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Abstract The stabilities of four limonoidal substances including azadirachtin A, azadirachtin B,

deacetylsalannin and salannin were investigated both in controlled aquatic and soil conditions. The half-life of

the total limonoid for neem extracts and its two commercial biopesticides was estimated 86.6-173 days in

water under air, while degradation of the compounds was detected below 10% after eight weeks in

deoxygenated water. The half-life in dry soil was estimated 43.3-57.7 days, and there was a similar degradation

pattern with in aerobic water condition. In case of wet soil condition, the total bacteria of the soils ranged 6-

8 log CFU/g soil for during the experiment, and the half-life of the total limonoid was 6.4-12.3 days. From

the result, the fast limonoid degradation in wet soil environment was the result of both chemical oxidation

and microbial degradation. 
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최근 농업의 환경보존 기능 증대와 농산물 안전성에 대한

불안감 등으로 환경 친화적인 농업을 추구함에 따라 천연물

질을 이용한 다양한 형태의 유기 농자재가 사용되고 있다.

그 중 대표적인 것이 님(Neem) 추출물을 활용한 제품이다.

농업에 이용되는 님의 기본적인 효과는 해충과 선충에 대해

식욕감퇴, 성장 억제, 탈피 저해, 형태형성 저해, 산란관 파

괴, 알의 부화 억제, 호르몬의 균형 파괴 등의 작용으로 해

충의 번식을 억제시키며 500여 종의 세균에 살균효과가 있

는 것으로 알려져 있다(Ascher, 1993; Boeke 등, 2004). 이

에 따라 님 추출물은 중요한 유기농업 자재 원료로 사용되

고 있으며, 우리나라에서도 유기농업에 사용 가능한 재료로

공시되어 있다(유기농업자재 공시 및 품질인증기준-시행

2013.6.18.). 님나무는 인도, 방글라데시, 미얀마가 원산지로

열매, 잎, 껍질 등 모든 부위를 사용하며 농자재로 많이 사

용되는 오일은 열매에서 얻는다. 주요 성분으로는 azadira-

chtin A, azadirachtin B, salannin, deacetylsalannin 등

limonoid 계열에 속하는 triterpenoid화합물이 알려져 있다

(Johnson and Morgan, 1997). 님 오일의 품질은 주요 유효

성분인 azadirachtin의 함량으로 결정되고, 씨앗의 품질과 추

출물 생산방식에 따라 주요 성분 함량이 300 mg/kg에서

4,000 mg/kg 이상으로 다양하다(Kumar and Parmar, 1996;

Melwita and Ju, 2010). 또한, 님 추출물 중 병해충 방제 효

능과 직접적 관련이 있는 것으로 알려진 limonoid계 성분을

활용한 유기농자재의 품질관리 기법에 관한 연구를 위해

Lee 등(2013)은 유통 중인 유기농자재의 azadirachtins 유효

성분 함량에 관한 조사연구를 실시하였고, Feng 등(2012)

여러 연구자들은 님 추출물 중 azadirachtins의 광, pH, 온도

등 환경요인에 의한 안정성 연구결과를 보고하였다(da

Costa 등 2014, Barrek등 2003, Caboni 등 2009). 하지만,
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화학농약과 달리 유기농자재로 활용되는 추출물은 대부분

유효성분의 안정성 평가연구 없이 농업현장에서 산발적으로

사용되고 있으며, 이러한 이유로 병해충 방재를 위한 적절

한 처방기술의 연구가 이루어지지 못하고 있다. 따라서, 본

연구에서는 님 추출물 및 이를 주원료로 하는 유기농자재의

수계 및 토양 노출에 관한 안정성 평가연구를 통하여, 유효

성분으로 알려진 limonoid계 4성분(azadirachtin A, azadira-

chtin B, deacetylsalannin과 salannin)의 안정성을 평가하였

으며, 이러한 결과가 님 추출물 및 이를 활용한 유기농자재

의 약제처방 기술 개발에 기여 할 수 있도록 본 연구결과를

보고하고자 한다. 

재료 및 방법

시약 및 표준품

정제에 사용한 Oasis HLB (60 mg)는 Waters사(Milford,

MA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 분석대상으로 사용한

표준물질인 azadirachtins 4종(azadirachtin A, azadirachtin

B, deacetylsalannin, salannin)은 ChromaDex사(Irvine, CA,

USA)의 제품을 사용하였다. Methanol, acetonitril은 TEDIA

사(Fairfield, OH, USA)의 HPLC등급 시약을 사용하였으며,

formic acid (Sigma-aldrich, MO, USA)와 peptone (Oxoid

Ltd., England)은 reagent급을 사용하였다. 표준품의 stock

solution은 1,000 mg/L 농도로 methanol에 녹여 조제하고

-20oC 냉동고에 보관하면서 필요시 적정 농도로 희석하여

검량선 작성에 사용하였다. reagent급의 염화나트륨 및 무수

황산나트륨은 Merck사 제품을 사용하였다. 

