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Abstract

Antioxidant and anti-inflammatory activity from extracts from

premature mandarin according to the region, size and the

picking time

Sumi Hyeon

The purpose of this study was to examine the antioxidant acrivity and

anti-inflamatory effect according to the region, size, and the picking time of

Premature Mandarins(PM).

A PM which is an unripe fruit of tangerine, has higher contents of

polyphenol and flavonoids such as hesperidin, rutine, etc., than that of a ripe

mandarin and it contains a lot of dietary fiber and organic acids, etc., and

has a high antioxidant effect.

In our study, the PMs were picked in July and August, in Aewol and

Namwon region and were classified by its sizes. The peels, Citrus Unshius

Pericarpium (CUP), of the PMs purchased in September were extracted with

50% ethanol and with this sample, the hesperidin content, antioxidant and

anti-inflammatory effect were comparatively analyzed. The content of

hesperidin in the PMs were 3.46, 2.96, 2.62, 1.68, 1.58, 1.96, and 1.56% and a

slight increase in its level in 5~6cm and 6~7cm, however; it was seen that

the hesperidin content level decreased as the picking time was delayed and

the size increased. The differences by regions showed a similar level. The

Total Polyphenol Content(TPC) levels were 54.0, 41.4, 37.8, 29.5, 23.2, 22.9,

and 19.3 mg GAE/g and this appeared to be decreasing as the picking time



delayed and the size increased, and there were no differences in regions. The

TPC of CUP was 25.0mg GAE/g and it was confirmed to be lower than PM.

The DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging activities were

67.1, 60.9, 46.7, 41.8, 33.3, 27.4, and 35.8% and as the picking time was

delayed and the size increased, the DPPH radical scavenging activity was

seen to be decreasing. There were no regional differences. The PMs of

September showed 35.8% which was higher than those of August and it was

a smaller number than that of 4-5cm sized ones of August and as the

picking time is delayed, it can be said that the DPPH radical activity

decreased. The DPPH radical scavenging activity in the CUP extract was

28.1% and it was confirmed to be lower than PM. Lastly, in order to examine

the effect of NO(Nitric Oxide) inhibitory, PM’s MTT assay cytotoxicity was

tested and all samples were found to be non-toxic up to 400μg/ml. In

addition, the results of the NO inhibitory effect were 17.91, 14.70, 13.19, 10.19,

6.93, and 2.26% and it tended to decrease as the picking time was delayed

and the size decreased. It was confirmed that no regional differences were

seen in all of hesperidin, total polyphenols, DPPH radical scavenging activity,

and NO activity inhibitory effects.

Although there is no regional differences in PM, we have found the smaller

size and earlier the picking time, the more antioxidant and anti-inflammatory

effects than CUP.
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Ⅰ. 서론

감귤은 운향목 운향과(Rutaceae) 감귤속(Citrus)에 속하는 식용식물로 다양한 생

리활성 물질을 함유 하고 있으며 과육 보다 과피 에 생리 활성 물질들이 많이

함유 되어 있다고 보고된다. [1] 감귤 대부분은 제주에서 재배 하며 전국 생산량

의 99.9%를 차지한다. 제주에서는 감귤산업의 경쟁력 강화 및 품질의 고급화를

위하여 매년 8~10월에 약 5~10만톤 의 풋귤을 폐기하는 수상적과를 실시하고 있

으며 폐기 되는 풋귤들이 주변 환경을 오염시키는 요인으로 작용한다고 알려져

있다. [2] 감귤은 다른 과일에 비해 고유한 색, 풍부한 과즙을 가지고 있으며 [3]

감귤에는 60여종 이상의 flavonoid 구조가 밝혀져 있으며 naringin, hesperidin,

nobilitin 에 대한 효능이 밝혀져 있고 flavonoid, Vitamin C, 구연산과 같은 기능

성 물질을 함유 하고 있어 항산화, 항염증, 알콜성 간질환 과 같은 효과를 갖는

다. [4][5] 또한 감귤 과피에 식이섬유가 다량 함유 되어 있어 cadmium 투과 억

제 능력과 간지질 함량을 낮추는 효과를 가지고 있으며 혈중 콜레스테롤 저하

및 중금속 해독 기능 등과 같은 성질을 갖고 있다고 보고 되고 있다. 감귤 과피

에 함유 되어 있는 식이섬유는 주로 pectin으로 성숙과 저장중에 변화 된다고 보

고 되었다.[2] 감귤의 미숙과인 풋귤은 제주특별자치도 감귤생산 및 유통에 관한

조례에 따라 농약 안전사용 기준을 준수하여 감귤의 기능성 성분을 이용할 목적

으로 제주특별자치도지사가 정한 날짜까지 출하하는 노지감귤의 미숙과이며 제

주지역에서 2월 녹색에서 3~4월 노란색으로 착색되는 재래종 풋귤과는 다른 품

종으로 구분된다.[6] 풋귤일때 완숙과보다 polyphenol과 hesperidin, naringin,

rutin등의 flavonoids 함량이 높은 것으로 알려져 있으며 식이섬유, 유기산도 많

이 함유 되어 있으며 [7] elastase, tyrosinase 저해 효과가 우수 하며 높은 항산

화 효과로 건강식품 개발 가능성이 있다고 보고되었다.[8]

인체 내에는 산화를 촉진하는 물질과 억제하는 물질이 서로 평형을 이루고 있으

나, 물질의 균형 상태가 무너지면 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이

과다 생성된다. ROS는 에너지를 생성 하기 위하여 체내 세포호흡 과정에서 필연
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적으로 생성되거나 스트레스, 흡연 등 외부적 요인에 의해 생성된다. 과도한

