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Abstract

Antimicrobial activity of UlGeum (Curcuma longa L.) was investigated. Methanol extract of dried UlGeum
was fractionated to hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol and water fraction. The antimicrobial activity
of five crude fractions were examined using impregnated paper disk agar diffusion. Ethyl acetate fraction showed
the highest inhibitory effect on the microorganisms such as B. subtilis, S. aureus, E. coli, L. monocytogenes
and V. parahaemolyticus at 1,000 μg/disc. Ethyl acetate fraction was further fractionated by silica gel column
and thin layer chromatography (TLC). The antimicrobial compound was isolated from their fractions and its
chemical structure was identified as a 2,3-dihydrobenzofuran by GC-MS and

1
H-NMR.
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서 론

천연물에 존재하는 항균성 물질에 대한 연구는 국내외에

서 오래 전부터 시도되고 있다. 특히 천연 보존료 개발의

일환으로 허브류와 향신료의 항균성에 관한 연구가 많이 이

루어지고 있는데 천연물의 항균성은 오래 전부터 알려져 왔

고, 이를 이용하여 식품이나 인체에서 발생하는 기생성 진균

류의 억제에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다(1). 이 중

천연색소들은 오랫동안 사용되어 안전하다고 간주된 것들

로 대부분 항산화, 항염증효과 등의 다양한 생리활성이 있는

것으로 알려져 있어 그 기능적 가치가 더욱 높아지고 있다.

식물색소의 자원이 되는 것은 감귤, 꼭두서니, 잇꽃, 지치,

치자, 황금, 단삼, 사프란, 울금 등이다(2). 우리나라의 천연

항균제 개발에 관한 연구로는 마늘, 양파, 백리향(3-5), 정향,

계피(6) 등의 향신료, 목단피(7), 단삼(8), 홍경천(9), 상백피

(10) 등의 약용식물, 미역(11), 지충이(12) 등의 해양자원 등

이 있으며, 이런 생리활성을 지닌 식품소재를 추출하거나

그대로 떡이나 국수 등 식품에 첨가하여 저장성을 연장하는

등 항균효과를 검색하는 연구도 진행되고 있다(13-17).

울금(Curcuma longa L.)은 생강과에 속하는 다년생 초본

으로 카레 등의 노란색을 나타내는 향신료의 성분이며 이들

성분들은 해독작용이 있어 전통적으로 염증치료의 약용식

물로 사용되어 왔고, 열대 및 아열대 지방에서 재배하며 남

아시아와 동남아시아에서 재배되어 왔다(18). 울금의 근경

을 수확하여 겉껍질을 벗기고 삶아서 말린 다음 가루로 만든

것이 turmeric이라고 하는 향신료로 카레분말의 주원료이다

(19). 울금에는 황색 색소로서 curcumin이 0.3% 들어있고

특유한 향이 있는 정유로써 turmerone과 dehydroturmerone

이 1～5% 들어있다. 울금의 주요성분은 curcumin 이외에

demethoxycurcumin, bisdemethoxycurcumin, cyclocur-

cumin, calebin 등이 존재하며, 식물성 sterols 및 정유성분인

β-sitosterol, zingiberene, campesterol, stigmasterol,

mono- 및 di-enoic acid, tumerone, zingiberone, borneol,

eugenol, camphor, curdion, α-phellandrene, cineol 등이 전

체 4.2～4.5% 내외로 포함되어 있다(20-23). 울금의 생리활

성에 관한 연구를 보면 curcuminoids의 항산화작용(24),

curcumin의 항산화․항암성․항돌연변이성․항염증(18,25) 및

항균성(26), tumerone 및 ar-tumerone의 항뱀독성(27) 효과

등이 보고되었다.

본 연구에서는 천연식품 보존제 개발의 일환으로 천연색

소자원인 울금을 메탄올로 추출하여 여러 용매로 분획하여

식품부패미생물의 증식억제 효과를 검색하고, 항균성을 나

타내는 물질을 분리, 동정하였다.



