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ABSTRACT

본 연구에서는 온주감귤피와 미숙감귤피를 이용하여 넙치 병원균을 억제하는

항생 물질을 조사했다. 병원균은 V. anguillarum, V. harveyi, V. ichthyoenteri를

사용하였다. 항산화 활성 결과, 미숙감귤피는 온주감귤피보다 높은 폴리페놀 함

량과 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타냈다. 추출물의 처리 농도별 (25, 50, 100

mg/mL) 항균 활성 결과, 온주감귤피는 V. ichthyoenteri에 100 mg/mL 접종한

경우를 제외한 모든 조건에서 유의미한 결과가 나타나지 않았다. 미숙감귤피는

각 균에서 처리 농도와 비례하여 항균 활성 효과가 나타났다. 항균 활성이 확인

된 미숙감귤피를 Vibrio 병원균에 처리하여 MIC를 확인한 결과, V. anguillarum

1.8 mg/mL, V. harveyi 1.2 mg/mL, V. ichthyoenteri 0.9 mg/mL로 나타났다. 미

숙감귤피 MIC 농도가 처리된 각 균의 biofilm 저해 활성을 확인한 결과, V.

anguillarum은 약한 biofilm 저해 활성이 나타났으며 V. harveyi와 V.

ichthyoenteri에서 우수한 biofilm 저해 활성이 나타났다. Biofilm을 형성하는데

중요한 요인인 세균의 운동성 저해를 확인한 결과, 각 균의 MIC 농도에서

swimming motility와 swarming motility가 억제되는 형태적인 변화를 확인했다.

미숙감귤피는 온주감귤피보다 Vibrio 병원균에서 높은 항균 효과를 보였기 때문

에 각 추출물의 성분을 GC-MS로 분석하였다. 온주감귤피보다 뛰어난 미숙감귤

피의 항산화, 항균 활성과, biofilm 저해, motility 저해 효과는 5-HMF와 quinic

acid의 항산화와 항균 등의 다양한 생리적 활성 효과로 예상된다. 이러한 결과로,

미숙감귤피는 어류 질병 세균인 V. anguillarum, V. harveyi, V. ichthyoenteri 병

원균의 성장과 바이오필름 형성을 저해할 수 있다. 결론적으로 미숙감귤피 추출

물이 천연 항균제로 사용될 수 있어 Vibrio 병원균을 저해하여 넙치 페사율을 낮

출 수 있다.
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Ⅰ. 서론

제주 지역의 감귤 생산량은 2019년 약 631,310톤으로 주로 mandarin계의 온주

밀감이 생산되고 있다 [1]. 생산되는 대부분의 감귤류는 2020년 국내 식품산업에

서 음료류의 원료로 79.6% 소비되고 있다 [2]. 그러나 과즙의 효율이 과실 무게

의 약 1/2일 뿐이므로 많은 양의 과피 부산물이 발생하고 있다. 감귤류의 부산물

은 가공공정뿐만 아니라 미숙감귤의 형태로도 발생한다. 제주 지역에서 감귤의

생산량 감축과 품질의 고급화를 위해 매년 8월~10월에 약 5~10만 톤 정도의 미

숙감귤을 폐기하는 수상 적과를 실시하고 있으며, 폐기되는 미숙감귤 대부분이

과수원 주변 환경을 오염시키는 요인으로 작용하고 있다 [3].

이러한 감귤류는 polyphenol, vitamins, limonoids, synephrine 등의 다양한 화

합물을 함유하고 있으며 [4], rutin 및 desomine과 같은 일반적인 flavonoids 및

hesperadin, naringin과 같은 citrus 특유의 flavonoids와 감귤류 고유의

tangeretin, nobiletin과 같은 flavonoids가 함유되어 있다 [5]. 감귤 가공 부산물인

감귤 과피에는 carotenoid, bioflavonoid, pectin 및 terpene가 함유되어 있고 [6],

essential oil인 d-limonen, γ-tepinene, β-elemene, farnesene, hexadecanoic

acid, α-pinene, β-myrcene, linallol 등이며 그 중 d-limonen는 감귤 과피 정유의

70~90%를 함유하고 있다 [7] 또한 감귤 미숙과는 완숙과에 비해 유기산, 식이섬

유, 폴리페놀 그리고 flavonoid류인 hesperidin, naringin, rutin 등이 많이 함유되

어 있고, 특히 미숙감귤 과피 중에 식이섬유, essential oil, carotenoids,

flavonoids 등의 생리활성 성분이 많이 함유되어 있으며 과육보다 높은 항산화

활성을 나타내는 것으로 알려져 있다 [8-10].

넙치는 우리나라에서 널리 알려진 어류 중 하나이며, 대표적인 양식어종이다.

통계청에 의하면 지난 2010년~2020년 10년간 어류 양식은 평균 생산량이 약 8만

톤, 생산금액은 약 8,537억 원으로 나타났다. 이 중 넙치는 전체 어류 생산량의

51.1% (41,000톤)이며, 생산금액은 약 56,9% (약 4,861억 원)으로 국내 어류 양식
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산업을 대표하고 있다. 특히 제주지역은 우리나라 넙치 양식의 약 58%(평균

24,100톤) 이상을 생산하는 주요 산지이다 [11]. 그러나 세균 및 기생충 등에 의

한 어류 질병의 증가는 폐사를 유발시켜 막대한 경제적인 피해를 가져오고 있다.