ROS의 축적은 DNA 변형 등을 초래하여 세포와 반응하여 조직내에 치명적인

손상을 입혀 염증, 노화, 암과 같은 여러 가지 질병들의 원인이 된다. [9] 이에

생체 내에서 ROS가 과도하게 생성되는 것을 억제 하기위하여 butylated

hydroxy anisole(BHA), butylated hydroxy tolune(BHT) 과 같은 합성 항산화제

가 개발 되었으나 그 자체가 독성을 나타내고 과량 섭취할 경우 여러 가지 부작

용과 발암성이 발견되어 사용을 자제하고 있으며 합성 항산화제를 대체하기 위

하여 항산화 효과가 높으며 인체에 무해한 과일, 채소 등에서 유래한 천연 항산

화 물질에 대한 개발이 요구 되고 있다.[10] 과채류 등 식물체에는 폴리페놀 및

플라보노이드 화학물이 많이 함유되어 있어 항염 및 항산화 효과를 가진다고 주

목받고 있다. [7]

염증반응은 체내에 바이러스나, 세균, 박테리아, 물리적 자극, 화학적 자극 등의

유해물질의 유입에 대한 생체의 방어 반응으로 체내의 면역 세포가 염증 매개

물질들을 분비하며 손상된 조직을 정상 상태로 복구 하려는 기전이다. [11] 이러

한 염증 반응이 장기적으로 지속될 경우 신경성 퇴행성질환과 같은 각종 만성질

환과 암등이 발병한다.[12] 흡연이나 음주, 고지방 식이로 인한 비만 등은 염증

반응을 유발하는 다른 하나의 원인으로 체내에서 생산되는 산화적 스트레스를

증가시켜 염증 반응을 유발하여 만성 질환을 일으킨다. [13] 항산화 효과가 뛰어

난 물질의 섭취는 산화적 스트레스를 감소 시키기 때문에 염증반응 저해에 도움

을 준다고 보고 된다.[14][15] 현재 염증 질환 치료제로서 사용하는 항염증제는

대부분이 스테로이드 및 비스테로이드 성이며 이와 같은 항염증제들은 장기간

복용 시 위염, 신장염, 신장질환 등의 부작용의 위험이 크기 때문에 이를 대체

할 천연물 유래 항염증제제의 개발이 활발히 연구되고 있다.[16]

따라서 본 연구에서는 풋귤을 지역, 크기, 채집시기로 구분하였으며, 구분한 풋

귤, 9월 구입한 풋귤과 진피를 50% EtOH 추출물을 제조하여 Hesperidin함량, 항

산화 및 항염효과를 비교 분석하여 풋귤의 기능성 식품 원료 소재로서의 가능성

을 확인하고자 한다.
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Ⅱ. 이론적 배경

1. 활성산소(Reactive oxygen species, ROS)

활성산소(Reactive oxygen species, ROS)는 superoxide anion, peroxyl radical,

hydroxyl radical 등 여러종류의 free radical로 이루어져있다. ROS는 동물 식물

내의 체내 세포들이 대사과정에서 생성되는 산화화합물로 현대인의 질병인 동맥

경화, 암 등의 원인과 노화의 원인으로 주목되고 있다. ROS는 세포 호흡 과정중

에 생성되는 부산물로 강력한 산화력을 지니며[17] 과잉된 ROS는 세포구성성분

인 DNA, 단백질 등에 산화적 손상을 일으켜 세포의 정상적인 대사를 저해 하여

조직내에 치명적인 손상을 입혀 염증, 노화, 암과 같은 여러 가지 질환의 원인이

된다.[8] 산화스트레스는 대식세포를 활성화 시키고 염증 사이토 카인의 분비를

촉진시킴으로서 염증반응을 악화시킨다. 악화된 염증 반응은 ROS를 다시 생성하

여 산화스트레스를 증가, 이와같은 악순환으로 이루어지며 이는 항산화 활성과

염증과 밀접한 관련이 있다고 보고 된다.[18] 생체 내 항산화 방어 시스템을 증

가시키거나 ROS를 조절 할 수 있는 합성 항산화제로는 Butylated hydroxy

tolune(BHT), butylated hydroxy anisole(BHA) 등이 있었으나 생체효소,지방의

변이 및 독성으로 인체에 암을 유발 할 수 있어 flavonoid, tocopherol, ascorbic

acid과 같은 천연유래 항산화제에 대한 연구가 진행되고 있으며[9] 최근 천연물

유래의 항산화제를 개발 연구 하는 추세로 변하고 있다. [19]

2. 염증(Inflammation)

염증(Inflmmation)은 체내에 바이러스나, 세균, 박테리아, 물리적 자극, 화학적 자

극 등의 유해물질의 유입에 대한 생체의 방어 반응으로 세포 내 다양한 염증 조

절 인가들이 매개체로 관여 한다. 염증 반응은 염증으로 인하여 발생된 물리적

조직 손상등으로부터 인체를 보호 하기 위한 1차적 면역 반응 이지만, 염증반응

이 과해지면 류마티스, 동맥경화증, 다발성 경화증을 유발하는 원인이 된다.[20]
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염증은 tumor necrosis factor-α(TNF-α), interlukin-6(IL-6), interlukin-1β(IL-1

