
Abstract The Citrus grandis Osbeck is a special product in 

the Jeju island. The product has been as a remedy for liver 

damage and hang over. This study demonstrates how to 

investigate and compare the antioxidant, phenol content, 

tyrosinase and α-glucosidase inhibitory activity, antimicrobial, 

and alcohol dehydrogenase (ADH) and acetaldehyde dehy-

drogenase (ALDH) activity with the C. grandis leaves 

extracted in different ethanol concentrations. From the yield, 

a 20% ethanol extract demonstrated the highest results 

among the other extracts. The distilled water extract showed 

the most abundant in a total phenol content and highest 

ABTS radical scavenging activity and reducing power assay. 

In the DPPH radical scavenging activity, α-glucosidase and 

tyrosinase inhibitory assay (used L-tyrosine as substrate), the 

80% ethanol extract exhibited a higher value than other 

extracts. The 60% ethanol extract showed prominent activities 

in the tyrosinase inhibitory (used L-dopa as substrate), ADH 

and ALDH activity assay. In the minimum inhibitory 

concentration (MIC) assay, 60% and 80% ethanol extracts 

inhibited the bacterial growth almost similarly. Moreover, 

the gram-positive bacteria was more restrained than the 

gram-negative bacteria. The results revealed that the distilled 

water and 80% ethanol extract showed a relatively higher 

antioxidant activity compared to other extracts. The 60 ~

80% ethanol extracts demonstrated potential tyrosinase, α

-glucosidase inhibitory, antimicrobial, ADH and ALDH 

activities. Therefore, the C. grandis is suggested to be 

considered as a functional material for various proposes.

Keywords ADH, ALDH, Antioxidant, Citrus grandis 

Osbeck, Ethanol extract, Leaves, Phenol

서 언

제주도 특산물의 하나인 당유자(Citrus grandis Osbeck)는 재

래 감귤류의 일종으로서 운향과, 감귤아과에 속하는 귤나무

이며 “왕귤” 또는 “뎅유지”라 불린다(Hyon et al. 2009). 당유

자는 동남아시아가 원산지로 온난한 기후에서 잘 자라며, 

일본, 중국, 말레이시아, 대만에서는 생식용 또는 가공용으

로 많이 생산되고 있다(Sawamura et al. 2001; Tao and Liu 2012; 

Shamsudin et al. 2015; Wang et al. 2016). 간 보호와 폭음에 의한 

숙취 완화 등 민간의약품으로서 여러 가지 약용적 효과가 알

려졌고(Lim et al. 2006), 인체에 기능성을 나타내는 주요 성분

으로 비타민, 무기질, 유기산 등의 영양 성분, naringin, hesperidin, 

neoeriocitrin 등의 flavanone류, limonine 등의 휘발성분과 같이 

다양한 유효성분을 함유하고 있는 것으로 보고되었다

(Moon et al. 2009; Zhang et al. 2014). 당유자에 관한 연구로는 

과피의 ethyl acetate 분획물과 정유가 Aedes aegypti의 산란과 

공격을 효과적으로 억제하고, 대조군으로 사용한 N, N-diethyl- 

meta-toluamide과 유사한 효과를 보였다는 보고도 있고(Mano-

renjitha et al. 2017), 꽃을 이용하여 효율적인 캘러스 형성을 

유도하는 연구도 수행되었다(Zakaria et al. 2010). 또한 미숙

과의 동결건조 추출물이 멜라닌 생성을 저해하는 것으로 보
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고되었다(Kim et al. 2014). 생리활성에 관한 선행연구로는 과

육에서 얻어진 추출물과 분획물의 항산화능 및 병원성 미생

물에 대한 항균효과(Mokbel and Hashinaga, 2005; Lim et al. 

2006), 과피 추출물의 혈중 지질 및 포도당 농도 개선에 대한 

항비만 및 항당뇨 효과(Hong et al. 2010; Liu et al. 2017) 등이 

있는 것으로 보고되었다. 지금까지 당유자의 다양한 효능 

연구가 많이 수행되었지만 주로 과피, 과육, 과즙으로 이루

어졌으며 잎에 대한 연구는 Kim et al. (2010a)과 Moon et al. 

(2009)의 항암 효과, Kim et al. (2008)의 항산화 효능, Rao et al. 

(2011)의 항당뇨 효과 등이 보고되어 있을 뿐이다. 또한 단일 

용매 추출물(메탄올, 에탄올 등)이나 분획물을 이용한 연구

가 대부분이며 아직까지 용매 농도별로 추출된 당유자 잎 관

련 연구는 보고된 바가 없다. 

  따라서 본 연구에서는 당유자 잎을 에탄올 농도별(20%, 

40%, 60%, 80%, 100%)로 추출하여 항산화능, 페놀 함량, 항당

뇨 효과, 미백 효과, 항균 효과, 그리고 이전에 보고된 바가 없

는 알코올 분해능 활성에 초점을 맞추어 당유자 잎의 생리활

성을 포괄적으로 비교 분석함과 동시에 제주도 특산물로써 

잎을 이용한 신소재 개발 원료로서의 이용 가능성을 탐색하

고자 하였다. 

재료 및 방법

실험 재료 

본 연구에서 사용한 당유자 잎은 2014년 10월초에 수확한 것

을 제주특별자치도 식물자원연구소에서 구입하여 실험에 

이용하였다. 이물질을 제거한 후 실온에서 10일동안 완전하

게 건조시켜 믹서기로 분쇄하고 중량 10배의 용매(0%, 20%, 

40%, 60%, 80%, 100% 에탄올)에 담가 90분 동안 25°C에서 초

음파 추출기(Power sonic 520, Hwashin Co., Yeongcheon, Korea)

를 이용하여 추출하였다. 추출된 용액을 Whatman No.2 여과

지(Whatman International Ltd, Kent, England, UK)에 여과하여 

감압농축기(Hei-VAP Precision 280 rpm; Heldolph, Germany)를 

이용하여 농축하였다. 농축된 시료는 -20°C에서 보관하면

서 분석실험을 실시하였다. 

