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ABSTRACT 

 

‘Satuma mandarin’ of Citrus, yield of which is the highest among fruits produced in 

Jeju Island, is extensively consumed for processed food items. The amount of by-

products of citrus produced from the processing within a short period after the 

harvest is tremendous. These by-products are mostly dumped into land or neglected 

because of coast involved in processing them. Various studies are currently 

underway to effectively deal with these by-products. 

In the present study, we aimed to explore the usefulness of the by-products as a new 

material by examining the anti-oxidative and anti-microbial activity of essential oil 

extracted from citrus peels, and anti-oxidative and anti-inflammatory activity of 

fermented extracts of citrus peels. 

First, essential oils were extracted from peels of mature fruit of Unshu (Citrus 

unshiu), and of immature and mature fruit of Setoka (Citrus unshiu x Citrus sinensis] 

x Citrus reticulate] x [Citrus reticulata x Citrus sinensis]), and the anti-oxidative 

activity (DPPH radical) of the essential oil was measured. The anti-oxidative activity 

of immature fruit of Setoka was the highest. Test of anti-microbial activity using 

paper disc method showed that the essential oils of citrus was excellent against food 

poisoning bacteria, L. mono and acne causing bacteria P. acnes. In particular, the 

anti-microbial activity of immature fruit of Setoka was the highest. 

 Second, the peel of Unshu (C. unshiu) was fermented and the changes in 

physiological activity of extracts from the fermented peels were examined. 

Hydrothermal extraction of pulverized peels of citrus was performed, and Aspergillus 

niger was added to the extract. Then the extract was shake-cultured, and extraction 
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was performed using EtOAc. As a control group, we extracted peel from 

hydrothermal extraction to EtOAc in advance addition A. niger. Anti-oxidative 

activity (DPPH, Superoxide anion radical) measured by ESR spectrophotometer 

showed that extracts obtained after fermentation had better concentration-dependent 

activity than extracts obtained before fermentation. In addition, anti-inflammatory 

activity of the extracts was examined using RAW264.7 murine macrophage cells 

stimulated with LPS. NO production, iNOS, and COX-2 expression significantly 

decreased more in extracts obtained after fermentation than extracts obtained before 

fermentation. TNF-α and IL-6 production, both of which are pro-inflammatory 

cytokine were inhibited by extracts obtained after fermentation. HPLC analysis of 

the extracts obtained before and after fermentation showed that neohesperidin level 

considerably increased after fermentation, and hesperetin-7-O-glucose and feruloyl 

methane that were not observed before fermentation were found after the 

fermentation. As neohesperidin which increased a lot did not show considerable 

activity, further test of newly produced single material is expected to reveal anti-

inflammatory mechanism. It is expected that the identification and promotion of the 

function of the by-products of citrus will help find a new use of citrus of Jeju Island.     
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Ⅰ. 서 론 

 

감귤은 우리나라 과수 생산량의 30%를 차지하는 국내에서 가장 많이 

생산되는 과일로서, 과실 그 자체로 식용될 뿐만 아니라 주스, 통조림 등의 

가공제품으로 20% 이상이 소비되고 있다[2, 18, 23]. 감귤은 타 과실에 비해서 

풍부한 과즙, 독특한 향미 및 고유한 색을 가지고 있을 뿐만 아니라 고 기능성 

성분들의 보고로 잘 알려져 있다[19]. 감귤류의 flavonoid 는 현재까지 약 

60 여종 이상의 구조가 밝혀져 있으나, 주요 성분인 hesperidin, neohesperidin 

및 naringin 에 대한 분석이 주로 연구되어 왔으며[3, 17, 24, 27], 기능성에 

대한 연구로는 항산화 작용[6], 고지혈증 억제작용[10, 15], 항균효과[4], 

암세포의 증식 억제[12, 29], 고혈압 예방, 혈관 건강 증진[1, 11, 26] 등이 

보고되어 있다. 또한, 최근 여러 연구자들에 의해 감귤류의 암 예방물질에 관한 

연구가 활발히 진행되면서 flavone 류 중 polymethoxyflavone 류가 감귤류의 

특징적인 성분으로 밝혀졌고, 혈소판 응집억제, 임파구 증식억제, 항 궤양, 

항염증 등의 생리활성을 나타내는 것으로 보고되고 있다[13].  

하지만 감귤류의 대표적인 flavonoid 인 naringin, hesperidin 및 

neohesperidin 등은 배당체 형태로 이루어져 있어 aglycone (비당체) 형태인 

naringenin 및 hesperetin 에 비하여 생리활성이 떨어지므로, 감귤 배당체 

형태의 flavonoid 를 aglycone 형태로 전환함으로써 기능성 향상을 기대할 수 

있다. 

이에 본 연구에서는 특정 미생물을 이용하여 배당체 형태인 flavonoid 

화합물들을 aglycone 형태로 전환함과 동시에, 세포벽 구성성분의 가수분해를 

통하여 유효 생리활성 성분의 추출성을 증대시키고자 하였다.  
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본 연구에 사용된 Aspergillus niger 는 주로 식품 발효에 쓰이고 있으나 

구연산 제조[8]나 일부 약품생산에도 유용하게 이용되고 있어 온주밀감의 과피 

발효에 사용하여 온주밀감 과피의 항산화 활성 뿐만 아니라 염증 억제 효과 

증대 여부를 확인하고자 하였다.  

감귤의 발효 산물을 이용한 항산화 효과와 항 염증 효과와의 연관관계 및 그 

기전을 밝히는 것은 기본적인 효능연구와 향후 기능성 소재 개발과정에 있어서 

중요한 의미가 있다고 할 수 있다. 

