
Abstract Citrus grandis Osbeck pericarp is used as tea, 

herbal medicine, etc., but is not commercialized in various 

ways. So, in this study, we identified potential for use of 

Citrus grandis Osbeck as health functional foods, cosmetics 

and food preservatives. Methanol extract of Citrus grandis 

Osbeck pericarp was fractionated with hexane, dichloro-

methane, ethyl acetate and butanol, to quantitatively analyze 

total phenol and flavonoid, and investigate antioxidative and 

enzyme inhibitory activities. Total phenol and flavonoid 

contents were highest in ethyl acetate fraction, FRAP and 

ORAC results also revealed highest activity in proportion to 

total phenol content. DPPH radical scavenging activity 

revealed that ethyl acetate, butanol and dichloromethane 

fraction manifested highest activity without significant 

difference. However, dichloromethane fraction revealed 

higher TEAC value and tyrosinase inhibitory activity than 

ethyl acetate fraction, and hexane fraction manifested best 

results with superoxide radical scavenging activity and 

ɑ-glucosidase inhibitory activity. Antimicrobial activity 

also revealed best effect in dichloromethane and hexane 

fractions. So, based on the following results, use of 

dichloromethane fraction as material of natural functional 

cosmetics, ethyl acetate fraction for health functional foods, 

and hexane fractions for pharmaceuticals and food pre-

servatives, would be most practical for product development.

Keywords Flavonoid, ɑ-Glucosidase, Microorganism, 

Oxygen free radical, Phenol, Tyrosinase

서 언

활성산소(free radical)의 종류는 hydroxyl radical, hydrogen 

peroxide, superoxide radical 등으로 다른 물질로부터 전자를 

얻으려는 성질이 강하여 체내에서 세균을 억제하며 면역체

계의 개선 등의 역할을 수행한다. 하지만 스트레스나 자외

선 및 화학물질 같은 외부요인에 노출되는 경우에 활성산소

의 생성량이 증가하게 되며 이에 따라 세포막과 DNA, 단백

질 등이 손상되어 염증, 동맥경화, 노화를 비롯한 암 등 각종 

성인병을 초래한다(Ko et al. 2017). 최근에는 비타민과 카로

테노이드, 식물로부터 유래한 phenol 및 flavonoid 등이 항산

화 작용의 주요 역할을 하는 성분임이 밝혀지면서 활성산소

로부터 유발되는 피해를 막고자 많은 연구가 진행되고 있다

(Carrasco-Pancorbo et al. 2005).

  제주도에서 재배되는 당유자(Citrus grandis Osbeck)는 운

향과에 속하는 귤나무로 열매의 형태는 계란형으로 껍질은 

오돌토돌하다. 열매의 크기는 세로 약 10 ~ 12 cm, 가로 9 ~ 10 

cm 이다. 무게는 약 250 ~ 500 g으로 약 10개 정도의 종자가 내

부에 위치하고 있다. 또한 열매는 예로부터 감기와 간 보호 

등에 효과가 있어 약재로 사용되어왔다. 당유자의 유기산 

함량은 유자에 비하여 2배 높고 비타민 C 함량은 4배가 높다. 

또한 당유자에는 비타민 외에도 주성분인 hesperidin, 

naringin, naringenin, narirutin, neohesperidin, rutin 등의 플라보

노이드류가 있다(Jiang et al. 2014; Mäkynen et al. 2013). 

Hesperidin과 naringin은 체내에 독성을 일으키지 않으며 항
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(Moon et al. 2015). 따라서 현대인들의 관심이 높아졌을 뿐만 

아니라 최근 의약품, 건강 기능성 식품, 화장품 등의 소재로 

활용할 수 있는 가능성을 보고자 국내외에서 많은 연구가 진

행되었다. 당유자의 국내외 연구동향을 보면 당유자 잎 추

출 및 분획물의 위암 효과(Moon et al. 2009), 발효 처리한 당유

자 추출물의 항산화 및 ɑ-glucosidase, ɑ-amylase 저해활성을 

통한 항당뇨 효과(Kim et al. 2009), 미숙과 추출물의 미백 효

과(Kim et al. 2014) 및 메탄올 추출, 분획물의 항염증 효과(Lee 

et al. 2006)가 보고되었으며 당유자 과피를 원료로 한 연구로

는 에탄올 추출물을 HL-60 cell에 처리하였을 때 아포토시스 

유도 관여(Hyon et al. 2009a), 비만과 고혈압 억제 활성(Hong 

et al. 2010), 미생물을 처리를 한 발효물의 항산화 활성(Hyon 

et al. 2009b) 등이 보고되어 있다.

