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요약 

  제주도에서 하우스 재배되고 있는 부지화(C. unshiu Marc × C.si

nensis Osb)×(C. reticulata Blanco)을 착색시기인 10월에서 다음해 

수확시기인 2월까지의 과실에 대한 β-Cryptoxanthin 함량을 조사하

였다. 부지화는 과육과 과피로 나누어 carotenoids추출에 이용하였

다. 추출할 carotenoids 중 β-Cryptoxanthin은 TLC(Thin-layer chro

matography)방법에 의하여 확인하였고, HPLC(High Performance 

Liquid chromatography)방법에 의하여 측정하였다. 부지화의 과피

내 β-Cryptoxanthin의 함량은 0.145mg%(10월)< 0.281mg%(11월)< 

0.384mg%(12월)< 1.23mg%(1월)< 1.707mg%(2월)mg%였다 그리

고 과육내 β-Cryptoxanthin은 함량은 0.06mg%(10월)<　0.079mg%

(11월)< 0.188mg%(12월)< 0.255mg%(1월)< 0.645mg%(2월)로 측

정되었다. β-Cryptoxanthin은 과육보다 과피의 함량이 많았고, 과실

이 성숙되어 가면서 함량이 증가함을 보였다.
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Ⅰ.  서론

  ‘한라봉(부지화)’는 만다린계의 교잡종으로 1972년에 일본 농림수산성과

수시험장에서 청견에 폰칸(중야)3호를 교배하여 최초로 육성되었으며, 이

후 많은 연구가 이루어져 1984년에 감귤 주산지현의 시험연구기관에서 농

림11호로서 농림등록 되었고 1997년 7월에 종묘법에 근가하는 품종등록으

로서 보급단계에 되었다.(河濑宪次.1999) 제주에는 1990년대 초반에 일부 

독농가와 농업기술센터의 시범사업으로 도입 재배되기 시작 하였다. 부지

화는 온주밀감에 비하여 과형이 독특하고 과육의 당도와 향미가 우수 할 

뿐만 아니라 먹기 쉬운 점 등 과실의 장점이 인정되어 1990년에는 품종명 

‘한라봉(C. unshiu Marc × C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco)라고 명

명되었다(Thurnham et al., 1998).

 제주농업기술센타의 부지화 재배실태 보고에 따르면 한국 내 재배면적은 

639.5ha, 생산량 6,940ton으로 이중 90%가 제주도내에서 생산되고 있다(T

hurnham et al., 1998). 부지화의 생리낙과종료는 6월 하순이고, 착색시기

는 10월 중순경이며 완색되는 시기는 12월 상순부터이다(Thurnham et a

l., 1998).  부지화는 독특한 영양생리적 특성 때문에 새로운 재배기술이 

요구 되고 있으며 짧은 재배역사로 인해 아직까지 확립된 재배기술이 없

다. 재배기술이 변화는 과실의 생리․화학적 변화를 가져오기 때문에 현

재 재배되고 있는 부지화의 기능성 성분에 대한 자료가 필요하다. 최근 

부지화에 대한 생육과 양분흡수에 관한 연구는 보고되었다(Whang et al., 

1995). 하지만 과실에 대한 유효성분의 변화는 보고가 없다.

현재 보고 된 Carotenoids는 40여종으로서 그 중 하나인 β-Cryptoxanthin

은 야채(채소)나 과일에 많이 존재하며, 특히 감귤류에 많은 함량이 존재

한다(Berg, 1999). 이 β-Cryptoxanthin은 hydrocarbon, carotenoise, lutein 

등과 함께 인간의 혈장과 조직에 존재한다(Krinsky et al., 1990). Vitami

n A의 주요 원료인 β-Cryptoxanthin는 항암 효과를 지닐 뿐만 아니라  
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면역력을 강화시킬 수 있는 생물학적 활성물질이다(Cooper et al., 1999). 

