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요 약 문

제 목I.
변색균의 분자생물학적 진단시스템 및 친환경 방미제방미법 개발․

연구개발의 목적 및 중요성II.
본 연구의 최종 목적은 국내에 서식하는 수입목재 및 국내 자생 목재의 표면 오염과

변색을 일으키는 진균류를 채집하여 분리동정하고 대표적인 목재변색균을 최신 분․
자학적 신기술을 도입하여 신속 정확히 검출할 수 있는 특이 의 검출법과 이, Primer
들 목재 변색균들간의 분자학적 계통을 확립하여 정확한 변색균에 대한 체계를 확립

하고자 한다 또한 목초액이나 죽초액 등을 기본 방미제로 하여 환경오염이 적은 물. ,
질을 사용하여 오염시키지 않으면서고 효과 좋은 방미제 및 방미법을 개발하고자 한

다.

연구개발 내용 및 범위III.
연구결과

주요 목재변색균의 방미효력 검증을 위한 생리적 특성-
에 따른 생장속도 측정 결과1. pH Ophiostoma narcissi를 제외한 모든 균주가 pH

에서 양호한 생장을 나타내었다6.0-8.0 . Ophistoma polonicum와 Ceratocystis
adiposa는 변화에 민감한 생장을 보였으나 다른 균주는 조건에 따른 특정pH pH
한 조건에서 활발한 생장을 나타내지 않고 광범위하게 비슷한 생장률을 나타내었

다.
2. Ophiostoma ulmi와 Ceratocystis ips는 에서 가장 활발한 생장을 나타내었고30 ,℃
다른 모든 균주는 에서 최적의 균사생장을 나타내었다25 .℃ Ceratocystis ips는

에서 생장으로 시험 균주 중 가장 활발한 생장을 나타내었고 대부분30 69mm℃
의 균주가 생장하지 않은 에서도 의 생장으로 고온성 균이라 할 수35 52.7mm℃
있겠다.
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- 주요 목재변색균에 대한 목초액 및 죽초액의 방미효과

모든 시료는1. Ophiostoma narcssi를 제외한 다른 균주에 대해서는 방부 효과가 없

었으며, Certocystis adiposa와 Ophiostoma ulmi에 대해서는 오히려 균사의 생장

에 목초액이 촉진효과가 있었다.
죽초액은 목초액과는 달리 뚜렷한 방부 능력을 나타내었으며 대체로 이상에서2. , 2%
부터 양호한 억제 능력을 가지고 있다고 사료된다. Ophiostoma ulmi는 다른 10
개 균주와는 달리 죽초액 이하에서는 억제 받지 않고 생장하는 것을 확인1%
할 수 있었다.
목초액은 농도에서부터 시험에 사용된 모든 변색균의 생장을 저해한다고 볼3. 5%
수 있으며 농도에서부터 확연한 저해를 한다고 볼 수 있다10% .

목재서식 각종 세균에 대한 방미효과-
가 식중독균에 항균력을 나타내는지 알아보기 위하여 실험한 결과는 다1% HWE

음과 같다. Staphylococcus aureus는 로 희석시킨 방미제 에 대한 생장억제1% HWE
는 매우 높게 나타났으며 접종 후 시간 후에 급격한 성장을 보이는 대조구에 비하2
여 접종 시간 후에도 지속적인 항균효력을 보여주었다5 . Staphylococcus aureus와
Bacillus cereus는 의 에 의해 거의 생장이 저지되는 것을 알 수 있다1% HWE . 1%

가HWE Listeria monocytogenes에서는 양호한 항균력을 나타내었으나 기본적으로

다른 균주에 비하여 생장이 왕성한 Escherichia coli는 의 항균능력을 보여주었33%
다 가 세균에 있어서 어느 정도 항균력을 보인 것으로 보아 변색균에도. 1% HWE
방미효과를 보일 것으로 사료된다.

목재변색균의 목재조직 및 세포 침투 메카니즘-
목재변색균은 목재의 표면에 포자 혹은 균사형태로 집락을 형성하며 표면의 최외1.
각층에서 세포내로 균사가 생장한다.
세포내에 침투한 균사는 이차벽의 층과 같은 셀룰로오즈층은 거의 분해하지 않2. S2
으며 주로 이웃세포로의 이동을 위하여 세포벽을 분해하거나 파괴한다.
균사는 목재세포의 내강에 집락을 형성하며 세포내강의 표면이나 층의 저분자3. S3
물질을 우선적으로 분해 흡수하여 생장한다.
균사의 목재내부로의 이동은 벽공막의 마르고의 파괴 혹은 벽공막의 분해에 의하4.
여 이곳을 통하여 이웃 세포로 이동한다.
세포벽을 통과하여 이웃세포로 이동하게 되는데 기계적인 힘에 의하여 세포벽을5.
뚫고 세포에서 이웃세포로 이동한다.



- 4 -

천연물질에 대한 방미효력 및 특성 연구-
목초액 및 죽초액으로 사용된 시료의 은 에 의하여1. chloroform fraction GC-MS
분석되었으며 두 종류 모두 2,6-dimethoxy phenol, dehydroacetic acid,

성분을 함유하고 있었다2,3,5-trimethoxytoluene .
이들 죽초액과 목초액은 목재 생산 산업체에서 친환경적인 방미 혹은 항산화 작2.
용을 가진 천연방부제로 사용될 수 있다.
목재 슬라이스시편 실험은 실험실내에서 효과적인 방미실험을 검증 할 수 있었다3. .

및 의 미생물 방미효력 검- Silver Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
증

는 안정적이며 열대한 저항성이 높으며1. Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
물에 쉽게 녹는다 고분자물질과 혼합하게 된다면 이들의 물리적 특성은 변하지.
않거나 변성하지 않는다.
이 혼합물질은 세균 진균 조류 등에 매우 높은 방미효과를 보여주며 페인트 섬2. , , ,
유 고무 등과 같이 쉽게 사용할 수 있다, .
자연환경에 비독성이며 인간이나 사용자에게 안전한 혼합물질이다3. , .

제조 및 항균력 측정- Chitosan-glutaldehyde-silver ions membranes
은 낮은 농도에서도 목재변색균에 대하여 매우 높은 방미효과1. silver nanoparticles

를 보여준다.
인간의 건강과 자연환경에서의 독성이 높은 보다 우수한 성질의 방미제이다2. CCA .
자연환경과 경제적인 측면에서 목재산업체에서도 쉽게 생산해 낼 수 있다3. .

목재변색균에 대한- Bacillus subtilis 과EF 617317 B. licheniformis EF
의 길항물질의 판명 및 부분 정제 실험실 및 야외폭로 실험617325 :

1. Bacillus subtilis 과EF 617317 Bacillus licheniformis 의 항진균성 활성EF 617325
은 목재변색균인 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182),
Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 에 대하여 와(363176) in vitro

의 조건에서 분석되었다in vivo .
2. Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma
polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 에 대한(363176) Bacillus subtilis와
Bacillus licheniformis의 부분적으로 정제된 성분이 매우 강한 길항작용을 보여줌

을 확인하였다.
3. B. subtilis의 경우 에서3302 2856cm-1 과 에서1655 1535 cm-1 B. licheniformis의
경우는 에서3295 2929cm-1 에서 관찰되었다 이러한 약. 3300cm-1 주위의 넓은 밴
드은 그룹에 기인하고 에서NH 1655 1535cm-1의 경우는 과 밴드로amid I amide II
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여겨진다.
4. Pinus radiata보다는 Pinus densiflora 에서 치리된 목재시편이 매우 높은 목재변

색균에 의한 변색의 감소가 나타났다 또한. Ophiostoma ips와 O. flexusum의 경

우보다 O. polonicum, O. tetropii 균이 생물학적인 약제에 대하여 더욱 예민하게

반응을 하였다.