특히 2010년 대비 2019년 전국의 천해양식어업 생산량은 75.1% 늘었으나 동기간

중 제주의 경우 9.1%로 그쳤는데, 생산량 부진의 주원인인 넙치 폐사량 비율이

2015년도 26.0%에서 2019년 44.5%로 꾸준히 증가하고 있는 추세이다 [12]. 현재

까지 주로 양식 넙치에 발생하는 세균성 질병으로는 연쇄구균증, 에드워드증, 비

브리오증 등이 알려져 있다. 이 중 Vibrio는 호염성 (halophilic)이며 운동성을 갖

는 그람음성 간균 (rod-shaped) 세균으로 현재까지 77종의 비브리오균이 확인되

었으며, 이중 12종이 인체 질병을 유발하는 것으로 알려져 있다 [13-15].

생물막 (Biofilm)은 고체 표면에 부착된 미생물과 미생물이 대사과정에서 분비

한 세포외고분자물질 (Extracellular polymeric substances, EPS)로, 대부분의 세

균은 생물막의 상태로 존재하며 세균 감염의 65%는 생물막에 기인한다 [16, 17].

또한 biofilm 내 세균은 온도, 습도, 산도, 자외선 노출 등으로부터 보호 받는다

[18]. 특히 biofilm 내 부착된 세균은 동일한 세균이라도 부유세균 (Planktonic

cells)보다 항균제 (Antimicrobials)나 항생제 (Antibiotics)에 대한 내성이 10배에

서 크게는 1,000배 정도로 강하다 [19]. Biofilm 형성을 억제하는 방법에는 크게

두 가지가 있다. 첫 번째는 항균제 (양이온성 고분자, 항균성 펩타이드, 은 이온

등)를 사용하는 것이다. 항균제를 활용하는 방법은 일시적 효과가 우수하나, 시간

이 지나며 항균제 자체분해가 일어나고, 환경오염을 초래할 뿐만 아니라 항균제

에 대한 내성을 가지는 세균들도 생겨 큰 효과를 기대하기 어려운 부작용이 있

다 [20-22]. 두 번째는 biofilm의 형성의 첫 단계인 세균의 표면 흡착을 억제할

수 있도록 표면을 poly ethylene glycol (PEG)이나 양전하와 음전하를 동시에 가

지는 양성 이온 고분자, poly oxazoline, poly N-vinylpyrrolidone 등

non-biofouling 물질로 개질하는 방법이 있다 [23]. 하지만, 이 방법 또한 일부

세균이 개질된 표면에 부착되면 biofilm 형성을 억제하기는 어려운 부작용이 있

다. 따라서 질병세균을 효과적으로 저해하기 위해서는 biofilm 형성을 억제하고,

항생제나 항균제 대체재로써 저해 효과가 있는 천연 유래 물질을 찾는 것이 중

요하다.
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따라서 본 연구에서는 온주감귤과 미숙감귤의 부산물을 이용하여 넙치에서 발

생되는 어류 질병 세균 중 Vibrio 속인 Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi,

Vibrio ichthyoenteri에 대한 항산화 활성 및 미생물 억제 활성, Biofilm 억제 활

성에 미치는 영향을 조사하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1. 추출물의 제조

제주도에서 자생한 온주감귤 과피 (Mature Citrus unshiu peel ; MCU)는 제주

특별자치도개발공사에서 제공받았고 미숙감귤 과피 (Premature Citrus unshiu

peel ; PCU)는 농업회사법인(주)삼원네이처에서 제공받았다. 과피를 세척하고 건

조시킨 후, 분쇄하여 각각의 분쇄물을 얻었다. 건조된 각 분쇄물은 70% ethanol

을 가하여 2시간동안 2,000 rpm, 25℃ 조건에서 (WIS 20R, WITEG) 추출하였다.

추출 후 여과하고 감압농축기 (hei-vap advantage, Heldolph)를 이용하여 농축시

킨 후 동결건조를 통해 분말 상태로 만들어 실험에 사용하였다.

2.2. 추출물의 항산화 활성 측정

2.2.1. 총 폴리페놀 함량 측정

총 페놀 함량은 Folin-Denis assay 방법을 참고하여 측정하였다 [24]. 먼저 추

출물 1,000 μL에 4% 탄산나트륨 무수물 (Sodium carbonate Anhydrous) 1,000 μ

L를 첨가하여 2분간 암반응 시킨 후, 1N Folin-ciocalteu 시약

(phosphomolybdatephosphotungstate) 50 μL을 첨가하여 30분간 암반응 시켰다.

반응 후 96 well plate에 200 μL씩 취하여 720 nm에서 흡광도를 측정하였다. 검

량선은 표준물질인 gallic acid를 사용하여 작성하였으며, g 중 mg gallic acid

(GAE, mg, dry basis)으로 나타내었다.
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2.2.2. 총 폴라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Zhuang 등의 방법을 참고하여 측정하였다 [25]. 먼저

추출물 100 μL에 500 μL의 증류수와 100 μL의 5% NaNO2를 첨가하고 혼합하여

5분간 반응시켰다. 그 후 10% AlCl3 150 μL를 첨가하고 혼합한 후 6분간 반응시

켰다. 이어서 5M NaOH 600 μL를 첨가한 후 96 well plate에 200 μL씩 취하여

510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 검량선은 표준물질인 quercetin을 사용하여 작

성하였으며, g 중 mg quercetin (QUE, mg, dry basis)으로 나타내었다.

