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ABSTRACT

  Two phytotoxic compounds, 3-methoxybenzoic acid (MBA) and 3-hydroxy benzoic acid methyl 

ester (HBAME), were purified and structurally characterized by instrumental analyses from a culture 

of a phytopathogenic fungus, Bipolaris sorokiniana. During the isolation procedure, the toxic 

components were monitored by the assay using rice (Echinochloa crusgalli) and Italian ryegrass 

(Lolium multiflorum). These compounds had a molecular formula of C8H8O3 and inhibited the root 

growth of the plant seedlings over 90% at a level of 1000 ppm. This is the first report of herbicidal 

activity of MBA and HBAME purified from B. sorokiniana.

서     론

  오늘날 사용되고 있는 대부분의 농약은 유기합

성제로서 환경오염, 맹독성, 약제저항성 유발 등 
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농업생태계에 많은 문제점을 야기시키고 있다. 또

한, 1997년 농약회사인 Monsanto사가 유기합성 농

약의 생산을 중단한다고 선언한 이후 환경 보호와 

생태계 보전에 관한 Green Round 협상이 국제적 
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관심사가 되면서 과다한 농약의 남용은 심각한 문

제로 대두되고 있다. 이를 대체하여 식물병해충 및 

잡초 방제에 이용될 수 있는 무공해 천연물 농약

(natural biocide)의 개발은 국제적 경쟁이 치열한 

핵심 분야의 하나로 등장하고 있다. 천연물을 이용

한 농약개발의 연구는 미생물 그 자체를 이용하는 

방법과 2차 대사 산물을 이용하는 방법이 있다. 전

자는 mycoherbicide라 부르며 주로 미국에서 전개

되어 지고 있고 이미 Dervine 과 Collegs가 실용화

되어 있다(3,4). 그러나 미생물을 직접 야외에 살

포함에 따른 안전성에 대한 과학적, 생리적 반발과 

이들이 완효성이라는 문제점 때문에, 이들 미생물

들이 생산하는 식물 독소를 이용하려는 연구가 진

행되고 있다. Streptomyces 속의 방선균으로부터 

분리 정제한 ainsomycin을 모델로 한 NK-049와 

Streptomyces hygroscopicus의 생산물인 Bialafos

를 성공 예로 들 수 있다. 

  따라서 농약활성 갖는 천연생리활성물질(8-12,14)

과 이들을 model 화합물로한 합성 화학적인 수법, 

生合理的인 분자설계 (biorational desigin) 그리고 

분자 probe (molecular probe)를 이용한 새로운 작

용 부위에 대한 연구가 요망되어진다. 이러한 천연

생리활성물질은 새로운 농약 개발을 위한 선도 화

합물(active lead compound)로 이용할 수 있다. 천

연생리활성물질의 특징을 들면 첫째, 일반적으로 

화학합성으로는 쉽게 얻을 수 없는 다양한 구조를 

갖고 있으며 둘째, 병원균의 숙주 특이성(host 

specificity)과 같은 작용 선택성이 기대되어지며, 

셋째 자연계에 있어서 쉽게 분해되는 것이 많아 

환경에 負荷가 적을 것으로 예상된다. 이런 특징을 

살려, 이들 구조를 화학수식에 의해 활성발현의 양

식과 선택성을 최적한 화합물로 변환시킬 수 있다

면 높은 농약활성과 선택성 및 환경에 대해 안전

성을 겸비한 우수한 약제의 개발이 기대되어 진다. 

  본 연구에서 사용한 공시균은 국내산 벼(Oryza 

sativa)종자로부터 표준습지법(13)을 통해 분리하였

으며 분생포자와 분생자경의 형태 및 포자발아패턴

으로 보아 분류학상 Dematiaceous Hyphomycete에 

속하는 Bipolaris sorokiniana로 동정되었으며 본 균

의 배양액으로부터 2종의 식물독소를 분리․정제

하여 화학구조를 구명하였기에 보고하고자 한다.

