
－ 88 －

목재공학 36(1) : 88∼101, 2008
M okchae K onghak  36(1) : 88∼101 , 2008

신갈나무로부터 유래된 추출물의 Botrytis cinerea 

균주에 대한 항균활성*1

여 희 동*2⋅이 형 철*2⋅임 부 국*3⋅김 희 규*4⋅최 명 석*2⋅양 재 경*2†

Antifungal Activity of the Quercus Mongolica Extracts Against 
Botrytis cinerea*1

Hee Dong Yeo*2⋅Hyung Chul Lee*2⋅Bu Kug Lim*3⋅Hee Kyu Kim*4⋅

Myung Suk Choi*2⋅Jae-Kyung Yang*2†

요  약

  목질자원으로부터 Botrytis속 곰팡이병에 대하여 항균활성을 나타내는 추출물을 탐색하고자 본 연구는 시도

되었다. 신갈나무를 고압 전처리하고 이로부터 열수, 메탄올, 에탄올을 이용하여 목질 추출물을 획득하였다. 

Botrytis속 곰팡이 3종은 20oC와 25oC의 생장온도에서 최적 생장을 하였으며 pH 5.0과 7.0에서 가장 양호한 

균사 생장을 나타냈다. 열수 추출물이 Botrytis속에 대하여 가장 우수한 항균활성을 나타내는 것을 확인하였

다. 열수추출물로부터 항균물질을 분리하기 위하여 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 

(12 : 17 : 8 : 0.2, v/v/v/v)를 용제로 하는 silica-gel column chromatography와 TLC를 사용하였으며, 3종 

추출물들은 HPLC 분석을 통하여 화합물을 확인하였으며 UV Spectrophotometer를 이용하여 열수 추출물로부

터 6개의 fraction group을 분리 하였다. 6개의 fraction group의 항균활성 test결과, fraction group Ⅰ과 Ⅱ는 

Botrytis cinerea에 대하여 가장 높은 항균활성을 나타냈다. Fraction group의 HPLC 분석결과, 3개의 유효물질

을 확인하였으며 이 3가지 물질이 항균활성에 영향을 미친다고 추측된다.
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ABSTRACT

  The aim of this study was to attempt the efficacy of antifungal activity of the wood extracts 
against Botrytis grey mold. Wood chip derived from Quercus mongolica was obtain from steam 
explosion process and extracted by hot water and methanol and ethanol. The conidial germina-
tion was maximum growth with the application temperature for 20 and 25oC. In pH test, we ob-
served the maximum growth in pH 5.0 and 7.0. Antifungal activity was the best in the hot water 
extractives against Botrytis cinerea. The separation of the antifungal substances was performed 
using a silica-gel column (n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid = 12 : 17 : 8 : 0.2, 
v/v/v/v), TLC and UV-Spectrophotometer, and isolated 6 fraction group. The result of antifungal 
activity in 6 fraction group, fraction group Ⅰ and fraction group Ⅱ were the highest antifungal 
activity against grey mold with the present study. Three peaks in fraction group Ⅰ and Ⅱ were 
detected by HPLC and this compounds were suppose to effective of antifungal activity.

Keywords : antifungal activity, wood extracts, Quercus mongolica, Botrytis cinerea

1. 서  론

  최근 천연물인 수목추출성분의 생리활성 및 항균

효과에 관한 연구가 많이 이루어지고 있다. 수목유

래의 추출성분은 항곰팡이, 항균, 살충 등의 각종 약

리작용이 있으며, 매우 광범위하게 응용될 수 있다

(Kim et al., 1999). 수목 유래 생리활성 물질은 높

은 항균활성을 가진다고 보고되었으며(Min, 1998; 

Park et al., 2005), 수목추출물이 합성약제, 살충제 

등에 비교하면 항균효과가 낮은 것이 사실이지만, 

독성과 내성균 출현 등에 비교하면 높은 안정성을 

나타낸다고 알려져 있다(Park et al., 2001; Yigal et 

al., 1996).

  수목으로부터 항균효과의 보고로는 산벗나무로부

터 항균활성을 가지는 유효물질의 분리(Lee et al., 

2003), 느티나무의 심재 추출물 및 떡갈나무의 목질

부, 수피, 잎 부위에서 추출되는 유효 추출물들의 약

리 및 생리 활성 작용들의 항균활성이 보고된 바 있

다(Kim et al., 2000). 이들 수목추출물은 일부 산업

화되어 제품들이 출시되고 있으며, 이들 제품의 대

부분은 소비자의 선택적 만족을 충족시키고 있다.

  한편 국민건강 생활에 관심이 많아지면서 친환경

적 농산물 생산이 농업의 주된 관심사로 부각되고 

있다. 이에 따라 화학비료 및 화학 살균제의 사용을 

제한하는 친환경 농법이 다각도로 연구 개발되고 있

지만, 그 적용 범위가 매우 제한적인 문제점을 가지

고 있다. 특히 농산물 재배 시 발생하는 곰팡이성 질

병은 농약으로도 그 질병을 통제하기 어려운 문제점

이 있다. 따라서 농가에서는 곰팡이성 질병방제를 

위해 미생물제재 및 화학 농약을 과다하게 사용하여 

농산물의 품질 저하를 초래하는 경향이 있다.