antimutagenicity가 주로 hydrocarbon Carotenoids(α- ,β-carotene, lycopen

e)와 Xanthophylls(lutein, β-Cryptoxanthin)등과 많은 관련이 있다고 보

고되었다(Pupin et al., 1999). 최근 생물학적 활성물질에 대한 연구가 활

발히 진행되고 있으며, Dorgan et al 은 β-Cryptoxanthin의 유방암에 대

한 강한 항암효과가 있음을 보고 하였다(Cunningham et al., 1996). 또한 

Nishio et al. 은 마우스를 이용한 대장암 실험에서 β-Cryptoxanthin이 β-

Carotene 보다 높은 활성을 나타낸다고 보고 하였다(Matsumura et al., 1

997).

생물학적 물질들의 기능이 밝혀짐에 따라 이물질들에 대한 정확한 정성․ 

정량 분석기술의 발전에 중요성을 더하였다(Berg, 1999)

HPLC는 각종 동․식물 및 식품의 추출물들로부터 분리되는 여러 종의 c

arotenoids를 분석하는데 중요한 장치이다(Rauscher et al., 1998)(Slattery 

et al., 2000). HPLC로 사용하여 여러 종의 Carotenoids의 분리와 특징들

에 대한 연구는 활발히 진행되고 있으며, KO et al.은 HPLC를 이용한 감

귤에서의  β-Cryptoxanthin 대해 보고하였다(Ko et al., 2000).

본 연구에서는 현재 보급 되고 있는 재배기술로 재배된 부지화 과실이 β-

Cryptoxanthin의 함량을 TLC, HPLC 방법을 통해 과실의 성숙과정에 오

는 변화량을 측정하였다.
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1. carotenoids의 생합성 경로

식물 carotenoid는 15개의 공유된 이중결합까지 포함할 수 있는 polyene 

사슬로 40-carbon isoprenoids이다. 그들의 화학적 특성 때문에, 

carotenoids는 모든 광합성 유기체의 필수적인 성분이다(Joseph, 2001).  

Carotenoids는 색소의 큰 군락 중의 하나를 형성하는데 식물에서 넓게 분

산되어 조직의 황색, 오렌지색 및 붉은색의 원인이 된다(Zhu et al., 

2002). 노란색, 오렌지색 및 붉은색 색소는 광산화로부터 보호하여 광합성

을 위한 빛을 얻고, 또한 많은 다른 중요한 기능을 한다. 광합성 유기체에 

있는 대부분의 중요한 carotenoids는 xanthophylls 또는 산화된 카로테노

이드이다(Sun et al., 1996). β-carotene과 같은 특정 순환기의 carotenoids

는 동물에 있는 비타민 A의 전구물질로 항암작용을 나타내는 중요한 영

양의 인자로서 현재의 관심대상이다(Matsumura et al., 1997)..

carotenoids의 생합성은 식물과 algae의 엽록체에서 발생한다(Cunningha

m et al., 1996). isopentenyl pyrophosphate(IPP)의 세 분자와 dimethylall

y pyrophosphate (DMAPP)의 한 분자의 축합은 모든 C40 carotenoids의 

반을 형성하는 diterpene geranylgeranyl pyrophosphate(GGPP) 을 생산

한다. 첫번째 비환형 C40 hydrocarbon carotenoid와 Phytoene 구성의 중요

한 단계는 C20과 geranylgeranyl pyrophosphate(GGPP)사이의 두 분자의 

말단과 말단간의 축합이다. geranylgeranyl pyrophosphate(GGPP)로부터

의 phytoene 생합성은 효소에 의해 phytoene synthase (PSY)로 촉매된 

두 단계 반응이다. 이 반응은 첫번째 C40 carotenoid, Phytene, 모든 식물

의 carotenoid의 골격을 만든다(Zhu et al., 2002). 