재료 및 방법

1. 공시균 및 생물검정 식물

  공시균을 PDA(potato dextrose agar)배지에 접

종시켜 2주일간 incubator(27℃, 습도 70%, 암실)

에서 배양하였다. 실험에 사용된 논피(Echinochloa 

crusgalli)는 충남대학교 부속농장에서 채집하였고 

이탈리안 라이그라스(Lolium multitlorum)는 Takii 

종묘회사(Kyoto, Japan)에서 구입하여 사용하였다.

 

2. 시약 

  종자소독제는 스포탁 유제(한국 삼공(주)), 

Tween 20은 Tokyo Kasei사의 제품을 사용하였다. 

HPLC 용매로 사용한 chloroform, EtOAc, MeOH, 

그리고 n-BuOH 등은 국내 삼전순약 제품(Ep.)을 

정제하여 사용하였다. NMR용매로 사용한 CHCl3

는 Aldrich chemical제품을, silica gel(70～230mesh) 

및 TLC plate(20×20cm)는 Merck사의 Kieselgel 

60 F254 제품을 사용하였다.

 

3. 기기

  HPLC는 JASCO 모델(일본)의 LC900 시리즈를 

사용하였으며 NMR spectrometer는 Varian사의 

Bruker DMX 600(600MHz)을 사용하였고, 내부표

준물질은 tetramethyl silane(TMS)을 사용하였으
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Soaked in Acetone for 96hr, twice
Evaporated in vacuo
Fraction with chloroform : water (1:1, v/v)

Fraction  with n-BuOH : Water (1:1, v/v)

Fraction  with EtOAc : Water (1:1, v/v)

HPLC (ODS)

Bipolaris sorokiniana

water

EtOAc, 3.125gwater layer

water layer

SiO2 C. C. 
(CHCl3, CHCl3:MeOH(9:1        1:1 , MeOHv/v)

F1 F2 F3 F11 F12 F13
-

Hexane layer

Sep-pak C18Sep-pak C18

HPLC (ODS)

Compound A(1.1mg) Compound B(13mg)

n-BuOH

  

Scheme 1. The purification procedure of herbicidial active compounds (A and B) from Bipolaris 

sorokiniana.

며, chemical shift는 ppm(δ)으로 나타내었다. 

EI-MS spectrometer는 Micromass autospec 

spectrometer를 사용하여 70eV에서 측정하였다. 

또한 감압 농축기는 EYELA A-3s(EYELA Tokyo 

Rikaikai Co. Ltd., 일본)를 사용하였다. 

4. 제초활성 검정

  2개월 이상 저온(4℃) 처리된 논피 및 라이그라

스 종자를 증류수 100ml에 종자소독제인 수포탁 

액제 50㎕를 희석 한 후, 약 24시간 동안 침지시켰

다(2). 종자를 수세하여 petri dish에 여지(3M 

paper)를 깔고 증류수를 첨가한 다음 incubator 

(25℃, 상대습도 70%, 4200Lux)에서 약 3일간 생

장시켰다. 각각의 petri-dish에 여지(3M paper, 지

름 9cm)를 깔고 균배양액의 조추출물을 1ml씩 분

주하고 실온에서 건조시킨 후, 0.5% Tween 20 수

용액을 petri dish 당 6ml씩 넣었을 때, 최종농도가 

1000ppm이 되도록 넣었다.  

  발아된 잡초종자의 뿌리 길이가 약 5mm정도 균

일하게 자란 종자만을 골라서 petri dish당 9립씩 

옮겨 incubator에서 생장시켰다. 1주일이 지난 후, 

무처리구 대비 추출물 처리구에 대한 검정 식물의 

뿌리길이를 측정하여 다음 식에 의하여 저해율을 

계산하였다.  