- 중요 변색균의 분자생물학적 분류체계 및 신속 진단법 개발
사용한1. ophiostoma 균주에 대하여 및 프라이머를 이용하여 증폭한7 ITS 1 ITS 4
결과 모두의 균주에서 약 크기의 산물을 획득하였다 및600~700 bp PCR . Lane 2
의 경우에는 다른 균주들에서 보였던 크기보다 약간 작은 크기를 가지고6 PCR
있는 것이 특징적이었다.
에 의하여 증폭된 및 유전자를 제한효소2. PCR ITS 1 ITS 2 Hha I, Hpa II, Hind

III, Mse I, Mbo 등의 가지 제한효소를 이용하여 분석하여 다양한I 5 PCR-RFLP
밴드패턴을 얻을 수 있었다.

3. Ophiostoma 균주를 특이적으로 증폭할 수 있는 특이 선발을 위해 동spp. primer
정된 의 염기서열을 한 결과fungi ITS(internal transcribed spacer) alignment

부분에서ITS2 Ophiostoma 만의 공통된 염기서열 보존지역을 발견하고 이 부분

에서 ITS2-internal middle reverser primer(IMR primer
를 선택 할 수 있었다5`-GTTCGGTACTGCGCTCGGA-3')

4. Opiostoma 균주에 대한 특이적 개발을 위하여 에서의spp. primer genebank
ophiostoma 및 유사한 균류의 영역의 염기서열을 비교분석하여spp. ITS
Opiostoma 균에서만 특징적으로 염기서열이 같은 부위에서 프라이머를 선발spp.
하였고 기존의 이 이용한 및 프라이머와 동일하, White et. al., 1990 ITS-1 ITS-4
게 로 이용하였다multiple primer
사용한5. Ophiostoma 균주들에 대하여 부위에 대하spp. 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S
여 염기서열을 분석하고 및 를 통하여 균주의, DDBJ NCBI Genebank database 17
염기서열과 비교분석한 결과 전체적으로 개 큰 그룹으로 분류할 수 있었다 분6 .
류군 중에서 균주의 경우에는 비교분석한 어느 분류군에도 속하지Opi-363175
않아 제일 유의성이 높고 근연의 유연관계를 보인 균주로는, Ophiostoma
canum(Genebank accession no. AJ538342) Ophiostoma breviusculum(Genebank

등이 의 유의성을 보여주었다accession no. AB200420) 93% .
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연구개발 과제 및 활용에 관한 건의IV.
제 항 연구개발 과제 문제점1

국내외에서 수행되고 있는 문제점은․
첫째 연구의 연관성 부족1) :

국외의 선두 연구실은 연구의 특성을 잘 나타내고는 있으나 연구 분야간

연관성이 부족하여 총체적인 연구가 이루어지고 있지 않음.
둘째 지역적 한계2) :

목재의 수출입이 자유로워 목재의 변색균의 유입이 매우 쉬운 측면을 간

과하고 있다 특히 목재변색균의 수입경로 및 균의 정보가 밝혀 있지 않. ,
아 방제하는데 어려움이 있음.

셋째 환경오염의 문제3) :
대부분의 연구가 화학적 방미제를 개발하거나 사용하여 환경오염의 문제

를 야기하고 있음 생물학적이거나 친환경적인 방미제는 경제적인 측면.
에서 화학약제에 비하여 목재산업체로부터 기피되고 있다.

넷째 국내외 변색균의 연관성 연구 부족4) : ․
이들의 분자생물학적인 연구가 수행되지 않아 수입목재와 국내 채집 종

간의 연관성에 관한 연구가 이루어지고 있지 않음.

따라서 본 연구에서는 분자학적 방법을 도입하여 목재변색균을 신속 정확,
히 검출할 수 있는 특이 의 검출법과 이들 목재변색균들간의 분자학적Primer
계통을 확립하여 변색균의 정확한 체계를 확립하고 목재 변색균에 대한 길항,
적 미생물에 대한 탐색을 통하여 목재 변색을 방지하고 목재상품의 가치를 유

지시킬 수 있는 기초연구를 수행하였다.

제 항 연구과제 건의2
본 연구의 과제 상 건의점은

첫째 친환경제품의 개발연구의 중요성과 업체의 실제 적용성과의 합의점 실1) :
용화 도출이 어려움.
둘째 현 연구 성과의 파일럿 시스템에 관한 비젼이 제시되지 않아서 파일럿2) :
스케일에 관한 예산지원이 요구됨.
연구 성과의 결과를 산업화시키기 위한 후속 연구 지원시스템이 없어서 후속3)
특허 출원 국제학술지 논문투고 로얄티협정 등의 지원제도를 신설하여 주시, ,
기 바람
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SUMMARY
Most deterioration and staining problems in wood are caused by fungi.
Ophiostoma sp. is a major genera to produce staining in wood. In this study,
natural resource materials, biological agents and polymers synthesized by natural
resources were chosen for the study of the antifungal activity against wood
staining fungi, Ophiostoma sp. The application of natural resources and biological
control agents I wood preservation has not yet been reported. The purpose of our
study was to evaluate the action of natural resources, bio-control agents and
polymers against sapstaining fungi and inhibition mechanism of products were
discussed briefly.

"Chikusaku-eki" and "Mokusaku-eki" are natural resources and acidic liquid
by-products of bamboo and broad leaved treescharcoal burner. These products
contain more than 200 ingredients, including phenols, poly phenols and acetic
acids. These by-products were tested for their fungicidal activity against
sapstaining fungi. These extracts were more effective against sapstaining fungi
at minimum concentrations (0.10-1.0 %) used in 2 % MEA medium. Three
Chikusaku-eki (CE-I, CE-II and CE-III) and 2 Mokusaku-eki (ME-I, ME-II)
extracts were tested against 4 sapstaining fungal samples to evaluate the
inhibition range on sapstaining fungal growth. Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma
tetropii, Ophiostoma narcissi and Ophiostoma ips were the sapstaining fungi
used in this study against bamboo and wood extracts. The chloroform fractions
of these extracts were analyzed by GC-MS and both the extracts contained
2,6-dimethoxy phenol, dehydroacetic acid and 2,3,5-trimethoxytoluene. Results
revealed that compounds of "Chikusaku-eki" and "Mokusaku-eki" had remarkable
fungal growth inhibitory effect at lower concentrations. The Chikusaku-eki and
Mokusaku-eki has both antifungal and antioxidant properties and has a potential
for use as natural preservative in wood industries. These extracts are easily
available, inexpensive and non-toxic to environment, which validates its
applications in wood industries. Wood slice tests were displayed the effective role
of both extracts in laboratory level. Colonization and penetration of fungal hyphae
into wood elements was evaluated by scanning electron microscope.

