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ABSTRACT

Objective : This study was designed to investigate effect of immature fruits from Citrus unshiu Markovich to mature 

them on antioxidative and antiaging-related enzyme activities in vitro.

Methods : Fruits from Open field-cultivated C. unshiu Markovich (ripe and unripe fruits of Citri) made a purchase 

in Jeju island. We measured total polyphenol and flavonoid contents in mature C. unshiu Markovich (MC) and 

immature C. unshiu Markovich (IMC) 70% ethanol extract. DPPH free radical, ABTS radical, and hydroxyl radical 

scavenging activities in both extracts were determined. Also, reducing power, SOD-like activities, elastase inhibition, 

and collagenase inhibition activities of these extract were assayed at 5, 1, 0.5, and 0.1 ㎎/㎖.

Results : The total polyphenol contents in the ethanol extract of IMC were higher than those of MC (26.99 ± 0.89 

㎎/TAEg). And total flavonoid contents in them were very similar to both extract (MC; 7.25 ± 0.4 ㎎/RUEg and IMC; 

7.44 ± 0.18 ㎎/RUEg). DPPH free radical scavenging activities, ABTS radical scavenging capacity, reducing power, 

and SOD-like activities of IMC-treated group showed significant increase compared to those of MC group in all treated 

concentrations. Particularly, DPPH free radical scavenging and elastase inhibition activities in IMC-treated group at 

5 ㎎/㎖ showed similar with positive control group. Besides, IMC extract at 5 ㎎/㎖ concentration surpassed positive 

control (BHA or Vit. C) in SOD-like activities and ABTS radical scavenging capacity. 

Conclusion : These results suggest that IMC ethanol extract may be used as a natural antioxidant and a antiaging 

material for development of functional foods and cosmeceuticals.       1)
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Ⅰ. 서  론 감귤(Citrus unshiu Markovich)은 운향과(Rutaceae) 감

귤속(Citrus)의 식용 식물로 다양한 생리활성 물질을 함유하고 
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있으며, 대표적으로 폴리페놀류와 비타민류 등이 있다고 알려

져 있다. 특히 과육보다 과피에 생리활성물질들이 많이 함유

되어 있으며, 과피의 경우 항염, 항암 및 항산화 등 다양한 생

리적 작용을 나타낸다고 보고되어 있다1).

통계에 따르면 국내 감귤이 거의 재배되는 제주지역 생산

량은 2015년 기준 67.3만톤에 달하며, 재배면적은 줄고 있으

나, 생산량은 증가하고 있다2). 감귤류에는 flavonoid류, 

carotenoid류, coumarin류, phenylpropanoid류, limonoid

류 등 지금까지 60여종의 생리활성물질이 밝혀져 있으며3,4), 

그 중 감귤류에서 풍부한 carotenoid, bioflavonoid 및 

terpenes 등은 고혈압 예방, 혈중 LDL 콜레스테롤 저하 및 

HDL 콜레스테롤 함량 증가를 통한 순환계 질환의 예방 및 개

선효과 등 여러 생리작용들이 보고되고 있다5-9). 감귤 전체, 

과피, 과육의 부위별 성분연구에서 flavonoid, 항산화 vitamin, 

식이섬유 함량이 과피 분말에서 가장 높았고10).감귤 성숙과에 

비해 미숙과에 유기산, 식이섬유, polyphenol 및 flavonoid인 

hesperidin, naringin, rutin 등이 많이 함유되어 있었다. 특히 

과피 중에는 식이섬유, essential oil, carotenoids, flavonoids 

등의 생리활성 성분이 많이 함유되어 있어서 과육보다 높은 

항산화 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다1,11-14).

현재 가장 널리 사용되고 있는 항산화제는 천연유래 항산

화제인 ascorbic acid, tocopherol과 합성 항산화제인 butylated 

hydroxytoluene (BHT), butylated hydroxyanisole (BHA), 

tertiary butylhydroquinone (TBHA), propyl gallate (PG) 

등이 있다. 일반적으로 합성 항산화제는 경제적 이점과 탁월

한 효과로 인해 다방면에서 사용되고 있으나 열안정성이 떨어

지고 발암위험이 제기되고 있는 등 심각한 부작용을 초래한다
15). 또한, 합성 항산화제 자체가 독성을 나타낼 뿐만 아니라 

고농도의 BHA, BHT 및 TBHQ를 경구 투여할 경우, 간비대

증 및 암을 유발하며, 특히 BHT의 경우, microsomal enzyme 

activity를 증가시킨다. 이에 Lee 등16), Kang 등17) Kim 등18)

은 천연물질이면서 독성이 없는 안전한 천연 항산화제에 대한 

연구를 보고하고 있으며, 식물기원의 안전성과 안정성이 확보

된 항산화제의 가능성을 검토해야 한다고 시사한 바 있다.

