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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   감귤썩음병 유발 푸른곰팡이에 대한 천연물유래 무독성 친환경 방제제의 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   본 연구의 목적은 감귤썩음병을 비롯한 과실썩음병 유발 푸른곰팡이 류

(Penicillium spp.)에 대한 천연물(대황; Rheum coreanum)유래 저독성 친환경 방제

제의 개발에 있다. 

   감귤썩음병에 대한 푸른곰팡이병은 감귤 수확 후 유통 및 저장중에 가장 문제가 

되어 수확된 감귤 중 약 10%이상이 부패되고 있으나, 감귤저장중의 방제에 대한 

등록된 약제가 없어(농약공업협회, 2000) 수입이 제한되고 사용이 금지된 이마잘린

을 사용하거나 타 곰팡이병 방제제로 이용되고 있는 합성방제제들의 혼용살포에 의

존하고 있다. 따라서 감귤썩음병에 대한 방제농약의 개발이 절실한 실정이다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구는 대황 유래 푸른곰팡이 방제제 또는 선도화합물 개발하여 대황으로부터 

푸른곰팡이 억제 유효분획 획득, 성분 분리 및 동정 등의 과정을 통하여 물질확보에 

대한 노력과 푸른곰팡이 억제 작용메카니즘 규명과정을 통해 특허등록 추진과 시생

산 및 농약제제검토연구를 진행하여 허가 및 생산공정확립 과정을 통하여 상품화하

고자 한다.

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

  검색단계에서는 위의 수종의 균주를 사용하여 agar diffusion test법으로 100여 가

지의 한약재 중 항균력이 우수한 12가지의 한약재를 선별하여 paper disk를 이용한 



radial growth rate test 법으로 대황추출물이 다양한 균주에 대해 항균력이 가장 우

수하 다.

  대황추출물의 분획분리 실험을 통해 항곰팡이능을 나타내는 주요 유효성분일 것은 

Anthraquinone 류 화합물로 판단되었으며 대황 특히 Anthraquinones인 

Chrysophanic acid, Aloe-emodin, Emodin 성분을 유효 및 지표성분으로 선정하여 

대황추출물을 표준화하고 규격관리를 하 다. 반면 total extract가 개별 유효성분의 

동일량보다도 항곰팡이능이 우수하 으므로 Anthraquinone 성분뿐만이 아니라 기타 

다른 함유성분이 복합적으로 항곰팡이능에 관여한다고 판단된다. 

  대황추출물의 표준화를 위하여 직선성, 정확성, 정 성을 검증한 타성분과 간섭되

지 않는 조건의 HPLC 분석조건을 설정하 다. 또한 원물에 대한 표준화를 위하여 

총 6종의 국내외 대황을 구입하여 농도에 따라 radial growth rate test를 실시한 결

과 이중 중국의 사천성 지역에서 생산되는 Rheum palmatum 종인 가장 항곰팡이능

이 우수하여 이를 사용하여 공정단계가 용이한 표준공정법을 확립하고 표준추출물인 

GNC011을 얻었다. 총 10회의 공정을 반복하여 평균수율 14.5%의 결과를 얻었다. 이

는 저렴한 대황원물과 높은 추출수율로 인해 향후 천연물농약으로의 개발가능서이 

높다고 사료된다.

  GNC011은 radial growth rate test 법으로 농도별로 항곰팡이능을 시험해보았을 

때 1mg/mL 이상의 농도에서는 penicillium spp. 균사생장 을 현저하게 억제하여 

1m/mL의 농도가 과실저장병 방제제로서의 최적농도로 판단된다. 

  GNC011의 농도에 따른 실험 및 포자농도에 따른 실험을 각각 실시하하여 결과를 

광학현미경을 관찰하 을 때 Fig. 28에서의 곰팡이류의 life cycle에서 spore, 

sporangium, germ tube, spawn 등의 전반적인 형성을 억제하여 항곰팡이능을 가짐

을 알 수 있었다. 

   감귤표면에 GNC011을 적용농도인 1mg/mL로 도말하여 준 후 곰팡이 배양편을 

심어 배양한 결과 비교군에 비하여 곰팡이 생장억제효과가 탁월하 다. Field test 

실시결과에서도 화학농약인 iminoctadine triacetate(베푸란)와 벤레이트와 거의 동일

한 방제력을 보여 감귤을 비롯한 penicillium spp에 의해 야기되는 과실저장병에 대

한 방제제로 개발될 가능성이 높은 것으로 판단되었다. 

  대황은 과량을 섭취할 경우 사하작용을 일으키게 되고, 소량 복용 시에는 지사작



용을 일으키는 등 양면적 효능을 비롯하여 전통적으로 약제로 사용되어 왔다. 이미 

안정성은 확보되었으나 본 연구에서 실시한 독성시험의 결과로도 어독성시험에서 

LD50 수치가 333ppm(1 week)로 매우 안전한 것으로 판단되며 Rats를 이용한 급성

독성시험에서도 LD50값은 50mg/㎏을 훨씬 상회하여 어떠한 독성 증상도 관찰되지 

않았으며 경구투여 급성독성시험에서 안전한 물질인 것으로 판단된다. 

  본연구의 결과로 GNC011은 독성이 없고 안전한 친환경 과실저장병 방제제로 개

발될 가능성이 매우 높으며 향후 Field test에서 과실에 도말이 잘 되지 않는 문제점

을 해결하기 위한 제제, 제형연구와 품질관리를 위하여 다양한 지표 및 유효성분에 

대한 후속연구가 필요하다고 사료된다.



SUMMARY

Rheum palmatum, medicinal rhubarb is a large, leafy perennial with 

hollow stalk that may reach ten feet in height. The root/rhizome is the 

part used medicinally; it is thick and branching, with a brown exterior 

and a yellow interior. It is native to china and Tibet and is cultivated in 

Europe, India and Pakistan. The rhizomes contain powerful anthraquinones 

that act as stimulant laxatives and tannins that acts as astringents. 

In this studies, 102 ethanol extracts of natural herbal plant were 

screened for antimicrobial activity against several bacteria; Bacillus 

subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. 

From investigation of the inhibition zone diameter of microbial growth by 

paper disk diffusion test for antibacterial activity and radial growth rate 

test for antifungal activity, the most significant antimicrobial activity 

against bacterial species was observed from the extract of Rheum spp.

  Anthraquinones are proved major constituent of Rheum spp. for 

antifungal effect by subfractionation and separation test. Chrysophanic 

acid, Aloe-emodin, Emodin were rheum specific anthraquinones. Rhubarb 

extract are standardized as it.  HPLC analysis method for anthraquinones 

is determined. 6 samples from Rheum spp. were tested. Rheum palmatum 

is shown most effective antifungal effects. GNC011, standardized Rhubarb 

extract is developed by standard extraction process with Rheum 



palmatum. It contains 2.1% of anthraquinones (Chrysophanic acid, Emodin, 

Aleo-emodin) and the recovery rate is 14.5% by repeated ten process.

  When GNC011 is investigated by radial growth rate test, the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of the extract against the microorganisms 

was determined. GNC011 showed strong antimicrobial effects against 

penicillium spp. The MIC on penicillium spp was 0.1mg/mL and applied 

concentration was 1mg/mL. 

  Antifungal effect of GNC011 is not inhibition single mechnism but 

shown complex inhibiton pattern of spore, sporangium, germ tube, spawn 

generation  in life cycle. 

  GNC011 was markedly effective to control the postharvest decay by 

spray at 7 days prior to harvest. When the fruits were sprayed at 7 days 

prior to harvest and subsequently store for 2 months, the percentage of 

diseased fruit by penicillium spp. was 3.5% in GNC011 at 1mg/mL and 

2.6% in iminoctadine triacetate at 0.2mg/mL respectively. On the other 

hand, the percentage of diseased fruits was relatively high, 47.4% in 

no-treated group(negative control) at time to 20 days passed.. 

   In toxicity test, there were low toxicity in fish, the LD50 value was 

333ppm at 1 week later. There were no deaths at the high dose, 

1,000mg/kg in rats. Mortality, organs size, morphological development and 

average body weight were unaffected in rats At the high dose.

  In this studies,  GNC011 was developed by nontoxic, safe antifungal 

agents against postharvest decay of fruits by penicillium spp. 
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절   연구의 목적

  1. 최종 연구 목표

   감귤썩음병을 비롯한 과실저장병 유발 푸른곰팡이(Penicillium spp.)에 대한 천연

물(대황; Rheum coreanum)유래 저독성 친환경 방제제의 개발

   가. 대황 유래 푸른곰팡이 방제제 또는 선도화합물 개발

     - 유기합성농약(개발성공률 1/200,000)에 비해 개발 성공률이 담보된 기술의 개발

     - 인체 저독성, 환경 저잔류성 푸른곰팡이 생장억제제(예, 감귤썩음병 방제제)

   나. 세부연구 목표 

     - 대황으로부터 푸른곰팡이 억제 유효분획 획득, 성분 분리 및 동정 

     - 푸른곰팡이 억제 작용메카니즘 규명 ⇒ 식물유래 항진균 항생제 연구에 활용

     - 환경 향 기초 평가

  2. 개발 배경 

   - 감귤의 수확 후 가장 문제가 되는 병으로서, 현재까지 마땅한 등록농약이 없어 

방제에 어려움이 있으며, 특히 저장중에 심하게 발생되어 막대한 피해를 주고 

있는 감귤부패병의 원인 미생물인 Penicllium균들을 방제하기 위한 방법으로 개

발 시도

   - 국내외에 유통 및 사용되고 있는 백여 종의 한약재로부터 병원미생물에 대한 

억제력이 있는 12종의 한약재를 1차적으로 선별(계피, 솔잎, 독활 등)

   - 이중 방제효과가 가장 우수한 대황(Rheum coreanum, 장군풀)을 대상으로 3종

의  푸른곰팡이에 대한 균사 생장억제력을 확인
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   - 대황 활성분획물은 감귤썩음병의 원인균 뿐만아니라 버섯재배시의 잿빛 곰팡이

병을 포함한 타 곰팡이에도 효력이 있음을 확인

   - 현재까지 등록된 농약이 없는 감귤썩음병 방제농약 뿐만 아니라, 과실류, 엽채

류, 근채류 등 광범위한 범위의 농산물에 피해를 주고 있는 곰팡이 중, 특히 푸

른곰팡이병 방제제 개발이 가능

   - 천연식물(한약재)유래의 활성분획으로부터 분리/동정하여 농약을 개발하게 되

므로 인체에 대한 안전성이 이미 확보

  3. 개발대상제품 개요

     

대상제품 감귤썩음병 방제제, 과실저장병 방제제

용도
과실썩음병 유발하는 P. digitatum, P..italicum, P..ulaience 등의 

푸른곰팡이 방제

기능
푸른곰팡이의 균사생장 억제

- 감귤수확 후 유통 및 저장중의 감귤부패병을 방제

특성

- 국내외 유통되고 있는 한약재에서 푸른곰팡이 억제 기능이 있

는 한약재를 선별하 으므로 인체 안전성이 확보된 생물농약

- 인체 무독성 메카니즘에 의한 특정 식물병원균에 대한 방제

효과 

- 천연 활성물질을 분리, 이용하므로 화학적 합성을 통한 스크

리닝 및 합성비용의 원천적 절감

- 이미 푸른곰팡이 균사생장 억제에 대한 기능을 활성분획물을 

통하여 확인하 으므로 성공가능성이 매우 높음

기대효과

- 등록된 농약이 없는 감귤썩음병 방제제 개발로 신규등록

- 오렌지 썩음방제제로 농약잔류성으로인해 수입 및 사용이 극

히 제한적인 이마잘릴(Imazalil, 미국) 대체

- 기타 과실류 및 엽근채류에 대한 푸른곰팡이병 방제제 개발 

기대
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  4. 년차별 연구개발 내용 및 범위

구 분
연 구 개 발
목       표

연구개발 내용 및 범위 연 구 개 발 결 과

1차 

년도

(2004)

대황분획물

의 세부분

획 및 분

리, 정제

- 대황추출물의 세부분획 실시

- 세부분획물의 항곰팡이력 

측정 : 포자발아 억제력

- 세분분확물의 감귤썩음병 

방제효과 검증 

- 물질분리 : TLC, GC-MS를 

이용한 물질 분리 및 정제

- 저장환경에서의 항곰팡이

력 측정 : 감귤저장고

- 푸른곰팡이 균사성장 억

제 기능의 대황추출물 획

득(기 완료)