 항산화 반응이 우리 몸에 필요한 이유는 산화스트레스(Oxidative stress)는 생

체에서 여러 중요한 기본적인 생명현상이며, 산화반응이 일어나면 세포 내 미토

콘드리아와 peroxisome, 그리고 xanthine oxidase, NADPH oxidase 및 

cyclooxygenase (COX) 등과 같은 효소들은 oxygen, superoxide, hydroxyl 

radical (·OH), hydrogen peroxide (H2O2) 등과 같은 염증반응에 관여하는 활

성 산소종(reactive oxygen species, ROS)를 생성하여 직·간접적인 손상을 일

으킨다고 알려져 있다[41].  

이러한 염증 반응은 생체나 조직에 물리적인 작용이나 화학적 물질, 세균 감염 

등의 침습이 가해지면 국소적으로 histamine, serotonine, bradykinin, 

prostaglandins, hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE), leukotriene 과 같은 

혈관 활성 물질이 유리되어 혈관 투과성이 증대 되면서 염증을 유발한다. 또한 

지속적인 염증 반응은 점막 손상을 촉진하고, 그 결과 일부에서는 암 발생 등의 

질환을 일으킨다[50].  

염증에 관여하는 염증 매개 물질의 형성은 phospholipase A2 의 활성으로 

인하여 arachidonic acid 가 prostaglandin 으로 바뀌는 과정 및 nitric oxide 

(NO) 형성 과정으로 이어지게 된다. 체내 염증 과정에서는 과량의 NO 및 
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prostaglandin E2(PGE2)등의 염증인자가 inducibile nitric oxide synthase 

(iNOS) 및 cyclooxygenase-2(COX-2)에 의해 형성된다[48].  

일반적인 NO 의 형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 

역할을 하지만[49], 염증 상태에서 iNOS 에 의해 과잉 생산된 NO 는 혈관 

투과성, 부종 등의 염증 반응을 촉진 시킬 뿐만 아니라 염증 매개체의 생합성을 

촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다[36]. 또한, COX-2 는 

염증반응, 면역반응에 깊이 관여하고 있는 PGE2 를 형성시킨다[35]. 이와 같은 

염증 매개인자들의 발현을 조절할 수 있는 물질이 염증질환의 예방 및 

치료제로서 주목을 받고 있다. 

대식세포(macrophage)는 염증 반응 시 NO 와 cytokine 을 생산하여 감염 

초기에 생체방어에 중요한 역할을 한다. 내독소로 알려진 lipopolysacharide 

(LPS)는 그람-음성균의 세포 외막에 존재하며, macrophage 또는 monocyte 

cell 에서 tumor necrosis factor- α (TNF-α), interleukin-6(IL-6), 

interleukin-1β(IL-1β)와 같은 pro-inflammatory cytokine 들을 

증가시킨다[31]. 최근에 개발되어 광범위하게 사용되고 있는 합성 항산화제의 

많은 부작용들로 인해서 천연물질 중에서 항산화 기능을 갖고 있는 

생리활성물질을 찾고 개발하려는 노력이 많이 이루어지고 있다[46]. 실제로 

항산화 효과가 있는 물질들은 동시에 높은 항 염증 작용을 수반하는 경우가 

많아서[38, 40, 47], 동맥경화, 고혈압, 당뇨, 암, 관절염 등과 같은 산화적 

손상과 관련이 높은 만성 염증성 질환에 대한 치료 및 개선제로서의 개발 

가능성도 매우 높다. 

이에 본 연구에서는 감귤 과피의 유효물질들이 이러한 염증반응을 효과적으로 

억제시키는지 검토하고자 LPS 로 자극된 RAW264.7 macrophage 세포에서 
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세포가 방출하는 NO 생성량과, iNOS 및 COX-2 단백의 발현과 염증성 

사이토카인인 TNF-α와 IL-6 의 변화를 조사하여 항 염증성 기능의 유무와 

정도를 알아보고자 하였다. 

또한 감귤 과피에는 carotenoid 류, bioflavonoid 류, pectin 및 terpene 류가 

과육보다 풍부하게 함유되어 있다[7]. 그러나 이러한 중요한 기능성 물질들을 

함유하고 있는 감귤 과피는 그 일부가 한약재로 쓰이는 것 외에는 대부분 

자연에 투기 또는 방치됨으로써 환경오염 문제가 심각하게 대두되고 있다. 

최근에는 가축 사료나 토양 비료로 이용하는 등 다양한 시도가 이루어지고 

있으나 아직 미비한 실정이며 이를 좀 더 효율적이고 친환경적으로 해결하고자 

많은 연구 중에 있다. 

이에 본 연구에서는 감귤 과피의 또 다른 활용 방안 모색을 위해 감귤 

과피에서 정유 성분을 추출하여 새로운 기능성 소재로 활용 가능성을 

검토하고자 연구를 진행하였다. 

 정유는 식물의 특성에 따라 꽃, 잎, 줄기, 열매, 뿌리 등 각기 다른 부위로부터 

추출이 가능하다. 식물에서 추출된 정유성분의 여러 가지 의학적 효과들 중에서 

특히 살균, 방부효과는 인체와 일상 환경에 필요성이 부각되어 현대인들의 많은 

관심을 받고 있다. 특히, 식품 및 화장품 업계에서는 다양한 균주에서 

광범위하게 효과를 나타내는 천연항균제와 항산화제로서 식물성 정유를 

이용하려는 시도가 이루어지고 있다. 이처럼 식물성 천연 정유는 본래 향미 기능 

외에 부가가치가 상승되고 있다. 

 감귤의 정유성분은 과피 바깥쪽 flavedo (과피 색소층)에 산재되어 있는 

무수한 유포 층에 약 1%가 포함되어 있다. 그 대부분은 리모넨(d-

limonene)이며, 그 외에 aldehyde, alchol, ester, ketone, organic acid 등의 
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방향물질과 이들을 용해하여 주고 있는 terpene 류와 왁스를 함유하고 있다[9, 

21].  