  농작물의 시설재배 시 곰팡이 관련 병해는 현재 

심각한 수준에 있으며(Beever and Pakers, 1993), 

특히 잿빛곰팡이병은 보트리티스(Botrytis spp.)속 

곰팡이에 의해 발생되는 병해로 거의 모든 채소와 

작물에 발생되며, 특히 잎을 생채로 이용하는 시설

하우스에 있어서는 경제적 손실을 초래하는 매우 중

요한 병이다. 잿빛곰팡이병은 불완전균에 속하는 곰

팡이로서, 공기 중에 쉽게 분산되는 다량의 분생포

자를 형성하는데 병든 조직의 표면에 작고 검은 균

핵을 형성하여 불량한 환경에서도 오랫동안 생존할 

수 있다. 병원균은 2∼30oC 사이에서 생장하지만 

10oC 이하의 저온에서도 활동이 왕성하므로 저온(0 

∼10oC)에서 저장 중인 식물체에도 많은 피해를 입

힌다. 병원균의 최적 생장과 포자형성 및 방출 그리
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고 발아와 감염온도는 18∼23oC 정도이며, 이때 식

물체 표면에 수분이 필수적으로 요구된다. 채소와 

작물에서 잿빛곰팡이는 주로 상처부위나 노화된 세

포의 각피에 침입한다. 과채류의 경우는 개화 후 꽃 

부분에서 발병하여 열매로 번지므로 과실의 피해에 

의한 직접적인 수량감소를 초래하고 있으며, 오이, 

호박, 토마토, 고추, 가지, 상치, 시금치, 딸기, 파, 

양파, 부추 등에 피해를 주며 이외에 튤립, 카네이

션, 국화, 장미, 제라늄 등의 화훼에도 발생하여 적

지 않은 피해를 가져오고 있다(Rosslenbroich and 

Stuebler, 2000).

  국내외적으로 잿빛곰팡이의 방제를 위하여 여러 

가지 살균제가 제시되고 있지만 대부분의 방제제가 

benzimidazole, dichloran, iprodion, captan 등이

며, 잿빛곰팡이균주는 이들 살균제에 대하여 약제저

항성을 나타낸다고 보고되고 있다(Talma et al., 

1989; Faretra and Pollastro, 1993; Koo et al., 

2006).

  따라서 이런 살균제들의 독성에 대한 위험이 일반

인의 관심이 되고 있으며 특히 과채류는 생식하기 

때문에 더욱 문제가 되어, 농약을 사용하지 않거나, 

최소한으로 사용한 친환경농산물에 대한 소비자들

의 요구가 점차 커지고 있다. 또한 부가적으로 무분별

한 농약사용의 증가로 인해 병원균의 약제 저항성 발

생으로 약효를 상실하게 되고 그 사용에 제한이 따르

게 되어 대안으로 생물적방제가 관심이 되고 있다.

  미생물에 의한 생물적방제는 Trichoderma를 이용

한 잿빛곰팡이에 대한 방제효과가 Nelson 등(1988)에 

의하여 확인되어 성공가능성이 언급되어졌지만 아직

까지 실용화 되지 못하고 있는 실정이다(Daulagala 

et al., 2003). 또한 강한 살균력을 가지는 과산화수

소를 농약대체약제로 사용될 수 있다고 보고되었지

만 과산화수소를 작물에 적용하여 높은 가능성을 확

인하였다는 사례는 거의 없었다(Byun and Choi, 

2003).

  한편 참나무류의 추출물에 대한 연구로는 Lee 등

(1991)이 졸참나무와 갈참나무의 잎 추출물에서 높

은 항균활성을 확인하였으며, 이때 flavonoid 및 li-

gnan 등이 항균활성에 깊이 관여되어 있다고 보고

하였다. 참나무류 심재추출물의 주성분은 ellagi-

tannins으로 알려져 있고 이 화합물은 약리학에 있

어서 항바이러스 활성을 높이는 물질로 보고되었다

(Zhentian et al., 1999).

  본 연구는 합성 살균제의 대안으로서 독성이 거의 

없으면서 환경에 노출 시 잘 분해되는 환경 친화적

인 천연 살균제 개발에 있어 작물 피해를 초래하는 

화학약품에 의한 곰팡이 살균제가 아닌 목질자원으

로부터 유래된 천연물의 잿빛곰팡이에 대한 항균활

성 확인 및 항균제로서의 원료 가능성을 확인하고자 

시도되었다. 신갈나무 칩을 물리 화학적 전처리법을 

적용하고 이로부터 항균력을 가지는 천연화합물을 

효과적으로 분리정제하고, 잿빛곰팡이의 생육억제 

효과를 확인하여 무한한 목질계 biomass 자원의 고

부가 가치화 및 사용범위 확대의 가능성을 확인하고

자 본 연구는 시도되었다.

2. 재료 및 방법

2.1. 공시균주

  공시균주는 한국생명공학연구원 유전자은행(KCTC)

에서 분양받은 Botrytis cinerea (KCTC 6973)와 

2006년 4월부터 2006년 6월 사이에 경남 진주시 소

재 고추농가 2곳으로부터 잿빛곰팡이가 감염된 고

추를 수집한 다음 이로부터 병원균을 분리하였다. 

