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            Abstract
          
        

        
          The major objective of this study was to investigate the usability as cultivar for processing of new Citrus hybrid ‘Hamilgam’. We investigated various antioxidant activities, such as DPPH radical, ABTS radical, Hydroxyl radical and Superoxide anion radical effect, along with total polyphenol content and total flavonoid content of Citrus hybrid ‘Hamilgam’, C. unshiu, C. natsudaidai. The total polyphenol content and total flavonoid content were the highest in the Hamilgam. The major flavonoids of Hamilgam and Natsudaidai were naringin and neohesperidin, and those of Unshu were narirutin and hesperidin, as determined by HPLC. Especially, the neohesperidin content of Hamilgam showed much higher (100 times over) than that of Unshu. However, the aglycone form was not found. DPPH and ABTS radical scavenging activities were the highest in Hamilgam peels. Hydroxyl radical scavenging activity was high in the order of Unshu, Hamilgam and Natsudaidai. Superoxide anion radical scavenging of 3 cultivars peels displayed low activities compared to DPPH and ABTS radical scavenging. Based on these results, Hamilgam peel extracts possess antioxidant activities and may thus serve as potential sources of functional food, cosmetic products, etc.
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      서 언
      우리나라에서 재배되는 감귤류는 전체 과수 생산량 중 27.7%를 차지하고 있으며, 이들 감귤 생산량 중 80%는 생식 용으로, 10 ~ 20%는 가공용으로 소비되고 있다. 생산 증가에 비하여 소비는 그에 미치지 못하고 대부분 생과 소비에 그치 고 있으며 소득성이 낮아지면서 부가가치를 높일 수 있는 가 공식품 개발이나 기능성 식품으로서의 가치를 개발하는 데 관 심이 높아지고 있다.

      감귤류는 가공 공정 시 과실의 과육을 이용하는 것과 더불 어 다양한 생리활성 성분을 함유하고 있는 과피를 이용할 수 있는 장점을 가지고 있다. 감귤 품종에 따라 다르나 과피는 대체로 과일 전체의 50% 정도 되는데 다양한 phenolic 화합 물 및 flavonoid 등을 함유하고 있다. Flavonoid의 기능성 효 과로는 항산화 작용, 순환기계 질환의 예방 및 개선효과, 항염 증, 항알레르기, 항균, 항바이러스, 지질저하작용, 면역증강 작 용, 모세혈관 강화작용 등 다양한 생리적 활성이 보고되고 있 다 (Ahn et al., 2007; Benavente-Garcia and Castillo, 2008; Frassinetti et al., 2011; Balestrier et al., 2011). 이러 한 생리활성에 관여하는 기능성 성분들은 감귤 수확시기, 품 종의 특성 및 감귤 부위에 따라 변화가 많으므로 필요한 성분 이 최대로 함유된 품종과 생산시기 및 부위를 선정할 필요가 있다. 특히 감귤 과피에는 phenolic compound가 높은 농도로 존재하기 때문에 flavonoids의 풍부한 공급원이 된다 (Song et al., 1998; Kim et al., 2006). 이러한 특성을 이용하여 감귤 과피로부터 추출한 플라보노이드 성분을 활용한 비만개선음 료, 기능성 코팅쌀 등의 기능성 가공품이 개발되었고, 감귤박 을 이용한 가축 사료, 감귤박 활성탄, 버섯배지 등에 감귤 부 산물이 활용되고 있다.