울금으로부터 식품부패미생물에 대한 항균성 물질의 분리 및 동정 1203

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용한 울금은 충남 공주산으로 건조된 상태로

구입하여 blender(FM-680w, HANIL Co., Wom Joo, Korea)

로 분쇄 후, 50 mesh 체에 내려 폴리에틸렌 백에 넣어 -40oC

deep freezer에 보관하면서 사용하였다.

시험균주 및 배양

본 연구에 사용한 균주는 자연계에 널리 분포하여 식품을

변질시키는 유포자세균인 Bacillus subtilis KCTC 1021, 저

온에서도 생육하여 냉동, 냉장 식품에서 감염형 식중독의

원인이 되는 Listeria monocytogenes KCCM 40307, enter-

otoxin을 생성하여 식중독의 원인이 되는 Staphylococcus

aureus KCTC 1916, Gram 음성균으로 오염의 지표균이면

서 부패세균인 Escherichia coli KCTC 2441, 그리고 호염성

Gram 음성균으로 장염의 원인균이며 감염형 식중독을 일으

키는 Vibrio parahaemolyticus KCTC 2471을 한국생명공학

연구원에서 분양을 받아 사용하였다.

배지는 tryptic soy broth(Difco, Detroit, USA)와 nutrient

agar(Difco)를 사용하였고 V. parahaemolyticus는 위와 같

은 배지에 식염(NaCl)을 3%가 되도록 첨가하여 사용하였

다. B. subtilis는 TSB agar 배지로 30oC 16시간, 나머지 균

주는 Nutrient agar(Difco) 배지로 37
o
C에서 16시간동안 균

주의 생육특성에 맞추어 배양하였다.

울금 추출물의 항균성 검색

울금의 항균활성을 알아보기 위하여 분말화한 울금을

80oC에서 3시간 동안 메탄올로 3회 반복 추출하여 여과, 농

축 후 메탄올 추출물을 얻었다. 메탄올 추출물의 항균성 검

색은 액체배지 희석법(28)으로 하였는데 사면배지에 배양한

균주를 1백금이 취해 TSB(Tryptic soy broth, Difco)가 10

mL가 든 시험관에 접종하고 37oC에서 8시간 배양하여

UV/VIS Spectrophotometer(Jasco V-530, Tokyo, Japan)

를 이용하여 660 nm에서 O.D.값이 0.2가 되도록 희석하였

다. TSB에는 울금의 methanol 추출물을 500～2,000 μg/mL

가 되게 첨가한 후 균주를 접종하여 24시간 동안 37
o
C in-

cubator(IB-05, Jeio Tech, Seoul, Korea)에서 배양시켜 660

nm에서 흡광도를 측정하여 실시하여 다음 식에 의해 억제

효과를 산출하였다.

% Inhibitory effect＝

[{(control－control blank)－(treatment－treatment blank)}/

(control－control blank)]×100

울금의 용매 분획별 항균성 검색

각 계통분획물의 항균성 검색은 paper disc법(29)으로 하

였다. 시험용 평판배지는 nutrient agar를 멸균 후 직경 9

cm인 petri dish에 15 mL씩 분주하여 clean bench에서 하룻

밤 건조시키고 그 위에 각 균주의 배양액 100 μL를 도말하였

다. 각 용매 분획별 분획물의 농도는 500～2,000 μg/disc로

하였다. 이를 멸균된 disc(직경 8 mm, Toyo Seisakusho Co.,

Tokyo, Japan)에 흡수, 건조시켜 균주가 도말된 plate 표면에

올려놓은 후 37oC의 incubator에서 24시간 배양하여 disc 주

위에 생성된 clear zone의 직경으로 항균활성을 측정하였다.

울금의 추출 및 분획

예비 실험에서 항균활성을 보인 분말화한 울금 10 kg을

중량대비로 10배의 메탄올로 80
o
C 수욕상에서 환류냉각하

면서 3시간씩 2회 반복추출하고, 감압장치(EYELA N-N,

Rikakikai Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 여과 및 농축한

후 메탄올 추출물 1,200 g을 얻었다. 메탄올 추출물을 증류

수에 1:1의 비율로 현탁한 후 Fig. 1과 같이 n-hexane을 가

하여 분획한 후 여과, 감압 농축하여 분획물 250 g을 얻었다.