병원균의 분리는 병든 잎을 온도 25oC, 상대습도 

70%의 항온항습실에서 3일간 습실 처리한 후 

Potato dextrose agar (PDA, Difco) 배지에 두어 병

반에서 자란 곰팡이의 균사 선단을 새로운 배지에 

이식하여 25oC의 배양기에서 5일간 암 배양하였다. 

농가에서 채취한 Botrytis spp.를 각각 Botrytis 

cinerea ‘Kumsan’과 Botrytis cinerea ‘Munsan’이라

고 표기하였으며 잿빛곰팡이가 형성된 고추의 품종

은 녹각이었다.

  Botrytis cinerea (KCTC 6973) 및 Botrytis spp. 

2균주는 Potato dextrose agar (PDA, Difco), Potato 

sucrose agar (PSA, Difco) 배지에 접종하여 25oC 

배양기 내에서 지속적으로 계대배양하여 실험에 사
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용하였으며 곰팡이균의 보존은 25oC에서 4∼7일간 

배양된 Botrytis spp. 3종을 미네랄 오일로 채워진 

각각의 튜브에 10 mm pellet으로 투입하여 -75oC에

서 냉동 보관하였으며 보존균주를 계대 배양하여 실

험에 사용하였다.

2.2. 생장최적 환경조건

  3종 곰팡이 균주의 생장최적 환경조건을 탐색하

기 위하여 배지의 pH를 0.1 N HCl과 0.1 N NaOH를 

사용하여 각각 pH 3.0, 5.0, 7.0, 9.0으로 조절한 

PDA 배지에 접종 후 20, 25, 30oC에서 7일간 배양한 

후 균사의 평균생장 직경을 측정하였다.

2.3. 목질원료의 전처리

  항균활성을 나타내는 추출물을 조제하기 위하여 

전처리 된 신갈나무(Quercus mongolica)칩을 사용

하였으며, 전처리방법은 목재 칩을 고온(200 ± 5 
oC), 고압 (20∼40 kg/cm2) 포화수증기 하에서 10분

간 처리한 다음, 대기 중에 순간적으로 방출함으로

서 팽창과 마찰력에 의하여 목재 조직을 파쇄, 해섬

을 하였다. 이를 실온에서 5일간 기건시킨 다음 전

처리 목질원료로 사용하였다.

2.4. 목질추출물의 분리

  항균활성을 나타내는 물질을 분리하기 위하여 전

처리 목질원료로부터 열수, 메탄올, 에탄올 추출물

을 분리하였다. 열수추출은 반응용기에 전처리 목질

원료 20 g (전건중량기준)과 증류수 500 ㎖를 첨가

하여 충분히 교반한 다음, 121oC에서 30분 반응시킨 

후 G3 glass filter (Pyrex, Japan)로 여과하여 추출

액을 획득하였다. 추출액은 50oC의 rotavapor (Si-

bata, Japan)에서 일정 수준까지 건조시킨 다음, 

freeze dryer (Ilshin, Korea)를 이용하여 동결건조 

후, 열수 추출물 분말을 획득하였다. 메탄올 및 에탄

올 추출물은 반응용기에 전처리 목질원료 20 g (전

건중량기준)과 메탄올(또는 에탄올) 500 ㎖를 첨가

하여 실온에서 24시간 교반한 다음, G3 glass filter

로 여과하여 추출액을 획득하였다. 추출액은 열수 추

출물과 동일한 방법으로 추출물 분말을 획득하였다.

2.5. 목질추출물의 항균활성

  열수, 메탄올, 에탄올 추출물은 121oC에서 30분 

간 멸균된 PDA배지를 50∼60oC까지 식힌 후, 125, 

250, 500 및 1,000 ppm 농도로 PDA배지에 첨가하

였다. 조제된 PDA 배지에 계대 배양된 Botrytis 

spp. 곰팡이 3종으로부터 직경 10 mm의 pellet을 채

취하여 접종하고 25oC 배양기에서 5일간 배양한 다

음 균총의 직경(mm)을 측정하고 항균활성을 다음의 

(식 1)에 의거하여 계산하였다 이때 대조구는 추출물

이 첨가되지 않은 PDA배지를 사용하였다.

  항균활성(%)

  




대조구의균총직경
처리구의균총직경 


× (식 1)

2.6. Column Chromatography를 이용한 

물질분리

2.6.1. 물질분리를 위한 최적용매 결정

  항균활성을 나타내는 물질을 분리하기 위하여 추

출물 분말 0.1 g을 증류수 1 ㎖에 녹인 후 초음파 처

리하여 충분히 용해한 다음, silica gel 60 plates 

(Merck, Germany)를 2.5 × 3.5 cm cutting하여 적

정한 비율로 혼합시킨 developing solution (n- hex-

ane : chloroform : ethyl acetate)으로 2분 동안 전

개시켜 mobile phases를 확인하였고 mobile 

phases와 TLC plate에 나타난 fraction의 Rf 값의 

범위를 측정하였다. 또한 n-hexane : chloroform : 

ethyl acetate의 각각의 비율에 따른 mobile phases

중 물질의 분리가 가장 우수하다고 판단되는 devel-

oping solution을 선택하여 그 solution에 formic 

acid를 일정비율로 첨가하여 mobile phases를 다시 

확인하고, TLC plate에 나타난 fraction의 Rf 값의 

범위를 측정하였다.
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2.6.2. Silica-gel column chromatography에 