활성 라디칼과 활성 카아보닐 화합물들(Carbonyl group)

로부터 유래된 라디칼은 생체 내에서 지질과산화 과정과 관련

이 있으며, 이는 DNA의 손상과 돌연변이, 발암 및 노화 등에 

관여한다고 알려져 있다. 피부에 대한 노화는 크게 내적인 노

화와 외적인 노화로 구별되며, 나이가 들어감에 따라 자연스

럽게 일어나는 현상인 내적인 노화는 피부의 탄력이 감소되며 

잔잔한 주름이 생기는 것이 특징이며, 외적인 노화는 외부의 

자극으로 인한 노화를 말하는데 가장 큰 요인인 자외선으로 

인해 생성된 활성산소가 matrix mertalloprpteinases (MMPs) 

생성을 촉진시킨다. 이렇게 생성된 MMPs는 콜라겐 또는 엘라

스틴과 같은 진피층 피부를 지지하는 물질들의 분해, 변성을 

가속화시켜 결과적으로 피부노화를 촉진시키게 된다19,20).

진피(Citri Pericarpium), 청피(Citri Reticulatae Viride 

Pericarpium) 및 수확시기에 따른 영귤의 항산화 연구는 보고

된바 있으나21-23), 진피 및 청피와 과육을 포함한 온주밀감 성

숙과 및 미성숙과 추출물의 항산화 및 항노화 효과를 비교한 

연구는 보고된 바 없다. 이에, 저자 등은 사전실험으로 진피, 

청피, 성숙감귤 및 미숙감귤을 에탄올 추출, 동결건조한 결과 

수율은 각각 24.8, 16.1, 38.9 및 21.4%로 나타났으며, 진피

에 비해 성숙감귤은 10%이상, 청피에 비해 미숙과는 5% 이상

으로 높은 동결건조물을 얻었다. 

따라서 본 연구에서는 감귤의 과피인 진피 및 청피 외에 과

육을 함께 사용하여 수득율과 채취의 간편성이 증가된 시료인 

성숙과(MC)와 미성숙과(IMC)의 항산화 및 항노화 효능을 비교

하였다.        

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료의 제조

본 실험에서 사용한 감귤은 노지에서 재배한 제주도산을 사

용하였으며, 미숙과(MC)는 7월경에 외관상 파랗고 직경 4 ㎝ 

이하를 구매하였고, 성숙과(IMC)는 9월경에 구매하여 물로 

세척 후 불순물을 제거하고 8절로 세절하여 50℃에서 열풍 

건조하였다. 건조된 감귤시료 각각에 시료량의 10배인 70% 

EtOH를 가하고, 90℃에서 냉각환류 추출한 후 buchner 

funnel를 사용하여 종이여과지로 2회 감압여과하였다. 80℃

에서 시료 농도가 10 bx가 될 때까지 감압농축하였으며, 추

출물을 deep freezer에서 -56℃까지 동결하고, 건조과정 중에 

-40℃에서 30℃까지 상승시키면서 90시간 진공으로 건조하

였으며, 성숙과 및 미숙과의 수득률은 각각 38.9% 및 21.4%

였다. 

2. 방법

1) 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법24)을 수정하여 측정하였

다. 즉, 시료(성숙과; MC, 미숙과; IMC)를 증류수에 20 ㎎/㎖

의 농도로 용해한 뒤 500 ㎕씩 분주하고, Folin & Ciocalteau’s 

phenol reagent (Sigma)를 각각 500 ㎕씩 첨가하여 혼합한 뒤 

상온에서 3분간 방치한 후 10% Na2CO3 (sodium carbonate, 

Junsei)을 각각 500 ㎕씩 첨가하여 총 시약의 양이 1.5 ㎖이 

되게 하였다. 이 혼합액을 충분히 혼합한 뒤 상온에서 1시간 

동안 반응시켰으며, UV/VIS spectrophotometer (Lambda35, 

Perkin Elmer)을 사용하여 흡광도 760 ㎚에서 측정하였다. 

총 폴리페놀 함량은 tannic acid (Sigma)를 표준물질로 표준

검량곡선을 작성하여 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 

10 ㎎/㎖의 농도의 시료 1 ㎖에 diethylene glycol (Junsei) 

2 ㎖를 첨가 한 후 vortex mixer (G-560, Scientific 

industries)로 혼합한 뒤 0.1 N NaOH (Generay Biotech) 

0.2 ㎖를 첨가하여 상온에서 1시간 동안 방치한 후 420 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. 표준물질로 플라보이드 배당체인 rutin 

hydrate (Sigma)를 이용하여 작성한 표준곡선으로 총 플라

노보이드 함량을 측정하였다.