      감귤류의 항산화 활성에 대한 연구는 주로 온주밀감과 하귤 에 대한 것이 대부분이며 (Hyon et al., 2010), 그 외 재배품 종으로는 세토카, 청견, 부지화 (Hwang et al., 2013; Kim et al., 2013), 제주재래종 감귤에 대한 연구로는 당유자, 사두감, 홍귤, 동정귤, 지각, 진귤, 빈귤, 인창귤 등에 관한 보고가 있 으나 (Kim et al., 2009a, 2009b), 국내에서 육성된 신품종에 대한 연구 결과는 전무한 상황이다. 본 연구에 사용된 온주밀 감은 제주도에서 생산하는 감귤의 90%를 차지하고 있는 대표 적인 품종으로 생과용뿐만 아니라 가공용으로 소비되고 있고, 하귤은 4월 이후에 성숙하는 감귤로 기능성 품종으로 주목받 고 있으나 씨가 많은 특성이 있어 가공적성 측면에서의 경제 적 재배가 어렵다. 하밀감은 감귤의 기능성 성분의 산업화를 위한 원료 품종 개발을 위해 1992년 감귤시험장에서 청도온 주와 하귤을 교배하여 육성한 품종으로 성숙기가 3월이며 씨 가 없고 껍질두께가 온주밀감보다 두껍고 신맛과 쓴맛이 상당 히 오래가는 특성이 있다.

      따라서 기능성 성분이 강화된 가공용 감귤 신품종 하밀감의 과피 추출물을 대상으로 건강 기능성 식품, 천연 항산화제, 기 능성 향장품 등 다양한 가공품 개발 소재로서의 활용 가능성 에 대한 기초자료를 제공하고, 그 이용성을 증대시키고자 본 연구를 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        본 실험에 사용된 감귤 품종은 온주밀감 (Citrus unshiu), 하귤 (C. natsudaidai), 하밀감 (C. unshiu × C. natsudaidai)으 로 온주밀감과 하귤은 제주도 서귀포 감귤시험장 포장에서 과 실을 채취하였고, 하밀감은 제주도 제주시 농가에 식재된 나 무에서 수확하였다. 수확 시기는 2012년 11월부터 2013년 2월까지 각 품종별로 완숙된 과실을 수확하였다. 수확한 과실 을 선별 및 세척 후 과피와 과육을 분리하고, 과피는 60℃ 건 조기에서 12 ~ 48시간 건조시킨 후 분쇄하여 사용하였다. 과육 은 압착기를 이용하여 착즙한 후 사용하였으며 모든 시료는 냉동 보관하였다.

      

      
        2. 과피 추출물의 제조
        각 품종별 과피 추출물은 건조 과피 2 g에 70% 메탄올 40 mL를 가하여 초음파 추출기로 1시간 동안 추출하였다. 상 층액을 0.45 μm syringe filter로 여과한 후 감압 농축하고 동 결 건조하여 시료로 사용하였다.

      

      
        3. 유리당 및 유기산 함량 분석
        유리당과 유기산 분석은 Dionex Application Note 82법 (Dionex, 1992)을 이용하여 착즙한 과즙을 0.45㎛ filter로 여 과 후, 1,000배 희석하여 Ion chromatography (ICS3000, Dionex, Sunnyvale, CA, USA)로 분석하였다. 유리당은 CarboPacTM PA1 column과 INT Amperometry detector로 분석 하였으며, 이동상 용매는 100mM NaOH (Merck, Darmstadt, Germany)으로 표준 용액은 glucose, fructose, sucrose (Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 이용하였다. 유기산은 IonPac® ICE-AS6 column과 conductivity detector로 분석하 였으며, 이동상 용매는 0.4mM Heptafluofobutric (Merck, Darmstadt, Germany)으로, 표준 용액은 oxalic acid, malic acid, citric acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 를 사용하였다.

      

      
        4. 총 폴리페놀 함량 측정
        총 폴리페놀 함량 측정은 Folin-Denis법 (Gutfinger, 1981) 을 이용하여 비색 정량하였다. 추출물 100 μL에 증류수 900 μL를 넣어 total volume이 1 mL가 되도록 희석하였다. 여 기에 Folin-ciocalteus’ phenol reagent 100 μL를 첨가하여 실 온에서 약 3분간 반응시키고, Na2CO3 용액 (7%, w/v) 200 μL를 가하여 혼합한 후 증류수 700 μL를 넣어 실온에서 1시간 반응시켰다. UV-Spectrophotometer (Molecular devices, SpectraMax M2, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 720㎚ 에서 흡광도 측정을 통해 분석되었으며, 총 폴리페놀 함량은 gallic acid를 표준물질로 하여 작성한 표준검정곡선을 통해 추 출물의 총 폴리페놀 함량을 나타내었다.