2.2.3. DPPH 라디칼 소거 활성 측정

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 라디칼 소거능은 Brand-Williams 방법

을 참고하여 측정하였다 [26]. 추출물 20 μL에 0.2 mM DPPH 용액 180 μL를 첨

가하였다. 실온에서 30분간 암반응 시킨 후, 96 well plate에 200 μL씩 취하여

517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로는 BHA (Butylated hydroxy

anisole), L-Ascrobic acid를 사용하였고 반응한 결과 값을 50% 감소시키는 농도

를 IC50값으로 나타내었다. DPPH 라디칼 소거능은 아래의 식에 의해 산출하였

다.

DPPH radical scavenging activity (%) =
A - B

× 100
A

A : Absorbance of the control
B : Absorbance of the sample
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2.3. 균주 및 배양조건

실험에 사용한 어류 질병 세균은 Vibrio anguillarum (KCTC 2711), Vibrio

harveyi (KCTC 12724), Vibrio icthyoenteri (KCTC 12725)으로 한국생물자원센

터 (Korea collection for type culture)에서 분양받아 사용하였다. 각 균은 Table

1의 조건으로 생육 배양하였다. 배양에 사용된 Marine Broth (MB, Difco, USA)

의 조성은 Table 2와 같다.
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Bacteria Strain No. Gram Strain Temperature Medium

Vibrio anguillarum KCTC 2711 - 25℃ Marine Broth

Vibrio harveyi KCTC 12724 - 25℃ Marine Broth

Vibrio ichthyoenteri KCTC 12725 - 24℃ Marine Broth

Table 1. List of the bacterial strains growth condition.

Table 2. Composition of MB media. 

Content Amount per liter

Peptone 5.0 g

Yeast Extract 1.0 g

Ferric Citrate 0.1 g

Sodium Chloride 19.45 g

Magnesium Chloride 5.9 g

Magnesium Sulfate 3.24 g

Calcium Chloride 1.8 g

Potassium Chloride 0.55 g

Sodium Bicarbonate 0.16 g

Potassium Bromide 0.08 g

Strontium Chloride 34.0 mg

Boric Acid 22.0 mg

Sodium Silicate 4.0 mg

Sodium Fluoride 2.4 mg

Ammonium Nitrate 1.6 mg

Disodium Phosphate 8.0 mg
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2.4. 추출물의 항균 활성 측정

각 균에 대한 항균 활성 효과는 paper disc method에 따라 수행하였다 [27].

배양된 병원균은 생리식염수로 희석하여 McFarland No. 0.5 농도로 맞추어 사용

하였다. 멸균된 면봉을 사용하여 희석한 균을 Mueller Hinton Agar (MHA,

Difco, USA)에 도말하였다. 도말한 plate에 8 mm paper disc를 올리고 추출물

희석액 (25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL)을 각 disc 에 50 μL씩 분주하였다.

양성대조군으로는 Kim 등의 논문을 참조하여 4 mg/mL Ga(NO3)3 (Transition

Metal Galium, 전이금속갈륨)을 사용하였다 [28]. 적정온도에서 48시간 동안 배양

한 후 paper disc 주변에 형성된 생육 저해환을 측정하였다.

2.5. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 측정

추출물의 MIC는 CLSI 2012에 따라 two-fold broth dilution method를 사용하

였다 [29]. MIC의 측정은 96 well plate에서 진행하였다. MB 배지에 농도별로 희

석한 추출물을 (25 mg/mL ~ 0.3 mg/mL) 100 μL 처리하였다, 그리고 각 균을

PBS에 희석하여 100 μL씩 처리하였고, 총 볼륨이 200 μL가 되게 하였다. 25℃

배양기에서 48시간 배양한 후 OD 600 nm에서 측정하였다.

2.6. Growth Curve 측정

각 균에 대한 살균 효과가 없는 추출물의 최소 농도를 확인하기 위해 성장곡

선 분석을 수행하였다. 측정은 96 well plate에서 진행하였다. well에 추출물 희석

액 100 μL를 첨가하고, 각 균을 PBS로 (OD 600nm : 0.1) 조절한 후 100 μL 첨
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가하여 총 볼륨이 200 μL가 되게 하였다. 25℃ 배양기에서 48시간 배양하였으며

6시간 마다 OD 600 nm에서 측정하였다.

2.7. 추출물의 Biofilm 억제 활성 측정

Biofilm 억제 활성 측정 실험 방법은 P. aeruginosa, E. coli, V. harveyi and

V. anguillarim [30-33]에 대해 수행된 방법을 참고하였다. 측정은 96 well plate

에서 진행하였으며, 배양조건은 growth curve 측정 방법과 같게 수행하였다. 2

5℃ 배양기에서 48시간 배양된 균을 PBS로 3회 씻어냈다. 그 후 각 well에

100% methanol 200 μL를 가하여 15분간 반응시켰다. methanol을 털어내어 완전

히 건조시킨 후, 0.1% crystal violet을 각 well에 200 μL씩 첨가하였다. 10-15분

반응 후 PBS로 3회 씻어냈다. 그 후 100% ethanol을 각 well에 200 μL씩 첨가

하여 완전히 녹여낸 후 OD 570 nm로 측정하였다. 양성대조군으로는 4 mg/mL

Ga(NO3)3을 사용하였고, 보정 값은 MB 배지 100 μL와 PBS 100 μL를 함유한

well에서 흡광도를 측정하여 사용하였다.

