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PART I. Development of Wine with Jeju-Citrus

1. Abstract

Various yeast strains were tested, and the sterilization methods of citrus

juice and citrus juice concentrate were optimized for making citrus wine.

In addition, changes in the physicochemical characteristics of the wine

during its fermentation were analysed. Citrus juice contained 10.53/100g

vitamin C and 0.53% titratable acidities. In citrus extract, Concentrations

of vitamin C (14.01 /100g) and㎎ titratable acidities (0.60%) were higher

than in citrus juice

The yeast strain Saccharomyces cerevisiae WY30 was selected for the

fermentation of citrus extract. To find suitable conditions for alcohol

fermentation, we attempted various conditions such as sugar

concentration, nitrogen source and hesperidin concentration. The sugar

concentration of citrus concentrate 10% was adjusted to 25% with

sucrose, and 0.1% of (NH₄)H₂PO was added for a nitrogen source.

10-500 /mL of hesperidin was added to increase the antioxidant㎍

activity and to make healthful wine. Hesperidin is a flavanone glycoside

found abundantly in citrus fruits and acts as an antioxidant.

After 30 days of fermentation at room temperature( ), the concentration℃

of alcohol was 14.8-15.1% in citrus wine. During fermentation, sugar

concentration was decreased to 8.4-8.5%. Vitamin C, total phenol

compound content and DPPH radical scavenging activity of citrus wine

significantly increased with increasing hesperidin content.
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2. Introduction

원과 함께 해 다 특 포도 한 크 마뇽 들.

라 동 벽 에 그린 포도 그림 통해 만(Lascaux) 3~4

하고 다 포도 열매 다 지 못하여 포도 에 건포도 태.

다가 후 료 태 그리고 껍질 에 해 태, (Yeast)

시 하 것 라고 하 포도 가 여 통해 고고학 들,

경 신 시 포도 한 시 했다BC 9000

고 보고 다 주 역사 또한 쓴.(1) 1520 ( )金淨

주 에 매우 어 청주 귀하고 주 쓴다 고 하‘ ( )’ ‘ ’濟州風土錄

여 주 에 한 주 감귤주에 한(2), 1932

에 본 한 고 색사 에 다 책에 귤‘ ’ .北川左人

에 해 개하 라 도 주도에 재 고 다 귤 꿀( ) ‘ .橘子

또 탕 어 귤 하거 귤주 빚 도 다 여 감, ( ) .’橘酒

귤주가 어 태 띠고 지 없지만 시 에도 감귤주 했,

다 사실만 할 었다.(3)

주도 생 산업 라 리우 감귤재 상1960 40

해 주 생산 에만 했 과거 달리 고 질감귤에 한 심과 그

한 감귤가공산업 또한 필 가 고 다 감귤재 생산량.

가 득 차지하고 감귤 통 질향상과16%, 51% ,

생산량 한 연간 만 생산 고 다 특 월50~60 . 1997 7

본격 시행 에 한 산 주 감귤산업 지WTO

내 타 과 과 경쟁 심 었 뿐만 니라 계 경 체 비,

어지고 다 재 주 재 고 진 생 천 생 과.

생산체 한 한계에 직 하고 실 다 라 감귤산업.

한 새 창 필 한 시 주 감귤 개

새 운 감귤 다 산업 가 실한 상 다.(2)(4)

주 감귤 에 다량 함 어 다고 진 개 상polyphenol
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고리에 산 가 결합 학 갖 flavonoid, phenolic acid,

등에 하 합 다 특 감귤에 다량 함 어conmarins, lignans .(5)

다고 진 재 지 여 리 었 새 운 생리flavonoid 60 ,

견 고 다 심 계 질 항 항산.(6)(7) flavonoids , ,

항염 에 한 개 과가 것 특 감귤(8), narnngin

항균 하 과 다고 보고 었다, hesperidin (9).

감귤 한 감귤주 에 고 등에 해 연 었고1989 (10) , 1996

주감귤시험 에 감귤주 개 하여 산업체가 매하고 실 다 하.

지만 지 지 감귤주 감귤 착 원료 하여 감귤 착 한

후 여과 감귤 많 산 한 해에 연

보고 고 다 하지만 감귤 주 에 한 연 미비.

한 상태 다 그리고 주감귤 고 가가 창 진 한 새.

득원 과 어 다 한 개 과 천연 차별 등 웰빙 식, ,

산 생 에 하 가공상 개 과 에 한 연

가 필 하다고 여겨진다 그래 행 연 개 하 해 본.(11)

연 에 감귤 한 우 과 한 감귤

주에 첨가하여 하 감귤 주 비hesperidin 10~500 /mL㎍

타민 변 살펴보 다 그리고 함량과 라C flavonoids . DPPH

거 통해 항산 과 하고 하 다.

3. Materials and Methods

3.1. Materials

주도지 개 공사 감귤복합처리공 귀포시 원 한 리 에2009 2 ( )

공 감귤 과 주 학 열 원 연 에 재 주 감
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한 착 냉동 보 하여 주도 지하 하여 사 하 다.

3.2. Fermentation test of determination yeasts

미 다에 매 건 7 (Table 1) YM broth, Difco

에 시간 하여 감귤 과 착 에Co. USA(Table 2) 30 , 48 , 10%℃

탕 보당한 후 주 하고 에25% 5%(v/v) 30 10℃

간 한 후 함량 당 한 결과 우 한 균주, pH

하 다.

Table 1. Strains used in this study.