총 페놀 함량 측정

총 페놀 함량을 측정하기 위하여 Singleton and Rossi (1965)의 

실험 방법을 변형하여 수행하였다. 증류수로 희석된 샘플 

용액에 50 µL의 Folin–Ciocalteu 시약을 첨가하여 5분 동안 실

온에서 반응시켰다. 반응 후 300 µL의 20% sodium carbonate

를 넣고, 20분 동안 반응시킨 뒤 1 mL의 증류수를 첨가하여 

725 nm에서 분광광도계를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 

샘플시료의 총 페놀 함량은 표준물질로 사용된 gallic acid의 

표준액으로 작성한 검량선에 따라 계산하여 garlic acid equivalent 

(GAE, mg GAE/g)로 나타내었다.

DPPH radical 소거능 측정

1,1-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)를 이용한 항산화 활성 

측정은 Musa et al. (2013)의 방법을 변형하여 수행하였다. 메

탄올로 희석된 200 µL 샘플 용액을 96-well microtiter plate 두 

번째 줄에 넣고 나머지는 100 µL의 메탄올을 가하였다. 두 번

째 줄에서 마지막 줄까지 단계적으로 희석하여(1.56-200 

µg/mL) 첫 번째 줄은 음성대조군으로 사용하였다. 희석된 용

액에 100 µL의 DPPH (0.4 mM)을 첨가하여 암상태로 실온에

서 30분 동안 반응시킨 후 490 nm에서 microplate reader (iMark; 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 흡

광도를 측정하였다. 소거능은 아래의 식으로 계산하여 50%

가 되는 샘플량의 농도를 RC50 (µg/mL)로 나타내었고 양성대

조군으로 L-ascorbic acid, α-tocopherol, butylated hydroxytoluene 

(BHT)을 사용하였다.

Scavenging activity (%) = [1-A/B] × 100

A: absorbance of sample solution, B: absorbance of control 

ABTS radical 소거능 측정

2,2-Azino-bis-(3-ethylbenzothiazothiazoline-6-sulfornic acid (ABTS)

을 이용한 항산화 활성값 측정은 Re et al. (1999)의 실험 방법

을 변형하여 수행하였다. 7 mM ABTS과 2.45 mM potassium 

persulfate를 혼합하여 암조건의 실온에서 16 시간동안 반응

시킨 뒤 분광광도계(UV-1800, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 

이용하여 흡광도 값이 750 nm에서 1.2 ~ 1.3이 되도록 sodium 

phosphate buffer를 첨가하여 조절하였다. 준비된 샘플과 160 

µL ABTS 용액을 96-well microtiter plate 두 번째 줄에 넣고 나

머지는 100 µL의 증류수를 첨가하였다. 두 번째 줄에서 마지

막 줄까지 단계적으로 희석하여(1.56 ~ 200 µg/mL) 첫 번째 줄

은 음성대조군으로 사용하였고, 10분 동안 반응시킨 후 750 

nm로 세팅된 microplate reader를 이용하여 측정하였다. 소거

능은 DPPH radical 소거능 측정과 같은 식으로 계산하였으며 

50%가 되는 샘플량의 농도를 RC50 (µg/mL)로 나타내었고, 양

성대조군으로 L-ascorbic acid, α-tocopherol를 사용하였다.

환원력 측정

샘플의 환원력을 측정하기 위하여 Oyaizu (1986)의 방법을 

약간 변형하여 실험을 수행하였다. 농도별(100, 200, 300 

µg/mL) 샘플용액에 500 µL의 0.2 M sodium phosphate buffer 

(pH 6.6)와 potassium fericyanide를 첨가하여 50°C에서 20분 동

안 반응시켰다. 이 용액에 250 µL의 10% trichloroacetic acid를 
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넣고, 상등액을 microtube에 분주하여 0.1% ferric chloride를 

첨가하였다. 마지막으로 분광광도계를 이용하여 흡광도 값

을 조사하였다. 환원력은 흡광도 값으로 나타내었고, 양성

대조군으로 α-tocopherol를 사용하였다. 

α-Glucosidase 저해활성 측정

α-Glucosidase 저해활성을 측정하기 위하여 Oki et al. (1999)

의 방법을 변형하여 수행하였다. 200 µL의 sodium phosphate 

buffer (0.2 M, pH 6.8)와 50 µL의 α-glucosidase 효소액(0.5 

U/mL)을 순서대로 50 µL의 샘플 용액과 혼합하여 15분 동안 

37°C에서 반응시켰다. 이어서 기질로 100 µL의 4-nitrophenyl-

α-D-glucopyranoside (pNPG)를 첨가하여 10분 동안 37°C에서 

반응시킨 후 750 µL의 sodium carbonate를 첨가하여 반응을 

정지시켰다. 마지막으로 405 nm에서 분광광도계를 이용하

여 흡광도를 측정하였다. 저해활성은 아래의 식으로 계산하

여 50%가 되는 샘플량의 농도를 IC50 (mg/ mL)으로 나타내었

고, 양성대조군으로 acarbose를 사용하였다. 

% of inhibition = [1-(A/B)/C] × 100

A: absorbance of sample solution, B: absorbance without treating 

pNPG, C: absorbance without treating sample solution. 

