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Abstract

Inanefforttodiscoveranalternativetherapeuticagentagainstmethicillin

resistance Staphylococcus aureus (MRSA),severalmedicinalplants were

evaluatedforitsantibacterialactivityagainstMRSA.A methanolextractof

Hoveniadulcisseedexhibited significantantibacterialactivity againstMRSA.To

perform more detailed investigation on antibacterialactivity,the methanol

extractofHoveniadulcisseedwasfurtherfractionatedwithorganicsolventssuch

asn-hexane,dichloromethane,ethylacetate,andn-butanol.Amongthem,the

ethylacetate fraction showed the highestantibacterialactivity againstS.

aureusandMRSA strainswithminimum inhibitoryconcentration(MIC)from

512to1,024μg/mL.Then-hexanefractionsalsoexhibitedantibacterialactivity

against MRSA strains,eventhoughtheactivitywaslessthanthatofethyl

acetate fraction.No antibacterial activity against MRSA,however,was

observed in butanoland water fraction.The ethylacetate fraction also

exhibited the antibacterialactivity againstotherbacterialstrains including

gram-negativefoodpathogenicbacteria.Contentofphenoliccompoundswas

the lowestin the ethylacetate fraction compared thatofotherfraction,
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suggestingthattheanti-MRSA activityofH.dulcisseedwouldoriginatedfrom

non-phenoliccompoundsintheethylacetatefraction.However,theanti-MRSA

activity in the hexane fraction would mainly resulted from the phenolic

compoundssincethecontentwasthehighestinthatfraction.
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서 론

한약재는 한국 등 동남아시아에서 수백년동안 민간요법으로서 알레르기,

신진대사장애,습진,천식등 건강관리에 이용되어져 왔다.헛개나무

(Hoveniadulcis)는 갈매나무과의 교목으로 높이는 10-17m정도이며,열매

는 갈색을 띄고 있다.열매의 모양은 닭의 발톱모양으로서 지름 8㎜정도

이다.헛개나무는 지구자나무 및 괴자라고도 한다.열매와 줄기는 단맛과

은은한 향을 내어 식용,과주으로 사용되어 맛을 돋구고,약용으로는 주독

을 제거하는데 사용되어 왔다.술을 썩히는 작용이 있다고 본초강목에 기

록되어져 있으며,생즙은 술독을 풀고 구역질을 멎게 한다고 하였다.이는

헛개나무 열매의 알코올 분해능과 간 해독 작용이 과음시 부작용으로 나타

나는 황달,지방간,간경화증,위장병 및 대장염등의 간기능보호에 효능이

뛰어난 것과 일치한다(Kim,1996;Haseetal.,1997).전통적으로 종자는 주

정중독,소변불리,구통에 좋고 과경은 건위,자양보혈에 효과가 있다고 전

해진다.최근에는 헛개나무의 열매에서 분리한(+)-dihydromyricetin이 알코

올분해 및 간기능회복에 효과가 있다는 보고가 있다(Ko,2006).또한 헛개나

무열매 열수 추출물에서 분리한 3-methyl-4-hydroxybenzoic acid와

3-methyl-4-hydroxycinnamicacid는 항산화 및 항균작용을 나타낸다고 보

고되고 있으며 헛개나무열매 추출물에서 분리한 hovenodulinol은 쥐의 알

코올분해에 효과가 있음을 보고하였다(Maetal.,2006).

전염병은 지난 60년동안 새로운 항생제의 개발로 계속해서 감소해왔다.

그러나,2차 세계대전 동안 항생제를 사용해 온 이후로 penicillin의 부적절

한 사용은 내성균주의 출현을 야기시켰다(Alani,2005;Levyetal.,2002).

