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친환경 소재 개발을 위한 유자에서의 효율적 Limonene

추출 및 면역기능 조절활성에 관한 연구
*

안종호*․임현희**․황성구***․남인식****

Studies on Efficient Extraction of Limonene from Citron and 

Immune-modulation Activity for Development of

Environmentally Friendly Material
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The objectives of this study were to find out the best condition of extracting 

methods of limonene from citron and to determine effects of limonene on immune 

modulation activity by measuring cytokine secretion using RAW 264.7 mouse 

macrophage cells. When distilled water was used as a solvent instead of organic 

solvents to extract limonene from citron, addition of refluxing process to simul-

taneous steam distillation extraction method was found to be much effective in 

extracting limonene. However, it required longer extraction time than using other 

organic solvents. Limonene extracts showed increased IL-β and IL-6 but decreased 

the TNF-α gene expression in limonene concentration dependant manner. How-

ever oral administration of limonene extracts to mice did not influence significantly 

compared to control in in vivo experiment. It might be due to that the mice were 

kept in well controlled and complete environment. Limonene, a natural material 

from citron has been approved to have a immune-modulation activity in the present 

study and have a potential as a feed additive that is environmentally friendly and 

no harmful. Further study with protected limonene, for example, for the protection 

of limonene from oxidation or bypass the ruminal degradation in order consequently 

to increase immune-modulation activity might be useful as a further research. 
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Ⅰ. 서    론

전 세계적으로 생태계 파괴 및 환경오염에 대한 우려가 증대하면서 보다 안전한 축산물

에 대한 소비자의 관심과 수요도 증가하고 있다. 따라서 이에 대한 대책으로 친환경 농업

이 관심의 초점이 되고 있다. 친환경농업이란 원론적으로 자연, 생태, 토양, 수계에 오염을 

유발하지 않고 오히려 이들의 유지 복원에 도움이 되는 농업행위를 의미한다(Platis et al., 

2019). 한편 소비자의 측면에서는 친환경 농업이 식품의 안전성 및 건강성과 직결되어 있어 

관심의 대상이 되고 있다. 이는 특히 안전하고 건강하지 못한 식품으로부터 유래되는 질병

이나 안전성 등의 문제가 최근 빈번해지면서 세계적으로 심각한 관심사가 되고 있다. 친환

경 축산의 대표적인 방법으로 전 세계적으로 최근 주목을 받고 있는 유기축산은 현대 축산

에서 그동안 사용해 왔던 사료용 항생물질을 비롯한 성장촉진용 사료 첨가제를 사용할 수 

없다는 점에서 어려움이 있다(Hovi et al., 2003). 천연물을 이용한 각종 항생제 대체물질 및 

생리활성물질의 개발이 제약이나 식품분야에서 활발히 연구(Gomes et al., 2019; Sotomayor 

et al., 2019), 진행되어 이미 시판되고 있으나 축산 분야에서도 천연물을 이용한 자연친화적

인 위생적이고 안전한 축산식품의 생산이 향후 관건이라고 할 수 있기 때문에 자연친화적

인 천연 항균물질, 면역증강 물질 등의 개발이 시급한 실정이다. 천연 항균물질 및 면역증

강 물질은 주로 Limonene이라는 Essential Oil을 다량으로 함유하고 있는 과실류에서 추출하

고 있다(Kesterson et al., 1971). Limonene 등이 풍부하게 함유되어 있는 감귤류 추출물인 

Essential Oil은 항 미생물 효과(Araujo et al., 2020; Doughari and Bazza 2020), 항 곰팡이 효

과(Boubaker et al., 2019) 등이 있어 사료첨가제로서 활용가능성이 매우 크다고 할 수 있다. 

아울러, Essential Oil은 일반적으로 항산화성이 있으며 생체면역조절 능력이 있는 것으로 

알려져 있다(French, 1985; Elakovich, 1988; Deans, 1991; Caccioni and Guizzardi, 1994; 

Caccioni et al., 1995). 따라서 국내산 유자에서 추출한 Limonene이 세포의 증식능 등에 미치

는 영향에 대한 연구가 필요하다. 