2) DPPH 전자공여능 측정

전자공여능 측정은 Blois25)의 방법에 의한 DPPH free 

radical 소거법으로 측정하였다. DPPH (2,2-diphenyl-1- 

picrylhydrazyl, Sigma)는 에탄올에 0.2 mM로 희석하여 사
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용하였으며, 농도 별로 희석한 시료 (5, 1, 0.5 및 0.1 ㎎/㎖)

와 0.1 ㎎/㎖의 농도로 희석한 양성대조군 BHA (Butylated 

hydroxyl anisole, Sigma) 각각 100 ㎕에 DPPH용액을 50 

㎕씩 넣은 후 10초간 vortex mixer (G-560, Scientific 

industries)로 혼합하였으며, 혼합 후 상온에서 차광하여 30분 

반응시켰다. 그 후, 반응액을 517 ㎚로 흡광도를 측정하였다. 

전자공여능 측정은 시료 첨가 전후의 흡광도 차이를 백분율로 

나타내었다.

3) ABTS radical 소거 활성 측정

ABTS 라디칼 소거 활성 측정은 Van den berg 등26)의 방

법을 수정하여 측정하였다. 2.45 mM potassium persulfate 

(Sigma)를 100 ㎖ 증류수에 희석시킨 뒤 7 mM ABTS 

(2,2-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid 

diammonium salt, Sigma)를 혼합하여, ABTS 시약을 만들

었다. 24동안 실온의 암소에서 ABTS radical을 생성시킨 후 

734 ㎚에서 흡광도 값이 0.7 ± 0.05가 되도록 에탄올에 희석

하여 사용하였다. ABTS 시약 1 ㎖에 농도 별로 희석한 시료 

(5, 1, 0.5 및 0.1 ㎎/㎖)와 0.1 ㎎/㎖의 농도로 희석한 양성

대조군 Vitamin C를 각각 0.05 ㎖ 첨가한 후 30℃의 항온수

조 (WB-11, Daihan Scientific)에서 20분간 방치시켜 반응

한 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로는 

L-ascorbic acid (Sigma)를 사용하여 대조군에 대한 라디칼 

소거 활성을 백분율로 나타내었다.

4) Hydroxyl radical 소거 활성 측정

Hydroxyl radical (·OH) 측정은 Halliwell 등27)의 방법을 

참고하여 측정하였다. 농도별로 희석한 시료 (5, 1, 0.5 및 0.1 

㎎/㎖)와 0.1 ㎎/㎖으로 용해한 양성 대조군 BHA (Butylated 

hydroxyl anisole, Sigma) 200 ㎕에 10 mM iron(ⅱ) sulfate 

(FeSo4·7H2O) 200 ㎕, 10 mM EDTA (Generay) 200 ㎕, 

10 mM 2-deoxy-D-ribose 200 ㎕와 0.1 mM H2O2 200 ㎕

을 첨가하여 항온수조에서 37℃, 1시간 동안 Fenton반응을 시

켰다. 반응 완료 후 2.8% TCA (Duksan), 1% TBA (Sigma)

를 각각 1 ㎖씩 가한 후, 100℃ 에서 10분 간 가열하고 바로 

급속 냉각시킨 후 흡광도를 520 ㎚에서 측정하였다. Hydroxyl 

radical 소거 활성 측정은 대조군에 대한 라디칼 소거 활성을 

백분율로 나타내었다.

5) 환원력 측정

환원력(Reducing power) 측정은 Oyaizu28)법을 수정하여 

사용하였다. 0.2 M 인산 완충액 (Phosphoric acid, Duksan, 

pH6.6) 100 ㎕에 농도 별로 희석한 시료 (5, 1, 0.5 및 0.1 

㎎/㎖)와, 0.1 ㎎/㎖의 농도로 희석한 양성대조군 BHA 

(Butylated hydroxyl anisole, Sigma)를 각각 100 ㎕와 1% 

potassium ferricyanide (K3Fe(CN)6, Duksan) 500 ㎕를 

첨가한 후 항온 수조에서 50℃, 20분 동안 반응시킨 후 10% 

TCA (Trichloroacetic acide, Duksan)을 500 ㎕ 첨가 하여 

1790 rcf, 10분 원심분리를 하여 상층액을 채취하였다. 채취한 

상층액에 0.1% FeCl3 500 ㎕을 첨가한 후 25℃, 15분 반응

시켜 520 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

6) SOD 소거 활성 측정

SOD (Superoxide radical) 소거능 측정은 Marklund 등
29)의 방법을 참고하여 측정하였다. Tris (Affymetrix) 50 

