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Summary

Water,30,50,70,and95% aswellasenzymaticextractsfrom peelandseeds

ofdifferentcitrus varieties such as Citrus sunki,Citrus sulcata,Citrus

grandisandCitrusjunoswereevaluatedfortheirradicalscavengingpotential

by DPPH,superoxideandhydroxylradicalscavenging assaysaswellas

flavonoidcontentbyHPLC.

Waterextracts,30and 50% ethanolextractsofpeelfrom allthecitrus

samplesshowedmorethan50% activitiesinDPPH radicalscavengingwhile

70% ethanolextractsofpeelfrom Citrussunki,CitrussulcataandCitrus

grandis showed more than 50% scavenging activities in DPPH radical

scavenging.Only95% ethanolextractofpeelfrom Citrusjunosshowedmore

than50% DPPH radicalscavengingactivity.Amongall,50% ethanolextracts

ofpeelfrom Citrussunkishowed the highestDPPH radicalscavenging

activity,andalltheextractsofseedfrom CitrusgrandisandCitrusjunos

showedthelowestactivitiesinDPPHradicalscavenging.

Among carbohydraseenzymes,theAMG extractofthepeelfrom Citrus

sunkishowedthehighestDPPH radicalscavengingactivity(60.5%)whileall

theextractsofseedofallcitrusvariesshowedloweractivities(lessthan

50%).Amongproteasesenzymes,Nutraseextractofpeelfrom Citrussunki

andCitrusgrandisshowedstrongactivitiesinDPPHradicalscavenging(86.2

and77.1% inCitrussunkiandCitrusgrandis,respectively),whileKojizyme

extractofpeelfrom Citrusjunosshowedthethirdhighestactivities(70%).

However,alltheextractsofseedfrom allthecitrusvarietiesshowedthe

activitieslessthan50%.

Allethanolicandwaterextractsofpeelandseedfrom Citrussunki,Citrus

sulcata,CitrusgrandisandCitrusjunosshowedmildactivities,anditwas
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lessthan15%.95% ethanolicextractsofseedfrom allthecitrusverities

showedverylow activitiesinsuperoxideanionradicalscavenging.

Amongcarbohydraseenzymaticextractsofpeel,Citrussunki,Citrussulcata,

Citrus grandis and Citrus junos)showed the activities between 70.5-79,

65.9-83.7, 65.8-82.9 and 70.5-73.8%, respectively in superoxide radical

scavenging.Allthecarbohydraseextractsofpeelshowedmorethan60%

activitieswhileAMG andUltrafloextractsofpeelshowedmorethan70%

activities.Allthecarbohydraseextractsofseedshowedmoderateactivities

butAMG andUltrafloextractsofseedsshowedmorethan70% activities.

Among proteasesenzymaticextractsofpeel,Citrussunki,Citrussulcata,

Citrusgrandis,and Citrusjunosshowed theactivitiesbetween 72.1-79.3,

77-81.9, 79.5-88.8 and 49.2-80.6.%, respectively in superoxide radical

scavenging.Alltheproteasesextractsofseedshowedmoderateactivities,but

ProtamexandAlcalaseextractsofseedsshowedmorethan70% activities.

Bothpeelaandseedwaterextractsfrom allthecitrusvarietiesshowedthe

activitieslessthan30% but30,50,70and95% ethanolicextractsfrom peel

and seed from allthecitrusvarietiesshowedmoderateactivities(around

50%)inhydroxylradicalscavenging.

Exceptwater extracts ofpeeland seed,other extracts showed strong

hydroxyl radical scavenging activities compared with the commercial

antioxidant,Trolox.

Allextracts ofpeeland seed from Citrus sunki,Citrus sulcata,Citrus

grandisandCitrusjunoswereanalyzedfortheirflavonoidcontentbyHPLC,

andfoundthatHesperidin,Hesperitin,NaringinandRutinareavailablein

considerableamounts.Theextractsofpeelfrom Citrussunkishowed0.730

and0.255mg/gofhesperidinandhesperitin,respectively,whiletheextractof

peelfrom Citrussulcatashowed0.678mg/ghesperidin.Further,theextract

ofpeelfrom Citrusgrandisshowed0.206,0.865,0.085mg/gofhesperidin,

naringinandrutinrespectivelywhiletheextractsofpeelfrom Citrusjunos
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showed0.234,0.182,0.015mg/gofhesperidin,naringinandrutinrespectively.

Theextractofpeelfrom Citrussunkishowed0.017mg/gquercetin,whilethe

extractsofseedfrom Citrussunki,Citrussulcata,CitrusgrandisandCitrus

junosshowedtraceamountofcaffeicacid.
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Ⅰ.서 론

최근 천연소재를 이용한 신물질 탐색 연구가 활발히 진행되면서 천연소재가

함유하는 생리활성물질에 대한 관심이 증대되고 있다.이 천연소재로부터 추출

분리한 생리 활성물질은 적은 양으로도 고부가가치를 실현할 수 있는 질병에 대

한 치료 및 예방제 또는 건강보조제로서 널리 이용되고 있다.특히,천연물로부

터 제조 된 생리활성 물질은 합성물질에 비해 부작용이 적고,인체 내에서 안전

성이 높은 이점이 있어 천연 소재를 활용한 응용분야에서의 적용 가능성이 높아

지고 있다.

경제성장에 따른 소득 수준의 향상과 여성의 사회 활동 증가에 따라 국내화장

품 산업은 2001년 기준 4조 원의 시장으로 확대되었으며,관련 산업까지 합치면

약 10조 원 정도의 대형시장을 형성하고 있다.화장품 산업은 보다 기능적이고,

천연물 유래 제품을 선호하는 소비자의 욕구에 부응하여 전문적이고,고도의 기

술을 요하는 첨단산업으로 점차 자리매김하고 있으며,이에 따른 새로운 원료개

발의 요구도 높아지고 있다.

제주도에서도 2000년대부터 제주 건강․뷰티 생물산업 육성 프로젝트를 전략

적으로 추진하고 있으며,이 중 뷰티프로젝트로서 향장품 산업을 부흥시키기 위

하여 다방면에서 노력하고 있다.이에 따라 2005년에 제주화장품공장을 준공하여

향장품 개발에 노력을 기울이고 있다.

최근에 인간 누구에게나 찾아오는 생체기능의 불가항력적이라고 여겨지는 노

화에 대한 많은 관심을 가지게 되었다.노화의 원인 중의 하나는 산소에 의한 것

인데,산소는 호흡을 통하여 에너지를 체내에 공급하도록 하는 등 생명 유지에

절대적으로 필요한 요소이지만 에너지 생성과정,정상적인 신진대사 과정 및 면

역 체계를 통해 끊임없이 활성산소(activeoxygen)를 생성하게 된다.즉,활성산

소는 자외선,방사선,화학반응,대사 과정을 통하여 생성되어 DNA 분절,지질

과산화,단백질의 비활성화 등을 통하여 암,당뇨병,뇌졸중,동맥경화,심혈관 질

환,신부전,빈혈 등 광범위한 질병의 병태 생리적 원인을 제공하고 노화를 촉진



-2-

하는 것으로 알려져 있다(1～4).

이들 활성산소는 대체 대사과정에서 생성되어 세포막 지방질을 과산화시키고

세포막 투과성의 변화를 초래하여 DNA 손상을 유발시킨다고 보고되어 있으며,

이러한 활성산소들을 소거시킬 수 있는 역할을 할 수 있는 물질로서 페놀화합물,

카로티노이드,유기산 및 스테로이드성 알카로이드 화합물 등이 연구되어지고 있

다(5～6).

천연 항산화제로는 α-tocopherol,vitaminC,carotenoids,flavonoids등이 알

려져 있는데,이러한 항산화 효과가 있는 물질들은 동식물에 널리 분포되어 있으

며,특히 많은 연구가 식물성 소재분야에서 이루어지고 있다.식물 유래의 2차

대사산물들은 자유유리기 (freeradical)와 활성산소의 생성을 억제하거나 제거시

켜서 산화에 의한 세포손상을 방지한다는 것이 생체 실험결과 밝혀졌다 (7～8).

지금까지 보고된 대부분의 천연 항산화제는 식물에서 유래된 것으로서 주로 폴

리페놀 화합물인 것으로 알려져 있으며,특히 flavonoids는 지질의 산화,활성산

소의 소거 및 산화적 스트레스를 막는 역할을 함으로써 노화방지,암 및 심장질

환 등을 예방하거나 지연하는 효과가 있어서 오늘날 식품,의약품,화장품 등의 소

재로 많이 활용되고 있다 (9).