  현재 당유자 과피는 차, 한약재 등으로 이용되고 있으나 

다양하게 제품화 되고 있지는 않은 실정이다. 따라서 본 연

구에서는 대중화되지 않은 과피를 자원화하고 건강 기능성 

식품 및 기능성 화장품, 식품보존제 등의 원료로서의 사용

가능성 등 고부가가치 창출에 있어 기초자료를 제공하고자 

당유자 과피의 메탄올 추출물을 비극성에서 극성 용매 순으

로 분획물을 제조하였으며 추출물 및 분획물의 phenol, 

flavonoid 함량 분석과 항산화 활성 및 효소 저해활성, 대표적

인 식품 부패 미생물 Micrococcus luteus, Bacillus cereus, 

Escherichia coli와 기회감염을 일으키는 Klebsiella pneumoniae

의 항균효과를 비교함으로써 본 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용한 당유자 과피의 추출물 및 분획물은 다음

과 같이 제조하였다. 건조된 당유자 과피에 메탄올을 중량

의 10배를 가하여 80°C에서 3시간동안 추출하고 여과하였

으며 같은 과정을 3번 반복하였다. 여과 후에는 감압농축기

(Hel-VAP Precision, Heidolph, Germany)로 농축한 후에 동결 

건조하였으며 이후 비극성에서 극성 순(헥산, 디클로로메

탄, 에틸아세테이트, 부탄올)으로 용매분획을 실시하였다. 

획득한 분획물은 추출물과 동일한 과정을 거쳐 실험에 사용

하였다.

총 페놀 및 플라보노이드 정량 측정

Total phenol 정량 측정은 Folin-Denis 방법을 변형하여 측정

하였다(Singleton et al. 1999). Micro tube에 sample 20 uL와 증류

수 700 uL를 가하고 Folin-Ciocalteu 시약 100 uL를 더하여 

voltexing 한 후 2시간 동안 방치하였다. 이후 20% sodium 

carbonate를 100 uL씩 가하였다. 혼합액은 1시간 방치한 후 

microplate reader (i-Mark 168-1135, Bio-Rad, USA)를 이용해 흡

광도 값을 750 nm에서 측정하였다. Sample의 흡광도는 gallic 

acid로 standard curve를 작성하여 GAE (gallic acid equivalent)

로 나타내었다.

  Total flavonoid 정량은 Kim et al. (2012)의 방법을 변형하여 

측정하였다. Micro tube에 sample 100 uL와 10% aluminum 

nitrate 20 uL, 1 M potassium acetate 20 uL, 에탄올 300 uL를 혼합

한 이후 증류수 560 uL를 가하여 1시간 동안 방치하였다. 이

후 microplate reader를 사용하여 흡광도 값을 415 nm에서 측

정하였다. Sample의 흡광도는 표준물질인 quercetin으로 

standard curve를 작성하여 QE (quercetin equivalent)로 나타내

었다.

Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) 측정

ABTS 소거능 측정은 Zulueta et al. (2009)의 방법을 변형하여 

측정하였다. 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium persulfate를 암

소에 16시간 방치하여 ABTS radical을 생성시키고 이 용액의 

흡광도 값을 734 nm에서 0.70 ± 0.02가 되도록 증류수로 희석

하였다. 이후 sample 50 uL에 ABTS radical이 생성된 용액 1 

mL를 혼합하여 3분간 반응시키고 UV-spectrometer (UV-1800, 

Shimadzu, Japan)를 이용해 734 nm에서 흡광도 값을 측정하

였다. Trolox를 이용하여 standard curve를 작성하고 시료 1 g

당 trolox 농도(mM TE/g)로 나타내었다.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정

FRAP은 기존의 Benzie and Strain (1996)법을 변형하여 측정

하였다. 측정에 사용되는 FRAP working solution은 300 mM 

sodium acetate buffer (pH 3.6), 10 mM 2,4,6-tripyridyls-triazine 

(TPTZ)와 20 mM FeCl3를 10 : 1 : 1 비율로 실험 직전에 혼합하

여 37°C에서 30분간 반응시킨 뒤 사용하였다. Sample 50 uL

에 FRAP working solution 150 uL를 가한 이후 37°C에서 15분

간 반응시켰다. Microplate reader를 이용해 595 nm에서 흡광

도 값을 측정하였다. FeSO4를 이용하여 standard curve를 작성

하고 시료 1 g당 FeSO4 환원력(mM FE/g)으로 나타내었다.

Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) 측정

Sample의 ORAC 분석법은 Zulueta et al. (2009)의 방법을 변형

하여 측정하였다. Sample 50 uL에 78 nM fluorescein 150 uL를 

가하고 37°C에서 10분간 반응시킨 다음에 221 mM 2,2’azobis 

(2-amino-propane) dihydrochloride (AAPH)를 첨가하였으며 

excitation 파장 485 nm, emission 파장 535 nm에서 1분 간격으

로 60분간 형광도를 측정하였다. 표준시약은 trolox를 사용

하였으며 sample과 표준시약의 area under the curve (AUC) 값

을 측정하였다. ORAC는 trolox로 작성된 standard curve를 사



J Plant Biotechnol (2018) 45:279–286 281

용하여 sample 1 g당 trolox 농도(mM TE/g)로 나타내었다.

DPPH radical 소거능 측정

DPPH radical 소거능은 Blois (1958)의 방법을 변형하여 측정

하였다. Sample 40 uL에 0.15 mM DPPH 용액을 160 uL 가하였

으며 30분간 반응 후 microplate reader를 사용하여 490 nm에

서 흡광도 값을 측정하였다. 양성 대조군으로는 BHT를 사용

하였으며 sample의 소거활성은 DPPH radical을 50% 억제시

키는데 필요한 농도인 DRC50 값으로 나타내었다.

Superoxide radical 소거능 측정

Sample의 superoxide radical 소거활성은 Nishikimi et al. (1972)

의 방법을 변형하여 측정하였다. Sample 50 uL에 62 uM nitro 

blue tetrazolium (NBT), 33 uM phenazine methosulfate (PMS), 98 

uM β-nicotinamide adenine dinucleotide (NADH)를 순서대로 

50 uL씩 가하여 혼합한 후 560 nm에서 흡광도 값을 측정하였

다. Sample의 소거활성은 superoxide radical을 50% 억제시키

는데 필요한 농도인 SRC50 값으로 나타내었다.

Tyrosinase 저해활성 측정

Sample의 tyrosinase 저해활성은 Ko et al. (2017)의 방법으로 

측정하였다. Sample 10 uL에 증류수와 1 mM L-tyrosine, 50 mM 

potassium phosphate buffer (pH 6.5)를 9 : 10 : 10 비율로 혼합한 

혼합액 170 uL, mushroom tyrosinase (1 KU/mL) 20 uL을 가한

다. 이후 37°C에서 15분간 반응시켜 생성된 DOPA chrome을 

microplate reader를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 양성 대조군으로 arbutin을 사용하였으며 sample의 저해

활성은 50% 저해활성 농도인 inhibitory concentration 50 

(TIC50)으로 나타내었다.

ɑ-Glucosidase 저해활성 측정 

Sample의 ɑ-glucosidase 저해활성은 Kim and Kim (2016)의 방

법을 변형하여 측정하였다. 각 sample 20 uL에 20 mM po-

tassium phosphate buffer (pH 6.8) 120 uL와 ɑ-glucosidase (0.3 

U/mL) 50 uL를 가하여 37°C에서 10분간 반응시켰다. 이후 2 

mM pNPG 10 uL를 추가적으로 가한 후 37°C에서 30분간 반

응시켰다. 30분 경과 후 반응 정지를 목적으로 100 mM Na2CO3

를 100 uL 더하여 정지시키고 microplate reader를 사용하여 

415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 acarbose

를 사용하였으며 sample의 저해활성은 50% 저해활성 농도

인 농도인 inhibitory concentration 50 (GIC50)으로 나타내었다.

