-5).

(-)-epicatechine gallate (3) – 1H-NMR (800 MHz,

methanol-d4+ D2O) δ 2.89 (1H, dd, J = 1.69 and 17.76

Hz, H-4), 3.03 (1H, dd, J = 4.23 and 17.51 HZ, H-4),

5.07 (1H, s, H-2), 5.50 (1H, m, H-3), 6.08 (1H, d, J =

2.25 Hz, H-8), 6.09 (1H, d, J = 2.30 Hz, H-6), 6.80 (1H,

d, J = 8.32, H-5'), 6.87 (1H, dd, J = 2.02 and 8.28 Hz, H-

6'), 6.98 (2H, s, H-2", 6"), 7.00 (1H, d, J = 1.96 Hz, H-

2'). 13C-NMR (200 MHz, methanol-d4 + D2O) δ 25.4 (C-

4), 69.1 (C-3), 77.2 (C-2), 95.0 (C-6), 95.7 (C-8), 98.6

(C-10), 109.4 (C-2", 6"), 114.1 (C-2'), 115.4 (C-5'), 118.6

(C-6'), 120.1 (C-1"), 130.1 (C-1'), 138.5 (C-4"), 144.1 (C-

4'), 144.2 (C-3'), 144.7 (C-3", 5"), 155.6 (C-9), 155.7 (C-

5), 155.9 (C-7), 166.8 (C-7").
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3. HPLC 분석 표준액 조제

분리한 3 종의 지표 성분 (순도 95% 이상)을 1.0㎎씩 정

확히 측량하여 HPLC용 MeOH 1㎖에 녹여서 standard

stock solution을 제조하였다. 이를 희석하여 25, 50, 100,

125, 250, 500, 1,000㎎/㎖ 7 구간의 농도 working

standard solution을 제조하여 실험에 사용하였다.

 

4. 검액 조제

분쇄된 차나무 잔가지 각각 1 g을 취하여 water-ethanol 혼

합물 (95%, 70%, 50%, 30% and 0%) 10㎖을 추출 용매로

사용하여 35 ± 5℃에서 2 시간 동안 초음파 추출하였다.

5. HPLC 분석조건

HPLC 이동상은 A, B 두 용액계를 사용하였다. 이동상 A

용액은 0.1% formic acid 수용액이었고, B 용액은 0.1%

formic acid가 함유된 MeCN을 사용하였으며 모든 용매는 사

용 전 탈기 및 필터로 여과 후 사용하였다. 칼럼의 유속은

1.0㎖/min이었으며 분석 시간은 0 분에서 6 분까지 이동상 A

를 95%로 용리하였고, 6 분에서 30 분까지 이동상을 B를

70%가 되도록 한 다음, 30 분에서 35 분까지 이동상을 B를

70%가 되도록 한 다음, 30 분에서 35 분까지 이동상 B를

100%가 되도록 한 다음 45 분에서 50 분까지 이동상 B를

100%로 유지하면서 분석을 실시하였다. 시료 주입은 10㎕를

주입하고, 칼럼의 온도는 40℃ 설정하고, UV는 280㎚ 파장

에서 측정하였다.

6. 검량선 작성 및 검출 한계 (LOD), 정량 한계 (LQD) 측

정

각 표준용액의 7 가지 농도로 확립된 HPLC 조건으로 시험

을 실시하였으며 검량선은 y = ax + b (y; peak 면적, x; 시료

의 농도)의 형태로 작성하였다. 각각의 표준용액 LOD (limit

of detection: 검출 한계)와 LQD (limit of quantitation; 정량

한계)는 희석한 표준용액을 injection한 후, signal/noise 비율을

3과 10으로 계산하였다.

7. 통계분석

모든 측정값은 3 반복 실험한 결과의 평균과 표준편자

(mean ± SD)를 나타냈고, 각 실험군 간의 통계 분석은 SAS

program (Statistical Analysis System, verson 8.1, SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하였다. 유의성 검증은

Fig. 1. 1H-NMR spectrum and structure of compounds isolated from C. sinensis L.
branches. (A); caffeine, (B); (-)-Epicatechin, (C); (-)-Epicatechin gallate.
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분산분석 (ANOVA)을 한 후 p < 0.05 수준에서 Duncan’s

Multiple Range Test (DMRT) 방법으로 분석하였다.

결과 및 고찰

1. 지표물질 분리 및 동정

녹차 잎 생산 후 발생되는 부산물인 차나무 (Camellia

sinensis L.) 잔가지를 50% 에탄올로 침지하여 얻어진 추출,

여과하여 감압 농축하고 농축액을 증류수로 현탁 시켜 극성별

로 용매 분획한 후 n-BuOH 분획물을 silica gel, Sephadex

LH-20 및 Recylcing Prep-HPLC로 column chromatography를

실시하여 3 종의 지표 성분을 분리 및 정제하였다 (Fig. 1). 

화합물 1은 1H-NMR에서 δ 3.29, 3.48, 3.95에서 3 개의

methyl singlet 피크가 존재하고 δ 7.89에서 1H의 proton이

singlet으로 나타나는 것과 13C-NMR 스펙트럼을 문헌과 비교

한 결과 이 화합물은 caffeine (1)으로 확인하였다 (Srtkowski

et al., 1995).

화합물 2는 1H-NMR에서 H-2 proton이 B 환에 의해

singlet로 δ 4.86에서 나타났고 δ 4.24에서 J = 2.9 Hz의

triplelet로 H-3 proton이 나타나는 것으로 보아 (-)-cis

catechin type 임을 보여주고 있다. 13C-NMR 스펙트럼도 이를

증명하고 있으므로 이 화합물은 (-)-epicatechin (2)으로 확인하

였다.