β)와 같은 전염증성 사이토카인들에 의해 유발되며 [21] IL-1β(interlukin-1β),

TNF-α(tumor necrosis factor-α)는 염증반응 초기에 분비되는 염증 유발 인자로

IL-6(interlukin-6)의 사이토카인을 생성해 염증을 유발한다.[22] 염증반응에 관여

하는 대표적인 세포는 대식세포(macrophage)로 여러 종류의 숙주 반응에 관여하

여 숙주의 방어와 항상성 유지에 관여하며[23] 자극이나 면역세포들이 분비하는

싸이토카인 등에 의해 활성화 되어 nitric oxide (NO), prostaglandin E₂(PGE

₂), proinflammatory cytokine를 생성하여 통증, 발열 등의 염증반응을 유발하

고, 염증 유발 부위로 면역 세포의 이동을 촉진 시킨다. [24] 대식세포가 세포외

막에 존재하는 내독소로 알려진 LPS(lipopolysaccharide)의 자극을 받으면 tumor

necrosis factor-α(TNF-α), interlukin-6(IL-6), interlukin-1β(IL-1β)와 같은 전염

증성 사이토카인의 다량 분비를 유도시킨다.[21] 이런 염증 매개 물질의 생성은

arachidonic acid가 cyclooxygenase(COX)의 작용을 거쳐 prostaglandin(PG)으로

바뀌는 과정 및 nitric oxide(NO)의 대량 생성 과정으로 이어진다.[25] 체내 염증

과정에서는 과량의 NO 및 prostaglandin E₂(PGE₂) 등의 염증 인자가

inducible nitric oxide synthase(iNOS) 및 cyclooxygenase(COX-2)에 의해 형성

된다.일반적인 NO의 형성은 종양을 제거하거나 박테리아를 죽이는 역할을 하지

만[26] 염증 상태에서 inducible nitric oxide synthase(iNOS)에 의해 다량으로 생

성되는 NO는 염증 매개 물질의 생합성을 촉진함으로써 염증을 악화시켜 신경손

상, 조직손상, 유전자변이를 일으킨다고 알려져 있다.[27] 지속적인 염증 반응은

nitric oxide(NO), postaglandin E₂(PGE₂), interlukin-1β(IL-1β), tumor

necrosis factor-α(TNF-α)등 과도한 염증 매개 물질의 분비로 인해 점막손상을

촉진하고 과민성 알러지 질환, 만성염증, 암 등과 같은 다양한 질환을 일으킨

다.[28][29] 염증은 기간에 다라 급성(acute)염증과 만성(chronic)으로 나눌수 잇

으며 급성 염증 반응은 주로 물리적이나 외부에 의한 감염 등에 의해 일어나며

수분에 서 수 시간 이내에 즉각적인 조직손상을 유발하며 만성은 급성에 비해

장기적이고 지속적으로 이루어지며[30] 단핵구나 대식세포(marcrophage) 등 면역

세포의 조직으로서 침윤을 동반하는 특징을 가지고 있으며 조직의 파괴 및 치유

과정을 통하여 혈관신생이나 섬유화를 유발한다.[31][32]
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3. 풋귤(Premature mandarin, PM)

감귤 대부분은 제주에서 재배하며 감귤산업의 경쟁력 강화 및 품질의 고급화를

위해 매년 8~10월에 약 5~10만톤의 풋귤을 폐기하는 수상적과를 실시하며 폐기

되는 풋귤들이 주변 환경을 오염시키는 요인으로 작용한다고 알려져 있다.[2] 감

귤의 미숙과인 풋귤은 제주특별자치도 감귤생산 및 유통에 관한 조례에 따라 농

약 안전사용 기준을 준수하여 감귤의 기능성 성분을 이용할 목적으로 제주특별

자치도지사가 정한 날짜까지 출하하는 노지감귤의 미숙과이며 제주지역에서 2월

녹색에서 3~4월 노란색으로 착색되는 재래종 풋귤과는 다른 품종으로 구분된

다.[6] Flavonoid의 함량은 과실의 숙성에 따라 감소하며 [33] 풋귤일때 완숙과보

다 polyphenol과 hesperidin, naringin, rutin등의 flavonoids 함량이 높은 것으로

알려져 있으며 식이섬유, 유기산도 많이 함유 되어 있다. [7] 또한 elastase,

tyrosinase 저해 효과가 우수 하여 높은 항산화 효과로 건강식품 개발 가능성이

있다고 보고되었다.
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Ⅲ. 실험 재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 풋귤은 제주시 애월읍(애월읍 유수암리 478-1)과 서귀포시 남

원읍(남원리 732)에서 2020년 7월과 8월에 채집하였다. 7월의 풋귤은 3cm미만,

3~4cm, 4cm 이상의 크기별로 분류를 하였고 8월의 풋귤은 4cm~5cm, 5~6cm,

6~7cm 의 크기별로 분류를 하였다. 분류한 풋귤들은 흐르는 물로 세척 한 후 절

단 하였다. 절단 후 열풍건조기 에서 50℃, 48~72시간 동안 건조하였다.

2. 시료의 준비

 

풋귤 추출물의 성분분석과 항산화 활성 및 항염효과를 측정하기 위해 열풍건조

한 풋귤 분말을 에탄올 정제수 1:1(v/v)의 비율로 혼합 50% 에탄올로 60℃에서

3시간 추출 하였다. 이를 2회 반복한 후 추출한 추출액을 filter paper(0.5μm,

47mm, Toyo Roshi Kaisha, Ltd.) 로 여과 하여 추출물을 제조하였다. 여과 된

추출물을 감압농축기(회사, 50℃)를 이용하여 용매 제거 후 수득된 추출물을 동

결건조기(일신) 에서 건조분말 시료 제조 후 냉동고(-4℃, 53%, ㈜유니크대성)

에 저장하며 실험에 사용하였다.
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3. 실험 방법

1) 이화학적 특성

(1) Hesperidin 지표성분 설정 및 분석

분석은 PDA 검출기로 구성된 (Waters Acquity H Class) UPLC 를 사용하였으

며, 분석 Software는 Empower를 사용하였다. 분석용 컬럼은 YMC J’sphere

ODS-H80 Column(4.6mm x 250mm, 4μm, 8mm, YMC) 을 사용하였고 Injection

volume은 10μL, 유속은 1.0mL/min, 컬럼온도 25℃에서 분석되었다.

표준 물질 함량은 아래의 식으로 계산하였다.