mM과 EDTA (Generay) 10 mM 을 100 ㎖ 증류수에 혼합

한 뒤 1 N HCL (Duksan)를 사용하여 pH 8인 Tris-HCl 

buffer를 제조하였다. 각 농도 별로 희석한 시료(5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖)와 0.1 ㎎/㎖의 농도로 희석한 BHA (Butylated 

hydroxyl anisole, Sigma) 200 ㎕에 Tris-HCl buffer 2.6 

㎖와 7.2 mM로 희석된 pyrogallol (Sigma)을 200 ㎕씩 첨가

하고 10분 주기로 각 시료마다 1 N HCl을 첨가하여 반응을 

종료시킨 후, 상온에서 420 ㎚으로 흡광도를 측정하였다. 

SOD 소거능 측정은 대조군과 비교하여 소거 활성으로 나타

내었다.

7) Elastase 활성 억제

Elsatase 활성 억제측정은 각 농도 별로 희석한 시료(5, 1, 

0.5 및 0.1 ㎎/㎖) 0.5 ㎖에 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

8.6)에 2.5 U/㎖ 농도로 녹인 porcine pancreas elastase 

(Sigma)를 첨가한 후 기질로 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

8.6)에 0.6 U/㎖ 농도로 녹인 N-succinyl-(L-Ala)3-p- 

nitroanilide (Sigma) 50 ㎕를 첨가하여 20분간 반응 시킨 후 

5분간 얼음에 방치하여 반응을 정지시켰다. 410 ㎚에서 흡광

도를 측정하였다. Elastase 활성 억제는 시료용약의 첨가군과 

무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

8) Collagenase 활성 억제

Collagenase 활성 억제는 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 

7.5)에 4 mM CaCl2를 첨가한 반응완충액에 4- 

phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg 

를 0.3 ㎎/㎖ 농도로 녹인 기질액 0.25 ㎖과 각 농도 별로 희

석한 시료 (5, 1, 0.5 및 0.1 ㎎/㎖) 0.1 ㎖를 혼합하였다. 그 

후 혼합액에 collagenase 0.15 ㎖를 첨가하여 실온에서 20분

간 방치한 후 6% Citric acid 0.5 ㎖를 넣어 반응을 정지시켰

으며, ethyl acetate (Sigma) 1.5 ㎖를 첨가하여 320 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. Collagenase 저해활성은 시료용액의 

첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내었다.

9) 통계분석

실험 결과는 3회 반복 측정한 후 실험결과를 평균 ± 표준

편차로 표기하였으며, IBM SPSS Statistics 22 (Statistical 

Package for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago)를 

이용하여 각 군 평균의 통계적 유의성은 p < 0.05 이상의 수준

에서 student's t-test를 사용하여 검증하였다.

III. 결  과

1. 총 폴리페놀, 총 플라보노이드 함량 측정

감귤 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물 10 ㎎/㎖ 농도에서 

총 폴리페놀 및 플라노보이드 함량을 분석하였다. 총 폴리페놀 

함량은 성숙과 에탄올 추출물에서 26.99 ± 0.89 ㎎/TAEg, 
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미숙과 에탄올 추출물에서 3.3 ± 0.92 ㎎/TAEg 로 나타났으

며, 총 플라보노이드 함량은 성숙과 에탄올 추출물에서 7.25 

± 0.4 ㎎/REg, 미숙과 에탄올 추출물에서 7.44 ± 0.18 ㎎

/Reg 로 나타났다 (Table 1).

Group
Total polyphenols

(㎎/TAEg)1)
Total flavonoids

(㎎/RUEg)2)

MC 26.99 ± 0.89 7.25 ± 0.4

IMC 73.3 ± 0.92 7.44 ± 0.18
1) Total poly phenol contents are expressed as tannic acid 
equivalents (TAE). 
2) Total flavonoid contents are expressed as rutin equivalents 
(RUE). The results are the mean ± SD from three replication. 
MC ; Mature fruits of  C. unshiu Markovich and IMC ; Immature 
fruits of C. unshiu Markovich. (n=3)

Table 1. Total polyphenol and total flavonoid contents in ethanol 
extracts of mature and immature fruits of C. unshiu Markocixh

2. DPPH 전자공여능 측정

감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 DPPH 전자공여능을 측정한 결과, 

성숙과 에탄올 추출물 처리군은 각각 76.70 ± 0.8%, 60.8 ± 

0.39%, 47.16 ± 0.4% 및 29.54 ± 1.2%로, 미숙과 에탄올 

추출물은 83.05 ± 1.1%, 78.98 ± 0.5%, 78.92 ± 1.5% 및 

46.87 ± 0.37%로 두 추출물 모두 농도 의존적으로 증가하

였다. 추출물 간 비교에서는 각 농도마다 미숙과 추출물군에서 

유의한 증가를 보였다 (Figure 1).