- 푸른곰팡이 억제력이 우

수한 분획물의 획득

- 상기 분획물로부터 푸른

곰팡이 억제력을 갖는 물

질의 분리 및 정제

- 상기 물질의 항곰팡이력 

측정 및 방제 효과 확인

- 1차년도 성과물의 특허출원 

: 추출공정 및 조성물 특허

대황추출물

분석법 개

발

- 대황추출물 분석법 개발연구

- 대황추출물 개발

- 표준물질선정으로 향후 품

질관리를 위한 분석법 확립

대황추출물 

표준추출법 

개발

- 대황분획물의 분석

- 대황추출물 표준추출공정

연구 : 공정단순화, 공정개

선, 유효분획함유

- 표준추출법 개발 완료

- 특허출원 : 대황추출물

푸른곰팡이 

특이적 항

곰팡이력의 

작용메카니

즘 규명

- 세부분획물의 항곰팡이력 

측정 : 포자 발아억제력

- 세부분획물의 곰팡이 생장

억제 측정

- 세부분획물의 작용메카니

즘 규명 : Target molecule

의 분자생물학적 규명

- 대황추출물의 푸른곰팡이

에 대한 억제 기능의 분자

생물학적 규명

- 항균, 항생제 연구에 활용
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구 분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위 연 구 개 발 결 과

2차 

년도

(2005)

항곰팡이 효능 물

질 분리 및 구조

분석

- 대황추출물 단일성분분

리 동정

- 유효성분 구조분석 : 

IR, NMR 등 기기분석

- 유효성분의 구조획득

- 성분에 대한 물질특허

- 과제완료 후 합성 및 

대량생산 계속연구

분리물질의 동정 

및 환경 향평가 

- 토양반감기 측정

- 토양미생물에 대한 

향 평가

- 수질잔류량 평가

- 어독성 평가

- 환경에 대한 향평가

대황추출물의 농

약제제 검토

- 과실등의 표면에 도말

되기 용이한 제형 개발
- 시판용 완제 농약개발

대황추출물 허가

- 최종보고서 작성 및 학

술지 발표

- 허가자료 작성

- 생산허가 획득

- 최종보고서 작성

대황추출물 시생

산

- 추출공정 scale up

- 공장 OEM 계약
- 시생산

1차년도에서 분리

된 물질의 작용기

전 규명

- 분리물질의 작용메카니즘 

규명 : Target molecule의 

분자생물학적 규명

- 대황유래 푸른곰팡이 

억제물질의 분자 생물학

적 역할 규명

- 항균항생제 연구에 활용
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제 2 절 연구개발의 필요성

  1. 개발기술(제품)의 중요성

   가. 감귤썩음병 : 등록된 농약이 없으며, 방제농약 개발이 절대적으로 필요

     감귤썩음병에 대한 푸른곰팡이병은 감귤 수확 후 유통 및 저장중에 가장 문제

가 되어 수확된 감귤 중 약 10%이상이 부패되고 있으나, 감귤저장중의 방제에 

대한 등록된 약제가 없어(농약공업협회, 2000) 수입이 제한되고 사용이 금지된 이

마잘린을 사용하거나 타 곰팡이병 방제제로 이용되고 있는 합성방제제들의 혼용

살포에 의존하고 있다. 따라서 감귤썩음병에 대한 방제농약의 개발이 절실히 요

구되는 실정이다.

   나. 천연식물 유래 농약의 개발의 중요성

     제충국의 꽃에 함유되어 있는 살충성분인 pyrethrin의 개발이래, rotenone제 및 

nicotine제 등이 발견되어 왔으나, 전세계적으로는 현재 작물보호제로서는 725종

이 농약으로 개발되고 있다. 그러나, 현재 천연물을 이용한 저독성, 친환경농약의 

개발 및 필요성이 거의 무시되어 왔다. 천연물의 방대한 자원에 비해 천연물 유

래의 농약개발은 매우 극소수이다. 현재, 국내 농가에서 이용되고 있는 농약은 

98%가 유기합성농약으로 외국에서 개발되어 도입된 것으로 국내에서 개발된 

농약이 없는 실정이다. 천연물 유래 농약은 저독성, 저약량, 저잔류성 등의 환경

적 측면 뿐만 아니라 농약시장에서도 매우 큰 부가가치가 기대되는 분야이다. 따

라서, 이미 활성분획물의 푸른곰팡이 억제능이 확인되었으므로 농약개발로서의 

성공가능성이 매우 높으므로, 반드시 이를 활용한 농약개발이 필요하다. 특히 본 

연구에서 개발하고자 하는 대황의 경우는 전통적으로 약재로 사용되어 왔으며 이

에따른 인체에 대한 안정성이 확보된 상태이며 곰팡이에 특이적인 방제능을 가져 

인체에 무해한 안전한 농약의 개발이 가능하다.
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  2. 천연 농약의 신규시장확대 가능성

    1) 푸른곰팡이 등의 곰팡이류는 자체에서 분비하는 항생물질로 인하여 미생물에 

저항성을 갖고 있으므로 미생물등을 이용한 생물농약의 개발 및 이용이 매우 

어려운 분야임

    2) 화학적 합성농약이 Rio협약 등에 의하여 감소추세이나, 이에 대한 대체농약이 

없는 분야이므로 천연물 유래의 저독성 농약의 개발이 필수적임

      ⇒ 따라서, 천연식물 유래의 저독성 농약의 시장 전망이 매우 크다

    3) 천연 농약의 신규시장확대 가능성

      - 친환경 농업 필요성 대두

      - 화학농약에 비해 생물농약의 개발비 저렴

      - 미래의 방제전략은 병해충 종합관리(IPM)방식이 필수적이며, 생물적 방제법

과 함께 이용되어져야 함

        ⇒ 따라서 저독성, 친환경 천연물 유래 농약의 개발이 필수적

    4) 본 개발기술의 전망

    

푸른곰팡이병 억제관련 문제점 향후 전망

․생물농약 뿐만아니라 합성농약까

지 현재 등록된 농약없음

․미생물제제가 일부 이용되고 있으

나 현장살포시 활성저하 문제

․대체 합성농약의 잔류/독성문제

․환경친화적 생물농약 이용증대

․신규 감귤썩음병 억제제 개발

․인체 저독성 메카니즘에 의한 생

물농약, 생화학적 농약, 농약 선도

물질 개발
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제 3 절   연구개발의 추진체계

천연물검색

효능검색 분획추출연구

1

차

년

도
효력시험

- 감귤 시험

- 미생물 시험
항곰팡이능

작용기작연구

(협동연구)

- 분자생물학적 규명

- 저장환경 향 평가

분석법 연구

(위탁연구)

- 표준분석법 개발

- 지표성분선정

2

차

년

도

추출시험

- 표준추출법 개발

- 추출공정연구

물질분리 및 

구조결정

- 물질분리

- 기기분석

시생산

- 재현성시험(3회)

독성평가

특허출원

단일물질 합성검토

과

제

후
허가 및 생산 : 

제품화
품질관리
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절   천연물 농약 기술개발 동향

   제충국의 꽃에 함유되어 있는 살충성분인 pyrethrin의 개발이래, rotenone제 및 

nicotine제 등이 발견되어 왔으나, 전세계적으로는 현재 작물보호제로서는 725종이 농

약으로 개발되고 있다. 유기인계나 carbamate계 등의 유기합성농약에 비해 저독성 

및 범용성 근연화합물 농약으로써 개발되었고 그 외의 천연식물에서도 많은 병해 방

제 물질을 탐색하고 있으며 항균성분도 확인되었다. 그러나, 현재 천연물을 이용한 

저독성, 친환경농약의 개발 및 필요성이 거의 무시되어 왔다. 천연물의 방대한 자원

에 비해 천연물 유래의 농약개발은 매우 극소수이다. 현재, 국내 농가에서 이용되고 

있는 농약은 98%가 유기합성농약으로 외국에서 개발되어 도입된 것으로 국내에

서 개발된 농약이 없는 실정이다. 천연물 유래 농약은 저독성, 저약량, 저잔류성 등의 

환경적 측면 뿐만 아니라 농약시장에서도 매우 큰 부가가치가 기대되는 분야이다. 

제 2 절    항곰팡이제 개발동향 및 전망

  1. 기술개발 동향

   Penicillium spp. 들에 의한 감귤썩음병은 감귤 수확 후 유통 및 저장 중에 가장 

문제가 되는 병으로서 특히 저장 중에 심하게 발생되어 막대한 피해를 주고 있다. 

감귤을 부패시키는 Penicillium 균들에는 감귤에 녹색곰팡이병을 일으키는 

Penicillium digitatum, 청색곰팡이병을 일으키는 Penicillium italicum, 그리고 

Whisker mold를 일으키는 Penicillium ulaiense 등이 보고되어 있다. 이들의 방제는 

여러 기지가 개발되고 있고 미국의 경우 Imazalil를 이용한 약제방제가 보편화 되어 

있고, 여러 가지 무기성분들을 이용한 방제도 시도되고 있다. 또한 효모 Candida 
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oleophila와 세균 Pseudomonas syringae를 이용한 미생물농약이 이미 상품화되어 

시판되고 있으며 이외에 여러 미생물을 이용한 방제가 시도 되고 있다. 

   국내의 경우 감귤저장병 방제를 위한 약제가 활성화 되지 않고 있으며 남 등은 

수확 10일전에 thiophanate-methyl 1,000배액을 수상 살포하면 방제에 효과가 있다

고 보고하 고 농가에서도 thiophanate-methyl을 비공식적으로 사용하여 왔다. 그

러나 이 물질은 저항성 균이 생겨 그 효과가 많이 떨어져 있는 실정이다.

  2. 사용제품의 문제점

현  황 내   용 문 제 점

타 방제제 

혼용살포

․등록 농약없음

․버섯 및 기타 과실류의 

  방제제 혼용살포

․일본등록 농약의 시험살포

․사용지침 없음

이마잘릴 

살포

․왁스이용 방제방법 개선

․미국에서 등록

․잔류량 : 7.9㎍/g

․미국잔류허용치와 타국가 허

용치가 상이하여 미국에서만 사

용(미국:10㎍/g, 타국가:5㎍/g)

․열수처리로 신선도 떨어짐

미생물 제제

․생균제 이용

․미생물을 이용한 스크리닝은 

푸른곰팡이 자체가 분비하는 페

니실린에 의하여 사멸 하므로 

스크리닝 불가, 개발의 어려움

․실제포장시 미생물 활성도 떨

어짐(방제효과 불확실)
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  3. 연구개발 분야별 전망

구  분 푸른곰팡이병 억제관련 문제점 향후 전망

미생물

농약

․포장시 비활성 문제

․현장사용시 애로 : 미생물 제제 

이용시 농민인식 및 활용교육문제

․사용후 저장의 어려움

․미생물 배양시설의 농가보급문제

․미생물 제제의 배지조성기술 발

달 : 현장활용의 용이성 및 미생물 

활성증대

생물농

약

․현재까지 개발 기술없음 : 미생

물제제외의 생물농약 등록기준이 

없음

․물질특허 허용에 따른 기술개발 

증대 예상

․천연식물을 이용한 생물농약개

발의 증대에 따른 등록기준 마련

천연물 

유래 

저독성 

농약

․천연물 스크리닝을 통한 개발노

력이 있으나, 푸른곰팡이병 관련 

개발 농약 및 선도물질 없슴

․이미 유효성분 분획물을 통하여 

활성이 확인되므로, 개발 성공가능

성이 매우 높다

․다양한 천연자원을 이용한 농약 

및 선도물질 개발의 중요성이 크

게 증가 되고 있음 (환경문제, 인

체독성문제, 개발시 경제적 비용절

감 문제)
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제 3 절   시장동향

  1. 주요국가의 농약시장 규모 및 전망

(단위 : 백만달러)

국가 매출액(1995) 매출액(1996) 성장률 2001년 예상성장률

미국 8110 8681 7.0 10000 3

일본 4452 3880 -12.8 3600 -1.5

프랑스 2689 2705 0.5 2990 2.0

독일 1256 1244 -1.0 1275 0.5

한국 825 790 -4.2 790 0

      전체 화학적 합성농약의 감소추세로 농약시장의 성장률 둔화, 그러나 미국

의 경우 생물농약 등 저독성 신규농약의 지속개발로 매출 1위 및 성장률 1

위. 따라서, 국내 시장활성화의 방법은 천연물 유래의 저독성 농약개발, 생물

농약 개발 등이 실현되어야 함.