의한 물질 분획

  추출물 분말 용액과 silica gel을 혼합한 후 감압 

농축시켜 열수추출물이 silica gel에 잘 흡착되게 하

였고, silica gel (particle size 0.063∼0.2 mm, 

Merck, Germany)과 developing solution이 채워진 

유리 column (2.3 × 40 cm)에 1 g을 적용시켰다. 

Fraction은 test tube에 각각 10 ㎖씩 수집하였으며, 

fraction의 분획은 4반복을 1 set로 하였고, 1 set의 

시료는 추출물 1 g이 투입되도록 하였다.

2.6.3. 분획된 fraction의 group별 분리 및 수

율측정

  수집된 fraction은 TLC와 UV spectrophotometer 

(U-3000, Hitachi, Japan)를 사용하여 물질을 확인

하고 각각의 fraction group으로 구분하였다. TLC는 

silica-gel column chromatography에 의한 열수 추

출물 fraction (1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 

50 and 90, fraction number)의 fraction group의 분

리를 위하여 사용되었다. TLC에 의해 Rf 값의 범위

를 측정하고 UV spectrophotometer는 280 nm, 325 

nm에서 흡광도를 측정하였으며 또한 fraction group

에 있어서 각각의 UV흡광도가 최대인 fraction은 

TLC plate를 사용하여 재확인하였다. UV spec-

trophotometer를 이용한 흡광도 값과 TLC plate를 

이용한 각각의 fraction의 Rf 값을 서로 비교하여 동

일한 물질이라고 판단되는 fraction을 모아서 동일 

fraction group으로 하였다. Fraction group의 수율

은 분획된 각각의 fraction을 동일 group으로 한 다

음, 감압 농축하여 증류수를 일정량 투입하여 용해

시킨 다음 동결 건조하여 최초 column chromatog-

raphy에 투입된 전건 추출물의 중량을 기준으로 수

율을 계산하였다.

2.7. Fraction group의 항균활성

  Fraction group 분말을 1,000 ppm 농도로 PDA배

지에 혼합한 후 계대배양된 Botrytis spp. 균주 3종

으로부터 10 mm의 균사 pellet을 분리하여 접종한 

다음 25oC에서 배양하였다. 이때 대조구는 추출물이 

첨가되지 않은 배지를 사용하였고, 항균활성은 앞의 

식 1에 의거하여 계산하였으며, 균사생장량은 공시

균주 3종의 5반복 평균값을 사용하였다.

2.8. HPLC 분석

  HPLC 분석은 Kang 등(2005)의 방법에 의거하여 

실시하였다. 열수, 메탄올, 에탄올 추출물 및 frac-

tion group은 메탄올로 용해하여, memberain filter 

(0.2 µm, Germany)로 여과하였다. 여과액 20 ㎕를 

TSK gel ODS-80Ts column (4.6 mm × 25 cm, 5 µm, 

Tosoh)이 장착된 HPLC system (Gilson, France)에 

loading시켰다. UV는 280 nm에서 검출하였고, mo-

bile phases는 H2O : CH3CN : H3PO4 (600 : 400 : 

5)의 혼합 solvent를 사용하였으며, injection 후 

solvent는 0.6 ㎖/min의 비율로 loading 하였다.

2.9. 통계분석

  통계분석을 위하여 각 계통 5반복 값의 표준편차

를 나타내었으며, 각 실험구 사이의 유의성은 SAS 

Corporate Statistics GLM의 Release 8.01을 이용하

여 p ＜ 0.05 수준에서 Duncan의 multiple-range 

test로 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Botrytis cinerea의 최적생장 환경

  Botrytis cinerea의 3종 균주를 PDA배지에 접종

한 다음 생장온도를 각기 달리하여 균사생장 직경을 

측정한 결과를 Fig. 1에 나타내었다. 생장온도 20oC

와 25oC에서의 균사생장 직경은 3종 모두 5% 수준

에서 유의성이 나타나지 않았으며 30oC에서는 균사

생장이 저조하였다. 본 연구결과 균사생장 최적온도

는 20oC와 25oC로 판단되었다(Fig. 1).

  pH 변화에 따른 3종 균주의 균사생장 직경을 측
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Fig. 1. Effect of temperature on the mycelial 
growth of Botrytis spp. on PDA me-
dium.

정한 결과 pH 3.0의 배지에서 균사생장은 pH 5.0의 

균사생장직경에 비해 약 65%의 생장을 나타냈으며 

pH 5.0과 7.0 배지에서 가장 양호한 균사 생장을 나

타냈다. 이때 pH 5.0과 7.0간의 균사 생장 차이에 있

어서 유의성은 인정되지 않았다(Fig. 2).