Figure 1. DPPH radical scavenging activities of ethanol extracts 
from mature and immature fruits of C. unshiu Markovich.
The Results are values are mean ± S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; **p < 0.01, *** < 0.001. MC ;
Mature fruit of C. unshiu Markovich, IMC ; Immature fruit of C. unshiu
Markovich, BHA ; Butylated hydroxy-anisile. (n=3)

3. ABTS radical 소거 활성 측정

 감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 ABTS radical 소거 활성을 측정

한 결과, 성숙과 에탄올 추출물은 각각 19.11 ± 0.49%, 6.1 

± 0.16%, 4.23 ± 0.77% 및 2.2 ± 0.43%로, 미숙과 에탄올 

추출물은 각각 29.39 ± 0.49%, 12.69 ± 0.21%, 8.33 ± 

0.38% 및 3.48 ± 0.31%로 나타나 두 추출물 모두 농도 의존

적으로 증가하였다. 두 추출물간 비교에서는 5, 1 및 0.5 ㎎/㎖

에서 미숙과 추출물 군에서 모두 유의성 있게 높은 라디칼 소

거능이 측정되었다. 특히 5 ㎎/㎖ 농도의 미숙과 에탄올 추출

물의 경우 양성대조군인 vitamin C 보다 높은 소거능을 나타

내었다 (Figure 2).

Figure 2. ABTS radical scavenging activity of ethanol extracts from
mature and immature fruits of C. unshiu Markovich.
The Results are values are mean±S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; **p < 0.01, *** < 0.001. MC 
; Mature fruit of C. unshiu Markovich and IMC ; Immature fruit of 
C. unshiu Markovich. (n=3)

4. Hydroxyl radical 소거 활성 측정

감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 Hydroxyl radical 소거 활성을 

측정한 결과, 성숙과 에탄올 추출물은 각각 45.65 ± 1.06%, 

31.43 ± 0.56%, 24.28 ± 1.63% 및 26.93 ± 0.23%, 미숙

과 에탄올 추출물은 각각 48.66 ± 0.7%, 25.44 ± 0.81%, 

26.73 ± 1.4% 및 23.8 ± 1.59%의 라디칼 소거능을 나타냈

으며, 군 간 차이는 없었다 (Figure 3).

Figure 3. Hydroxyl radical scavenging activity of ethanol extracts 
from mature and immature fruits of C. unshiu Markovich.
The Results are values are mean ± S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated. MC ; Mature fruit of C. unshiu
Markovich, IMC ; Immature fruit of C. unshiu Markovich, BHA ; 
Butylated hydroxy-anisole. (n=3)

5. 환원력 측정

감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 환원력을 측정한 결과, 성숙과 에
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Figure 5. SOD-like activities of ethanol extracts from mature and 
immature fruits of C. unshiu Markovich.
The Results are values are mean ± S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; *** < 0.001. MC ; Mature 
fruit of C. unshiu Markovich, IMC ; Immature fruit of C. unshiu
Markovich, BHA ; Butylated hydroxy-anisole. (n=3)

Figure 7. Effect of ethanol extracts from mature and immature fruits
of C. unshiu Markovich on collagenase activities.
The Results are values are mean±S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; **p < 0.01, *** < 0.001. MC ;
Mature fruit of C. unshiu Markovich, IMC ; Immature fruit of C. 
unshiu Markovich. (n=3)

탄올 추출물은 각각 64.97±0.91%, 21.77±0.48%, 12.07 

± 3.53 및 4.12 ± 0.71%로, 미숙과 에탄올 추출물은 각각 

74.24 ± 0.22%, 41.09 ± 0.72%, 23.15 ± 1.21% 및 6.81 

± 2.4%로 농도의존적으로 높은 환원력을 나타냈다. 특히, 모

든 농도에서 미숙과 에탄올 추출물이 성숙과 에탄올 추출물보다 

유의적으로 높은 환원력을 나타냈다. 미숙과 에탄올 추출물이 

우수한 환원력을 가지고 있는 것으로 나타났다 (Figure. 4).