Strain

s

Trade name of

other designation
Species country

WY30 Pasteur, Wyeast Saccharomyces cerevisiae U.S.A

C.D.B Cote des Blancs, Red Star Saccharomyces cerevisiae U.S.A

Mont.
Montrachet, Red

Star
Saccharomyces cerevisiae U.S.A

PC Premier Cuvee, Red Star Saccharomyces bayanus U.S.A

D47 ICV D-47, LALVIN Saccharomyces cerevisiae U.S.A

1118 EC-1118, LALVIN Saccharomyces bayanus CANADA

V1116 K1-V1116, LALVIN Saccharomyces cerevisiae CANADA
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Table 2. YM medium composition.

Medium composition (g / L)

YM

Broth

Yeast extract 3.0

Malt extract 3.0

Peptone 5.0

Dextrose 10.0

3.3. Citrus wine-making

감귤 에 탕 보당한 후 균 지 해10% 25% , Potassium

처리하고metabisulfite(K S O ) 100 /mL (12)₂ ₂ ㎍₅ 우 균주 WY30

(Pasteur, Wyeast, Saccharomyces cerevisiae 하여 실 에-U.S.A) 5%

동 차 시킨 후 트 처리하여 지 후(15~22 ) 20 1 5% 30℃

시 다 시 보 해. pH CaCO 500₃ /mL㎍ 첨가하 고 원,

한 해 질 원 (NH₄)H₂PO 첨가하 다0.1% .(13)

3.4. Analytical methods

동당산 통해 당과 산 하(NH-2000, HORIBA, Japan)

고 산 하여 보 하 다, 0.1 N NaOH . pH pH meter (Mettler

toledo-8690-Switzerland) 하 고 함량 에 해 량하

다 시료 과 고 에 가열하여 얻. , 100 mL 100 mL heating mantle

실린 에 취한 후 가하여70-80 mL 100 mL

한 후 주 계 하여 에 주 도 산하 다, 15 .℃
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3.5. Flavonoids of citrus wine added with hesperidin

우 한 감귤 주에 hesperidin (Sigma Co. USA)

첨가하여 하 다 도별 처리 어진 시료10-500 /mL . Hesperidin㎍

들 간별 보 하여 통, UPLC-MS (Waters Co. U.S.A) (Table 3)

해 감귤에 함 어 다고 진 하 다hesperidin 10 flavonoids .
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Table 3. Operation conditions of UPLC-MS/MS for flavonoids analysis.

Model Quattro Micro , Waters Co. U.S.A™

Column
ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 (2.1×50 )㎛ ㎜

column

Mobile phase
A : 0.1% Fomic acid in water

B : 0.1% Formic acid in acetonitrile

Flow rate 0.2 /min㎖

I n j e c t i o n

volume
2㎕

Mobile phase

Time

(min)
A % B %

Curv

e

0 80 20 6

0.63 80 20 6

1.25 60 40 6

2.71 60 40 6

3.33 40 60 6

4.59 40 60 6

5.21 10 90 6

5.84 10 90 6

6.04 90 10 6

7.30 90 10 6

- ES Mode : ES+ (Positive mode)

Capillary (kV) 3.50 Source Temp. ( )℃ 120

Cone voltage (V) 33.0 Desolvation Temp. ( )℃ 240

Extractor (V) 3.0 Cone GAs Flow (L/Hr) 50

RF Lens (V) 1.0
Desolvation GAs Flow

(L/Hr)
850
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3.6. Determination of vitamin C

비타민 감귤 주 해 한C 1 mL 5% metaphosphoric acid

후 여과지 여과하여 비색 에 라 에, (Whatman NO. 2) hydrazine 520 nm

도 하 다 사 하. ascorbic aicd (Sigma Co. USA)

다.(14)

3.7. Determination of total phenolics

폴리 함량 시 한 사 하 다Folin-Ciocalteu (15) .

도에 맞게 한 주 과 가1 mL 50% Folin-Ciocalteu regent 1 mL

하여 실 에 동 하여 시킨 후 가한 후5 , 10% Na CO 1 mL₂ ₃

합한 후 건에 실 에 시간 시킨 다 에 도1 700 nm

하 다 폴리 함량. gallic acid(Sigma Chemical Co.)

하여 검량 에 라 계산하 다.

3.8. Determination of DPPH radical scavenging Activity

거 등1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) radical Nanjo

하 다 에 해 각 또 에 에. PBS sample( control PBS) 30 Lμ

탄 에 해 첨가하여 동 한 다 합DPPH(60 M) 30 L 10μ μ

에 후 후에50 L Teflon capillary tube 2 Electron Spinμ

하 다 건Resonance(ESR) spectrophotometer . Central field

3475G, Modulation frequency 100kHz, Modulation amplitude 2G,

Microwave power 5mW, Gain 6.3 × 105 도 감귤 주 라, 297K ,

거 래 식 하여 계산하 다.(16)

Radical scavenging activity(%)=[(h0-hx)/h0]×100

(h0, hx 주 에: sample ESR signal intensities)
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4. Results

4.1. Chemical compositions and physical properties

감귤 주 에 어 감귤착 과 감귤 하 다 감귤착.

경우 감귤 생산시 월 다 해 월 지 생산 감귤과12 2

한 결과 보 고 과 동 하게 탕 보당하 다, 25% . (Table

4)

Table 4. Chemical compositions and physical properties of citrus juice, juice

concentrate

Part
Sugar

conc.