감귤에는 flavonoid,limonoid및 carotenoid등이 함유되어 있어서 생리활성물

질에 대한 연구 및 기능성식품으로서의 가치가 재조명되고 있는데,특히 감귤류

에 존재하는 flavonoid는 항알러지성,항염성,항바이러스성,항암성 등의 활성을

갖고 있는 것으로 알려져 있고(10),또한 감귤 유래 식이섬유도 다양한 생리조절

기능 때문에 기능성 식품소재로 이용되어 왔다(11).

감귤류의 과피는 온주밀감은 약 25%,산귤은 20%,당유자는 50%정도로 전과

실의 약 20∼50%를 차지하고 있다.특히,감귤에는 naringin,hesperidin,

neohesperidin,rutin,naringenin,hesperetin,narirutin,nobiletin,tangeretin,

sinensetin,natsudadain,didymin,poncirin,eriocitrin,5,7,4'-tri-methoxylated

flavone,sudachitin,5,6,7,4'-tetra-methoxylatedflavone,5'-desmethoynobiletin,

4'-methoxylatedflavone,3',4'-di-methoylatedflavone등과 같은 flavonoid가

다량 함유되어 있으며,향기성분으로는 d-limonene이외에 여러 가지 limonoid를

많이 함유하고 있는 것으로 보고되어지고 있다(12).
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Hesperidin은 생리 및 약리 작용,naringin은 혈압강하작용 및 항산화작용(14)

을 갖고 있는 것으로 보고되고 있으며,limocitrin-3-β-D-glucose,limocitrin-3-α

-L-rhamnose,3,6-di-C-glucosylapigenin 등은 혈압강하 효과(15),sinensetin,

nobiletin은 항혈액응고작용,항바이러스작용(16),nobiletin및 tangeritin은 항돌연

변이원성 효과(17),quercetin과 tangeretin은 암의 침투와 전이를 방지(18)하는

것으로 보고되고 있다.

감귤의 종자는 주로 만감류에 존재하며,이들 종실율은 산귤이 20.3%,삼보감

5.0%,당유자 3.5%,하귤 2.5%,금귤자 1.7%,스타치(sudachi)1.1%,이예감 0.9%,

금감 2.1%로,감귤종자에는 limonoid류와 α-tocopherol등이 함유되어 있어 항암,

항산화 등의 여러 생리적 기능이 있는 것으로 보고되어지고 있다(20).

따라서 본 연구에서는 제주산 감귤류 종자에 대한 생리기능을 가진 물질을 탐

색하기 위한 연구로 제주에서 소량 재배되고 있는 재래종 감귤 중 산귤,삼보감,

당유자,유자의 과피와 종자의 일반성분을 분석하고,또한 과피와 종자 알코올

추출물에 대한 항산화성 등에 관련된 실험을 통하여 감귤의 과피와 종자가 가지

고 있는 생리활성에 대한 기능성을 규명하고자 한다.
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Ⅱ. 연구사

1.감귤류의 생리활성

운향과(芸香科,Rutaceae)에 속하는 감귤류의 열매는 유기산과 당분의 독특한

향미와 풍부한 과즙을 지닌 과실로 생과 및 과즙음료의 원료로서 널리 이용되고

있으며,감귤은 독특한 향미와 다량의 비타민 C를 함유하고 있기 때문에 제주

특산과일로서 생과와 과즙음료로 널리 이용되고 있다.또한 flavonoid,limonoid

및 carotenoid등이 함유되어 있어서 생리활성물질에 대한 연구 및 기능성식품으

로서의 가치가 재조명되고 있으며,특히 감귤류에 존재하는 flavonoid는 항알러지

성,항염성,항바이러스성,항암성 등의 활성을 갖고 있는 것으로 알려져 있으며.

감귤 유래 식이섬유도 다양한 생리조절 기능 때문에 기능성 식품소재로 이용되

고 있다(10).감귤에는 hesperidin,rutin,narirutin,naringin,neohesperidin,

nobiletin,poncirin등과 같은 flavonoid가 다량 함유되어 있고,향기성분으로는

d-limonene이외에 여러 가지 limonoid를 다량 함유하고 있으며,색소성분은

carotenoid계 물질로 알려지고 있다(12).

감귤류의 기능성에 관한 연구 중 우선 감귤 주스로 이루어진 보고를 보면,주스

의 이화학적 성상,헤스페리딘과 나린진의 함량 등의 영향으로 감귤류 주스가 발

암물질인 니트로스아민의 생성을 억제한다는 알려져 있으며,감귤의 종자는 주로

만감류에 존재하며,종실율은 산귤이 20.3%,삼보감 5.0%,당유자 3.5%,하귤

2.5%,금귤자 1.7%,스타치(sudachi)1.1%,이예감 0.9%,금감 2.1%로,감귤종자

에는 limonoid류와 α-tocopherol등이 함유되어 있어 항암,항산화 등의 여러 생

리적 기능을 갖고 있다는 보고도 있다(19).그리고 귤,유자,레몬 등에 함유된

정유성분의 스트레스로 인한 우울증 치료효과 등에 대한 연구보고도 알려져 있

다(21).
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2.감귤 주요성분의 생리활성

감귤류에 함유되어 있는 여러 가지 신기능성 소재들 중,고미성분인 limonoids

와 색소 요소로서의 flavonoid에 대해서는 최근 이들의 생리 활성 효능에 대한

보고(22)가 있으며,limonoids가 구강암 및 피부암 억제에 역할을 하는 것으로 알

려져 있어 노화 방지용 기능성 화장품(23)및 해충을 방지하는 효과에 대한 연구

보고가 있다(24).그리고 flavonoid의 항염증,항세균,항바이러스,항알러지,항종

양활성,항용혈활성 등에 대한 보고(25)도 있다.

Hesperidin은 식물세포뿐만 아니라 포유류 동물의 invitro와 invivo에서 여러

가지 생리 및 약리 작용(13),naringin은 혈압강하작용 및 항균작용,항산화 작용,

limocitrin-3-β-D-glucose,limocitrin-3-α-L-rhamnose,3,6-di-C-glucosylapigenin

등은 혈압강하 효과(15), sinensetin,nobiletin은 항혈액응고작용,항바이러스작

용(16),nobiletin및 tangeritin은 항돌연변이원성 효과가 높으며(17),quercetin과

tangeretin은 암의 침투와 전이를 막아주고(18),limonin,nomilin과 같은 citrus

limonoid는 구강암을 억제한다고 보고하고 있다(19).

Flavonoid는 antilipoperoxidant, antitumoral, antiplatelet, anti-ischemic,

anti-allergic,anti-inflammatory활성이 있고(26),또 lipoxygenase,cyclooxygenase,

monoxoygenease, xanthine oxidase, mitochondrial succinoxidase,

NADH-oxidase,phospolipaseA,proteinkinases등의 여러 효소활성을 저해한

다고 보고되고 있다(27). 감귤 잎에서 분리된 glyceroglycolipid는 강력한

promotion억제활성을 갖고 있으며(29),감귤 정유성분은 항균성이 있고(30),이

중 d-limonene은 쥐의 유방암을 억제한다고 보고하고 있다(31).Flavonoid의 생

물학적 영향력은 항산화성으로 유래된다고 알려졌는데 철에 대한 우수한

chelatingeffect및 freeradical의 scavengingactivity보고와 세포막 과산화 손

상에 대한 flavonoid의 보호효과(32)등 다양한 생리활성을 가지는 limonoid와

flavonoid의 조성 분석법(33,34)이 확립되어지고 있다.
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3.활성산소에 대한 연구 동향

최근에 인간 누구에게나 찾아오는 생체기능의 불가항역적이라고 여겨지는 노

화에 대한 많은 관심을 가지게 되었다.노화의 원인 중의 하나는 산소에 의한 것

인데,산소는 호흡을 통하여 에너지를 체내에 공급하도록 하는 등 생명 유지에

절대적으로 필요한 요소이지만 에너지 생성과정,정상적인 신진대사 과정 및 면

역 체계를 통해 끊임없이 활성산소(activeoxygen)를 생성하게 된다.즉,활성산

소는 자외선,방사선,화학반응,대사 과정을 통하여 생성되어 DNA 분절,지질

과산화,단백질의 비활성화 등을 통하여 암,당뇨병,뇌졸중,동맥경화,심혈관 질

환,신부전,빈혈 등 광범위한 질병의 병태 생리적 원인을 제공하고 노화를 촉진

하는 것으로 알려져 있다(1～4).