이와 같은 방법으로 chloroform, ethyl acetate, n-butanol

및 물로 극성이 낮은 용매에서 극성이 높은 용매로 순차적

으로 계통분획하여 chloroform 분획물 453 g, ethyl acetate

분획물 79 g, n-butanol 분획물 135 g 그리고 물 분획물 140

g을 얻었다.

Ethyl acetate 분획으로부터 항균성 물질의 분리

울금의 ethyl acetate fraction을 silica gel column chro-

matography(10×120 cm)를 이용하여 chloroform→chloro-

form : methanol 순으로 단계적으로 극성을 높여가면서 col-

umn chromatography를 실시하였고 TLC로 monitoring 하

면서 11개의 소분획(sub-fraction)을 얻었다(Fig. 1). 11개의

fraction을 다시 상기 5종의 시험균주를 이용하여 항균활성

을 측정한 후 항균성이 높게 나타난 sub-fraction 3을 다시

silica gel chromatography와 TLC를 이용하여 chloroform

: methanol＝15:1 용매로 시작하여 극성을 높여가며 분리하

여 4개의 2차 소분획(2nd sub-fraction)을 얻었고, 이를 다시

항균활성 시험을 하여 항균성이 높게 나타난 2nd sub-frac-

tion 3을 chloroform : methanol＝50:1 용매로 시작하여 반복

분리하여 3차 소분획(3rd sub-fraction) 3개를 얻었으며, 이

중 3rd sub-fraction 2에서 항균성 물질을 얻었다. 추출과

silica gel column chromatography용 용매는 시약용 1급을

사용하였고 column chromatography용 silica gel을 Kieselgel

60(70-230 mesh, art. 7734, Merck, Darm-stadt, Germany)

을, TLC plate는 Kieselgel 6060 F254(art. 5715, Merck)를

사용하였다.

항균성 물질의 동정

항균성이 높게 나타난 물질은 GC-MS와 1H-NMR을 통

하여 물질을 구명하였으며 동정된 물질을 paper disc 법으로

5균주에 대해 항균성을 실험하였다. Mass spectrum(MS)은

Hewlett-Packard 6890 gas chromatography와 Hewlett-

Packard 5793 MSD를 사용하여 다음과 같은 조건으로 분석
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Curcuma longa L. (10 kg)

99% MeOH extraction
(three times) drying

MeOH extracts (1,200 g)

Dissolved in H2O

Hexane (250 g) CHCl3 (453 g) EtOAc (79 g) BuOH (135 g) H2O (140 g)

Chloroform→ Chloroform : MeOH
Silica gel column chromatography

fra.1 fra.2 fra.3 fra.4 fra.5 fra.6 fra.7 fra.8 fra.9 fra.10 fra.11

Chloroform : MeOH＝15:1
Silica gel column chromatography

2nd fra.1 2nd fra.2 2nd fra.3 2nd fra.4

Chloroform : MeOH＝50:1
Silica gel column chromatography

3rd fra.1 3rd fra.2 3rd fra.3

Antimicrobial compound I (0.1413 g)

Fig. 1. Fractionation and isolation procedures of antimicrobial substance from Curcuma longa L.

Table 1. Antimicrobial activity of methanol extract from Curcuma longa L. against various microorganisms

Conc.
(μg/mL)

Antimicrobial activity (%)