Tyrosinase 저해활성 측정

Tyrosinase 저해활성은 Huang et al. (2013)의 방법을 변형하여 

0.1 M potassium phosphate buffer (pH 6.8)로 희석된 샘플 용액

에 기질로 40 µL의 L-tyrosine (1.66 mM), 효소로 tyrosinase (125 

U/mL)를 순서대로 넣고, 37°C에서 20분 동안 반응시켰다. 실

험 종료 후 microplate reader를 이용하여 495 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 동시에 L-tyrosine 대신에 L-3,4-dihydroxy-

phenylalanine (L-dopa)를 기질로 이용하였으며 α-glucosidase 

저해활성 측정과 같은 식으로 계산하여 백분율로 나타내었

고, 양성대조군으로 arbutin를 사용하였다. 

미생물 배양 및 항미생물 활성 측정

항미생물 활성 측정은 Kobayashi et al. (1995)의 two-fold 

dilution법을 변형하여 항균활성 정도를 분석하였으며 그람 

양성균으로 Bacillus cereus (KCTC 1012), Staphylococcus aureus 

subsp. aureus (KCTC 1927), Bacillus subtillis subsp. spizizenii 

(KACC 14741), Kocuria rhizohila (KACC 14744), Micrococcus 

luteus (KACC 14819)의 5종, 그람 음성균으로 Enterobacter 

cloacae (KACC 11958), Klebsiella pneumonia (KACC 14816), 

Escherichia coli (KCTC 1924), Pseudomonas aeruginosa (KCTC 

1750), Proteus vulgaris (KCTC 2433)의 5종, 효모로 Sacchaomyces 

cerevisiae (KCTC 7913), Pichia jadnii (KCTC 7293), Candida 

albicans (KCTC 7965)의 3종을 실험에 사용하였다. 실험에 사

용한 균주는 각각 한국농업미생물자원센터(Korean Agricultural 

Culture Collection, KACC, Suwon, Korea)와 생물자원센터

(Korean Collection for Type Culture, KCTC, Taejon, Korea)에서 

분양 받아 실험에 사용하였으며 멸균된 액체 배지를 이용하

여 각 미생물의 최적생육온도로 배양했고, 96-well microtiter 

plate에 분주하였다. 샘플의 최종농도가 7.8-1000 µg/mL에 되

도록 맞추고, 12 시간동안 배양한 후 육안으로 샘플의 미생

물 저해활성을 관찰하였으며 양성대조군으로 tetracycline를 

사용하였다. 

ADH 및 ALDH 활성 측정

Alcohol dehydrogenase (ADH) 활성을 측정하기 위하여 수행

된 실험은 Shim et al. (2013)이 고안한 방법을 변형하여 조사

하였다. 100 µL의 희석된 샘플 용액에 ethanol과 nicotinamide 

adenine dinucleotide (NAD) 시약을 가하여 혼합한 뒤 glycine- 

NAOH (pH 8.8)을 첨가하여 1.8 mL가 되도록 조절하였다. 그 

다음 혼합한 용액을 25°C에서 10동안 반응시킨 후 ADH (10 

U/mL)을 첨가하고 분광광도계를 이용하여 340 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

Acetaldehyde dehydrogenase (ALDH) 활성 측정은 Tottmar et al. 

(1973)의 방법을 변형하여 수행하였다. 50 mM sodium phosphate 

buffer, 5 mM acetaldehyde, 0.5 mM NAD 용액, 0.1 mM ALDH을 

순서대로 첨가하였다. 여기에 200 µL의 샘플 시료를 첨가하

여 37°C에서 10분 동안 반응시킨 후 분광광도계를 이용하여 

370 nm에서 흡광도를 측정하였다. ADH 및 ALDH 활성 측정

은 이전 실험을 통하여 300 µg/mL의 농도로 설정하고 아래

의 식을 이용하여 계산하였으며 무처리군을 control로 이용

하여 100%로 나타내어 ADH 및 ALDH 활성을 비교 분석하

였다. 

ADH (ALDH) activity (%) = (A/B) ×100

A: absorbance of sample solution, B: absorbance without treating 

sample solution 

통계처리 

모든 데이터는 최소 2 반복으로 이루어졌으며 실험결과는 

평균과 표준편차로 표기했고 SPSS (Statistical Package for the 

Social Sciences, ver. 18.0)를 이용하여 one-way ANOVA 분석

을 실시하였다. 평균값의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 

검정하여 항목에 따라 유의적 차이가 있는 것에 대해서는 다

중범위 검정(Duncan’s Multiple Range Test)을 이용하여 분석

하였으며 상관관계 지수는 피어슨 상관계수(Pearson correlation 

coefficient)에 따라 검증하였다. 
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결과 및 고찰

당유자 잎의 에탄올 농도별 추출수율

용매 추출은 식물체의 생리활성 물질을 얻는데 가장 많이 사

용되는 방법으로 식물 종류, 추출방법 및 시간, 용매 극성 등

에 따라 다르며 기본적으로 일정한 추출 시간과 온도하에서

는 사용하는 용매의 종류와 식물체가 가진 물질의 생리활성

을 결정하는 큰 요인이 된다. 따라서 수율은 용매와 밀접한 

관계가 있으며 효율적인 추출을 위하여 실험설계가 중요한 

요소가 된다(Fatiha et al. 2012). 에탄올 농도별 당유자 잎의 추

출수율은 Table 1에 나타내었다. 20% 에탄올 추출물이 27.62 

±0.91%로 가장 높은 수율을 나타냈으며 40%, 80%, 60%, 물, 

100% 에탄올 추출물 순으로 유의적인 수율 감소가 관찰되

었다. 특히 100% 에탄올 추출물이 3.82±0.31%로 다른 추출물

보다 상당히 차이가 나타났으며 비교적 에탄올과 물의 혼합

추출에서 높은 수율이 확인되었다. 이는 약용 허브인 Limnophila 

aromatica을 에탄올 농도별로 추출한 Do et al. (2014)의 결과

와 유사한 결과를 보였으나, 칠피의 에탄올 농도별 추출에

서 물 추출물이 약간 낮은 수율을 나타내었으나 에탄올 혼합 

추출물과는 유의한 차이가 없었다는 보고(Kim et al. 2010b)

와는 차이를 보였다. 