본 연구에서는 첫째, 손쉬우면서도 저렴한 비용으로, 또한 높은 농도의 Limonene을 유자

로부터 회수하는 최적조건을 탐색하는 시도를 하였다. 유자를 껍질, 씨, 과육으로 분리하여 

여러 가지 추출법으로 비교, 추출하였는데 본 연구에서 사용한 추출법으로는 침지법, 유기용

매를 이용한 증류추출법 및 증류수를 이용한 연속증류추출법 등을 이용하였으며 Limonene을 

추출하여 이를 Limonene 표준품과 비교하여 정량분석을 하였다. 둘째로, 유자의 Limonene 

성분의 면역 활성을 조사하기 위하여 RAW 264.7 마우스 대식세포의 증식활성 및 Cytokine 

생성능을 알아보았으며 셋째로, Limonene을 경구 투여한 실험용 생쥐를 이용하여 체중증

가, 사료섭취량 및 사이토카인 분비 등을 조사하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 유자에서 Limonene 추출의 최적조건 탐색

본 실험에 사용된 유자는 전남 해남군 소재 유자생산 농장에서 구입하여 통유자, 유자껍

질, 유자씨 등으로 분리하여 지퍼백에 넣어 -50℃ 냉동고에 보관한 후 실험에 사용하였다. 

압착 후 침지법(ESM, Expression and submersion method), 용매를 이용한 증류 추출법(DEM, 

Distillation extraction method) 및 증류수를 이용한 연속 증류 추출법(CDEM, Continuous 

distillation extraction method) 등(Caccioni et al., 1995; Nam, 2001; Nam et al., 2006)을 사용하

여 유자에서 Limonene 추출의 최적조건을 탐색하였다. 압착 후 침지법은 씨, 껍질, 과육으

로 분리한 시료를 균질하게 분쇄한 후 시료와 증류수를 1:2로 넣고 밀봉 후 4℃ 저온고에 

24 및 48 h 방치한 후 상층액(Oil 성분)을 조심스럽게 분리하였다. 분리된 Oil을 다른 시료 

병에 옮기고, 분리된 Oil에 MgSO4 (Anhydrous)를 넣어 희석하여 잔여 수분을 완전히 제거

하였다. Filter Paper를 이용하여 Oil 내에 이물질과 MgSO4를 완전히 제거한 후 나머지를 

Limonene 추출물로 사용하였다. 용매를 이용한 증류 추출법은 시료를 씨, 껍질 및 과육으로 

균질하게 각각 분쇄한 후 Heating Mantle 안에 각 시료와 용매(Hexane or Dichloro methane)

를 1:5로 넣고 30~50℃에서 교반하고 증류된 물질을 액화시켜 round flask에 받았다. 분리된 

물질에 MgSO4 (Anhydrous)를 넣어 희석하여 잔여 수분을 완전히 제거한 후 Filter Paper를 

이용하여 Oil 내에 이물질과 MgSO4를 완전히 제거하고 진공회전농축기(R-114, BUCHI)를 

이용하여 각 용매를 제거한 후 시료를 농축하여 사용하였다. 증류수를 이용한 연속 증류 

추출법은 씨, 껍질 및 과육으로 균질하게 각각 분쇄한 후 Heating Mantle 안에 각 시료와 증

류수를 1:2로 넣고 100℃ 미만에서 교반한 후 증류된 물질을 2시간 동안 순환시키고 냉각

관을 통해 증류된 물질을 액화시켜 round flask에 받으며 이 때 Dichloro Methane을 이용 3

회 분리하여 하층액을 받았다. Filter Paper를 이용하여 Oil 내에 이물질과 MgSO4를 완전히 

제거한 후 진공회전농축기(R-114, BUCHI)를 이용하여 용매를 제거하고 시료를 농축하였다. 

유자 내 Limonene 정량은 위의 방식을 이용한 추출액을 HP 6890 Gas Chromatography를 

이용하여 분석하였다. Columm은 극성인 HP-INNOWax (Ø 0.32 mm × 30 m) Crosslinked 

polyetylen Glycol을 사용하였으며 Limonene 표준품은 Aldrich사의 (R)-(+)-Limonene 98% 

(Lot No : 18,316-4)을 구입하여 사용하였다.