표준물질 함량(%) = 
표준용액(ug/mL) × 표준품순도 × 시험용액 Area

시험용액 (ug/mL) ×  표준용액 Area

(2) TPC(Total polyphenol content)

풋귤 추출믈의 총 폴리페놀 함량(TPC) 은 변형 된 Folin-Denis 방법[19]을 통하

여 측정하였다. 증류수 90μl 와 시료 (10mg/ml) 10μl를 96well에 각 첨가한 후

Folin-ciocalteu’s phenol reagnet(SIGMA-ALDRICH)를 10μl를 가한 후 실온에서

3분간 반응 시켰다. 2M Na₂co₃용액을 반응물에 20μl를 첨가하고, 1시간 암소

에서 반응시켰다. Micro plate reader (BIO-RAD)에 의해 실온에서 750nm에서

측정하였다. 이때 표준검량곡선에 사용한 표준물질은 gallic acid(SIGMA) 이고

0, 62.5, 125, 250, 500, 1000% 의 농도로 측정하여 작성된 표준검량곡선으로부터

각 추출물의 polyphenol 함량을 환산하였다. 측정단위로는 GAE(gallic acid

equivalent)/g을 사용하였다.
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2) 항산화 효과

(1) DPPH free fadical 소거능 측정

DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 라디칼 소거능은 Blois의 방법[34]을 약간

변형하여 측정하였다. 일정 농도로 제조한 시험용액 100μl에 0.4mM DPPH(Alfa

aesar) 용액 100μl를 가하여 섞은 뒤 암실에서 30분간 방치하였다. 흡광광도계는

(BIO-RAD)에 의해 실온에서 517nm에서 측정하였다. DPPH radical 소거 활성은

아래의 식으로 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)  = 
A - B

× 100
A

A : DPPH 흡광도 값 - MeOH 흡광도 값

B : Sample의 DPPH 반응 흡광도 값 – Sample과 MeOH 혼합 흡광도 값

3) 세포 배양 및 NO 활성 저해 효과

(1) 세포배양

본 실험에 사용된 세포주는 마우스의 대식세포인 RAW264.7 세포를 사용하였으

며, 세포 배양을 위해 10% FBS(fetal bovine serum) 및 1% penicillin 으로 조성

된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(gibco) 배지를 사용하였다. 세포는 37℃,

5% CO₂ 조건을 유지하여 배양하였고 2일 간격으로 계대 배양을 시행하였다.

(2) MTT assay에 의한 세포 독성 시험

세포의 독성 정도를 확인하기 위하여 MTT 시험법으로 측정하였다. 96well plate

에 1x10⁵ cells/well로 190μl씩 seeding하고 37℃,5% CO₂ 조건하에서 후 24시간

동안 배양 한 후 각 농도(0, 25μg/ml, 50μg/ml, 100μg/ml, 200μg/ml, 400μg/ml)로

10μl씩 sample 처리하여 다시 24시간 배양하였다. 이후 암소에서 5mg/ml의 농도

의 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 시약을

50μl을 첨가하여 암소에서 37℃에서 3시간 반응시킨후, 상등액을 제거하였다. 여
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기에 DMSO(Biosesang) 200μl를 첨가하여 살아있는 세포와 반응하여 생긴

formazan 침전물을 용해시키고 Micro plate reader (BIO-RAD)에 의해 실온에

서 540nm로 흡광도를 측정하여 세포 생존률(%)을 계산하였다. 모든 실험군은 3

회 반복하였으며 세포 생존율은 아래의 식에 따라 계산 하였다.

cell Viability(%) = 시료의 평균 흡광도/ 대조군의 평균 흡광도 * 100

(3) Nitric oxide(NO)양의 측정

96well plate에 1x10⁵ cells/well로 180μl씩 분주하고 37℃,5% CO₂ 조건하에서

후 cell 이 60~70% 자란 후 (24시간) 시료 (200μg/ml) 로 10μl를 sample 처리하

여 1시간 이후 LPS(Lipopolysaccharides from Escherichia coli:O111:B4) (1μ

g/ml) 로 염증 유도 하고 incubation 하였다. 24시간 배양 한 후 세포 배양 상등

액 100μl와 Griess reagent[1%(w/v) sulfanilamide in 5%(v/v) phosphoricacid와

0.1%(w/v) naphtylethylenediamine-HCI]를 100μl씩 혼합하여 96well plate에서

10분동안 반응시킨후 540nm에서 흡광도를 측정하였다. Sodium Nitrite(NaNO₂)

를 사용하여 standard curve를 작성하여 NO 측정에 사용하였다. 모든 실험군은

3회 반복하였다.

4. 통계처리

제주 풋귤(Premature mandarin, PM)의 지역, 크기, 채집시기에 따른 지표분석과

항산화 활성 및 항염효과의 실험 결과는 mean±S.E.M 으로 표현하엿으며, 유의

적 차이에 대한 해석은 ANOVA(Graphpad prism 7.0, La Jolla, CA, USA)를 사

용하였다 . p<0.05, p<0.01 및 p<0.001 수준에서 그 유의성을 검정하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 이화학적 특성

1) Hesperidin 지표 성분 설정 및 분석

풋귤(Premature mandarin, PM)의 지표 물질을 설정하기 위하여 대한민국 약전

제 11개정 및 식품의약품안전평가원 생약연구과 진피(Citrus unshius pericapium,

CUP) 한약재 품질 표준화 연구사업단 보고서[35]를 참고하여 PM의 Flavonoid의

분석법을 확립 및 지표성분을 수립하기 위하여 Table 1 과 같이 분석법 연구를

진행하여 식품의약품안전평가원 생약연구과 진피 한약재 품질 표준화 보고서의

크로마토그램 (Figure1) 와 PM의 크로마토그램(Figure .2)을 찍어 머무름 값

(RT)을 확인한 결과 peak1은 narirutin, peak 2는 hesperidin, peak3은

neoponsirin으로 유추 할 수 있다. 추가적으로 Hesperidin과 Naringin 표준품을

구매하여 분석한결과(Figure 3,4) Naringin 은 시험 물질 내 없는 것으로 확인되

었고, peak2는 동일한 RT값 과 동일한 UV spectrum의 패턴이 일치하여 (Table.

2) hesperidin으로 확인 하였다. 진피 한약재 품질 표준화 보고서 및 대한민국 약

전 내 지표성분을 참고하여 hesperidin을 지표성분으로 설정하였다. 원료의 기능/

지표 물질 분석을 용이하게 하기 위하여 기존 패턴 분석법을 개량, hesperiein의

특이성을 유지한 채 분석시간을 단축하여 Table.3 과 같이 HPLC 분석법을 설정

하여 지역 및 크기, 채집시기에 따른 PM의 성분분석을 하였고(Figure. 5)

hesperidin 함량을 계산하였다.(Table. 4)

설정된 분석법으로 크기에 따라 Hesperidin의 함량 분석 결과 크기가 작을수록,

채집시기가 빠를수록 Hesperidin 함량이 높은 것을 확인(Figure. 5.) 하였으며 9

월 시중 유통되고 있는 PM의 함량이 8월의 5~6cm 의 PM과 함량이 유사하게
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나타나는 것으로 보아 채집시기가 빠를수록 hesperidin 함량이 높은 것을 확인

할 수 있다.