3.2. Botrytis cinerea 에 대한 추출물의 

항균활성

  Table 1의 추출물 3종의 Botrytis spp.에 대한 항

균활성을 나타냈다. Table 1에서 Botrytis cinerea에 

대한 열수 추출물의 항균활성은 125 ppm에서 약 

29%를 나타냈으며 추출물 농도의 증가에 따라서 항

균활성은 약간 증가되는 경향을 나타냈지만, 500 

ppm 이상의 추출물 농도에서는 유의성이 나타나지 

않았다. 메탄올 추출물 500 ppm과 1,000 ppm은 약 

33∼34%의 항균활성을 나타냈지만, 추출물 농도에 

따른 유의성은 인정되지 않았으며 250 ppm에서는 

약 25%의 항균활성이 나타났다. 에탄올 추출물은 

125 ppm에서 18%의 항균활성을 나타냈고 250 ppm

에서 1,000 ppm까지 추출물 농도에 따른 유의성은 

나타나지 않았다. Botrytis cinerea에 대한 항균활성

은 열수 추출물이 메탄올, 에탄올 추출물보다 높게 

나타났다.

Fig. 2. Effect of pH on the mycelial growth 
of Botrytis spp. on PDA medium at 
25oC.

  Botrytis cinerea (Munsan)에 대한 열수 추출물의 

항균활성은 125 ppm의 농도에서 약 13%의 항균활

성을 나타내었으며, 1,000 ppm 수준에서 약 23%의 

항균활성을 나타냈고, 500 ppm 이상에서는 추출물 

농도에 따른 항균활성의 유의성은 나타나지 않았다. 

메탄올 추출물에서는 125 ppm에서 13% 수준, 1,000 

ppm에서는 22% 수준의 항균활성을 확인하였다. 에

탄올 추출물은 열수 추출물과 메탄올 추출물보다 낮

은 항균활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.

  Botrytis cinerea (Kumsan)에 대한 열수 추출물

의 항균활성은 125 ppm에서 13% 수준, 1,000 ppm 

에서는 27% 수준의 항균활성을 나타냈으며 메탄올 

추출물 또한 열수 추출물과 비슷한 수준의 항균활성

을 나타냈다. 에탄올 추출물의 항균활성은 1,000 

ppm의 농도에서 약 20% 정도의 항균활성이 나타났

다. 또한 에탄올 추출물은 열수 추출물, 메탄올 추출

물에 비해 낮은 항균활성을 나타냈다.

  Botrytis cinerea (KCTC 6973), Botrytis cinerea 

(Munsan) 및 Botrytis cinerea (Kumsan)에 대하여 

항균활성이 가장 높은 추출물은 열수 추출물이었으

며, 그 다음으로 메탄올 추출물로 확인됐으며, 목질

자원으로부터 잿빛곰팡이의 항균원료 추출은 열수 

추출법이 가장 유리하다고 판단되었다.

  Fig. 3은 열수 추출물, 메탄올 추출물 및 에탄올 
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Table 1. Antifungal activity of wood extracts against Botrytis cinerea
Antifungal activity, %*1

B. cinerea (KCTC6973) B. cinerea (Munsan) B. cinerea (Kumsan)

Hot water extract

 125 ppm 29.6 ± 6.9b*2 13.1 ± 2.3c 13.4 ± 2.0c

 250 ppm 32.9 ± 3.3ab 16.9 ± 2.4b 20.4 ± 4.1b

 500 ppm 35.6 ± 4.0a 19.4 ± 5.2ab 23.9 ± 3.7ab

1,000 ppm 37.6 ± 3.4a 23.9 ± 8.8a 27.4 ± 6.3a

Methanol extract

 125 ppm 25.5 ± 3.7b 13.3 ± 8.8c 13.5 ± 4.9c

 250 ppm 25.1 ± 5.2b 14.6 ± 3.7b 19.4 ± 2.7b

 500 ppm 33.8 ± 5.0a 19.4 ± 4.1ab 22.7 ± 2.9ab

1,000 ppm 34.5 ± 7.8a 22.8 ± 1.9a 25.2 ± 23a

Ethanol extract

 125 ppm 18.8 ±  2.8b 6.5 ± 6.9c  5.7 ± 7.0b

 250 ppm 23.0 ± 14.8ab 11.2 ± 5.5b  8.7 ± 5.4b

 500 ppm 27.0 ±  4.8ab 15.5 ± 5.1ab 15.7 ± 4.7a

1,000 ppm 28.5 ±  1.4a 20.6 ± 2.2a 20.8 ± 2.2a

*1 Antifungal activity represents percentage of growth inhibition over untreated control and each values represents mean
± standard deviation (n = 5).

*2 Mean followed by the same letter within the column are not significantly different at P < 0.05 according to Duncan’s
new multiple-range test.

추출물을 HPLC를 사용하여 분석한 결과이다. 열수 

추출물에서는 5개 물질, 메탄올 추출물에서는 4개 

물질 및 에탄올 추출물에서는 5개의 물질이 혼합되

어 있다는 것을 확인하였고 retention time 4.4분에 

나타나는 물질의 함량은 열수 추출물 및 메탄올 추

출물이 에탄올 추출물보다 높게 나타났다. 열수 추

출물에서는 retention time 5.0분에 나타나는 물질

이 메탄올 추출물 및 에탄올 추출물에서는 발견되지 

않은 것을 확인하였다.