2. 유자추출물의 면역활성 조절기능 측정(in vitro)

유자추출물의 면역활성 조절기능을 조사하기 위하여 대식세포의 증식활성을 조사하였

다. 마우스 대식세포인 RAW 264.7을 96 well plate에 1×104 cells/well로 분주하고 Limonene 



안종호 ․임현희 ․황성구 ․남인식594

추출물의 최종농도가 12.5, 25, 50, 100 ppm이 되도록 세포주에 첨가하였으며, 면역자극을 

위하여 LPS (10 µg/mL)를 처리하였다. 유자추출물을 각 농도별로 처리한 후 37℃, 5% CO2 

배양기에서 48시간 배양한 후 배지를 제거하고 새로운 배지로 갈아 준 후 CCK-8 용액을 

10 µL 넣어준다. 37℃에서 1~4시간 배양한 후 ELISA reader 기기를 이용하여 450 nm에서 

흡광도를 측정하여 계산한다. 

3. 유자추출물 처리에 의한 세포증식 및 항염증 관련 Cytokine 유전자 발현 조사

유자추출물 처리에 의한 세포증식 및 염증 관련 Cytokine 유전자 발현을 조사하기 위하

여 대식세포 증식활성을 조사한 조건과 동일한 조건으로 배양한 세포에서 Trizol solution 

방법을 이용하여 RNA를 추출하였다. 간략히, 원심분리를 통하여 수확한 세포들에 1 mL의 

Trizol solution (Gibco BRL, Co., USA)을 처리하여 18-21G 주사기로 균질화 시킨 다음 4℃

에서 12,000 rpm으로 원심 분리하여 상층액을 수거한 후 5분 정도 상온에 방치하였다가 

200 µL의 phenol:chloroform: isoamylalcohol (25:24:1)을 섞은 다음 12,000 rpm에서 10분간 원

심 분리한다. 상층액을 수거한 후 동량의 isopropanol을 혼합한 뒤 -20℃에서 30분간 보관하

여 RNA를 침전시켰다. 침전된 RNA는 100 µL의 DEPC water에 녹인 후 Nanodrop (Thermo 

Scientific Co., USA)을 사용하여 정량하였다.

cDNA합성(reverse transcription)을 위해 각 시료에서 추출한 RNA 5 µg에 Random primer 

(Invitrogen, USA) 0.5 µg/µL 1 µL를 첨가한 후 70℃에서 5분간 가열시킨 후 바로 얼음에 담

근다. 그 이후에 MMLV 1X Reaction buffer (Invitrogen, USA), 0.4 mM dNTPs (Invitrogen, 

USA), 20 U RNase inhibitor (Invitrogen, USA), DEPC-DW (Invitrogen, USA)을 전체 총 양이 

30 µl가 되게 첨가하였다. 상온에서 2분간 정체한 후 200 U MMLV RTase를 첨가한 후 42℃

에서 50분, 70℃에서 15분 동안 반응시켰다. PCR 결과의 대조군은 house keeping gene인 β- 

Name Oligonucleotide sequence (5'-3') Product size (bp)

β-actin
Sense ATGAAGATCCTGACCGAGCGT

340
Anti-sense AACGCAGCTCGTAACAGTCCG 

IL-1
Sense GGGCCTCAAGGAAAAGAATC

470
Anti-sense AGCTGACTGTCCTGGCTGAT

TNF-α
Sense AGTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGCA

424
Anti-sense GTGACAAGCCTGTAGCCCATGTTGTAGCA

IL-6
Sense AAAGAGGCACTGGCAGAAAA

408
Anti-sense GAGGTGCCCATGCTACATTT

Table 1. Primer sequences and PCR product sizes
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actin 유전자를 사용하였다. β-actin, IL-1, IL-6, TNF-α는 95℃에서 10분 1 cycle, 95℃에서 

45초, 60℃에서 45초, 72℃에서 60초 50 cycle, 72℃에서 10분 1 cycle 동안 반응을 수행하였

다. PCR의 primer 염기서열은 Table 1에 나타내었다.