(%)

acidity

(%)

Vitami

C

(mg/

100g)

pH

Flavonoids ( /mL) ¹㎍ ⁾

HP NG NHP NR RT

Juice 25 0.84 10.53 3.31 23.7 20.3 24.6 15.7 27.1

juice

concentr

ate

25 1.10 14.01 3.22 35.3 117.9 36.2 106.9 28.4

¹ HP: hesperidin, NG: naringin, NHP: neohesperidin, NR: narirutin, RT: rutin⁾

결과 다 연 에 주 재료 었 당도 에9.3~9.8%

탕 보당한 비슷한 상 보 다 하지만 에 다 과 과25% .(17) pH

달리 낮 편 처리하여 보 필 할 것 라 상 어CaCO pH₃

다 가 낮 균 한 균 식 에 향 주. pH

다. (18)

4.2. Fermentation test of selected yeasts

감귤 주 하 해 감귤착 과 감귤 에 보당하10% 25%
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고 처리한 후 건 지에 시CaCO 500 /mL , 7 YM ,₃ ㎍

주 한 후 에 간 시킨 결과 같다5%(v/v) 30 7 Table 5 .℃

Table 5. Fermentation test of selected yeasts for citrus wine making.¹⁾

Yeast WY30 C.D.B Mont. PC D47 1118 V1116

Juice

Sugar

conc. (%)
7.1 7.5 7.7 7.7 8.3 8.1 7.9

pH 3.25 3.46 3.26 3.33 3.43 3.35 3.43

Alcohol

contents

(%)

14.1 14.4 13.5 13.6 13.2 13.6 12.3

juice

concentr

ate

Sugar

conc. (%)
8.1 8.3 8.5 8.5 8.4 8.4 8.3

pH 3.37 3.42 3.31 3.3 3.43 3.3 3.34

Alcohol

contents

(%)

13.2 12.6 11.9 12.1 12.6 12.2 12.2

¹ Initial sugar concentration was 25%, fermentation was carried out at 30 for 10 days.℃⁾

건 시 우 에 시험에 체 착,

한 그룹에 생 어 당 함량도 것12.3 ~ 14.4%

었다 하지만 행 연 어진 결과 살펴보 착 공 사항. ,

가 후 청징 과 할 없다고 하 다 그래 본 연 에.(10)

감귤 한 우 시험에 Saccharomyces cerevisiae 계

통 건 가 함량 가 타내었WY30 13.2% , pH

또한 감귤주 에 하다고 단하여 후 실험 감귤 과3.37 ,

에 보당하여 균주 사 하여 행하 다10% 25% WY30 .

4.3. Added with hesperidin during fermentation of properties

감귤 주에 처리한 후 간 간별hesperidin 10-500 /mL , 30㎍



- 11 -

당과 산 그리고 함량 하 다 그 결과 에 타, pH , Fig. 1.

냈 함량 진행 빨라 당도 어지고, hesperidin

함량 가하 것 할 었다 특 처리. hesperidin 500 /mL㎍

에 째 함량 타내 상 차 가 났8 13.8% , 1

하 다 산 역시 보 후. CaCO , 0.60 ~ 0.85%₃

산도 타냈다.

Fig. 1. Typical time courses of alcohol fermentation of citrus wine

according to hesperidin addition. Initial sugar concentration was 25%,

fermentation was carried out at room temp.( ) for 30 days.℃

The wine were supplemented with control ( ), 10 /mL ( ), 50 /mL● ㎍ ○ ㎍

( ), 100 /mL ( ), 500 /mL ( ) of hesperidin.▼ ㎍ △ ㎍ ■
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그 감귤에 함 었다고 진 플라보 드 하 다 감귤주에11 .

등 가지가 검 었hesperidin, naringin, neohesperidin, narirutin, rutin 5

간별 변 할 었다, flavonoids (Table 6).

강 진 지 후hesperidin 30 4.45 ~ 25.89 /mL㎍

하 처리량과 습 보, hesperidin ,

에 해 지 못하다 가 진행 함hesperidin ,

량 가 해 가하 지만 함량 내hesperidin 15%

것 감 했 해 든 것 사료 다 에도 지. hesperidin

사 개 포 식 해 우 한 등naringin 44.83 ~

함 어 었고 든 플라보 드 함량 처리79.13 /mL , hesperidin㎍

시 에 에 비해 에1 175.86 /mL 30 130.84 /mL㎍ ㎍

감 한 처리 에 가하 것 하 다, hesperidin . (Table

7)

Table 7. Total flavonoids contents of citrus wine fermented in different

fermentation period (1, 30 day)

Control¹⁾ 10 /mL㎍ 50 /mL㎍ 100 /mL㎍ 500 /mL㎍

Fermention

day
1day 30day 1day 30day 1day 30day 1day 30day 1day 30day

TFC²⁾

( /mL)㎍
175.9 130.7 177.7 207.9 151.4 223.4 164.4 224.5 219.8 241.6

¹ Control = Non hesperidin⁾

² Total flavonoids = hesperidin, naringin, neohesperidin, narirutin, rutin⁾
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Table 6. Flavonoids of citrus wine added with hesperidin during fermentation ( /mL).㎍

Hesperidin 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 24.97 20.3 17.5 18.28 17.04 16.01 5.14 4.65 4 4.45

10ug/mL 24.97 3.27 3.63 2.83 2.61 2.69 2.67 2.36 1.88 6.15

50ug/mL 24.97 8.25 9.61 13.6 15.45 14.83 17.83 19.13 20.15 21.19

100ug/mL 24.97 16.15 21.04 20.91 22.24 24.84 22.95 23.06 25.07 25.42

500ug/mL 24.97 28.22 24.69 23.39 24.41 22.41 24.68 26.69 24.12 25.89

Naringin 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 79.64 54.7 28.01 54.96 55.59 57.62 45.34 47.96 45.17 44.83