B. subtilis S. aureus L. monocytogenes E. coli V. parahaemolyticus

500
1,000
1,500
2,000

89.91
77.85
86.24
86.63

87.83
93.05
100
100

50.96
35.78
37.86
46.17

94.95
100
100
100

100
100
100
100

하였다. Column은 HP5-Ms(30 m×250 μm×0.25 μm), col-
umn 온도는 100

o
C에서 2분간 유지시킨 후 10

o
C/min으로 승

온하여 280oC, 10 min 조건으로 분석하였다. Injector 온도는

280oC, detector 온도는 280oC, carrier gas는 He(1.0 mL/

min)을 사용하였다.
1
H-NMR은 Varian model UI 500 spec-

trometer(Varian Inc., Melbourne, Australia)를 이용하여

300 MHz에서 측정하였다.

결과 및 고찰

울금 추출물의 항균성

울금을 건조시켜 분쇄한 후 methanol로 추출한 것을 10%

농도로 희석하여 500, 1,000, 1,500, 2,000 μg/mL씩 첨가하여

식품부패미생물의 증식억제 효과를 검색한 결과는 Table 1

과 같다. 울금의 methanol 추출물은 500 μg/mL 농도에서

V. parahaemolyticus를, 1,000 μg/mL 농도에서 E. coli 증식

을 완전히 억제하였고, S. aureus는 1,500 μg/mL 농도에서

완전히 억제되었지만 B. subtilis와 L. monocytogenes는

2,000 μg/mL 농도에서 각각 86.63%, 46.17% 억제되었다.

울금 추출물의 분획별 항균성

항균성을 나타낸 울금 methanol 추출물의 항균성 물질을

분리할 목적으로 n-hexane, chloroform, ethyl acetate,

n-butanol 및 물 순으로 비극성에서 극성으로 용매를 바꾸

어 순차적으로 분획하여 paper disc 법으로 항균성을 검색한

결과는 Table 2와 같다. 울금의 ethyl acetate 분획 추출물은

낮은 농도인 1,000 μg/disc의 농도에서 식품 부패미생물 5종

모두에 대하여 8.5～13 mm의 clear zone을 형성하였고

2,000 μg/disc 농도에서는 B. subtilis, S. aureus, L. mono-

cytogenes, V. parahaemolyticus는 각각 13, 12, 12, 15 mm의

clear zone을 형성하였다. 또한 hexane 분획도 B. subtilis와

V. parahaemolyticus 균에 대해서는 1,000 μg/disc 농도에서

각각 10, 9 mm의 clear zone을 형성하였다. 그러므로 울금의

항균 효과를 추출 용매별로 살펴보면 ethyl acetate 층이 가

장 우수하고 그 다음이 hexane 층의 순으로 나타났다. 이와

같은 결과는 각 용매 분획 시 용매에 따라 항균성 물질이

용해되어 나타나는 것으로 생각되며 특히, 울금의 항균 물질

은 주로 ethyl acetate 분획에서 모든 균주들에 대해 광범위

한 clear zone을 형성하는 것으로 보아 항균물질은 ethyl
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Table 2. Antimicrobial activity of solvent fractions from Curcuma longa L. against various microorganisms

Solvent
fractions

Conc.
(μg/disc)

Clear zone (mm)

B. subtilis S. aureus L. monocytogenes E. coli V. parahaemolyticus

Methanol

500
1,000
1,500
2,000

16
22
23
24

－
1)

9.5
10
10

－
－
9
9.5

－
－
9
9.5

10
11
11
12

Hexane

500
1,000
1,500
2,000

－
10
11
12

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
9
10
11

Chloroform

500
1,000
1,500
2,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

Ethyl acetate

500
1,000
1,500
2,000

－
10
12
13

－
10
10
12

－
10
10
12

－
8.5
9
9.5

－
13
14
15

Butanol

500
1,000
1,500
2,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

Water

500
1,000
1,500
2,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

1)No activity.

acetate에 잘 용해되는 물질이고 극성에 가까운 것으로 사료

된다.

Silica gel chromatography와 TLC에 의한 항균물질

분리

울금의 ethyl acetate층 분획물을 silica gel column chro-

matography(10×120 cm)한 후 TLC에 전개하여 Fig. 1과

같이 11개의 sub-fraction을 얻었고 그에 대한 항균성은

Table 3과 같다. 각 분획물의 농도가 250, 500, 750, 1,000

μg/disc가 되도록 paper disc에 첨가한 후 5종의 공시 균주를

대상으로 항균력을 검색하였다. 11개의 분획물중 분획물 3,

4가 모든 공시 균주에 대하여 clear zone이 9.5～20 mm의

clear zone을 형성하여 항균성이 우수하게 나타났다. 500 μg

/disc 농도에서 분획물 3과 4에서 B. subtilis의 경우 각각

15, 13 mm, S. aureus의 경우 13, 10 mm, E. coli의 경우

13, 10 mm의 clear zone을 형성하였고, V. parahaemolyticus

는 각각 14, 12 mm의 clear zone을 형성하였다. 그러나 L.