이들 활성산소는 대체적으로 대사과정에서 생성되어 세포막 지방질을 과산화

시키고 세포막 투과성의 변화를 초래하여 DNA 손상을 유발시킨다고 보고되어

있으며,이러한 활성산소들을 소거시킬 수 있는 역할을 할 수 있는 물질로서 페

놀화합물,카로티노이드,유기산 및 스테로이드성 알카로이드 화합물 등이 연구

되어지고 있다(5～6).

Harman(35)는 산소로부터 유래된 활성산소 종들에 의한 끊임없는 손상의 축적

이 노화와 노화관련 질병의 주요 인자라는 oxidativestress설을 처음 제안하였

다.그 이후로 활성 산소종들에 의한 oxidativestress의 증가는 세포내 성분의

산화적 손상 및 DNA 변이 등을 통하여 세포내 항상성의 파괴를 초래함으로써

여러 가지 퇴행성 질병들의 발병 및 노화현상의 촉진 등과 관련이 깊은 것으로

알려져 있는 등 oxidativestresstheory에 대한 많은 연구가 진행되었다(36).생

체내에서 유발되는 대표적 활성 산소종들 중 superoxideanionradical,hydroxyl

radical,hydrogenperoxide등은 생물학적 중요성을 지닌 주요 물질로 평가되고

있다. 최근 산화질소들의 생물학적 역할들에 대한 연구들이 계속되면서

peroxinitrite(ONOO-) 또한 생체내 중요 활성산소 종들로 인식되고 있다.

Superoxideanionradical은 세포내 기관인 mitochondria의 전자 전달계에서 자연

적으로 생성되며 tryptophan dioxygenase, xanthine oxidase, flavoprotein
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dehydrogenase등의 효소 반응 및 식세포성 백혈구의 작용에서도 과잉 생성될

수 있다.하지만 O
2-
․는 생체내 제거 효소인 superoxidedismutase(SOD)에 의

해 dismutation되어 그 농도는 낮게 유지된다(37).

Nitricoxidesynthase(NOS)는 물리화학적 성질에 따라 TypeI,II,II등 3종류

의 동종 효소로 분류된다.이 중에 neuronalNOS(nNOS)와 endothelialNOS

(eNOS)는 세포에 지속적으로 존재하기 때문에 지속적 NOS(constitutiveNOS)로

분류되며,상대적으로 대식세포,혈관평활근세포,내피세포 등에서 lipopolysaccharide

(LPS),interferon-γ (INF-γ)및 tumornecrosisfactor-α (TNF-α)등의 자극제들

에 노출되는 경우에 발현되는 typeII인 inducible NOS (iNOS)가 있다(38).

iNOS에 의해 생산된 NO는 혈관 투과성,부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만

아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다

(39).그리고 병리적인 원인에 의한 과도한 NO의 생성은 혈관확장,세포독성,조

직손상 등과 같은 생체에 유해한 작용을 나타낸다(40).그러므로 NO 생성 저해

제는 패혈성 쇼크,당뇨,동맥경화 등의 만성질환 치료제로의 가능성을 제시하고

있어,최근에는 천연물로부터 NO생성 저해제를 찾으려는 연구가 많이 진행되고

있다(41).

4. 천연물의 항산화 성분에 대한 연구 동향

자연계에 천연적으로 존재,분포되어 있는 동물이나 식물류 중에는 생체를 조

절하는 기능을 가지고 성분이 함유된 식품이 많이 있다는 것이 최근 연구에 의

해 밝혀짐에 따라 이에 관계된 기능성소재의 발굴 및 생리활성물질 규명에 대한

연구가 활발히 이루어지고 있으며,이러한 연구자들에 의해 각종 식물류에 항산

화효과가 있음이 알려져 있으며,천연물질 중에는 산화를 방지하는 기능을 가진

물질이 상당수 존재하는데 가장 주목받고 있는 것은 생약 중의 페놀성 물질로

그 이유는 이 페놀성 물질이 항산화성을 가진 대표적인 물질로 보고 있기 때문

이다(42).일반적으로 유지를 많이 함유한 식물종자에는 항산화 물질이 함유되어

있다고 알려져 있는데,특히 참깨 박에는 sesamol,samolinol,sesaminol등이 함
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유되어 항산화 효과가 있음이 보고된 바 있다(43).

현재까지 알려진 천연 항산화 물질로는 아스코브르산,토코페롤류,플라보노이

드와 그 유도체(44),갈변반응 생성물,아미노산 및 단백질 등이 알려져 있다(45).

Farag등은 천연 항산화제로서 가장 많이 연구된 각종 허브류들의 정유성분을

추출하여 기본 linoleicacid에 대한 항산화효과를 시험한 결과caraway>sage>

cumin>rosemary>thyme>clove순이었다고 하였으며,thyme과 clove가 면실유에

대하여 산화 억제 효과가 있다고 보고하였다(46).

왕겨의 methanol추출물에서 C-glycosylflavonoid중 isovitexin은 α-tocopherol과

같은 강도의 항산화 효과가 있고(47),고추 과피 추출물은 마가린에 대한 항산화

효과가 있으며(48),또한 갓과 겨자의 methanol추출물도 항산화 효과가 있음이

보고되었다(49).

Hirosue등은 日本藥局方에 수록된 24종의 생약에 대하여 여러 가지 용매 추

출물의 항산화력을 검토한 결과 생강,감초,정향 및 창출 추출물들이 강한 항산

화력을 가지고 있다고 보고하였다(50).그리고 우리나라에서 재배되고 있는 생약

추출물의 항산화효과를 검토한 연구보고서에 의하면 황금,목단과 백문동의

methlyenechloride추출물이 항산화효과를 갖고 있다는 사실도 알려져 있다(51).

패모,어성초,쇠비름 및 들깨박의 에탄올 추출물의 항산화 효과에 쇠비름 추출

물이 돈지에 대한 산화억제 효과가 높다고 보고되었으며(52),한국산 황기와 중국

산 황기 추출물이 대두유,팜유에 대하여 항온 저장 시나 가열시 모두,그리고 홍

화씨유에 대하여는 가열 산화 시에 BHT와 같거나 보다 우수한 항산화 효과를

보였으며 특히,농도가 높을수록 더 좋은 항산화효과를 보였다고 보고되었다(53)
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Ⅲ.재료 및 방법

1.실험재료

1)추출용 시료의 조제

제주도 내 과수원에서 '08년 1월경 직접 수집한 감귤류(Table1)를 세척하고

과피를 우선 분리하여 동결건조하였고,종자는 분리하여 24시간 수침지하고 물로

3～4회 정도 깨끗이 세척한 후,동결건조기에서 건조시켜 분쇄기로 분쇄하여 추

출용 시료로 하였다.

Tabel1.ScientificnameofCitrusvarieties

Varieties Scientificname

Sankyool(SK) Citrussunki

Sambokam(SB) Citrussulcata

Dangyooja(DY) Citrusgrandis

Yuja(YJ) Citrusjunos

2)에탄올 추출물의 조제

감귤 종자와 과피의 분말을 각각 1g씩 채취하여 100ml의 농도별(water,30%

EtOH,50EtOH,70% EtOH,95% EtOH)용매로 각각 24시간 추출하고,다시 여

과지(Whatman,England,poresize:0.45㎛)를 사용하여 실험에 사용할 sample

을 여과하였다.
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Table2.Characteristicsofdifferentcarbohydrasesandproteasesinhydrolysis
process

Enzyme
Optimal

Characteristics
pH T(℃)

Carbohy-

drases

Viscozyme 4.5 50
Abilitytoliberateboundmaterialsand
togradenon-starchpolysaccharides

Celluclast 4.5 60
Catalyzesthebreakdownofcellulose
intoglucose,cellobioseandhigherglucoseploymer

AMG 4.5 60 Hydrolyzes1,4-and1,6-linkagesinliquefiedstarch

Termamyl 6.0 60
Hydrolyses1,4-glucosidiclinkagesin
amyloseand amylopectin.

Ultraflo 7.0 60 Breakdownof-glucans,pentosansandothergums

Proteases

Protamex 6.0 40 Productionofnon-bitterproteinhydrolysis

Kojizyme 6.0 40 Amino-andcarboxypeptidaseactivies

Nutrase 6.0 50 Endopeptidaseactivies

Flavourzyme 7.0 50 Endoproteaseandexopeptidaseactivies

Alcalase 8.0 50 Endopeptidaseactivies

Powderofcitruspeelandseed(1g)

← 100mlD.W.,Ethanol(30%,50%,70%,95%)

Extraction(24hr)

Filtrate(0.45㎛)

Crudeextract

Fig.1.Schematicdiagram ofenzymaticextractionfrom citruspeelsandseeds.