총 페놀 함량

페놀 화합물은 예로부터 인체에 주요한 역할을 하는 물질로 

다양한 생리활성에 작용하는 것으로 알려져 왔으며 지금까

지 수 많은 연구가 수행되어 왔다(Ho et al. 2018). 본 실험에서

도 페놀 함량과 실시한 생리활성 사이에 연관이 있는지를 알

아보기 위하여 총 페놀 함량을 측정하여 mg GAE/g로 나타내

었다(Table 1). 앞서 고찰한 수율과 반대로 물(628.27±28.11), 

100% 에탄올(568.82±30.42) 추출물에서 높은 함량을 나타냈

으며 다음으로 40%(557.92±20.30), 60%(543.60±10.53), 20% 

(486.32±19.40), 80% 에탄올 추출물(466.40±3.50)의 순이었다. 

당유자 과피를 극성순으로 분획하여 우수한 활성을 보인 

ethylacetate 분획물의 페놀 함량이 163.19±2.34 mg GAE/g이라

는 보고(Ko and Kim, 2018)와 당유자 잎 ethylacetate 분획물에

서 202.1±0.8 mg GAE/g로 가장 높게 나타났다고 하여(Kim et 

al. 2008) 측정 방법이 약간 다른 것을 고려하여도 이들 실험 

결과와 비교해볼 때 높은 페놀 함량을 나타내는 것을 알 수 

있었다.  

DPPH radical 소거능

라디칼은 불안정한 것으로 알려져 있지만 DPPH 라디칼은 

분자 내 라디칼을 보유하고 있으며 다른 라디칼과 결합함으

로써 complex을 형성하기에 비교적 안정하고 항산화제부터 

전자 및 수소 분자를 받으면 라디칼이 소거되어 특유의 보라

색이 노란색으로 엷어지는데(Ju et al. 2009), 그 소거능을 RC50

로 나타내었다(Table 2). 모든 추출물에서 대조군으로 사용된 

L-ascorbic acid, α-tocopherol, BHT보다 높은 활성을 보이지 않

았으며 80% 에탄올 추출물까지 에탄올 농도가 증가할수록 

소거능이 증가하는 것으로 나타났다. 특히 80% 에탄올 추출

물에서 174.32±8.45 µg/mL로 가장 높은 소거능을 나타냈으며 

100% 에탄올 추출물에서는 500 µg/mL 이상의 가장 낮은 활성

을 보였다. 또한 물 추출물에서 375.2±2.99 µg/mL로 나타났는

데 Lim et al. (2006)은 당유자 미숙과 hexane, chloroform, 

ethylacetate, butanol, 그리고 물 분획물 중에서 물 분획물이 

DPPH 소거능이 가장 높아 α-tocopherol과 유사한 활성을 보였

다고 보고하였는데, 추출 방법 특히 본 실험에서는 잎을 사용

했지만 껍질을 포함한 과실을 사용했기 때문이라 생각된다. 

또한 페놀 함량과 라디칼 소거능은 비례한다고 보고 되었으

나(Al-Dabbagh et al. 2018), 본 연구에서는 DPPH radical 소거능

과 페놀 함량과의 상관 관계는 r=0.463으로 낮게 나타나

(Table 6), DPPH 소거능은 페놀 화합물 이외의 물질이 관여하

고 있는 것으로 사료되었다. 당유자 잎 chloroform 분획물에서 

Table 1 Extraction yields and total phenolic content of the Citrus grandis leaves obtained according to different ethanol concentrations 

and distilled water

Extracts Yield (%)a Total phenol (mg GAE/g)b

Distilled water extract 20.70±1.36 c 628.27±28.11 a

20% ethanol extract 27.62±0.91 a 486.32±19.40 c

40% ethanol extract 23.77±0.98 b 557.92±20.30 b

60% ethanol extract 21.22±1.60 c 543.60±10.53 b

80% ethanol extract 23.75±0.29 b 466.40±3.50 c

100% ethanol extract 3.82±0.31 d 568.82±30.42 b

Values are mean value ± standard deviation (SD) of duplicate determinations. The values with the same superscript letter along the 

same column are not significantly different (p<0.05)
aPercentage yield from the dried plant material
bTotal phenolic content analyzed as gallic acid equivalent (GAE) mg/g of extract
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vitamin류인 vitamin E, 식물성 스테롤류인 campesterol, 

ethylacetate 분획물에서 triterpene류인 α-amyrin 등이 동정되

었으며(Kim et al. 2008; Moon et al. 2009), 항산화 효과가 있는 

것으로 보고되어(Yoshida and Niki, 2003; Traber and Atkinson, 

2007; Melo et al. 2010) 이러한 소수성 물질들이 DPPH radical 

소거능에 비교적 높게 기여하고 있을 것으로 사료된다.