  2. 국내외 경쟁(기술)회사 현황

업체(기관)

/국가
제품/기술 구분 장점 단점

미국 Imazalil 합성농약
․미국 애리조나,캘리포

니아에서 널리 이용

․미국을 제외한 기타 국

가의 잔류허용치를 초과 

일본 albesilate 합성농약
․푸른곰팡이 뿐만아니

라 잿빛곰팡이에도 효능
․인체독성 문제

제주감귤

시험장
혼용살포 합성농약

․기술개발없이 기존 농

약이용

․사용지침 없음

․인체독성 문제

그린바이오텍 그린올P
Bacillus sp. 

미생물제제
․잔류농약없음

․왁스처리병행

․자연환경에서 활성저하

․환경 향평가 문제
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절  연구개요

  1. 대황 (Rheum spp.)

     대황은 수천 년동안 사용되어 왔으며 대황 근경은 강한 anthraquinones를 포함

하고 있어 하제로 사용되며 tannin은 수렴제(astringents)로 사용된다(1). 또한 위

궤양, 만성신부전, 분만촉진제 등으로도 사용된다. 최근에는 항암보조제로도 사용

되고 있다(2). 그러나 대황은 다소 설사와 복통을 일으킬 수 있고 하제로 사용할 

시 8~10일을 넘지 말아야 한다. 

     대황은 2천년동안 중국과 티베트에서 전통적으로 약용작물로 사용하여 왔으며 

점차적으로 인도, 러시아, 유럽과 북미까지 확산되어 널리 사용된다. 유럽의 생약

학자들은 대황을 하제, 이뇨제, 신장결석, 통풍, 황달로 야기되는 췌장질환, 피부

질환에도 효능을 밝혔으며 모순되게도 고농도 처방은 하제(laxative)로 사용되며 

저 농도 투여는 지사제(dysenteric diarrhea)로 사용되기도 한다(4). 중국인들은 

대황을 궤양치료제로서 간, 위, 혈에서 해열을 시켜주는 쓰고 차고 마른 생약으로 

사용했으며 기생충제거, 항암, 해열, 항궤양, 두통약으로도 사용했다(5,6). 또한 치

통치료제로도 사용했다(7). 유럽에서는 강장제로 사용되었고 Swedish bitters(칵

테일의 일종)에 넣기도 하 다(8). 

     약용 종으로는 Rheum officinale 또는 Rheum palmatum L.이 있고 다른 종으로는 

Rheum tanguticum Maxim. ex. Balf., R. emodi 와 R. webbianum이 있고 Rheum 

rhaponticum은 garden rhubarb라고도 하며 약용보다는 식용으로 이용된다. 유효성

분은 종에 따라 다양하다(9,10,11,12)(Table. 1.).

     본 연구에서 사용되는 대황은 Rheum palmatum이며 금문대황 또는 장엽대황

이라고 하며(Fig. 1.) 약용으로 사용할 때는 일반적으로 근경부를 사용한다.
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 (a)       (b)

 

 (c)       (d)

Fig. 1. Rhuem palmatum. a)leaf, b)flower, c)d) root
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 Table 1.  Rhubarb  Species(continued on next page)

Botanical 
Name

Common 
name

Description

Rheum 
acuminatum

Ornamental 
Rhubarb

This plant likes to grow in or near water, in summer it has red 
seedpods. It is disease-free and hardy all across the country 
(Canada). Low mounds of heavily veined leaves, rich red 
petioles, and upright, branched and spidery stems or red flowers 
to 4 feet (1.25 m). Adaptive to full sun or partial shade in rather 
rich, humusy soil. Cut it hard back after flowering to rejuvenate 
foliage for the remaining season. Excellent autumn tones of red 
in full sun. 

Rheum 
alexandrae

Ornamental 
Rhubarb

An ornamental rhubarb.  Spikes of flowers rising to 3-4 feet 
(1-1.25 m) completely shielded by large, translucent white 
bracts, and in autumn, spectacular red autumn color. 

Rheum 
alpinum

European Wild 
Rhubarb

Leaves used for wrapping cheeses, rhizomes used as pig food. 

Rheum 
altaicum

   

Rheum 
australe

Himalayan 
rhubarb

Seven foot (2 meter) long stems have yellow flowers in late 
spring-summer. Red stems with large greenish red, 
heart-shaped leaves. 

Rheum 
compactum

  Perennial, typical height 50 cm (19 in) Edible parts are the Leaf 
stems as a rhubarb substitute. 

Rheum 
coreanum

  Perennial, The root is laxative and is also considered good for 
digestion.

Rheum 
emodi

  Rheum officinale and Rheum Emodi have to some extent 
been grown also as an ornamental plant, being also quite hardy 
and readily propagated. 

Rheum 
kialense

  A charming, diminutive species. Red-stained crinkled foliage to 
15 inches (38 cm) and airy panicles of tiny greenish-red 
flowers. Stoloniferous (a stolon is a horizontal branch from the 
base of a plant that produces new plants from buds at its tip 
or nodes (like a strawberry does), also called a runner), it will 
form a dense groundcover over time. 

Rheum 
nobile

Sikkim rhubarb  

Rheum 
officinale

Chinese rhubarb
Indian rhubarb

Perennial, typical height 2 m ( 6.5 ft) E. Asia - Tibet. Hardy to 
USDA Zone 7. Leaf stem eaten cooked or raw, Rhizome 
considered medicinal.
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 Table 1.  Rhubarb  Species 

Botanical 
Name

Common 
name

Description

Rheum 
palmatum

Turkey rhubarb

Chinese 

rhubarb

East Indian 

Rhubarb

Some sources say Rheum palmatum is a synonym for 
Rheum rhaponticum but this is not correct. The leaves of the 
Turkey Rhubarb are palmate and somewhat rough. The root is 
thick, of an oval shape, sending off long, tapering branches; 
externally it is brown, internally a deep yellow color. The stem 
is erect, round, hollow, jointed, branched towards the top, from 
6 to 10 feet (2-3 m) high. This species is distinguished from 
our familiar garden Rhubarb by its much larger size, the shape 
of its leaves, with their oblong, sharpish segments, and the 
graceful looseness of its little panicles of greenish-white flowers. 
The first buds which appear in spring are yellow, not red. 
Perennial, typical height 2 m (6.5 ft), Leaf stem eaten raw or 
cooked. Superior in flavor to the common rhubarb and quite 
tender, has a long and proven history of herbal/medicinal 
usage  Bold, dramatic dark purple foliage with 6 foot (2 m) long 
stems that bear rose-red pyramids of flowers in late spring. 
Several varieties of this are known: 'Atrosanguineum', 'Bowles 
Crimson', rubrum, tanguticum, and tanguticum 'red selection'. 

Rheum    
rhaponticum

Rheum x  
hybridum

Rheum 
rhabarbarum

Rheum x  
cultorum

Rhubarb
Garden Rhubarb
Bastard Rhubarb
Sweet Round-l
eaved Dock
English Rhubarb
Wine Plant

Strong perennial, with thick clustered roots. Similar in medicinal 
action to Turkey Rhubarb or Chinese Rhubarb, though milder. It 
is derived from Rheum palmatum, and from Rheum 
officinale. It has blunt, smooth leaves; large, thick roots, 
running deep into the ground, reddish-brown outside and yellow 
within, and stems 2 to 3 feet high, jointed and purplish. The 
flowers are white. 

Rheum ribes   Perennial, typical height 1.5 m. ( 4.9ft.) Leaf stem - cooked. 
Eaten raw by the people of Turkey and Iraq. 

Rheum  
spiciforme

  Perennial, typical height 30 cm. (11 in.) E. Asia - Himalayas. 
Leaf stem - raw or cooked. The root is used as a purgative.

Rheum  
tataricum

Tartarian 
rhubarb

 

Rheum 
tibeticum

   

Rheum 
undulatum

  4-5 feet (1.25-1.5 m) tall, Earlier and smaller than R. 
rhaponticum
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     약용대황(Rheum palmatum of R officinale)은 높이가 3미터정도에 이르는 속이

빈 가지에 크고 잎이 무성한 다년생 식물로 뿌리와 근경을 약용으로 사용한다. 

이는 굵고 가지 쳐 있으며 겉은 갈색에 속은 황색을 띈다. Garden 종은 약용과 

구분되며 1미터 정도 자라고 적자색의 줄기를 가진다. 유효성분은 유사하나 약용

으로는 부족하다. 뿌리는  심은지 4년이 지난후 봄에 수확한다(13). 

  2. 대황의 약효성분 및 효능

     대황에는 Anthraquinoness, stilbenes, tannin 등을 비롯한 다양한 효능의 다양한 

성분이 존재한다(table. 2., Fig. 2.). 대황에서 발견되는 Anthraquinones는 다른 천연 

하제로 사용되는 식물체에서도 발견되는데 senna, buckthorn, cascara sagrada와 

aloe 등이 있다(14). 이러한 유효성분은 생장에 따라 계절에 따라 추출과정에 따

라 매우 다양하게 나타나는데(15,16) 약재로 판매되는 대황에서 유효성분인 

Sennoside를 분석해 보면 매우 다양하게 검출되며 물질을 포함하지 않은 경우도 

있다(17). 또 다른 Anthraquinone류인 Emodin, Aloe-emodin은 항암과 관련되어 

tumor invasion(18)와 Apoptosis(19)의 관하여 항암기작을 가지고 있으며 

Anthraquinones 성분의 항돌연변이, 항산화 효능에 대한 연구가 진해되고 있으며

(20,21) 일부 연구에서는 Emodin 성분의 미생물에 대한 mutagenic effect를 나타

낸다고 했으나 사람에 대해서는 돌연변이를 유발하지 않음을 확인하 고(22) 임

상시험을 통하여 위암발병을 일으키지 않음도 확인하 다(23). 
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Table 2. Constituents of  Rheum palmatum.

   (ref. 24, 25, 26, 27, 28, 29)

3,5,4'-Trihydroxystilbene-4'-o-beta-d-glucopyranoside 
4-(p-Hydroxyphenyl)-2-butanone-beta-d-glucoside 
Aloe-emodin antiherpetic, antileukemic, antiseptic, antitubercular, 

antitumor, antiviral, bactericide, cathartic, cytotoxic, genotoxic, 
pesticide, purgative, termitifuge, and viricide 

Chrysophanol 690-3,190, antiseptic, bactericide, candidicide, cathartic, 
hemostat, pesticide, and purgative 

Cinnamic acid anesthetic, antiinflammatory, bactericide, cancer-preventive, 
choleretic, fungicide, herbicide, laxative, pesticide, and vermifuge 

d-Catechol 
Emodin antiaggregant, antifeedant, antiinflammatory, antimutagenic, 

antiseptic, antitumor (breast), antiulcer, antiviral, cathartic, cytotoxic, 
gonadotropic, immunosuppressive, pesticide, purgative, spasmolytic, 
styptic, vasoelaxant, viricide 

Gallic acid anticarcinomic, antifibrinolytic, antioxidant, antiseptic, antiviral, 
astringent, bacteristatic, cancer-preventive, carcinogenic, hemostat, 
nephrotoxic, pesticide, styptic, and xanthine-oxidase-inhibitor 

Hyperin antiinflammatory, antioxidant, antitussive, antiviral, 
capillarifortificant, capillarigenic, diuretic, hepatoprotective, hypotensive, 
pesticide, and viricide 

Physcion antiseptic, cathartic, pesticide, and purgative 
Physcion-8-o-beta-d-gentiobioside 
Physcion-diglucoside 
Quercitrin aldose-reductase-inhibitor, antiarrhythmnic, anticataract, 

antifeedant, antiflu,antihemorrhagic, antiinflammatory, antiviral, CNS 
depressant, cancer preventive, cardiotonic, choleretic, detoxicant, 
diuretic, dye, hepatotonic, hypotensive, paralytic, pesticide, spasmolytic, 
vasopressor, and viricide 

Rhein anticarcinomic, antiseptic, antitumor, antiviral, bactericide, 
candidicide, cathartic, cytotoxic, pesticide, proteinase-inhibitor, 
purgative, and viricide 

Rheinosides 12,900 
Rheosmin 
Sennoside-a 2,000-8,740, purgative 
Sennoside-b purgative 
Tannins 50,000-100,000, antidiarrheic, antidysenteric, antimutagenic, 

antinephritic, antioxidant, antiradicular, antiviral, bactericide, 
cancer-preventive, hepatoprotective, pesticide, psychotropic, and 
viricide 

Tetrarin
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Fig. 2. Structure of anthraquinone and stilbene derivatives from Rheum spp.