3)효소적 추출물의 조제

효소적 추출은 다음과 같은 방법으로 가수분해하였다.즉 동결 건조한 감귤과

피와 종자를 분말화하여 시료 각 1g를 100ml의 증류수와 혼합한 후 100㎕의 당

분해효소와 단백질분해효소를 첨가하였다.효소적 가수분해반응물은 24시간 동안

최적 조건하에서(Table2)효소반응을 통해 추출한 후 각 효소 추출물을 3,000×g

에서 20분간 원심분리하여 잔사를 제거하고 상층액을 취한 후 여과하여 농도를

4㎎/ml로 맞추어 이를 효소적 추출시료로 하였다(129).
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4)시약

본 실험에 사용한 당분해효소(AMG, Celluclast, Termaryl, Viscozyme,

Ultraflo, Pectinex)와 단백질 분해효소(Protamex, Kojizyme, Nutrase,

Flavourzyme,Alcalase)는 Novo사(NovozymesNordisk,Bagasvaed,Denmark)

에서 구입하여 사용하였으며,DPPH(SigmaD-9132),Sodium carbonate(Sigma

S-7795),Sodium bicarbonate(SigmaS-5761),Xanthine(SigmaX-4002),EDTA

∙2Na∙2H2O(SigmaED2SS),BSA(Bovineserum albumin)(SigmaA-7906),

NBT(Nitrotetrazolium blue)(Sigma N-6876), Xanthine Oxidase (Sigma

X-4376),Sodium phosphate monobasic(Sigma S-8282),Sodium phosphate

dibasic(SigmaS-7907),2-deoxy-D-ribose(SigmaD-5899),Iron(III)chloride

hexahydrate (Daejung Chemicals),Hydrogen peroxide solution 30%(Sigma

H-1009),L-Ascorbicacid(AldrichA-92902),TCA(Trichloroaceticacid)(Sigma

X-4376),TBA(4,6-Dihydroxy-2-mercaptopyrimidine)(Alfa Aesar A-12681)를

사용하였고,그 외 모든 시약은 분석용 특급시약을 사용하였다.

5)HPLC분석 시약 및 기기

HPLC 분석에 사용된 용매는 Fisher Chem. Alent Guide Co.사의

metanol(HPLCGrade)과 acetinitrile(HPLCGrade)제품을 사용하였으며,buffer로

는 Dae Jung Co.사의 acetic acid를 사용하였다.분석 기기인 HPLC(High

PerformanceLiquidChromatograph)는 WatersCo.사 제품으로 Alliance2695이

며,Detector는 PDAD(Photodiode Array Detector)를 사용하였다.Column는

WatersCo.사의 XterraⓇ RP183.5μm 4.6×100mm를 사용하였다.표준물질로 사

용된 시약을 SigmaCo.사 제품으로 caffeicacid,rutin,hesperidin,naringin,

quercetin,hesperetin총 6개의 표준품을 구입하여 사용하였다.
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2.실험방법

1)일반성분 분석

감귤 과피와 종자의 일반성분은 AOAC(54)법에 따라 감귤 종자를 수분은 상

압가열 건조법,조단백질은 microkjeldahl법(질소 계수 :5.30),조지방은 Soxhet

지방추출법,탄수화물은 Somogi-변법,조회분은 직접회화법으로 분석하였다.

2)총 polyphenol함량

총 polyphenol함량은 Folin-Denis(28)방법을 변형하여 측정하였다.시료 5ml에

Folin시약 5ml를 가하고 3분 후 10% sodium carbonate5ml를 넣어 30℃에서 1

시간 발색시킨 다음 700nm에서의 흡광도를 측정하였다.대조구로서는 검액 대

신 물을 사용하였고 미리 (+)-catechin을 사용하여 구한 검량곡선으로부터 시료

중의 polyphenol함량을 측정하였다.

3)항산화 효과

(1)DPPH radical소거활성 측정

감귤 과피와 종자의 각 추출물의 freeradical소거활성은 Blois(55)의 방법을

변형하여 측정하였다.

에탄올에 용해시킨 0.2mM DPPH 용액 100㎕에 각 추출물 200㎕를 넣고 혼합

하여 상온에서 20분간 반응시킨 후 517nm에서 흡광도를 측정 하였으며,DPPH

freeradical의 소거활성은 다음식에 의하여 계산하였다(Fig.2).

DPPHfreeradical소거활성(%)

=[1-(대조구흡광도-시료흡광도)/대조구흡광도]×100



-13-

Fig.2.Schematicdiagram ofDPPHradicalscavengingassay.

(2)Superoxideanionradical소거활성 측정

Superoxide anion radical소거활성은 Nagai등(56)의 방법에 따라 50μM

Na2CO3buffer(pH 7.8)600㎕에 3mM xanthine25㎕,3mM EDTA 25㎕,0.15%

bovineserum albumin25㎕,0.75mM NBT 25㎕의 혼합용액에 시료 25㎕를 넣

어 25℃의 incubator에서 10분 반응시킨 후,6mM의 xathineoxidase(XOD)25㎕

를 첨가하여 25℃의 incubator에서 20분 반응시켜,Spectrophotometer(Spectra

Max,MolecularDevices,USA)로 560nm에서 흡광도를 측정하였다(Fig.3).

Superoxideanionradical소거활성은 다음과 같이 계산하였다.

Superoxideanionradical소거활성(%)

= [1-(대조구흡광도-시료흡광도)/대조구흡광도]×100

Fig.3.Schematicdiagram ofsuperoxideanionradicalscavengingassay.
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(3)Hydroxylradical소거활성 측정

감귤 과피와 종자 각 추출물의 hydroxylradical소거활성은 Chung등(57)의

방법을 변형하여 측정하였다.즉 hydroxylradical은 iron(lll)chloride의 존재하에

서 Fenton 반응으로 생성시켰다.반응용액은 0.5mM iron(lll)chloride 용액,

10mM EDTA 용액,10mM 2-deoxy-D-ribose용액과 10mM hydrogenperoxide

을 첨가한 후 각각의 추출물 150㎕와 0.1M phosphatebuffer용액(pH 7.4)을 넣

어 혼합시킨 후 총 부피가 400㎕가 되도록 조제하여 37℃에서 1시간 동안 반응

을 시킨 후 2.8％ trichloroaceticacid와 thiobarbituricacid를 각각 0.5ml씩 첨가

시키고 100℃ 끓는 물에서 15분간 발색시킨 후 얼음물에서 5분간 냉각하여

Spectrophotometer(SpectraMax,MolecularDevices,USA)로 532nm에서 흡광도

를 측정하였다(Fig.4).

Hydrogenperoxide소거활성은 다음과 같이 계산하였다.

Hydroxylradical소거활성(%)

= [1-(대조구흡광도-시료흡광도)/대조구흡광도]×100

150㎕ Sample

AddFentonreactionmixture

(10mM iron(lll)chloride,10mM EDTA,10mM

hydrogenperoxide,10mM 2-deoxy-D-ribose)

Add0.1M Phosphatebuffer(pH7.4)

Incubateat37℃ for1hrs

Add0.5mlof1% TBAand

0.5mlof2.8% TCA

Keepintheboilingwaterbath(15min)

Coolinginicewater,5min

Measureabsorbanceat532nm

Fig.4.Schematicdiagram ofhydroxylradicalscavengingassay.
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Program order Time Flow H2O Acetonitrile Curve

1 1.00 95.0 5.0

2 5.00 1.00 95.0 5.0 6

3 10.00 1.00 90.0 10.0 6

4 30.00 1.00 80.0 20.0 6

5 40.00 1.00 80.0 20.0 6

6 50.00 1.00 70.0 30.0 6

7 60.00 1.00 70.0 30.0 6

8 70.00 1.00 50.0 50.0 6

9 80.00 1.00 50.0 50.0 6

10 81.00 1.00 0.0 100.0 6

11 90.00 1.00 0.0 100.0 6

12 91.00 1.00 95.0 5.0 6

13 100.00 1.00 95.0 5.0 6

(4)HPLC정성․정량 분석

HPLC분석에서 용리액은 acetonitrile1,000ml에 aceticacid5ml를 혼합한 용

액과 3차 증류수 1,000ml에 aceticacid5ml를 혼합한 용액을 기울기 용리법으로

분석하였다.이때 HPLC기기조건을 Table3에 나태내었고,이동상의 기울기 용

리 조건을 Table4에 수록하였다.