시료

안정성 평가 시험에는 인도산 님 추출물(고려바이오(수입),

한국)과 Biopesticide A (그린바이오텍, 한국), Biopesticide

B (누보, 한국) 등 4종의 유기농자재를 사용하였으며, 2012

년도에 생산된 제품을 구입하여 사용하였다. 이들의 총

limonoid 함량(azadirachtin A, azadirachtin B, deacetyl-

salannin, salannin의 총량)은 각각 3,471 mg/L, 8,021 mg/L

와 3,328 mg/L이었다. 특히 추출물과 Biopesticide A, Bio-

pesticide B의 총 limonoid 구성 성분들 중 주성분 함량비율

은 각각 deacetylsalannin 95.3%, deacetylsalannin 83.9%,

azadirachtin A 53.3%로 확인되었다. 

수용액 중 안정성 평가

님 추출물 및 이를 주성분으로 하는 유기농자재 2종에 대

하여 수용액 중 유효성분 4종의 안정성을 평가하였다. 탈산

소 조건의 안정성평가는 증류수 19 mL를 갈색유리병에 넣

고, 질소를 1시간 동안 폭기하여 산소를 제거하였다. 이후

질소가 흐르는 상태에서 1 mL 시료를 넣은 뒤 밀폐하고,

150 rpm에서 교반하였다. 호기조건의 안정성평가 시험은 19

mL 증류수와 1 mL 시료를 섞은 갈색유리병에 폭기 장치를

설치하고 200 mL/min의 유속으로 공기를 주입하면서 진행

하였다. 이후 8주간 7일 간격으로 시료를 채취하여 유효성

분 4종을 분석하여 분해율을 조사하였다.

토양 중 안정성 평가

님 추출물 및 이를 주성분으로 하는 유기농자재 2종을 이

용하여 유효성분 4종의 토양 중 안정성을 평가하였다. 토양

시료는 사양토를 그늘에서 건조시킨 후 2 mm 체로 쳐서 시

험 전까지 냉암소에 보관하였다. 1 mL의 님 추출물과 유기

농자재 시료를 휘발성이 높은 10 mL acetone에 희석하여

미리 준비한 20 g의 건조토양에 분무하고, 1시간 동안 교반

기로 섞어 주었다. 토양을 10 mm 이하의 두께로 넓게 펼친

후 실온의 암조건에서 안정성 평가를 실시하였다. 또한, 함

수토양에 대한 안전성평가 시험은 멸균되지 않은 20 g의 건

조토양에 위와 동일한 방법으로 분무처리하고, 토양수분이

포장용수량의 60%가 되도록 증류수를 골고루 섞어주며 넣

은 뒤, 72시간 동안 격렬하게 진탕하였다. 이후 실온의 암조

건에서 덮개를 덮고 보관하며 7일 간격으로 유효성분 4종의

함량을 분석하여 안정성 평가를 진행하였다.

유효성분 정량분석

님 추출물의 주요 유효성분인 azadirachtin A, azadirachtin

B, deacetylsalannin, salannin 4종의 분석은 Lee et al.

(2013)이 수행한 방법으로 실시하였다. 수중 안정성 평가를

위한 수용액시료는 1 mL 시료를 50 mL의 증류수로 희석하

고, 3 mL의 포화 식염수를 첨가한 후 20 mL의 dichloro-

methane으로 3회 분액하고, 유기용매층을 회수하여 감압 농

축하였다. 토양 중 안정성 평가를 위한 시료는 20 g 토양 시

료에 20 mL acetonitrile 을 넣어 2시간 동안 진탕 추출하고,

3000 rpm에서 10분간 원심 분리한 뒤, 상등액 10 mL를 취

하였다. 이후 10 mL acetonitrile을 추가하여 3회 반복 추출

하고, 상등액을 모두 모아 감압 농축하였다. 농축된 시료는

0.5 mL methanol에 재용해한 후 9.5 mL의 증류수를 넣고, 2

mL를 취하여 증류수로 미리 conditioning 된 60 mg HLB

카트리지에 loading 하였다. 먼저, 2 mL 5% (v/v) methanol

수용액으로 카트리지를 세척한 뒤, 5 mL methanol을 카트

리지에 용출하여 정제물을 획득하고, 이를 농축한 후 2 mL

methanol에 재용해하여 기기분석을 실시하였다. 기기분석용

시료는 Lee et al. (2013)의 조건과 동일하게 BEH-Phenyl

칼럼(1.7 µm, 3 mm × 100 mm; Waters, Dublin, Ireland)이

장착된 UPLC장비에서, 0.5 min/mL 유속과 40oC 칼럼온도

를 유지하면서 이동상으로 0.5% formic acid 수용액과

100% acetonitrile을 gradient 조건으로 사용하여 정량 분석

을 실시하였다. 