ABTS radical 소거능

ABTS radical 소거능은 간편하게 샘플의 radical 소거능을 측

정할 수 있는 방법으로, 안정한 radical이기 때문에 많이 사용

되며 potassium persulfate를 산화제로 사용하여 발생한 ABTS 

radical과 항산화 효과가 있는 물질이 만나면 흡광도가 감소

하게 되며 control과 비교하여 그 차이를 일정한 시간 후에 

734 nm 부근에서 측정한다(Schaich et al. 2015). 당유자 잎의 

에탄올 농도별 추출물의 ABTS radical 소거능은 Table 2에 나

타내었다. 에탄올 농도가 증가할수록 활성이 감소하는 경향

을 보여 물>20%>40%>60%>80%>100% 에탄올 추출물 순으

로 나타났다. DPPH radical 소거능과 같이 100% 에탄올 추출

물에서 500 µg/mL 이상의 낮은 활성이 나타났으며 100% 에

탄올 추출에서는 radical 소거능에 관여하는 물질이 덜 추출

된다는 것이 확인되었고 백부자(Aconiti koreani Rhizoma)의 

에탄올 농도별 추출물을 사용한 Yoon et al. (2005)의 결과와 

일치하였다. 한편 DPPH radical 소거능이 낮았던 물 추출물

에서 180.42±4.95 µg/mL로 가장 높게 나타났다. DPPH radical

은 반응성이 높은 수산기만 반응하는 반면 ABTS radical은 

수산기에 대한 선택성이 낮아 DPPH radical 소거능에서 반응

하지 않았던 물질이 소거능에 관여하는 것으로 알려져 있으

며(Takahashi and Higuchi, 2007) 본 연구에서도 DPPH radical 

소거능에서 측정되지 않은 물질이 ABTS radical 소거능에 관

여한 것으로 추정된다.

환원력

환원력 측정은 potassium ferricyanide (Fe3+)가 ferrocyanide (Fe2+)

로 환원되는 정도를 조사하여 환원력이 클수록 녹색에 가깝

게 발색된다. 활성 정도는 샘플이 가진 reductone과 관계가 있

으며 수소 분자를 공여함으로써 연쇄반응을 방지하므로 항

산화 활성이 큰 물질일수록 높은 흡광도 값을 나타낸다(Saha 

and Paul, 2014). 당유자 잎의 환원력을 평가한 결과(Table 3), 

Table 2 The result of the DPPH and ABTS radical scavenging in Citrus grandis leaves according to different ethanol concentrations 

and distilled water

Extracts DPPH RC50 (μg/mL)a ABTS RC50 (μg/mL)a

Distilled water extract 375.21±2.99 d 180.42±4.95 b

20% ethanol extract 240.26±10.05 c 218.02±2.38 b

40% ethanol extract 192.55±0.95 bc 300.67±9.54 c

60% ethanol extract 196.38±2.66 bc 311.78±15.03 c

80% ethanol extract 174.32±8.45 b 482.73±13.51 d

100% ethanol extract > 500 e > 500 e

L-Ascorbic acid   1.21±0.04 a   3.48±0.02 a  

α-Tocopherol   3.98±0.01 a  11.72±0.04 a　

Butylated hydroxytoluene  42.66±1.81 a 　

Values are mean value ± standard deviation (SD) of duplicate determinations. The values with the same superscript letter along the 

same column are not significantly different (p<0.05)
aRC50: Amount required for a 50% reduction of DPPH (ABTS) free radicals after 30 minutes

Table 3 Reducing power ability of the Citrus grandis leaves according to different ethanol concentrations and distilled water

Extracts 100 μg/mL 200 μg/mL 300 μg/mL

Distilled water extract 0.097±0.004 b 0.189±0.002 b 0.269±0.07 b

20% ethanol extract 0.075±0.004 cd 0.157±0.007 cd 0.214±0.013 c

40% ethanol extract 0.087±0.004 bc 0.177±0.007 bc 0.231±0.004 bc

60% ethanol extract 0.076±0.008 cd 0.180±0.006 bc 0.231±0.022 bc

80% ethanol extract 0.080±0.003 bcd 0.158±0.008 cd 0.215±0.008 c

100% ethanol extract 0.063±0.006 d 0.146±0.006 d 0.234±0.002 bc

α-Tocopherol  0.248±0.006 a 0.603±0.029 a 0.950±0.026 a

Values are mean value ± standard deviation (SD) of duplicate determinations. The values with the same superscript letter along the 

same column are not significantly different (p<0.05)
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농도 의존적으로 환원력을 나타내어 물 추출물이 100, 200, 

300 µg/mL에서 각 0.097±0.004, 0.189±0.002, 0.269±0.07으로 

가장 우수하게 나타난 것을 확인할 수 있었다. 그리고 에탄

올 농도가 증가함에 따라 활성이 감소하는 경향을 보여 40%, 

60% 에탄올 추출물이 모든 첨가 농도에서 비교적 높은 활성

을 나타냈으나 20%, 100% 에탄올 추출물에서는 낮은 활성

을 나타냈다. 하지만 Padmanabhan and Jagle (2012)가 보고한 

약용식물인 Aloe vera (0.045±0.004)와 Bacopa moninera (0.038± 

0.015) 에탄올 추출물과 100 µg/mL의 농도로 비교해볼 때 모

든 당유자 잎 추출 농도에서 보다 뛰어난 환원력이 있음을 

보여주었다. 또한 페놀 함량과 환원력의 관계를 보았을 때

(Table 6) radical 소거능과 달리 r=0.848 (p<0.001)로 높은 상관

관계가 나타나서 페놀 화합물이 환원력에 큰 역할을 하고 있

다는 최근 보고와 일치하였다(Ebrahimzadeh et al. 2018). 이는 

당유자의 주성분인 naringin과 hesperigin 등 페놀 화합물에 기

인한다고 생각되며(Zefang et al. 2016) naringin과 hesperidin이 

우수한 환원력을 가진다고 볼 수 있다(Castro-Vazquez et al. 

2016).

α-Glucosidase 저해활성

α-Glucosidase는 식후 탄수화물(다당류)이 α-amylase에 의해 

변형된 이당류를 단당류로 가수분해할 때 관여하는 효소이

며 그 후 소장에서 흡수되어 각 장기에서 사용되지만 빠르게 

흡수되면 혈당치가 높아져 다양한 질환을 유발하기도 한다. 