4. 유자추출물을 급여한 마우스의 체중 변화 및 사료섭취량(in vivo)

총 20마리의 암컷, 4주령(16~18 g), BALB/c 마우스를 구입하여 2주간 환경에 적응시킨 

후 실험군 및 대조군에 임의로 각 5두씩 배치하였다. 대조군은 증류수만 투여하였고, 처리

군은 Limonene 추출물 0, 125, 250, 500 µL/kgBW 투여군으로 분리하여 경구투여 방법으로 

매일 같은 시간에 유자추출물을 매일 1회씩 총 21일간 투여하였다. 동물은 시험에 사용하

기 전까지 사육실의 온도는 22 ± 2℃, 습도는 55~60%로 유지시켰으며 고형사료와 물은 자

유 섭취케 하였다. 시험 시작 후 1주일 간격으로 각 군의 체중을 측정하고, 사료 급여는 각 

처리군마다 동일하게 100 g을 공급하였으며 5일 간격으로 21일간 사료섭취량을 측정하였

다. 사료섭취량 측정 후 다시 100 g의 사료로 동일하게 채워주었다. 

5. 유자추출물 급여 마우스의 혈청 내 cytokine 변화

실험종료 후 마우스의 꼬리 말초 혈관으로부터 혈액을 채취하였다. 채취한 혈액은상온에

서 1,200 ×g로 10분간 원심분리한 후 -70℃에 보관하며 분석에 이용하였다. 혈청 내 IL-1β 

및 TNF-α 단백질 분석은 ELISA kit를 사용하여 분석하였다. 

IL-1β 및 TNF-α 분석은 BD OPTEIATM Mouse IL-1β ELISA Set (BD Bio sciences, 

USA)를 사용하였으며, 간략히, capture antibody인 anti-Mouse IL-1β 및 TNF-α monoclonal 

antibody를 well당 100 µL씩 넣고 4℃에서 overnight 시켰다. Wash buffer로 3번 세척한 후 

assay diluent를 각 well당 200 µL씩 넣고 상온에서 1시간 방치시켰다. 후에 wash buffer로 3

번 세척한 후 standard와 sample을 각 well에 100 µL씩 넣고 상온에서 2시간 방치시키고 wash 

buffer로 5번 세척하였다. Detection antibody인 biotinylated anti-mouse monoclonal antibody

를 100 µL씩 넣고 1시간 incubation한 뒤 5번 세척한 후 avidin-HRP를 각 well에 100 µL씩 

넣은 뒤 30분 상온에서 방치한다. Wash buffer로 7번 충분히 세척한 뒤 TMB substrate solution

을 100 µL씩 well에 넣고 30분 반응시킨 뒤 stop solution을 50 µL/well에 넣어 반응을 종료

시키고 ELISA reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. 통계분석

본 연구 결과의 통계 분석은 통계 ․분석 프로그램 SAS (2001)의 One-way ANOVA를 이용
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하여 분산 분석을 실시하였으며, 유의수준 0.05 이하에서 처리구 간의 차이는 Duncan의 

multiple range test를 이용하여 실시하였다. 

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 추출방법에 따른 Limonene 회수율 비교

압착 후 침지법, 용매를 이용한 증류추출법 및 증류수를 이용한 연속증류추출법 등에 대

한 실험의 결과는 Table 2와 같다. 압착 후 침지법은 12시간 침지한 것에서 과피 16.65%, 과

육 5.13%, 씨 0.31%의 Limonene이 나왔으며 24시간 침지한 것에서는 과피 19.49%, 과육 

6.80%, 씨 0.62%가 나왔다. 이와 비교해 같은 침지 방법이지만 증류수가 아닌 Hexane 용매

를 이용하였을 때에는 12시간 침지한 것에서 과피 18.10%, 과육 7.86%, 씨 1.38%의 Limonene

이 나왔으며 24시간 침지한 것에서는 과피 23.34%, 과육 69.72%, 씨 2.70%가 나왔다. 증류

수 침지법과 마찬가지로 12시간 침지한 것보다 24시간 침지한 방법에서 Limonene이 더 추

출되었으며, 증류수를 이용한 경우보다 12시간에서 과육 1.45%P, 과피 2.73%P, 씨 1.07%P, 

24시간에서 과육 3.85%P, 과피 2.92%P, 씨 2.08%P 만큼 Limonene이 많이 나와 증류수보다 

hexane 용매를 이용한 침지법이 더 효율적이었다고 판단되었다.