저해율(%) =  (1-
추출물처리구(㎜)무처리구(㎜) )×100
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5. 제초 활성 물질의 분리  

  공시균 B. sorokiniana를 PDA배지(500매)에 접

종하여 incubator(27
o
C, 14일, 습도 70%, 암실)에서 

배양하였다. 배양된 균을 acetone에 96시간씩 2회 

침지한 후 여과하여 여액을 진공농축 하였다. 농축

된 추출물을 극성에 따라 hexane, ethyl acetate 

(EtOAc), BuOH, H2O로 분획하고 유근(幼根)신

장저해활성 검정을 실시하였다. 활성검정결과 

EtOAc층에서 강한 제초활성을 나타내어 EtOAc

층을 이용하여 활성물질의 분리를 실시하였다. 즉 

EtOAc층(3.13g)을 silica gel(150g) column(4×45

㎝)에 packing하여 CHCl3, CHCl3: MeOH=9:1→

1:1, MeOH(v/v)순으로 용출시켜 13개의 조분획

층(F1～F13)을 얻었다. 이중에서 활성이 높은 F-2 

(0.355g)층과 F-3(0.38g)을 Sep-pak C18(MeOH→ 

CHCl3)을 이용하여 분획하고 활성검정을 통하여 

선발된 MeOH층을 HPLC(column; Develosil 

ODS-10-20, 20×250 mm, mobile phase; 

MeOH:H2O=80:20, detection UV 254nm)를 이용

하여 화합물 A(1.1mg)와 화합물 B(13mg)를 분리

하였다.

 화합물 A: needles; EI-MS m/z:152(M
+
), 136, 

121, 107, 93, 74, 65, 43; 
1
H-NMR(600MHz, 

CDCl3) 3.93(3H, s), 5.15(1H, br, OH) 7.05(1H, 

dd, J=8.04, 1.98 Hz), 7.32(1H, t, J=7.92, Hz), 

7.52(1H, dd, J=1.68, 1.56 Hz), 7.61(1H, d, 

J=7.74 Hz); 
13
C-NMR(150MHz, CDCl3) 52.35, 

116.34, 120.33, 121.86, 129.72, 131.32, 155.91, 

167.35

 화합물 B: needles; EI-MS m/z:152(M
+
) 136, 

121, 107, 93, 74, 65, 43; 
1
H-NMR(600MHz, 

CDCl3) 3.92(3H, s), 5.23(1H, br, OH) 7.07(1H, 

dd, J=8.04, 1.98 Hz), 7.31(1H, t, J=7.92, Hz), 

7.59(1H, s), 7.60(1H, m); 
13
C-NMR(150MHz, 

CDCl3) 52.25, 116.26, 120.12, 122.06, 129.73, 

131.60, 155.64, 166.89

결과 및 고찰

 1. 제초활성

  B. sorokiniana의 각 용매 분획층을 이용하여 논

피와 라이그라스의 유근신장저해활성을 실시한 결

과  라이그라스보다는 논피에 대하여 강한 활성을 

나타냈으며, 이 중에서 EtOAc층이 논피에 대하여 

가장 큰 활성을 보였다(Fig. 1). EtOAc층으로부터 

활성물질을 분리하기 위하여 silica gel column 크

로마토그라피를 이용하여 13개 조분획층으로 나누

어 논피에 대하여 활성검정을 실시한 결과 F2와 

F3층에서 각각 98.7 및 89.4%로 높게 나타났다 

(Table 1). 
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Fig. 1. Inhibition of the root growth of rice plants 

(Echinochloa crusgalli) and Italian ryegrass 

(Lolium multiflorum) by the each solvent 

fraction at a concentration of 1000ppm. 
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Table 1. Inhibition of the root growth of rice

(Echinochloa crusgalli) by the each  

EtOAc fraction at a concentration of 

1000ppm. 

Fraction Rice Fraction Rice 

1 ++ 7 +

2 +++ 8 ++

3 +++ 9 ++

4 + 10 ++

5 ++ 11 +

6 + 12 +

13 ++

The inhibitory activity was evaluated by comparing 

the root length to that of the control.  +++, above 

91%; ++, 90-60%; +, below 60%.