Penicillin-binding protein (PBP2a)을 만들어내는 mecA gene을
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Staphylococcus.aureus들이 획득하게 되면서 methicillin과 모든 β-lactams

(third-generationcephalosporins,cefamycins,andcarbapenems)에 내성을 가지

게 되는 methicillin resistanat S.aureus(MRSA)로 진화하게 되었다

(Foster.2004).MRSA는 vancomycin teicoplanin을 제외한 모든 대부분의

항생제에 내성을 가지는 다중약재내성을 가지고 있기 때문에 임상에서 가

장 중요시 여기는 세균이다 (LowryF.D.1998).비록 vancomycin내성

포도상구균이 여러나라에서 보고되고 있음에도 불구하고 vancomycin은

MRSA에 의해 생기는 질병치료에 사용되어져 왔고,그결과 최후의 항생제

라고 이야기되고 있는 vancomycin에 내성을 가지게 된 vancomycin

sensitiveS.aureus(VSSA)또는 vancomycinresistantS.aureus(VRSA)

의 출현이 여러나라에서 보고되고 있다.

따라서,MRSA에 대하여 새로운 대체 치료제가 필요하므로 본 연구에서

는 헛개나무열매 추출물의 MRSA에 대한 항균성에 대하여 조사하였고,세

부적으로 헛개나무열매 분획물이 갖는 MRSA에 대한 항균 특성에 대하여

연구하였다.
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재료 및 방법

1.재료

본 실험에 사용한 건조된 헛개나무(Hoveniadulcis)열매는 2008년도 수확된

것으로 부산 서면 부전시장에서 구입하였다.

2.사용균주

항균력 측정에 사용한 균주는 항생제에 내성이 없는 S.aureus(KCTC

1927),두 종의 MRSA (KCCM 40510andKCCM 40511),동아대 병원에

서 분리한 7종의 MRSA,Bacillussubtilis(KCTC1028),Escherichiacoli

(KCTC 1682),Pseudomonas aeruginosa (KCTC 1637),Salmonella

typhimurium (KCTC1925),Vibrioparahaemolyticus(KCTC2729),그리

고 Klebsiellapneumoniae(KCTC2242)을 사용하였다.시험에 사용된 표

준균주는 각각 KCTC (Korean Collection forTypeCultures;Daejeon,

Korea)와 KCCM (Korea Culture Center of Microorganisms;Seoul,

Korea)에서 분양받았으며 임상분리주는 동아대학교 의과대학에서 분양받

아 사용하였다.모든 균주의 성장배지는 MuellerHinton broth (MHB,

Difco,USA)를 사용하여 37℃ 배양하였으며 disc diffusion assay에는

MuellerHintonagar(MHA,Difco,USA)를 사용하였다.

3.시약



- 4 -

분광분석에 사용된 시약은 Folin-Ciocalteaureagent,sodium carbonate,

gallic acid,sodium nitrate, aluminum chloride, potassium acetate,

quercetin,hydrochlorideacid,vanillin,catechin는 Sigmachemical(St.

Louis,MO,USA)사의 제품을 사용하였다.

Dimethylsulfoxide는 Sigmachemical(St.Louis,MO,USA)사의 제품

을,paperdisc는 Whatman(England)사의 제품을 사용하였다.이 이외의

기타시약 및 용매류는 국내외의 일급 및 특급을 사용하였다.

4.헛개나무 열매 추출물의 제조 및 분리

건조된 헛개나무열매를 믹서기 (HMF-1000A,HanilElectronics,Korea)

로 미세하게 분쇄하였다.헛개나무 열매분말 1㎏에 95% methanol10L을

가하여 70℃에서 3시간동안 추출 및 여과를 3회 반복하여 Whatman여과

지 No. 5A로 감압여과하였다. 여과액은 40℃에서 rotary vacuum

evaporator (Eyela,Japan)로 감압농축하였다.

시료의 항균성 분획을 얻기 위해 용매극성에 따라 순차용매분획을 실시

하였다.감압농축하여 얻은 메탄올 추출물 (446.90g)에 증류수를 넣어 2L

로 하고,동량의 n-hexane2L를 가하여 n-hexane과 H2O 층으로 분리하

였으며 이 과정을 3회 반복하였다.분리된 H2O층을 dichloromethane2L,

ethylacetate2L와 n-butanol순으로 n-hexane으로 동일하게 용매 분획

하였다.충분히 두 용액을 섞은 후에 각 용액층이 분리가 되면 물층을 제

거한 후,다른 2L의 n-hexane을 다시 가하여 흔들 후 안정화시킨 후 다

시 물을 제거하였다.이 과정을 3번 반복하였다.이렇게 해서 모아진

n-hexane는 rotaryevaporator를 이용하여 감압농축하였다 다른 유기 용
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매들도 극성에 순서에 따라 분획하였으며,위에 서술한 것처럼 감압농축하

였다.추출방법과 용매분획은 Fig.1에 나타내었다.최종적으로 n-hexane,

dichloromethane,ethylacetate,n-buthanol,그리고 water획분을 얻었다.