Table 2. Limonene contents (%) in peel, flesh and juice, and seed of citron extracted by 

distilled water or organic solvents 

Extraction methods
 Treatment

Peel Flesh & Juice Seed

ESM

DW
12 h 16.65e 5.13c  0.31e

24 h 19.49ed 6.80cb  0.62e

Hexane
12 h 18.10e 7.86cb  1.38ed

24 h 23.34d 9.72cb  2.70d

DEM
Hexane 47.18c 11.10b  8.83b

DCM 57.52b 13.38b  6.08c

CDEM DW 65.31a 48.00a 10.84a

Values with different superscripts a-e within a same column are significantly different (p<0.05), ESM: Expression 

and submersion method, DEM: Distillation extraction method, CDEM: Continuous distillation extraction method, 

DW: Distilled water, DCM: Dichloro Methane
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용매를 이용한 증류추출법의 경우 hexane을 사용할 때 과피에서 47.18%, 과육 11.10%, 씨 

8.83%의 Limonene이 추출되었고, dichloro methane에서는 과피 57.52%, 과육 13.38%, 씨 

6.08%의 Limonene이 추출되었다. Dichloro methane에서 과피와 과육이 10.34%, 2.28% 만큼 

Limonene이 높게 추출되었으며 hexane에서는 씨에서만 2.75%만큼 높게 나타났다. 두 가지 

용매를 사용하였을 때 큰 차이는 보이지 않았지만 dichloro methane을 이용한 증류법을 이

용하는 것이 추출 효율이 증가하는 것으로 사료되었다. 

증류수를 이용한 연속증류추출법은 hexane과 dichloro methane 등을 이용한 추출과 비교

하였을 때 낮은 농도의 Limonene이 추출되었다. 그러나 증류수를 이용한 연속증류 방법에 

refluxing이라는 즉, 한약처럼 달이는 과정을 2시간 동안 하였는데 결과는 성공적이었다. 과

피에서 65.31%, 과육 48%, 씨 10.84%의 Limonene이 추출되었다. 씨 같은 경우는 실험 2의 

방법과 비교해서 큰 차이가 없었으나 과피와 과육에서는 Limonene의 농도가 증류수 또는 

용매를 이용한 침지법 및 용매를 이용한 증류법보다 유의하게 큰 차이를 나타내었다.

이는 Shinoda 등(1970)의 보고에서 유자의 과피에서 Limonene 함량이 79.4%, Kusunose와 

Sawamura (1980)는 75.7%, Ohta와 Osajima (1983)는 77.10%이었다고 하였으며 본 실험의 유

자 과피에서 Limonene 성분을 추출 후 GC로 정량분석 한 결과 함량이 60~70%가 함유되어 

있어 이들의 연구결과와 거의 일치하였다. 그러나 Limonene과 같은 terpane hydrocarbon 물

질은 저장기간이 길어지면 alcohol로 전환되어 함량이 낮아지는(Shinoda et al., 1970) 보고도 

있으므로 저장에 주의가 필요하다. 

본 연구에서 Limonene을 추출하기 위해서는 가열이 필요하다는 것과 실험 재료를 사용

할 때 빛과 산소의 노출이 최대한 적게 하여야 한다는 것, 또한 가열 시 온도가 100℃가 넘

을 때에는 유자 내에 있는 Limonene의 성분이 변성 또는 파괴된다는 것을 알 수 있었다. 앞

의 여러 실험에서 봤을 때 증류수를 이용한 연속증류추출법의 경우 refluxing이라는 과정은 

다른 추출법보다 시간이 다소 오래 소요되는 단점은 있으나 용매를 이용하지 않고 증류수

만 이용하여도 추출 후 Limonene의 회수율을 높일 수 있는 편리하고 경제성이 뛰어난 추출

법이라 판단이 된다. 