류 등(2002)[36] 제주 재래종 감귤류 9종 미숙과의 hesperidin 함량을 측정 한 결

과 9종 중 5종 (감자, 동정귤, 병귤, 빈귤 및 진귤)에서 hesperidin 함량이 2차 채

취시(Aug, 31th) 1차 채취(Aug, 9th)한 시료에 비해 약 25~35% 까지 함량이 감

소 하였다고 보고 하였으며 2차 채취 이후 숙성이 진행됨에 따라 함량이 점차

감소하여 마지막 채취 시(Oct, 29th)에는 초기의 약 45~64% 까지 감소하엿다고

보고하였다. ‘사두감’에서는 hesperidin 함량이 2차 채취 한 시료에 비해 1차 채취

한 시료에서 68%까지 함량이 감소 하였으며 그 이후에는 마지막 채취 시까지

변화가 거의 없었다고 보고 하여 본 연구결과와 유사한 경향을 나타내는 것을

확인 할 수 있다. 풋귤은 감귤의 미숙과로 완숙과 보다 높은 식이섬유, 유기산,

폴리페놀 및 플라보노이드 가 높다고 알려져 있으며[7] hesperidin은 Flavonoid의

한 종류로서 hesperidin 함량도 수확시기가 빠를수록, 크기가 작을수록

hesperidin의 함량이 높게 나타난 것으로 판단된다.

Lee 등(2021) [37]에서 항산화 활성을 나타내는 식물 소재에서 총 페놀 및 총플

라보노이드 함량은 항산화 결과와 일치 하다고 보고 하였다. 앞선 본 연구결과에

서 크기가 작을수록, 채집시기가 빠를수록, CUP보다 플라보노이드, 총폴리페놀

함량이 높으며 PM에 풍부하게 함유되어 있는 hesperidin 등 [Flavonoid]의 항산

화 물질이 항산화 활성을 증가시킨 것으로 사료된다. [38]

Song등 (1998) [39] 에 따르면 감귤은 성숙함에 따라 유리당이 증가하며 유기산

의 함량은 감소하며 과즙과 과피내의 Flavonoid계 성분인 naringin과 hesperidin

함량은 과피에 월등히 많이 함유 되어 있으며 미숙과 일 때 함량이 높으며 착색

이 진행 됨에 따라 점차적으로 감소한다고 보고 하였으며 Kang 등(2005)[2]에

따르면 감귤 과피에 함유되어 있는 식이섬유는 주로 pectin으로 성숙과 저장중에

변한다고 보고하였다.
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Instrument Waters Acquity H Class UPLC

Detector PDA detector

Wavelength 280nm

Column YMC J’sphere ODS-H80(4.6mm × 250nm, 4μm, 8mm)

Mobile phase

A : 0.1% H3PO4 in D.W

B : 0.1% H3PO4 in ACN

Flow(mL/min) Time(min) A(%) B(%)

1.0

0.0 82.0 18.0
20.0 82.0 18.0
60.0 45.0 55.0
70.0 0.0 100
80.0 0.0 100
81.0 82.0 18.0
90.0 82.0 18.2

Injection Vol. 10 μL

Temparature 25 ℃

Run Time 90 min

Table. 1 Condition of HPLC for analysis of hesperidin
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Figure 1. HPLC chromatograms of standard mixture and Citrus Unshiu

Percaripium

Figure 2. HPLC chromatograms of premature mandarin

Figure 3. HPLC chromatograms of standard Hesperidin
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Figure 4. HPLC chromatograms of standard Naringin
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Figure 5. UV Spectrum compared with hesperidin and premature mandarin
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Instrument Waters Acquity H Class UPLC

Detector PDA detector

Wavelength 280nm

Column YMC J’sphere ODS-H80(4.6mm × 250nm, 4μm, 8mm)

Mobile phase

A : 0.1% H3PO4 in D.W

B : 0.1% H3PO4 in ACN

Flow(mL/min) Time(min) A(%) B(%)

1.0

0.0 80.0 20.0
14.0 78.0 22.0
20.0 0.0 100
25.0 0.0 100
26.0 80.0 20.0
35.0 80.0 20.0

Injection Vol. 10 μL

Temparature 25 ℃

Run Time 35 min

Table. 2 Condition of HPLC for analysis of hesperidin
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(SAM 1)

(SAM 2)

(SAM 3)
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(SAM 4)

(SAM 5) 

(SAM 6)
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(SAM 7)

(SAM 8)

(SAM 9)
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(SAM 10)

(SAM 11)

Figure. 6. HPLC chromatograms of Hesperidin for premature mandarin

# #SAM1: Premature mandarins harvested in July, Aewol, 2~3cm; #SAM2: Premature mandarins

harvested in July, Aewol, 3~4cm; #SAM3: Premature mandarins harvested in July, Aewol,

4~5cm; #SAM14: Premature mandarins harvested in July, Namwon, 2~3cm; #SAM5: Premature

mandarins harvested in July, Namwon, 3~4cm; #SAM6: Premature mandarins harvested in

July, Namwon, 4~5cm; #SAM7: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 4~5cm;

#SAM8: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 5~6cm; #SAM9: Premature

mandarins harvested in August, Namwon, 6~7cm; #SAM10: Premature mandarins purchased in

September; #SAM11: Citri Unshiu Peel;
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Table 3. Content of hesperidin for premature mandarin

Area Date of harvested size Hesperidin (%)

Aewol Jul

2-3cm 3.15

3-4cm 3.18

4-5cm 2.91

Namwon

Jul

2-3cm 3.46

3-4cm 2.96

4-5cm 2.62

Aug

4-5cm 1.68

5-6cm 1.58

6-7cm 1.96

Purcahse Sep 1.56
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2) TPC(Total polyphenol content)