monocytogenes의 경우는 750 μg/disc 농도에서 fraction 3

이 9.5 mm의 clear zone을 형성하여 다소 약한 항균력을

보였다. 따라서 어떤 fraction보다도 높은 항균력을 보인

sub-fraction 3을 다시 silica gel column chromatography

(5×75 cm)와 TLC monitoring을 이용하여 4종의 2nd

sub-fraction 분획물을 얻었고 이에 대한 항균성 실험을 한

결과는 Table 4와 같다. 이 중에서 항균력이 우수한 2nd

sub-fraction 3은 250 μg/disc 농도에서 B. subtilis, S. aur-

eus 및 V. parahaemolyticus에 대해 각각 12, 12, 11 mm의

clear zone을 형성하였다. 2nd sub-fraction 3을 다시 silica

gel column chromatography(2×60 cm)와 TLC monitoring

을 이용하여 항균성물질을 분리하였다.

항균성 물질의 구조 결정

울금의 methanol 추출물로부터 용매별로 계통 분획하여

분리한 ethyl acetate 분획으로부터 silica gel column chro-

matography와 TLC monitoring하여 항균성이 가장 우수한

yellow oil의 항균성 물질을 얻었고 이를 다시 GC-MS로 분

석한 결과 spectrum 상에서 m/z 120 mass unit에서 분자

이온 peak가 관측되었다. 이를 다시 확인하기 위하여
1
H-NMR로 분석한 결과 화학식이 C8H8O이며 분자량이

120.154의 2,3-dihydrobenzofuran(coumaran)으로 동정되

었으며(Fig. 2, 3),
1
H-NMR의 data는 다음과 같다.

1
H-NMR

(CD3OD, δ, 300MHz): 7.59(d, 1H, J=16Hz), 7.50(d, 1H,

J=16Hz), 6.86(d, 1H, J=16Hz), 6.61(d, 1H, J=16Hz) 4.87(d,

2H, J=2.7Hz), 3.37(d, 2H, J=2.7Hz). 동정된 2,3-dihydro-

benzofuran을 5균주에 대해 항균성을 실험한 결과 모든 균

에 대하여 250 μg/disc 농도에서 10～12 mm의 clear zone을

형성하여 우수한 항균성을 보였다(Table 5). 2,3-dihydro-

benzofuran은 다양한 natural product의 근간이 되는 화합물

중의 하나이며 2,3-dihydrobenzofuran 유도체들이 식물로
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Table 3. Antimicrobial activity of the first ethyl acetate fractions from methanol extract of Curcuma longa L. against various
microorganisms

Fraction No.
Conc.
(μg/disc)

Clear zone (mm)

B. subtilis S. aureus L. monocytogens E. coli V. parahaemolyticus

1

250
500
750
1,000

－
1)

9
11
13

－
9
10
11

－
－
－
－

－
9
10
11

9
10
12
13

2

250
500
750
1,000

－
10
13
15

－
10
10
12

－
－
－
9.5

－
9
10
12

－
12
14
15

3

250
500
750
1,000

12
15
18
20

10
13
15
15

－
－
9.5
10

10
13
16
18

12
14
18
20

4

250
500
750
1,000

11
13
15
17

－
10
12
13

－
－
－
9

－
10
12
14

10
12
15
17

5

250
500
750
1,000

10
12
14
15

－
9.5
10
13

－
－
－
－

－
10
12
14

－
10
13
15

6

250
500
750
1,000

9
10
11
12

－
8.5
10
11

－
－
－
－

－
9
10
12

－
10
14
15

7

250
500
750
1,000

9
10
10
12

－
8.5
10
11

－
－
－
9

－
9
10
11

8.5
10
12
14

8

250
500
750
1,000

－
－
9
10

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

9

250
500
750
1,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

10

250
500
750
1,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

11

250
500
750
1,000

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

－
－
－
－

1)No activity.