      

      
        5. 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Moreno 등의 방법 (Moreno et al., 2000)을 이용하여 비색 정량하였다. 추출물 15 μL에 diethylene glycol 150 μL, 1N NaOH 15 μL를 첨가하여 혼 합한 후 상온에서 1시간 반응시키고 UV-Spectrophotometer (Molecular devices, SpectraMax M2, Sunnyvale, CA, USA) 를 사용하여 420㎚에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이 드 함량은 quercetin을 표준물질로 하여 작성한 표준검정곡선 을 통해 추출물의 총 플라보노이드 함량을 나타내었다.

      

      
        6. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 분석
        과피 추출물의 성분분석은 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)를 통해 확인하였으며 (Park et al., 2010; Sasaki et al., 2008; Zhang et al., 2014), 모든 시약 은 HPLC grade를 사용하였다. 이동상 용매인 acetonitrile과 acetic acid는 Merck사 (Darmstadt, Germany)에서 구입하여 사용하였으며, 분석에 사용된 표준물질은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)의 제품을 사용하였다. HPLC 분석은 Waters 2489 UV visible detector, Waters e2695 Separations module (Waters, Milford, MA, USA)을 사용하였으며, 분석 column은 YMC Pro C18 RS (250 × 4.6㎜; YMC Co., Kyoto, Japan)을 사용하였다. Column 온도는 40℃, 유속은 1mL/min으로 유지하였고 UV 280㎚에서 검출하였으며, 이 동상 용매는 0.1% acetic acid를 포함하는 증류수 (A)와 acetonitrile (B)를 이용하였다. 이동상 용매 조건은 초기 20% B로 시작하여, 0 ~ 5 min 10 ~ 25% B, 5 ~ 30 min 25 ~ 40% B, 30 ~ 35 min 40 ~ 100% B, 35 ~ 43 min 100 ~ 10% B로 유지하는 조건으로 분석하였다. 분석 S/W는 Waters의 Empower system을 사용하였다.

      

      
        7. DPPH free radical 소거활성 측정
        항산화 활성은 변형된 Blois 등의 방법 (Blois et al., 1958)을 이용하여 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical에 대한 전자공여능 (Electron donating ability, EDA)을 측정하였다. 추출물의 전자공여능 측정을 위해, 시료 20 μL에 0.2 mM DPPH 용액 180 μL를 넣고 10분간 반응시킨 후 UV-Spectrophotometer를 사용하여 잔존하는 DPPH free radical을 517㎚에서 측정하였다. DPPH radical을 50% 소거 하는 시료의 농도 (IC50)를 확인하였으며, 대조군으로는 vitamin C를 사용하였다.

        Scavenging effect (%) = 1-(Asample-Ablank/Acontrol) 100

        Acontrol: DPPH 용액의 흡광도

        Asample: DPPH 용액과 시료 반응액의 흡광도

        Ablank: 시료 자체의 흡광도

      

      
        8. ABTS radical 소거활성 측정
        ABTS 〔2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)〕 radical 소거활성은 Pellegrini 등의 방법 (Pellegrini et al., 1999)에 따라 측정하였다. ABTS radical 소거활성은 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulfate를 혼합 후 실온 암소 에서 15시간 동안 방치하여 radical을 형성시킨 후 이 용액을 734㎚에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02가 되도록 희석하였다. 희 석된 ABTS 용액 180 μL에 추출물 20 μL를 가하여 실온에서 15분 동안 방치한 다음 734㎚에서 흡광도를 측정하였다. ABTS radical 소거활성은 시료 용액의 첨가구와 무첨가구 사 이의 흡광도 차이를 백분율로 나타내었다.