Figure 4. Reducing power of Ethanol extracts from mature and 
immature fruits of C. unshiu Markovich.
The Results are values are mean±S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; *p < 0.05, **p<0.01, *** < 0.001.
MC ; Mature fruit of C. unshiu Markovich, IMC ; Immature fruit of 
C. unshiu Markovich, BHA ; Butylated hydroxy-anisole. (n=3)

6. SOD 소거 활성 측정

감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 SOD 소거 활성을 측정한 결과, 성

숙과 에탄올 추출물은 각각 53.58 ± 0.35%, 25.3 ± 3.33%, 

28.27 ± 1.57% 및 28.45 ± 1.52%로, 미숙과 에탄올 추출

물은 각각 89.88 ± 1.52%, 47.99 ± 3.49%, 41.01 ± 1.84% 

및 29.84 ± 3.14%로 농도의존적으로 높은 소거활성이 측정

되었다. 5 ㎎/㎖ 농도에서 미숙과 추출물의 소거활성이 성숙

과에 비해 유의적으로 높게 측정되었으며, 그 값은 양성 대조

군인 BHA 소거능보다 높은 것으로 나타났다 (Figure. 5).

7. Elastase 활성 억제

 감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물을 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 elastase 활성 억제를 측정한 결과, 

성숙과 에탄올 추출물은 각각 53.27 ± 1.06%, 25.98 ± 

6.08%, 16.84 ± 3.87% 및 4.25 ± 0%로, 미숙과 에탄올 추

출물은 각각 83.3 ± 0.4%, 50.78 ± 1.43%, 26.73 ± 10.5% 

및 15.16 ± 0.05% 나타나, 두 추출물 모두 농도 의존적으로 

높은 억제율을 보였다. 모든 농도에서 미숙과의 에탄올추출물

이 성숙과의 에탄올추출물보다 유의적으로 높은 저해율을 나타

냈으며, 특히 고농도 처리군인 5 ㎎/㎖에서 미숙과 추출물의 

elastase 저해율은 양성대조군인 Vit. C 와 유사한 것으로 나타

났다 (Figure. 6).

Figure 6. Effect of ethanol extracts from mature and immature fruits
of C. unshiu Markovich on elastase activities.
The Results are values are mean ± S.D., Significant differences 
between MC VS IMC are indicated ; *p < 0.05, *** < 0.001, MC ;
Mature fruit of C. unshiu Markovich, IMC ; Immature fruit of C. 
unshiu Markovich. (n=3)

8. Collagenase 활성 억제

감귤의 미숙과 및 성숙과의 에탄올 추출물 5, 1, 0.5 및 

0.1 ㎎/㎖ 농도로 처리하고 collagenase 활성 억제를 측정한 

결과, 성숙과 에탄올 추출물은 각각 34.9 ± 5%, 29.13 ± 
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1.73%, 18.46 ± 0.47 및 18.19%로, 미숙과 에탄올 추출물은 

각각 62.76 ± 5.08%, 51.82 ± 3.66%, 44.55 ± 2.02% 

및 29.78 ± 3.3%로 높은 저해율을 나타냈다. 두 추출물 모

두 농도 의존적으로 증가하였으며, 모든 농도에서 미숙과 에

탄올 추출물이 성숙과 에탄올추출물보다 높은 저해율을 나타

냈다 (Figure. 7).

Ⅳ. 고  찰

현대인들은 과학기술 문명의 급속한 발달로 인하여 경제적, 

시간적으로 풍요로운 삶을 누리고 있다. 그로 인해 건강, 외적 

아름다움에 대한 욕구가 강해지면서 피부노화에 대한 관심이 

높아지고 있다. 피부노화는 외부 환경적 요인, 생리적인 요인, 

영양학적 요인, 기타 스트레스, 생활습관 및 잘못된 관리습관 

등에 유발 될 수 있으나 피부노화의 원인으로 밝혀진 것 중 가

장 크게 대두 되고 있는 것은 자외선과 호흡을 통해 생성되는 

활성산소이다. 활성산소(reactive oxygen species, ROS)는 산

화적 손상을 일으키는 물질이며 SOD, glutathione peroxidase 

및 catalase 등의 항산화 효소들로 인해서 제거된다고 알려져 

있으며30), 활성산소가 피부노화의 주원인으로 밝혀짐에 따라 

활성산소를 제거하여 피부노화를 예방하고 지연시킬 수 있는 

항산화 및 항노화 소재가 많이 개발되고 있다31).