α-Glucosidase 저해제로 acarbose, miglitol, voglibose 등이 사용

되고 있으나 부작용이 보고되어 천연 추출물에서 α-glucosidase

Table 4 α-Glucosidase inhibitory activity of the Citrus grandis 

leaves according to different ethanol concentrations and distilled 

water

Extracts IC50 (μg/mL)a

Distilled water extract >500 d

20% ethanol extract >500 d

40% ethanol extract >500 d

60% ethanol extract 416.35±11.07 c

80% ethanol extract 336.57±2.03 b

100% ethanol extract 418.18±3.56 c

Acarbose  83.81±3.14 a

Values are mean value ± standard deviation (SD) of duplicate 

determinations. Values with the same superscript letter along 

the same column are not significantly different (p<0.05).
aIC50: Concentration requires to reduce 50% of α-glucosidase 

(μg/mL).

Table 5 Minimum inhibitory concentrations (MIC) of the Citrus grandis leaves according to different ethanol concentrations and 

distilled water against microorganisms

　 Minimum inhibitory concentration (μg/mL)a

　 　 H2O
b 20E 40E 60E 80E  100E Tet

B.c -c - 1000 125 250 250 8

Gram S.a - - - 500 500 - 8

positive bacteria B.s - - - 500 500 - 8

K.r - - - 1000 500 - 8

　 M.l - - - 500 500 - 8

E.cl - - - - - - 8

Gram K.p - - - - - - 8

negative bacteria E.c - - - - - - 8

P.a - - - - 1000 - 8

　 P.v - - - 1000 250 - 8

Yeast

S.c - - - - - - 

P.j - - 1000 1000 1000 -

C.a - - 1000 1000 1000 - 　

B.c: Bacillus cereus (KCTC 1012), S.a: Staphylococcus aureus subsp. sureus (KCTC 1927), B.s: Bacillus subtillis subsp. Spizizenii

(KACC 14741), K.r: Kocuria rhizohhila (KACC 14744), M.l: Micrococcus luteus (KACC 14819), E.cl: Enterobacter cloacae (KACC 

11958), K.p: Klebsiella pneumonie (KACC 14816), E.c: Escherichia coli (KCTC 1924), P.a: Pseudomonas aeruginosa (KCTC 1750), 

P.v: Proteus vulgaris (KCTC 2433), S.c: Saccharomyces cerevisiae (KCTC 7913), P.j: Pichia jadnii (KCTC 7293), C.a: Candida 

albicans (KCTC 7965).
aThe MIC value against bacteria was determined through the serial two-fold dilution method. The growth of the bacteria was evaluated 

by the degree of turbidity of the culture with the naked eye in twelve hours.
bH2O, distil water extract; 20E, 20% ethanol extract; 40E, 40% ethanol extract; 60E, 60% ethanol extract; 80E, 80% ethanol extract, 

100E, 100% ethanol extract; Tet, tetracycline
c- : >1000 μg/mL
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를 저해하는 물질을 찾아내는 연구가 활발히 진행되고 있다

(Taha et al. 2016). α-Glucosidase 저해활성을 측정하여 IC50로 

나타낸 결과 80% 에탄올 추출물에서 336.57±2.03 µg/mL로 

다른 농도와 비교하면 뚜렷하게 높게 나타났으며 60%, 

100% 에탄올 추출물에서는 비슷한 활성을 가지는 것으로 

나타났다(Table 4). 물, 20%, 40% 에탄올 추출물의 경우 500 

µg/mL 이상으로 매우 낮게 나타나서 대조군으로 사용된 

acarbose와 비교해볼 때 모든 추출 농도에서 뛰어난 활성이 

보이지 않았다. 이는 황칠 잎의 에탄올 농도별 추출에서 

60%, 80%, 100% 에탄올 추출물이 물, 20%, 40% 에탄올 추출

물에 비해 월등히 높은 활성을 나타낸 것과 일부 일치하였지

만 본 실험에서는 페놀 함량과의 연관성이 r=0.330으로 유의

성이 없게 나타났으며(Table 6), 황칠 잎 추출물에서 -0.614 

(p<0.05)로 나온 것과 비교하였을 때(Nakamura et al. 2016) 페

놀 화합물이 아닌 다른 물질이 α-glucosidase 저해활성에 큰 

기여를 하고 있음을 확인할 수 있었다. Mohamed et al. (2012)

은 쿠미스크친(Orthosiphon stamineus)의 에탄올 추출물에 대

한 α-glucosidase 저해 활성을 조사한 결과 페놀이나 풀라보

노이드가 저해능에 관여하고 있다고 하면서 다른 물질 즉 배

당체나 탄수화물들도 α-glucosidase 저해 활성에 기여하고 있

다는 점을 시사하였다.

Tyrosinase 저해활성

피부를 자외선이나 외부의 자극으로부터 보호하는 역할을 

하는 멜라닌은 피부 안의 멜라노사이트에서 생합성되며 

tyrosine이 활성효소인 tyrosinase 그리고 기질로 L-dopa, L- 

tyrosine과 반응하여 생성된다. 하지만 멜라닌이 과하게 생성

되면 피부의 신진대사가 느려져 기미, 주근깨를 형성하며 

피부암을 유발하는 큰 요인이 된다. 따라서 tyrosinase를 저해

하여 멜라닌의 과잉생산을 억제하는 천연물질을 찾아낼 필

요가 있다(Aumeeruddy-Elalfi et al. 2016). L-Tyrosine, L-dopa를 

기질로 하여 tyrosinase 저해활성을 조사한 결과는 Figure 1과 

같다. L-Tyrosine을 기질로 한 경우 에탄올 농도가 증가할수

록 활성이 증가하여 80% 에탄올 추출물이 가장 우수한 활성

을 보여 500 µg/mL의 농도에서 80% 가까운 높은 수치를 나타

냈다. 80% 에탄올 추출물에 비하여 100% 에탄올 추출물에

서는 오히려 저해능이 감소하는 경향이 나타났지만 40%, 60%, 

80%, 100% 에탄올 추출물에서 대조군으로 사용된 arbutin보

다 뛰어난 결과를 보였으며 저농도 에탄올로 추출할 경우에

도 어느 정도 저해활성이 있는 것을 확인할 수 있었다. 이는 

제주도에서 자생하는 조릿대 추출물의 tyrosinase 저해활성

이 20% 에탄올부터 추출 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가

하여 60% 에탄올을 기준으로 감소한다는 보고(Ra et al. 2017)