항균 활성 측정

Sample의 항균 활성을 측정하기 위해 사용된 균주는 그람양

성균 Bacillus cereus (KCTC 1012), Micrococcus luteus (KCTC 

1056)와 그람음성균 Escherichia coli (KCTC 1924), Klebsiella 

pneumoniae (KCTC 2208)으로 한국생명공학연구원 미생물

자원센터에서 분양받아 20% glycerol medium으로 -80℃에서 

보관하였으며 각 균주는 3회 계대배양하여 실험에 사용하

였다. 시간에 따른 항미생물 생장 저해 효과를 측정하기 위

하여 sample 및 양성대조군으로 사용한 tetracycline, strep-

tomycin의 최종농도는 균액과 혼합하였을 때 1 mg/mL 되도

록 조정하였으며 각 균주는 생육적정온도에서 배양하여 균

의 정지기인 24시간동안 4시간 간격으로 microplate reader를 

사용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

통계분석

모든 실험결과들은 평균±표준편차로 나타내었으며 통계분

석은 SPSS (Ver. 20, IBM, Corp., 2011)를 사용하여 ANOVA 분

석을 실시하였으며 유의적으로 차이가 있는 항목에는 

Tukey’s Multiple Range Test를 사용하여 유의성을 분석하였

다(p < 0.05).

결과 및 고찰

총 페놀 및 플라보노이드 정량

당유자 과피 메탄올 추출물 및 분획물의 총 페놀 및 플라보

노이드 함량 분석결과는 Table 1과 같다. 총 페놀 함량은 에

틸아세테이트 분획물(163.19 ± 2.34 mg), 부탄올 분획물

(105.06 ± 3.05 mg), 디클로로메탄 분획물(64.33 ± 2.65 mg), 메

탄올 추출물(41.66 ± 2.08 mg), 헥산 분획물(25.55 ± 2.38 mg), 

물 분획물(16.55 ± 1.66 mg) 순으로 높았다. 총 플라보노이드 

함량은 에틸아세테이트 분획물(10.06 ± 0.09 mg), 디클로로

메탄 분획물(8.15 ± 0.45 mg), 부탄올 분획물(6.74 ± 0.58 mg), 

메탄올 추출물(1.59 ± 1.12 mg), 헥산 분획물(1.11 ± 0.65 mg) 순

으로 높았으며 물 분획물에서는 플라보노이드가 검출되지 

않았다. 총 페놀 및 플라보노이드 함량은 에틸아세테이트 

분획물에서 가장 높은 활성을 보였는데 이는 메탄올 추출물

의 phenolic hydroxyl기의 활성 물질이 에틸아세테이트 분획

물로 이행된 것으로 사료된다(Kim et al. 2010).

항산화 활성

당유자 과피 메탄올 추출물 및 분획물의 TEAC 값은 디클로

로메탄 분획물(269.31 ± 9.87 mM) > 에틸아세테이트 분획물



282 J Plant Biotechnol (2018) 45:279–286

(236.84 ± 2.36 mM) > 부탄올 분획물(180.02 ± 4.81 mM) > 헥산 

분획물(68.57 ± 11.56 mM), 메탄올 추출물(66.07 ± 8.32 mM), 

물 분획물(57.64 ± 2.48 mM) 순으로 디클로로메탄 분획물이 

가장 높은 TEAC 값을 보였다(Table 2). 본 연구와 유사한 결

과로 Lee and Moon (2003)은 왕대 줄기를 용매 극성별로 분획

하여 TEAC 값을 측정한 결과 디클로로메탄 분획물에서 

TEAC 값이 가장 높았다고 보고하였으며 다음으로 에틸아

세테이트, 부탄올, 물, 헥산 분획물 순으로 높다고 보고하였다.

  FRAP assay는 직접적으로 프리라디칼을 소거하는 방식과

는 다르게 낮은 pH에서 환원력을 가지는 물질에 의해 낮은 

pH에서 ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) 복합체가 ferrous 

tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ)로 환원되는 원리를 이용한다

(Jeon et al. 2012). 당유자 과피 메탄올 추출물 및 분획물의 

FRAP 값은 에틸아세테이트 분획물(617.57 ± 42.46 mM)에서 

가장 높은 값을 나타냈으며 다음으로 부탄올 분획물(514.33 

± 28.91 mM), 디클로로메탄 분획물(457.72 ± 24.69 mM), 메탄

올 추출물(178.52 ± 9.10 mM), 헥산 분획물(141.89 ± 18.92 

mM), 물 분획물(64.18 ± 19.42 mM) 순으로 높은 값을 보였다

(Table 2). 본 연구에서 FRAP 값은 총 페놀 함량에 비례하여 

나타나는 경향을 보였는데, Tabart et el. (2009)와 Sanchez- 

Gonzalez et al. (2005)가 앞서 보고한 시료에 함유된 폴리페놀 

함량은 FRAP 값과 높은 상관관계를 보였다는 연구결과와 

비슷한 경향을 보였다.