      

      
        9. Hydroxyl radical 소거활성 측정
        Hydroxyl radical 소거활성은 Halliwell 등의 방법 (Halliwell et al., 1987)에 따라 측정하였다. 희석한 시료 50 μL에 2.5 mM 2-deoxy-D-ribose를 함유한 10 mM PBS 용액 345 μL를 혼합한 다음, 1 mM FeCl3와 1.04 mM EDTA 용액 50 μL, 1 mM ascorbate 50 μL 및 0.1M H2O2 5 μL를 각각 첨가하였다. 37℃에서 10분간 배양한 후, 2.8% trochloroacetic acid 500 μL와 1% 2-thiobarbituric acid 250 μL를 첨가하고 95℃에서 8분간 가열하였다. 반응물을 냉각시킨 후 532㎚에 서 흡광도를 측정하였으며, hydroxyl radical 소거활성은 [(흡 광도시료무첨가-흡광도시료)/흡광도시료무첨가]× 100 공식으로 계산하 였다.

      

      
        10. Superoxide anion radical 소거활성 측정
        Superoxide anion radical 소거활성 측정은 Liu 등의 방법 (Liu et al., 1997)에 따라 측정하였다. 희석한 시료 20 μL에 0.5 mM nitro blue tetrazolium (NBT) 20 μL와 0.5 mM β- nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) 40 μL, 30 mM Tris-HCl 용액 (pH 8.0) 100 μL를 혼합한 다음 0.12 mM phenazine methosulfate (PMS) 20 μL를 각각 첨가하였다. 즉, 비효소적으로 PMS/NADH로 유발된 superoxide radical은 NBT를 자주색의 formazan으로 환원시키며, 생성된 formazan 을 측정하기 위해 560㎚에서 10분 동안 반응물의 흡광도를 측정하였다. 시료의 superoxide radical 소거활성은 [(흡광도시료 무첨가-흡광도시료) / 흡광도시료무첨가]× 100 공식으로 계산하였다.

      

      
        11. 통계분석
        모든 실험은 3회 이상 반복하여 이루어졌으며, 실험결과는 SAS package (version 9.2, Cary, NC, USA)를 사용하여 평 균과 표준편차를 구하고, 분산분석 (ANOVA)을 실시하여 유 의적 차이가 있는 항목은 Duncan’s Multiplfe Range Test (DMRT)에 의하여 p < 0.05 수준에서 통계적 유의성을 검정하 였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 유리당 및 유기산 함량 분석
        가공용 품종인 하밀감을 포함한 온주밀감, 하귤의 유리당 및 유기산 함량을 측정한 결과는 Table 1과 같다. 하밀감 품종에서 는 glucose 1.04%, fructose 1.12%, sucrose 2.47%를 함유하고 있었고, 온주밀감은 glucose 1.22%, fructose 1.47%, sucrose 5.19%, 하귤의 경우는 glucose 1.19%, fructose 1.25%, sucrose 4.56%를 함유하고 있었다. 유리당의 경우 세 품종 모두 sucrose가 다른 성분에 비해 비교적 많이 함유되어 있었으며, 하밀감과 나머지 두 품종간의 통계적 유의차 (p < 0.05)가 있 음을 알 수 있었다. 유기산의 경우 온주밀감을 제외한 하밀감 과 하귤에서 citric acid의 함량이 비교적 높고 다음으로 malic acid의 함량이 높았다. 온주밀감과 하귤의 교배에 의해 육성된 하밀감은 두 교배모본 품종에 비해 유리당의 함량은 낮은 반 면 유기산의 함량이 높은 특성을 보였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Free sugars and organic acid content of citrus cultivars. (g/100 mℓ juice weight)

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Free sugar conc.
              	Organic acid conc.
            