와 일부 일치하였다. L-Dopa를 기질로 하여 tyrosinase 저해활

성을 측정한 결과 L-tyrosine을 기질로 한 경우와 유사한 경향

이 나타났으나 물, 20%, 80%, 100%, 40% 에탄올 추출물 순서

였으며 60% 에탄올이 다른 추출물보다 높은 활성을 나타냈

을 뿐만 아니라 arbutin보다 더 높은 저해 활성을 보여주었다. 

이 결과는 10종의 약용식물을 메탄올로 추출하여 500 µg/mL 

농도에서 가장 우수한 활성을 나타낸 Glycyrrhiza glabra 뿌리 

Table 6 Correlation analysis between the total phenol content and each assay

TPC RDP DPPH ABTS α-Glu L-Tyro L-Dopa ADH ALDH

TPC 1 0.848*** 0.463 -0.124 0.33 -0.691** -0.486 -0.351 -0.197

TPC, total phenol content assay; RDP, reducing power assay; DPPH, DPPH radical scavenging assay; ABTS, ABTS radical 

scavenging assay; α-Glu, α-glucosidase inhibitory assay; L-Tyro, L-tyroine inhibitory assay; L-Dopa, L-dopa inhibitory assay; ADH, 

alcohol dehydrogenase assay; ALDH, aldehyde dehydrogenase assay

***, significance p < 0.001  

**, significance p < 0.01

Fig. 1 Tyrosinase inhibitory activity for using L-tyrosine (A) 

and L-dopa (B) as substrate of the Citrus grandis leaves according 

to different ethanol concentrations and distilled water. Values are 

mean value ± standard deviation (SD) of duplicate determinations. 

Values with the same superscript
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추출물의 65.67% (Nannnapaneni et al. 2016)과 당귤(Citrus 

sinesis) 껍질 에탄올 추출물에서 250 µg/ mL 농도에서 50% 정

도의 활성을 나타낸 실험 결과(Wuttisin et al. 2017)와 비교해 

볼 때 당유자 잎 추출물이 더 높은 수치임을 확인할 수 있었

다. 그리고 페놀 화합물 함량 간의 정의 상관관계가 L-tyrosine, 

L-dopa를 기질로 한 경우 각각 -0.691, -0.486으로 나타났으며

(Table 6) L-tyrosine을 기질로 한 경우 유의한 상관관계

(p<0.01)가 성립되어 어느 정도 페놀 화합물이 저해 활성에 

기여하고 있는 것을 확인할 수 있었다. 감귤류인 핫사쿠

(Citrus hassaku)에서 분리된 naringin, heperigin이 높은 저해 활

성을 보이는 연구가 보고되었으며(Itoh et al. 2009), 환원력 측

정과 같이 당유자에 함유되어 있는 naringin, heperigin이 tyro-

sinase 저해활성에 큰 역할을 한다고 판단된다.

항미생물 활성

미생물에 의하여 발생하는 식중독이나 감염성 질환으로 인

한 피해가 최근 들어 동반상승하고 있는 실정이며 이들 원인

균의 피해를 방지하기 위한 항균성 식품개발과 강한 항균성

을 가진 물질을 식물에서 얻고자 하는 연구가 수행되고 있다

(Bensizerara et al. 2013). 당유자 잎의 에탄올 농도별 추출물의 

미생물에 대한 저해활성은 Table 5와 같이 40% 에탄올 추출

물이 B. cereus, P. jadnii, C. albicans 3종을 1000 µg/mL 농도에서 

약한 저해 활성을 나타냈지만 60%, 80%, 100% 에탄올 추출물

은 모든 그람 양성균에 1000 µg/mL 및 그 이하의 농도에서 효

과가 있었고, 그람 음성균에서도 P. aeruginosa과 P. vulgaris에 

저해활성이 관찰되었다. 특히 B. cereus과 P. aeruginosa을 125

~ 250 µg/mL 농도에서 효과적으로 억제하여 이들 2종에 저

해 활성이 있는 물질이 당유자 잎에 존재하는 것을 확인하였

다. 효모의 경우는 100% 에탄올 추출물이 250 µg/mL 농도에

서 P. jadnii에 대한 저해활성을 보였으나 비교적 낮은 활성을 

나타냈다. Galdiero et al. (2012)이 보고한 바와 같이 그람 음성

균이 그람 양성균보다 구조적인 방어기작이 있어 저해활성

이 그람 양성균에서 더 크다고 한 점은 본 실험에서도 나타났

다. 반대로 물, 20% 에탄올 추출물이 본 실험 범위 내에서는 

활성을 보이지 않았으며 친수성 물질보다 소수성 물질이 더 

관여하고 있는 것으로 예상되며, 또한 페놀 화합물이 미생물

의 세포 벽에 작용하여 결국 세포 사망을 유발함으로써 활성

을 나타냈다는 Shan et al. (2009)의 결과와 달리 본 실험에서는 

가장 함량이 적은 80% 에탄올 추출물이 높은 활성을 보인 반

면에 함량이 가장 많은 물 추출물에서 낮은 저해활성이 나타

나 앞서 서술한 ABTS radical 소거능, α-glucosidase 저해활성

과 같이 페놀 화합물 외의 물질이 관여할 것으로 추측된다.