부터 추출되어 다양한 약재료 사용되고 있으며 식물로부터

추출된 일부 2,3-dihydrobenzofuran 유도체들은 그 구조식

이 확인되어 화학적으로 합성되어 다양하게 연구되고 있다

(30-34). Ahn과 Obendorf(35)는 Curcuma longa L.에서

GC-MS로 curcumin, curcumene, ferulonylmethane, cou-

maran, vanillin, zingiberene 등을 분리하였다고 보고하여

울금에 coumaran이 함유되어 있음을 확인하였고, Bajpai 등

(36)은 Silene armeria L.로부터 essential oil을 추출하여 그

성분을 분리하였는데 methylamine 21.48%, β-butene

17.97%, α-butene 46.40%, coumaran 0.22%, eugenol 0.21%

등 28종류로 구성되어 있었으며, 이 essential oil을 B. sub-

tilis, L. monocytogenes, S. aureus, Peudomonas aerugi-

nosa, Salmonella Typhimurium, E. coli, E. coli-O157:H,

Enterobacter aerogenes 등 식품부패 미생물을 대상으로



울금으로부터 식품부패미생물에 대한 항균성 물질의 분리 및 동정 1207

Table 4. Antimicrobial activity of the second ethyl acetate fractions from methanol extract of Curcuma longa L. against various
microorganisms

Fraction No.
Conc.
(μg/disc)

Clear zone (mm)

B. subtilis S. aureus L. monocytogens E. coli V. parahaemolyticus

1

250
500
750
1,000

9
11
14
15

－
1)

－
11
12

－
8.5
10
11

－
11
12
13

12
15
16
18

2

250
500
750
1,000

10
12
14
15

10
11
13
14

－
－
9
11

－
10
11
11

11
13
14
15

3

250
500
750
1,000

12
13
14
18

12
15
17
20

－
9
10
12

－
14
14
17

11
12
15
17

4

250
500
750
1,000

10
12
13
14

11
11
12
13

－
－
9
11

－
12
13
14

11
12
13
15

1)
No activity.

Fig. 2. Scan mass spectrum of antimicrobial
compound from Curcuma longa L. in GC/MS.

Fig. 3. 1H NMR spectrum of antimicrobial com-
pound from Curcuma longa L. (CD3OD, 300 MHz).

항균효과를 살펴보았는데 MIC가 125～2,000 μg/mL 수준으

로 항균력을 나타내었다고 보고하였으며, Lim과 Kim(37)도

식품부패미생물을 대상으로 쇠비름의 메탄올 추출물의 항

균활성을 살펴보고 성분분석을 한 결과 furan계에서 2,3-di-

hydrobenzofuran이 분리되었고 추출물의 6.13%정도 함유

하여 항균력에 영향을 주었다고 보고하였다. Morimoto 등

(38)도 Cyperus spp.로부터 coumaran을 분리하여 살충효과

가 있다고 보고하였다.
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Table 5. Effect of antibiotic substances from Curcuma longa L. on the growth of various microorganisms

Sample
Conc.
(μg/disc)

Clear zone (mm)

B. subtilis S. aureus L. monocytogenes E. coli V. parahaemolyticus

2,3-dihydro-
benzofuran

250
500
750
1,000

12
13
15
18

12
16
18
20

10
11
11
12

10
13
14
14

11
12
13
15

요 약

울금 분말을 methanol로 추출하여 여러 용매로 분획하여

식품부패미생물의 증식억제 효과를 검색하고 그 항균성 물

질을 분리하였다. 울금의 ethyl acetate 분획 추출물은 낮은

농도인 1,000 μg/disc의 농도에서 B. subtilis, S. aureus, L.

monocytogenes, E. coli, V. parahaemolyticus에 대하여 8.5

～13 mm의 clear zone을 형성하여 우수한 항균성을 나타내

었다. 울금의 ethyl acetate 추출물을 silica gel column chro-

matography와 TLC로 monitoring 하여 항균성을 실험하였

다. 이 결과 우수한 항균성을 보인 sub fraction을 재차 분리

하여 yellow oil의 항균성물질을 얻었고 이를 GC/MS,
1
H-NMR로 구조 분석한 결과 화학식이 C8H8O이며 분자량

이 120.154의 2,3-dihydrobenzofuran(coumaran)으로 동정

되었다.
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