감귤 류 과피에 많이 포함되어 있는 것으로 알려진 limonene 은 중추신경의 

흥분을 진정시켜주며 항암작용이 있는 것으로 알려져 있는데, 상쾌한 향과 

인체에 대한 무독성 때문에 향수, 방향제, 비누 등의 화장품과 식품산업 등에 

널리 사용되고 있다[16, 25].  

본 연구에서는 아직 보고된 바가 없는 세토카(Setoka, 천혜향®)의 미숙과 및 

완숙과 과피의 정유 성분을 추출하여 항균, 항염 등의 활성이 있는 에센셜 

오일을 이용한 천연 원료를 개발하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

감귤 시료 

 

농촌진흥청 국립원예특작과학원 감귤시험장에서 재배되고 있는 온주밀감 

(Citrus unshiu)과 세토카(Setoka, [Citrus unshiu x Citrus sinensis] x Citrus 

reticulate]x [Citrus reticulata x Citrus sinensis])를 2010년 12월에 채집하여 

사용하였다. 세토카 미숙과는 같은 해 9월에 채집하였다. 정유성분은 온주밀감과 

세토카를 이용하여 추출하였고, 발효는 온주밀감의 과피를 자연건조 시킨 후, 

분말화 하여 실험에 사용하였다(Fig. 1). 

 

 

Fig. 1. Pictures of Unshu, matured and immatured Setoka. 
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정유성분 추출 

 

정유성분은 과피를 증류정유추출장치에서 추출한 후, 갈색 병에 담아 4℃에 

보관하여 실험에 사용하였다. 

 

 

발효  

 

발효에 사용한 미생물은 Aspergillus niger KCTC6913 으로서,  

한국생물자원센터(Korean Collection for Type Cultures, KCTC)에서 분양 

받아 실험에 사용하였다. 

 

 

발효조건 

 

 미생물의 seed 배양은 열수 추출한 potato dextrose broth (PDB)를 사용하여 

30℃에서 2 일 동안 진탕 배양 하였다. 발효를 위해 5%(v/v) 온주밀감 과피 

분말이 함유된 PDB 배지를 사용하였으며, seed 배양한 균주를 5L Jar 

fermentor 에 10%(v/v) 접종한 후 30℃ 항온 조건에서 5 일 동안 진탕 

배양하였다.  
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항산화 활성 측정 

 

-DPPH radical scavenging activity test 

 

시료의 DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging activity 

test 는 Nanjo 등의 방법[20]에 의하여 측정하였다. 10 µL 시료용액에 90 µL 

DPPH 용액(0.2 mM)을 첨가하여 2 분 동안 반응시키고, quartz capillary 

tube 에 옮긴 후 electron spin resonance (ESR) spectrophotometer (JEOL 

Lts., Tokyo, Japan)로 측정하였다.  

시료에 대한 radical 소거율(%)은 아래의 식을 이용하여 계산하였으며, ESR 

분석 조건은 다음 표와 같았다(Table 1). 

 

 

Table 1. ESR spectroscopy conditions of the control factors of DPPH radical 

scavenging activity 
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-Superoxide radical scavenging activity test 

 

 1.5 M 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide (DMPO, in potassium 

phosphate buffer, pH 7.4), 5 mM 2,6-dihydroxypurin (xanthine), 0.25 

U/mL xanthine oxidase, 그리고 각 시료들을 농도 별로 준비하여 실험을 

수행하였다. sample 10 μL, DMPO 30 μL, xanthine 30 μL, xanthine 

oxidase 30 μL 를 넣고 25℃에서 5 분 동안 반응시키고, quartz capillary 

tube 에 옮긴 후 ESR spectrophotometer 로 측정하였다.  

시료에 대한 radical 소거율(%)은 아래의 식을 이용하여 계산하였으며, ESR 

분석 조건은 다음 표와 같았다(Table 2). 

 

 

Table 2. ESR spectroscopy conditions of the control factors of superoxide 

anion radical scavenging activity 
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항균활성 측정 

 

-Paper disc diffusion method 

 

 정유성분의 항균활성을 측정하기 위해 식중독 유발균인 Listeria monocytogen, 

Salmonella thypimurium, 여드름 유발균인 Staphylococcus epidermidis 와 

Propionibacterium acnes 에 대하여 Piddock[23]과 Kudo[14] 등의 방법에 

준하여 실시하였다. 모든 균은 0.8% agar 를 포함하는 배지에 0.5 

MacFarland 로 넣어 1.5 % agar 를 포함하는 각각의 배지 위에 붓고, 배지가 

굳으면 시료 용액을 포함하는 직경 8 mm 의 멸균된 paper disc 를 올려 

37℃에서 24-48 시간 배양한 다음 디스크 주변에 형성된 inhibition zone 의 

직경(mm)을 측정하였다.  

Listeria monocytogen 은 LA 배지, Salmonella thypimurium 은 NB 배지, 

Staphylococcus epidermidis 는 TSA 배지에서 37℃에 호기 배양하였고, 

Propionibacterium acnes 는 37℃에서 혐기 배양하였다. 
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물질 추출 

 

배양이 종료된 감귤 발효물은 여과지로 여과한 후 동량의 ethyl 

acetate(EtOAc)를 첨가하여 2 시간 동안 교반 추출하고 EtOAc 층만 분리 후, 

감압 농축하여 사용하였다. 

발효군과 동일한 양의 온주밀감 과피 분말을 함유하는 PDB 배지에 미생물을 

접종하지 않고 EtOAc 추출한 추출물을 발효 전 실험군의 시료로 사용하였다. 
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항염 활성 측정 

 

-세포 배양 

 

Murine macrophage cell line 인 RAW264.7 은 Korean Cell Line Bank 

(KCLB)로부터 분양 받아 1% Penicillin-streptomycin 과 10% fetal bovine 

serum (FBS)이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 

배양하였으며, 3 일에 한 번씩 계대배양 하였다. Lipopoly-saccharide (LPS, E. 

coli serotype 0111:B4)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO., USA)로부터 

구입하여 사용하였다. 