  ORAC assay는 flavonoid, vitamin C 등과 같은 물질들의 항

산화능을 분석하여 수치로 나타내는 방법으로 프리라디칼 

손상에 대한 억제시간 및 억제능을 모두 반영한 항산화 측정 

방법이다(Kim et al. 2014). 당유자 과피 메탄올 추출물 및 분

획물의 ORAC 값은 에틸아세테이트 분획물(5961.00 ± 266.98 

mM), 부탄올 분획물(5222.18 ± 333.13 mM), 디클로로메탄 분

획물(2273.00 ± 104.81 mM), 메탄올 추출물(2037.43 ± 167.53 

mM), 헥산 분획물(1190.83 ± 167.53 mM), 물 분획물(687.65 ± 

121.47 mM) 순으로 높은 값을 보였다(Table 2). ORAC 지수 또

한 총 페놀 함량과 비례하여 나타나는 경향을 보였다.

  당유자 과피 메탄올 추출물 및 분획물의 DPPH radical 소거

능 측정 결과는 다음과 같다(Table 3). DRC50 값은 부탄올

(229.01 ± 14.01 ug/mL), 에틸아세테이트(232.88 ± 16.78 ug/mL), 

디클로로메탄 분획물(281.86 ± 16.89 ug/mL), 헥산 분획물

(452.04 ± 2.99 ug/mL), 메탄올 추출물(670.29 ± 13.97 ug/mL) 순

으로 나타났으며 부탄올, 에틸아세테이트, 디클로로메탄 분

획물은 통계적으로 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 또한 

물 분획물에서는 1000 ug/mL 농도 범위에서 활성을 확인할 

수 없었다. 양성 대조군으로 사용한 BHT의 DRC50 값은 13.50 

± 2.74 ug/mL로 부탄올, 에틸아세테이트, 디클로로메탄 분획

물보다 다소 높은 활성을 보였다.

  Superoxide radical 소거능의 측정원리는 다음과 같다. NBT

는 PMS와 NADH로 인해 유발된 superoxide radical로 인하여 

Table 1 Total phenol and flavonoid contents according to Citrus grandis Osbeck pericarp extract and fractions

Sample Total phenol (mg GAE/g)a Total flavonoid (mg QE/g)b

Methanol extract  41.66±2.08 d 1.59±1.12 d

Hexane fraction  25.55±2.38 e 1.11±0.65 d

Dichloromethane fraction  64.33±2.65 c 8.15±0.45 b

Ethyl acetate fraction 163.19±2.34 a 10.06±0.09 a

Butanol fraction 105.06±3.05 b  6.74±0.58 c

Aqueous fraction  16.55±1.66 f Non detected

Means with different letters (a - f) in the same column are significantly different at Tukey multiple range test (p < 0.05)
amg GAE/g: mg gallic acid equivalent per sample 1 g
bmg QE/g: mg quercetin equivalent per sample 1 g

Table 2 TEAC, FRAP and ORAC according to Citrus grandis Osbeck pericarp extract and fractions

Sample TEAC (mM TE/g)a FRAP (mM FE/g)b ORAC (mM TE/g)a

Methanol extract  66.07±8.32 d 178.52±9.10 d 2037.43±167.53 c

Hexane fraction  68.57±11.56 d 141.89±18.92 d 1190.83±132.03 d

Dichloromethane fraction 269.31±9.87 a 457.72±24.69 c 2273.00±104.81 c

Ethyl acetate fraction 236.84±2.36 b 617.57±42.46 a 5961.00±266.98 a

Butanol fraction 180.02±4.81 c 514.33±28.91 b 5222.18±333.13 b

Aqueous fraction  57.64±2.48 d  64.18±19.42 e  687.65±121.47 d

Means with different letters (a - e) in the same column are significantly different at Tukey multiple range test (p < 0.05)
amM TE/g: mM trolox equivalent per sample 1 g
bmM FE/g: mM ferrous sulfate equivalent per sample 1 g
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자주색의 formazan으로 환원되며 superoxide radical 소거능을 

갖는 시료에 의하여 formazan의 생성이 저해된다(Rhim et al. 