2. RAW 264.7 마우스 대식세포를 이용한 유자추출물의 면역기능 조절

RAW 264.7 마우스 대식세포에 유자추출물을 처리하고 48시간 배양한 후 세포생존율을 

측정한 결과 유자추출물 처리에 따라 유의하게 세포증식활성이 증가하였으며 농도 의존적

으로 증가하는 것으로 나타났다. LPS로 면역자극을 유도하였을 때 대식세포는 활성화 되어 

유의하게 세포증식도가 증가하였는데 이렇게 면역자극을 유도함과 동시에 유자추출물을 

첨가하였을 때 세포증식은 더욱 증가하여 유자추출물 처리에 의한 면역기능 조절 가능성이 

뚜렷하게 제시되었다(Fig. 1). Davicino Roberto 등(2009)은 Limonene은 항산화 효능을 가지
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Fig. 1. Effects of limonene extracts on the viability of RAW 264.7 macrophage cell.

           1×104 RAW 264.7 macrophage cell were pre-cultured in RMPI-1640 media containing 10% FBS and 

1% Penicillin+streptomycin. Then, cells were treated with limonene (12.5, 25, 50, and 100 ㎕/ml) for 

48 hours. Cell viability assay was undertaken by CCK-8 assay. All values are mean±SD (n=5). 

Means with different superscripts are significantly different (Duncan's Multiple Range Test, p<0,05).

Fig. 2. Effects of Limonene extract on IL-1â, TNF- and IL-6 genes expressions in RAW 

264.7 macrophage cells.

        1×104 RAW 264.7 macrophage cells were pre-cultured in RPMI-1640 media and then cells were treated 

with limonene (12.5, 25, 50, and 100 µg/ml) for 48 hours. RNA were isolated from the cells after 

incubation for 48 hours. All values are mean ± SD (n=5). Means with different superscripts are 

significantly different (Tukey’s, p<0.05). LPS: Lipopolysaccharide (10 µl/ml). (A); IL-1β, (B); TNF-, 

(C); IL-6. The graph is expressed with the value of the band density divided by β-actin gel density.
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며 이로 인한 정상 면역세포의 증식활성을 증가시키는 것으로 보고하여 본 연구결과에서는 

항산화 효능은 측정하지 아니하였으나 면역세포인 대식세포활성이 증가한 결과는 본 연구

에서 추출한 유자추출물이 유사한 세포활성 능력을 갖는 것으로 사료되었다. D-limonene은 

monoterpene으로 감귤, 오렌지, 레몬 등 유지계통의 주요 성분이며 그 대사산물은 항암효능

을 가지는 것으로 보고되어 있다. 유자추출물은 독성이 낮으며 사람이나 가축에게 급여되

었을 때 빠르게 소화 흡수되는 것으로 알려졌다(Crowell et al., 1992; Vigushin et al., 1998). 

Fig. 2에는 대식세포를 면역자극 물질인 LPS로 자극하고 유자추출물을 처리하였을 때 세포

증식활성 관련 유전자의 발현을 나타내었다. 세포증식 관련 사이토카인 유전자인 IL-1β 

및 IL-6 유전자는 유자추출물 처리에 의해 농도 의존적으로 증가하는 것으로 나타났다. 한

편 염증관련 유전자인 TNF-α의 발현은 면역자극물질인 LPS를 10 µg/mL 처리하였을 때 

증가하였는데 유자추출물을 동시에 처리한 경우 농도 의존적으로 TNF-α 유전자의 발현을 

억제시키는 것으로 나타나 유자추출물은 항염증효능을 가는 것으로 사료되었다. Yoon 등

(2010)은 D-limonene을 대식세포에 처리한 결과 nitric oxide 함량이 감소하고 염증관련 유전

자인 iNOS, COX-2, PGE-2 유전자의 단백질 발현이 D-limonene 처리에 의해 감소하는 것으

로 나타나 항염증활성을 갖는 것으로 보고하였다. 본 연구에서는 단백질 발현은 측정하지 

아니하였으나 RNA 발현에서 proinflammation 관련 유전자인 TNF-α 발현이 감소하는 것으

로 나타나 본 연구에서 사용된 유자추출물은 면역세포의 증식활성과 항염증 관련 유전자의 

발현이 변화하는 등 면역조절 활성을 갖는 것으로 사료되었다.