  잿빛곰팡이에 대한 Origanum의 정유를 이용한 

저해효과 연구(Mohamed et al, 2003)에 의하면 

1,000 ppm 농도의 수준에서 잿빛곰팡이에 대하여 

높은 저해효과를 나타낸다고 보고된 바 있으며, 

Nikos 등(2007)은 정유 추출물이 잿빛곰팡이에 대

하여 약 30%의 항균활성을 나타냈다고 보고하였고 

이러한 결과는 본 연구결과의 항균활성과 거의 유사

한 수준이었다. 또한 Gabriela 등(2005)은 살균제인 

iprodion이 잿빛곰팡이에 대하여 500 ppm에서 23%

의 저해효과를 나타냈다는 결과와 비교하였을 때 천

연추출물 또한 잿빛곰팡이병 화학살균제와 거의 비

슷한 수준의 효과를 나타낸다고 생각된다. 열수 추

출물농도 1,000 ppm에서 Botrytis cinerea (KCTC 

6973) 37%, Botrytis cinerea (Munsan) 23% 및 

Botrytis cinerea (Kumsan) 27%의 항균활성 수준

은 화학약품에 의한 방제효과보다는 낮은 수준이지

만 화학약품의 사용량을 줄일 수 있는 천연물로서 

활용이 기대된다.

3.3. 항균활성 물질의 분리

  Botrytis cinerea 균주에 대하여 항균활성을 나타

내는 열수 추출물의 유효 fraction을 분리하기 위한 

용매, mobile phases 및 Rf값을 Fig. 4와 Table 2에 

나타내었다. n-Hexane, chloroform 및 ethyl ace-
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Fig. 3. HPLC chromatograms of hot water extracts, methanol extracts and ethanol extracts.

tate의 혼합비율을 달리하여 최초 8개의 mobile 

phases를 사용하였다. Fig. 4에서 n-hexane과 

chloroform의 혼합비율이 ethyl acetate보다 높을수

록 mobile phase는 아랫부분에 존재하였고 n-hex-

ane과 chloroform의 혼합비율이 ethyl acetate보다 

낮을수록 mobile phases가 위쪽에 나타나는 것을 확

인할 수 있었다. 이러한 이유는 n-hexane과 chloro-

form은 비극성 용매에 근접하고, ethyl acetate는 극

성용매에 가깝고, TLC plate의 고정상에 해당하는 

silica-gel은 비극성에 속하기 때문이라고 판단되었
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Fig. 4. TLC screening of mobile phases studi-
ed. The plate numbers correspond to 
those in Table 2.

다. 극성은 극성과 친화력을 가지고 비극성은 비극

성과 친화력을 가지므로 비극성에 속하는 n-hexane

과 chloroform의 비율이 높을수록 고정상인 sili-

ca-gel과 친화성이 커지므로 이동하는 속도가 감소

하여 물질이 아랫부분에 나타나게 되었다고 생각된

다. Table 2에서 n-hexane : chloroform : ethyl ace-

tate 의 비율이 2 : 1 : 18, 10 : 12 : 10 그리고 16 

: 22 : 4 (v/v/v)인 2, 5, 7번 용매에서는 2개의 frac-

tion이 나타났고, 이때 Rf의 범위는 각각 0.68～ 

0.84, 0.12～0.20, 0.08～0.20이었다. n-Hexane : 

chloroform : ethyl acetate 의 비율이 8 : 7 : 12와 

18 : 28 : 2 (v/v/v)인 4, 8번 용매는 3개의 fraction

과 각각 0.16～0.56과 0.08～0.16 범위의 Rf값을 나

타냈다. 4개의 fraction이 나타난 용매 1번(n-hex-

ane : chloroform : ethyl acetate = 1 : 1 : 1, 

v/v/v)과 3번 (n-hexane : chloroform : ethyl ace-

tate = 4 : 3 : 16, v/v/v)은 각각 0.16～0.56과 0.28 

～0.76의 Rf값을 나타냈으며 가장 많은 fraction (6

개)이 나타난 용매 6번(n-hexane : chloroform : 

ethyl acetate = 12 : 17 : 8, v/v/v)의 Rf값은 0.08 

～0.52로 가장 잘 분리되는 것으로 판단되었다.

  6번 용매(n-hexane : chloroform : ethyl acetate 

= 12 : 17 : 8, v/v/v)에 formic acid를 적정비율로 

첨가하여 그 mobile phases를 확인하였으며 첨가된 

formic acid의 비율과 Rf값은 Table 3에 나타내었다.

  Table 3에서 formic acid의 첨가비율이 0.2인 6-4

번이 분리가 가장 잘되었고 formic acid 첨가 비율이 

0.5, 0.4, 0.3, 0.1의 처리구에서는 Rf값의 큰 차이가 

없었다.