Table3.HPLCinstrumentalconditionsforanalysis

HPLC WatersAllianceSystem (Waters2695)

Column XterraⓇ RP183.5μm 4.6×100mm

Detector PhotodiodeArrayDetector

Flow Rate 1.0ml/min

InjectionVolume 10μL

ColumeTemperature 25℃

SampleTemperature 25℃

Table4.MobilephaseconditionsofHPLCgradient-elution
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Ⅳ.결과 및 고찰

1.일반성분

동결건조한 감귤 과피와 종자들을 건식분쇄기로 분쇄시킨 추출용 시료의 일반

성분을 측정한 결과는 Table5와 같다. 동결건조된 감귤 과피와 종자들의 수분

함량은 4.2～5.8%로 대부분 6%이하의 수분함량을 보였으며,조단백질 함량은 과

피 0.4～0.6%,종자는 11.2～15.0%,조지방 함량은 과피 3.8～6.2%,종자 34.1～

44.2%,탄수화물함량은 과피 87.2～91.4,종자 33.3～47.1%이었고,회분함량은 과

피 0.2～0.5%,종자 2.8～4.4%를 나타내었다.

Table5.Proximatecompositionofcitruspeelsusedinthisstudy (unit:%)

component

SK SB DY YJ

peel seed peel seed peel seed peel seed

Moisture 4.2 4.7 5.0 4.2 5.5 4.8 5.8 5.3

Crudeprotein 0.4 15.0 0.6 14.8 0.6 11.2 0.5 13.2

Crudelipid 3.8 41.4 4.6 44.2 6.2 34.1 5.1 38.6

Carbohydrate 91.4 34.8 89.4 33.3 87.2 47.1 88.2 38.5

Ash 0.2 4.1 0.4 3.5 0.5 2.8 0.4 4.4
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2.총 polyphenol함량

동결건조된 감귤 과피와 종자의 총 polyphenol함량은 Table6과 같이,과피

288.4～867.2mg/100g,종자 365.9～384.5mg/100g를 나타내었으며,과피의 경우 산

귤이 867.2mg/100g높은 함량을 나타내었는데 이는 과피의 형태에 따른 것으로

사료되며,종자의 경우도 산귤이 상대적으로 높은 함량을 나타내고 있다.

감귤류인 오렌지,레몬 등의 생과피에 함유된 총 폴리페놀 함량이 140～

200mg/100g정도라는 보고(58)도 있지만,본 실험에서는 동결건조 시킨 것을 사

용하였기 때문에 차이를 보이는 것으로 생각 된다.

Table6.Contentofflavonoidandtotalphenolcontentfrom citruspeelsand

seeds

Sample

Polyphenolcontents(mg/100g)

Peels Seeds

SK 867.2 367.2

SB 343.1 373.1

DY 288.4 384.5

YJ 315.9 365.9
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3.DPPHradical소거활성

감귤 과피와 종자의 에탄올 농도에 따른 추출물별 DPPH freeradical소거활

성을 측정한 결과는 Table7에 나타내었다.감귤 과피와 종자 각추출물의 DPPH

소거활성은 산귤 추출물의 경우 과피 32.9～82.1%,종자 10.1～31.3%로 50% 에

탄올 추출물에서 상대적으로 높은 활성을 보였으며,삼보감 추출물은 과피 43.

8～63.7%,종자 12.0～44.7%,당유자 추출물은 과피 44.0～70.3% 종자 -0.7～

14.3%,그리고 유자 추출물은 과피 41.6～73.3%,3.1～14.4%의 활성을 나타내었

는데,과피가 종자에 비해서 매우 높은 활성을 보였다.

감귤 과피와 종자의 효소별 추출물의 DPPH freeradical소거활성은 Table8

에 나타내었다.탄수화물분해효소추출물에서는 산귤과피 46.1～60.5%,삼보감과

피 40.3～50.0%,당유자과피 42.9～53.5%,유자과피 39.3～47.2%로 감귤류 과피의

DPPH freeradical소거활성은 대체 60%이하로 낮았으나,산귤과피의 AMG 추

출물만은 60.5%로 다소 높은 소거활성을 보였다.산귤종자 36.2～51.9%,삼보감

종자 31.5～44.7%,당유자종자 26.0～38.4%,유자종자 22.8～31.0%로 감귤종자의

경우 대체적으로 50%이하의 낮은 소거활성을 보였다.단백질분해효소추출물들에

선 산귤과피 48.6～86.2%,삼보감과피 38.9～62.8%,당유자과피 34.0～77.1%,유

자과피 33.3～70.0%의 소거활성을 보였다.단백질분해효소들에서 nutrase추출물

의 소거활성이 대체로 높게 나타났는데,특히 산귤과피 86.2%,당유자과피 77.1%

의 소거활성을 보였으며, 유자과피의 kojizyme추출물에선 70.0%의 소거활성을

나타내었다.종자에서는 산귤종자 23.4～42.4%,삼보감종자 29.6～42.2%,당유자

종자 27.3～41.9%,유자종자 27.0～45.7%로 50%이하의 낮은 소거활성을 나타냈

다.

피자두의 아세톤추출물 100㎍/ml농도에서 완숙과의 DPPH radical소거활성은

47.2～61.3%을 갖는 반면,미숙과는 89.88～98.88%로 완숙과에 비해 상대적으로

높은 소거활성을 갖는다고 보고되었다(59).또한 오디 60% 에탄올 추출물에서

81%(60),비파 물추출물에서 70% 소거활성이(61)갖는다고 보고되고 있으며,구

기자 50% 에탄올 추출물에서 66.97%의 소거활성을 갖는다고 보고되었다(62).
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지방의 산화과정에서 생성되는 freeradical들은 체세포의 노화촉진,체세포의

방어기전 저하 등의 세포활성을 저해하기 때문에 이들 freeradical들을 전자공여

로 안정화시킴으로서 체세포를 보호하게 된다.이러한 전자공여작용은 활성라디

칼에 전자를 공여하여 연쇄반응을 중단시키고 식품내 지질산화억제나 인체 내에

서 노화를 억제하는 작용의 척도로 이용되기도 한다(63).

Table7.DPPHradicalscavengingactivityofethanolicextractsfromcitruspeels

andseeds

Sample
DPPHscavengingactivity(%)

Peels Seeds

SK

Water 58.5 28.7

30% EtOH 69.8 31.3

50% EtOH 82.1 29.2

70% EtOH 61.3 27.5

95% EtOH 32.9 10.1

SB

Water 63.7 31.5

30% EtOH 61.3 31.7

50% EtOH 62.7 36.1

70% EtOH 60.1 44.7

95% EtOH 43.8 12.0

DY

Water 70.3 14.3

30% EtOH 62.7 10.9

50% EtOH 62.9 11.8

70% EtOH 59.4 7.8

95% EtOH 44.0 -0.7

YJ

Water 53.0 14.4

30% EtOH 58.5 13.4

50% EtOH 53.5 11.6

70% EtOH 41.6 5.6

95% EtOH 73.3 3.1

Ascorbicacid
(10㎍/㎖)

95.5
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Table8.DPPHradicalscavengingactivityofenzymaticextractsfrom citruspeelsandseeds

Sample

DPPHScavengingActivity(%)

Peels Seeds

SK SB DY YJ SK SB DY YJ

Carbohydrases

Viscozyme 58.5 45.8 48.6 44.3 51.9 44.7 38.4 29.5

Celluclast 56.4 42.9 42.9 39.3 46.3 42.6 30.7 31.0

AMG 60.5 50.0 53.5 47.2 42.1 42.7 34.2 27.0

Termamyl 46.1 40.2 43.8 42.6 34.5 31.5 28.0 26.3

Ultaraflo 55.4 42.5 45.8 39.8 36.2 32.0 26.0 22.8

Proteases

Protamex 49.1 38.9 55.1 35.2 29.7 39.4 32.3 29.4

Kojizyme 52.5 45.1 58.2 70.0 23.4 37.9 41.9 32.8

Nutrase 86.2 62.8 77.1 65.8 42.4 42.2 39.9 45.7

Flavourzyme 65.1 51.4 43.1 39.9 35.5 29.6 27.3 27.0

Alcalase 48.6 39.6 34.0 33.3 34.6 32.7 31.3 27.0

Trolox(ug/ml) 95.3
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비교적 안정한 freeradical인 DPPH는 ascorbicacid,tocopherol,polyhydroxy

방향족 화합물 등에 의해 환원되어 짙은 보라색이 탈색되는 원리를 이용하여 항

산화 활성을 측정하는데,이러한 DPPH는 전자 또는 수소를 받아들이는 안정한

반자성분자(diamagneticmolecule)로 항산화제(AH)존재시 항산화 활성을 지닌

물질로부터 수소를 받아 DPPH는 다음과 같이 환원된다(64).