- 19 -

     Oxalic acid는 혈액내의 calcium과 결합하여 불용성 calcium oxalate crystals를 

형성하고 이는 신장에 축적되어 신장결석이 된다. 신장결석의 병력이 있던 사람

은 oxalate를 함유하고 있는 모든 생약의 복용에 주의해야 한다(30).

     대황은 5~10% 정도의 tannins을 함유하고 있다. tannins은 많은 식물체와 일반

식품에서 발견되는 phenolic compounds로 괭이밥류나 녹차등에 존재하며 10%이

상을 함유하는 식물체는 위장장애, 신장장애를 일으킬 수 있다. 반면 치료효과로

는 설사 및 점막염증에 효과가 있고 낮은 dosage에서 anthraquinone의 활성을 저

해시켜 변비를 유발한다. 고농도에서는 anthraquinone 활성이 지배적으로 작용하

여 고수분의 대변과 배변을 촉진한다(22). 대황에 다량 함유하고 있는 stilbene 유

도체 들은 항알러지 효능을 가지고 있다(31). 

  3. 대황의 항균활성

     본 연구와 관련하여 대황의 유효성분 중에는 항균성을 가지는 성분이 존재한

다. 대황추출물은 세포배양연구에서 항바이러스제로서 복합적인 결과를 보 는데 

anthraquinone 추출물은 HSV1, measles, polio and influenza virus에 항바이러스

능을 보이며(32,33,34,35), 반면 HIV1, vacinia viruses에는 효능이 없다(36,32). 

     Rhein 성분은 Bacteroid fragalis에 대해 항균능이 있으며(37) 또 다른 결과는 

그램양성균과 acid fast bacteria에 활성이 있다는 결과가 있었다(38). 대황의 항균

능은 mitochondria의 전자전달계에 작용하는 enzyme을 방해하는 것으로 예측된

다(39). 중국에서 157명의 성인 임질환자를 대상으로 대황을 투여한결과 66% 치

료율이 보고되기도 하 다(40). 

     Babu 등은 Rheum emodi에서 항균력을 가지는 새로운 oxanthrone ester 두물

질을 분리했으며(41)으며 위의 여러 연구결과로 대황의 항균 및 항곰팡이능은 우

수할 것이라 예상되었다. 또한 대황은 5~10%의 Stilbene 유도체를 가지고 있으며 

이 물질은 Jayasinghe 등에 의해 항곰팡이능이 있음이 입증되었으며(42) Singh 

등은 대황의 유효성분인 Emodin을 17종의 곰팡이에 처리한 결과 포자발아를 억

제시킨다고 보고하 다(43, 44). 이외에도 Anthraquinones 및 Napthoquinones의 

항균 및 항곰팡이능에 대해서는 많은 보고가 되어있다(45, 46, 47, 48, 49).
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  4. 과실썩음병 방제 천연물 농약

     Penicillium spp. 들에 의한 감귤썩음병은 감귤 수확 후 유통 및 저장 중에 가

장 문제가 되는 병으로서 특히 저장 중에 심하게 발생되어 막대한 피해를 주고 

있다. 감귤을 부패시키는 Penicillium 균들에는 감귤에 녹색곰팡이병을 일으키는 

Penicillium digitatum, 청색곰팡이병을 일으키는 Penicillium italicum, 그리고 

Whisker mold를 일으키는 Penicillium ulaiense 등이 보고되어 있다(50). 이들의 

방제는 여러 기지가 개발되고 있고 미국의 경우 Imazalil를 이용한 약제방제가 보

편화 되어 있고(51, 52, 53), 여러 가지 무기성분들을 이용한 방제도 시도되고 있

다(54, 55, 56). 또한 효모 Candida oleophila와 세균 Pseudomonas syringae를 이

용한 미생물농약이 이미 상품화되어 시판되고 있으며 이외에 여러 미생물을 이용

한 방제가 시도 되고 있다(57, 58, 59, 60, 61). 

     국내의 경우 감귤저장병 방제를 위한 약제가 활성화 되지 않고 있으며 남 등

(62)은 수확 10일전에 thiophanate-methyl 1,000배액을 수상 살포하면 방제에 효

과가 있다고 보고하 고 농가에서도 thiophanate-methyl을 비공식적으로 사용하

여 왔다. 그러나 이 물질은 저항성 균이 생겨 그 효과가 많이 떨어져 있는 실정

이다(63).
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Table. 3. Postharvest disease and symptoms of mandarin orange by penicillium 

spp.

병명 병원균 특  징

푸른

곰팡

이병

Penicillium italicum

- 전염 : 병원균은 감귤원 토양에서 포자

를 만들고 여름을 지나 가을에 포자가 

바람과 함께 날아다녀 과실에 붙고 저장

고에 들여놓으면 발병

- 푸른 곰팡이병 초기병증은 초록곰팡이

병과 비슷한데 병 무늬는 차차 확대되어

 원형으로 된다. 포자 층은 청색분 상으

로 주위의 균사대가 좁다. 

- 푸른곰팡이 병은 저장 후기에 많이 발생

초록

곰팡

이병

Penicillium digitatum

- 전염경로는 푸른곰팡이와 동일

- 초록곰팡이병은 조생온주 감 껍질의 

상처 난 곳에 나무 위에서 발병한다. 병

무늬는 처음에 담갈색수침 상에서 연화

하여 이것이 부정형으로 확대되고 흰색

의 균사를  만든다. 계속하여 암녹색의 

포자 층을 형성하는데 백색의 균사대가 

넓은 폭으로 남는다. 

- 초록곰팡이병은 저장 초기에 많이 발생

흰빛

썩음

병

geotrichum candidum var. 

citri-aurantii

- 전염 : 수확 전 나무에 있는 과실이나 

저장, 수송 중인 과실에 발생. 

- 접촉전염이기 때문에 썩은 것이 점차 

확대 

- 증상은 수침 상으로 연화하여 물러지면

서 즙액이 나온다. 따라서 중심부부터 

흰색의 얇은 균사가 병무늬를 덮는다. 

특이한 냄새가 있다 
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     이렇듯 공기 전염을 하는 대부분의 병은 농약에 의한 방제가 주로 이루어지고 

있으나 농약에 대한 안전성을 고려하여 수확 시까지의 사용 시기, 회수 등을 지

켜야 하는 여러 번거로움이 있으며 현재 가장 많이 사용되는 유기합성농약에 의

한 화학적 방제법은 계속적인 사용과 남용으로 인해 환경오염 및 인축독성으로 

인해 사회적으로 심각한 문제점으로 대두되고 있다. 이러한 사회적 배경에 합성

농약을 극소화하고 인축에 안전하며 병해에 대한 활성이 높은 우수한 천연농약을 

개발하고자 하 으며 지금까지의 천연물 농약의 성과로는 제충국, 담배 및 데리

스의 주성분인 pyrethrin, nicotine 및 rotenone이 살충제로 개발되었고 유기인계

나 carbamate계 등의 유기합성농약에 비해 저독성 및 범용성 근연화합물 농약으

로써 개발되었고(64,65,66,67,68) 현재 천연식물에 의한 많은 병해 방제 물질을 탐

색하고 있으며(69,70,71,72,73,74,75,76,77) 항균성분도 확인되었다(78).

     본 연구에서는 여러 천연물의 검색 중에 대황추출물의 Penicilliun spp.에 대한 

항균력을 확인하고 Penicilliun spp.에 의하여 발병되는 과실저장병에 적용가능한

지를 Field test를 통해 확인하고 환경 및 인축에 대한 향을 알아보기 위하여 

독성시험을 실시하여 과실저장병 특히 감귤저장 썩음병에 유효한 천연농약을 얻

고자 하 다.  
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제 2 절  연구 방법

  1. 실험재료, 사용기기 및 사용균주

   가. 실험재료 

     본 연구에 사용한 주 시료인 대황(Rheum palamtum L.)은 경동시장 등에서 유

통되는 시료이며 동명당에서 구입하여 정확한 감정 후 실험에 사용하 다.

     추출 및 분획용 용매는 EP급 용매를 재증류하여 사용하 고, 그 외 시약들은 

특급시약을 사용하 다. HPLC 등 분석에 사용되는 용매는 HPLC grade 용매와 

3차증류수를 사용하 다. 비교실험 및 분석에 사용되는 표준물질은 

Sigma-aldrich에서 구입하여 사용하 다. 각 시료는 Crysophanic acid(98% CAS 

481-74-3, Aldrich 229075-50MG), Emodin(>90%, CAS 518-82-1, Aldrich 

E7881-50MG), Aleo-emodin (95+%, CAS 481-72-1, Sigma A7687-100MG), 

Gallic acid(CAS 149-91-7, Sigma G7384-100G), trans-Cinnamic acid(99+%, 

CAS 140-10-3, Aldrich C80857-5G), Oxalic acid(99+%, CAS 144-62-7, Aldrich 

241472-50G), piceatanol(Sigma P-0453)를 사용했으며 HPLC 분석에는 Gemini 

5u C18(phenomenex, 150x4.6mm)을 사용하 다. 

   나. 사용기기 

     실험에 사용한 기기는 다음과 같다.

   MP : Gallenmkamp melting point apparatus(uncorrected)

   IR : Victor22 (Bruker)

   Shaking Iucubater : jeiotech

   Inncubator : Cheil science

   Constant Temp. & Humidity Chamber : Cheil sicience

   Vaccum Evaporator : Eyela
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   HPLC : Knauer 

   Anaerobic Jar : Difco

   Autoclave : Vision Scientific

   UV spectrophotometer : Opron 3000

   Deep Freezer : Thermo Forma

   pH meter : Corning

   Electrical Balance : Mettler, Sartorius

   다. 사용균주와 배지

     제주도 일원에 걸쳐 노지 및 저장고에서 Penicillium spp.에 의해 부패된 감귤

로부터 접종침을 사용하여 0.05% Triton X-100이 첨가된 멸균수에 포자를 현탁

하여 1/2 감자한천배지(PDA, Potato dextrose agar)상에서 평판희석법으로 단포

자를 분리하여 사용하 다. 분리된 병원균 들은 PDA배지 에 접종하여 증폭시킨 

후 4℃ 또는 -20℃에 보관하 다. 분리된 균주들은 병원성 검정에 의해 나타난 

병징에 따라 녹색곰팡이병을 일으키는 Penicillium digitatum, 청색곰팡이병을 일

으키는 Penicillium italicum 이외 새로운 특징의 병징을 유발시키는 Penicillium 

sp. 로 분류하여 본 연구에 사용하 다. 

     Penicillium spp의 배양을 위한 배지는 감자한천배지(PDA, Potato dextrose 

agar, Difco 213400)를 사용하 다.
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  2. 실험 방법

   가. 항곰팡이능 천연물 탐색

    1) Agar diffusion test(79) : Paper disk diffusion. 

       일정농도의 각 시료들을 serial concentration으로 Acetone에 희석하여 9 mm 

직경의 paper disks (no. 2668/2; Schleicher and Schuell, Dassel, Germany)에 

시료를 적신다. acentone이 모두 증발된 후 균이 접종된  agar plates의 중앙에 

놓은 후 3일정도 배양시키면서 균사체의 크기를 자로 측정한다. 

    2) Radial growth rate test(79)

       시료의 일정농도를 한천배지에 섞어서 고형배지를 만든다. 균주를 시험농도

로 한천배지에 접종하여 수일동안 배양시키면서 균종의 크기를 관찰하고 자로 

측정한다. 각 농도별로 3개씩 중복 실험한다.