            
              	
                

              
              	
                

              
            

            
              	Total
              	Glucose
              	Fructose
              	Sucrose
              	Total
              	Oxalic acid
              	Citric acid
              	Malic acid
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	7.88 ± 0.67a
            	1.22 ± 0.16a
            	1.47 ± 0.14a
            	5.19 ± 0.44a
            	0.64 ± 0.02b
            	0.06 ± 0.01a
            	0.53 ± 0.02b
            	0.05 ± 0.01b*
          

          
            	Natsudaidai
            	6.99 ± 1.64a
            	1.19 ± 0.1a
            	1.25 ± 0.17ab
            	4.56 ± 1.39a
            	2.76 ± 0.2a
            	0.04 ± 0.01b
            	2.59 ± 0.19a
            	0.13 ± 0.01a
          

          
            	Hamilgam
            	4.64 ± 0.17b
            	1.04 ± 0.04a
            	1.12 ± 0.1b
            	2.47 ± 0.22b
            	3.04 ± 0.32a
            	0.03 ± 0.01b
            	2.87 ± 0.3a
            	0.13 ± 0.03a
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        2. 총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량 측정
        Citrus류의 과피나 종자에는 페놀산과 flavonoids와 같은 페 놀화합물들이 많이 함유되어 있으며, 종자나 과육보다 과피에 더 많이 함유되어 있음이 보고되었다 (Kim et al., 2006; Yusof et al., 1990). 대부분의 식물체에 존재하는 페놀성 화합 물들은 분자 내에 phenolic hydroxyl기를 가지고 있는 방향족 화합물로서 플라보노이드는 페놀성 화합물 중에서 자연적으로 생성되는 가장 큰 그룹 중의 하나이다 (Chung and Jeon, 2011). 이들은 수산기를 통한 수소공여와 페놀 고리구조의 공 명 안정화 (Shahidi and Wanasundara, 1992), 단백질 및 거 대 분자들과 결합하는 성질에 따른 reducing agent, singlet oxygen quencher, hydrogen donor로 작용함으로써 항산화 효 과를 나타내는 것으로 보고되고 있다 (Kwak et al., 2010; Lee et al., 2008a; Kang et al., 2002).

        각 품종별 메탄올 과피 추출물의 추출수율은 온주밀감 13.9%, 하귤 22.2%, 하밀감 16.3%였다. 각 추출물의 총 폴리 페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과는 Table 2 와 같다. 총 폴리페놀 함량은 하밀감이 312.8㎎/g으로 가장 높았으며 하귤 291.0㎎/g, 온주밀감 250.6㎎/g 순으로 높았다. 이러한 하밀감의 총 폴리페놀 함량은 아보카도 과피 메탄 올 추출물의 총 폴리페놀 함량 223.45㎍/㎎ (Lee et al., 2008b), 오이 장죽청장 품종 추출물의 함량 105.1㎍/mL (Yang and Boo, 2013) 보다 월등히 높음을 알 수 있었다. 총 플라보노이드 함량에서도 하밀감 50.1㎎/g, 하귤 47.7㎎/g, 온주밀감 43.3㎎/g 순으로 높았다. 총 페놀 함량뿐만 아니라 총 플라보노이드 함량에 있어서도 하밀감이 두 모본 품종에 비해 더 많은 것으로 나타났으나, 총 페놀 함량에 대한 총 플 라보노이드가 차지하는 비율은 하밀감 16.0%, 온주밀감 16.4%, 하귤 17.3%로 각 품종의 총 페놀에 대한 총 플라보노 이드 함량은 거의 비슷하게 나타났다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Total polyphenol and total flavonoid contents of methanol extract from citrus peels.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Total polyphenol (mg/g GAE**)
              	Total flavonoid (mg/g QE)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	250.6 ± 2.3c
            	43.3 ± 1.3c*
          

          
            	Natsudaidai
            	291.0 ± 4.6b
            	47.7 ± 0.2b
          

          
            	Hamilgam
            	312.8 ± 4.6a
            	50.1 ± 0.1a
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

          
            GAE; gallic acid equivalent, QE; quercetin equivalent.
          