추출물의 농도는 다음 실험을 위해 dimethylsulfoxide에 녹여서 200㎎

/mL로 맞추어 두었다.

5.Polyphenol화합물 정량

헛개나무열매 추출물의 용매분획물의 polyphenol화합물 함량은 gallic

acid를 표준용액으로 사용하는 수정된 Folin-Ciocalteu방법 (Watermanet

al.,1994;Kim etal.,2006)으로 정량하였다.시료는 spectrophotometer의

측정가능한 범위에서 희석해서 사용되었다.0.1mL로 미리 소량으로 분주

된 시료는 0.5mL의 1N Folin-Ciocalteu시약과 함께 eppendorftube에

서 혼합되었다.혼합물은 0.4mL의 20% Na2CO3을 첨가한 후 3분 동안

정치시켰다.시표들은 45분 실온 암실에서 반응시킨 후 1600×g로 8분

간 원심분리시켰다. 상층액의 흡광도는 GENios® microplate reader

(TecanAustriaGmbH,Austria)를 이용하여 765㎚에서 측정하였다.

총 gallicacid함량은 농도별로 표시된 검량곡선을 작성하여 계산하였고,

분획추출물의 총 phenol함량의 농도는 검량선의 선형방정식을 사용하여

계산하였다.Y는 흡광도이고 X는 100g건식중량에 대한 ㎎ gallicacid

(GAE)/g함량이다.이 방정식은 Y =0.3137X 이고,회귀계수는 0.9884이

다.

6.Flavonoid화합물 정량
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Fig.1.Schemeofextractionandliquid-liquidsolventfraction.

Thepowderedsample(1㎏)wasextractedatthreetimeswith1Lof

methanol at70℃ for3hrandfiltered.Thecombinedfiltratewas

concentrated by rotary evaporation at40℃.A liquid–liquid solvent

fractionationwasperformedaccordingtorelativepolarity.
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각 분리단계별로 얻어진 용매분획추출물에 대한 총 플라보노이드 화합물

의 함량은 수정된 비색방법 (Changetal.,2002;Woiskyetal.,1998;

Pham etal.,2008)를 이용하여 측정하였다.각 분획추출물의 0.1mL를

95% ethanol로 적절한 농도로 희석시킨 후,0.02mL의 10% aluminum

chloride,0.02mL의 1M potassium acetate,그리고 0.56mL의 증류수를

차례로 혼합하였다.30분간 실온에서 반응시킨 후 microplate reader

(GENios
®
,TecanAustriaGmbH,Austria)로 415㎚에서 반응물의 상층액

으로 흡광도를 측정하였다.총 flavonoid함량은 농도별로 표시된 검량곡선

을 작성하여 계산하였다.분획추출물의 총 flavonoid함량은 분획추출물의

대신 증류수 0.1mL를 가한 것의 흡광도를 뺀 흡광도 차를 이용하여 검량

선을 이용한 선형방정식에 의해 산출되었다.표준용액은 rutin(Sigmaco.,

USA)을 사용하여 flavonoid함량을 정량하였으며 100g건식중량에 대한

mgrutin(RE)/g로 나타내었다.이 방정식은 Y=0.1628X과 같고 회귀계

수는 0.9924이다.

7.Proanthocyanidin정량

Proanthocyanidin의 농도측정은 다음과 같은 방법에 따른다.(Sunetal.,

1998).0.1mL의 추출용액은 0.6mL의 4% vanillin–methanol용액과 0.3

mL의 hydrochloricacid를 혼합한다.반응물은 15분간 반응시킨다.그리고,

500㎚에서 흡광도를 측정한다.proanthocyanidin의 농도측정은 표시된 검

량곡선을 작성하여 계산하였다.분획추출물의 총 proanthocynidins함량은

분획추출물의 대신 증류수 0.1mL를 가한 것의 흡광도를 뺀 흡광도 차를

이용하여 검량선을 이용한 선형방정식에 의해 산출되었다.Y는 흡광도이고

X는 100g건식중량에 대한 ㎎ catechin(CE)/g으로 총 proanthocyanidin
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Concentration of rutin (mg/g)
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함량이다.이 방정식은 Y =0.0621X +0.1203이고 회귀계수는 0.9986이

다.