10ug/mL 79.64 45.31 41.16 40.23 45.92 41.57 10.04 42.01 39.6 56.62

50ug/mL 79.64 52.34 56.95 55.19 62.09 65.8 64.11 75.6 73.69 75.68

100ug/mL 79.64 54.29 54.73 64.72 62.91 68.64 67.65 72.27 76.5 76.3

500ug/mL 79.64 70.26 67.91 67.72 72.33 70.71 67.96 76.64 81.73 79.13

Neohesperidin 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 29.02 24.9 23.59 23.35 24.29 23.08 22.31 22.48 22.41 22.94

10ug/mL 29.02 24.22 22.43 21.33 22.88 19.97 19.76 20.88 20.33 26.72

50ug/mL 29.02 22.85 25.08 24.42 26.88 26.3 28.27 28.63 29.25 29.3

100ug/mL 29.02 22.61 22.58 23.54 25.43 25.14 25.57 27.77 29.93 27.82

500ug/mL 29.02 30.94 29.86 28.73 28.93 27.92 27.34 31.88 30.03 33.4



- 14 -

Narirutin 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 67.46 51.77 50.39 48.14 51.62 49.09 47.06 51.27 43.77 44.34

10ug/mL 67.46 46.66 44.91 46.81 44.48 39.64 39.91 44.2 43.91 52.64

50ug/mL 67.46 48.65 50.65 47.72 54.75 57.51 57.44 63.62 65.61 67.14

100ug/mL 67.46 47.52 49.62 55.43 55.85 57.48 59.71 60.01 66.29 65.43

500ug/mL 67.46 59.96 54.75 60.72 57.8 62.01 64.16 66.66 67.05 67.87

Rutin 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 28.35 24.19 24.69 23.38 21.89 24.33 14.21 15.92 14.75 14.28

10ug/mL 28.35 14.81 14.53 13.8 14.51 11.71 11.72 11.8 10.57 19.28

50ug/mL 28.35 19.31 21.98 22.54 26.25 25.66 27.5 27.85 29.34 30.11

100ug/mL 28.35 23.86 25.3 23.91 24.68 27.81 27.16 27.59 31.79 29.48

500ug/mL 28.35 30.45 29.87 29.04 29.44 28.55 27.41 32.26 30.82 35.32



- 15 -

4.4. Change of vitamin C content

감귤 하 비타민 함량 비색 에 해C hydrazine (14)

량하 다 주감귤 과 에 가 과피에. 30~35 /100g 150~200 /100g㎎ ㎎

가 함 어 다고 다 감귤 주에 비타민(13, 19). C

함량 었고 지 비타민 가 다 비슷한14.04 /100mL , 5 C㎎

보 다 가 진행 비타민 가 어드 상 보 다 료, C .

째 비타민 첨가 가 많30 C hesperidin 500 /mL 12.67㎍ ㎎

하 다/100mL . (Table 8)

Table 8. Change in vitamin C contents of citrus wine during fermentation

with different concentration of hesperidin contents for 30 days at room

temperature( ).℃

mg/100g 0 1 2 3 5 8 12 16 20 30

Control 14.04 11.85 20.88 19.51 13.76 11.03 11.85 8.57 8.57 8.29

10 /mL㎕ 14.04 14.04 15.13 11.58 10.75 9.39 8.57 9.39 9.66 8.29

50 /mL㎕ 14.04 17.05 18.14 19.24 12.12 11.03 11.03 10.21 11.85 10.75

100 /mL㎕ 14.04 18.69 18.69 11.85 12.94 11.30 12.94 10.29 11.03 10.75

500 /mL㎕ 14.04 10.21 12.67 11.58 12.94 11.03 11.03 11.58 11.39 12.67

4.5. Change of total polyphenol

폴리 식 체에 함 어 질 하

플라보 드 프 시 니 탄닌 시 닌 산과 같 들, , ,
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다 합 들 항돌연변 원 하 항. , , ,

항산 등 다 한 항산 생리 가지고 phenolic

가 단 질과 거 들과 결합하 질 다hydroxyl .(20, 21)

Fig. 2. Change of total polyphenol content of citrus wine during

fermentation with different concentration of hesperidin contents for 30

days at room temperature( ).℃

감귤 주 폴리 함량 과 같다 간 가 주Fig. 2. . 30

첨가 건에 라 타냈다hesperidin 356.56 ~ 446.93 /mL .㎍

결과 첨가량 폴리 함량 변 에 향 주 것 사료hesperidin

가 진행 폴리 함량 가 것 하 다 또한 단, .

감 한 연 에 도 함량 타내었779 /mL㎍

고 병귤과 진귤 한 주 도에 주에 주 도가 고,(18)

단시료에 함량 보 다 하지만 포도 산 루403.7 ~ 543.3 /mL .(22) , ,㎍

에 한 폴리 함18.12 ~ 21.87 /mL,㎎

량 것 감 했 색계열 과실 한1.28 ~ 2.58 /mL㎎

에 폴리 함량 것 보고 었다.(23,24)
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4.6. Change of DPPH radical scavenging Activity

특 질에 한 항산 하 여러 가지가

보편 거 비 간단하 도 량, DPPH radical

가 한 다 질 갖 질 에 도 비 한. DPPH radical

합 에탄 에 보라색 색 다 그러 항산 갖.