 

 

-Cell viability 

 

RAW264.7 세포 (1.5×105 cells/mL)를 18 시간 전 배양하고 시료와 LPS (1 

μg/mL)를 동시 처리하여 24 시간 배양한 후, 3-(4,5dimethylthiazol)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich) 100 μg 을 첨가하여 

4 시간 동안 추가 배양하였다. 1,000 rpm 에서 10 분간 원심 분리한 후 배지를 

제거한 다음, dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich) 200 μL 를 가하여 

MTT 의 환원에 의해 생성된 formazan 침전물을 용해시켜 540 nm 에서 

흡광도를 측정하였다. 각 시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군의 

흡광도 값과 비교하여 생장억제 정도를 조사하였다. 
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-Nitric oxide(NO) 측정 

 

 RAW264.7 cell (1.5×106 cells/mL)을 18 시간 전 배양 후, 시료와 LPS (1 

μg/mL)를 동시 처리하여 24 시간 배양하였다. 생성된 NO 의 양은 Griess 

시약을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는 NO2
- 형태로 측정하였다. 세포배양 

상등액 100 μL 와 Griess 시약 [1%(w/v) sulfanilamide, 0.1%(w/v) 

nathylethylenediamine in 2.5%(v/v) phosphoric acid] 100 μL 를 혼합하여 

96 well plate 에서 10 분 동안 반응시킨 후 540 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 

NO 의 농도는 sodium nitrite (NaNO2)를 표준용액으로 사용하여 정량하였다. 

 

 

-염증성 사이토카인(TNF-α, Interleukin -6 ) 측정 

 

RAW264.7 cell (1.5×106 cells/mL)을 24 시간 배양 후, LPS 를 1 μg/mL 로 

처리하여 cytokine 생성을 자극하고 동시에 시료를 농도 별로 처리하였다. 

24 시간 배양 후 상등액을 취하여, 각각 BD Bioscience 사(USA)의 mouse 

TNF-α 및 mouse IL-6 ELISA kit 를 사용하여 cytokine 을 정량하였다. 
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-Immunoblotting 

 

세포의 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현을 Western blot analysis 로 

확인하였다. RAW264.7 cell (1.0×106 cells/mL)을 18 시간 전 배양 후, LPS 

(1 μg/mL)와 시료를 농도 별로 동시 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 

세포를 PBS (phosphate buffered saline)로 세척하고 200 μL 의 lysis buffer 

(Pro-prep, Intron biotechnology)를 가하여 균질화 한 후, 14000 rpm 에서 

20 분간 원심분리하여 상등액을 취하였다. 단백질 농도는 BSA (bovine serum 

albumin)를 표준용액으로 하여 Bio-Rad Protein assay kit 로 정량 하였다. 

동일한 양의 단백질(30 μg/sample)을 SDS-PAGE (polyacrylamide gel 

electrophoresis)로 전기영동 한 후, pore size 45 μm PVDF membrane 

(Millipore, USA)으로 단백질을 transfer 하였다. 1 차 항체는 NOS2 (1:1000 

dilutions; Santa Cruz Biotechnology), COX-2 (1:1000 dilutions; Santa Cruz 

Biotechnology) 및 β-actin (1:5000 dilutions; Sigma)을 사용하였고 2 차 

항체는 HRP 가 결함된 anti-moust IgG 및 anti-goat IgG(1:5000 dilutions; 

Santa Cruz Biotechnology)를 사용하였다. ECL 기질(West-zol, Intron 

biotechnology)과 반응 시킨 후, MCID Analysis 7.0 Software(MCIDTM, 

USA)를 이용하여 각각의 단백질 발현 정도를 분석하였다. 
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물질 성분분석 

 

-시약 

 

 실험에 이용된 모든 시약은 HPLC grade 를 사용하였다. acetonitrile 과 acetic 

acid 는 Merck, HPLC 분석에 사용된 표준물질 (rutin, nari-rutin, naringin, 

hesperidin, neohesperidin, neohesperidin dihydrochalcone, naringenin, 

hesperetin) 은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO., USA)의 제품을 사용하였다. 

 

 

-HPLC 분석 조건 

 

HPLC(High performance liquid chromatography) 분석은 Waters 2489 

UV/visible detector, Waters e2695 Separations module (Waters, USA)을 

사용하였으며, 분석 column 은 YMC Pro C18 RS (250 X 4.6 mm)을 

사용하였다. 유속은 1 mL/min 으로 유지하였고 UV 280 nm 에서 검출하였으며, 

이동상 조건은 Table 3 과 같았다. 데이터 분석 S/W 는 Waters 의 Empower 

System 을 사용하였다(Table 3-4).  
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Table 3. Changes of HPLC gradient elution on the separation for mixture of 

flavonoids 

 

 

Table 4. HPLC chromatographic conditions of the control factors 

 

 



- 19 - 

 

단일물질의 분리 및 NMR 분석 

 

추출물을 단일물질로 분리하기 위하여 silica gel (0.002-0.025 mm, Sigma) 

을 이용한 VLC (Vacuum Liquid Chromatography)를 실시하였다.  

정제된 단일물질의 NMR 분석은 JNM-LA400 (FT NMR system, JEOL 

Co.)을 이용하여 단일 물질의 구조를 동정하였다. 용매는 CIL 의 NMR 전용 

용매로 pyridine-d5, chloroform-d 를 사용하였다. 