2009). 당유자 과피 메탄올 추출물 및 분획물의 superoxide 

radical 소거능은 전반적으로 DPPH radical 소거능보다 낮은 

활성을 보였다(Table 3). 헥산 분획물, 에틸아세테이트 분획

물, 디클로로메탄 분획물, 부탄올 분획물 순으로 활성이 우

수하였으며 메탄올 추출물과 물 분획물에서는 1500 ug/mL 

범위에서 활성이 측정되지 않았다. Superoxide radical 소거능

은 페놀 및 플라보노이드 함량과 FRAP, ORAC 결과와는 다

르게 헥산 분획물에서 가장 높은 활성을 보였다. 이는 헥산 

분획물에 존재하는 폴리페놀성 물질 이외에도 다른 성분들

간의 상호작용에 의하여 superoxide radical 저해활성이 증대

된 것으로 사료된다(Zheng and Wang, 2001). 

효소 저해활성

Tyrosinase는 자외선을 흡수하고 방어하는 역할을 갖는 멜라

닌의 생합성 과정에 중요한 역할을 하는 효소로 tyrosinase 생

성 저해활성을 측정함으로써 피부 미백에 영향을 미치는 정

도를 검정할 수 있다. 당유자 메탄올 추출물 및 분획물의 기

능성 화장품 소재로서 활용가능성을 확인하고자 tyrosinase 

저해활성을 측정하였다. TIC50 값은 디클로로메탄 분획물

(642.73 ± 13.94 ug/mL), 에틸아세테이트 분획물(723.08 ± 6.38 

ug/mL) 순으로 활성이 높게 측정되었으며 메탄올 추출물 및 

헥산, 부탄올, 물 분획물에서는 1000 ug/mL 농도 범위에서는 

50% 저해활성 농도를 구할 수 없었다(Table 4). 양성 대조군

인 arbutin의 tyrosinase IC50 값(71.30 ± 10.60 ug/mL)은 분획물 

중 활성이 가장 높게 측정된 디클로로메탄 분획물(642.73 ± 

13.94 ug/mL)과 비교하여 약 9배 이상 높은 활성을 보였다. 

Cha et al. (2010)에 의하면 tyrosinase에 저해활성을 갖는 천연

물에서 유래된 화합물로는 phenolic compound, flavonoid, 

isoflavonoid, glycolic acid 등이 있으나 본 연구에서 측정하였

던 총 phenol 및 flavonoid 함량에 비례하여 활성이 나타나지

는 않았다. 이는 phenol 및 flavonoid 외 다른 물질이 tyrosinase

를 억제하는데 기인한 것으로 생각되며 원인을 밝히기 위해

서 물질 분리 및 정제 등의 추가적인 연구가 필요할 것으로 

사료된다. 

  ɑ-Glucosidase는 체내에 흡수된 탄수화물을 단당류로 분해

하는 작용을 하는 효소로 이를 억제하기 위하여 현재 처방되

는 대표적인 당뇨 치료제로는 acarbose와 voglibose가 있다. 

Table 3 DPPH and superoxide radical scavenging assay according to Citrus grandis Osbeck pericarp extract and fractions

Sample DRC50
a SRC50

b

Methanol extract 670.29±13.97 d >1500 d

Hexane fraction 452.04±2.99 c 757.89±34.26 a

Dichloromethane fraction 281.86±16.89 b 883.31±64.38 b

Ethyl acetate fraction 232.88±16.78 b 815.86±29.40 ab

Butanol fraction 229.01±14.01 b 1161.24±40.77 c

Aqueous fraction >1000 e >1500 d

BHT 13.50±2.74 a -

Means with different letters (a - e) in the same column are significantly different at Tukey multiple range test (p < 0.05)
aDRC50: Concentration required to reduce 50% of DPPH at 30 minutes once reaction starts (ug/mL)
bSRC50: Concentration required to reduce 50% of superoxide at 5 minutes once reaction starts (ug/mL)

Table 4 Tyrosinase and ɑ-glucosidase inhibitory activity of Citrus grandis Osbeck pericarp extract and fractions