질 만 항산 질 거시 탈색DPPH radical

하여 항산 게 할 고 지 질 산 억 시키 척도,

사 고 뿐만 니라 체 내에 에 한 억 하radical

척도 고 다. (21, 25)

Fig. 3. Change of DPPH radical scavenging activity from citrus wine

during fermentation with different concentration of hesperidin contents for

30 days at room temperature( ).℃

감귤 주에 항산 도 가 처리에35.44 ~ 51.59% , hesperin

항산 과 크지 것 단 다 특 간 진행.
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간 가 보 폴리 함량 보다 지만 통한 항산 도DPPH

에 도 플라보 드 함량 변 마찬가지 째30 hesperin 500

처리 에 가 항산 도 보 다/mL 51.59% . (Fig. 3.) 2006㎍

연 연 결과에 도 헤 리 SOD(superoxide

상당하게 것 하 다 연 실험에dismutase) .

에탄 포함한 식 주간 공해 에 한 포독 한8

rats(E8 에탄 주 공하고 그 후 주 에탄 과 헤 리 함께) 4 4

공한 rats(E8H4 에 주 후 했 헤 리 처리한) 8 SOD rats

에 훨 하 다.(21)(26)

4.7. Sensory attribute

감귤착 어진 감귤 주 감귤 었(A)

과 통해 맛 변 시킨 감귤주 그리고 연 개 어진, (B),

감귤주 등 가지 평가 하 다 그 결과 착 한 감귤주에(C) 3 .

색 도가 짙어 평가 원들에게 낮 맛과 향에 도,

한 감귤주보다 우 하지 못한 결과 보 다.(Table 9)

Table 9. Sensory quality of citrus wine

Sensory attribute¹⁾

Color Flavor Taste

A 4.5 4.3 3.5

B 5.2 4.9 5.1

C 5.0 4.6 5.3

¹ 1: dislike very much, 7: like very much.⁾

한 감귤주에 과 향 탓 지 향 보

맛에 연 개 어진 감귤주에 가 할

었다.
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5. CONCLUSION

주감귤 한 주 하 해 건 하여7

합한 하여 감귤 다량 함 하고 다고 진 계열flavonoids

에 하 과가 다고 진 처리하여hesperin 10 ~ 500 /mL ,㎍

실 에 간 시 다 그리고 진행에 당 함량30 . , , pH

변 살펴보 주 특 하 해 함량변, flavonoids ,

비타민 함량과 폴리 함량 그리고 라 컬 거 에 항산C DPPH

도 하 다.

그 결과 Saccharomyces cerevisiae 계통 가 가WY30 13.2%

함량 하 다 하여 감귤 에 탕. 10% 25%

보당하여 간 시 다 감귤 주에30 . hesperidin, naringin,

등 가지 가 었 체함neohesperidin, narirutin, rutin 5 flavonoids ,

량 변 또한 진행에 라 가하 것 할 었다 특.

처리 에 에 가hesperidin 500 /mL 219.8 /mL 241.6 /mL㎍ ㎍ ㎍

한 것 하 다 그리고 해 비타민 폴리 함. C,

량 항산 도 하 다 째 비타민, . 30 C hesperidin 500 ㎍

첨가 가 많 하 차 같 료/mL 12.67 /100mL ,㎎

채 과 에 많 함 어 폴리 에, 275.7 /mL㎍

료 째 가하 다 항산 도 에30 395.8 /mL .㎍

도 많진 지만 첨가 에 항산 도35.44 ~ 51.59% hesperidin

할 었다 그리고 평가에 도 감귤착 한 주에.

간 함 맛과 향 사한 항 에 낮 하 고 색상에,
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한 주 필 처리과 탓 지 욱 하여 착

주보다 간 낮 할 었다 결과 주.

감귤 한 감귤주가 상 한 가 다고 여겨지 ,

주 시키 해 많 질 과 필 하다고 사

료 다.
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PART II. Ethanol Production from Citrus Peel Waste

1. Abstract

Approximately 60 thousand metric tons of citrus were processed into

citrus juice from farmhouse by-product. During citrus processing, about

half of the fruit is expressed as juice with the rest being citrus peel

waste (CPW) consisting of peels, seeds, and segment membranes. The

citrus peel waste processing residues are rich in both soluble and

insoluble carbohydrates which makes them an attractive potential

feedstock for biological conversion to value added products.

In this study, we measured the pre-treatment effect and different

loadings of cellulase, pectinase and beta-glucosidase enzymes to

hydrolyze citrus peel waste to produce sugars. When the loadings of

commercial cellulase, pectinase and beta-glucosidase enzymes were

40EGU, 400PGU, 15Cbu to 1% peel dry matter with 50mM sodium

acetate buffer pH 4.8 at 45 for 24h. we can obtained the highest℃

concentration(about 74 % of total solid) of fermentable sugar. The obtain

monomeric sugar medium was used for ethanol production by

fermentation using a yeast strain, Saccharomyces cerevisiae.
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2. Introduction

근 고 가 지 낭 에 에 지 개 과 보 필 주

고 실 다 산 탄 비 한 실가싀 량 가 에 라.

지 평균 꾸 상승하고 다 그래 월에 독 에 개. 2007 6

어진 주 뇌 에 에 한 합 가 루어 지2050

갓 량 재 공통 견에 라 계50%

에 지 연 에 매진하고 다 특 에 후변 에.(27) 1997

가 어 원 실 과 타내 가“ ” , (greenhouse

감 거래 가 시행 우리 라 에 지 비gas :GHG) ,

계 실가 량 계 후10 (1999), 10 (2005), 2013 “

차 행 간 동 실가 감 지 것 실시 고” 2

다 에 한 책 에 지 체하여 염 질.

에 지에 한 심 가 고 다 에 지 개.

에 지 해 도 낮 고 경 에 지 함 실가,

염 감하 과 할 다 또한 에탄 연료 사 하여.

생하 산 탄 식 랄 다시 에탄 지

감에 과 연료라고 할 다 같 사 연료 연료 태가.