8.항균활성 측정

항균성실험은 증식 억제 효과로 측정하였다.실험균주는 미생물농도가

McFarlandstandardturbidity0.5에 도달할 때까지 37℃에서 MHB에 배양

하였다.

균배양액 1mL을 희석하여 약 10
-3
CFU/mL을 포함하고 있는 세균부유

액을 MHA 평판위에 분주하고 각각의 농축물을 10㎎의 농도로 paper

disc(직경 8㎜)에 분주한다.dryoven에서 충분히 건조시킨 후 plate의

agar표면에 올려놓는다.37℃에서 24시간 배양시킨 후,억제환의 지름을

측정하였다.

9.최소저해농도 측정

각 추출물과 vancomycin 의 최소저해농도(minimum inhibitory

concentration)는 각 추출물과 vancomycin을 1,240㎕/mL에서 1㎕/mL까

지 연속적으로 NationalCommitteeforClinicalLaboratoryStandards

(NCCLS,2002)에서 언급한 2folddilutionmethod로 MHB에 첨가하였다.

실험균주를 McFarland0.5가 되도록 맞추고,이 균의 부유액 0.1mL를 접

종하여 총 volume이 1mL가 되도록 하였다.MRSA의 성장 대조군으로

항균물질이 들어있지 않은 동량의 MuellerHintonbroth에 접종하였다.접

종 후,각각의 배지를 37℃에서 24시간 배양하여,균의 성장이 억제된 최소

농도를 각각의 균주에 대한 최소억제농도로 결정하였다.실험은 이 반복으
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로 실험하였다.

10.통계 처리

모든 실험결과는 StatisticalAnalysisSystem (SAS)를 이용하여 평균±

표준평차로 표시하였다.각 시료군에 대한 유의차 검정을 분산분석을 한

후 p=0.05수준에서 Student'st-test에 따라 분석하였다.
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결과 및 고찰

1.MRSA에 대한 헛개나무 열매추출물의 항균 활성

1.1.헛개나무열매 추출물의 항균활성

한약재를 포함한 다양한 식물자원으로부터 최근 문제시 되고 있는

MRSA의 생육을 저해할 수 있는 후보물질의 검색을 시도하였다.이러한

노력의 시도로 여러 식물들의 methanol추출물을 이용하여 diskdiffusion

assay로 MRSA에 대한 항균활성을 조사하였다.

Table1에 나타난 것처럼 헛개나무열매의 methanol추출액에서 MRSA에

대한 강한 항균활성이 관찰되었다.헛개나무열매 추출물의 경우 S.aureus

과 MRSA 균들 양쪽에 항균활성이 있는 것을 보여주고 있는 것으로 보

아 헛개나무열매가 약재내성인 MRSA에 대해 항균물질을 가지고 있음을

알 수 있다.또한,비교대상을 사용된 식중독 세균인 S.aureus에 대해서도

비슷한 항균력을 가지고 있음을 보여준다.이는 원내감염 등으로 인하여

많은 문제가 되고 있는 약제내성균의 피해를 줄일 수 있는 구체적인 방법

을 제시해 줄 수 있는 기초 실험결과라 할 수 있다.

이를 바탕으로 좀 더 자세한 항균력을 조사하고자 유기용매의 극성에 따

라 용매분획을 실시하였다.그 결과,Table2에 나타난 것처럼 나타난 것

처럼 ethylacetate분획이 가장 높은 항균력을 보여주고 있으며,hexane

분획과 dichloromethane 획분이 그 뒤를 따르고 있다.butanol획분과

water획분은 아무런 항균력도 관찰되지 않았다.