2.8. 추출물의 운동성 (Motility) 억제 측정

Swimming 과 Swarming motility는 S Santhakumari 등과 Y Sun이 Vibrio 균

에서 수행한 방법을 참조하여 진행하였다 [34, 35]. Swimming motility는 MB 배

지에 0.3% (w/v) agar를 첨가하여 측정하였다. 온도가 50℃로 조절된 반고체 상

태의 배지에 MIC의 추출물을 첨가하여 혼합하였다. 배지를 붓고 plate 뚜껑을 열

어 10-15분간 건조시킨 후, 3 μL의 균 희석액 (OD 600nm : 0.1)을 팁으로 찔러

서 접종하였다. 그 후 30℃에서 12시간 동안 배양하였다. Swarming motility는

MB 배지에 0.5% (w/v) agar를 첨가하여 측정하였다. 온도가 50℃로 조절된 반
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고체 상태의 배지에 MIC의 추출물을 첨가하여 혼합하였다. 배지를 붓고 plate 뚜

껑을 열어 10-15분간 건조시킨 후, 5 μL의 균 희석액 (OD 600nm : 0.1)을 팁으

로 찔러서 접종하였다. 그 후 30℃에서 24시간 동안 배양하였다.

2.9. 기체 크로마토그래피-질량(GC-MS) 분석

GC-MS 분석은 QP-2010(Shimadzu, Japan)을 사용하여 수행하였다. GC-MS의

분석조건은 Table 3에 따라 측정하였다. GC-MS 분석을 통하여 검출된 피크의

화합물 동정은 Willey 9 library database를 이용하여 수행하였고, library와 유사

도가 75% 이상인 화합물을 동정하였다. 동정된 화합물의 성분 조성비는 피크의

intensity를 기준으로 전체 피크에서 각 피크가 차지하는 비율을 기반으로 산출

하였다.

Table 3. Analysis condition of GC-MS

GC
column DB-5MS (30 m x 0.2mm x 0.25 μm)
Inject mode Splitless
Injection temperature 250 ℃
Column flow 0.84 mL/min
Vaporizing chamber temperature

Column oven temperature

80℃, hold 3 min
5℃/min 140℃
20℃/min
280℃ hold 8 min  

Carrier gas Helium
Totalflow rate 50 μL/min
Injection rate 1 μL
MS
Interface temperature 280℃
Ion source temperature 250℃
Measurement mode Scan
Mass range 30-600 m/z
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Ⅲ. 결과 및 고찰

3.1. 추출물의 항산화 활성

3.1.1. 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량

페놀 화합물은 식물계에 널리 분포되어있는 2차 대사산물로 다양한 구조와

분자량을 가진다. Phenolic hydroxy기를 가지고 있어 단백질과 같이 큰 분자와

결합할 뿐만 아니라 -OH기를 통해 수소 공여와 페놀 고리 구조의 안정화에 의

해 항산화 활성을 가지며 항암 및 항균 효과 등의 생리활성을 가지는 것으로 알

려져 있다. 온주감귤피와 미숙감귤피 추출물의 생리활성을 알아보기 위해 총 폴

리페놀 및 총 플라보노이드 함량을 측정하였다 (Table 4). 온주감귤피와 미숙감

귤피의 총 폴리페놀 함량은 53.82±0.08, 95.59±1.07로 미숙감귤피에서 더 높은 폴

리페놀 함량을 나타냈다. 또한 총 플라보노이드 함량은 온주감귤피 0.02±0.0, 미

숙감귤피 0.03±0.0로 미량의 플라보노이드 함량을 나타냈다.

3.1.2. DPPH 라디칼 소거능 활성

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)는 비교적 안정한 free radical로 쉽게

수소원자를 받아들이는 성질이 있으며, 항산화 성분에 의해 환원되어 보라색의

DPPH가 무색의 diphenyl-picrylhydrazine으로 탈색된다. 이러한 원리를 이용하여

다양한 천연 물질 소재의 항산화 측정에 널리 사용되고 있다. 온주감귤피와 미숙

감귤피의 DPPH IC50 값은 1259.61±3.75, 758.47±7.12로 나타났다 (Table 4). 양

성대조군인 L-Ascrobic acid와 BHA는 4.89±0.10과 5.39±0.14로 나타났다.

3.1.1.과 3.1.2.의 실험 결과, 온주감귤피보다 미숙감귤피에서 높은 폴리페놀 함
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량과 DPPH 라디칼 소거능 활성이 나타났다. 두 추출물에서의 총 플라보노이드

함량은 유의적인 결과가 나타나지 않았다.

Table 4. In vitro antioxidant activities : TPC, TFC and DPPH for the extracts of 

the MCU and PCU.

Sample TPC (mg GAEa/g) TFC (mg QEb/g) DPPH (IC50 µg/mL)

MCU 53.82±0.08 0.02±0.0 1259.61±3.75***

PCU 95.59±1.07 0.03±0.0 758.47±7.12***

L-Ascobic acid - - 4.89±0.10

BHA - - 5.39±0.14

aGalic acid equivalent. bQuercetin equivalent. Data represent the means ± SD and are 

representative of three individual experiments, nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001, ****p < 0.0001.
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3.2. 추출물의 항균 활성

온주감귤피와 미숙감귤피 추출물의 항균 활성은 V. anguillarum, V. harveyi,

V. ichthyoenteri 균에 대하여 측정하였다 (Table 5). 추출물은 25 mg/mL, 50

mg/mL, 100 mg/mL로 희석하였다.