총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 화합물은 유리 라디칼에 

의한 손상을 방지하여, 생체를 보호하는 중요한 성분으로 주

목받고 있으며, 특히 항산화 효능이 강한 화합물로 알려져 있

다 32-37). 이에 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 측정을 해 본 

결과, 미숙감귤의 에탄올 추출물이 성숙감귤의 에탄올 추출물 

보다 항산화 효능이 강한 화합물이 많이 포함되어 있음을 알 수 

있으며, 이로 인해 항산화 효과가 뛰어남을 예측할 수 있었다.

항산화능은 자유라디칼에 전자를 공여하여 산화를 억제하는 

능력을 평가하는 것이다. 본 연구에서는 DPPH의 라디칼 소거 

활성이 활성라디칼에 전자를 공여하여 토코페놀, 아스코르빈산, 

polyhydroxyl 방향족 화합물에 의하여 활성라디칼이 환원되

어 원래 색상인 짙은 자색이 탈색되는 점을 이용하였다 38). 

Hong 등 39)은 기능성 물질 개발에 대한 연구의 일환으로 삼

고자 성숙에 따른 뜰보리수 과실의 에탄올 추출물을 이용하여 

DPPH의 라디칼소거능을 측정하였으며, 모든 농도에서 70%

이상의 전자공여능 효과를 나타내었다. 이를 비추어보아, 미

숙감귤의 에탄올 추출물이 농도의존적으로 높은 전자공여능 

효과를 나타냈다. Park 등 21)과 Lee 등 22)의 연구보고와 유사

하게 진피 및 청피의 DPPH 전자공여능이 나타났다. 또한, 

Lee 등 23)은 성숙도에 따른 영귤의 항산화능을 보고한 바 있

는데, 본 실험에서의 온주감귤의 성숙과 및 미숙과의 항산화 

효능이 더 우수하게 나타났다.

ABTS radical 소거 활성은 potassium persulfate와의 반

응에 의해 생성된 ABTS free radical이 시료 중의 항산화 물

질에 의해 제거되어 radical이 청록색으로 탈색되는 원리를 

이용하여 분석하는데, 청록색으로 탈색된 free radical의 제거 

정도로 ABTS+ ․ 의 소거능을 측정할 수 있고 탈색 반응이 1 분 

안에 종료되어 단시간에 측정 가능한 장점이 있다 40,41). 

Hydroxyl free radical은 생체 내에서 세포구성 성분들인 지질, 

단백질, 당, DNA 등에 대하여 비선택적, 비가역적인 파괴 작

용을 일으키는 물질로 각종 질병을 야기하는 것으로 알려져 

있다. 따라서 Hydroxyl radical 소거 활성 측정은 ABTS 

radical 소거활성과 마찬가지로 시료 중의 항산화 물질에 의해 

OH가 제거되는 방법이며, OH를 제거하는 것은 생체 내 시스

템 보호를 위해서 매우 중요하다고 알려져 있다 42). 본 실험에

서는 표준물질인 BHA가 85%으로 시료물질보다 높은 활성을 

보였으나. 5, 1 및 0.1 ㎎/㎖에서 미숙과 에탄올 추출물이 성

숙과 에탄올 추출물 보다 더 높은 활성능력을 나타낸다는 것을 

알 수 있다.

환원력은 일반적으로 전자의 이동이나 공여가 가능한 물질, 

전자, 산소 및 수소 등이 산화를 통해 활성산소를 발생하는 

것에 대한 억제능력을 뜻한다38).이에 따라 본 실험에서 환원력 

측정을 해 본 결과 두 추출물 모두 농도 의존적으로 환원력이 

증가하므로, 전자의 이동이나 공여가 가능한 물질인 전자, 산소 

및 수소 등의 산화를 억제시킴으로써 효과적으로 활성산소의 

발생을 억제할 것으로 생각된다.

SOD (Superoxide dismutase)는 생체 내에 O2－

(superoxide)의 소거에 관여하는 효소이며, 생체 내에서 산화

적 장애를 초래한다. 감귤 과실 추출물의 항산화효능을 검증하

고자 SOD 활성을 측정해본 결과 5 ㎎/㎖ 농도의 미숙과 에탄

올 추출물에서 가장 효과가 뛰어났으므로, 미숙과의 에탄올 추

출물을 고농도 처리했을 때 O2-(superoxide)를 효율적으로 억

제하는 것으로 나타났다43). 