 Phytoene는 결과적으로 먼저 phytofluene의 형성 그리고 차례로 

beta-carotene, neurosporene와 lycopene으로 구성되는 일련의 네가지  

desaturation 반응이 이루어진다. 

이러한 desaturation 반응은 carotenoid 색소에 있는 발색단과 그것에 의

하여 무색의 phytoene에서 pink색 lycopene으로 되는 carbon-carbon 이중
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결합을 연속적으로 연장하기 위해 공급한다. phytoene에 의한 네 순차적

인 desaturation 작용은 식물에 있는 두 효소에 의해 촉매된다[phytoene 

desaturase(PDS)와 β-carotene desaturase(ZDS)].

광합성 유기체에 있는 lycopene의 고리화는 carotenoids 생합성 경로에 중

요한 분기점을 나타낸다. 두 β-rings을 갖는 β-Carotene은 필수적인 최종

생성물이며, 식물의 광합성 기관에서 일반적으로 제공되는 몇몇 다른 car

otenoids를 위한 전구물질의 역할을 한다. 하나의 β와 하나의 β-ring을 갖

는 β-Carotene은 많은 녹색식물의 광합성 막에 있는 주된 carotenoid 색소

인 lutein의 직접적인 전구물질이다. 두 β-ring이 있는 Carotenoids는 식물

에서 일반적으로는 발견되지 않는다. Xanthophylls 또는 산화된 carotenoi

ds는 식물의 틸라코이드 막에 있는 carotenoid 색소의 대부분을 구성한다

(Cunningham et al., 1996). 효소의 몇몇은 산소 공유 그룹으로 변경된 c

arotenoids와 xanthophyll 생합성에 깊이 관련되며, 또한 박테리아와 고등

식물에서의 β-cryptoxanthin과  zeaxanthin과 같은 특징을 갖는다.(Linde

n, 1999) (Figure 1)
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2. β-Cryptoxanthin

  감귤 과실에서의 Carotenoids는 폭넓게 사람의 건강을 보호한다고 알려

져 왔다(Matsumura et al., 1997). 다양한 천연 Carotenoids는 anticarcino

genic 활성을 가지고 있다고 증명되었다(Nishino et al., 1998). 면역학적인 

몇몇 연구는 Carotenoid소비와 어떠한 암의 발생 사이의 역관계를 확인하

였다(Riso et al., 1997),(Cunningham et al., 1996). 감귤류 과실로부터의 

Carotenoids의 항암 효과는 주로 그들의 항산화 기능 때문이다(Sumida et 

al., 1999). 최근 arotenoids는 유익한 건강 영향이 보고되어 주의를 끌었다

(Pupin et al., 1998),(Matsumura et al., 1997). 특별히 β-Cryptoxanthin 

기능은 사람의 질병에 대하여 보호하는 역할을 한다(Hirschberg et al., 20

01),(Stewart et al., 1977). β-Cryptoxanthin은 antioncogene의 발현을 자

극하기 위해 제시되었다(Nishino et al., 1998).

Dorgan et al.은 β-Cryptoxanthin이 유방암에서 항암활성 효과를 보여준

다고 보고되었다(Dorgan et al., 1998). 쥐에서의 피부암이나 결장암을 막

는 vivo 실험에서 β-Cryptoxanthin은 β-carotene보다 높은 항암 활성을 

보여준다(Matsumura et al., 1997). 

최근, 다양한 건강과 영양활성에 이용되는 음식에 들어있는 보다 정확한 

자료와 여러 가지 Carotenoids의 농축 얻는 데에 중요성이 있다(Sumida 

et al., 1999). 감귤류 과실의 각각의 Carotenoid 함량 자료는 더욱더 중요

하게 되었다. 분리와 검출 quantitation 과정의 다양한 변화는 Carotenoids

의 연구에서 사용되었다(Sumida et al., 1999).