   나. 추출 및 분리 정제

    1) 분리 및 성분 효능시험

       건조된 대황근경 2.4kg을 Methanol/H2O(1:1) 냉침으로 3회 추출하여 건조 후 

800mL DW로 suspension 시키고 이것을 다시 Hexane 800mL로 3회 반복하여 

추출하여 Hexane 추출물 13.51g을 얻었다(F-RE01). 다시 수층을 Methylene 

Chloride 800mL로 3회 반복 추출하여 MC 추출물 7.45g을 얻었다(F-RE02). 다

시 수층을 Ethyl acetate 800mL로 3회 반복 추출하여 Ethyl acetate 추출물 

167.56g을 얻었다(F-RE03). 다시 n-Butanol 800mL로 3회 반복 추출하여 

Butanol 추출물 46.05g을 얻었다(F-RE04). 나머지 수층을 건조하여 66.05g을 

얻었다(F-RE05).(Fig. 3.)
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Fig.3. Fractionation of Rheum palmatum
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    2) 활성분획의 분리

       3-2-1에서 분획 중에 MC 추출물(F-RE02)를 Column Chromatography 법으

로 세부분획으로 분리하 다(Fig. 4.).

Fig. 4. Subfraction of Methylene Chloride layer(F-RE02)

    3) 표준추출공정 확정 : GNC011 추출공정

       건조된 대황 원물을 입자의 95%이상의 크기가 4mm 미만이 되도록 분쇄하

여 50% Acetone 용매를 1:7(w/v)의 비율로 사용하여 55-65℃ 온도에서 진탕 

추출하여 여과 후 여액을 감압 건조하여 수상으로 하고 n-Butanol:Toluene(8:2) 

용매로 1:1로 3회 액액분리하여 상층을 완전 건조하여 50% Ethanol 용매로 녹

인다. 이것을 다시 완전 건조하여 분쇄한다. 최종 추출물은 분석을 통하여 지표

성분의 함량을 설정하 고 GNC011이라고 하 다(Fig. 5.). 
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Fig. 5. Standard extraction procedure of GNC011
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   다. 유효 및 지표 성분분석

     본 연구에서는 대황의 Antraquinone류 성분(Chrysophanic acid, Emodin, 

Aloe-emodin : Fig. 6.)을 지표성분으로 하여 표준분석법을 설정하 으며 세부 분

석법은 아래와 같다.

     표준액의 조제 : Crysophanic acid(98% CAS 481-74-3, Aldrich 

229075-50MG), Emodin(>90%, CAS 518-82-1, Aldrich E7881-50MG), 

Aloe-emodin(95+%, CAS 481-72-1, Sigma A7687-100MG) 표준품 10mg을 정

히 달아 25mL 용량플라스크에 넣고 메탄올로 표선 후 5mL을 취하여 100mL 용

량플라스크에 넣고 이동상으로 표선하여 막여과하 후 여액을 표준액으로 한다. 

     검액의 조제 : 대황추출물 250mg을 정 히 달아 50mL 용량플라스크에 넣고 

이동상으로 표선하여 막여과한 후 여액을 검액으로 한다.

     HPLC 조작 : 표준액 및 검액을 다음조건하에서 대한약전 일반시험법 액체크로

마토그래프법으로 분석한다.

    칼  럼 : 옥타데실실릴화한 실리카겔을 충전한 것

    이동상 : Methanol:Water 0.5% acetic acid (85:15)

    유  속 : 1mL/min

    검출기 : 자외부흡광광도계 (측정파장 254nm)

   < 계산식 >

      Emodin의 양(mg)

            검액의 피크면적
       ＝  × Emodin 표준품의 양 (mg)
           표준액의 피크면적
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      Aloe emodin의 양(mg)

            검액의 피크면적
       ＝  × Aloe emodin 표준품의 양 (mg)
           표준액의 피크면적

      Chrysophanic acid의 양(mg)

            검액의 피크면적
       ＝  × Chrysophanic acid 표준품의 양 (mg)
           표준액의 피크면적
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Emodin 

   

Aloe-emodin 

Chrysophanol       

Fig. 6. Standard constituents of GNC011         
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   라. 병원균의 분리 동정 및 검정

     제주도 일원에 걸쳐 노지 및 저장고에서 Penicillium spp.에 의해 부패된 감귤

로부터 접종침을 사용하여 0.05% Triton X-100이 첨가된 멸균수에 포자를 현탁

하여 1/2 감자한천배지(PDA, Potato dextrose agar)상에서 평판희석법으로 단포

자를 분리하여 사용하 다. 분리된 병원균 들은 PDA배지 에 접종하여 증폭시킨

후 4℃ 또는 -20℃에 보관하 다. 분리된 균주들은 병원성 검정에 의해 나타난 

병징에 따라 녹색곰팡이병을 일으키는 Penicillium digitatum, 청색곰팡이병을 일

으키는 Penicillium italicum 이외 새로운 특징의 병징을 유발시키는 Penicillium 

spp. 로 분류하 다. 이들에 대한 병원성을 검증하기 위하여 완전히 착색된 과실

을 수확한 후 0.5% sodium hypocholorite 용액에 5분간 침지하여 표면살균한 후 

3회 수세척한 후 실내에서 자연 건조시켰다. 과실 표면에 있는 물기가 완전히 제

거된 후 0.05% Triton X-100용액에 10
6
 포자/mL의 농도(420nm에서 흡광도 0.1)

로 현탁된 포자현탁액에 접종침을 담갔다가 과피의 유포(oil grand) 부분을 약 

1mm 깊이로 침접종하 다. 접종된 과일은 비닐지퍼백에 10개씩 넣고 15℃에 보

관하면서 매일 병발생여부와 병반의 크기를 조사하 다.
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   마. 항곰팡이능 검정

    1) in vitro 항곰팡이 효과검정

       대황추출물의 Penicillium spp.들의 균사생장에 미치는 향을 조사하기 위하

여 5일간 PDA 배지에서 배양된 Penicilliumm spp. 균총들의 가장자리에서 직

경 4mm의 균사절편을 채취하여 추출물의 serial concentration으로 포함되어있

는 감자 한천배지에 접종하고 27℃에서 배양하여 시간 및 일별로 관찰하여 균

총의 직경을 측정하 다. 

       또한 포자발아에 미치는 향을 조사하기위하여 serial concentraion으로 대

황추출물이 포함되어있는 감자한천배지에 포자를 도말하고 24시간후 발아관의 

길이를 광학현미경으로 조사하 다. 

    2) 수상처리에 의한 효과 검정

       대황추출물을 serial concentration으로 수상처리하여 완숙된 궁천조생 각 5개 

씩 도말처리 후 귤피에 상처를 입힌상태에서 5일간 PDA 배지에서 배양된  

Penicillium spp. 균총들의 가장자리에서 직경 4mm의 균사절편을 채취하여 상

처부위에 접종한다. 항온항습기(27℃, 60%RH)에서  7일간 보관하면서 1일 간

격으로 병변을 조사하 다. 이때 무처리 대조구는 동일 조건에서 아무런 약제

를 살포하지 않은 상태로 실험하 다. 
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    3) 수상처리에 의한 Field 검정

       열매가 완전히 착색된 25년생 궁천조생에 대해 수확 7일전에 약물을 각 처리

당 5kg/box로 100box로 하여 온도조절이 안 되는 일반저장고에 60일간 저장하

면서 30일까지는 10일 간격으로 다음은 60일 경과 시점에서 Penicillium spp.에 

의한 부패율을 조사하 다. 이때 무처리 음성대조구는 동일 포장에서 아무런 

약제를 살포하지 않은 과실을 수확하여 동일조건으로 저장한 감귤을 사용하

다. 양성대조구는 제주 농가에서 저장병 방제 목적으로 일반적으로 사용되는 

화합물 농약인 베푸란(동부한농) 1/2와 벤레이트(산젠타코리아) 의 지시용량을 

혼용 살포하여 실험군과 비교하 다. 

   바. 어독성 시험 : 담수어독성

     가로 300mm, 세로 450mm, 높이 250mm의 수조에 금붕어 각각 10마리씩을 넣

는다. 3일간 wash out을 하고 10ppm, 100ppm, 1000ppm, 10000ppm의 농도가 되

게 GNC011을 섞어준 후 7일간 생육을 관찰한다. 정확한 관찰을 위하여 죽은 고

기는 해부하여 원인을 파악하 다. 통계처리하여 LD50값을 구한다.
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   사. 급성독성

     대황추출물(GNC011)에 대한 경구 급성독성의 정보를 얻기 위하여 식품의약품안전

청고시 제1999-61호(1999년 12월 22일)의 ‘의약품등의 독성시험기준’을 변형하여 실

시하 다.

    1) 시험동물

가) 종 및 계통

  RAT(SD)

나) 공급원

  샘타코 실험동물센터    

  주  소 : 경기도 오산시 서량동 77-1

다) 시험계의 선택이유

 SD rats는 독성시험에 적당한 실험동물로서 독성시험에 널리 사용되고 있

다.  본 계통의 rats는 풍부한 시험기초자료가 축적되어 있어서,  시험결과의 

해석 및 평가 시에 이러한 자료를 이용하는 것이 가능하다.

라) 주령 및 체중범위

. 주령   : 5주령

. 동물수 : Female 5 heads, male 6 heads

. 체중 : 14.4 - 15.7 g

 

마) 검역 및 순화

  동물입수 시에 외관을 육안적으로 검사한 후 10일간 시험을 실시하는 동물

실에서 순화시키면서 일반증상을 관찰하여 건강한 동물만을 시험에 제공하

다.
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    2) 사육환경

가) 환경조건

  본 시험은 온도 23±3℃, 상대습도 50±10%, 조명시간 12시간(오전 8시 - 오

후 8시), 환기횟수 10 - 20회/hr. 및 조도 150 - 300 Lux로 설정된 성균관대 

약학대학 청정동물실험실에서 실시되었다.

나) 사육환경모니터링 

   시험기간 중 동물실들의 온습도는 항온항습기에 의하여 자동조절 되었으며,  

조도 등의 환경조건은 정기적으로 측정되었다.  환경측정의 결과, 시험에 

향을 미칠 것으로 사료되는 변동은 없었다.

다) 사육상자, 사육 도 및 사육상자의 식별

  순화, 검역 및 투여 후의 전기간 동안 Rat용 Polycage에 5마리씩 사육상자

에 수용하 다. 시험기간 중 사육상자는 시험번호 및 동물번호를 기입한 개

체식별카드를 붙여 식별하 다.

라) 사료 및 물

(1) 사료의 급여방법 

 사료는 실험동물용 고형사료(제일사료 주식회사)를 자유섭취 시켰다. 본 

시험에 향을 미칠만한 요인은 발견되지 않았다.

(2) 물의 급여방법

 물은 상수도수를 자유 섭취시켰으며 시험에 향을 미치는 요인은 발견

되지 않았다.

    3) 투여량 및 시험군의 구성

가) 투여량 설정

   본 시험물질 대황추출물(GNC011)에 의한 급성독성을 관찰하는 것이 목적

이므로, 예비시험 결과 대황추출물(GNC011)은 무독한 것으로 사료되어, 액상 
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경구투여 가능 최대용량인 50㎖/㎏/day을 최고 용량군으로 설정하여 실험하

다.

나) 시험군의 구성, 투여농도 및 용량

군
동물수
(마리) 동물번호

투여액량
(㎖/㎏)

투여량
(㎖/㎏)

C1) 5 1-5 50 0

T2) 5 6-10 50 50

          1)
 Control group, 

2) 
Treatment group.

다) 군분리 및 동물식별

  동물의 군분리는 다음과 같이 실시하 다.  우선, 순화기간 중 건강하다고 

판정된 동물의 체중을 측정한 후 2 g 간격으로 구분하여 각각의 평균체중에 

가까운 동물들을 10마리 선택하 다.  이렇게 선택된 10마리를 각 군에 5마

리씩 균등한 체중으로 분배되도록 순위화한 체중과 난수를 이용한 무작위법

으로 분배하 다.  동물의 개체식별은 피모의 색소염색법과 개체식별카드 표

시법으로 실시하 다.

    4) 시험물질의 투여

가) 투여액의 조제법

  GNC011을 100g 칭량하여, 10% Ethanol 수용액 1500㎖을 가한 후 완전용해

하여 사용하 으며 대조군은 주사용 멸균 증류수를 사용하 다.  

나) 투여경로 및 투여방법

  동물을 하룻밤 절식시킨 후, 배부피부 고정법으로 고정하고 경구투여용 금

속제 존데와 주사관을 이용하여 위내에 강제 경구 투여하 다.

다) 투여경로 선택이유

   사람에게 예상되는 경로로서 경구투여를 선택하 다.
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라) 투여횟수 및 투여기간

   투여당일 오전에 개체별로 1회 투여하 다.