다 겠지만 에탄 사 에 산 탄 감 과 가, 15~55%

량 산 탄 감 과가 것 보고 고 다.(28)

재 에탄 생산 가 많 사 어지 원료들 여

곡 등 빌계 사탕 사탕 우 당 질계 하( , )

고 계 생산 가 미 에탄2004 1,063

만 생산하 고 계시 차지하 다 그러 내 사kL , 27% .

다 다 내에 원료 가격 경쟁 한 에탄 생산 어 우.

여 지가 많지 우리 곡 한 에탄 생산 타당,

하지 다고 보고 고 다.(29)

주도내 감귤 연평균 생산 억원 규 생산량 만6.000 , 54 (2006)
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내 생산 과 차지하고 감귤 한 식1 ,

등 가공 원료 도 사 어지고 다 감귤 통 도 시행. 2003

질향상 생산량 등 다각 에도 하고 비상 과실

생하여 감귤 주 등 감귤 가공산업에 어지고 가공 산업,

산 감귤착 매 만 가량 생 어지고 고 만 해6 , 1~2

어지고 어 새 운 처리 필 한 실 다.

래 계 지 감귤 한 매 연 가 진행 어지고,

실 만간 산업 에 도달할 것 다 하지만 감귤산업, .

에 비 큰 주도에 매 연 가 미비한 실 다 특 감귤.

체 탄 함량 질 합 감귤 함량9.91% , 16.94%

하여 비 차지하고 다 보고에 라 해하 한58.5% ,(30)

건 색한다 감귤 에탄 생산 가 할 것 라,

여겨진다.

라 본 연 에 감귤가공과 에 폐 어지 산 감귤

하여 에탄 생산 한 시료 처리 건과, pectinase, cellulase, β

등 가 해 합 당 건 통해 당-glucosidase

하 다.
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3. Theory

3.1. Cellulase

식 포벽 본 든 식 계 질 차지하cellulose 33%

가 해 매하, cellulase cellulose cellulose -1,β

결합 가 해하여 생 하게 한다 주 균 균4 glycoside cellobiose . · ·

고등식 연체동 등에 많 재한다고 다· .(31)(32)(33)(34)(35)

3.2. Pectinase

틴질 등pectinic acid, pectin, pectic acid -1,4-galacturonicα

결합 가 해하 라고도 다 틴acid polymethylgalactronase .

가 해 지만 하여 쓰 도 다 균 곰 식. , , ,

곤 등에 리 포하고 다 식에 결합 쪽에, . - 1,4α

해하여 리고당 생 하 말단 에 차edo-pectinase

해하여 단당 생 하 할 고 후exo-pectinase , ,

당 틴 가 해 에 한다 에 하.

후 별하 도polymethylgalacturonase, polygalacturonase

다.((31)(32)(33)(34)(35)

Fig. 4. Cellulose and Pectin Specificities.(31)
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2-3. -glucosidaseβ

결합에 하 비 원 말단1-4 glucosidase , beta-D-glucosidesβ

가 해 시 가 에 해 해 생cellulose cellulase cellobiose

에 하게 다고, cellobiose -glucosidase glucoseβ

다.(31)(32)(33)(34)(35)

Fig. 5. Function of cellulose and -glucosidase.(31)β
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4. Materials and Methods

4.1. Materials

감귤 주도지 개 공사 감귤복합처리가공공 귀포시 원2009 2 (

한 리 에 가공처리 후 생하 산 차 차 착 가공 주) , 1 2

생산 루어지 본 연 차 착 하 다 거 어진 시료, 2 .

주하 크산업진 원 주시 라동 동결건 하여 시간동( ) , 48

건 시킨 후 쇄 통한 차 쇄 쇄 하여 직경, 1 40mesh

하 시료 비하 다 비 어진 시료. 50mM Sodium acetate buffer pH

에 탁하여 가 해에 사 하 다4.8 .(36)

4.2 enzymes hydrolysis

당 에 필 한 가 해 그리고 상cellulase, pectinase cellobiase

업 사 하 각각 상업, Cellulase-Celluclast 1.5L

(Trichoderma reesei), Pectinase-Pectinex Ultra SP (Aspergillus aculeatus),

-Glucosidase-Novozym 188 (β Aspergillus niger) , Novozyms A/S

에 하 다(Bagsvaerd, Denmark) . (Table 1.)

Table 10. Enzymes properties used in this study.

Product name Type of enzyme State Color Activity

Celluclast 1.5L cellulase liquid brown 700 EGU/g

Pectinex Ultra SP polygalacturonase liquid brown 9500 PGU/ml

Novozym 188 cellobiase liquid brown 250 Cbu/g
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4.3. Enzymatic saccharification of citrus peel waste

감귤 건 시료 에 탁1% 10% 50mM Sodium acetate buffer pH 4.8

하여 극 시키 해 에 간 고 균 처리하 다, , 130 20 .℃

그리고 개별 합 처리 후 진탕 에 48 , 10-12rpm℃

시간동 하 다 개별 처리 합 처리 건 에24 . Table 2.

타내었다.

가 해 한 균과 억 해 에, 121 20℃

간 처리하고 간 원심 리 하 다 원심 리 후 상5,000rpm 10 .

당 산 에 하 다 감귤에 많 그, . glucose, fructose ,sucrose

가 하다고 진 등galactose, rhamose, arabinose ICS-3000

하 다 그리고 감귤 해(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) . pectin

만들어지 galacturonic acid DX-500 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

하 다. (Table 3.)(37)

Table 11. Enzymatic hydrolysis with enzymes loading condition.