Another study was carried out to evaluate the exact role of phenolic
compounds existing in wood vinegar towards the sapstaining fungal growth
inhibition. To find out the clear mechanism behind antifungal activity of phenolic
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compounds in wood vinegar, we neutralized (pH 7) wood vinegar with NaOH and
hot water extracts of Pinus densiflora and Quercus serratasaw dusts were used
in the media instead of sterilized distilled water to enhance the fungal growth
inhibition property of neutralized wood vinegar. Ophiostoma polonicum, O. ips, O.
flexuosum, O. narcissi and O. tetropii were the sapstaining fungi used in this
study against neutralized wood vinegar, extracts of Pinus densiflora and Quercus
serrata. Neutralized wood vinegar was active only above 2.5 % used. GC-MS
analysis was performed to identify the phenolic compounds and other ingredients
in both neutralized wood vinegar and acidic wood vinegar by chloroform
extraction method. Eleven major compounds were identified in acidic wood
vinegar and 7 major compounds in neutralized wood vinegar. The acidic wood
vinegar contains 72.59 % phenolic compounds and neutralized wood vinegar
contains 57.92 % phenolic compounds. The Scanning Electron Microscopy image
of fungal growth on wood samples showed the phenomenon of fungal penetration
into wood elements. Pinus densiflora was used as wood element for SEM
analysis.

The antifungal activity of Bacillus subtilis EF 617317 and Bacillus
licheniformis EF 617325 were demonstrated against sapstaining fungal cultures
Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma tetropii, Ophiostoma narcissi and Ophiostoma
ips in both in vitro and in vivo conditions. The active supernatant fractions of 7
days old Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis cultures inhibited the growth
of sapstaining fungi in laboratory experiments. Four antifungal peptides were
partially purified from Bacillus licheniformis and three antifungal peptides were
partially purified from Bacillus subtilis. The partial purification was done using
sephadex gel filtration chromatography and the compounds masses were
determined by LC-MS spectrometry as m/z 1023, 1038, 1066 and 1081 in B.
licheniformis and m/z 1036, 1058, and 1090 in B. subtilis. FT-IR was performed
to confirm the surface chemical bonds of lipoproteins. According to our results,
the partially purified lipopeptides may belong to surfactin and iturin family.
Thermostability and pH stability of lipopeptides were analyzed. The lipopeptides
were thermostable and inhibited sapstaining fungal growth in in vitro analysis as
methanol-soluble fractions. In vivo analysis of antifungal activity of lipopeptides
on wood was conducted in laboratory. In addition, fungal inhibition potential of
extracts on surface and internal part of wood samples was analyzed by Scanning
Electron Microscopy.
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Chitosan membrane was prepared by mixing sterilized chitosan with
gluteraldehyde solution then the membrane was dried at 37 ºC at 48 hrs. Silve
ions were embedded with membrane at different concentrations to produce
antifungal activity. Wood staining fungi Ophiostoma flexuosum, O. tetropii, O.
polonicum and O. ips were tested against Chi-Gla-Ag membrane for antifungal
activity. Surface morphology of Chitosan, Chitosan-Gluteraldehyde and
Chi-Gla-Ag membranes were studied by scanning electron microscopy. The
quality and structure of membranes were analyzed by Fourier Transform-Infrared
Spectroscopy. Thermostability of the membranes was confirmed by Thermo
Gravimetric Analysis. pH 5 was maintained in chitosan and all concentrations of
silver ion solutions. SEM results show that the uniform appearance of membrane
and addition of gluteraldehyde increases the membrane thickness, thermostability
and water insolubility of membrane. The antifungal activity of chitosan
membrane increased with increase in concentration of silver ions. In addition,
different concentrations of pure chitosan were tested against wood fungi to
understand the contribution of chitosan towards the antifungal activity and
different concentrations of silver ions were also added with various
concentrations of chitosan to demonstrate the antifungal activity by radial
diffusion assay method, individually.
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제 장 연구개발 과제의 개요1

제 절 연구개발의 목적 및 중요성1
본 연구의 최종 목적은 국내에 서식하는 수입목재 및 국내 자생 목재의 표면 오염과

변색을 일으키는 진균류를 채집하여 분리동정하고 대표적인 목재변색균을 최신 분․
자학적 신기술을 도입하여 신속 정확히 검출할 수 있는 특이 의 검출법과 이, Primer
들 목재 변색균들간의 분자학적 계통을 확립하여 정확한 변색균에 대한 체계를 확립

하고자 한다 또한 목초액이나 죽초액 등을 기본 방미제로 하여 환경오염이 적은 물. ,
질을 사용하여 오염시키지 않으면서고 효과 좋은 방미제 및 방미법을 개발하고자 한

다.

제 절 연구개발의 필요성2
제 항 연구개발의 필요성1

본 연구는 국외의 연구도 매우 초기단계에 있으며 국내에서는 연구가 전혀 이루어

져 있지 않다 목재 부후균에 대하여 신속한 검출방법으로 을 이용한 검출방법. PCR
의 확립 및 또한 변색균의 검출을 위한 특이 의 설계에 의한 정확한 검출방법Primer
을 확립하며 또한 분자학적 방법을 도입하여 대표적인 목재변색균인 속Ophiostoma
에 대한 계통학을 세우고자 및 염기서열분석을 통하여 분자학적 계통분류를RRLP,
그 목적이다.

특히 목재변색균에 대한 분자학적 검출방법은 세계적으로 일부 시도되고 있으나 우

리나라에서는 이루어지고 있지 않다 목재변색균에 대한 특이 개발에 의한 신. Primer
속하고 정확한 분석방법은 앞으로 해외에서 수입되는 목재의 목재변색균을 진단하는

데 아주 중요할 것으로 사료된다 또한 우리나라에서도 목재를 변색시키는 목재변색.
균에 대한 정확한 분자학적 계통분류를 확립함으로서 앞으로의 목재부후균 및 버섯

균의 계통을 성립하는데 중요할 것으로 여겨진다 그리고 뉴우질랜드의 라디아타소.
나무등을 비롯한 여러 수입된 목재에서 발생하고 있는 목재 변색균의 정보를 사전에
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인지함으로써 유입경로를 파악하고 목재변색균의 국내에 유입하는 유입경로를 차단

하여 국내 목재 산업에 크게 이바지할 것으로 여겨진다.

최근 환경 오염문제를 야기 시키는 목재 방미 및 방부제의 사용을 억제하고 생물학

적인 친환경적 변색균의 억제 방법을 개발함으로써 지구를 보존하는데 또한 매우 중

요한 연구이다 최종 목표는 생명공학의 기술과 지식을 목재산업에 적용함으로서 새.
로운 생명공학의 응용성을 부여함과 동시에 변색균의 분자생물학적 진단시스템 및 생화

학적 방미법 개발에 있다.
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제 장 국내외 관련기술개발 현황2 ․
목재 표면의 색상을 변색시켜 상품가치를 하락시키는 변색균은 자낭균류와 불완

전균류의 가해에 의하여 목재가 변색된다 생물학적인 측면에서 목재 표면을 오염시.
키는 균류(Aspergillus, Gliochladium, Penicillium, Rhizopus 등 와 목재의 변재를)
변색시키는 변재 변색균 (Ceratocystis, Graphim, Hyalorhinoclasiella
Leptographium, Ophiostoma 등 이 있다) (Eaton & Hale, 1993; Zabel & Morrell,

이러한 균류들은 목재의 강도적인 측면의 손상은 없으1992; Seifert & Gylls, 1992).
나 재질적인 측면에서는 매우 큰 피해를 입힌다 특히 목재의 변재를 변색시키는.

는 변재부내 유세포에 침투하여 착색균사를 형성한다 이는 변Ophiostomatoid fungi .
재부 세포를 균사가 형성하는 멜라닌색소로 청변 내지는 흑변을 야기시키는데 이를

청변이라 한다(Behrendt et al 이러한 생물학적인 변색은 목재나 목제품의 가. 1998).
치를 하락시켜 경제적인 손실을 초래한다 또한 변색된 목재를 펄프목이나 펄프칩.
등 펄프원료로 사용할 경우 표백약품의 소비증가 차 부후균의 침투방제를 위한 방, 2
부제의 소비증가에 따른 환경오염을 가속화시키는 원인이 된다 국외의 경우 연구동.
향은 이 미국 농무성에서 발간된 이래 많은 연구가 다양한 형태로Technical Bulletin
이루어지고 있고 내용은 아래와 같음, .