마) 투여액량 계산

  투여당일의 측정된 체중을 기준으로 하여 각각의 군별 투여량에 맞게 투여

액량을 계산하 다.

    5) 관찰 및 검사항목

가) 일반증상 및 사망동물의 관찰

  투여당일은 최종 투여 후 1시간에서 6시간까지는 매 시간마다, 투여 익일부

터 14일까지는 매일 1회 일반증상의 변화, 독성증상 및 사망동물의 유무를 

관찰하 다.

나) 체중측정

   시험에 사용된 모든 동물에 대하여 투여개시전과 투여 후 1, 3, 7 및 14일에 

체중을 측정하 다.  

다) 부검소견관찰

   투여 후 14 일째에 모든 생존동물을 Ether 마취 하에서 개복한 후에 복대동맥

을 절단하여 방혈치사 시킨 후, 육안적으로 내부 장기를 관찰하 다. 

  

라) 혈액성분 분석

   서울 독성연구소에 의뢰하여 RBC, Hb, LDH 등 혈중성분을 분석하여 투약후 

혈중성분의 변화여부를 관찰하 다.

    6) 통계학적 방법

      모든 실험군에서 동물측정용 저울을 이용하여 체중을 측정하여 평균과 표준 편

차를 구하 다. 용매 대조군과 처치군 사이의 통계학적 유의차는 Student's t-test

에 의하여 검정하 고, p<0.05를 실험군 간의 유의성 있는 차이로 판정하 다. 
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제 3 절    결과

  1. 항곰팡이능 천연물농약 후보물질 선정

   바실러스균, 세라티아균 외에 대장균, 황색포도상구균, 녹농균, 장구균, 등의 장내

세균과 기회성병원균을 대상으로 대황, 황련, 지모, 비파엽, 건강 등 100여가지의 한

약재 중 항균력이 우수한 12가지의 한약재를 선별하여 이들 한약재를 이용하여 천

연항균제, 천연방부제 등을 위한 항균/항생 능력이 천연물을 선정하고자 하 으며 

본 연구의 검색단계에서는 위의 수종의 균주를 사용하여 agar diffusion test법으로 

균이 접종된 agar plate를 만들어 12종의 천연물을 paper disk에 동일량을 도포후 

실험해 보았을 때 대황추출물이 다양한 균주에 대해 항균력이 가장 우수하 으며

(Fig. ) 이 결과에 따라 대황을 본 연구의 재료로 최종선정 후 향후 분획 및 성분연

구와 천연물 농약 연구에 이용하 다.

Fig. 7. Screening test of natural antimicrobial materials
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  2. 대황 분획 항곰팡이능 시험

     위의 분획 Scheme에 따라 hexane 13.51g(F-RE01), methylene Chloride 추출물 

7.45g(F-RE02), ethyl acetate 추출물 167.56g(F-RE03), n-butanol 추출물 

46.05g(F-RE04), 수층 건조물 66.05g(F-RE05) 등 총 5개 분획물을 얻었다. 이것

에 대한 Penicillium spp.에 대한 항곰팡이능 실험을 실시하 을 때 MC 

fraction(F-RE02)에서 가장 강하게 항곰팡이능이 관찰되었다(Fig. 8.). 

Fig. 8. Antifungal test on serial concentrations of each Rheum fraction
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   위의 결과로 MC층에 존재하는 성분이 항곰팡이능을 나타내는 주요 유효성분일 

것으로 사료되며 total extract의 경우도 항곰팡이능이 우수하 으므로 MC 추출분

획의 성분뿐만이 아니라 기타 다른 성분도 항곰팡이능을 가지고 있을 것으로 예상

되어진다. 본 연구에서는 대황의 항곰팡이능을 밝히고 total extract 상태에서 천연

물 농약을 개발하고자 하는 목적으로 향후 표준화를 위한 유효물질을 선정하여야 

하고 이에 적합한 유효물질이 MC fraction에 존재하는 성분으로 하고자 하 다. 따

라서 항곰팡이능이 있는 성분을 찾고 유효물질 및 지표성분으로 설정하고자 

Subfraction 시험을 진행하 다.

   HPLC 분석법으로 분석을 실시하 을 때 Hexane fraction과 MC fraction에서 

Chrysophanic acid의 함량이 9%정도로 매우 높게 분석되었으며 MC fraction의 경

우 Aloe-emodin, Emodin 성분도 각각 1.9%, 4.5%로 3가지 Anthraquinones 만 

16.5%나 함유되는 것을 알 수 있었다. 이러한 분석결과는 가장 항곰팡이능이 우수

한 MC fraction의 주성분은 Anthraquinone류 화합물이며 Anthraquinone류 화합물

은 항곰팡이능과 매우 접한 관계가 있을 것으로 사료된다(Fig. 9., Fig. 10). 



- 42 -

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

9.00

10.00

함
량

(%
)

Aloe emodin Emodin Chrysophanic acid

Aloe emodin 0.01 1.91 0.70 0.02 0.00

Emodin 0.15 4.49 0.78 0.02 0.02

Chrysophanic acid 8.96 9.11 0.44 0.03 0.04

Hexane MC EA Butanol Water

Fig. 9.  HPLC analysis of Anthraquinones in each Rheum fractions
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Fig. 10.  Continued on next page.
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Fig. 10.  HPLC profile of Rheum fraction  A: Standard, B: hexane fraction 

(F-RE01), C: methylene Chloride fraction (F-RE02), D: ethyl acetate 

(F-RE03), E: n-butanol fraction (F-RE04), F: Water fraction (F-RE05)
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  3. 성분 분리 및 항곰팡이능 시험에 의한 유효성분 확인

   I 분리 Scheme에 따라 MC fraction(F-RE02)을 10개의 Subfraction으로 분리하

다. 충진제로는 Silica(Merck)를 사용하 으며 hexane:EA(5:1) 용액에서 

Hexane:EA: MeOH(5:10:2)를 점차적으로 바꿔주면서 분리를 하 다(Fig. 11.). 분석

컬럼을 이용한 예비시험에서 분리순서를 예상하여 분리를 실시하 고 주로 

anthraquinone류 성분이 존재하는 것을 확인하 다. anthraquinone성분은 대황의 항

균작용에 주요 효능물질로 많은 연구가 되어있으며 대황의 사하작용에도 관여한다. 

Fig. 11. Subfraction of MC extracts(F-RE02) and each constituent 
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   Fig. 11.의 각 Fraction을 시험방법 3-3의 HPLC 분석법으로 분석을 실시하 을 

때 Fraction 1, 2에서는 Chrysopanic acid가 주로 검출되었으며, Fraction 3에서는 

Emodin성분이, Fraction 4에서는 Aloe-emodin 성분이 주성분이었다. 각 fraction의 

항곰팡이능 시험을 실시한 결과 Antraquinone 류 성분이 함유된 fraction에서 항곰

팡이능이 우수하 다(Fig. 12.). 항곰팡이능이 우수한 Fraction 1, 3, 4, 5, 8은 공통

적으로 Aloe-emodin, Emodin, Chrysophanic acid, Rhein, Physcion 등의 

Anthraquinones 성분이 다량 함유되어 있으며 Anthraqinones이 대황의 항곰팡이능

의 주요 유효물질임을 알 수 있었다. 

   이에 따라 본 연구에서는 Chrysophanic acid, Emodin, Aloe-emodin의 세가

지 성분을 지표성분으로 하여 향후 원료표준화 및 추출공정 표준화 연구시에 

이용하 다. 
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Fig. 12. Analysis and antifungal effect test of Each MC fraction
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  4. 표준분석법 개발

   천연 추출물의 표준화 및 표준공정을 설정하기위해서는 표준추출물을 확인할 수 

있는 지표성분을 설정하여 지표성분에 따라 원물질에서 추출공정단계 및 최종 추출

물을 제어하여 정량화된 추출물을 설정하는 과정이 필요하다. 앞서 검토한 유효 

fraction 및 Subfraction 시험과 분석시험을 통하여 본 연구에서는 Anthraquinone류 

화합물인 chrysophanic acid, emodin, aloe-emodin 성분을 지표성분으로 설정하 으

며 향후 추출물의 분석에 이용하기위하여 타성분과 간섭되지 않는 조건의 HPLC 

분석조건을 설정하 다. 분석농도 설정의 타당성을 검증하기위하여 검량선을 작성

하여 linearity를 확인하 고(Fig. 13.) n=6으로 하여 Accuracy와 precision을 확인하

다.



- 49 -

Fig. 13. Linearity test of Anthraquinones analysis
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  5. 표준추출공정 개발

   가. 원료표준화 연구

     천연물 추출물의 표준화를 위해서는 원료표준화, 추출공정표준화, 분석표준화가 

이루어 져야 한다. 본 연구에서는 원료의 표준화를 위하여 국산 2종(Rheum 

uldulatum Linne, 종대황 ; S-RE01, S-RE03), 중국산 4종(Rheum palmatum 

Linne 금문대황 3종;S-RE04,S-RE05,S-RE06, Rheum franzenbachii Munt 화북대

황 1종;S-RE02)을 구입하여 항곰팡이능과 천연물방제제의 기능으로서 가장 우수

한 원료물질을 찾고자 하 다. 각 종의 형태는 fig. 14.와 같다. 또한 현재 중국에

서 생산되고 있는 대황추출물(S-RE07)이 있어 구입하여 사용하 으며 이 추출물

의 물성을 시험했을 때 용해도에 문제가 있어 다른 원물추출물과의 물성을 동일

하게 하기위하여 수상용해 물질을 제거하는 재처리 공정을 거친 재처리 추출물

(S-RE08)을 함께 검토하 다(table 4.). 원료 표준화에 사용된시료는 총 8종으로 

이것을 농도에 따라 radial growth rate test를 실시한 결과 이중 중국의 사천성 

지역에서 생산되는 Rheum palmatum 종인 S-RE04, S-RE05가 0.1mg/mL와 

1mg/mL의 농도에서도 강한  항곰팡이능이 우수하 다. 이에 따라 표준화추출공

정연구는 사천성지역에서 재배된 Rheum palmatum을 이용하여 진행하 다. 중국

산 원료(S-RE07)은 상용원료인데 함량이 구입시 성적서의 양만큼 되지 않았으며 

항곰팡이능도 약하 다(Fig. 15. table 5). 
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Fig. 14. Rheum spp. in this study for raw material standardization. A. Rheum 

undulatum Linne, B. Rheum palmatum Linne, C. Rheum Franzenbachii 

Munt
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Table. 4. Rheum spp. used in this study. 

No 국가 재배지 구입처 한약명

S-RE01 국산 충북 인동약업사 종대황

S-RE02 중국 화북지방 인동약업사 화북대황

S-RE03 국산 충북 동명당 종대황

S-RE04 중국 사천 동명당 금문대황

S-RE05 중국 사천 다송㈜ 금문대황

S-RE06 중국 운남성 대덕약품 금문대황

S-RE07 중국 - 파마라인 금문대황-추출물

S-RE08 중국 - 파마라인 금문대황-재처리
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Fig. 15. Radial growth rate test of Rheum extracts
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Table. 5. Radial growth size of Rheum extracts.