Table2에처럼 가장 높은 항균력을 보여주고 있는 ethylacetate획분의
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Table 1.Antibacterialactivity ofmethanolextractof various plants againstStap

aureusandmethicillinresistantS.aureus(MRSA)

Medicinal

plants

and

seaweeds

tested

Zoneofinhibition(㎜)

S.aureus

(KCTC

1927)

MRSA

(KCCM

40510)

MRSA

(KCCM

40511)

MRSA

(DH

70503)

MRSA

(DH

70504)

MRSA

(DH

70505)

MRSA

(DH

70506)

MRSA

(DH

70508)

MR

(D

705

Laminaria

japonica
- - - - - - - - -

Undaria

pinnatifida
- - - - - - 13.5 - 13.

Angelica

gigas
- - - - - - - - 9.5

Citrus

nobilis
- - - - - - - -

Hovenia

dulcis
13.5 13.5 13.0 12.5 13.0 13.0 14.0 11.5 14.

Cartbamus

tinctorius
- - - - - - - - 12.

Cnidium

officinale
- - - - - - - - -

10㎎ ofmethanolextractfrom varioussampleswasloadedontoadisk(8㎜ indiameter).Dataaretheavera

experiments.-,nodetectedantibacterialactivity.
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Table2.Antibacterialactivity ofdifferentsolventfractionsofHoveniadulcisseed meth

againstStaphylococcusaureusandmethicillinresistantS.aureus(MRSA)strains

Profile

of

solvent

extract

Zoneofinhibition(㎜)

S.aureus

(KCTC

1927)

MRSA

(KCCM

40510)

MRSA

(KCCM

40511)

MRSA

(DH

70503)

MRSA

(DH

70504)

MRSA

(DH

70505)

MRSA

(DH

70506)

MRSA

(DH

70508)

MRS

(DH

70510

Hexane

fraction
15.0 15.0 14.5 13.0 13.0 14.5 14.5 13.0 12.0

CH2Cl2

fraction
11.0 11.0 11.0 - - - - - -

Ethyl

acetate

fraction

17.5 17.0 17.5 15.0 16.0 17.0 16.0 15.5 18.0

Buthanol

fraction
- - - - - - - - -

Water

fraction
- - - - - - - - -

SolventfractionswereobtainasdescribedinmaterialsandMethods.10㎎ ofeachsamplewasloadedonto

diameter).Dataaretheaveragesofduplicateexperiments.-,nodetectedantibacterialactivity.



- 16 -

경우 고농도인 10㎎/disk에서 S.aureus,MRSA 에 대해 각각 15.0㎜,18.0

㎜로 우수한 항균력을 보였다.이는 병원에서 사용하는 의료기구 및 의료종사

자의 손 등을 소독할 수 있는 소독제의 개발등의 가능성을 시사할 수 있다.

식습관의 변화로 인한 가공식품 섭취의 증가와 급식 및 외식의 증가로 인한

식중독이 증가하고 있는 실정에서 식품을 매개로 하여 발병하는 질병원인균에

대해서도 Table3와 같이 항균활성을 확인하였다.S.aureus,MRSA 에 대한

항균활성보다 약하지만,Styphimurium,V.parahaemolyticus,P.aeruginosa에도

각각 10.5㎜,18.5㎜,12.0㎜로 효과가 있는 것으로 확인되었다.

1.2.MRSA에 대한 헛개나무열매 추출물의 MIC해석

위에서 서술한 바와 같이 ethylacetate분획이 diskdiffusionassay에서

MRSA에 대해 가장 강한 항균력을 보여주었다.농가진,피부감염증,식중독,

폐렴,결핵,패혈증,뇌수막염 등의 광범위한 감염질환의 원인균으 로써 관련

있는 MRSA에 대해 항균력이 있는 ethylacetate획분과 hexane획분의 항

균력을 양적으로 측정하고자,two-foldserialdilution방법에 따라 MIC값을

측정하였다.MRSA균들에 대한 ethylacetate분획의 MIC값은 512-1,024㎍

/mL로 Table4에 자세하게 나타내었다.

Penicillin은 세포벽을 약하게 하여 세균으로 하여금 용균시키는 것으로 알

려져 있고,세포벽합성을 저해하는 것으로 알려있는 vancomycin이(Barnaand

Williams,1984)gram-negative균들에게는 효과가 없는 것을 알 수 있다.