DPPH․+AH→ DPPH-H+A․

이러한 전자공여능은 유지의 자동산화 과정중에서 생성되는 ROO․,R․,R

O․ 등에 수소 또는 전자를 주는 것으로 환원력이 중요한 작용을 하지만 항산화

제의 일반적인 작용을 전자 공여능 만으로 설명할 수 없다고 하였으며 항산화물

질의 전자공여능을 측정할때는 DPPH법이 편리하다고 하였다(65).

DPPHradical소거활성(전자공여능)은 phenolicacid,flavonoid및 기타 phenol

성 물질에 대한 항산화작용의 지표라 하였으며 이러한 물질은 환원력이 큰 것일

수록 전자공여능이 높다고 하였다(66).

결과적으로 감귤 과피와 종자 추출물 DPPH 소거의 목적으로 한 산업적 활용

을 고려 해볼 때 50%～70% 에탄올 추출을 통한 산업적 이용이 가능할 것으로

사료되고,특히 nutrase단백질분해효소를 이용한 감귤과피의 DPPH 소거활성은

우수하여 기존의 용매추출을 대체할 수 있을 것이라 생각되며,따라서 BHT 등

과 같은 합성 산화제들의 유해성 논란이 커지고 천연물 유래의 것 및 인체 안전

성 높은 첨가물에 대한 선호도가 더욱 고조되는 시점에서,이들 추출물을 대용량

추출장치를 활용한 DPPH 소거의 목적의 제품개발도 고려해볼만 하다고 생각된

다.
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4.Superoxideanionradical소거활성

감귤 과피와 종자의 각 에탄올 농도에 따른 추출물들의 superoxideanion

radical소거활성을 측정한 결과는 Table9에 나타내었다.Superoxide anion

radical소거활성은 산귤은 과피 1.1～10.1%,종자 -6.2～5.0%,삼보감은 과피 3.

2～8.7%,종자 -2.2～13.6%,당유자는 과피 2.4～7.9%,종자 -10.3～14.2%,그리

고 유자는 과피 3.4～7.1%,종자 -9.3～6.3으로 매우 낮은 소거활성을 보였다.

감귤 과피와 종자의 효소별 추출물의 superoxideanion radical소거활성은

Table10에 나타내었다.탄수화물분해효소추출물에서는 산귤과피 70.5～79.0%,

삼보감과피 65.9～83.7%,당유자과피 65.8～82.9%,유자과피 70.5～73.8%로 감귤

류 과피의 superoxideanionradical소거활성은 대체적으로 60%이상으로 높았

다.특히 탄수화물분해효소 중 AMG,ultaraflo을 이용한 추출물에서는 70%이상

의 높은 소거활성을 나타내었으며,산귤종자 -31.6～65.9%,삼보감종자 -5.5～

70.3%,당유자종자 -15.8～67.1%,유자종자 -40.8～75.5로 감귤종자의 경우 대체

적으로 낮은 소거활성을 보였으나 감귤과피의 결과와 마찬가지로 탄수화물분해

효소 중 AMG,Ultaraflo을 이용한 추출물에서는 소거활성이 높았다.단백질분해

효소추출물의 소거활성은 산귤과피 72.1～79.3%,삼보감과피 77.0～81.9%,당유자

과피 79.5～88.8%,유자과피 49.2～80.6.0%로 대체적으로 70%이상의 높은 소거활

성을 보여주고 있다.또 산귤종자 -26.3～59.8%,삼보감종자 29.6～75.8%,당유자

종자 -34.9～70.9%,유자종자 58.6～73.2%의 소거활성을 보였으며,특히 단백질

분해효소 중 Protamex,Alcalase의 감귤종자추출물에서 70%이상의 높은 소거활

성을 나타내고 있다.

약용식물을 물로 추출한 후 superoxideanion소거활성을 조사한 결과 5㎎/ml

농도에서 음양곽 42%,오가피,해동피,파고지 토사자,속단에서 20% 이상의 활

성을 갖고 있다고 보고되었으며(67),현미 및 발아현미 추출물(500㎍/ml)에서

66.2% 및 53.52%(68),뜰보리수 열매의 메탄올 추출물(1㎎/ml)에서 52.91%(69),

녹차 열수추출물(2㎎/ml)에서 10～26%의 소거활성을 보인다고 하였는데(70),본 실

험의 결과는 이들에 비하여 꽤 높은 소거활성을 보이고 있다.
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Table9.Superoxideanionscavengingactivityofethanolicextractsfromcitruspeels

andseeds

Sample
superoxideanionscavengingactivity(%)

Peel Seed

SK

Water 1.8 2.3

30% EtOH 3.0 5.0

50% EtOH 10.1 2.8

70% EtOH 5.9 -0.2

95% EtOH 1.1 -6.2

SB

Water 7.5 -0.2

30% EtOH 8.7 13.6

50% EtOH 5.5 8.7

70% EtOH 3.2 3.6

95% EtOH 4.1 -2.2

DY

Water 2.4 -4.5

30% EtOH 7.9 14.2

50% EtOH 2.9 6.6

70% EtOH 5.5 6.9

95% EtOH 7.4 -10.3

YJ

Water 7.4 -0.3

30% EtOH 6.2 6.5

50% EtOH 5.9 0.3

70% EtOH 7.1 -0.3

95% EtOH 3.4 -9.3

Trolox(ug/ml) 85.9
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Table10.Superoxideanionscavengingactivityofenzymaticextractsfrom citruspeelsandseeds

Sample

superoxideanionscavengingActivity(%)

Peels Seeds

SK SB DY YJ SK SB DY YJ

CarbohydrasesViscozyme 77.1 65.9 77.1 73.5-31.6-5.5-15.8-40.8

Celluclast 79.0 76.5 81.2 75.6 -1.2 71.8 52.6 75.3

AMG 70.5 82.6 82.1 71.1 65.0 70.3 60.4 75.5

Termamyl 76.7 78.3 65.8 70.5 49.3 53.8 52.5 54.3

Ultaraflo 77.7 83.7 82.9 73.8 65.9 63.3 67.1 52.2

Proteases Protamex 75.0 81.4 88.8 58.7 52.4 75.8 70.8 73.2

Kojizyme 76.3 81.9 84.0 80.6-26.361.4 72.8 58.6

Nutrase 72.1 77.0 81.9 79.4 -8.8 67.3-34.974.1

Flavourzyme 79.3 75.6 84.7 49.2 41.4 29.6 68.1 60.4

Alcalase 74.6 81.0 79.5 76.2 59.8 70.7 70.9 62.3

Allopurinol(㎍/㎖) 97.6
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Superoxideanionradical은 전자 환원에 의한 반응성이 매우 강하여 세포 독성

을 일으켜 암을 유발시키거나 피부의 노화 등을 일으킬 수 있다.이런 활성산소는

과식,스트레스,흡연,지나친 운동으로 인한 과호흡 등에 의해 그 양이 증가하는

데(71),인체 내에서는 superoxideanion radical을 제거하기 위하여 superoxide

dismutase(SOD)가 분비되어 세포에 유해한 superoxideanionradical을 과산화수

소(H2O2)와 정상상태의 산소로 전환시켜주는 반응(2O
2-
+2H

+
→ H2O2+O2)을

하는 것으로 알려져 있으며,SOD에 의해 생성된 H2O2는 생체 조직을 산화시키기

도 하고 peroxidase나 catalase에 의하여 자신은 분해하여 물분자와 산소분자로 전

환되기도 한다.SOD와 유사한 역할을 하는 저분자 물질로 주로 phytochemicals에

속하는 것으로 보고되고 있다(72).