1% 10%

Pectinase

loading
100-2,000 PGU 400-4,000PGU

Cellulase

loading
10-80 EGU 100-800 EGU

Cocktail

Pectinase 400 PGU

BG 15 Cbu

Pectinase 2,000 PGU

BG 150 Cbu

Pectinase 400 PGU

Cellulase 40 EGU

Pectinase 2,000 PGU

Cellulase 400 EGU

Pectinase 400 PGU

Cellulase 40 EGU

BG 15 Cbu

Pectinase 2,000 PGU

Cellulase 400 EGU

BG 150 Cbu
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Table 12. Ion-Chromatography conditions for fermentable sugars and acid

analysis.

Sugar Acid

Model ICS-3000 (DIONEX) DX-500 (DIONEX)

Column 4.6×300 CarboPac PA 1㎜ ™ 4×25 CarboPac PA 1㎜ ™

Detector EC Detector EC Detector

Flow rate 1mL/min 1mL/min

I n j e c t i o n

volumn
300㎕ 100㎕

Run time 30 min 25 min

M o b i l e

phase
50% NaOH

100%

n-heptafluorobutyric acid



- 29 -

Fig. 6. IC chromatogram of standard sugar.

Fig. 7. IC chromatogram of standard galacturonic acid.
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5. Results

5.1. Enzymatic hydrolysis with different pectinase loading

에Novozyme A/S (Bagsvaerd, Denmark) , Pectinaex Ultra SP

가지고 고 에9500 PGU/mL , Celluclast 1.5L Novozym 188

해 과 가지고 다고 하 다 그리고700 EGU/g 250 Cbu/g .

에 라 단 질 량해본 결과bradford method , pectinase 7.08 ㎍

각각 단 질 포함하고/uL, cellulase beta-glucosidase 44.2, 43.3 /uL㎍

었다 에 본 연 도 하여 행하 다. .

건 시료 에 처리할 경우 포1% Pectinase sucrose glucose fructose

함하 당 가 감 하 에 가하 것sucrose glucose fructose

할 었다 에 단독처리하여 가 해. Pectinase 100-2,000 PGU

하 처리 시 합한 값 처리에400 PGU glucose galactose

비해 가 할 었다 뿐만 니라 든 당에 도67.5% .

처리 과 보여 당 에55.8±0.36%(of total solid)

가량 하 다69.7±0.08%(of total solid) .(Fig 1.)

Fig. 8. Carbohydrate and total sugar production after enzymatic hydrolysis

with different pectinase loading.
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또한 시료 처리에도 든 당 가하 처리10% pectinase 2,000 PGU

후 당 보 상 처리하60.6±4.20%(of total solid) 2,000 PGU

당 가량 것 하 다.

5.2. Enzymatic hydrolysis with different cellulase loading

단독처리 하 경우 시료 에 처리하여Cellulase 1% 40 EGU

시료 에 처리하여65.2±0.17%(of total solid) , 10% 400 EGU

당 얻었 상 처리하56.9±4.67%(of total solid) 400 EGU

당 것 하 다 지 몽 한 행 연.(Fig 2.)

결과에 도 감귤 껍질에 다 한 다당 해시키(37) pectinase

갖 에 한 갖 다고 하 다, cellulase .

Fig. 9. Carbohydrate and total sugar production after enzymatic hydrolysis

with different cellulase loading.

그리고 당 에beta-glucosidase cellobiose, beta-glucose cellulase

한 가 해 가 해 시킨다고 하 다cellulose glucose .(37)

cellobiose Saccharomyces cerevisiae에 해 지 에 드시

에탄 에 가 해 어 한다고 보고 었다.(38,39)　
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5.3. Enzymatic hydrolysis with different enzymes cocktail loading

결과 가 해 하Pectinase cellulase loading

해 합처리pectinase beta-glucosidase, cellulase beta-glucosidase

하 다 그 결과 시료 경우 에. 1% cellulase 40 EGU beta-glucosidase 15 Cbu

합처리 하 당 에 비해61.1±0.01%(of tatal solid) , pectinse 400

합처리 건 당PGU beta-glucosidase 15 Cbu 73.7%±0.03%(of

것 하 다 시료 경우에도toatal solid) (Fig .3)(Table .6). 10%

합처리 건 것 하 고pectinase beta-glucosidase ,

함께 합하 가 만 처리하 보다pectinase cellulase pectinase

많 가 보 다 고 감귤 에 다glucose . glucose

량 게 당 시키 해 에 어 가 필pectinase loading cellulase

하다고 여겨진다 그리고 처리 건에 량 합하여 당.

해본 결과 시료 경우1% pectinase 400 PGU, cellulase 40 EGU

그리고 합 처리하 가 당beta-glucosidase 15 Cbu

하 다 당 가 처리하지 었. 55.8±0.36%(of tatal solid)

당 가 할 가 었73.7±0.48%(of total solid) 32.1%

다 또한 시료 에 그리고. 10% pectinase 2,000 PGU, cellulase 400 EGU

합 하 경우beta-glucosidase 150 Cbu 49.3±0.09%(of tatal

었 당 가 해 과solid) 72.8±2.08%(of total solid)

가 하 다47.6% .(Fig 3., Table 7.))
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Fig. 10. Carbohydrate and total sugar production after enzymatic

hydrolysis with different enzymes cocktail loading.

지 한 가 해 당 과 한 에탄 생산 연 주감귤

한 당 과 비 해보 지 가 해 과 한 당,

에 비하 본 연 에 감귤 가 해 과67.5%(of total solid) (40),

당 것 어 에탄 도 하다고70%(of tatal solid) ,

여겨진다 또한 가 처리에 해 가하. galacturonic acid pectinase (Fig 4.)