반면,헛개나무열매 methanol추출물과 용매분획들이 MRSA를 포함하는

gram-positive와 gram-negative균들에 대해 항균력을 보여주는 것을 보여줌

으로써 약재내성의 메카니즘이 다르다는 것을 보여준다.
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Table3.Antibacterialactivity ofdifferentsolventfractionsofHoveniadulcisseedmethanolext

severalbacterialstrains

Profileof

solvent

extract

Zoneofinhibition(㎜)

Bacillus
subtilis

(KCTC1028)

E.coli
(KCTC1682)

Pseudomonas
aeruginosa
(KCTC1637)

Salmonella
typhimurium
(KCTC1925)

Vibrio
parahaemolyticus
(KCTC2729)

p
(

Hexane

fraction
9.5 - - - -

CH2Cl2

fraction
- - 12.0 - 13.0

Ethyl

acetate

fraction

14.5 - - 10.5 18.5

Buthanol

fraction
- - - - -

Water

fraction
- - - - -

SolventfractionswereobtainasdescribedinmaterialsandMethods.10㎎ ofeachsamplewasloadedonto

diameter).Dataaretheaveragesofduplicateexperiments.-,nodetectedantibacterialactivity.
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Strains

MICa(㎍/mL)

Hexane

fraction

Ethylacetate

fraction
Vancomycin

Staphylococcusaureus

(KCTC1927)
512 512 0.5

MRSA
b
(KCCM40510) <1,024 512 2.0

MRSA (KCCM40511) 1,024 512 2.0

MRSA (DH 70503) <1,024 <1,024 2.0

MRSA (DH 70504) <1,024 1,024 2.0

MRSA (DH 70505) 512 1,024 1.0

MRSA (DH 70506) <1,024 1,024 2.0

MRSA (DH 70508) 1,024 1,024 2.0

MRSA (DH 70510) 1,024 1,024 1

MRSA (DH 70517) 1,024 1,024 1

Table4.Minimum inhibitory concentration (MIC)ofsolventfractions

of Hovenia dulcis seed methanol extract against

Staphylococcus aureus and methicillin resistant S. aureus

(MRSA)

a
MIC (Minimum inhibitory concentration) of each solvent extract and

vancomycinwasdeterminedbythetwo-foldserialdilutionmethodinMueller

Hintonbroth.
b
MRSA,methicillinresistantStaphylococcusaureus.
c
NA,notactive.
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1.3.다른세균에 대한 헛개나무열매 추출물의 MIC해석

다른 세균들에 대해서도 MRSA에 항균력이 있는 ethylacetate획분과

hexane획분의 항균력을 양적으로 측정하고자,two-foldserialdilution방

법에 따라 MIC값을 측정하였다.MRSA균들과 다른 식중독균에 대한

ethylacetate분획의 MIC값은 512-1,024㎍/mL로 Table5에 자세하게 나

타내었다.

항생제는 gram-positive세균뿐만 아니라 gram-negative세균에도 효과

적이어야 한다는 사실을 고려해 볼 때,헛개나무 열매는 그 기원이 천연

물질이다.즉,안전성 측면에서 보면,새로운 개념의 항 MRSA 물질을 평

가되거나 최후의 항생제라고 알려진 vancomycin과 다른 항 MRSA기작을

가지고 있지 않을까 사료된다.

따라서,헛개나무추출물은 MRSA을 억제하는 성분을 가지고 있으므로

천연 항균제로서 이용할 수 있는 충분한 가치가 있다고 생각된다.

2.헛개나무열매 용매분획물의 수율 및 그 특징

헛개나무열매의 항균활성을 검토하기 위해 건조된 시료를 마쇄하여

95% methanol로 추출하였다.건조시킨 후 추출수율로 계산한 결과 추출수

율은 44.69%로 측정되었다.이를 용매별로 분획한 후 95% methanol추출

물에 대한 추출수율을 측정한 결과는 Table6과 같다.95% methanol추출

물의 용매별 분획물의 추출수율은 water분획이 63.39%로 가장 높았으며

butanol,hexane,ethylacetate,dichloromethane순이었다.이는 용매별 분

획물의 수율이 극성이 높은 추출 용매의 극성도과 일치하는 결과를 보여준

다.
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Strains

MIC
a
(㎍/mL)