Sample TIC50
a (ug/mL) GIC50

b (ug/mL)

Methanol extract > 1000 d >1000 c

Hexane fraction >1000 d  37.22±1.06 a

Dichloromethane fraction 642.73±13.94 b >1000 c

Ethyl acetate fraction 723.08±6.38 c >1000 c

Butanol fraction >1000 d >1000 c

Aqueous fraction >1000 d >1000 c

Arbutin  71.30±10.60 a -

Acarbose - 407.97±9.60 b

Means with different letters (a - d) in the same column are significantly different at Tukey multiple range test (p < 0.05).
aTIC50: Concentration required to reduce 50% of tyrosinase
bGIC50: Concentration required to reduce 50% of ɑ-glucosidase
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하지만 장기간에 걸쳐 복용할 경우 구토 및 설사 또는 복부

팽만감 등의 부작용이 유발되는 사례가 발생하여 최근에는 

천연물에서 유래한 새로운 소재 개발이 꾸준하게 연구되고 

있다(Bischoff, 1995). 당유자 메탄올 추출물 및 분획물의 혈

당 강하제로서 활용가능성을 확인하고자 ɑ-glucosidase 저해

활성을 측정한 결과는 다음과 같다(Table 4). GIC50 값은 헥산 

분획물에서 37.22 ± 1.06 ug/mL로 나타났으며 메탄올 추출물 

및 다른 분획물에서는 실험 농도범위인 1000 ug/mL 내에서 

저해활성을 보이지 않았다. 또한 양성 대조군으로 사용한 

acarbose의 GIC50 값은 407.97 ± 9.60 ug/mL로 헥산 분획물의 

활성이 10배 이상 뛰어난 것을 확인하였다. 이와 비슷한 경

향을 보여주는 연구로 Jung et al. (2009)이 보고한 대나무 메

탄올 추출물 및 분획물의 ɑ-glucosidase의 저해활성 측정 결

과 헥산 분획물의 GIC50 값은 33.6 ug/mL로 활성이 가장 우수

하였다. 또한 Kang et al. (2012)이 보고한 참모자반 메탄올 추

출물 및 분획물의 ɑ-glucosidase의 저해활성 측정 결과 헥산 

분획층에서 가장 우수한 활성을 보였는데 이는 sargaquinoic 

acid 및 sargahydroquinolic acid 성분이 활성을 나타내는 것으

로 보고하였다. 하지만 본 연구에서는 당유자 과피의 혈당 

강하 효과가 우수하였음을 확인하였으나 ɑ-glucosidase가 어

떤 성분에 의해 저해되는지 원인을 밝히기 위해서는 물질 분

리 등의 후속 연구가 필요할 전망이다. 

항균 활성

당유자 메탄올 추출물 및 분획물의 식품 부패 미생물(M. 

luteus, B. cereus, E. coli)과 기회감염을 일으키는 미생물(K. 

pneumoniae)의 생육 억제활성은 다음과 같다(Fig. 1). 그람양

성균 M. luteus에서 메탄올 추출물 및 물, 부탄올 분획물 처리

군은 무처리군과 유사한 경향을 보였으며 에틸아세테이트 

분획물 처리군은 약한 저해활성을 보였다. 헥산 분획물 처

리군은 12시간 동안 생장이 억제되었으나 이후에 다소 생장

하였고 디클로로메탄 분획물 처리군은 양성대조군인 tet-

racycline, streptomycin 처리군과 같이 24시간 동안 생장이 억

제되었다(Fig. 1A). 다른 그람양성균인 B. cereus에서 디클로

로메탄, 헥산 분획물 처리군은 메탄올 추출물 및 에틸아세

테이트, 물, 부탄올 분획물 처리군에 비하여 높은 생육저해

활성을 보였으나 양성대조군에 비하여 다소 낮은 저해활성

을 보였다(Fig. 1B). 그람음성균인 E. coli에서 물, 부탄올 분획

물 처리군은 무처리군과 유사한 경향을 나타냈으며 메탄올 

추출물 및 에틸아세테이트 분획물 처리군은 디클로로메탄, 

헥산 분획물 처리군에 비하여 낮은 저해활성을 보였다. 또

Fig. 1 Microorganism growth inhibition effect of Citrus grandis Osbeck pericarp extract and fractions. (A) the growth curve of 