        

        

      

      
        3. DPPH free radical 소거활성 측정
        항산화 활성을 측정하는 방법에는 여러 가지가 있으나 DPPH radical 소거활성은 비교적 간단하면서 대량으로 측정이 가능한 항산화 측정법이다. DPPH는 radical 중 비교적 안정한 화합물로 에탄올 용액에서 보라색으로 발색된다. 황 함유 아 미노산, ascorbic acid, 페놀성 화합물 등의 항산화 물질로부터 전자나 수소를 제공받아 DPPH-H로 환원되면서 짙은 보라색 이 노란색으로 탈색되며 흡광도가 감소된다 (Park and Kim, 2013). 하밀감, 온주밀감 및 하귤 과피 추출물의 DPPH radical 소거능을 조사한 결과는 Table 3과 같다. 3 품종 모두 농도 의존적으로 소거능이 증가하였으며, 하밀감, 하귤, 온주 밀감 순으로 높은 소거활성을 보였다. 가장 높은 소거활성을 보인 하밀감의 경우 500㎍/mL에서 88.7%에 이르는 활성을 보였다. IC50은 하밀감 189㎍/mL, 하귤 254㎍/mL, 온주밀감 292㎍/mL 순서로서, 하밀감은 두 품종 대비 상대적으로 적은 양으로도 50%의 소거활성을 나타내었다. 이는 총 폴리페놀 함 량이 높으면 자유라디칼 소거능도 우수한 경향이 있다고 보고 되고 있는데 (Anagnostopoulou et al., 2006) 본 결과에서도 총 페놀 함량과 플라보노이드 함량이 높은 하밀감 과피 추출 물에서 DPPH radical 소거능이 높게 나타난 것을 알 수 있 었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity (%) of methanol extract from citrus peels.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Extracts (μg/mL)
              	IC50 (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	62.5
              	125
              	250
              	500
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	20.7 ± 0.9b
            	29.2 ± 1.4b
            	44.3 ± 2.1c
            	69.1 ± 3.4b*
            	292
          

          
            	Natsudaidai
            	22.9 ± 1.6ab
            	32.8 ± 2.1b
            	50.2 ± 2.9b
            	69.5 ± 3.8b
            	254
          

          
            	Hamilgam
            	25.5 ± 1.5a
            	37.7 ± 1.7a
            	57.8 ± 3.1a
            	88.7 ± 4.6a
            	189
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        4. Hydroxyl radical 소거활성 측정
        Hydroxyl radical은 DNA의 핵산과 결합함으로써 손상을 일 으켜 발암성, 돌연변이 및 세포독성을 유발하게 되며, 지질과 산화 과정에서 빠른 개시제로 작용하게 되는데 Hydroxyl radical 소거활성은 지질과산화 과정의 진행을 직접적으로 방 해하거나 활성화된 산소종을 소거함으로써 연쇄반응을 저해하 기 때문이라고 보고되고 있다 (Kim et al., 2009a). 하밀감, 온주밀감, 하귤 과피 추출물의 Hydroxyl radical 소거능을 측 정 한 결과는 Table 4와 같다. Hydroxyl radical 소거능은 다 른 종과 마찬가지로 3품종 모두 농도 의존적으로 소거활성이 증가하였고, 하밀감 과피 추출물보다는 온주밀감 과피 추출물 의 활성산소 소거능이 농도에 상관없이 높은 활성을 보였다. 그러나 온주밀감 추출물 500㎍/mL의 농도에서도 49%의 낮 은 소거활성을 보였는데, 이러한 결과는 Hyon 등 (Hyon et al., 2010)의 연구에서 진귤, 온주밀감 및 하귤 과피의 Hydroxyl radical 소거활성이 다른 활성산소종 소거활성에 비 하여 상대적으로 낮다고 보고한 내용과 일치하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Hydroxyl radical scavenging activity (%) of methanol extract from citrus peels.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Extracts (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	125
              	250
              	500
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	37.0 ± 0.2a
            	47.6 ± 0.3a
            	49.0 ± 0.6a*
          