온주감귤피의 항균 활성 측정 결과, V. anguillarum과 V. harveyi 균은 모든

농도에 대해서 어떠한 억제대도 보이지 않았다. 그러나 V. ichthyoenteri 균은

100 mg/mL에서 14.5±1.4 mm의 억제대가 확인되었다. 미숙감귤피의 항균 활성

측정 결과 V. anguillarum 균은 25 mg/mL에서 12.8±0.4 mm, 50 mg/mL

13.2±0.8 mm, 100 mg/mL 13.3±0.5 mm 억제대를 보였다. V. harveyi 균은 25

mg/mL에서 13.0±0.0 mm, 50 mg/mL 13.2±0.8mm, 100 mg/mL 14.0±0.6의 억제

대를 보였다, V. anguillarum과 V. harveyi 균은 모든 농도에서 양성대조군보다

높은 항균 활성을 보였다. V. ichthyoenteri 균은 25 mg/mL에서 11.8±3.5 mm,

50 mg/mL 19.5±1.0 mm, 100 mg/mL 22.5±0.5 mm의 억제대를 보였다. 25

mg/mL는 양성대조군과 유사한 항균 활성을 보였다.

항균 활성 결과, 온주감귤피를 처리하였을 때 V. ichthyoenteri 균에 100

mg/mL의 농도로 처리한 경우를 제외한 다른 균에서 어떠한 생육 저해가 나타나

지 않았다. 그러나 미숙감귤피를 처리하였을 때 모든 균에서 처리 농도에 비례하

여 생육이 저해되는 결과가 나타났다.
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Table 5. The antimicrobial activities of MCU and PCU at different concentrations 

against Vibrio pathogens.

Vibrio
pathogens

Inhibition zone (mm)

MCU PCU Ga(NO3)3

25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL 100 mg/mL 4 mg/mL

V.anguillarum -a - - 12.8±0.4** 13.2±0.8** 13.3±0.5*** 11.9±0.6

V.harveyi - - - 13.0±0.0** 13.2±0.8** 14.0±0.6*** 11.9±0.3

V.ichthyoenteri - - 14.5±1.4* 11.8±3.5ns 19.5±1.0*** 22.5±0.5*** 11.8±0.4

anot detected. Data represent the means ± SD and are representative of three 

individual experiments, nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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3.3. MIC

항균 활성에서 생육 저해가 확인된 미숙감귤피 추출물에 대하여 균의 성장을

억제시키는 최소저해농도를 측정하였다 (Figure 1). 미숙감귤피의 MIC를 측정하

기 위해, 항균 활성 효과를 나타낸 최저 농도 25 mg/mL을 최대 농도로 하고

1/2씩 희석하여 각 균에 처리하였다. V. anguillarum 균의 경우 (Figure 1A),

0.391 – 1.563 mg/mL 처리 농도에서 control보다 높은 OD값이 나타났는데, 최

소 억제 농도 (Subminimal inhibitory concentrations, sub-MIC) 이하의 농도는

biofilm 형성을 유도하고 그로인해 균이 성장되기 때문이다. Kaplan JB 등은

S.aureus에서 항생제의 sub-MIC가 biofilm 형성을 유도할 수 있으며 [36], L

Zhou 등은 G.sulfurreducens에서 sub-mic 항생제 처리로 유도된 biofilm 형성과

그로 인한 sub-MIC의 균의 성장을 보고하였다 [37]. 또한, Wu 등은 햄스터 모

델에서 leptospiral 감염 동안 항생제인 norfloxacin과 ciprofloxacin의 낮은 복용

량이 균을 증가시켜 조직 손상 악화가 유발된다는 연구결과를 보고했다 [38]. 따

라서 V. anguillarum에서는 1.563 mg/mL과 3.125 mg/mL 사이에 균의 성장을

억제시키는 최소 농도가 존재할 것으로 판단하였다. V. harveyi와 V.

ichthyoenteri 의 경우 1.563 mg/mL이 OD 0.1과 근접한 결과를 나타내어, 0.782

mg/mL과 1.563 mg/mL 사이에 균의 성장을 억제시키는 최소 농도가 존재할 것

으로 판단하였다 (Figure 1B, 1C).
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 (A) 

 (B)  (C) 

Figure 1. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the PCU against Vibrio 

pathogens. (A) V. anguillarum (B) V. harveyi (C) V. ichthyoenteri. Data 

represent the means ± SD and are representative of three individual experiments, 
nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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3.4. Growth curve

3.3.의 결과를 바탕으로, 미숙감귤피 추출물에 대한 각 균의 정확한 MIC 판별

을 위해 growth curve를 측정하였다 (Figure 2). MIC가 예상되는 구간의 농도를

0.3 mg/mL 간격으로 처리하였다. 6시간 마다 측정하여 48시간까지의 결과를 나

타냈다. 그 결과 V. anguillarum 균은 1.5 mg/mL 처리 농도에서 control보다 높

은 성장이 나타났다. 하지만 1.8 mg/mL 처리 농도에서 균의 성장을 억제시키는

최소 농도임을 확인하였다 (Figure 2A). V. harveyi은 1.2 mg/mL 처리 농도가,

V. ichthyoenteri균은 0.9 mg/mL의 농도가 균의 성장을 억제시키는 최소 농도임

을 확인하였다 (Figure 2B, 2C).