Hexane

fraction

Ethylacetate

fraction
Vancomycin

Bacillussubtilis

(KCTC1028)
1,024 1,024 0.5

Escherichiacoli

(KCTC1682)
<1,024 <1,024 NA

Pseudomonasaeruginosa

(KCTC1637)
1,024 1,024 NA

Salmonellatyphimurium

(KCTC1925)
<1,024 1,024 NA

Vibrioparahaemolyticus

(KCTC2729)
1,024 512 NA

Klebsiellapneumoniae

(KCTC2242)
<1,024 <1,024 NA

Table5.Minimum inhibitoryconcentration(MIC)ofhexanefractionand

ethylacetatefractionofHoveniadulcisseedmethanolextract

againstseveralbacterialstrains

a
MIC (Minimum inhibitory concentration) of each solvent extract and

vancomycinwasdeterminedbythetwo-foldserialdilutionmethodinMueller

Hintonbroth.
b
NA,notactive.
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Solvent

fractions
Amountofextract(g) Yield(%)

Hexane

fraction
21.3 4.77

CH2Cl2

fraction
5.7 1.27

Ethyl

acetate

fraction

14.6 3.27

Butanol

fraction
103.8 23.23

Water

fraction
298.6 62.39

Table6.YieldsofsolventfractionsofHoveniadulcisseedmethanol

extract
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3.헛개나무열매 추출물의 phytochemical분석

3.1.총 polyphenol함량

페놀성 화합물은 식물계에 널리 분포되어 있는 물질로 다양한 구조와 분

자량을 가지며 페놀성 화합물의 phenolichydroxyl기가 단백질과 같은 거

대분자와의 결합을 통해 항산화,항암 및 항균 등의 생리기능을 가지는 것

으로 알려져 있다(Choietal,2003).식물에서 분리 동정한 항균물질이 대

부분 페놀계 물질들로 나타나 헛개 나무 추출물의 페놀성분과 항균력의 관

계를 확인하기 위해 총 페놀 함량을 측정하였다.시료의 총 폴리페놀 함량

은 Folin-Ciocalteureagent가 추출물의 폴리페놀성 화합물에 의해 환원되

어 몰리브덴 청색으로 발색하는 것을 원리로 분석하였다.그 결과 Table7

에서 보는바와 같이 헛개나무 열매 95% methanol추출물의 총 페놀함량은

1.4mg/g로 각 용매분획은 0.4㎎ GAE/g에서 5.5㎎ GAE/g으로 나타났

다.Hexane분획물이 5.5㎎ GAE/g 로 총 페놀함량이 가장 높았으며

dichloromethan,butanol,water그리고 ethylacetate순이었다.

3.2.Flavonoid의 함량

또한,플라보노이드 화합물은 비교적 간단한 화학구조를 가지면서 화학

작용이 다양한 많은 유도체들이 보고되었고 폴리페놀 화합물은 항암,항균,

항바이러스,항염증,면역 조절,항혈전 효과 등의 다양한 생물학적 활성을

나타내는 것으로 보고되고 있다(Shinetal.,2006;Cuvelieretal.,1996;

Kim etal.,2004).
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Samples

Totalphenolics

(㎎ GAE/g,

drybasis)

Flavonoids

(㎎ RE/g,

drybasis)

Proanthocyanidin

(㎎ CE/g,

drybasis)

Methanol

extract
1.4±0.1

a
0.4±0.0 1.8±0.0

Water

extract
0.4±0.1 0.4±0.0 1.6±0.1

Hexane

fraction
5.5±0.4 1.1±0.0 1.2±0.0

CH2Cl2

fraction
1.2±0.6 0.3±0.0 1.5±0.0

Ethyl

acetate

fraction

0.8±0.1 0.3±0.0 1.5±0.0

Butanol

fraction
1.1±0.8 0.4±0.0 1.6±0.0

Water

fraction
0.9±0.2 0.3±0.0 1.5±0.0

Table 7. Content of totalphenolics,flavonoids,and proanthocyanidin of

fractions fractionated from Hovenia dulcis seed methanol

extract

Meanswithdifferentletterswithinacolumnweresignificantlydifferentat

P<0.05
a
Eachvalueswaspresentedasthemean±S.D.(n=3).
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Rutin을 이용하여 계산한 각 용매분획추출물의 flavonoid함량은 Table

7에서 볼 수 있다.총 페놀함량과 비교해 보았을 때,hexnae분획물이 1.1

㎎ RE/g으로 flavonoid함량이 제일 높았고,ethylacetate분획물이 0.3

㎎ RE/g로 가장 낮았다.