Nisio et al.에 감귤류 unshiu Marcovitch는 미국에서 재배된 그레이프프

룻, 레몬, 오렌지보다 엄청난 양의 포함한다고 보고하였다(Matsumura et 

al., 1997). 감귤류 과실로부터 Carotenoids의 분리에 관계된 몇 가지의 보

고는 있지만, 국내의 감귤류 과실과 외국의 감귤류과실에서의 β-Cryptoxa

nthin의 체계적인 분석 또한 보고되어 지고 있다.
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Ⅱ.  재료 및 방법

1. 재료

  본 실험에서 사용된 시료는 착색시기인 10월부터 수확시기인 다음해 2

월까지 시설재배된 것으로서 농가에서 수확되었다. 수확된 과실은 과육과 

과피로 나누어 각각 슬라이스 처리하여 -70℃에서 냉동 하였다. -70℃에

서 냉동된 시료를 carotenoids 추출에 사용하였다.

2. 시약

  Standard로 사용된 β-Cryptoxanthin, β-carotene은 각각 Sigma Chemic

al Co.(St. Louis, MO, USA) 와 Extrasynthese(Genay, France)로부터 구

입하였다. 항산화제로는 0.1%의 butylated hydroxy toluen (BHT, sigma, 

USA)을 사용하였다. 이외 분석에 사용한 모든 시약은 HPLC-grade를 사

용하였다.
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3. Chromatography

  Carotenoid는 silica gel TLC plates(silica gel 60 F254, Merck, USA)로 

분석하였으며 Hexane/Acetone(3/1, v/v)를 전개용매로 사용하였다.

HPLC(High Performance Liquid chromatography)장치는 Spectra-physic

s (spectra SYSTEM) P4000 pump(spectra- physics Analytical, Inc,CA,

USA) UV1000 uv/vis detector(spectra- physics Analytical, Inc,CA,US

A) 그리고 As3500 Autosampler (TSP Inc., CA,USA)로 구성되어 있다.  

분리는 μ Bondapak TM  C18 revers phase column(3.9×300mm, particle s

ize 10㎛)(waters chromatography, Milford, MA, USA)을 사용하였다. H

PLC분석에 사용된 이동상은 Methanol, water와 methyl tert-butyl ether

(MTBE)로 HPLC-grade를 0.5㎛ PTFE membrane filter(ADVANTEC) 

MFS, Inc, CA, USA)로 여과하여 사용하였다. 분석조건은 Table 1.과 같

다.  시료주입량을 20㎕이며, 445nm에서 흡광도를 측정하였다.
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4. carotenoids의 추출

  과피 10g(또는 100g의 과육)에 Mgco3 1g과 40% methanol 70㎖를 가

하여 juice mixer(LG, seoul, korea)를 이용하여 분쇄한다. 분쇄 후 7000rp

m으로 7분간 원심분리를 한다. 원심분리(7000rpm, 7min, 10℃)를 통해 

상등액을 분리․제거한다. 상등액을 제거한 과피에 0.1% BTH를 함유한 

Acetone/methanol (7/3, v/v), 140㎖를 가하여 1시간동안 교반(170rpm, 

10℃)한 후 감압여과장치를 이용하여 여과한다. 이 과정을 색소가 모두 

추출될 때 까지 반복하여 실행한다.

추출물은 1L 분액깔때기에 넣고 3차증류수 150㎖, ethyl ether 250㎖와1

0% NaCl 100㎖를 가하여 흔들어 준 다음 분액이 될 때까지 놓아둔다.

분액된 상층과 하층에서 상층(ether층)을 분리하여 vacuum evaporator 

(EyEra, Japan)를 이용하여 35℃에서 농축시킨다.