이상의 결과로부터 감귤 과피와 종자 추출물들에서 알코올 용매의 경우는 위

약용식물이나 녹차 보다 낮은 활성을 보였으나,효소추출물의 경우 대체적으로

높은 활성을 보여주고 있다.산업적 활용면에서 탄수화물분해효소 중 AMG,

Ultaraflo와 단백질분해효소 Protamex,Alcalase의 경우는 대조군으로 사용한 항

산화제인 Allopurinol보다는 낮았으나 70%이상의 높은 소거활성을 나타내고 있

어 천연물 유래의 기능성물질 및 인체 안전성 높은 첨가물에 대한 선호도가 더

욱 고조되는 시점에선,이들 추출물을 대용량 추출장치를 활용한 제품개발도 고

려해볼만 하다고 생각된다.
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5.Hydroxylradical소거활성

Hydroxylradical소거능은 과산화수소(H2O2)와 철이온(FeCl3-EDTA)과의 반

응,즉 Fenton반응에 의해 생성되는 hyroxylradical에 의해 반응계의 기질로 사

용된 deoxyribose가 산화되면서 생성되는 과산화물인 malondialdehyde(MDA)

를 측정함으로써 평가된다.따라서 감귤 과피와 종자 각추출물의 hydroxyl

radical소거활성을 BHT와 α-tocopherol항산화제와 비교하여 Table11에 나타

내었다.

Hydroxylradical소거활성에 대한 감귤 과피와 종자의 각 에탄올 농도별 추출

물들의 소거활성은 산귤 과피 9.5～63.4%,종자 19.5～53.0%,삼보감 과피 20.2～

50.9%,종자 5.1～49.4%,당유자 과피 30.5～59.7%,종자 3.1～59.1%,유자 과피

16.4～63.5%,종자 5.1～55.4%로 물 추출물을 제외한 에탄올 추출물에서 항산화

제인 trolox와 비교해서도 높은 소거활성을 보였다.

현미 및 발아현미추출물은 0.5㎎/mL 농도에서 각각 26.15% 및 44.15%의

hydroxylradical소거활성을 갖고 있으며(73),유색미인 경우 70% 에탄올 추출

물 2㎎/ml농도에서 13개 품종이 51～124%,녹차추출물은 3㎎/ml농도에서 60%

의 소거활성이 있다고 보고되었다(74).또한 제천산 약용식물 추출물의 hydroxy

radical소거활성은 열수추출물 오가피 80.45%,독활 69.75%,당귀와 황기는 각각

12.95및 2.1%라 하였으며(75),충청지역 민속주의 hydroxlradical소거활성은

17～53%,식용백합 잎,꽃 및 뿌리 에탄올 추출물에서도 80.9～81.8% 의 높은 소

거활성을 갖고 있다고 보고되었다(76).

생체에서 발생하는 활성산소종(reactiveoxygenspecies,ROS)에서 가장 강력

한 활성산소로 알려진 hydroxylradical의 생성량은 반응성 산화대사물에 의해

deoxyribose가 파괴되어 aldehyde가 생성되어 DNA 손상에 의한 돌연변이,암

등의 발생과 밀접한 관계가 있다(158).따라서 hyroxylradical소거능을 가지는

물질은 deoxyribose와 반응할 수 있는 hydroxylradical을 제거하여 MDA의 생

성을 감소시킬 수 있다(80).

이상의 결과로 부터 본 연구에서는 감귤 과피와 종자의 추출물들은 hydroxyl



-27-

radical의 소거 목적으로 활용성은 높아 앞으로 보다 깊은 연구로,인체 무해한

천연항산화제의 개발 소재로 활용성도 기대해볼만 하다 사료된다.

Table11.Hydroxylradicalscavengingactivityofethanolicextractsfrom

citruspeelsandseeds

Sample
Hydroxylradicalscavengingactivity(%)

Peel Seed

SK

Water 9.5 19.5

30% EtOH 63.4 46.6

50% EtOH 49.6 53.0

70% EtOH 47.5 47.1

95% EtOH 48.0 43.8

SB

Water 20.2 5.1

30% EtOH 46.8 44.3

50% EtOH 50.9 48.8

70% EtOH 52.0 47.9

95% EtOH 52.3 49.4

DY

Water 30.5 3.1

30% EtOH 59.5 55.7

50% EtOH 58.0 55.4

70% EtOH 59.7 59.1

95% EtOH 59.6 54.7

YJ

Water 16.4 5.1

30% EtOH 58.2 48.7

50% EtOH 54.8 51.0

70% EtOH 63.5 50.2

95% EtOH 54.3 55.4

Trolox(ug/ml) 52.5
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6.HPLC를 이용한 Flavonoid정성․정량 분석

감귤에 비교적 다량으로 함유되어 있다고 보고된 플라보노이드 성분들 중

caffeicacid,rutin,hesperidin,naringin,quercetin,hesperetin등 총 6개를 중심

으로 HPLC함량분석을 하였고,감귤 껍질 및 씨 또한 추출액의 에탄올 %에 따

른 플라보노이드 함량 결과를 Table 12.～13.에 요약하였다.또한 각각의

chromatogram을 Fig.5.∼ Fig.12.에 나타내었다.

Table12.Flavonoidcontentsofethanolicextractsfrom peelsoffourcitrus

speciesbyHPLCanalysis

Flavonoidcontents(mg/g,254nm)

code CA HD NG RT QC HT

1B_30% ND 0.097 ND ND 0.001 0.035

1B_50% ND 0.139 ND ND 0.002 0.042

1B_70% ND 0.500 ND ND 0.003 0.052

1B_95% ND 0.730 ND ND 0.017 0.255

2B_30% ND 0.243 ND ND ND ND

2B_50% ND 0.678 ND ND ND ND

2B_70% ND 0.365 ND ND ND ND

2B_95% ND 0.533 ND ND ND ND

3B_30% ND 0.206 0.626 0.060 ND ND

3B_50% ND 0.107 0.561 0.054 ND ND

3B_70% ND 0.111 0.595 0.057 ND ND

3B_95% ND 0.143 0.865 0.085 ND ND

4B_30% ND 0.104 0.123 0.09 ND ND

4B_50% TR 0.189 0.151 0.011 ND ND

4B_70% TR 0.205 0.164 0.012 ND ND

4B_95% ND 0.234 0.182 0.015 ND ND

＊ CA:Cafficacid,HD:Hesperidin,NG:Naringin,RT:Rutinhydrate,

QC:Quercetin,HT:HesperetinTR:Trace,ND:Nonedetect

＊＊ 1B(Sankyoolpeel,Cirtussunki),2B(Sambokam peel,Cirtussulcata)

3B(Dangyoojapeel,Cirtusgrandis),4B(Yujapeel,Cirtusjunos)
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Table13.Flavonoidcontentsofethanolicextractsfrom seedsoffourcitrus

speciesbyHPLCanalysis

Flavonoidcontents(mg/g,254nm)

code CA HD NG RT QC HT

1A_30% ND ND ND ND ND ND

1A_50% TR ND ND ND ND ND

1A_70% ND ND ND ND ND ND

1A_95% ND ND ND ND ND ND

2A_30% TR 0.011 ND ND ND ND

2A_50% ND ND ND ND ND ND

2A_70% TR 0.019 ND ND ND ND

2A_95% ND 0.024 ND ND ND ND

3A_30% TR 0.009 TR TR TR ND

3A_50% TR ND ND ND TR ND

3A_70% TR 0.007 0.003 ND ND ND

3A_95% ND 0.009 ND ND ND ND

4A_30% TR 0.025 TR ND ND ND

4A_50% TR 0.025 TR ND TR ND

4A_70% TR 0.017 TR ND TR ND

4A_95% ND 0.012 ND ND ND ND

＊ CA:Cafficacid,HD:Hesperidin,NG:Naringin,RT:Rutinhydrate,

QC:Quercetin,HT:Hesperetin,TR:Trace,ND:Nonedetect

＊＊ 1A :SK(Sankyoolseed,Cirtussunki), 2A :SB(Sambokam seed,Cirtussulcata)

3A:DY(Dangyoojaseed,Cirtusgrandis),4A:YJ(Yujaseed,Cirtusjunos)
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위 분석결과에 의하면 종자(seed)에는 목표로 하는 플라보노이드 성분들이 흔

적량 내지는 미량으로 나타난 반면,감귤과피(peel)에서 플라보노이드 성분들이

많음을 확인할 수 있었다.또한 과피(peel)를 추출방법에 따라 비교 했을때 에탄

올의 비율이 30%,50% 70%,95% 증가함에 따라 플라보노이드 성분들이 많이

추출됨을 확인할 수 있었다.