3.3.과 3.4. 실험 결과를 통하여 미숙감귤피 처리에 대한 각 균의 MIC를 확인하

였다. 각 균마다 최소로 억제된 농도를 MIC로 하고 이후의 모든 실험에 사용되

었다.
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  (A) 

   (B)   (B) 

Figure 2. Growth curves of the PCU against Vibrio pathogens. (A) V. 

anguillarum (B) V. harveyi (C) V. ichthyoenteri. Data represent the means ± SD 

and are representative of three individual experiments,
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3.5. 추출물의 Biofilm 억제 활성

박테리아는 biofilm이라는 고분자 matrix를 형성하면서 항생제 및 면역 방어에

대한 감수성을 감소시키며, biofilm으로부터 세포가 분산되면 2차 부위로 퍼져 감

염이 악화된다. 미숙감귤피 추출물이 Vibrio 병원균에서 높은 항균 효과를 보였

으므로, 각 균에 추출물을 처리하고 48시간 반응하였을 때, 추출물이 biofilm의

형성에 영향을 미치는지 확인하고자 하였다 (Figure 3). V. anguillarum 균은 1.5

mg/mL에서 control 보다 큰 biofilm 형성을 나타냈으며, MIC인 1.8 mg/mL에서

약한 저해 효과가 나타났다 (Figure 3A). V. anguillarum 균은 성장도에 비해 전

체적으로 낮은 biofilm 형성을 보였는데, Kim 등의 연구에서 균의 성장과 biofilm

형성이 특정한 패턴 없이 나타난다는 결과를 확인할 수 있었다 [28]. V. harveyi

균은 0.6 mg/mL에서 큰 저해 효과가 없었지만, 0.9 mg/mL에서 control 대비 약

2배의 저해효과를 나타났다 (Figure 3B). MIC인 1.2 mg/mL에서 control 대비 약

7배의 저해 효과가 나타났다. V. ichthyoenteri 균 또한 0.6 mg/mL의 농도에서

큰 저해 효과가 없었지만 MIC인 0.9 mg/mL에서 control 대비 약 4배의 저해 효

과가 나타났다 (Figure 3C).

미숙감귤피 MIC 처리에 대한 각 균의 biofilm 억제 활성 결과, V.

anguillarum 균은 비교적 약한 biofilm 억제 활성이 나타났다. 그러나 V. harveyi

균과 V. ichthyoenteri 균에서는 각각 control 대비 약 7배, 약 4배의 biofilm 저해

효과가 나타났다.
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 (A)

 (B)  (C)

Figure 3. Biofilm inhibition activity of the PCU at MIC concentrations against 

Vibrio pathogens. (A) V. anguillarum (B) V. harveyi (C) V. ichthyoenteri. PC 

(positive control) : 4 mg/mL Ga(NO3)3. Data represent the means ± SD and are 

representative of three individual experiments, nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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3.6. 추출물의 Motility 억제 활성

세균의 편모운동 (flagellar movement)은 영양분이 부족하거나 부적합한 환경

을 극복하기 위한 것으로 병원성에 중요한 요인으로 작용하고 있다. 세균의

flagellar movement은 swimming motility와 swarming motility로 나누어진다

(Figure 4). Swimming motility는 액체 속의 개별 박테리아가 움직이는 것으로,

flagellum을 회전시켜 이동하는 운동을 말한다. Swarming motility는 표면을 박

테리아가 무리지어 가로지르는 운동이며, flagellum을 회전시켜 이동하는 운동

을 말한다 [39]. Biofilm의 형성은 세균이 유영 중 표면에 가역적으로 부착되고,

그 후 비가역적 부착으로 전환되면서 시작된다. 부착이 돌이킬 수 없게 되고 세

포는 증식하여 미생물이라 불리는 작은 박테리아 집단을 형성하며 biofilm의 매

트릭스 성분을 생산하기 시작한다 [40]. 따라서 motility를 저해하는 것은 biofilm

형성을 억제하는데 중요한 요인이다.

미숙감귤피 추출물에 대한 각 균의 swimming, swarming motility 저해 결과

를 Figure 5, 6에 나타냈다. 추출물의 MIC 처리 결과 모든 균에서 swimming

motility와 swarming motility가 감소하는 형태적인 변화를 확인하였다. 특히 V.

anguillarum 균에서는 어떠한 motility도 나타나지 않았다.
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Figure 4. Bacteria move by a range of mechanisms.

(Source : A field guide to bacterial swarming motility. Daniel B. Kearns)
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  (A) 

  (B) 

Figure 5. Swimming motility at MIC concentrations against Vibrio pathogens.  

(A) The effects of MIC concentrations of the PCU on the swimming motility. 

(b) Measurement of the effect of PCU on the swimming motility. PC (positive 

control) : 4 mg/mL Ga(NO3)3. Data represent the means ± SD and are 

representative of three individual experiments, nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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  (A) 

  (B) 

Figure 6. Swarming motility at MIC concentrations against Vibrio pathogens. (A) 

The effects of MIC concentrations of the PCU on the swarming motility. (b) 

Measurement of the effect of PCU on the swarming motility. PC (positive 

control) : 4 mg/mL Ga(NO3)3. The diameter is presented as the mean ± the 

standard deviation of three independent experiments, nsp>0.05, *p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
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3.7. 추출물의 GC-MS 성분 조성 분석

미숙감귤피는 온주감귤피보다 높은 폴리페놀 함량과 DPPH 활성이 나타났으

며, Vibrio 균에서 처리 농도에 비례하여 생육을 저해시키는 결과를 나타냈다.