 

 

통계분석 

통계처리는 SPSS 12.0K for Windows (Release 12.0.0, SPSS Inc., USA)를 

사용하여 Student' t-test 및 one-way ANOVA test 로 유의성 검정을 

실시하였다. 여러 군과의 비교를 위하여 다중검정법인 Duncan test 및 LSD 

test 를 실시하였으며, p 값이 0.05 미만일 때를 유의성이 있는 것으로 

판단하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 20 - 

 

Ⅲ. 결 과 

 

정유성분의 항산화 활성 

 

온주, 세토카 미숙과 및 완숙과에서 추출한 정유성분 원액을 ESR을 이용하여 

DPPH radical 소거 활성을 측정하였다. 그 결과 Fig. 2 와 같이 세토카 미숙과 

추출물에서 잔존하는 radical의 양이 현저하게 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 

2). 

 

 

 

Fig. 2. DPPH radical scavenging activities of citrus peel essential oil. 
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정유성분의 항균활성  

 

 감귤 과피 정유성분의 항균 활성 측정을 위해 식중독 유발균 Listeria 

monocytogen, Salmonella thypimurium, 여드름 유발균 Staphylococcus 

epidermidis 와 Propionibacterium acnes 에 대하여 paper disc 법으로 생장 

억제율을 측정하였다. 감귤 과피 정유성분은 L. monocytogen 과 P. acnes 균에 

대하여 강한 억제작용을 보였으며, 이는 항생제 내성 균주[30]에도 좋은 

항균활성을 나타내었다. 특히, 세토카 미숙과피의 정유성분은 L. monocytogen, 

S. thyphimurium, S. epidermidis, P. acnes 에서 강한 항균활성을 

보였다(Table 2). 
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Table 5. Antimicrobial activities of Citrus unshiu peel extracts essential oil 

on several microorganisms 
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발효물의 항산화 활성 

 

- DPPH radical scavenging activity 

 

 온주밀감(C. unshiu) 과피를 이용한 발효 전과 발효 후 ethyl acetate 추출물의 

DPPH radical 소거 활성을 측정하였다. 발효 전·후 ethyl acetate 추출물과 

neohesperidin을 125, 250, 500 μg/mL의 농도로 희석하여 실험을 실시하였고, 

SC50 값을 계산하였다. 그 결과 Fig 3과 같이 감귤 발효물에서 잔존하는 

radical의 양이 현저하게 감소하는 것을 확인하였다. SC50 값은 발효 전 

0.448±0.001 mg/mL, 발효 후 0.068±0.001 mg/mL로 발효물이 5배정도 

높은 radical 소거능을 나타내었으며, 단일물질로 정제된 표준물질 

neohesperidin의 SC50값인 1.314±0.001 mg/mL 보다 발효물이 18배 이상 

높은 DPPH radical 소거 활성을 나타내었다(Fig. 3). 
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Fig. 3. DPPH  radical scavenging activities of ethyl acetate extracts from  

non-fermented citrus peel (A) and fermented citrus peel (B), and 

neohesperidin (C). 
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- Superoxide anion radical scavenging activity 

 

발효 전과 발효 후 감귤 과피 ethyl acetate 추출물의 Superoxide anion 

radical 소거 활성을 측정하였다. 발효 전후 추출물과 neohesperidin을 125, 

250, 500, 1000 μg/mL의 농도로 희석하여 실험을 실시하였고, SC50 값을 

계산하였다. 그 결과 Fig. 4와 같이 감귤 발효물에서 잔존하는 radical의 양이 

현저하게 감소하는 것을 확인하였다. SC50 값은 발효 전 0.952±0.001 mg/mL, 

발효 후 0.514±0.001 mg/mL로 발효물이 2배 정도 높은 radical 소거능을 

보였으며, 단일물질로 정제된 표준물질 neohesperidin의 SC50값인 

1.134±0.001 mg/mL보다 발효물이 2배 이상 높은 superoxide anion radical 

소거 활성을 보였다(Fig. 4) 
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Fig. 4. Superoxide anion radical scavenging activities of ethyl acetate 

extracts from non-fermented citrus peel (A) and fermented citrus peel (B), 

neohesperidin (C). 
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발효물의 항염 활성 

 

- Nitric oxide (NO) 생성량 측정 

 

RAW264.7 세포를 18 시간 배양 후 LPS 로 자극시키고 동시에 시료를 농도 

별로 투여하여 24 시간 후에 NO 생성량을 측정하였다. LPS 단독 처리군에 

비하여 neohesperidin 처리군은 큰 효과가 나타나지 않았지만 감귤시료를 

처리군은 NO 의 생성량이 농도 의존적으로 저해되었으며, 특히 발효추출물의 

경우에는 100 μg/mL 의 처리 농도에서 80% 이상의 NO 억제 효과가 유의성 

있게 나타났다. 또한, 실험한 농도에서는 세포독성이 낮아 기본적으로 세포의 

생존율에 영향을 주지 않는다는 사실을 알 수 있었다(Fig. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 28 - 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Inhibitory effects of EtOAc extracts from fermented Unshu peel with 

A. niger on the production of nitric oxide (NO) in LPS-stimulated RAW 

264.7 murine macrophage cell line. LPS(-); saline without LPS, LPS(+); 

lipopolysaccharide without extract, NF; EtOAc extract from non-fermented 

citrus peel, F; EtOAc extract from fermented citrus peel, Neoh; 

neohesperidin. The data represent the mean ± SD of triplicate 

experiments. *P<0.05, **P<0.01, versus LPS alone.  
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- iNOS 및 COX-2 단백발현 

 

LPS 로 유도된 대식세포는 염증을 일으키게 되고, 염증유발 단백질로 알려진 

iNOS 와 COX-2 단백질 발현 정도를 Western blot 을 통해 확인하였다.  