감귤류에는 다양한 flavonoid가 존재하며 현재까지 약 60여종 이상의 구조가

밝혀져 있고,최근 hesperidin의 혈관투과성에 미치는 영향,naringin의 항산화,

지질과산화예방 등의 약리 효능이 보고되고 있으며,밀감과 오렌지의 주성분은

narirutin,hesperidin이었고 특히,과육과 과피에narirutin,hesperidin이라는 두종

류의 플라보노이드가 존재하고 있는 것으로 분석되었으며,과육부의 나린진과 헤

스페리딘 함량은 각각 100g당 2.95mg,6.53mg이었으며,과피에서는 과육부보다

함량이 높아 10.77mg,38.90mg이라고 보고되고 있다.(81,82)

본 실험의 감귤 과피에서 추출한 조추출물 중의 플라보노이드 함량 중

hesperidin은 산귤과피 50% 에탄올 추출물에서는 0.139mg/g, 삼보감과피 50%

에탄올 추출물에서는 0.678mg/g,재래당유자과피 50% 에탄올 추출물에서는

0.107mg/g,재래유자과피 50% 에탄올 추출물에서는 0.189mg/g으로 삼보감과피

50% 에탄올 추출물에서가 hesperidin을 가장 많이 함유하고 있음을 확인하였고,

4종의 껍질에 모두 함유하고 있음도 확인하였다.Naraingin은 재래당유자과피와

재래유자의 과피에서 검출되었는데 재래당유자과피 30% 에탄올 추출물에서는

0.626mg/g,50% 에탄올 추출물에서는0.561mg/g,70% 에탄올 추출물에서는

0.595mg/g,95% 에탄올 추출물에서는 0.865mg/g이며,재래유자 과피 30% 에탄

올 추출물에서는 0.123mg/g,50% 에탄올 추출물에서는 0.151mg/g,70% 에탄올

추출물에서는 0.164mg/g,95% 에탄올 추출물에서는 0.182mg/g로 재래당유자과

피 95%에서 naringin을 가장 많이 함유하고 있음을 확인하였고,2종의 껍질에

함유하고 있음도 확인하였다.또한 rutinhydrate의 함량을 보면 재래당유자과피

30% 에탄올 추출물에서 0.060mg/g,50% 에탄올 추출물에서 0.054mg/g,70% 에

탄올 추출물에서 0.057mg/g,95% 에탄올 추출물에서 0.085mg/g이며,재래유자

과피 30% 에탄올 추출물에서는 0.09mg/g,50% 에탄올 추출물에서는 0.011mg/g,

70% 에탄올 추출물에서는 0.012mg/g,95% 에탄올 추출물에서는 0.015mg/g로
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재래당유자과피 95% 에탄올 추출물에서 rutinhydrate을 가장 많이 함유하고 있

음을 확인하였다.그리고 hesperetin은 산귤과피에서만 확인되었는데 산귤과피

30% 에탄올 추출물에서는 0.035mg/g,50% 에탄올 추출물에서는 0.042mg/g,

70% 에탄올 추출물에서는 0.052mg/g,95% 에탄올 추출물에서는 0.255mg/g로

에탄올의 비율이 30%,50% 70%,95% 증가함에 따라 성분 함량이 높아지는 것

을 확인 할 수 있었다.반면에 caffeicacid와 quercetin인 경우 모든 감귤류에서

검출한계 이하의 농도를 보였다.
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Fig.5.HPLCchromatogram ofpeelofCitrussunki_70%.

Fig.6.HPLCchromatogram ofpeelofCitrussulcata_70%.



-33-

Fig.7.HPLCchromatogram ofpeelofCitrusgrandis_70%.

Fig.8.HPLCchromatogram ofpeelofCitrusjunos_70%.
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Fig.9.HPLCchromatogram ofseedofCitrussunki_50%.

Fig.10.HPLCchromatogram ofseedofCitrussulcata_70%.
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Fig.11.HPLCchromatogram ofseedofCitrusgrandis_70%.

Fig.12.HPLCchromatogram ofseedofCitrusjunos_70%.
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Ⅴ. 요 약

감귤 과피와 종자의 생리활성능을 검토하기 위하여,물,30%,50%,70%,95%

의 에탄올 및 효소 추출물들의 DPPH radical,superoxideanionradical,hyroxyl

radical소거활성을 실험하였고,HPLC을 이용하여 flavonoid성분 함량을 분석하

였다.그 결과를 요약하면 다음과 같다.

1.DPPHscavengingactivity

제조된 8가지의 sample에 대하여 DPPH소거능을 농도별로 측정한 결과 모든

감귤 과피의 water추출물과 30% EtOH 추출물 및 50% EtOH 추출물에서 50%

이상의 DPPH소거능이 확인 되었고,70% EtOH 추출물에서는 산귤,삼보감,당

유자 과피에서 50% 이상의 DPPH소거능이 확인 되었다.그리고 95% EtOH 추

출물에서는 유자과피에서만 50% 이상의 DPPH소거능이 확인 되었다.

또한 산귤 과피의 50% EtOH 추출물에서 가장 높은 소거활성을 확인하였고

당유자와 유자 종자에서 전체적으로 낮은 소거활성을 확인할 수 있었다.

감귤 과피와 종자의 효소별 추출물의 DPPH freeradical소거활성은 탄수화물

분해효소추출물에서는 산귤과피 AMG 추출물이 60.5% 소거활성을 나타내었으

며,감귤종자의 경우 대체적으로 50%이하의 낮은 소거활성을 보였다.단백질분

해효소추출물 중 nutrase추출물의 소거활성이 대체적으로 높게 나타났으며,특

히 산귤과피 86.2%,당유자과피 77.1%의 높은 소거활성을 보였고,Kojizyme유

자과피 추출물은 70.0%의 소거활성을 나타내었으며,감귤종자추출물은 50%이하

의 낮은 소거활성을 보였다.
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2.Superoxideanionradicalscavengingactivity

제조된 8가지의 sample의 superoxideanionradical소거능을 농도별로 측정한

결과 모든 추출물에서 15% 이하의 소거능 활성을 나타내었다.삼보감,당유자

종자의 30% EtOH 추출물은 이들 중 상대적으로 높은 소거활성이 나타났으며

감귤 종자의 95% EtOH추출물에서는 저조한 소거활성을 확인하였다.

감귤 과피와 종자 추출물의 superoxideanionradical소거능을 농도별로 측정

한 결과 전체적으로15% 미만의 superoxideanionradical소거능을 확인하였고,

그 중 감귤종자 95% EtOH추출물에서는 낮은 활성을 확인하였다.

감귤 과피와 종자의 효소별 추출물의 superoxideanionradical소거활성은 탄

수화물분해효소추출물에서는 산귤과피 70.0～79.0%,삼보감과피 65.9～83.7%,당

유자과피 65.8～82.9%,유자과피 70.5～73.8%로 감귤류 과피의 superoxideanion

radical소거활성은 60%이상으로 대체적으로 높았으며,특히 탄수화물분해효소 중

AMG,ultaraflo을 이용한 추출물에서 70%이상의 높은 소거활성을 나타내었다.

감귤종자의 경우 대체적으로 낮은 소거활성을 보였으나 감귤과피의 결과와 마찬

가지로 탄수화물분해효소 중 AMG,ultaraflo을 이용한 추출물에서 70%이상의

높은 소거활성을 보여주고 있다.단백질분해효소추출물에서는 산귤과피 72.1～

79.3%, 삼보감과피 77.0～81.9%, 당유자과피 79.5～88.8%,유자과피 49.2～

80.6.0%의 소거활성을 보였으며,단백질분해효소를 이용한 감귤추출물의 소거활

성이 대체적으로 높았다.

3.Hydroxylradicalscavengingactivity

감귤 과피와 종자 추출물의 hydroxylradical소거능을 농도별로 측정한 결과

water추출물은 30% 이하의 hydroxylradical소거능이 확인되었고,30% EtOH,

50% EtOH,70% EtOH 와 95% EtOH 추출물에서는 50% 근처의 소거활성을 나

타내었다.
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감귤 과피와 종자의 hydroxylradical소거능을 농도별로 측정한 결과 water

추출물을 제외한 감귤 과피와 종자 모두에서 hydroxylradical소거능이 우수하

게 확인되었다.

4.Flavonoid함량 분석

4종의 감귤 과피 및 종자 중의 flavonoid함량을 분석한 결과,산귤과피에서는

hesperidin 0.730mg/g, hesperetin 0.255mg/g, 삼보감과피에서는 hesperidin

0.678mg/g,재래당유자과피에서는 hesperidin 0.206mg/g,naringin 0.865mg/g,

rutin hydrate 0.085mg/g의 함량을 보였으며,재래유자과피에서는 hesperidin

0.234mg/g,naringin 0.182mg/g,rutin hydrate 0.015mg/g의 함량을 보였다.

quercetin은 산귤과피에서 0.017mg/g,caffeicacid은 산귤,삼보감,재래당유자,

재래유자에서 소량의 흔적량을 나타내었다.
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