158 김진효·정두연·진초롱·김원일·임성진·최근형·박병준

토양 중 총 세균수 변화

토양 중 총 세균수는 Kim et al. (2013)의 방법을 토대로

다음과 같이 변형하여 수행하였다. 1 g 토양을 멸균증류수

에 녹인 9.0 mL 0.1% peptone에 넣고 vortexing하여, 추출

용액을 제조하였다. 추출용액은 10배씩 순차희석하고, 희석

용액은 일반세균용 petrifilm (3MTM, Minnesota, USA)에 1

mL씩 접종하였다. 접종이 완료된 petrifilm은 30oC에서 2일

간 배양 후 총세균수를 측정하였다. 

결과 및 고찰

Limonoids 성분의 수중 안정성

혐기조건에서의 안정성 시험은 12주간 7일 간격으로

limonoid 4성분의 분해율을 조사하였으며, 그 결과 전체 시

험기간 동안 분해율이 10% 미만으로 확인되어, 산소가 없

는 수용액 조건에서 limonoid계 유효물질이 매우 안정적임

을 확인할 수 있었다. 반면, 공기를 폭기한 호기조건에서는

12주간 분해율을 조사한 결과 추출물은 51.0 ± 7.6%로 관찰

되었으며, 제품 2종의 경우 평균 27.6 ± 10.6%의 분해율이

관찰되었다(Fig. 1). 따라서, limonoid계 유효성분의 주요 화

학적 분해경로는 산소접촉에 의한 산화반응일 것으로 기대

된다. 유효성분 반감기는 1st order equation을 이용하여 산

출하였으며, 호기조건의 총 limonoid 반감기는 님 추출물

원액의 경우 86.6일(k = 0.008), 제품의 경우 최대 173일(k =

0.004)로 확인되었다. 또한, 추출물 및 제품의 주요 limonoid

성분에 따른 반감기 차이는 크게 나타나지 않았으나, 유기

농자재 제품의 반감기가 추출물 원액보다 길게 나타났고,

이는 Johnson과 Dureja (2002)의 주장과 같이 제품에 사용

된 계면활성제 등 여러 보조성분 및 안정제 성분의 영향으

로 추정된다. 

Limonoids 성분의 토양 중 안정성

토양노출에 의한 limonoid계 물질 4종의 안정성 평가는

건조토양과 60% 함수 토양에서 각각 진행하였다. 건조토양

에서 7주간 진행된 안정성 시험결과, 님추출물 원액은 총

limonoid 함량대비 분해율이 56.2 ± 8.5%로 관찰되었으며,

님 추출물을 원료로 한 제품 2종의 평균 분해율은 50.7 ±

9.3%로 관찰되어 님 추출물 원액과 이를 활용한 유기농자재

제품간의 안정성은 유의적인 차이가 없는 것으로 확인되었

다(Fig. 2). 또한, 유효물질인 총 limonoid 분해 반감기가 추

출물과 제품에서 46.9-52.5일(k = 0.012-0.016)로 확인되어,

수중 호기조건의 분해율보다 약 2배 가량 높은 것으로 확인

되었다. 이는 유효물질이 수중에 있을 때 보다 토양 입자 표

면에 넓게 분포함으로서, 유효물질의 산소 노출빈도 증가에

따른 산화 분해율 증가와 관련이 깊은 것으로 판단된다. 

함수토양에서 진행된 총 limonoid 안정성 시험결과, 님

추출물 및 이를 활용한 유기농자재에서 모두 유효성분의 분

해율이 매우 빠르게 관찰되었으며, 2주 후 60% 이상 토양

에서 분해된 것으로 확인되었고, 함수토양내 총 limonoid

반감기는 6.4-12.3일(k = 0.056-0.107)로 확인되었다. 또한,

님 추출물과 이를 주성분으로 활용한 유기농자재간 limonoid

성분의 분해양상은 큰 차이를 나타내지 않았으나, 분해 반

감기는 최대 약 2배 가량 차이가 나타났다(Fig. 3). 본 연구

에서는 함수 토양내 총 limonoid 안정성에 영향을 미치는

요인으로 토양 미생물의 생물학적 분해를 우선적으로 고려

하여, 시험 토양 내 총 세균수 변화를 관찰하였다. 모든 시

험 토양에서 시험기간 동안 6.0 log CFU/g soil 이상의 일반

세균수가 유지되는 것을 확인하였으며, 이는 님 추출물 및

시험에 사용된 유기농자재에 의해 토양세균 생장이 방해 받

지 않은 것으로 판단된다. Biopesticide B 처리구에서는 2

주정도의 lag period 후 총 세균수 증가가 확인되었으며, 총

세균수 증가와 유효성분 분해율 간 높은 상관성(r2= 0.8238)

이 확인되었고(Fig. 4), 이에 따른 반감기도 6.4일로 가장 짧

게 나타났다. 이러한 결과는 Stark와 Walter (1995)의 연구

Fig. 1. Temporal changes of total limonoid content ( ◆ for Bio-

pesticide A, ■ for Biopesticide B, and ▲ for neem oil) in
water under air.