(단위 : cm)

No 10 mg/mL 1 mg/mL 0.1 mg/mL

S-RE01 1.3 1.9 2.3

S-RE02 0 1.7 2.3

S-RE03 1.3 1.8 2.2

S-RE04 0 1.0 1.6

S-RE05 0 1.3 2.2

S-RE06 1.3 2.0 2.9

S-RE07 1.5 2.2 2.8

S-RE08 1.7 2.4 2.9
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   나. 추출공정표준화 연구

     본 연구는 천연물 곰팡이 방제제의 개발을 목표로 항곰팡이능의 효능검증과 더불

어 추출수율 및 공정용이성을 감안하여 다양한 용매로 추출법을 검토하 다. 초기 

추출용매로는 에탄올, 메탄올, 아세톤, 물을 사용하 으며 액액분리에 사용된 용매로

는 부탄올, 톨루엔, 디클로로메탄, 헥산, 에틸아세테이트, 메틸에틸케톤, 클로로폼 등

의 용매를 사용하 다. 초기추출에서 에탄올 및 메탄올 수용액의 경우는 다음 액액

분리시에 유기용매 추출단계에서 제거가 용이하지 않아 완전건조 후 수상과 용매를 

가하는 과정을 거치게 되어 공정시간이 길어졌다. 또한 수율도 각각 41%, 45%로 

Acetone(58%)에 비하여 낮았으므로 초기 공정은 Acetone수용액으로 결정하기로 하

다. Acetone 수용액은 낮은 끓는점에 의해 공정 중에 냉각기가 필수적으로 필요

하다는 단점이 있으나 적정시간으로 감압 농축할 때 Acetone 성분이 제거가 용이하

여 다음 액액분리 단계에서 완전건조하지 않아도 잔존하는 수상과 유기용매를 사용

하여 공정시간을 단축할 수 있다. 액액분리 공정은 수상의 물질에서 유효물질을 효

과적으로 추출할 수 있어야 한다. 앞서 실험한 분리실험에서 디클로로메탄에서 가장 

좋은 항곰팡이능과 Anthraquinone 화합물을 함유하는 것으로 밝혀졌으나 수율이 매

우 낮았다(0.2%). 따라서 항곰팡이능을 유지하면서 수율을 높일 수 있는 용매가 요

구되었다. 문헌 및 용매 검토 결과 에틸아세테이트와 부탄올/톨루엔 혼합물이 가장 

용이하 으나 수율 면에서 우수한 부탄올/톨루엔 화합물을 선택하기로 하 다. 최종 

건조단계에서는 잔류용매를 없애기 위하여 물을 첨가하여 용매를 제거했으며 완전

건조 후 50% 에탄올수용액에 용해하여 재 건조하여 잔류용매의 가능성을 완전 배

제하여 추출물을 완성하고 이 최종추출물을 GNC011의 코드명으로 설정하 다. 최

종 수율은 원물 대비 13%정도이며 총 추출공정 시간은 overnight time을 포함하여 

30시간 정도가 소요된다. 표준추출공정단계 및 소요시간은 Fig. 16.과 같다.

     GNC011은 건조감량 5% 이하의 갈색 및 적갈색의 가루로서 앞서 검토된 표준

분석법으로 분석하 을 때(Fig. 17.) aloe-emodin 0.74%, emodin 0.74%, 

chrysophanic acid 0.53%로 분석되어졌으며 세성분을 합한 값이 2.01%로 향후 추

출물의 표준함량은 추출 후 세성분의 Anthraquinone 성분의 함량이 2.0%±10%의 

규격으로 관리하기로 하 다. 
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Fig. 16. Final standard extraction process of Rheum ext.(GNC011)
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Fig. 17.  HPLC analysis profile of standard GNC011
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  6. 효능평가

   가. 균사생장억제 효과(radial growth rate test)

     이전까지의 실험에서 대황추출물은 Screening 단계에서 항균능이 우수하 으나 

종에 따라 그 항곰팡이능은 상이하 다. 가장 항곰팡이능이 우수한 대황을 선정

하 고 표준분석법과 표준공정연구를 통하여 표준추출물 GNC011을 얻었다. 

GNC011은 Antraguinones를 지표성분으로 하여 규격화 하 다. 항곰팡이능을 다

시 검증하고 항곰팡이능을 가지는 최소농도 및 향후 농약물질로 개발시에 최적 

방제농도를 알기위하여 radial growth rate test 법으로 농도별로 항곰팡이능을 

시험해보고자 하 다. Fig. 18.과 같이 GNC011은 항곰팡이능이 우수하 으며 1μ

g/mL~0.1mg/mL의 낮은 농도에서는 시간이 지남에 따라 곰팡이가 어느 정도 성

장하는 것을 알 수 있었다. 1mg/mL 이상의 농도에서는 penicillium spp. 균사생

장이 현저히 증가되어 10mg/mL의 농도에서는 거의 생장을 멈춘 것으로 관찰되

었다. 

     따라서 GNC011의 향후 적정시험농도는 1mg/mL로 설정하고 시험을 진행하고

자 한다.
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Fig. 18. Antifungal effect of GNC011 dependent on conc. and time.
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   나. 포자발아억제 검증

     GNC011의 포자발아억제를 검증하기 위하여 두 가지 실험을 진행하 다. 자연 

상태에서는 실험실내 테스트와 다르게 낮은 population의 penicillium이 존재하는 

상태이므로 penicillium 농도에 따라 동일한 GNC011을 처리해 주었을 때 향을 

살펴보고자 하 다. 동일 농도의 배지에 penicillium italicum을 각각 103, 104, 105, 

10
6
을 spreading한 후 72시간동안 항온항습기에서 배양을 해보았을 때 10배수의 

균처리 임에도 불구하고 낮은 농도일수록 항곰팡이능이 우수함을 확인하 다

(Fig. 19.). 따라서 GNC011은 강제적으로 많은 균을 처리해주는 실험실조건보다

는 자연방제효과는 더욱 뛰어날 것으로 사료된다. 

     두 번째 방법은 penicillium italicum의 농도는 일정하게 하고 배지에 함유된 

GNC011의 농도를 달리하여 실험을 해보았다. 0.01mg/mL, 0.025mg/mL, 

0.05mg/mL, 0.1mg/mL의 농도로 배지에 GNC011을 첨가하 을 때, 농도구배대로 

항곰팡이능을 보 으며 광학현미경으로 포자형성을 관찰하 을 때 현저하게 포자

량이 줄어드는 것으로 알 수 있다(Fig. 20.). 
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Fig. 19. Antifungal Effect of GNC011 dependent on spore population.
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Fig. 20. Supression of spore germination by serial concentration of GNC011
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   다. 형태적 관찰 : 광학현미경

     GNC011을 농도별로 처리하여 Penicillium italicum을 각기 배양시키고 형태적 

관찰을 위하여 광학현미경을 사용하여 곰팡이류의 전형적인 기관인 포자낭

(Sprangium), 발아관(germ tube), 균사(spawn) 등을 관찰하 다. Fig. 21은 

GNC011의 농도별 처리에 따른 포자낭의 형성을 관찰한 현미경사진이다. 무처리

군에서는 정상적으로 포자낭이 형성이 되었고 GNC011의 농도가 높아질수록 포

자낭의 형태에 변형이 생기는 현상을 관찰하 고 1mg/mL의 농도에서는 포자낭

의 형성이 억제되었다. 

     또한 농도에 따라 발아관과 균사도 형성이 억제되는 현상이 관찰되었다(Fig. 

22.). 곰팡이류의 번식에 결정적인 역할을 하는 발아관의 길이를 측정해 보았을 

때도 농도에 따라 억제가 되는 것을 알 수 있다(Fig. 23.).
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Fig. 21. Suppression of sporangium formation on GNC011 treated.
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Fig. 22. Suppression of germ tube and spawn generation on GNC011 treated
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Fig. 23. Suppression effect of germ tube generation on GNC011 treated.
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   라. 감귤에 대한 효능 검증

    1) GNC011의 녹색곰팡이병변 억제 효과

       위의 결과로 GNC011의 penicillium spp.에 대한 항곰팡이능은 in vitro test를 

통하여 검증되었으며 표준처리농도는 1mg/mL(0.1% sol.)로 설정하 다. 이 시

험농도를 직접 감귤에 적용하여 항곰팡이능을 검증하고자 하 다. 감귤표면에 

GNC011을 도말하여 준 후 감귤표면에 부분적으로 상처를 낸 후 곰팡이 배양

편을 심어 배양한 결과 무처리군에서는 상처부위의 곰팡이편에서 부터 단기간

에 균사가 성장하여 포자를 형성하는 것을 관찰할 수 있었다. 반면 GNC011을 

1mg/mL, 10mg/mL의 농도로 처리하여준 감귤군에서는 penicillium spp.의 생장

이 억제됨을 알 수 있었다. 

       감귤적용시험은 plate test에서 보다는 효과가 약한 것으로 보여지는데 이는 

아마도 감귤에 도말시 단순히 10% Ethanol 상태로 적용하여 표면에 적절히 도

말되지 못한 데에 기인한 것으로 생각된다. 향후 감귤표면에 잘 도말될 수 있

는 제제화연구가 요구된다.
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Fig. 24. Antifungal effect of GNC011 treated on mandarin orange. 
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Fig. 25. Mold symptom suppression of GNC011 treated on mandarin oranges   
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    2) GNC011의 Field test

       GNC011의 천연물농약의 적용을 위하여 간이포장시험을 실시하 다. 비교샘

플은 제주감귤농가에서 감귤저장을 위하여 수확 1주일 전에 살포하여 사용하고 

있는 화학농약인 iminoctadine triacetate(베푸란)와 벤레이트를 사용하 고 살

포방법 및 저장조건 등은 아래와 같다.

     

▶ 대    상 :  남제주군 농가

▶ 기    간 :  2004. 11. 15 ~ 2005. 1. 22.

▶ 저장방법 : 농특저장고

▶ 저장기간 : 2개월

▶ 살포시기 : 수확 1주일 전

▶ 살포방법 : GNC011 (1kg을 1000L에 희석하여 살포)

▶ 시 험 군 : 1. 대조군 : 비살포

 2. 실험군1 : GNC011 살포

 3. 실험군2 : iminoctadine triacetate 

                         벤레이트

 4. 실험군3 : 실험군1과 실험군2의 경계지역

▶ 통    계 :  각 그룹당 5kg, 100박스

               (10box 무작위 선택, 썩음병 발생 감귤수 계산(%))

       시헐결과 무처리군은 10일경과 후에 13%의 감귤이 초록곰팡이병에 감염되었

으며 20일 경과 후에 46%의 감귤이 병변을 일으켰다. 반면 세 개의 실험군 모

두 60일 경과 후에도 5%미만의 초록곰팡이에 감염되어 GNC011이 향후 화학

농약을 대체할 수 있는 천연물농약의 가능성이 매우 높은 것을 알 수 있다

(Fig. 26.).
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Fig. 26. Field test of GNC011 treated on mandarin orange.
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  7. 독성평가

   가. 어독성시험

     가로 300mm, 세로 450mm, 높이 250mm의 수조에 금붕어 각각 10마리씩을 넣

고 3일간 wash out을 하고 10ppm, 100ppm, 1000ppm, 10000ppm의 농도가 되게 

GNC011을 섞어준 후 7일간 생육하여 독성을 관찰해 보았을 때 100ppm의 농도

까지는 사망하는 금붕어가 관찰되지 않았으며 1,000ppm에서 7마리, 10,000ppm에

서 10마리가 수일에 죽었다. LD50값을 구하여 보았을 때 2일경과시 500ppm, 일주

일 경과 시에 333ppm으로 독성이 거의 없음을 알 수 있었다. 정확한 관찰을 위

하여 죽은 고기는 해부하여 원인을 파악하 을 때 약물의 독성보다는 고농도에서 

불용화된 GNC011에 의하여 아가미와 피부 등에 흡착되어 물리적으로 사망한 것

으로 판단된다. 일반 농약의 경우 LD50값이 어독성 I급은 0.5ppm 미만, 어독성 II

급은 0.5∼2ppm, 어독성 III급은 2ppm 초과로 나뉘어지는데 본 연구를 통하여 검

증된 GNC011의 경우 어독성에 대해 매우 안전한 것으로 판단된다.
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A            B          C          D          E

 10,000ppm    1,000ppm  100ppm      10pm        Control

Fig. 27. Fish toxicity test of GNC011
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   나. 급성독성시험

       GNC011의 독성을 조사하기 위하여 SD Rat 수컷 6마리, 암컷 5마리씩 0.1 ∼ 

1,000mg/kg bw/day로 경구투여하고 7일간의 사망율, 일반증상, 체중변화 및 부

검소견을 관찰하 다. 이후 혈액의 성분을 분석하여 본 결과 이와 같이 시험한 

결과는 다음과 같다.

   1) 시험기간 중 사망동물은 관찰되지 않았다.

   2) 시험물질의 투여와 관련된 어떠한 독성 증상도 나타나지 않았다 (Table 1).

   3) 체중변화에서는 모든 투여군에서 시험물질에 기인된 변화는 관찰되지 않았으

며, 정상적인 체중 증가가 확인되었다 (Table 5).

   4) 혈액분석에서는 어떠한 소견도 관찰되지 않았다 (Table 6, 7, 8, 9).