정제된 단일 물질인 neohesperidin 에서는 큰 효과가 나타나지 않았지만 

감귤시료를 처리하였을 때 염증 유발 단백질의 발현이 현저히 저해되었으며, 

특히 발효추출물의 경우에는 100 μg/mL 의 처리 농도에서 90%의 염증억제 

효과를 나타내었다(Fig. 6). PGE2 의 생성을 유도하는 COX-2 단백질은 100 

μg/mL 의 발효추출물에서 10%이하의 저해 효과를 나타내었다(Fig. 7). 
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Fig. 6. The expression of inducible nitric oxide synthases (iNOS) in 

RAW264.7 cells activated with LPS. LPS(-); saline without LPS, LPS(+); 

lipopolysaccharide without extract, NF; EtOAc extract from non-fermented 

citrus peel, F; EtOAc extract from fermented citrus peel, Neoh; 

neohesperidin. The data represent the mean ± SD of triplicate 

experiments. *P<0.05, **P<0.01, versus LPS alone.  
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Fig. 7. The expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) in RAW264.7 cells 

activated with LPS. LPS(-); saline without LPS, LPS(+); 

lipopolysaccharide without extract, NF; EtOAc extract from non-fermented 

citrus peel, F; EtOAc extract from fermented citrus peel, Neoh; 

neohesperidin. The data represent the mean ± SD of triplicate 

experiments. *P<0.05, **P<0.01, versus LPS alone.  
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-염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6) 생성 억제 정도 측정 

 

 LPS 로 유도된 대식세포는 pro-inflammatory cytokine 을 분비하게 되는데 

이를 통하여 염증반응의 정도를 알아볼 수 있다. 각 시료들이 이러한 

cytokine 들을 얼마나 억제할 수 있는지 확인하기 위하여 TNF-α와 IL-6 를 

세포 배양액을 이용하여 ELISA 방법으로 측정하였다. 그 결과, TNF-α와 IL-

6 모두 발효추출물에서 cytokine 억제 정도가 가장 높게 나타남을 

확인하였다(Fig. 8-9). 

 

Fig. 8. TNF-α productions of ethyl acetate extracts from non-fermented 

citrus peel, fermented citrus peel and neohesperidin. LPS(-); saline without 

LPS, LPS(+); lipopolysaccharide without extract, NF; EtOAc extract from 

non-fermented citrus peel, F; EtOAc extract from fermented citrus peel, 

Neoh; neohesperidin. The data represent the mean ± SD of triplicate 

experiments. *P<0.05, **P<0.01, versus LPS alone.  
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Fig. 9. IL-6 productions of ethyl acetate extracts from non-fermented citrus 

peel, fermented citrus peel and neohesperidin. LPS(-); saline without LPS, 

LPS(+); lipopolysaccharide without extract, NF; EtOAc extract from non-

fermented citrus peel, F; EtOAc extract from fermented citrus peel, Neoh; 

neohesperidin. The data represent the mean ± SD of triplicate 

experiments. *P<0.05, **P<0.01, versus LPS alone.  
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발효물의 물질분석 

 

-HPLC 를 이용한 발효 전후 추출물의 성분분석 

 

 감귤 flavonoid 의 8 가지 표준물질(rutin, nari-rutin, naringin, hesperidin, 

neohesperidin, neohesperidin dihydrochalcone, naringenin, hesperetin)을 

이용하여 각 물질의 retention time (RT)을 확인하였고, 이를 이용하여 각 

추출물의 성분분석에 활용하였다. 

감귤 과피를 배지에 첨가하여 배양한 결과, 감귤 과피(Fig.10.B)에 다량 

함유되어 있는 nari-rutin 과 hesperidin 이 배양일에 따라 점점 감소하였고, 

5 일 배양한 발효추출물(Fig.10.C)에서 neohesperidin 이 현저하게 증가하였다. 

또한, RT 7.9 min 과 11 min 에서 감귤 함유 flavonoid 가 아닌 새로운 물질이 

용출되는 것을 확인하였다(Fig. 10). 
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(A) 

 

(B) 

 

(C) 

 

 

Fig. 10. HPLC chromatography.  
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(A) Separation of standards. (1) rutin, (2) nari-rutin, (3) naringin, (4) hesperidin, (5) 

neohesperidin, (6) neohesperidin dihydrochalcone, (7) naringenin, (8) hesperetin; (B) non-

fermented citrus peel; (C) fermented citrus peel with A. niger  for 5 days. 

 

 

발효물로부터 분리된 단일물질의 NMR 분석 

 

NMR 분석을 통하여 감귤 발효 EtOAc 추출물을 VLC 로 분리, 정제하여 새로 

생성된 두 개의 peak 에서 각각 단일물질로 분리하였다. 분리한 화합물질들은 

1D, 2D NMR 을 이용하여 화합물을 예측하였고, 문헌과 대조하여 동정하였다.  

분리된 단일 물질 compound 1 은 hesperidin 구조에서 mannose 가 떨어져 

나간 hesperetin-7-O-glucose 구조를 갖는 물질임을 확인하였다(Table 6). 

또한, 단일 물질 compound 2 는 강황의 색소성분 curcumin 의 기본구조인 

feruloyl methane 임을 확인하였다(Table 7). 
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Table 6. NMR spectroscopic dataa) for hesperitin-7-O-glucose 

position δc position δc 

2 78.6 1'' 101.8 

3 43.8 2'' 74.9 

4 197.4 3'' 78.6 

5 163.9 4'' 71.2 

6 97.9 5'' 79.3 

7 166.7 6'' 62.5 

8 96.8 OCH3 56.3 

9 164.7   

10 104.6   

1' 132.6   

2' 115.5   

3' 149.7   

4' 149.3   

5' 112.6   

6' 118.4   

 

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in pyridin-d5 solution at 400 and 100 MHz, 

respectively 
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Table 7. NMR spectroscopic dataa) for feruloylmethane 

position δc 

1 109.8 

2 147.9 

3 145.1 

4 112.3 

5 121.3 

6 127.2 

7 142.5 

8 124.7 

9 197.6 

CH3 26.7 

OCH3 55.2 

  