든 합하 경우 시료 에 시료1% 1.11±0.39%(of total solid),

에 하 다10% 4.15±0.09%(of total solid) galacturonic acid .

가galacturonic acid E.coil 가 하여 Saccharomyces cerevisiae

가 한 당과 함께 에탄 가 할 것 라 여겨진다. (41,42)
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Fig. 11. Galacturonic acid production after enzymatic hydrolysis with

different enzymes loading.
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Table 13. Sugar yields for enzymatic hydrolysates of citrus peel waste

(1%).

¹ Glu.+Gal.-Glucose+Galactose, GA-galacturonic acid⁾

² N.D-Not detected⁾

Table 14. Sugar yields for enzymatic hydrolysates of citrus peel waste

(10%).

¹ Glu.+Gal.-Glucose+Galactose, GA-galacturonic acid⁾

² N.D-Not detected⁾

% (of total solid) Rhamose Arabinose Glu.+Gal.¹⁾ Fructose Sucrose GA¹⁾
Total

Sugar

Insolved sugar N.D²⁾ N.D²⁾ 19.7±0.1 19.3±0.3 16.8±0.1 N.D²⁾ 55.8

Pectinase

400PGU
2.2±0.1 4.9±0.1 33.0±0.1 28.6±0.1 1.1±0.1 1.0±0.1 70.8

Cellulase 40EGU 0.1±0.1 0.7±0.1 28.9±0.1 20.4±0.1 15.2±0.1 N.D²⁾ 65.2

Pec. 400PGU

+Cel. 40EGU
2.4±0.1 4.7±0.1 38.8±0.1 24.0±0.1 2.4±0.1 0.7±0.2 79.3

Pec. 400PGU

+BG. 15Cbu
2.3±0.1 5.0±0.1 35.5±0.1 29.5±0.1 1.3±0.1 0.4±0.1 77.7

Cel. 40EGU

+BG. 15Cbu
0.1±0.1 1.5±0.1 31.8±0.1 22.5±0.1 5.2±0.1 N.D²⁾ 61.0

All 2.2±0.1 4.8±0.1 39.3±1.8 25.2±2.8 2.2±0.1 1.1±0.4 84.7

% (of total solid) Rhamose Arabinose Glu.+Gal..¹⁾ Fructose Sucrose GA.¹⁾
Total

sugar

Insolved sugar 0.1±0.1 0.1±0.1 19.2±1.1 20.1±1.2 11.4±0.7 0.9±0.1 59.8

Pectinase

2,000PGU
1.2±0.1 4.8±0.4 28.1±2.1 25.8±1.5 0.8±0.1 5.7±2.3 66.3

Cellulase 400EGU 0.2±0.1 0.8±0.1 25.7±2.0 18.7±1.9 11.3±0.8 N.D²⁾ 56.9

Pec. 2,000PGU

+Cel. 400EGU
1.6±0.1 5.4±0.2 36.1±1.8 25.4±3.0 2.0±0.1 4.8±0.3 75.5

Pec. 2,000PGU

+BG. 150Cbu
1.4±0.7 5.4±2.4 30.9±1.4 27.7±1.1 1.2±0.8 4.2±0.4 70.8

Cel. 400EGU

+BG. 150Cbu
0.2±0.1 1.7±0.1 30.5±1.7 23.3±1.6 1.2±0.3 N.D²⁾ 56.9

All 1.6±0.1 5.1±0.2 37.6±0.9 26.6±1.1 1.9±0.2 4.2±0.1 77.1



- 36 -

6. CONCLUSION

감귤가공공 에 생하 감귤 연간 만 가량 생 어 그6

다에 폐 어지고 어 새 운 처리 필 한 실 다 감귤.

등 다당 루어 다당pectin, cellulose, hemicellulose ,

해하여 단당 시키 매 한 원 다고 하 다.

본 연 감귤에 함 어 다당 해하 해 시 에 매하

사 하여 건 립하고 하 다 건 시료 경우. 1% , pectinase

처리하 다 그 결과 처리100-2,000PGU cellulase 10-80EGU .

에 었 당 처리하55.8±0.36%(of total solid) pectinase 400PGU

경우 가하 고 처리하69.7±0.08%(of total solid) , cellulase 40EGU

경우에 가하 다 또한 건 시료 경65.2±0.17%(of total solid) . 10%

우에 처리 시pectinase 2,000PGU 60.6±4.20%(of total solid) ,

처리 시에 당cellulase 400EGU 56.9±4.67%(of total solid)

고 그 상 처리에 당 것 었다 합, .

건 합보다cellulase beta-glucosidase pectinase

합 건 당 것 하 고beta-glucosidase , pectinase

합 단독 처리하 보다 많 가cellulase pectinase glucose

보 다 또한 건 시료 에 그리. 1% pectinase 400PGU, cellulase 40EGU

고 합처리 경우에 당beta-glucosidase 15Cbu 73.7±0.48%(of total

처리 에 비해 가 하 다 그리고 건 시료solid) 32.1% .

에 그리고10% pectinase 2,000 PGU, cellulase 400 EGU beta-glucosidase

합 처리 하 에도 당 가150 Cbu 72.8±2.08%(of total solid)

해 가 우 한 당 할 가 었다 결과 지 가 해처.

리 하 보다 우 한 당67.5%(of total solid) (40),

Saccharomyces cerevisiae E-coil 한 에탄 생산 연 에도

가 할 것 라 사료 다.



- 37 -

PROCESS

PART I. Citrus wine processing methods.

PART II. Citrus Peel Waste Bio-Ethanol Program
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