농축액에 ethyl ether 10㎖과 20% methnaolic KOH 10㎖를 첨가하여 2시

간동안 실온의 암소에서 Saponification 한다. Saponify 된 것을 분액깔때

기에 옮기고, 포화상태인 NH4Cl용액 20㎖와 ethyl ether 50㎖를 첨가하여 

유기층과 수용층으로 분액한다. 수용층을 제거하고 3차증류수로 여러 번 

반복하여 씻어준다. 씻어준 수용층은 제거하고, 유기층은 농축, 건조(3

5℃)시킨다. 완전건조가 되면 1% BHT가 함유된 MTBE/methanol(1/1,v

/v) 5㎖에 재용해시키고 0.45㎛ PTFE Syring filter (Micro Filtration Sy

stem, CA, USA)를 통해 여과하였다. 위 과정으로부터 추출․정제된 caro

tenoid를 HPLC 분석에 이용하였다.(Fig. 1)
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Ⅲ.  결과 및 고찰

  부지화에서의 Carotenoid추출은 성공적으로 이루어 졌으며 추출된   Ca

rotenoid중 β-Cryptoxanthin은 표품과 부지화의 과육과 과피로부터 추

출․정제한  Carotenoids를 함께 전개하는 TLC방법으로 확인되었다. 전

개한 TLC는 Fig. 3, 4 에서 보는 것과 같이 다른 화합물과 함께 확인되

었으며 Rf 0.9에서 β-carotene, Rf 0.32에서 β-Cryptoxanthin이 뚜렷한 밴

드로 확인되었다. 또한 착색기인 10월에서부터 수확기인 2월로 갈수록 β-

Cryptoxanthin의 밴드가 진해지는 것을 볼 수 있다. 

HPLC 분석된 결과는 Fig 5, 6에서 보듯이 HPLC분석조건(table.1) 하에

서 β-Cryptoxanthin은 다른 화합물들에 비하여 잘 분리 되었으며, retenti

on time 20-25분에서 확인 되었다. retention time 27분에 peak는 β-carot

ene이다.  부지화의 과육의 HPLC분석결과로부터  β-Cryptoxanthin의 면

적 값을 Standard로부터 얻은 검량선(fig. 2)에 대입하여 함량 값을 산출

하였다. 

분석된  β-Cryptoxanthin의 함량 값은 과육에서 10월에 0.06mg%, 11월이 

0.079mg%, 12월이 0.188mg%, 1월이 0.255mg%, 2월이 0.645mg%였으며, 

과피에서 10월에 0.145mg%, 11월이 0.281mg%, 12월이 0.384mg%, 1월이 

1.23mg%, 2월이 1.707mg%였다.(Fig. 7, 8)

과육과 과피 모두 착색기인 10월에 가장 낮은 함량을 나타내었고 수확기

인 2월에 가장 높은 함량을 나타내었다. 이사실로부터 과실이 익어 감에 

따라 β-Cryptoxanthin의 함량이 증가함을 알 수 있다.

또한 과실의 성숙되어가면서 비대기에 급격한 무게의 증가를 보이나 β-C

ryptoxanthin의 함량은 높은 증가를 보이지 않았다.

그러나 12월 착색시기가 종결되면서 급격한 함량의 증가를 보였는데 부지

화 과피의 β-Cryptoxanthin함량은 11월에서 12월에  0.85mg% 높은 증가

를 보였다.  과육에서는 12월보다 한달 늦은 1월에 비해 2월이 0.385mg%

로 높은 증가를 보였다. 이 함량의 증가는 외부로부터의 스트레스에 의한 
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증가이거나 생물이 갖고 있는 독특한 메타볼리즘에 의한 것으로 판단된

다.

본 연구로부터 얻어진 결과들은 재배방법의 변화로부터 유용한 성분의 함

량을 증가시킬 수 있다고 판단된다. 또한 최근 들어 β-Cryptoxanthin과 

같은 항암성분의 있는 물질에 관여하는 유전자를 찾아내어 유용한 물질이  

존재하지 않는 식물체에 적용하는 형질전환식물체연구 및 유용한 물질의 

함량을 증폭하기 위한 전사조절 유전자의 연구가 활발히 진행되고 있는 

반면 재배방법의 변화로 함량의 증가를 이끌 수 있는 연구는 이루어지지 

않고 있다. 어떠한 재배방법의 변화나 유전자조작에 의한 함량의 증가를 

평가하기 위해서는 현재의 재배방법에서 재배된 과실에서의 함량에 관한 

기본적인 자료가 있어야 되므로 본 연구의 중요성을 둘 수 있다.
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Table 1. Operating condition of HPLC for carotenoids.