목재의 변색을 야기하는 변색균의 파악○
은 온대 지방에서의 목재의 변색에 관여하는 균의 분리 및 동정한 결Kaarik(1980)

과 종 카나다에서는 여종이 관여하고 있음을 이 보고하고 있다341 , 200 Breuil .
는 뉴우질랜드 라디아타소나무의 변색에 관련하는 원인균에 대하여 보고Kay(1995)

하였다 또한 진균류의 완전세대와 불완전세대에 따른 연관성과 분류학적 연구가 수.
행되어지고 있으며 대학과 대학 공동으로 캐나다 전역에 대한 광범, Laval Forinter
위한 연구에서 목재 변색의 주된 원인균은 Ophiostoma spp., Ceratocystis 및spp.
불완전세대인 Leptographium 그룹이었음을 보고하였다 그러나 국spp. (Breuil,1997).
내의 연구는 극히 미비하여 단지 뉴우질랜드 수입산에서 발생하는 변색균, (Kim,

과 국내 적송에서 발생하는 변색균2001) (Song et al 에 관한 연구가 거의 유. 2003)
일.

방미제의 개발 및 효력에 관한 연구○
목재를 변색시키는 변색균의 생육을 억제하거나 방제할 방미제의 개발 및 효력에

관한 연구는 오래 전부터 서구유럽과 미주대륙을 중심을 이루어지고 있다 (Hale &
화학약품으로는 주로Eaton, 1993; Zabel & Morrell, 1992). Sodium penta-

와 가 주로 사용되어 왔으나 현재에는 이들의chlorophenate ethyl mercuryphosphate
유독성 때문에 대체 방미제에 관한 연구가 꾸준히 수행되고 있고 미 서부지방에는,
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등이 사용되고 있다NP-1, Britewood XL, Timbercote 2000 (Kim 2001; Song et al.,
한편 다른 미생물을 이용하여 방미효과 및 변색균에 의한 백변효과를 이용하2003).

여 방미 효과를 얻게된 보고도 있다.(Held et al 또한 목초액을 비롯한 임산., 2003).
부산물의 추출액의 사용도 증가되고 있다.

와 의 정제 및proteinase lipase gene encoding○
Gutierrez et al 는 가 목재 질소원을 는 목재 추출물을 분해. (1999) proteinase , lipases
시킴이 밝혀내었고, Tamerlec et al 은 효소의 순수 정제 및 이들의 생리적인. (2001)
특성을 연구하였다 그러나 변색균에 의한 상기 두 효소제의 정제는 매우 초보 단계.
여서 산업화를 위한 많은 기초 연구가 필요하다 특히 이 두 종류의 효소에 대한 유.
전학전 메카니즘에 대해서는 아직 밝혀지지 않아 이들 효소를 분비하는 유전자를 탐

색하여 분자생물학적인 측면에서 효소의 기능을 구명하는 것이 필수적이다.

목재 변색 메카니즘에 관한 연구 및 탈색 메카니즘에 관한 연구○
캐나다의 의 연구실에서는 생화학적 및 분자학적인 면에서 멜라닌 합성Prof. Breuil
대사경로를 연구하고 있으나 아직까지는 초보 단계여서 분자학적 연구를 통하여 멜

라닌 색소관련 유전자의 탐색과 이들 유전자를 찾아내어 색소의 경로에 대한 메커니

즘을 밝히는 것이 시급하다 하지만 이 분야에 대한 연구는 거의 몇 편의 논문만 보.
고되었을 뿐 아직까지 정확한 경로가 밝혀지지 않아 앞으로 이 분야에 대한 기초 연

구가 시급히 이루어져야 할 것임 또한 탈색에 관한 메카니즘은 에 의하. Croan(1997)
여 보고되어 졌으나 이 역시 매우 미약한 단계이다.

목재 변색균에 대하여 진단방법 연구○
최근 Kim et al. 이 발표했듯이 법이 이용되기 시작하여 변색균에 대한(1999) PCR ,
진단방법이 간단하고 명료해지고 있지만 아직은 보편화가 되어 있지 않아 변색균을

신속검출할 수 있는 특이 의 개발과 특정부분 에 대한 분자학적 유연관Primer gene
계분석을 위하여 및 염기서열분석 등을 이용한 변색균들간의 유연관계를 철RFLP
처히 밝히고 이들의 계통학을 밝혀 분자학적으로 이들 변색균들에 대한 정확한 진단

방법의 개발이 더욱 절실히 요구되고 있음.

본 연구는 세계적으로 캐나다의 미국의 와 영국의Prof. Breuil, Prof. Brusell○
등에 의하여 이루어지고 있으나 현재는 보편화가 되어 있지 않아서 이Prof. Eaton ,

분야에 대한 정확한 연구가 분자학적 방법을 이용한 새로운 검출방법 및 특이

등의 개발을 통한 신속한 진단법 등이 요구되고 있어 이 분야에 대한 연구는Primer
선진외국과 같은 수준의 연구를 위하여 절실히 요구됨.
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제 장 연구개발 수행 내용 및 결과3

제 절 목재 표면오염균 및 목재변색균의 분포 현황1
Distribution of wood contaminating fungi and
wood sapstaining fungi

제 항 서 설1
목재의 자연적인 아름다움의 잇점 때문에 고래로 부터 현재에 이르기까지 가구 건축재료 생, ,
활용품 미술품등으로 사용되어 왔으며 미래의 인간 삶과는 매우 깊은 관계를 유지하게 될 것,
이다 그러나 불행하게도 이 목재는 천연유기물질로서 화학적이나 생물학적인 요인들에 의하.
여 원형자체의 아름다움이 손상을 입게 된다거나 구조적인 문제를 입히게 되어서 본연의 가

치를 하락시키게 된다 그런데 이러한 목재의 변색은 장기간 저장을 한다거나 환경이 나쁜 곳.
에 저장됨으로써 주로 야기되는데 목재의 변재부위가 목재의 심재부위에 비해서 심하게 훼손

을 받고 있다 최근의 미국의 자료에 의하면 미국내 목재상품적인 가치에서 목재의 변색에.
의하여 하락당하는 액수가 무려 로 발표되었다 물론 자연환경적인 요인과 화학적50 million $ .
인 요인에 의하여 발생하는 수도 있으나 주된 인자는 생물학적인 인자로서 주로 곰팡이가 야

기하는 것으로 여겨진다 이러한 곰팡이의 성장이 변색을 발생시키는데 이는 목재가 처한 자.
연환경이나 인위적인 환경 때문에 이들이 서식하기 때문이다.
자낭균류 및 불완전균류의 목재의 침해는 목재를 생물학적으로 변색시켜 가치를 하락시키는

원인을 제공한다.

제 항 목재 표면오염균 및 변색균의 분포 현황 파악2
재료 및 방법1.