  결과적으로 열수 추출물의 물질분리는 developing 

solution인 n-hexane : chloroform : ethyl acetate의 

비율이 12 : 17 : 8의 전개용매가 가장 우수하였고, 

전개용매에 formic acid를 소량 첨가시킨 것(n-hex-

ane : chloroform : ethyl acetate : formic acid = 

12 : 17 : 8 : 0.2, v/v/v/v)이 물질을 가장 잘 분리시

키는 것으로 확인되었다.

  열수추출물을 silica-gel column (2.3 cm × 40 cm)

에 의해 분획된 각각의 fraction 10 ㎖를 TLC에 적

용시켜 developing solution (n-hexane : chloroform 

: ethyl acetate : formic acid = 12 : 17 : 8 : 0.2, 

v/v/v/v) mobile phases를 확인하였고 또한 UV 

Table 2. The mobile phases studied

No. Solvents Fraction 
number

Range of Rf of 
compound

1 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 1 : 1 : 1 (v/v/v) 4 0.16∼0.56

2 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 2 : 1 : 18 (v/v/v) 2 0.68∼0.84

3 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 4 : 3 : 16 (v/v/v) 4 0.28∼0.76

4 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 8 : 7 : 12 (v/v/v) 3 0.16∼0.56

5 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 10 : 12 : 10 (v/v/v) 2 0.12∼0.20

6 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 12 : 17 : 8 (v/v/v) 6 0.08∼0.52

7 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 16 : 22 : 4 (v/v/v) 2 0.08∼0.20

8 n-hexane : chloroform : ethyl acetate = 18 : 28 : 2 (v/v/v) 3 0.08∼0.16
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Table 3. The mobile phases studied of developing solvent by addition of formic acid

No. Solvents Fraction 
number

Range of Rf of 
compound

6-1 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 
= 12 : 17 :  8 : 0.5 (v/v/v/v)

5 0.16∼0.56

6-2 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 
= 12 : 17 :  8 : 0.4 (v/v/v/v)

5 0.12∼0.52

6-3 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 
= 12 : 17 :  8 : 0.3 (v/v/v/v)

5 0.14∼0.54

6-4 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 
= 12 : 17 :  8 : 0.2 (v/v/v/v)

6 0.06∼0.52

6-5 n-hexane : chloroform : ethyl acetate : formic acid 
= 12 : 17 :  8 : 0.1 (v/v/v/v)

5 0.14∼0.52

spectrophotometer의 325 nm의 흡광도 값을 기준으

로 하여 6개의 fraction group으로 분리하였다. Fig. 

5와 Fig. 6에서 보는 바와 같이 fraction 1～10번까

지는 물질이 존재하지 않다가 15번에서 세 개의 물

질이 나타났다. 10～15번 사이에도 물질이 존재할 

수 있을 것으로 추측되었으며 15～95번이 TLC 

plate상에서 물질이 분리되는 것을 확인할 수 있었

지만 완벽한 물질분리는 이루어지지 않은 것으로 생

각된다. 그러나 각 fraction의 UV 흡수특성을 고려

하면 흡수강도는 다르게 나타났으며 이들 fraction은 

6개의 fraction group으로 구분할 수 있었다(Fig. 6). 

Fraction group Ⅰ-Ⅵ에 있어서 강한 UV 흡수는 

fraction group Ⅱ와 Ⅲ에서 나타났으며 나머지 frac-

tion group Ⅰ, Ⅳ, Ⅴ, Ⅵ는 약한 흡수를 나타냈다.

3.4. 분획된 Fraction Group의 항균활성

과 HPLC분석

  Table 4는 열수추출물 1 g으로부터 얻을 수 있는 

6개의 fraction group의 수율을 나타낸 것이다. 

Fraction group V는 32 mg으로 가장 높은 수율을 나

타내었으며 나머지 fraction group간의 수율은 5%

수준에서 유의성이 인정되지 않았다. Fraction group 

Ⅵ는 11 mg으로 두 번째로 높은 수율을 나타냈다.

  Botrytis cinerea 균주에 대한 각각의 fraction 

group 항균활성을 Table 5에 나타내었다. Fraction 

group Ⅱ, III, Ⅳ가 Botrytis cinerea (KCTC 6973)

에 대하여 약 50%의 항균활성을 나타내었다. Botrytis 

cinerea (Munsan), Botrytis cinerea (Kumsan)에 

대하여 fraction group Ⅰ은 각각 35, 42%로 다른 

fraction group보다 높은 항균활성을 나타내었으며 

fraction group Ⅱ는 각각 33%와 36%의 항균활성을 

나타냈다.  Fraction group Ⅰ과 Ⅱ는 Botrytis cin-

erea 균주에 대하여 전체적으로 높은 항균활성을 나

타내었다. 그러므로 본 결과에서는 잿빛곰팡이에 대

하여 항균활성을 나타내는 물질이 fraction group 

Ⅰ과 Ⅱ에 다량으로 함유되어 있다고 판단되었다. 또

한 각 균주에 항균활성을 나타내는 fraction group의 

종류는 다를 수 있다는 사실을 알 수 있었다.