3. 마우스를 이용한 추출물의 면역활성 in vivo 실험 

유자추출물인 Limonene의 면역 활성 in vivo 실험에서는 마우스의 체중증가량과 사료섭

취량 및 체중증가량을 나타내었다(Table 3, Table 4). 사료섭취량의 결과는 처음 5일에는 모

든 군에서 섭취량이 비슷하였고 무처리군과 T1군에서 약간 높았다. 10일째에도 섭취량이 

모두 소폭 상승하였는데 15일째부터는 무처리군과 T1군의 섭취량이 소폭 상승한데 반해 

T2군과 T3군은 섭취량이 오히려 감소하였다. 마지막 20일째에는 무처리군을 제외한 모든 

처리군에서 사료섭취량이 감소하였다. 체중증가량은 1주차에서는 무처리군과 T1군 및 T2

군에서 체중이 증가하였으나 T3군에서는 약간 감소하였다. 2주차에서는 무처리군과 T1군

만이 체중이 증가하였고, T2군과 T3군은 체중이 감소하였다. 마지막 3주차에서는 무처리군

을 제외한 모든 처리군에서 체중이 감소하였는데 이는 사료섭취량이 감소한 결과에서 기인

하는 것으로 사료되었다. Jing 등(2013)이 citrus에서 분리한 d-Limonene를 고지방식이에 혼

합하여 Rat에 급여한 연구 결과와 유사하였다. 본 연구에서는 경구 투여 스트레스와 함께 

Limonene 추출물이 pH 5 정도의 약산성으로 다소 높은 농도로 지속적으로 경구 투여할 경

우 식욕감퇴를 유발할 가능성도 배제할 수 없다고 판단된다. 
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Table 3. Feed intakes (g) during the experimental period

Period Control T1 T2 T3

5 day 32.90 32.89 31.92 31.72

10 day 33.68 36.09 34.58 34.94

15 day  34.89a  36.33a  31.10b  28.64b

20 day  39.90a  31.10b  29.75b  31.39b

Values with different superscripts within a same row are significantly different (p<0.05).

Control: Added only DW, T1: 125 µl/kgBW, T2: 250 µl/kgBW, T3: 500 µl/kgBW of limonene extracts. 

Table 4. Body weight (g) change of mouses during the experimental period

Period  Control T1 T2 T3

Start 17.08 16.96 17.03 17.14

1 week 17.37a 17.23a 17.34a 17.10b

2 week 17.83a 17.87a 17.56b 17.13b

3 week 18.44a 17.42b 17.32b 17.25b

Values with different superscripts within a same row are significantly different (p<0.05). 

Control: Added only DW, T1: 125 µl/kgBW, T2: 250 µl/kgBW, T3: 500 µl/kgBW of limonene extracts.