가 공시 지역 및 균 분리용 시편의 채취방법.
국내 서해안 지역에 위치한 목재를 취급하는 목재생산장 목재야적장 목재절삭장을 위주로, ,
서해안 지역에서 목재를 주로 취급하는 지역인 개 지역을 선정하였다 수입목을 주로 취급하3 .
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는 국내 서해안지역의 북부지역인 인천의 목재회사 수입목을 주로 취급하는 중부지역인,▵▵
군산의 목재회사와 국내 육송을 주로 취급하는 남부지역에 위치한 남원의 조합의 목◊◊ ◦◦
재집하장을 선정하였다.
멸균된 테이프를 직경 의 크기의 원형으로 잘라내어 오염된 목재 혹은 대형톱 등에 분4cm 5
을 접착한 후 사전에 미리 준비한 영양배지인 배지위에 올려놓고 곰팡이 균사 적정2% MEA
생장온도로 알려진 온도 에서 배양하여 그 빈도수를 측정하였다20 .℃
원목의 경우 멸균된 생장추를 이용하여 변색이 되어진 부분과 육안으로 변색이 이루어지지

않은 부분 목구면 을 선택하여 소형칩을 채취하였다 이때 생장추는 사전에 에서( 30 cm) . 120℃
분정도 멸균시켰으며 시편 채취 시 생장추는 매번 알코올 및 화염으로 소독하여 생장추의20

오염을 억제하였다 그러나 환경이 다른 곳을 채집할 시는 준비된 다른 생장추를 이용하여 실.
험구별 오염을 억제하였다.

나 균의 분리 및 동정.
현장에서 채집된 균주들은 순수분리를 위하여 채취된 균주들을 종류의 각기 다른 배지를 이5
용하여 분리하였다 일반적인 표면 오염균을 분리하기 위하여 일반 배지를 사용하였. 2% MEA
으며 특정 표면 오염균을 분리하기위하여 배지를 특정 변색균을 분리하기 위하여, CA

및 항균제를 첨가한 배지를 이용하였다streptomycin cycloheximide 2% MEA .
채취된 균주들은 미리 준비된 별개의 멸균된 비닐용지에 넣어서 얼음박스로 실험실로 가능한

신속하게 이동하였다 이들은 추후 실험에 이용될 때까지 배지에 접종시켜 계대 배. 2% MEA
양하였다 균의 순수분리는 해부현미경을 사용하여 균사콜로니의 연속적으로 배지를 사용하여.
순수하다고 여겨질 때까지 지속적으로 분리를 하였다.
동정에 있어서는 본 실험실에서 가능한 수준의 진균류는 을 이용하여Taxonomical Systematic
각종 자료를 보완하여서 외부형태학적인 수준에서 분류하였다.

다 균의 생리학적 특성 구명.
순수 분리되어진 곰팡이들은 주로 표면 오염균 및 변색균들로 간주하였으며 이들의 생리학적

인 특징을 구명하기 위하여 균사의 생장력을 측정하였다 공시배지는 와 배지를. 2% MEA PDA
사용하였으며 이들은 온도 별 배지 별로 각기 따로 실험하였(4 , 25 , 35 ) (2% MEA, PDA)℃ ℃ ℃
다 이때 사용되어진 균주들은 공시균주로서 대표적인 진균류를 이용하여 실험하였다. .

라 균의 생리 억제 특성 구명.
분리되어진 특정 균류를 대상으로 현재 연구진에서 개발하고 있는 방미제를 중심으로 균사의

생장력을 측정하였으며 이를 온도별 배지별로 각기 따라 실험하였다 이는 방미제의 제조 및.
효력을 측정하고 추후 연구의 기초자료로 이용하고자 이들의 생리학적 특성을 실험하였다.
마 친 환경적 방미제 제조 방법.



- 21 -

기본 약제가 되는 은 나노용액을 증류수에(Ag) silver standard solution. 1000ppm
와 으로 희석하여 활성 은 나노용액을 목초액을 증류수에 배 배 희석50 100ppm 10 , 20

시킨다 희석용액을 목초액 목초원액 우수 약. silver standard solution 1000ppm + ( +
제 을 질량비 로 희석한 후 물에 배 희석시켜 본 실험에 사용하였다) 1:1 20 .

바 시험방법.
각 시료를 배지를 제조하기 전에 배지용액에 희석하고 제조하여NA 100mlTlr 12
에서 분간 멸균하였다 멸균된 용액을 항온수조에서 에 이르렀을 시 각 시0 20 . 50℃ ℃

료를 포함하는 배지를 직경 의 에 분주한 후 실온에서 냉각87mm petri-dish 20mlTlr
하였다 대조구는 시료를 함유하지 않은 무처리로써 배지에 균주를 접종하였다. NA .

에 의 를 이용하여 각 배지당 반복하여 동일하게 접종하여petri-dish 5mm cork borer 3
각 시료의 균사생장률을 측정하였다.

결과 및 고찰2.

가 목재 야적장 및 제재목 생산장 내 환경.
목재의 변색에 관여하는 목재 제재목 생산장 및 야적장 내의 여러부위에 목재를 변색시키

거나 오염시키는 요인이 존재할 것이라는 전제하에 변색균의 분포 및 현황을 파악하였다 그.
러나 목재가 적재되어 있는 외부환경은 목재미생물 토양미생물은 물론 공중미생물 등이 포함,
되어있는 복합 오염환경이기 때문에 순수히 목재에 관련되어 있는 특정균을 찾을 수는 없었

다 또한 외부의 자연환경은 각종 진균류들의 발아 및 생장에 중요한 요소가 되고 있으나 장.
기 적재되어 있거나 벌채한 후의 기간이 정확하지 않아서 외부의 자연환경인 온도와 습도는

중요시 되지 않았다 표 그림( 1, 1).

Table 1. The measuring of contamination in various field conditions.
목재 야적장 제재목 생산장 대형절삭기 기타 청결도

인천의 목재회사,▵▵ 높음 중간 중간 낮음

군산의 목재회사,◊◊ 높음 중간 중간 낮음

남원의 조합◦◦ 높음 높음 높음 낮음

목재 제재목 생산장 및 야적장은 자연환경에 노출이 되어있는 관계로 매우 높은 각종 오염균

에 노출이 되어있다 특히 수입목을 야적하는 경우의 대부분은 외부에 완전노출이 되어 있었.
으며 이들은 주로 목재 목재부스러기 노면 대형톱 등의 다양한 부분이 각종 오염균의 출처, , ,
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로 보여 졌다 곰팡이에 의한 생물학적인 목재의 변색은 침엽수보다 활엽수에서 심하게 훼손.
을 초래하고 있다 침엽수의 경우에 있어서 붓이나 먼지털이개를 사용하거나 대패를 사용하게.
되면 표면에 발생하고 있는 변색을 제거할 수 있으나 활엽수의 경우에 있어서는 종종 매우

깊게 균사가 침입한 것을 볼 수 있었다.

일반적인 목재의 표면에 있는 전분을 이용하여 서식하는 곰팡이들은 색깔을 발생하게 되는

데 이들은 자신들의 고유의 색상을 보여주고 있다 표 이뿐만 아니라 몇몇의 곰팡이들은( 2) .
알레르기를 발생시키는 원인균으로 간주되고 있어 야외야적장이나 제재목 생산장에서의 위생

이 중요시 되고 있다 야외에 위치한 목재야적장이나 제재목 적재장은 대체적으로 목재에 서.
식하는 미생물은 물론 토양미생물 공기미생물 등이 혼재하고 있어서 목재외부에 존재하게 되,
는 목재세포나 목재표면에 존재하는 유기먼지 등에 서식하고 있다 그러나 이러한 균들도 표.
면을 오염시켜 다양한 색상의 변화를 일으켜 변색을 유발하고 있다.