3.3.Proanthocyanidin의 함량

Proanthocyanidin이란 축합형 탄닌으로 관능적으로는 떫거나 쓴맛을 나

타내며 가공처리 과정에서는 혼탁의 유발이나 단백질 성분과 반응하여 침

전을 일으키는 원인 물질로 알려져 있기도 하다.반면에 생체 내에서는 산

소 유리 라디칼 포착기능에 의한 항산화 작용(Tebibetal.,1994),혈중 콜

레스테롤 저하(Tebibetal.,1994),동맥경화 예방(Monboisseetal.,

1983)뿐만 아니라 항산화 작용에 의해 피부의 노화를 방지하여 유연성,

탄력성의 부여(Kanneretal.,1983)와 같은 바람직한 역할을 하고 있는 것

으로 알려져 있다.식품산업에 있어서도 Proanthocyanidin이 나타내는 항

산화 효과가 중요한 의미를 지니는데 이미 포도나 와인 등에 함유된 페놀

화합물의 항산화 작용에 관해서는 잘 알려져 있으며(Frankeletal.,1995;

Teissedreetal.,1996;Mayeretal.,1997;Walkeretal.,1991),그 효과

는 비타민 C나 E보다 우수한 것으로 보고되고 있다(Jayaprakasha,2001).

Pronthocyanin색소는 pH differentialmethod를 이용 pH변화에 따른 가

역적 구조변화를 이용하여 측정하였다.pH differentialmethod는 색깔을

가진 pH 1.0에서 주도되는 oxonium형과 pH 4.5에서 주도되는 무색의

hemiketal형의 차이에 바탕을 두고 있으며,정확하고 빠른 측정법으로 사

용되고 있다(Giusti& Wrolstad,2001)

각각의 용매분획추출물의 proanthocyanidin함량은 1.2㎎ CE/g에서 1.6
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㎎ CE/g으로 Table7에 나타나 있고,butanol분획물이 가장 높은 함량을

나타내었다.
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요 약

본 연구는 병원 내 감염의 주된 원인균으로 알려진 메치실린계 내성 황

색 포도상구균(Methicillin-ResistantStaphylococcusaureus:MRSA)에

대해 항균활성이 우수한 천연 항균성 물질을 검색하기 위해 예로부터 민간

과 한방에서 널리 이용되어 온 약용식물과 해조류를 methanol에 추출하여

항균활성을 조사하였다.MRSA에 대해 항균력 검색을 한 결과 헛개나무열

매의 methanol추출액에서 높은 항균활성을 보여주었다.고농도인 10㎎

/disk에서 S.aureus,MRSA에 대해 13.5㎜로 우수한 항균력을 보였다.이

를 통해 methanol추출물을 용매분획하여 좀 더 자세하게 정성분석하고자

하였다.5개의 용매분획중 ethylacetate분획이 높은 항균성을 보여주었으

며,ethylacetate분획은 MRSA 균주에 대해 512㎍/mL에서 1,024㎍

/mL의 MIC값을 보여주고 있다.

보통,식물에서 항염증,항균성,항산화성과 항과민증과 같은 생물활성물

질은 flavonoids, polyphenols, limonoids, carotenoids, coumarins과

phytosterols에서 유래한다. 그래서, polyphenols, flavonoids, 및

proanthocyanidin을 조사하였다.헛개의 ethylacetate획분이 다른 획분에

비해 높은 항균성을 보여주지만,flavonoids함량이 다른 분획보다 낮았다.

이를 통해 hexane분획의 항균성은 flavonoids의 성분에서 유래한다고 생각

해 볼 수 있고,ethylacetate분획에서는 비 폴리페놀계 성분이라는 것을

유추할 수 있다.

본 연구는 현재 사용되고 있는 vancomycin의 대체 치료제의 개발뿐만

아니라 vancomycin의 사용량을 줄일 수 있는 연구에 도움이 될 수 있을

것으로 기대된다.
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