Fig. 2. Temporal changes of total limonoid content (◆ for Bio-

pesticide A, ■ for Biopesticide B, and ▲ for neem oil) in dry
soil.
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결과와 같이 토양 미생물의 활동이, 산소에 의한 화학적 산

화작용과 더불어 limonoid 성분 분해 감소의 주요 요인으로

작용한 것으로 판단된다. 또한, 주요 유효성분이 서로 다른

biopesticide A와 B 간에 분해율이 유사하게 관찰됨에 따라

수계 및 토양 중 limonoids 성분별 안정성 차이는 크지 않은

것으로 판단된다.

결 론

님 추출물의 유효성분인 limonoid계 물질의 안정성 평가

는 지금까지 azadirachtin A와 azadirachtin B를 중심으로

연구되었으며, azadirachtins의 광노출 반감기는 약 40일, 수

중 40oC 노출시 약 14일로 알려져 있다(Barrek 등 2004).

본 연구는 이러한 연구결과를 토대로, 농용수 및 농경지 토

양에서의 님 추출물 및 이를 주성분으로 하는 유기농자재를

대상으로 농업환경에서의 유효성분 안정성에 대한 평가를

진행하였다. 그 결과 탈산소 수용액 조건에서 limonoid계 4

성분의 분해는 매우 느리게 진행됨을 확인할 수 있었고(반

감기 210일 이상), 호기 수용액 조건에서는 혐기조건과 달

리 분해가 빠르게 진행됨을 확인할 수 있었다(반감기 98-

168일). 또한, 건조토양 중 유효성분 반감기는 46.9-52.5일

로 수중 조건보다 분해가 빨리 진행됨을 확인하였고, 이는

산소에 의한 화학적 산화반응이 유효물질을 분해시키는 주

요 경로인 것으로 판단되었다. 함수토양에서 진행된 안정성

시험결과, limonoid계 유효성분의 반감기가 6.4-12.3일로 수

중 및 건조토양 조건에 비해 짧음을 확인하였고, 이러한 시

험결과는 화학적 분해대사와 생물학적 분해대사가 동시에

진행되었기 때문으로 판단된다. 이를 통해 볼 때, 농업현장

에서의 limonoid계 유효물질 반감기는 광분해, 화학적 산화,

토양 미생물대사 및 환경생물 등의 작용으로 인해 본 연구

에서 도출한 결과보다 더 짧을 것으로 예상되며, 님 추출물

및 이를 활용한 유기농자재는 토양 병해충 방제보다 작물

지상부 병해충 방제에 보다 적합한 것으로 판단된다. 
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요 약 본 연구에서는 님 추출물 및 이를 주성분으로 하는 유기농자재의 limonoid계 주요 4성분인 azadirachtin A,

azadirachtin B, deacetylsalannin, salannin에 대해 수중 및 토양 노출 안정성을 평가하였다. 님 추출물을 대상으로 한

시험에서 limonoid계 유효성분의 수중 안정성 평가 결과 탈산소 조건에서 반감기는 210일 이상으로 매우 안정적이

었으며, 호기조건의 반감기는 86.6일로 관찰되었다. 이러한 현상은 유기농자재 제품에서도 동일하게 나타났으며, 제

품의 경우 반감기가 최대 173일로 관찰되어 추출물 원액보다 안정성이 높음을 확인할 수 있었다. 또한, 님 추출물 및

제품을 대상으로 유효성분의 토양노출 안정성을 평가한 결과, 건조토양의 경우 추출물 원액과 유기농자재 제품의 차

이가 크지 않았으며, 이때 유효성분의 반감기는 43.3-57.7일로 수중 호기조건 노출보다 분해가 약 2배 가량 빨리 진

행됨을 확인하였다. 함수토양의 경우 총 limonoid 반감기는 6.4-12.3일로 본 연구에서 설정한 조건 중 분해 반감기가

가장 짧은 것으로 확인되었다. 또한, 함수토양 내 총 세균수는 6.0 log CFU/g soil 이상에서 유지됨을 확인하였으며,

이러한 결과로 볼 때 함수토양에서의 limonoid 성분 분해는 화학적 산화와 미생물 분해가 동시에 진행되는 것으로

판단되었다.

색인어 님추출물, 유기농자재, 리모노미드, 환경노출, 안정성
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