          
            	Natsudaidai
            	28.9 ± 0.7c
            	40.3 ± 2.5b
            	47.8 ± 0.6a
          

          
            	Hamilgam
            	31.0 ± 0.9b
            	39.7 ± 0.9b
            	45.7 ± 0.8b
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        5. ABTS radical 소거활성 측정
        항산화 효능 측정에서 DPPH radical 소거측정과 더불어 많 이 사용되는 ABTS radical 소거측정은 ABTS와 potassium persulfate와의 반응으로 특유의 청록색을 띄게 되며 항산화제 를 첨가함에 따라 연한 녹색으로 탈색되는 정량법으로 ABTS radical 양이온 탈색 정량법이라고 한다 (Park and Lee, 2013). 하밀감, 온주밀감, 하귤 과피 추출물의 ABTS radical 소거능 측정 결과 Table 5에 나타난 바와 같이 추출물의 농도 증가에 따라 소거능은 증가하였으며, 하밀감의 경우 125㎍/ mL, 온주밀감과 하귤은 250㎍/mL의 낮은 추출물 농도에서도 50% 이상의 ABTS radical이 소거됨을 알 수 있었다. 이는 감귤 과피 추출물이 DPPH radical 소거능이나 Hydroxyl radical 소거능보다 ABTS radical 소거능에 높은 활성이 있는 것으로 판단된다. 이러한 결과는 여주 품종별로 폴리페놀 함 량이 높을수록 ABTS 양이온 소거활성도가 높게 나타났다는 Boo 등 (Boo et al., 2009)의 연구결과와 일치하는 경향을 보 였다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            ABTS radical scavenging activity (%) of methanol extract from citrus peels.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Extracts (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	125
              	250
              	500
              	1000
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	36.7 ± 1.0b
            	51.9 ± 0.9b
            	70.7 ± 0.9b
            	87.7 ± 0.4b*
          

          
            	Natsudaidai
            	37.5 ± 1.3b
            	50.7 ± 0.9b
            	69.6 ± 0.5b
            	86.6 ± 0.6c
          

          
            	Hamilgam
            	52.4 ± 0.1a
            	67.5 ± 0.9a
            	79.7 ± 0.2a
            	88.9 ± 0.2a
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        6. Superoxide anion radical 소거활성 측정
        하밀감, 온주밀감, 하귤 추출물의 Superoxide anion radical 소거능 측정 결과는 Table 6과 같다. 추출물 125㎍/mL 농도 에서만 품종 간에 Superoxide anion radical 소거능에 차이를 보였고 농도 증가에 따른 품종 간 유의차를 볼 수 없었으며, 소거활성 정도도 다른 활성산소종 소거활성에 비해 상대적으 로 매우 낮았다. 본 실험의 결과와는 달리 Kim 등 (Kim et al., 2009a)은 높은 총 폴리페놀 함량을 보인 홍귤과 지각에서 가장 높은 superoxide 소거활성을 보여 총 폴리페놀 함량과 superoxide 소거활성의 상관관계가 높다고 보고하였다. 그러나 Bocco 등 (Bocco et al., 1998)은 항산화능과 glycosylated flavanone 농도와의 상관관계가 불분명하다고 보고하였으며, Rouseff (Rouseff, 1998)는 각 flavonoid 유도체들은 서로 다 른 생리적인 활성을 가지고 있다고 보고하였다. 따라서 품종 별로 함유하고 있는 각각의 플라보노이드 성분에 따라 항산화 능 발현 효과가 다른 것으로 판단되었다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Superoxide anion radical scavenging activity (%) of methanol extract from citrus peels.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Extracts (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	125
              	250
              	500
              	1000
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	15.5 ± 2.4a*
            	19.7 ± 1.8
            	27.2 ± 1.7
            	29.4 ± 2.3
          