 

a 1H, 
13C NMR spectra were recorded in chloroform-d solution at 400 and 100 MHz, 

respectively 
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Ⅳ. 고 찰 

감귤 과피에 포함되어 있는 다량의 flavonoid 및 flavedo층에 포함되어 있는 

정유성분은 감귤의 다양한 효능을 구명하는데 있어서 매우 중요한 물질로 익히 

알려져 있다. 하지만 과피에 함유되어 있는 대표적 flavonoid인 naringin, 

hesperidin 등은 대부분 당과 결합된 배당체 형태로 존재하기 때문에 aglycone 

형태인 naringenin 및 hesperitin에 비하여 생리활성이 떨어진다[22]. 따라서 

본 연구에서는 발효 미생물 A. niger를 이용하여 배당체 형태인 flavonoid 화합

물들을 aglycone 형태로 전환함과 동시에 유효 성분의 탐색을 통하여 기능성 향

상의 효율성을 증대시키고자 하였다. 또한, 감귤류 과피 정유성분은 항산화, 항

염 및 항균 다양한 생리활성이 있는 것으로 보고되어 있다[32, 42, 45]. 하지만 

본 연구에서는 아직 보고된 바가 없는 세토카 정유성분에 대한 활성을 온주밀감

과 비교하여 확인하였다. 

감귤류 과피 정유성분은 상쾌한 향뿐만 아니라 중추신경 흥분억제기능이 알려

져 있으며 또한 인체에 무해하기 때문에 향수, 방향제, 방부제 등으로 화장품과 

식품산업 등에 널리 사용되고 있다[43]. 이러한 감귤류의 정유성분은 d-

limonene이 70~90% 이상 차지하며, 강력한 항균활성을 갖고있다[5]. 이를 바

탕으로 다양한 감귤류 정유성분의 항균활성이 보고되어 있지만, 아직 보고되지 

않은 세토카의 정유성분에 대하여 항균실험을 진행하였다. 그 결과 온주밀감과 

세토카 과피 모두 식중독 유발균 L. mono 및 여드름 유발균 P. acnes에서 전반

적으로 좋은 억제반응을 보였고 특히, 세토카 미숙과피에서는 기존 온주밀감보다 

좋은 항균활성을 보였다. 이는 감귤류에 공통적으로 함유되어 있는 limonene 성

분에 의한 기본적인 활성 이외에 terpene, sesquiterpene 등 다양한 성분들이 
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품종·성숙도·수확시기·재배지역 등에 따라서 그 조성이 달라지기 때문에 시

료 별 활성의 차이를 보인 것으로 사료된다.  

 또한, 우리 몸이 산화스트레스(Oxidative stress)를 받으면 세포 내에서 

xanthine oxidase, NADPH oxidase 및 COX 등과 같은 효소들에 의하여 

superoxide, hydroxyl radical 등과 같은 활성 산소종(ROS)를 생성한다[44]. 

생체는 항상성 유지를 위해 산화(prooxidant)와 항산화(antioxidant) 작용들이 

균형을 이루고 있으며, 이러한 균형이 깨져 산화의 영향이 커졌을 경우 산화에 

의하여 세포에 여러 유해작용을 나타나게 된다[39]. 이는 염증반응도 크게 관여

한다고 알려져 있다[38, 40]. 이에 따라 radical 소거능이 뛰어난 천연물에 대한 

관심이 높아지고 있고 또한 항산화 효과와 더불어 항염 효과를 확인하는 데에 

활발한 연구가 진행되고 있다.  

본 연구에서 온주밀감과 세토카 정유성분의 radical 소거능(DPPH)을 측정해 

본 결과 세토카 미숙과 > 세토카 완숙과 > 온주밀감 순으로 우수한 radical 소

거능을 보였으며 이는 향후 세토카의 기능성 연구에 좋은 자료로 활용될 것이라 

사료된다. 또한, 미생물 발효를 통한 추출물의 radical 소거능(DPPH, 

superoxide anion)을 측정해 본 결과, 발효 전 추출물에 비하여 발효 후 추출물

이 현저하게 radical을 감소시킴을 확인하였다. 이는 발효를 통하여 flavonoid의 

형태가 전환됨에 따라 항산화 활성이 증가한 것으로 사료된다. 

감귤에 함유되어 있는 hesperidin 또는 naringin 은 항산화 활성과 더불어 

항염 활성을 갖고 있다고 보고되어 있는데[28, 33], 본 연구를 통해 추출된 

감귤 과피 발효물 또한 항산화 활성과 더불어 항 염증 실험 결과에도 좋은 

결과를 보였다. 대식세포는 LPS 로 자극시키면 다양한 염증인자들이 

증가되는데[34], 이에 추출물을 처리함으로써 유의성 있게 염증인자들을 
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감소시킴을 확인하였다. 감귤 과피의 항 염증 효과[28]는 보고된 바와 같이 

농도의존적으로 활성을 나타냈다. 하지만 발효를 실시하여 얻은 물질이 기존 

과피 추출물보다 염증인자들을 효과적으로 감소시킴을 확인하였다. 특히, 

iNOS 에 의해 과잉 생산된 NO 는 혈관 투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진 시킬 

뿐만 아니라 염증 매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 

알려져 있다[26]. 이러한 NO 생성은 LPS 단독 처리군에 비하여 발효물에 

의하여 최대 80% 이상 감소되었으며, iNOS 단백발현도 현저히 억제되었다. 

또한 COX-2 는 염증반응에 깊이 관여하고 있는 PGE2 를 생성하는데[29] 

이러한 COX-2 단백발현의 경우에도 발효군 처리군에서 유의성 있게 감소됨을 

확인하였고, 염증성 cytokine(TNF-α, IL-6)의 생성도 효과적으로 억제됨을 

확인하였다.  