또한 미숙감귤피는 Vibrio 균의 biofilm과 motility가 억제된 결과를 나타냈다. 이

렇게 다른 활성을 나타낸 미숙감귤피와 온주감귤피의 기능성 물질을 확인하기

위하여 GC-MS 분석을 진행하였다.

GC-MS를 이용한 온주감귤피와 미숙감귤피 추출물의 크로마토그램은 Figure

7에 나타내었으며, 동정한 화합물의 성분조성비는 Table 6에 나타내었다. 온주감

귤피 추출물에서는 7개의 피크를 확인하였다. 주요 성분으로는 D-Tagatose 4.1

4%, D-Allose 2.57%, 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 2,45%로 확인되었다.

미숙감귤피 추출물에서는 12개의 피크를 확인하였다. 주요 성분으로는 5-Hyd

roxymethyl-2-furancarboxaldehyd (5-HMF) 24,55%와 citraconic anhydride 14.7

9%로 확인되었다. 5-HMF는 식품에 널리 나타나는 물질로, 산성식품을 열처리

가공하는 과정에서 hexoses와 maillard 반응 저하를 통해 생성되는 물질이다. 5-

HMF는 피부, 상기도, 눈, 피부 점막을 자극하고, 가로무늬근 (striated muscles)

과 내장을 손상시킨다. 또한 유전독성이 있으며, 단백질 내에 독소를 축적시키는

등 인간에게 미치는 해로운 특성으로 인해 꿀, 맥주 등의 일부 식품에서 5-HMF

는 규격으로 제한되고 있다 [41]. 그러나 최근 연구에서 5-HMF는 천연 물질로

서 항산화 효과 [41], biofilm 저해를 통한 항균 효과뿐만 아니라 [42]Ⅰ형 알레르

기 질환 예방 치료 [43], 낫 모양 적혈구 빈혈증 억제 [44], 간세포 보호 [45], 흑

색종 세포에서 apoptosis와 G0/G1 저해를 통한 암세포증식 억제 [46] 등의 약리

학적 효과도 보고되고 있다. 다른 주요 성분인 citraconic anhydride는 주로 아민

그룹의 acylation을 reversible하고 [47], 펩타이드에 선택적으로 반응하여 항원성

을 보호하는데 사용되고 있다 [48]. 다음으로 높게 나타난 성분은 1-METHOXY

-2-ETHOXYETHYL-1-FURAN 7.72%, quinic acid 7.61%, DIHYDRO-3-MET

HYLENE-2,5-FURANDIONE 6,12%, D-Allose 5.44%로 확인되었다. quinic aicd

는 항산화 [49], 항균 [50], 항바이러스 [51] 효과뿐만 아니라 교모세포종의 억제
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[52], 자궁경부암 억제 [53], 전립선암 억제 [54], 구강암 억제 [55] 등의 약리학적

효과도 보고되었다. 흥미롭게도, 치료하기가 어려운 칸디다균에서 단일로는 항균

활성이 없지만, 항진균 화합물인 undecanoic acid와 synergetic 효과로 인해 biofi

lm과 독성을 억제한다고 보고되었다 [56]. D-allose는 두 추출물에서 나타난 공

통물질로, 온주감귤피보다 미숙감귤피에서 약 2배정도 높게 나타났다. Eun 등은

미숙감귤의 과육에서 2.77%의 D-allose를 동정했으며, d-allose의 항산화 효과와

콜라겐 분해효소 억제 활성 효과가 있음을 보고하였다 [57].
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Table 6. Compounds from the extracts identified by GC-MS. (A) MCU, (B) PCU

(A)

Noa Name R.Time Molecular 
Weight

Molecular 
Formular Conc.(%)

1 1,3,5-Triazine-2,4,6-triamine 7.069 126 C3H6N6 2.01%

2 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 9.075 144 C6H8O4 1.13%

3 Benzaldehyde, 4-hydroxy- 14.973 121 C7H6O2 0.48%

4 D-Allose 18.943 180 C6H12O6 2.57%

5 D-Tagatose 19.681 180 C6H12O6 4.14%

6 Pentadecanoic acid 20.859 242 C15H30O2 1.94%

7 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)- 21.760 280 C18H32O2 2.45%

(B)

Noa Name R.Time Molecular 
Weight

Molecular 
Formular Conc.(%)

1 Citraconic anhydride 3.771 112 C5H4O3 14.79%

2 DIHYDRO-3-METHYLENE-2,5-FURANDIONE 5.986 112 C5H4O3 6.12%

3 1-METHOXY-2-ETHOXYETHYL-1-FURAN 7.139 170 C9H14O3 7.72%

4 2,3-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-one 9.083 144 C6H8O4 1.74%

5 2-Acetyl-octanoic acid, ethyl ester 10.338 214 C12H22O3 1.17%

6 5-Hydroxymethyl-2-furancarboxaldehyde 11.458 126 C6H6O3 24.55%

7 5H-IMIDAZOLE-4-CARBOXYLIC ACID, 5-AMINO-, ETHYL ESTER 15.883 155 C6H9N3O2 1.30%

8 Citric acid 16.617 192 C6H8O7 0.42%　
9 D-Allose 17.506 180 C6H12O6 5.44%

10 Quinic acid 18.871 192 C7H12O6 7.61%

11 Hexanedioic acid, dihexyl ester 19.329 314 C18H34O4 3.51%

12 3-Hydroxy-4-methoxycinnamic acid 20.368 194 C10H10O4 3.78%

aIdentified compound Numbers are corresponding to peak numbers in Figure 7.
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(A)

(B)