          
            	Natsudaidai
            	10.7 ± 1.7b
            	19.9 ± 1.2
            	27.1 ± 1.1
            	32.9 ± 2.8
          

          
            	Hamilgam
            	3.6 ± 0.9c
            	18.4 ± 2.7
            	24.9 ± 2.7
            	30.9 ± 2.2
          

        

        
          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        7. 플라보노이드 성분별 함량 분석
        하밀감, 온주밀감, 하귤 과피 추출물의 플라보노이드 성분에 대한 HPLC 분석 결과는 Table 7과 같다. 감귤 과피의 주 페 놀화합물 구성성분은 flavanone과 flavone glycoside로 보고되 고 있다. 하밀감과 하귤의 주요 성분은 naringin과 neohesperidin이며, naringin의 경우 온주밀감은 96㎍/g 인대 비해 하밀감과 하귤은 각각 1,871㎍/g, 1,174㎍/g으로 12 ~ 19배 함량이 높았으며, neohesperidin의 경우는 하밀감이 온주밀감보다 100배 이상의 함량을 보였다. 반면 온주밀감은 narirutin과 hesperidin의 함량이 높았으며, 특히 하귤에 비해 narirutin은 12배, hesperidin은 16배 이상의 함량을 보였다. Naringenin, hesperetin 과 같은 aglycon 형태의 성분은 확인 되지 않았다. Jeong 등 (Jeong et al., 1997)은 온주밀감 메탄 올 추출물의 narirutin이 Hydroxyl radical 소거에 강한 활성을 보였다고 보고하였다. Shin 등 (Shin et al., 2006)의 연구에 따르면 유자와 온주밀감 과피 추출물의 플라보노이드 성분 분 석 결과 유자에는 naringin과 neohesperidin이 주요 구성성분 이었으며, 온주밀감은 narirutin과 hesperidin의 함량이 높았고, free radical scavenging, ROS scavenging 활성 결과 유자 과 피 추출물이 온주밀감에 비해 보다 효과적이었다고 보고하였 다. 이러한 결과는 narirutin의 함량이 높은 온주밀감의 경우 Hydroxyl radical 소거능은 높았으나 그 이외의 항산화 효능에 서는 naringin과 neohesperidin을 많이 함유하고 있는 하밀감 과 하귤 추출물이 높은 활성을 보인 본 연구결과와 일치함을 알 수 있었다. 총 폴리페놀 함량이 기존 품종 대비 상당히 높 고, 항산화 활성 효과가 있음이 확인된 하밀감은 향후 기능성 식품, 화장품 개발 등에 있어서 새로운 소재로서 활용 가능성 이 있음이 시사되었다.

        
          Table 7. 
				
          

          
            Flavonoids contents (μg/g) of citrus peel extract identified by HPLC.

          
          

        

        
          
            
              	Cultivar
              	Rutin
              	Narirutin
              	Naringin
              	Hesperidin
              	Neohesperidin
              	Naringenin
              	Hesperetin
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Unshu
            	279.4 ± 91.6a
            	1,548.2 ± 379.0a
            	96.0 ± 14.9c
            	753.0 ± 84.8a
            	12.8 ± 2.3c**
            	n.d*
            	n.d
          

          
            	Natsudaidai
            	48.0 ± 5.6b
            	127.9 ± 16.3c
            	1,174.2 ± 143.2b
            	45.7 ± 14.7c
            	479.1 ± 73.6b
            	n.d
            	n.d
          

          
            	Hamilgam
            	50.6 ± 5.6b
            	324.0 ± 43.8b
            	1,871.4 ± 118.8a
            	93.4 ± 15.0b
            	1,350.8 ± 167.7a
            	n.d
            	n.d
          

        

        
          
            n.d; not detected.
          

          
            Each value is expressed as mean ± SD (n = 3). Values followed by the same letter are not significantly different (p < 0.05).
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