폴리페놀은 식물계에 존재하는 2차 대사산물로 분자 내에 phenolic hydroxyl 기

를 가지고 있는 방향족 화합물로 단백질과 같은 거대 분자와의 결합을 통해 항

산화, 항염증, 항암성 등의 생리활성을 가지고 있다고 밝혀져있다. [40]

본 실험에서 분석한 크기 및 지역에 따른 풋귤(Premature mandain, PM에 대한

총 폴리페놀 함량(Total polyphenol content, TPC)을 분석한 결과는 Figure. 6

과 같다. 각 시료를 10mg/ml의 농도로 희석한 후 비교하였다. 7월에 애월에서

채집한 2~3cm크기의 PM의 TPC는 48.0mg GAE/g, 3~4cm크기는 40.5mg

GAE/g, 4~5cm 크기는 36.7mg GAE/g 였으며 남원에서 채취한 2~3cm 크기의

PM은 54.0mg GAE/g, 3~4cm 크기는 41.4mg GAE/g, 4~5cm 크기는 37.8mg

GAE/g으로 PM의 크기가 작을수록 TPC가 높게 나타났다. 7월에 채집한 PM은

크기가 작을수록 TPC가 높게 나왔지만 지역에 따른 TPC 비교시 2~3cm 풋귤에

서는 남원지역의 TPC는 높은 것으로 나타나나 3~4cm 이상의 크기에서의 차이

는 비슷한 수준으로 유의적 차이가 없었다.

채집 시기에 따른 PM과 CUP에 대한 TPC 분석한 결과는 Fig.7 과 같다. 남원에

서 7월에 채집한 2~3cm 크기의 PM은 54.0mg GAE/g, 3~4cm 크기는 41.4mg

GAE/g, 4~5cm 크기는 37.8mg GAE/g 였으며 8월에 채집한 4~5cm 크기의 PM

은 29.5mg GAE/g, 5~6cm 크기는 23.2mg GAE/g, 6~7cm 크기는 22.9mg GAE/g

으로 채집시기가 빠를수록 TPC가 높게 나왔다.

9월에 구입한 PM의 TPC는 19.3mg GAE/g으로 7,8월에 채집한 PM의 TPC보다

낮은 것을 확인 할수 있으며, CUP의 TPC는 25.0 mg GAE/g으로 CUP 보다

PM의 TPC가 높다는 것을 확인 할 수 있다.

박 등 (2020)[41]은 수확 시기(7월-9월) 및 원료 조건에 따른 풋귤 식초의 항산화

활성을 측정 하였으며, 7월에 수확된 풋귤착즙액에서 가장 높은 총 페놀 함량이

확인되었다고 보고하여 본 연구결과와 유사한 경향을 나타내었다. 또한 김 등

(2009) [42]은 수확시기별 제주재래종 감귤착즙액의 Flavonoids 분포 및 항산화

활성을 측정 하였으며, 수확시기에 따른 감귤착즙액의 총 폴리페놀 함량은 대부

분의 시료에서 성숙이 덜 된 미숙과인 8월 하순에 함량이 가장 높은 것으로 나
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타났으며, 수확시기가 늦어질수록 감소하는 경향을 보인다고 보고하여 본 연구결

과와 유사한 경향을 나타내는 것을 확인 할 수 있다. PM은 감귤의 미숙과로 완

숙과 보다 높은 식이섬유, 유기산, 폴리페놀, 및 플라보노이드가 높다고 알려져

있어[43] 본 연구에서도 수확시기가 빠를수록, 크기가 작을수록, CUP보다 PM의

TPC가 높게 나타 난 것으로 판단된다.
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Figure. 7. Total polyphenol content of premature mandarin

# All values are presented as the mean ± S.D

# *p<0.05;, **p<0.01;, ***p<0.001;, ****<p<0.0001
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Table 4. Total polyphenol content of premature mandarin

# All values are presented as the mean ± S.D

sample
Total polyphenol

contents(mg GAE/g)
Area

Date of

harvested
size

Aewol Jul

2~3cm 48.0±0.006

3~4cm 40.5±0.024

4~5cm 36.7±0.004

0Namwon

Jul

2~3cm 54.0±0.006

3~4cm 41.4±0.011

4~5cm 37.8±0.006

Aug

4~5cm 29.5±0.001

5~6cm 23.2±0.001

6~7cm 22.9±0.005

Purchased Sep 19.3±0.005

Citri unshiu peel 25.0±0.008
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2. 항산화 효과

1) DPPH 라디칼 소거능 측정

본 실험에서 분석한 크기 및 지역에 따른 풋귤(Premature mandarin, PM)에 대

한 DPPH radical 소거능을 측정한 결과는 Figure. 8 과 같다. 각 시료를

0.5mg/mL의 농도로 희석한 후 비교 하였다. 7월에 애월에서 채집한 2~3cm 크기

의 PM은 66.5%, 3~4cm 크기는 62.0%, 4~5cm 크기는 52.2% 이였으며 7월에 남

원에서 채취한 2~3cm 크기의 PM은 67.1%, 3~4cm 크기는 60.9%, 4~5cm 크기는

46.7% 으로 PM의 크기가 작을수록 DPPH radical 소거능이 높게 나타났으나 애

월에서 채집한 4~5cm 크기의 함량이 남원에서 채집한 4~5cm 크기의 PM 보다

높게 나왔지만 2~3cm, 4~5cm 크기의 PM에서 DPPH radical 소거능의 차이는 비

슷한 수준으로 유의적 차이가 없었다.

채집 시기에 따른 PM에 대한 DPPH radical 소거능 활성은 Figure.9 와 같다. 남

원에서 7월에 채집한 2~3cm 크기의 PM의 DPPH radical 소거능 활성은 67.1%,

3~4cm 크기는 60.9%, 4~5cm 크기는 46.7% 이였으며 8월에 채집한 4~5cm 크기

의 PM은 41.8%, 5~6cm 크기는 33.3%, 6~7cm 크기의 PM은 27.4%로 채집 시기

가 빠를수록 DPPH radical 소거 활성이 높다는 것을 확인 할 수 있었다.