차 침입자인 고등균류들도 종종 목재나 목구조물에서 종종 발견되고 있는데 바람에 포자 등2
이 날아와서 목재표면에 존재하는 전분과 같은 유기물을 분해하면서 서식하기 시작한다 경우.
에 따라서는 목재세포벽내의 영양분과 빗물 등에 섞여있는 유기물을 분해하면서 영양원을 섭

취하고 있다 많은 현장 노무자들이나 연구자들에 의해서 여러 종의 담자균이 목재야적장에서.
발견됨이 보고되었다 본 연구의 현장 채집에서도 이와 같은 현상은 오랫동안 야적되어 있는.
원목의 경우에 담자균류에 속한 대형버섯이 발생되는 것이 발견되기도 하였다 이에 따라서.
육안에 의한 분포를 파악하였다 표( 2).

Figure 1. Wood products fo bulk scale at field and wood contaminants.
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Table 2. The important contaminants and their colorization.
변색 기타

Aspergillus spp. 검정 알레르기 유발 가능성

Fusarium spp. 빨강 보라

Gliocladium spp. 초록

Monila spp. 노랑 알레르기 유발 가능성

Penicillium spp. 초록

Rhizopus spp. 검정

Trichoderma spp. 초록

Mucor spp. 검정

자료: Wood Microbiology (1992, Zabel and Morrell)

나 목재 생산장 및 야적장내 표면오염균 및 변색균의 분포.
목재를 오염시키거나 변색시키는 자낭균류는 많은 종들이 불완전균류와의 연관성이 깊은

것으로 알려져 있다 예를 들어 몇몇의. Graphium속의 균들은 완전세대의 상태에서 자낭균류
로 알려져 있으나 이들의 불완전세대의 균들은 Ophiostoma 속에 속한 균일 것으로 추측되고
있다 또한 대부분의 균들이 토양에서 주로 발견되는. Aspergillus속을 비롯하여 Penicillium
속, Trichoderma속 및 Mucor속에 속하는 균들로 여겨지고 있어 기존의 연구자들의 연구결과
와 매우 유사한 결과를 보여주고 있다 이들이 보여주는 결과들은 목재를 야적하거나 집적하.
는 장소부터 제재목을 보관하는 장소에 이르기까지 매우 높은 오염가능성을 보여주고 있다.
또한 목재를 생산하기 위하여 사용하는 각종 대형톱판 및 대형톱날에 있어서도 높은 오염가

능성을 보여주고 있다 물론 채집지에 있는 원목의 종류 및 벌채장소가 각기 다르고 목재를. ,
야적한 장소의 위치 원목의 야적기간 제재한 후 보관기간 톱날을 사용한 후 기간등의 변이, , ,
가 있어 일률적인 상대비교 혹은 절대비교는 불가능하지만 매우 높은 오염가능성을 보여주고

있다.

중요 목재 변색균들은 변색균사를 가지고 있어 변재의 유세포에서 서식하며 변색을 야기한

다 이들은 주로 청색 검정 갈색 혹은 회색을 나태내고 있는데 몇몇의 종들은 노랑 분홍 보. , , , ,
라 혹은 초록의 색상을 나타내고 있다 특히 목재를 절단하거나 제재하는 대형톱을 비롯한. ,
각종 절삭기의 표면이나 톱날에 붙어있는 목재의 표면오염균이나 목재변색균들이 상당수 존

재하는 것으로 나타나 있다 따라서 상당수의 목재의 표면의 오염이나 변색이 목재를 절삭하.
는 기기나 공구에 의하여 전파될 수 있는 가능성이 높을 것으로 사료된다.
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Table 3. Fungal frequency at various wood machinery and wood product plants.
목 재 절 삭 기 비고

원목 제재목 부스러기 대형톱날 대형톱판

인천 목재회사,▵▵ 35/5 27/3 34/3 24/3 45/3
군산 목재회사,◊◊ 45/5 22/3 65/3 22/3 12/3 청소됨

남원의 조합◦◦ 53/5 36/3 59/3 18/3 35/3

은 목재를 제재하는 제재소에 위치한 다양한 품목에 따른 진균들의 발생 빈도수를Table 3
파악하였다 이들은 목재부스러기보다는 원목이 원목보다는 제재목의 표면이 진균류의 빈도. ,
수가 적게 나타났다 그러나 야적되어 있는 원목이 수입되어질 경우 충분한 방역이 이루어졌.
음에도 불구하도 높은 빈도수를 보이는 것은 채집 샘플의 원목 위치가 지면과 가까운 곳에

위치한 관계로 토양이나 빗물 등에 의하여 심하게 오염이 되었을 것으로 사료된다 특히 시일.
이 오래 경과된 일부 야적된 목재에서의 원구부분에 심하게 균사체가 형성되어 두꺼운 판 형

상을 하고 있는 모양이 관찰되었다.

다 영양배지 및 선택배지를 이용한 균의 분포.
라디아타소나무 및 국내 육송에 분포하는 각종 목재표면 오염균 및 변색균의 분포 성상을

파악하기 위하여 배지 및 를 이용하여 균을 분리 및 동정을 하였다2% MEA 2% SCMEA .

현재 동정중인 균주가 많아서 정확한 숫치의 산출이 어려움이 많으나 분리 및 동정이 완료

된 균주들의 내용은 다음과 같다 가장 많이 발생하는 표면 오염균 및 변색균은(Table 4).
Penicillum 속에 속하는 균들로서 초록색의 변색을 야기한다 그러나 이들은 목재 표면의 세.
포내 전분질이나 먼지 속에 있는 전분질을 이용하여 영양생장을 하는 것으로 알려져 있다 또.
한 이들은 공중미생물로서의 빈도수가 높다고 알려져 있어서 실험도중에 공중 낙하된 균들이

많을 것으로 사료되어 정확한 목재오염균으로의 빈도수로는 정확성을 꾀하기 어렵다.
Penicillum 속의 균들 다음으로 발생 빈도수가 높은 진균류는 Rhizopus와 Mucor 속에 속하
는 균들로서 이들은 토양미생물이나 폐수미생물로서 널리 알려져 있다 이는 목재야적장이 지.
면위에 포장이나 덮개로 덮여있지 않고 쌓여 있는 연유와 시편을 채집한 장소가 겨우 채집자

의 손 높이거나 낮은 위치에서 행한 관계로 빗물이나 바람에 의한 먼지가 쌓여 있어서 쉽게

오염이 되었을 것으로 사료된다.
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전 세계적으로 전형적인 목재를 변색시키는 변색균으로 널리 알려져 있는 Ophiostoma,
Cladosporium, Gliocladium, Alternaria 등의 빈도수는 예상외로 적게 나타났다 이.
는 표면오염균의 상대적으로 높게 나타난 연유로 사료되며 또한 이들 표면오염균들

의 균사 생장력이나 포자의 발아력이 전형적인 목재 변색균보다 높아서 이들의 균사

의 생장을 억제하였으리라 사료된다 하지만 이들의 목재의 변재부위의 세포벽을.
침투하는 능력은 우수하다고 알려져 있다.

Table 4. Collected fungal species and their identification stage.
속 단위 종 단위 동정중 미동정/ 기타

1 Aspergillus
A. niger
A. fumigatus
A. nidulans

8

2 Fusarium F. oxysporum 4
3 Gliocladium Gliocladium sp. 3

4 Penicillium
P. purpurascens
P. janthinellum
P. funiclosum
P. pupurogenum
P. verruculosum

about 19
strains

5 Rhizopus sp. Rhizopus sp. 8
6 Trichoderma T. viride 4
7 Cladosporium C. funicola

C. sladosporioides
8 Alternaria A. raphani

A. logipes 3
9 Aureobasium A. pullulans
10 Mucor 15
11 Chaetominium C. funicola
12 Ophiostoma 3
13 unidetified under

Order 50
육안에 의한 분류동정으로 신뢰성이 부족한 동정 결과임* .
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라 생장추를 이용한 균의 분포.