  Fig. 7은 Botrytis cinerea에 대하여 전체적으로 

높은 항균활성을 나타낸 fraction group Ⅰ, Ⅱ를 

HPLC를 사용하여 분석한 결과이다. Fraction group 

Ⅰ에는 9개의 물질이 혼합되어 있는 것을 확인할 수 

있었으며, fraction group Ⅱ에는 16개의 물질이 혼

합되어 있는 것을 확인할 수 있었다. Fraction 

group Ⅰ에서는 6번과 8번의 함량이 높았고, frac-

tion group Ⅱ에서는 5번 물질의 함량이 높았다. 특

히 fraction group 그룹 Ⅰ과 Ⅱ에서 retention time 

7.68분에 나타나는 물질 6번(fraction group Ⅰ)과 

물질 5번(fraction group Ⅱ)은 거의 동일한 물질로 

판단되며, 이 물질이 항균활성을 나타내는 주요 물

질이라고 추측된다.
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Fig. 5. Separation of compounds from hot wa-
ter extracts by column chromatography 
(column: 2.3 × 40 cm, silica-gel 60: 45 
g) and thin layer chromatography (TLC 
plate: silica-gel 60 F254, 0.5 mm, 
MERCK). The elution solvents for col-
umn of the hot water extracts was 
used as 12 : 17 : 8 : 0.2 of used n-hex-
ane : chloroform : ethyl acetate : for-
mic acid. The TLC was performed us-
ing mixture of n-hexane : chloroform : 
ethyl acetate : formic acid (v/v/v/v) in 
12 : 17 : 8 : 0.2.

Fig. 6. The chromatography of a hot water ex-
tracts separated by silica gel column 
(2.3 × 40 cm, silica-gel 60: 45 g). 
Developing solution was n-hexane : 
chloroform : ethyl acetate : formic acid 
(12 : 17 : 8 : 0.2, v/v/v/v).

Table 4. The yield of fraction group from 1 g 
of hot water extract by column chro-
matography

Fraction group Yield, mg*1

Ⅰ  8.03  ±  3.48b*2

Ⅱ 10.40  ±  2.50b
Ⅲ  9.73  ±  3.77b
Ⅳ  8.20  ±  1.15b
Ⅴ 32.47  ± 10.02a
Ⅵ 11.70  ±  4.67b

*1 Yield was based on the 1 g of oven dried hot water 
extracts.

*2 Mean followed by the same letter within the column 
are not significantly different at P < 0.05 according to 
Duncan’s new multiple-range test.

4. 결  론

  본 연구는 목질자원으로부터 추출된 화합물의 

Botrytis cinerea에 대한 항균활성 능력을 평가한 다

음 곰팡이 방제제 원료로서의 사용가능성을 평가하

고자 시도되었다. 공시한 잿빛곰팡이병 균주의 최적
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Table 5. Antifungal activity of each fraction 
group (1000 ppm) against Botrytis 
spp. for 7 days

Fraction
group

Antifugal activity, %*1

B. cinerea 
(KCTC 6973)

B. cinerea 
(Munsan)

B. cinerea 
(Kumsan)

Ⅰ 32.50 ± 4.29b*2 35.38 ± 3.14a 42.33 ± 0.52a

Ⅱ 50.89 ± 0.75a 33.22 ± 1.59a 36.63 ± 1.54b

Ⅲ 50.56 ± 0.94a 14.30 ± 0.68d 4.03 ± 1.94e

Ⅳ 51.60 ± 3.78a 19.78 ± 2.20c 11.85 ± 1.38d

Ⅴ 26.50 ± 7.15bc 24.44 ± 3.15b 25.28 ± 1.51c

Ⅵ 21.56 ± 3.92c 21.58 ± 1.26bc 14.63 ± 2.62d

*
1 Antifungal activity represents percentage of growth 

inhibition over untreated control and each values rep-
resents mean ± standard deviation (n = 5).

*
2 Mean followed by the same letter within the column 

are not significantly different at P ＜ 0.05 according to 
Duncan’s new multiple-range test.

생장 온도는 20∼25oC 범위로 나타났으며, pH 변화

에 따른 3종 균주의 균사생장은 pH 5.0과 pH 7.0에

서 가장 양호한 균사 생장을 나타냈다. 고압 전처리

된 신갈나무로부터 획득된 추출물은 1000 ppm의 농

도에서 Botrytis cinerea 곰팡이에 대하여 열수추출

물은 약 30%, 메탄올 추출물은 약 25%, 에탄올 추

출물은 약 23%의 항균활성을 나타냈으며 Botrytis 

spp.의 종류에 따라서 항균활성은 약간 차이가 났

다. n-Hexane : chloroform : ethyl acetate : formic 

acid (12 : 17 : 8 : 0.2, v/v/v/v)를 사용한 silica-gel 

column chromatography와 TLC 및 UV Spectropho-

tometer를 이용했을 때 가장 높은 항균활성을 나타

낸 열수추출물은 6개의 fraction group으로 분리할 

수 있었으며, 그 중에서 fraction group Ⅰ과 Ⅱ가 

Botrytis spp.에 대하여 전체적으로 높은 항균활성

을 나타내었다.

Fig. 7. HPLC chromatograms of fraction group I and Ⅱ.
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  Fraction group Ⅰ과 Ⅱ의 HPLC 분석한 결과, re-

tention time 7.68분에 나타나는 물질이 항균활성을 

나타내는 유효물질로 추측되었다. 
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