제초활성 물질의 구조 결정

 Compound A

  이 화합물에 대한 EI-MS 측정결과 분자 이온 

peak(M
+
)가 m/z 152에서 관찰되어 분자량이 152

임을 알았다(Fig. 2). 
1
H-NMR spectrum(600MHz, 

CDCl3)을 측정한 결과 7.61(1H, d, 7.74), 7.52(1H, 

dd, 2.34, 1.68), 7.32(1H, t, 7.92, 7.86), 7.05(1H, 

dd, 8.04, 1.98)ppm에서 각각 1H분의 aromatic 

doublet proton이 관찰되었다(Fig. 3 A). 그리고 

결합상수로부터 이들 proton은 1,3-disubstituted 

benzene에 기인하는 것임을 알았다. 또한 5.15ppm

에서 한 개의 OH기와 3.93ppm에서 methoxy group

의 peak가 관찰되었다. 
13
C-NMR spectrum 

(150MHz, CDCl3) 측정한 결과 8개의 carbon signal이 

확인되었다(Fig. 4). 167.4ppm에서 ester의 carbonyl 

group의 peak가, 52.4ppm에서 methoxy group의 

peak가 관찰되었다. 이들 결과를 근거로 본 화합

물을 분자식이 C8H8O3인 3-methoxybenzoic acid로 

결정하였다.

Compound B

  Compound B의 EI-MS spectrum, 
1
H NMR 

spectrum(Fig. 3B)과 
13
C-NMR spectrum을 분석

한 결과 Compound A의 spectra과 유사하여 두 화

합물의 화학구조가 비슷할 것으로 예상되었다. 다

Fig. 2. EI-MS spectrum of Compound A (70ev)

A

                     B

Fig. 3. 
1
H-NMR spectrum of compound A and B 

       (CDCl3, 600MHz)
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Fig. 4. 
13
C-NMR spectrum of compound A 

       (CDCl3, 150MHz)

만 
1
H-NMR spectrum에서 Compound A의 7.61, 

7.52ppm signal이 7.59ppm에 겹쳐 관찰된 것으로 

보아 Compound B는 Compound A의 methyl ester 

group의 methyl group이 4번 위치의 OH기와 위치

가 바뀐 3-hydroxy benzoic acid methyl ester로 

결정하였다.

 

 

         A                      B       

Fig. 5. Chemical structure of herbicidal active 

compounds(A and B) isolated from a 

phytopathgenic fungus, Bipolaris sorokiniana.

  구조 규명된 MBA 및 HBAME 화합물은 몇몇 

식물체의 잎과 줄기에서 분리되어 항균활성 및 항

류마티스 활성이 있음이 보고(1, 5-6)된바 있으나 

식물병원균의 일종인 B. sorokiniana로부터는 처음 

분리되었으며 또한 이들의 제초활성에 관하여 보

고되기는 본 논문이 처음이다. 앞으로  다양한 활

성에 관한 지속적인 연구를 수행하고자 한다.

적     요

  식물병원균 Bipolaris sorokiniana 배양 추출물로

부터 이탈리안 라이그라스 및 논피의 유근신장을 

억제하는 활성물질을 분리․정제하여 각종 기기분

석을 통하여 화학구조를 결정하였다. 이들 화합물

들은 분자식이 C8H8O3인 benzenoid 화합물인 

3-methoxybenzoic acid와 3-hydroxy benzoic acid 

methyl ester로 숙주식물의 유근신장을 1000ppm에

서 90% 이상 저해하였다. 이들 화합물은 식물체의 

잎과 줄기에서 분리되어 항균활성 및 항류마티스 

활성이 있음이 보고된바 있으나 B. sorokiniana로

부터 분리되어 제초활성에 관하여 보고하기는 본 

논문이 처음이다.
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