화합물 3은 화합물 2과 유사한 signal이 관찰 되었고 δ

6.98의 2H의 singlet로 존재하는 gallate 화합물의 H가 존재함

이 확인되고 13C-NMR 스펙트럼도 이를 증명하고 있으므로

이 화합물은 (-)-epicatechin gallate (3)로 동정하고, 3 가지

단일물질을 정량분석을 위한 지표물질로 이용하였다.

2. 검량선 및 검출한계, 정량한계 조사

차나무 잔가지의 기능성 물질의 함량을 분석하기 위해 분리

한 단일물질을 이용하여 설정된 HPLC 분석조건에서 retention

time 12.2, 13.1, 및 14.6 분에서 각각 caffeine, (-)-epicatechin,

및 (-)-epicatechin gallate의 peak를 나타내었다 (Fig. 2). 3 가

지 표준물질의 UV 파장에 대한 분석에서 최대 흡광 파장인

280㎚ 부근으로 측정되었고, 표준물질의 농도를 달리하여 분

석한 후 y 축을 피크 면적, x 축을 표준용액의 농도 (㎎/㎖)

로 하여 검량선을 작성한 결과 Fig. 3과 같다. 검량선의 상관

계수 (r2) 값들은 모두 0.998 이상으로 비교적 양호한 직선성

을 보였으며, 검출한계는 0.04 - 1.41㎎/㎖, 정량한계는 0.18 -

4.28㎎/㎖ 수준으로 미량의 성분을 검출과 정량이 가능함을

확인하였다 (Table 1). 

3. 차나무 잔가지의 추출 조건별 지표성분 함량분석

녹차 생산 중 발생되는 부산물 (잔가지)을 바이오 식의약 분

야 활용 가능성을 확인하기 위해 기능성 소재로 적용하기에

적합한 물과 에탄올을 농도별 (water; 30%, EtOH; 50%

EtOH; 70% EtOH; 95% EtOH)로 추출하고 회귀직선방정식

에 시험용액 시험결과로 얻어진 피크면적을 대입하여  시험용

액 내에 지표성분 caffeine, (-)-epicatechin (EC), 및 (-)-

epicatechin gallate (ECg)의 농도를 구하고 함량을 계산식에

대입하여 정량하였다 (Fig. 4). 추출조건에 따른 3 가지 주요

성분의 전체 함량은 30% 에탄올 용매에서 10.10 ± 1.69㎎/g

으로 가장 높은 함량을 나타내었으며 50% 에탄올 (8.27 ±

Fig. 2. Analytical HPLC chromatogram of isolated compounds. Identification of compounds. (A); caffeine, (B); (-
)-epicatechin gallate, (C); (-)-epicatechin.

Table 1. Calibration data for analysis of marker compounds (1 − 3)
in of Camellia sinensis L. sub-branches.

Compounds

Regression equation1)

y = ax + b LOD
(㎎/㎖)

LOQ
(㎎/㎖)

r2

Slope (a)
Intercept 

(b)

Caffeine (1) 26.26   123.02 0.04 0.18 0.9997

(-)-Epicatechin (2) 07.73 −165.81 0.33 1.01 0.9985

(-)-Epicatechin 
gallate (3)

13.63 −398.04 1.41 4.28 0.9983

1)y; peak area, x; concentration.
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0.59㎎/g), 70% 에탄올 (5.58 ± 1.03㎎/g), 95% 에탄올

(1.95 ± 0.38㎎/g), 물 (1.87 ± 0.06 ㎎/g) 순으로 나타났다

(Table 2). 

 Lee 등 (2014)은 차나무 잎의 (녹차) 수확 시기에 따라 우

전, 세작, 종작 그리고 대작으로 나누어 주요성분 함량의 변화

를 분석하였고, 특히 5 월 말 채엽된 대작의 주요성분 결과

caffein (26.74㎎/g), EC (12.59㎎/g), 및 ECg (39.61㎎/g)

으로 보고되었으며 분석 성분의 전체 함량을 비교 하였을 때

잔가지 추출물 보다 녹차 추출물에서 약 7 배 높은 것으로

확인하였다. 

Kim (1996)은 카페인이 뿌리와 종자에는 함유되어 있지 않

지만, 찻잎의 경우 종자 발아 시에 생성되며, 계절별로는 봄철

보다 여름철에 함량이 증가하게 된다고 보고되었으며 잔가지

(부산물) 함량 분석 결과에서는 모든 추출조건에서 카페인이

검출되는 것을 확인하였다. 게다가 물과 95% 에탄올을 비교

하였을 때 caffeine의 경우 물 (0.79 ± 0.02㎎/g)보다는 에탄올

(1.63 ± 0.29㎎/g)에 2 배 정도 높게 추출되고, catechin류의

경우 에탄올 (0.32 ± 0.09㎎/g)보다는 물 (1.08 ± 0.04㎎/g)에

서 약 3 배정도 높게 추출되는 것을 확인하였다. 

본 연구는 차나무 잎 수확 후 발생되는 부산물 (잔가지)에

기능성 활성 성분인 caffeine, (-)-epicatechin 그리고 (-)-

epicatechin gallate와 같은 생리활성 성분이 확인 되었고, 이상

의 결과는 3 가지 지표성분의 추출 및 분리에 대한 기초 자

료로 활용될 수 있을 것으로 생각되며 다양한 기능성 원료 및

의약품으로 개발 가능성을 확인하였다.
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