       본 시험에서 시험물질 투여와 관련된 어떠한 독성 증상도 관찰되지 않았으며 

LD50값은 50㎖/㎏을 훨씬 상회할 것으로 사료되었다. 이상의 결과에서 GNC011

은 Rat에 의한 1주일간의 경구투여 급성독성시험에서 안전한 물질인 것으로 판

단된다. 
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Table 5.  Acute toxicity test of GNC011 : Body weight
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Table 6.  Acute toxicity test of GNC011 : Blood analysis I
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Table 7.  Acute toxicity test of GNC011 : Blood analysis II
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Table 8.  Acute toxicity test of GNC011 : Blood analysis III
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Table 9.  Acute toxicity test of GNC011 : Blood analysis IV
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  8. 시제품생산

    실험실규모 추출공정의 생산공정 적용과 농약제제로의 개발을 위한 제제검토를 

위하여 pilot scale 규모에서 시생산시험을 실시하 다. 생산시설에의 적용을 위해 

추출공정에 적합한 제조지시 및 기록서를 작성하 고 정 한 측량과 수율을 측정

하면서 시생산을 실시하 다. 전체적인 공정은 실험실규모를 Scale up하여 진행하

으며 현장 시설에 적합하도록 적용 규모 및 공정을 다소 변경하 다. 

Fig. 28. 시생산 공정도
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Fig. 29. 시생산공정의 제조지시 및 기록서(계속)
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Fig. 29. 시생산공정의 제조지시 및 기록서
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  9. 제제 검토

    GNC-011의 물성을 고려해 감귤을 비롯한 과실류에 도포될 수 있는 제제로의 

개발을 위하여 천연물의 용해력을 높이기 위한 Ethanol을 사용하 으며 천연물 농

약의 친환경, 무독성을 유지하기위한 식용 계면활성제를 사용하여 처방을 검토하

다. 

    처방에 적합한 제제공정검토 과정은 Fig. 30와 같다. 초기 대황추출물을 용해시

키기 위하여 4배 볼륨의 Ethanol 25% 수용액으로 용해하 으며 계면활성성분을 

성분간 전혼합 후 섞어주고 최종 수용액으로 계면활성제 전혼합용기를 씻어주면서 

최종혼합물 10L가 되도록 맞춘다.

Table 10. 대황천연물 농약의 농약제제 처방검토

No. 원료
함량(%)

처방1 처방2 처방3 처방4 처방5 처방6 처방7 처방8

1 Ethanol 10 10 10 10 10 10 10 10

2 대황 추출물 10 10 10 10 10 10 10 10

3 Polysorbate 20 5 - - - 2 2 2 1

4 Polysorbate 60 - 5 - - - 1 - -

5 polysorbate 80 - - 5 - - - 1 -

6 Hydrgenated Lecithin - - - 5 10 5 5 10

7 정제수 75 75 75 75 68 72 72 69

pH 6.2 6.5 6.5 6.5 6.5 6.8 6.8 6.8
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Fig. 30. 제제검토 생산 공정도
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 연구개발목표의 달성도

  

  1. 목표달성도

연 구 개 발

목       표
연구개발 내용 및 범위 연 구 개 발 결 과 달성도

대황분획물

의 세부분획 

및 분리, 

정제

-  대황추출물의 세부분획 

- 세부분획물의 항곰팡이력 

측정

- 세분분확물의 감귤썩음병 

방제효과 검증 

- 물질분리 : TLC, GC-MS를 

이용한 물질 분리 및 정제

- 저장환경에서의 항곰팡이

력 측정 : 감귤저장고

- 푸른곰팡이 억제력이 우수

한 분획물의 획득(MC분획층)

- 푸른곰팡이 균사성장 억제 

기능의 대황추출물 획득 / 

표준화 성공

- 분획물로부터 푸른곰팡이 

억제력을 갖는 물질의 분리 

및 정제 (3종 분리)

- 상기 물질의 항곰팡이력 

측정 및 방제 효과 확인

- 추출공정 특허작성 중

100%

대황추출물

분석법 개발
- 대황추출물 분석법 개발연구 - 대황추출물 분석법개발 100%

대황추출물 

표준추출법 

개발

- 대황분획물의 분석

- 대황추출물 표준추출공정

연구 : 공정단순화, 공정개

선, 유효분획함유

- 표준추출법 개발 완료 100%

분리물질

의 동정 

및 환경

향평가 

- 토양반감기 측정

- 토양미생물에 대한 향 평가

- 수질잔류량 평가

- 어독성 평가

- 환경에 대한 향평가

100%

대황추출

물 허가

- 최종보고서 작성 및 학술

지 발표

- 허가자료 작성

- 생산허가 획득

- 최종보고서 작성
80%

대황추출

물 생산

- 추출공정 scale up

- 공장 OEM 계약
- 생산 100%
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  2. 연구개발 실적

   1) 특허등록

    - 대황추출물 함유 생물농약제제 및 항곰팡이제 (특허 0552997호)

   2) 연구 논문발표준비 (국내 1건, 국외 1건)

    - 농약과학학회지

    - Journal of Agricultural and food chemistry

   3) 연구홍보활동

    - KTV(한국정책방송) 방  : 녹색한국 선진농업 “농업에 부는 새바람, 바이오

테크놀러지” (2005. 4. 27.)

    - 2005 경기과학기술대전 전시 (부스설치)

    - 2006 농림기술대전 참가신청
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제 2 절 관련분야 기여도

  1. 기술적 측면

    1) 천연식물로부터 항곰팡이 등의 농약활성 물질의 분리를 통한 농약개발로 신

물질을 합성하는 합성농약에 비하여 적은 시설과 인력으로도 신규 농약을 

개발할 수 있으며, 기술적으로도 이미 유효분획물을 통하여 농약활성을 가지

므로 성공 가능성이 매우 높다.

    2) 천연식물 유래의 농약활성 물질은 합성농약에 비해 인체 및 동물 등에 대한 

독성이 적으므로 안전한 환경친화적 농약개발이 가능하다.

    3) 기초연구를 통하여 효과가 있음을 확인한 후 분리 동정하기 때문에 분석기술

면에서도 효율성이 높다.

    4) 식물유래 항곰팡이 물질의 분리는 농약개발 뿐 만아니라, 식물유래 항균, 항

생제의 개발기술에 대한 적용성이 크다.

  2. 경제적 측면

    1) 합성농약의 신규 농약의 개발은 시간 및 비용이 많이 드는 반면, 그 성공가능

성이 매우 희박하다. 또한 현재 국내에서는 외국에서 확인된 원제를 수입하거

나, 외국의 특허기간이 만료된 합성원제를 이용하여 농약을 생산하고 있다. 따

라서, 합성농약에 비해 국내에 풍부한 천연자원을 이용하여 국내기술로 농약 

또는 선도화합물을 개발한다면, 수입대체 뿐만아니라 수출까지 기대할 수 있

는 품목이다. 

    2) 현재, 국내 농약기업에서의 농약연구개발비가 거의 없는 실정이다. 1996년 업

계 1위의 노바티스사에서 연구개발비로 한해 373백만달러를 사용한 반면에, 국

내 동부한농, 동양화학, 경농 등을 통틀어 연구개발비는 전체 매출대비 

2-2.5%(약 10백만달러)로 매우 낮은 실정이다. 

    3) 국내외적으로 합성농약 개발에 비해 시간 및 비용을 크게 절감할 수 있는 

천연물 유래 농약개발에 힘을 쏟고 있으며, 따라서 이와 관련된 시장은 매우 

크게 증가될 전망이다.
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  3. 사회적 측면

    1) 국내 향후 화학농약 사용의 30% 감소 계획

    2) 친환경 농업재배 면적의 확대

    3) 잔류농약 문제 : 국내 소비 뿐만 아니라 외국의 수출의 차질

      ⇒ 친환경 저독성 농약의 개발로 화학농약의 사용을 절감하고, 농약의 잔

류성을 해결하여 국민보건 및 국내 생산 농산물의 해외 인지도를 높힐 

수 있다. 
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

  1. 사업화 계획

    1) 활용분야 : 곰팡이병 방제 농약 또는 선도화합물의 개발

    2) 주요활용분야 : 감귤썩음병 억제 농약의 개발

    3) 사업화방향

      - 개발 후 공동개발 :  천연물농약 허가 완료 후 제품발매시점에서 공동개발, 

과제에서 획득된 선도화합물 또는 농약의 기술이전 후 선도화합물의 이용한 

효력증가, 잔류량 감소, 저독성의 신규물질 공동연구 지속적 실시

      - 기술판매 : 등록특허 실시권 계약, 기술이전후 매출에 대한 로얄티 계약체결

  2. 결과물의 적용 확대

    1) 대황 특이성분에 대한 화장품 원료의 적용 

    2) 대황추출물의 항균력을 이용한 화장품 방부제 원료이용 계약 : 화장품 소재  

전문기업 (주)더마랩

    3) 농약 이외에 기능성을 활용한 다양한 제품에의 확대 적용계획

    4) 항곰팡이 농약제조방법에 대한 기술이전 및 공동사업화

    5) 주요성분의 생화학농약의 Lead chemical로 이용

    6) 타 과실류 및 엽근채류에 대한 적용

    7) 적용 미생물군 확대 및 병해충에 대한 확대 적용

    8) 타 천연물에의 기술이용을 통한 신규제품화의 기초자료 이용

    9) 대황의 표준추출물 획득 및 과정에 대한 작용기전 등의 논문발표
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

  1. 과채류의 저장성 향상을 위한 기술개발 

    식용 및 약용식물로부터 천연항균물질을 추출하여, 이를 제형화하고 최종적으로 

포도, 딸기 등의 부패가 잘되는 농산물의 저장 및 유통 중에 이를 분사하여 성공

적으로 적용한 사례(대구대학교, 2002)

   ① 강교수는 자체적으로 개발된 천연항균제를 보다 저농도에서 효과적으로 사용

할 수 있는 제형화 방법에 대하여 현재 연구 진행중임.

   ② 향나무 잎, 대나무 잎, 소나무 잎 등으로부터 과채류 부패균에 대하여 높은 항

균력을 보이는 유효성분을 주정으로 추출하여 이를 가공하여 적절히 조합 및 

제형화함으로써 무공해 천연항균제를 개발.

   ③ 포도(그림 2, 그림 3) 및 딸기(그림 4)에 적용했을 때 이들의 저장성을 2배 이

상 연장할 수 있음을 중량감소율, 총균수, 색도, 경도, 관능검사 등을 측정함으

로써 확인하 으며, 복숭아, 귤 등 부패가 잘되는 과채류에 대해서 확대적용도 

가능할 예정.

   ④ 과채류의 신선도 향상 및 판매시기와 수급량 조절이 가능해짐으로써 농가에 

막대한 이익,  수출 상대국의 농약사용 기준을 충족시킬 수 있기 때문에 농산

물의 수출에도 기여

  2. 딸기 저장병 방제 관련

    딸기를 비롯한 블루베리, 포도와 같이 작은 과실에 경제적으로 손실을 가져오는 

두가지 곰팡이 병원균의 방제를 위해 천연물에서 추출분리한 물질의 항균제로의 

개발되고 있음(미국농업연구청, 2004).
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   ① 미국농업연구청(Agricultural Research Service, ARS)에서 고추(Cayenne 

peppers)유래  항진균 물질 CAY-1에 대한 특허를 획득한바 있으며, 현재 딸기 

곰팡이를 대상으로 이물질의 항균능력에 대한 연구를 진행.

   ② ARS Southern Regional Research center의 미생물학자인 Anthony De Lucca

는Natural Products Utilization Research Unit의 식물병리학자 David Wedge 

및 Small Fruit Research Station의 Barbara Smith와 공동으로 딸기에 질병을 

유발시키는 곰팡이에 대한 CAY-1의 효과를 1년에 걸친 실험실 및 식물실험결

과를 바탕으로 CAY-1의 시판을 위한 연구를 진행.

   ③ De Lucca는 곰팡이로부터 농작물을 보호할 수 있는 천연 화합물을 탐색하던

중, 5년전 CAY-1 사포닌을 분리. 

   ④ 사포닌은 식물체에 널리 발견되는 물질로서 세제의 작용을 가지고 있어 물과 함

께 흔들면 거품이 형성됨. 섬유에 침투함으로서 작용을 발휘하는 섬유세제와 같이 

고추의 사포닌 역시 세포막에 작은 구멍들을 형성함으로써 곰팡이를 파괴함.

   ⑤ 작은 과실에 경제적으로 손실을 가져오는 Collectotrichum과 Phomopsis에 대

해  CAY-1은 낮은 농도에서도 좋은 효과를 나타냄.
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