Solvent Degassers :
Spectra-physics Analytical, Inc. part number 

A0099-504

Gradient pumps : Spectra-physics Analytical, Inc. (P4000)

Autosamplers : Thermo Separation Products Inc. (AS1000)

UV/Vis Detectors : Spectra-physics Analytical, Inc. (UV1000)

Column : 
 μ  Bondapak TM  C18 revers phase column

  (125Å, 10㎛, 3.9×300mm), waters 

Mobile phase

       A solvent = MeOH : H2O : MTBE = 95 : 1 : 4

       B solvent = MeOH : H2O : MTBE = 25 : 71 : 1

       Injection volume : 20㎕

       temperature :  room temp

       Flow rate :  1 ㎖ / min

       Wave length : 445nm

Gradient table

Time(mim) A(%) B(%)

0 100 0

12 100 0

25 0 100

30 100 0
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Figure 1. Extract scheme of carotenoids in peel and flesh of  [(C. 

unshiu Marc × C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco)].
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Calibration Curve

y = 0.00000007 x  + 0.01598274

R2 = 0.99807763

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 5000000 10000000 15000000 20000000 25000000 30000000

Area %

㎍
/2

0
㎕

  

Figure 2. Standard Calibration of  β-cryptoxanthin by HPLC
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Figure 3. TLC chromatograms of standards of  β-cryptoxanthin, and 

carotenoids peel of [(C. unshiu Marc × C.sinensis Osb)×(C. reticulata 

Blanco)] varieties.  A : Standard of  β-cryptoxanthin,  B : Oct. ,   C 

: Nov. ,  D :  Dec. ,  E : Jan. ,  F : Feb.

TLC conditions : 1) Plate; Silica gel 60 F254 TLC (Merck), 2) 

Solvent system; Hexane/Acetone(75/25, v/v)
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Figure 4. TLC chromatograms of standards of  β-cryptoxanthin, and 

carotenoids flesh of [(C. unshiu Marc × C.sinensis Osb)×(C. reticulata 

Blanco)] varieties.

A : Standard of  β-cryptoxanthin,  B : Oct. ,   C : Nov. ,  D :  

Dec. ,  E : Jan. ,  F : Feb.

TLC conditions : 1) Plate; Silica gel 60 F254 TLC (Merck), 2) 

Solvent system; Hexane/Acetone(75/25, v/v)
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Figure 5.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Standard of 

-cryptoxanthin.
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4
Figure 6.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Oct.
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80

Figure 7.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Nov.



- 19 -

90
Figure 8.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Dec.
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400

Figure 9.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Jan.
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450

Figure 10.  β-Cryptoxanthin content from flesh of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Feb.
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Figure 11. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties.  Standard of 

-cryptoxanthin
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90
Figure 12. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Oct.
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160
Figure 13. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Nov. 
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Figure 14. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Dec.
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1600

Figure 15. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Jan.
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1400Figure 16. β-Cryptoxanthin content from peel of (C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco) varieties. Feb.
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Figure 17. β-Cryptoxanthin content from flesh  of [(C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco)] varieties.

A : Oct. ,   B : Nov. ,  C :  Dec. ,  D : Jan. ,  E : Feb.
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Figure18. β-Cryptoxanthin content from flesh of[(C. unshiu Marc × 

C.sinensis Osb)×(C. reticulata Blanco)] varieties.

A : Oct. ,   B : Nov. ,  C :  Dec. ,  D : Jan. ,  E : Feb.
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