원목 및 제재목의 경우 멸균된 생장추를 이용하여 변색이 되어진 부분과 육안으로 변색이

이루어지지 않은 부분 목구면 을 선택하여 소형칩을 채취하였다 이때 생장추는 사전에( 30 cm) .
에서 분정도 멸균시켰으며 시편 채취시 생장추는 매번 알코올 및 화염으로 소독하여120 20℃

생장추의 오염을 억제하였다 그러나 환경이 다른 곳을 채집할 시는 준비된 다른 생장추를 이.
용하여 실험구별 오염을 억제하였다 이는 생장추가 오염이 되었을 시 모든 실험의 결과의 신.
뢰성을 상실하기 때문이다 이때 생장추에 의한 목재의 시편은 목재 표면에서 부터 의. 30cm
깊이로 채집하였으며 이를 오염원으로부터 철저히 격리시켜 약 의 크기로 나누어 미리 준5cm
비되어진 배지에 올려놓아 배양하였다 이는 표면 오염균 및 목재의 변재부위를 침투한 진균.
류를 모두 채집고저 각 부위별로 반복을 하여 수행하였다5 .

본 실험에서 목재외부 및 내부에서 가장 일반적으로 발생하는 진균류는 Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Mucor spp., Rhizopus spp., Trichoderma 등으로 목재의 외부spp.
와 깊이 내에 서식하고 있다 전형적인 목재의 토양진균류인5cm . Trichoderma spp.
는 토양과 높이 면에서 가까운 목재 내에서 주로 발생함으로써 토양으로부터 감염되

었음을 알 수가 있다.

또한 생장추의 목재내 깊이 이상의 깊이에서는 곰팡이가 거의 발생되지 않았15cm
다 이는 남원 산림조합 목재집하장에 있는 육송의 대부분이 오래 동안 저장되지 않.
았던 생재가 대부분이었던 이유로 사료된다 그러나 타 지역의 경우에는 심재의 부.
근에 이르기까지 목재변색균이 발생하였다는 보고가 있어 당 연구지역의 목재집하장

의 목재들도 저장 기간이 길어지면 길어질수록 목재변색균의 침해가 심각할 걸로 사

료된다 하지만 이 또한 현재 진행되고 있는 균의 동정이 완료되게 된다면 보다 확.
실하고 신뢰성이 있는 자료가 될 것이라 사료된다.
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Table 5. Some important fungal strains collected from wood products plants
Fungus Existence of identified fungi

A B C D E
Aspergillus. fumigatus o o - - -
A. niger o o - - -
A. nidulans o - - -
Altanaria logipes o - - -
A. raphani - - -
Aureobasium pullulans o o - - -
Chaetominium funicola o o - -
Cladosporium funicola o o - - -
Fusarium oxysporum o o - - -
Gliocladium sp. o o - - -
Mucor sp. o o o - -
Ophitoma. sp. o o - -
Penicillium purpurascens o - - -
P. janthinellum o - - -
P. funiclosum o - - -
P. verruculosum o - - -
Rhizopus sp. o o - - -
Trichoderma viride o o - - -
Trichoderma hazianum o - - -
unidentified strains o o - - -

A: 3cm length, B: 6cm length, C: 9m length, D: 12cm length, E: 15cm length,
육안에 의한 분류동정으로 신뢰성이 부족한 동정결과임* .
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제 항 목재생산공장내 세균의 분포와 죽초액 및 목초액에 대한 억제효과3

본 실험은 목재에서 분리한 균주를 대상으로 각 첨가물질에 대해 어떠한 생장성을

나타내는지를 알아보기 위해 실험하였다 대상 실험 균주를 분리하기 위하여 년. 2007
월 한양목재 펄프 공장에 야적되어있는 폐목재 더미에서 시료를 채취하였다 채취10 .

된 시료는 를 유지하여 실험실로 운반하여 미생물학적 분석에 사용되었다4 .℃
균주를 분리하기 위해 시료 을 취한 후 의 멸균된 생리식염수1g 9 (0.85% NaCl)㎖
에 넣고 를 이용하여 으로 분간 진탕한 다음vortex 200 rpm 30 Nutrient agar (Difco)
배지에 희석 도말 하여 에서 시간 배양한 후 우점하는 미생물을 선별25 ± 2 40~72℃
하여 순수분리 하였다.

목재에서 분리된 일반종속영양세균에 대해 생장성 실험을 실시하기위하여 시중에서

상용화 되어 판매중인 종류의 와 종류의3 Bamboo extract 2 Wood extract, Chitosan,
Chitosan + dithizone +Ag, Silica Bead + Silver Thiosulfate Complex Ag 15000

을 대상으로 실시 하였다 시중에 판매중인ppm, Streptomycine PA-04 . Bamboo
와 의 가 낮아 실험상에 문제가 있기 때문에extract Wood extract pH Sample No.

번까지는 를 에 맞추어 실험을 수행하였다1~5 pH 7.0 .

항균실험에 사용될 균주는 에 접종하여 에서 으로11 NA broth (Difco) 30 200rpm℃
시간 진탕 배양한 후 실험에 사용되었다 에24 . NA plate 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3%

농도별로 가지의 을 첨가하여 실험하였다 각 농도별 배지에 목재더미에서9 sample .
분리 동정된 균주를 접종하였고 에서 시간 배양 하여 나타나는 균체11 , 30 ± 2 48℃ ℃
수를 구하여 생존율을 측정하였다.

가 의 정제. 16s rDNA PCR product
를 증폭한 에 의 용액을 넣어 섞어준 다음 분16s rDNA tube 3 volume 6M GuHCl 1

간 실온에 반응시킨 후 96 well FiltrEXTM 에 옮겨 넣고PVDF(Corning, USA)
에서 분간 원심 분리하여 를 에 부착시켰다 각각의 에2,250×g 5 DNA glass fiber . well

을 씩 넣고 에서 분간 원심분리하여 를 세척하고80% ethanol 150 2,250×g 5 filter 20㎕
의 넣어 에서 분간 원TE(10mM Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA, pH 8.0) 2,250×g 5㎕

심분리하여 를 시켜 에 보관하였다DNA elution -20 .℃
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나. 16s rDNA Sequencing
에 정제된 의 의0.2 PCR tube 16s rDNA 30ng, 4pM primer, 3 5×Sequencing㎖ ㎕

의reaction buffer, 0.5 BigDye㎕ ® Terminator version 3.1 (Applied biosystems,
를 혼합한 후 증류수를 넣어 총량을 로 조정하였다 은USA) 10 . Cycling PCR㎕

을 이용하여 에서GeneAmp® PCR System 9700 (Applied biosystems, USA) 96 10℃
초 에서 초 에서 분간의 반응을 을 수행하였다 반응이 끝난 각, 50 5 , 60 4 25 cycle .℃ ℃
각의 에 의 를 씩 넣고 분간 실온에 반응시킨 후tube 6M KI 7 1 96 well FiltrEX㎕ TM

에 옮겨 넣고 에서 분간 원심분리하여 가 부착된PVDF(Corning, USA) 2,250×g 5 dye
를 에 부착시켰다 각각의 에 을 씩 넣고DNA glass fiber . well 80% ethanol 150㎕
에서 분간 원심분리하여 를 세척한 후 의 멸균증류수를 넣어2,250×g 5 filter 15㎕
에서 분간 원심분리하여 시켰다 모세관전기영동은2,250×g 5 elution . ABI PRISM®

를 이용하여 길이 직경3130xl Genetic Analyzer(Applied Biosystems, USA) 50 ,㎝
의 에 를 충전하여0.2 capillary POP-7 polymer(Applied Biosystems, USA)㎛

을 선택해 전기영동을 실시하였다 각각의 염기서열 정StdSeq50_POP7 run module .
보는 에서 분석하였다Sequencing analyzer version 5.2(Applied biosystems, USA) .