유자로부터 증류수 연속증류방법으로 추출한 Limonene의 면역활성을 조사하기 위하여 

마우스 혈청 내 cytokine을 측정한 결과는 Table 5와 같다. Limonene 추출물을 0, 125, 250 

및 500 µL/kgBW 농도로 경구 투여한 결과, DW를 경구 투여한 것에서 16.20 pg/mL, 125 

µL/kgBW로 급여한 것에서 17.04 pg/mL, 250 µL/kgBW에서 21.82 pg/mL, 500 µL/kgBW 급여한 

것에서 23.42 pg/mL로 각각 나타났다. 즉, Limonene의 처리 농도가 높을수록 IL-1β가 높게 

나왔으며(p<0.05), TNF-α 농도도 각각 173.09, 179.74, 220.63 및 348.03 pg/mL로 Limonene 

추출물 급여 수준이 높을수록 증가하였다. 이 마우스는 항온항습이 잘 유지되는 좋은 환경

에서 사육되었으며 특별히 면역자극을 유도하지 아니한 상태에서는 Limonene의 처리 농도

가 높을수록 TNF-α도 증가하는 것으로 나타났다. 이것은 경구 투여에 의한 위 내 염증이 

증가하였을 가능성이 제시되었다. 왜냐하면 사료섭취량이 감소한 것을 고려해 볼 때 지속

적 투여에 의한 위내 산도가 증가하면 위벽 염증이 유도될 수도 있기 때문이라고 사료되었

다. He 등(2011)의 보고에 의하면 동일한 monoterpene 성분을 급여한 흰쥐에서 혈청 내 

2,4-dinitrofluorobenzene로 유발시킨 TNF-α 농도가 paeonia lactiflora pall 추출물을 급여에 

의해 감소한 것으로 보고하였다. 본 연구에서는 염증유도를 하지 아니하여 직접 비교할 수

는 없으나 In Vitro 결과에서는 대식세포에서 LPS로 유발시킨 TNF-α 유전자 발현이 유의
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하게 감소하는 결과는 동일하게 나타나 본 연구에서 사용된 Limonene 추출물에 의한 면역

기능 조절활성이 In vitro 및 In vivo 실험에서 모두 유의하게 나타난 것으로 사료되었다.

Ⅳ. 적    요

지금까지 유자에서 추출한 Limonene은 항균활성 및 항산화 활성이 높은 것으로 알려져 

왔으나, 면역능력 조절능력에 대한 연구가 부재하여 본 연구에서는 유자에서 Limonene 추

출의 최적조건 탐색 및 대식세포와 마우스의 혈청 내 cytokine 분비능을 조사하였다. 추출

의 최적조건 탐색 실험에서는 증류수를 이용한 연속증류추출법의 경우가 refluxing이라는 

과정을 더해 줬을 때 다른 추출법보다 시간이 다소 오래 소요되는 단점은 있으나 용매를 

이용하지 않고 증류수만 이용하여도 추출 후 Limonene의 회수율을 높일 수 있기에 편리하

고 경제성이 뛰어난 추출법이라 판단되었다. 

마우스의 대식세포를 이용한 in vitro 실험에서는 Limonene 처리에 의한 대식세포증식활

성이 증가되는 경향을 보였으며 세포증식활성 관련 유전자 발현도 Limonene 추출물 처리

에 의해 증가하였다. 마우스를 이용한 in vivo 실험에서는 대조군에 비해 사료섭취량이 다

소 감소하는 경향을 나타내었으며 이 결과가 체중증가량에 반영된 것으로 나타났다. 이것

은 Limonene 추출물을 21일간 직접 경구 투여한 것이 위내 자극을 유도하였을 수도 있다고 

판단되었다. 한편, 마우스에 면역자극을 유도하지 않은 조건하에서 혈중 IL-1β이 Limonene 

급여 농도 의존적으로 증가한 것으로 나타나 In vitro 결과를 잘 반영해 주었다. 이러한 연

구 결과를 바탕으로 Limonene을 다른 영양성분과의 결합 등을 유도한 by-pass Limonene을 

The Conc. of sample

(㎕/kgBW)

Cytokine culture medium (pg/ml)

IL-1β TNF-α

DW 16.20b 173.09c

125 17.04b 179.74c

250 21.82a 220.63b

500 23.42a 348.03a

Values with different superscripts within a same column are significantly different (p<0.05). 

Control: Added only DW, T1: 125 µl/kgBW, T2: 250 µl/kgBW, T3: 500 µl/kgBW of limonene extracts. IL-1β: 

Interleukin-1beta, TNF-α: Tumor necrosis factor-alpha

Table 5. Effects of oral administration of crude limonene extracts on serum cytokine 

concentration in BALB/c mice.
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제조하여 면역기능 조절활성을 유도할 가능성 등의 연구가 더욱 필요하다고 사료된다. 그

러나 본 연구를 통해 유자추출물인 Limonene의 면역기능 조절활성을 갖는 것이 확인됨으

로서 유자추출물의 친환경 사료첨가제 소재로서 개발 가능성이 제시되었다.

[Submitted, April. 17, 2020; Revised, July. 7, 2020; Accepted, September. 14, 2020]
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