Micrococcus luteus, (B) the growth curve of Bacillus cereus, (C) the growth curve of Escherichia coli, (D) the growth curve of 

Klebsiella pneumoniae
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한 디클로로메탄, 헥산 분획물 처리군은 양성대조군과 같이 

24시간 동안 생장이 억제되었음을 확인하였다(Fig. 1C). 또

한 기회감염을 일으키는 K. pneumoniae는 사람의 임상재료

에서 가장 흔히 분리되며 모든 감염증을 유발하는 균으로 알

려져 있다(Kim, 2009). K. pneumoniae에서 메탄올 추출물, 부

탄올, 물 분획물 처리군은 무처리군과 유사한 경향으로 생

장억제 효과가 나타나지 않았으며 에틸아세테이트 분획물 

처리군은 미미한 저해 활성을 보였다. 디클로로메탄, 헥산 

분획물 처리군은 메탄올 추출물 및 다른 분획물 처리군보다

는 높은 활성을 보였으나 양성처리군과 비교하였을 때는 다

소 낮은 활성을 보였다(Fig. 1D). 본 연구에서는 Kim and Kim 

(2016)이 앞서 보고한 식물의 페놀성 화합물이 미생물 생장

을 억제시킴으로써 항균효과를 나타낸다는 연구결과와는 

달리 페놀함량이 비교적 낮은 헥산, 디클로로메탄 분획물에

서 높은 항균활성을 보였다. 이는 헥산 분획층에 용출된 당

유자 과피 성분 중 비극성이며 친유성인 물질이 높은 항균 

활성을 가지는 것으로 보이며 가는잎향유에서 추출한 에센

셜오일은 우수한 항균활성을 갖고 있어 식품 보존제로서의 

잠재력을 갖고있다는 Kwon et al. (2017)의 연구결과와 물레

나물 에탄올 추출물의 헥산 분획물에서 식중독 미생물 증식

이 가장 억제되었음을 보고한 Han et al. (2002)의 연구결과는 

다음 의견을 뒷받침 해준다. 또한 디클로로메탄 분획물에서

도 페놀 외 다른 성분이 미생물의 생장을 억제시킨 것으로 

사료되며 활성이 확인된 헥산과 디클로로메탄 분획물에서 

물질 분리 등의 추가적인 연구를 통해 미생물의 생장을 억제

하는 물질에 대하여 규명이 필요할 것으로 보인다.

적 요

당유자 과피는 차, 한약재 등으로 이용되고 있으나 다양하

게 제품화 되고 있지는 않은 실정이다. 따라서 본 연구에서

는 당유자 과피의 건강 기능성 식품 및 화장품, 식품보존제 

등의 활용 가능성을 확인하였다. 당유자 과피 메탄올 추출

물을 헥산, 디클로로메탄, 에틸아세테이트, 부탄올 순으로 

분획하여 총 페놀 및 플라보노이드 정량 분석과 항산화 활

성, 효소 저해활성, 항미생물 활성을 탐색하였다. 총 페놀 및 

플라보노이드 함량은 에틸아세테이트 분획물에서 가장 높

은 함량을 보였으며 FRAP과 ORAC 실험결과 또한 총 페놀 

함량과 비례하여 가장 우수한 활성이 측정되었다. 또한 

DPPH radical 소거능 실험 결과 에틸아세테이트, 부탄올, 디

클로로메탄 분획물은 유의적 차이 없이 가장 높은 활성을 나

타내었다. 그러나 디클로로메탄 분획물은 TEAC 값과 

tyrosinase 저해 활성이 에틸아세테이트 분획물보다 더 높은 

활성을 보였으며 헥산 분획물에서는 superoxide radical 소거

능 및 ɑ-glucosidase 저해활성이 가장 우수한 결과를 보였다. 

또한 항균 활성은 디클로로메탄 및 헥산 분획물에서 가장 우

수한 효과를 보였다. 따라서 다음의 결과를 바탕으로 천연 

기능성 화장품의 소재로는 디클로로메탄 분획물, 건강기능

성 식품의 소재로는 에틸아세테이트 분획물, 의약품 및 식

품보존제의 소재로는 헥산 분획물을 활용하는 것이 각 제품 

개발에 있어 가장 유용할 것으로 사료된다.
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