ADH 및 ALDH 활성

간으로 운반된 알코올은 ADH, ALDH와 같은 효소 그리고 보

효소인 NAD에 의하여 산화되며 ADH는 알코올을 acetaldehyde

로, ALDH는 acetaldehyde를 acetic acid로 단계적으로 전환하

여 결국 이산화탄소와 물로 되어 인체에 무해하게 분해된

다. 그러나 다량의 알코올 그리고 만성적 섭취는 이들 효소

의 활성을 억제하며 분해 능력을 약하게 시키므로 간 장해를 

비롯한 다양한 질병을 일으키는 것으로 알려졌다(Matsumoto 

2011). 따라서 ADH와 ALDH의 활성을 촉진하는 물질을 찾

기 위하여 당유자 잎 추출물의 ADH 및 ALDH 활성을 측정하

여 Figure 2에 나타내었다. ADH 활성에서는 물<20%<40%< 

100%<80%<60% 에탄올 추출물 순서로 나타나 40%, 60%, 

80%, 100% 에탄올 추출물이 control과 비교하여 각각 24%, 

100%, 35%, 30% 정도 증가한 것으로 나타났다. 특히 60% 에

탄올 추출물이 2배 정도 활성이 촉진되어 발효된 구기자 열

매 에탄올, 메탄올, ethylacetate, 열수추출물이 각각 500 µg/mL

에서 153.6%, 152.0%, 142.3%, 180.7%의 활성을 보였다는 보

고(Choi et al. 2016)와 Choi and Jung (2016)의 모링가 잎 80% 에

탄올(108.87%)과 열수 추출물(132.98%) 실험결과와 비교하

여도 상당히 우수한 활성을 보임을 확인할 수 있었다. 하지

만 ADH 활성과 비교하여 ALDH 활성은 모든 추출 농도에서 

control보다 낮은 활성을 보였으며 그 중에 60% 에탄올 추출

물이 가장 높은 활성을 나타냈으나 control의 반 정도의 활성

에 불과하였다. Kang et al. (2002)에 의하면 ADH 및 ALDH 활

Fig. 2 Alcohol dehydrogenase (A) and aldehyde dehydrogenase 

(B) activity of Citrus grandis leaves according to different 

ethanol concentrations and distilled water (300 µg/mL). Values 

are mean value ± standard deviation (SD) of duplicate deter-

minations. Values with the same superscript
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성을 촉진시키는데 영향을 미치는 주요한 인자로 asparagine

과 methionine 같은 아미노산과 Ca2+과 Zn2+ 같은 무기질이 독

자적으로 작용하는 것보다 상호적으로 작용하는 것이 촉진

효과가 크다고 하며, ADH 및 ALDH 활성을 촉진하는 아미노

산은 대부분 친수성이고, 무기질 역시 물에 잘 용해되기 때

문이라고 보고한 것과 더불어 아미노산 중 소수성이며 알코

올 분해에 효과가 있는 alanine도 기여하고 있다고 보고하였

다. 또한 수용성 아미노산들의 ADH 및 ALDH 활성을 측정한 

Cha et al. (2009)의 보고에 따르면 ADH 활성은 크게 증가한 

것으로 나타난 반면에 ALDH 활성은 ADH 활성보다 촉진 효

과는 없었다는 실험결과도 있다. 본 연구와 이들의 결과를 

종합하여 볼 때 ALDH을 촉진시키는 물질보다 ADH을 촉진

시키는 물질이 풍부하게 함유되어 있고, ADH 활성의 경우 

저농도에서 수용성 아미노산과 무기질이 크게 관여하고 있

는 것으로 추측되며 고농도에는 alanine 같은 소수성 아미노

산에 의존하고 있을 것으로 예상된다.

적 요

제주도 특산물로 알려진 당유자의 잎을 이용한 연구는 미흡

한 실정이며, 특히 용매 농도별로 다양한 생리활성을 측정

한 연구는 지금까지 보고되어 있지 않았다. 이에 따라 본 연

구에서는 에탄올 농도별로 추출된 당유자 잎에 대한 생리활

성을 측정하였다. 수율과 총 페놀 함량은 각각 20% 에탄올, 

물 추출물이 가장 높은 함량을 가진 것으로 나타났으며 가장 

낮은 수율을 보인 100% 에탄올 추출물에서 비교적 높은 페

놀 함량이 나타나 수율에 비하여 많은 페놀 함량이 확인되었

다. 환원력과 ABTS radical 소거능 실험 결과 물 추출물이 가

장 높은 활성을 나타냈으며 80% 에탄올 추출물이 DPPH 

radical 소거능, α-glucosidase, L-tyrosine을 기질로 한 tyrosinase 

저해 활성에서 가장 우수한 활성을 가진 것으로 나타났다. 

또한 L-dopa를 기질로 한 tyrosinase 저해 활성과 지금까지 보

고된 바 없는 ADH 및 ALDH 활성에서는 60% 에탄올 추출물

이 가장 뛰어난 활성을 촉진시켰고 미생물 생육을 억제하는 

능력이 60%, 80% 에탄올에서 거의 동일하게 나타났다. 이 결

과에서 항산화 효과를 얻고자 할 때는 물이나 80% 에탄올로, 

그 외 생리활성(α-glucosidase 저해활성, tyrosinase 저해활성, 

항미생물 활성, ADH 및 ALDH 활성)에서는 60~80% 에탄올

로 추출하는 것이 가장 효과적일 것으로 사료된다. 본 실험

의 결과는 당유자 잎을 신소재 개발 원료로서 사용하는데 하

나의 기초 자료가 될 것으로 기대된다. 
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