9월에 구입한 PM의 DPPH radical 소거능 활성은 35.8% 로 8월에 구입한

5~6cm 크기의 PM과 값이 유사하지만 채집시기가 빠를수록 활성이 높다고 볼수

있다. 또한 진피(Citrus unshius pericarpium, CUP)의 DPPH radical 소거능 활성

은 28.1%로 CUP보다는 PM의 활성이 높다는 것을 확인 할 수 있다.

이 등(2014) [44]] 은 감귤 미숙과 식초와 완숙과 식초에 대한 DPPH 자유 라디

컬 소거활성을 측정 하였으며 감귤 미숙과 식초의 DPPH 자유라디칼 소거 활성

은 29%, 완숙과 식초의 DPPH 자유 라디칼 소거 활성은 5%로 감귤 미숙과 식초

가 완숙과 식초에 비해 약 5.8배 높다고 보고 하였으며 총 페놀 및 총 플라보노

이드 함량과 DPPH 라디칼 소거활성간의 상관계수를 계산 한 결과 0.932와 0.951

로 매우 높아 총 DPPH 라디칼 소거능에 의한 항산화 활성은 총 페놀 및 플라보

노이드의 함량과 밀접한 관계가 있음을 보고하였다. Jang 등(2012) [45] 도 총 폴

리페놀 함량과 항산화 활성은 밀접한 관계가 있으며 총 페놀의 함량의 높을수록
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항산화 활성이 증가한다고 보고하였다. 앞서 본 연구에도 총 페놀 함량이 많은

시료 일 수록 높은 DPPH radical 소거능을 보였다.
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Figure. 8. DPPH scavenging activity of premature mandarin

# All values are presented as the mean ± S.D

# *p<0.05;, **p<0.01;, ***p<0.001;, ****<p<0.0001
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Table 5. DPPH scavenging activity of premature mandarin

# All values are presented as the mean ± S.D

sample
DPPH radical scavenging

activity(%)
Area

Date of

harvested
size

Aewol Jul

2~3cm 66.5±2.29

3~4cm 62.0±2.88

4~5cm 52.2±1.15

Namwon

Jul

2~3cm 67.1±2.64

3~4cm 60.9±3.76

4~5cm 46.7±0.98

Aug

4~5cm 41.8±0.84

5~6cm 33.3±1.68

6~7cm 27.4±0.25

purchased sep 35.8±1.55

Cutri unshiu peel 28.1±0.14
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3. 세포 배양 및 NO 활성 저해 효과

1) 세포배양

2) MTT assay에 의한 세포 독성 시험

염증에 주요한 역할을 담당하는 대식세포(RAW 264.7)l을 이용하여 50% 에탄올

풋귤 추출물에 세포 독성을 확인한 결과는 Fig.10과 같다. 샘플 11종 모두 각 농

도 (0, 25μg/ml, 50μg/ml, 100μg/ml, 200μg/ml, 400μg/ml) 의 시료를 24시간 처리

하여 세포 독성을 관찰하였다. 0에서 400μg/ml에서 모두 세포 생존율이 90% 이

상으로 나타나 세포 사멸에 큰 영향을 주지 않는 것으로 확인되어 본 실험에서

NO 억제능 측정을 위해 (200μg/ml) 의 농도로 항염 실험을 진행 하였다.
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(SAM 11)

Figure 9. Cell viability of premature mandarin in RAW 264.7 cells.

# #SAM1: Premature mandarins harvested in July, Aewol, 2~3cm; #SAM2: Premature mandarins

harvested in July, Aewol, 3~4cm; #SAM3: Premature mandarins harvested in July, Aewol,

4~5cm; #SAM14: Premature mandarins harvested in July, Namwon, 2~3cm; #SAM5: Premature

mandarins harvested in July, Namwon, 3~4cm; #SAM6: Premature mandarins harvested in

July, Namwon, 4~5cm; #SAM7: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 4~5cm;

#SAM8: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 5~6cm; #SAM9: Premature

mandarins harvested in August, Namwon, 6~7cm; #SAM10: Premature mandarins purchased in

September; #SAM11: Citri Unshiu Peel;

# All values are presented as the mean ± S.D

# *p<0.05;, **p<0.01;
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3) NO 억제능 검정

MTT assay 수행 결과 세포독성을 나타내지 않는 농도인 200μg/ml 에서 항염증

효과를 확인하기 위해 Griess reagent를 이용하여 NO생성 저해 활성을 측정한

결과는 Fig. 11과 같다. RAW 264.7 cell에 각각 200μg/ml 추출물과 1μg/ml LPS

를 24시간 동안 처리하였고 P.M 추출물의 항염증 효과를 확인한 결과, 생성된

NO 측정치는 LPS를 1μg/ml로 처치한 세포의 NO 생성량을 LPS를 처리하지 않

은 대조구와 비교하였을 때 상당히 증가하였음을 알 수 있었다.

풋귤(Premature mandarin, PM) 의 LPS 처리구에 대비한 NO inhibition 값은

Table 7, Fig.12, Fig.13과 같다. 7월에 애월에서 채집한 2~3cm 크기의 No

inhibition 값은 18.76%, 3~4cm는 15.68%, 4~5cm는 15.33 % 로 크기가 작을수

록 NO inhibition 값이 높았으며 7월에 남원에서 채집한 PM의 NO inhibition 값

또한 2~3cm에서는 17.91%, 3~4cm 는 14.70%, 4~5cm 13.19%로 크기가 작을수록

NO Inhibition 값이 높은 것을 확인 할 수 있엇다.

채집 시기에 따른 No inhibition 값은 7월 2~3cm 는 17.91%, 3~4cm 는 14.70%,

4~5cm 는 13.19% 였고 8월의 4~5cm 크기의 풋귤은 10.19%, 5~6cm 는 6.93,

4~5cm 는 2.26%로 채집 시기가 빠를수록 No inhibition 값이 높다는 것을 확인

할 수 있었다.