Figure 7. Representative GC-MS chromatograms for the extracts. (A) MCU, (B) 

PCU. Peak numbers are corresponding to the number of identified compounds in 

Table 6.
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Ⅳ. 결론

본 연구에서는 온주감귤피와 미숙감귤피를 이용하여 넙치에 질병을 일으키는

Vibrio 병원균에 대한 antibacterial 및 antibiofilm 활성을 조사하였다. 병원균은

V. anguillarum, V. harveyi, V. ichthyoenteri를 사용하였다. 온주감귤피와 미숙

감귤피는 70% 에탄올로 추출되었다. 추출물에 대하여 항산화 활성을 측정한 결

과 미숙감귤피에서 온주감귤피보다 높은 폴리페놀 함량과 DPPH 라디칼 소거 활

성을 확인했다. 두 추출물의 플라보노이드 활성에서 유의미한 결과는 나타나지

않았다. 추출물의 처리 농도별 (25, 50, 100 mg/mL) 항균 활성 결과, 온주감귤피

는 V. ichthyoenteri에 100 mg/mL 접종한 경우를 제외한 모든 조건에서 유의미

한 결과가 나타나지 않았다. 미숙감귤피는 각 균에서 처리 농도와 비례하여 항균

활성 효과가 나타났다. 항균 활성이 확인된 미숙감귤피를 Vibrio 병원균에 처리

하여 MIC를 확인한 결과, V. anguillarum 1.8 mg/mL, V. harveyi 1.2 mg/mL,

V. ichthyoenteri 0.9 mg/mL로 나타났다. 미숙감귤피 MIC가 처리된 각 균의

biofilm 저해 활성을 확인한 결과, V. anguillarum은 약한 biofilm 저해 활성이

나타났으며 V. harveyi와 V. ichthyoenteri에서 우수한 biofilm 저해 활성이 나타

났다. Biofilm을 형성하는데 중요한 요인인 세균의 운동성 저해를 확인한 결과,

각 균의 MIC에서 swimming motility와 swarming motility가 억제되는 형태적인

변화를 확인했다. 특히 약한 biofilm 저해 효과를 나타낸 V. anguillarum은 모든

운동성 실험에서 어떠한 형태적인 변화도 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 성장

초기에 균의 가역적 부착을 방해하여 운동성을 크게 억제한 것으로 예상된다. 미

숙감귤피는 온주감귤피보다 Vibrio 병원균에서 높은 항균 효과를 보였기 때문에

각 추출물의 성분을 GC-MS로 분석하였다. 그 결과, 온주감귤피에서

D-Tagatose, D-Allose가 나타났으며 미숙감귤피에서 5-HMF, citraconic

anhydride, quinic acid가 나타났다. 온주감귤피보다 뛰어난 미숙감귤피의 항산화,

항균, biofilm 저해, motility 저해 효과는 5-HMF와 qunic aicd의 항산화, 항균

등의 다양한 생리적 활성과 qunic aicd와의 synergitic 효과로 예상된다.
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citraconic anhydride 성분에 대해서 논문 작성 기준으로 생리적 활성과 관련된

연구된 결과가 없어, 추가적인 연구가 필요한 상황이다.

온주감귤피에 대한 항산화, 항균, 항암 등의 다양한 연구가 많이 되어있으나,

미숙감귤피에 대한 항산화, 항균 활성의 연구결과는 미미한 실정이다. 특히 미숙

감귤피에 대한 어류 질병균의 저해 활성 연구 결과는 논문 작성 기준으로 보고

된 바가 없다. 본 논문은 미숙감귤피가 어류 질병 세균인 V. anguillarum, V.

harveyi, V. ichthyoenteri 병원균의 저해와 biofilm 형성을 억제하여 내성을 유발

하는 항생제의 대체재로 사용 될 수 있음을 시사한다. 또한 버려지는 온주감귤과

미숙감귤의 피를 이용하여 평균 50% 이상의 폐사율을 자랑하는 넙치 질병의 치

료제로서 활용될 수 있을 것으로 생각되며, 단순 재활용을 넘어 새로운 부가가치

를 창출할 수 있다고 사료된다.
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ABSTRACT

In this study, pathogen growth inhibitory activities were investigated in

halibut using mature citrus unshiu peel (MCU) and premature unshiu peel

(PCU). As pathogens, V. anguillarum, V. harveyi, and V. ichthyoenteri were

used. PCU had a higher polyphenol content compared to MCU and showed

better scavenging activity. The extracts were treated with various

concentrations (25, 50, 100 mg/mL) to investigate the antibacterial activity.

MCU did not show any significant effect except 100 mg/mL on V.

ichthyoenteri. PCU showed a dose-dependent antibacterial effect. The MIC

values of PCU were determined for V. anguillarum at 1.8 mg/mL, for V.

harveyi at 1.2 mg/mL, and V. ichthyoenteri at 0.9 mg/mL. In the biofilm

inhibition activity assay, MIC value of PCU showed higher inhibition activity

in V. harveyi, and V. ichthyoenteri than V. anguillarum. In motility inhibition

activity assay, MIC value of PCU significantly inhibited the motility of all

three Vibrio strains. Since PCU had a higher antibacterial effect on Vibrio

pathogens, the components of each extract were analyzed by gas

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The antioxidant, antibacterial,

antibiofilm and antimotility of PCU might be due to the presence of 5-HMF

and quinic acid. In conclusion, PCU could be used as a natural antibiotic of

Vibrio pathogen and decrease the mortality rate of olive flounder.
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