발효를 통한 활성의 차이를 확인하기 위하여 HPLC 를 통하여 발효 전 후의 

추출물의 성분을 분석하였다. 감귤 과피에는 보통 hesperidin 의 함량이 가장 

많이 차지하고 있는데[41], 본 연구에서 과피의 EtOAc 추출물을 분석해 본 

결과 hesperidin 과 더불어 nari-rutin 의 함량도 많이 차지하고 있음을 확인할 

수 있었다. 이는 배양이 진행됨에 따라 점점 감소하는 경향을 보였으며, 5 일 후 

배양이 종료되었을 때에는 neohesperidin 의 함량이 급격하게 증가해 있었고, 

표준물질 외의 두 물질로 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 통하여 미생물 

발효로 인하여 물질 성분의 변화가 이루어짐에 따라 활성의 차이를 보였으며, 

이는 flavonoid 형태가 미생물에 의해 당이 떨어진 형태로 변환됨으로써 활성의 

증가가 이루어진 것으로 사료된다[37]. 표준물질 외에 새로 생성된 물질을 

분리하여 구조를 확인해본 결과, hesperidin 구조에서 mannose 가 떨어져 나간 

hesperetin-7-O-glucose 와, 강황의 색소성분 curcumin 의 기본구조인 
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feruloylmethane 임을 확인하였다. 이러한 결과로 향후 두 가지 단일물질의 

다양한 활성 확인과 더불어 염증억제 작용기전 확인을 위한 자료로도 활용 

가능할 것으로 사료된다. 
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Ⅴ. 결 론 

 

본 연구에서 감귤 과피 정유성분 및 발효물의 생리활성 확인을 통하여 다음의 

결과를 얻었다.  

온주밀감과 세토카 정유성분으로부터 우수한 항산화 및 항균효과가 있음을 확

인하였고 특히, 세토카 미숙과피에서 가장 높은 활성을 보였다. 

또한, 감귤 과피 발효물은 radical 및 염증인자(NO, iNOS, COX-2, 염증성 사

이토카인)들을 효과적으로 억제시켜 항산화 및 항 염증 효과를 보였다. 발효 전 

후 추출물의 성분 분석을 실시한 결과, 감귤 flavonoid 성분 이외의 두 가지 단

일 물질의 생성을 확인하였고, 이는 hesperidin 구조에서 mannose가 떨어져 나

간 hesperetin-7-O-glucose와, 강황의 색소성분 curcumin의 기본구조인 

feruloyl methane 이었다.  

 이러한 결과로 감귤 정유성분, 발효물 등 감귤을 주 원료로 하는 생명공학제

품들이 다양한 질환의 예방과 완화대책에 효과적으로 적용할 수 있을 것으로 사

료된다. 
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Ⅵ. 국 문 요 약 

 

제주에서 생산량이 가장 많은 과수인 감귤은 가공용으로 많은 양이 소비되고 

있다. 가공 후 발생하는 부산물은 감귤 수확 후 짧은 기간 동안 막대한 양이 되

는데 이를 처리하기 위해 드는 비용 때문에 대부분 자연에 투기하거나 방치시키

는 실정이다. 이러한 가공 부산물을 효율적으로 처리하기 위하여 여러 분야에서 

다양한 연구가 진행되고 있다. 

본 연구에서는 감귤 과피에서 추출한 정유성분의 항산화 및 항균활성, 과피 발

효 추출물의 항산화 및 항염 활성 확인을 통한 새로운 기능성 소재로서의 활용 

가능성을 검토하고자 하였다.  

먼저, 온주밀감(C. unshiu)의 완숙과와 세토카(천혜향®, [Citrus unshiu x 

Citrus sinensis] x Citrus reticulate] x [Citrus reticulata x Citrus sinensis])

의 미숙과, 완숙과 과피의 정유성분을 각각 추출하였다. ESR을 통한 항산화 활

성(DPPH radical)은 세토카 미숙과가 가장 좋은 활성을 나타내었다. Paper disc 

diffusion 법에 의한 항균활성은 식중독 유발균 Listeria monocytogen 및 여드

름균 Propionibacterium acnes에 대하여 우수한 항균활성을 보였고 특히, 세토

카 미숙과에서 가장 높은 항균활성을 나타내었다.  

두 번째 연구로는 감귤 과피를 이용하여 발효를 실시하고, 발효 후 추출물의 

생리활성 변화를 확인하였다.  분말화시킨 온주밀감 과피를 열수추출 한 후, 

Aspergillus niger 를 첨가하고 5일간 진탕 배양하여 ethyl acetate로 추출하였

다. 대조군으로는 A. niger 첨가 전, 열수 추출한 과피를 ethyl acetate로 추출하

였다. 항산화 활성(DPPH, superoxide anion radical)을 ESR을 통하여 측정한 
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결과 발효 후 추출물이 발효 전 추출물에 비하여 농도 의존적으로 우수한 활성

을 나타내었다. 또한, LPS로 자극시킨 RAW264.7 macrophage cell을 이용하여 

추출물의 항염 효과를 확인하였다. 발효 후 추출물이 발효 전 추출물보다 

NO(Nitric Oxide) 생성이 유의하게 감소하였으며, iNOS와 COX-2 단백발현도 

발효 후 추출물이 유의성 있게 감소하였다. Pro-inflammatory cytokine인 

TNF-α와 IL-6 생성 또한 발효 후 추출물에서 억제효과를 보였다. HPLC를 

통한 발효 전·후 추출물의 성분분석 결과 발효 후 neohesperidin의 양이 현저

히 증가하였고, 발효 전에는 없었던 hesperetin-7-O-glucose와 feruloyl 

methane이 새로 생성됨을 확인하였다. 많은 양이 증가되었던 neohesperidin을 

실험해 본 결과 크게 활성을 띄지 않았으므로 새로 생성된 단일물질에 대한 추

가적인 실험을 통하여 항 염증 작용기전을 확인해 볼 수 있을 것으로 기대한다. 

본 연구 결과와 더불어 감귤 과피 등의 부산물을 기능성 도출 및 증대는 제주

도 감귤의 새로운 활용방안으로 기대될 것이다. 
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