Elastase는 피부탄력을 유지하는 단백질인 elastin의 분해에 

관여하며 collagen을 분해할 수 있는 가수분해 효소이다. 또한 

체내의 elastin을 분해하는 백혈구 과립 효소 중의 하나로 이

상조직에서는 활성이 높아져 조직파괴의 직접적인 원인이 되며, 

피부의 주름 및 탄력성 소실 등을 유발한다44). 5 ㎎/㎖ 농도

에서 성숙과 에탄올 추출물의 저해율(52.27%)보다 미숙과 에

탄올 추출물의 저해율(83.3%)이 더 높게 측정됨으로써 미숙과 

추출물의 피부탄력 감소 및 주름생성 억제능이 우수하다는 것

을 알 수 있으므로, 이와 관련된 항노화 소재로서의 활용 가

능성을 시사한다.

Collagen은 활성산소 등으로 인해 감소하여 주름과 탄력저

하 피부 처짐의 원인이 된다. Collagen은 트립신 등의 단백질 

분해효소의 작용을 받지 않으나, collagenase에 의해 분해된

다고 보고되고 있다. Collagen은 피부의 대부분을 구성하고 

있는 단백질로서 collagenase의 활성감소는 피부의 탄력감소 

및 주름생성에 있어서 매우 중요하다45). 본 실험에서 성숙과 

에탄올 추출물(34.9%)보다 미숙과 에탄올 추출물(62.76%)이 

더 높은 저해효과를 나타내 항노화 소재로서의 미숙과의 이용 

가능성을 예측할 수 있다.

진피는 비 ․ 폐 2경에 효능을 발휘하며 이기건위(理氣健胃) 

및 조습화담(燥濕化痰) 하는 작용을 지니고 있어 중기(中氣)가 

불화하여 발생하는 흉민복창(胸悶腹脹), 구토, 애기(噯氣), 식욕

부진 및 담다해수(痰多咳嗽) 등의 증상에 활용한다. 또한 청

피는 산결소담(散結消痰), 건위소식(健胃消食)의 효능을 지니

고 있어 유옹(乳癰), 유핵(乳核), 구학벽괴(久瘧癖塊), 징가적

취(癥瘕積聚) 등의 치료하며 식적불소(食積不消)로 인한 완복

창통(脘腹脹痛)에 응용할 수 있다고 알려져 있다46).

본 연구에서 진피와 청피를 각각 포함하는 성숙, 미성숙 감
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귤을 소재로 항산화 및 항노화 비교실험을 진행한 결과, 감귤 

과실의 에탄올 추출물은 항산화 활성을 가지고 있으며, 이 중 

미숙감귤의 에탄올 추출물이 성숙감귤의 에탄올추출물보다 

항산화 및 항노화 활성이 우수한 것으로 나타났다.

오미자 및 복분자, 딸기 등의 성숙과 및 미숙과 추출물을 소

재로 하여 항산화 효과를 비교한 여러 연구들에서도 미숙과의 

효능이 뛰어났음을 보고하였으며, 본 실험에서 도출된 결과와 

일치하였다47-50). 이 결과들을 통해 볼 때, 과육과 과피를 포함

하는 감귤 미숙과의 에탄올 추출물은 청피보다 향상된 수득율

로 인한 경제적인 장점이 있으며 피부노화 및 건강관리에 도움

을 줄 수 있는 천연 항산화 소재로서 다방면에 활용될 수 있을 

것이다. 그러나 관련 성분에 관한 자세하고 체계적인 연구는 

추후 뒷받침 되어야 할 것 이다.

Ⅴ. 결  론

감귤 과실 에탄올 추출물의 성숙도에 따른 항산화 및 항노화 

활성에 대한 효과를 알아본 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 감귤 과실의 미숙과 및 성숙과 에탄올 추출물의 total 

polyphenol 및 total flavonoid 함량을 분석한 결과 

flavonoid 함량 차이는 나지 않았으나, 미숙과 에탄올

추출물의 polyphenol 함량이 월등히 높은 것으로 나타

났다.

2. 감귤 과실의 미숙과 및 성숙과 에탄올 추출물의 전자공

여능, SOD 및 환원력을 분석한 결과 두 추출물 모두 농

도의존적으로 증가하였으나, 미숙과 에탄올추출물의 효

과가 더 우수하였다.

3. 감귤 과실의 elastase 및 collagenase 활성을 분석한 결

과 성숙과에 비해 미숙과의 에탄올추출물군에서 억제 

효능이 더 우수하였다.

이상의 결과로 보아 감귤 과실 추출물 중 과피와 과육을 모

두 포함하는 미숙과 에탄올 추출물은 항산화 및 항노화 효능과 

있는 다기능성 생리활성 효능 소재로서 관련 활성을 표방하는 

화장품이나 식품에 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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