9월에 구입한 PM의 LPS 처리구에 대비한 NO inhibition 값은 6.03% 으로 8월

에 채집한 6~7cm 크기의 PM보단 높지만 전반적으로 채집시기가 빠를수록 NO

inhibition 값이 높다는 것을 확인 할 수 있었다. 또한 진피(Citrus unshius

pericarpium, CUP) 의 LPS 처리구에 대비한 NO inhibition 값은 6.29%로 9월의

PM과 비슷한 값을 확인 할 수 있었다.
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Figure. 10. Effect of extract from premature mandarin(PM) on the NO

production in macrophage cell(RAW 264.7).

# #SAM1: Premature mandarins harvested in July, Aewol, 2~3cm; #SAM2: Premature mandarins

harvested in July, Aewol, 3~4cm; #SAM3: Premature mandarins harvested in July, Aewol,

4~5cm; #SAM14: Premature mandarins harvested in July, Namwon, 2~3cm; #SAM5: Premature

mandarins harvested in July, Namwon, 3~4cm; #SAM6: Premature mandarins harvested in

July, Namwon, 4~5cm; #SAM7: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 4~5cm;

#SAM8: Premature mandarins harvested in August, Namwon, 5~6cm; #SAM9: Premature

mandarins harvested in August, Namwon, 6~7cm; #SAM10: Premature mandarins purchased in

September; #SAM11: Citri Unshiu Peel;

# All values are presented as the mean ± S.D

# **p<0.01;, ***p<0.001;
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Table. 6. Inhibition of nitric oxide production by premature mandarin in RAW

264.7 cells.

# All values are presented as the mean ± S.D

sample

NO Inhibition (%)

Area
Date of

harvested
size

Aewol Jul

2~3cm 18.76±0.81

3~4cm 15.68±0.67

4~5cm 15.33±0.32

Namwon

Jul

2~3cm 17.91±0.76

3~4cm 14.70±0.47

4~5cm 13.19±0.68

Aug

4~5cm 10.19±1.21

5~6cm 6.93±0.25

6~7cm 2.26±0.25

Purchased Sep 6.03±1.87

Citri unshiu peel 6.29±0.65
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Figure. 11 Inhibition of nitric oxide production by premature mandarin in

RAW 264.7 cells.

# All values are presented as the mean ± S.D

# *p<0.05;, **p<0.01;, ***p<0.001;
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Ⅳ. 요약 및 결론

본 연구는 풋귤(Premature mandarin, PM) 의 지역, 크기, 채집시기로 구분하였

으며 9월 구입한 PM과 진피(Citrus unshius pericarpium, CUP) 를 50% Ethanol

로 추출한 후 얻은 추출물에 대해 hesperidin 함량과 항산화 항염 효과를 비교

분석하였으며 hesperidin 함량, 총폴리페놀함량, DPPH 라디칼 소거능, 세포 배양

과 NO 활성 저해 효과를 측정한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. Hesperidin 분석

(1) 채집 시기가 빠를수록, 크기가 작을수록 hesperidin 함량이 높게 나타났으며

지역에 따른 차이는 비슷한 수준으로 유의적 차이는 없었다.

(2) CUP에 비해 PM의 함량이 높은 것을 확인 할 수 있었다.

2. 총 폴리페놀 함량

(1) 채집 시기가 빠를수록 크기가 작을수록, 폴리페놀 함량(Total polyphenol

content, TPC) 이 높게 나타났으며 지역에 따른 TPC는 비슷한 수준으로

유의적 차이가 없었다.

(2) CUP의 TPC는 25%로 8월에 채집한 4~5cm의 PM의 TPC 인 29.5% 보다

함량이 적어 CUP보다 PM의 TPC가 높은 것을 확인 할수 있었다.

3. DPPH 라디칼 소거능 측정

(1) 채집시기가 빠를수록, 크기가 작을수록, DPPH 라디칼 소거능이 높았으며

지역에 따른 DPPH 라디칼 소거능은 비슷한 수준으로 유의적 차이가 없었

다.

(2) CUP의 DPPH 라디칼 소거능은 28.1%로 8월에 채집한 5~6cm 크기의 PM의

DPPH 라디칼 소거능 인 33.3% 보다 낮아 CUP보다 PM의 DPPH 라디칼

소거능이 높은 것을 확인 할 수 있었다.
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4. 세포 배양 및 NO 활성 저해 효과

(1) 농도 별로 (0, 25μg/ml, 50μg/ml, 100μg/ml, 200μg/ml, 400μg/ml) RAW

264.7 세포에 대한 생존 능력을 확인 한 결과 모두 독성을 나타내지 않았

다.

(2) 세포 독성을 나타내지 않는 농도인 200μg/ml에서 NO 활성 저해 효과를 확

인 한 결과 채집시기가 빠를수록, 크기가 작을수록 NO inhibition 값이 높

았으며 지역에 따른 NO inhibition 값은 비슷한 수준으로 유의적 차이가

없엇다.

(3) CUP의 NO inhibition 값은 6.29%로 8월에 채집한 5~6cm 크기의 PM의 NO

inhibition 값인 6.93보다 낮아 CUP보다 PM의 NO inhibition 값이 높은 것

을 확인 할 수 있었다.

이상의 결과를 종합해 볼때 지역적 차이는 크지 않으나 크기가 작고 채집시기가

빠른 착색이 덜 진행 된 PM은 pectin, 유기산과 hesperidin의 함량이 높아 항산

화 활성이 뛰어나며 산화적 스트레스 감소에 도움을 주어 염증 반응 저해에 도

움을 줄 것으로 사료된다[14][15]

이는 풋귤의 지역, 크기, 채집 시기에 따른 지표 분석과 항산화 활성 및 항염효

과 연구에 있어 기초 자료로 활용되며, PM을 이용한 천연 항산화제 및 천연 항

염제 로의 기능성 식품 및 화장품 원료에 활용 가능성이 높을 것이라 생각된다.
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