목재에서 분리한 세균들의 의 부분 염기 서열은 를16S rDNA Blast network service
이용하여 의 염기서열을 비교하여 속명을 확정하였다EMBL/GenBank dataase .

다 죽초액 및 목초액의 박테리아 항균력 측정.
본 실험결과 와 는 각 균주들의 생장Bamboo extract A, B, C Wood extract A, B
에 영향을 미치는 것을 볼 수 있으나 Chitosan, Chitosan + dithizone +Ag, Silica

는 생장Bead + Silver Thiosulfate Complex Ag 15000 ppm, Streptomycine PA-04
에 대해 별다른 영향을 볼 수 없었다.

는 는 는 에Bamboo extract A 3%, Bamboo extract B 1%, Bamboo extract C 1.5%
서 의 사멸율을 보였고 와 는 첨가농도에100% Wood extract A Wood extract B 3%
서 와 의 사멸율을 나타내었다 그러나64% 82% . Chitosan, Chitosan + dithizone +Ag,

에Silica Bead + Silver Thiosulfate Complex Ag 15000 ppm, Streptomycine PA-04
서는 의 사멸율을 보이는 것으로 확인되었다0% .
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를 첨가한 배지에서의 각 균들의 생장을 살펴보면 최종 농도인Bamboo extract A
에서 생존하는 균주는2.5% Arthrobacter humicola, Bacillus cereus로 나타났고,

를 첨가한 배지에서는 최종 균체가 확인되는 에서는Bamboo extract B 0.5%
Arthrobacter humicola 만이 관찰 되었다 를 첨가한 배지에서 최. Bamboo extract C
종 균체가 확인되는 에서는1% Arthrobacter humicola 만이 확인되었다. Wood

에서는 에서extract A 3% Arthrobacter humicola, Bacillus arbutiniborans,
Rhodococcus equi, Bacillus cereus 가 생장을 나타내었고 에서는Wood extract B
최종농도 에서3% Arthrobacter humicola와 Bacillus cereus 만이 생장하였다.
Arthrobacter humicola는 가 첨가된Bamboo extract A, B, C, Wood extract A, B
배지에서 최종적으로 나타나는 균주임을 확인할 수 있었다.
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Table 1. The list of bacterial isolations from wood proucts company.
Serial
No. Closet Genebank library and accession No. Similarity (%)

W1 S.nondiastaticum SN16S4384 1397/1401 (99%)
W2 Arthrobacter humicola AB279890 1419/1440 (98%)
W3 Sinorhizobium morelense AM181737 1419/1425 (99%)
W4 Variovorax koreensis DQ432053 1379/1382 (99%)
W5 Pseudomonas putida AY512611 1377/1397 (98%)
W6 Bacillus gibsonii AY737309 1394/1400 (99%)
W7 Paenibacillus amylolyticus AB115960 1444/1450 (99%)
W8 Bacillus arbutinivorans AF519469 1430/1451 (98%)
W9 Rhodococcus equi AF490539 1393/1397 (99%)
W10 Bacillus cereus EU236730 1449/1451 (99%)
W11 Ensifer adhaerens EF198418 1386/1391 (99%)
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Table 2. pH conditions on various wood and bamboo extracts tested.

Table 3. Antifungal activities at various concentrations of samples
각 샘플 농도별 생존율

0.1 0.5 1 1.5 2.0 2.5 3

sample 1 100 100 45.45 27.27 18.18 18.18 0

sample 2 54.54 9.09 0 0 0 0 0

sample 3 63.63 18.18 9.09 0 0 0 0

sample 4 72.72 72.72 36.36 45.45 45.45 36.36 36.36

sample 5 72.72 72.72 54.54 45.45 45.45 18.18 18.18

sample 6 100 100 100 100 100 100 100

sample 7 100 100 100 100 100 100 100

sample 8 100 100 100 100 100 100 100

sample 9 100 100 100 100 100 100 100

Sample No. Sample

1 Bamboo extract pH 3.00

2 Bamboo extract pH 3.25

3 Bamboo extract pH 3.25

4 Wood extract pH 3.5

5 Wood extract pH 3.5

6 Chitosan

7 Chitosan + dithizone + Ag

8
Silica Bead + Silver Thiosulfate Complex Ag

15000 ppm

9 Streptomycine PA-04
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Figure 1. Antibacterial activity methodology collected and tested in this study.
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제 절 주요 목재변색균의 방미효력 검증을 위한 생리2
적 특성 구명

The physiology of wood sapstaining fungi
for antifungal activity

제 항 서 설1

변색균은 목재의 강도에 미치는 영향은 크지 않지만 변색으로 인한 목재의 가치손,
실은 대단히 크다 목재의 변색은 변색부위에 따라 변재변색균 과 표. (sapstain fungi)
면오염균 으로 분류한다 변재변색균은 주로 침엽수 특히 소나무류의 벌채 직(molds) . ,
후 목구면에 침투하여 소나무류의 변재를 녹색 청색으로 변하게 한다 변재변색을, .
일으키는 균들은 대체로 자낭균에 속하며 대표적인 균은 Ophiostoma와
Ceratocystis이다 등 변색균과 표면오염균은 목재부후균과 달리 보(Wingfield , 1993).
존제에 대한 내성이 매우 높아서 부후균에는 치명적인 농도의 방부제에서도 살아갈

수 있다 이는 변색균이 방부제를 분해시키거나 해독시킬 수 있는 능력을 갖고 있.
기 때문이다 등 침엽수재의 변색은 거의 변재변색균인(Burgel , 1996). Ophiostoma
spp의 가해에 의해 발생한다 김김 따라서 변재변색균의 방부 방미처리를. ( , 1999). ,․
위해서는 이러한 대표적인 변색균의 생장특성을 먼저 알아야 할 필요가 있다 본 실.
험은 목재에 심각한 변재변색을 나타내는 Ophiostoma spp와. Ceratocystis spp 의.
균사의 생장특성을 조사하여 방부 방미 실험에 기초 자료로 이용될 것이다, .

제 항 주요 목재변색균의 방미효력 검증을 위한 생리적 특성2

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 균주는 Ophiostoma piceae-1, O. piceae-2, O. ulmi, O.
flexuosum, O. quercus, O. polonicum, O. tetropii, O. narcissi, Ceratocystis
pilifera, C. adiposa, C. ips으로 Ophiostoma속 종7 , Ceratocystis속 종의 총 개3 11
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균주로 실험을 진행하였다 균주는 배지에 이식하여. MEA(Blekeslee's Formula) 2
에서 일간 배양 후 냉장 보관하였고 같은 배지인5 4 4 , MEA(Blekeslee's℃ ℃

에 계대배양하면서 실험을 진행하였다Formula) .

나 균주의 배양.
각각의 균주에 대해 배지나 환경조건을 달리하여 상에 배양 후 균사체의petri-dish
생장을 측정하였다 생장길이의 측정은 각 균주의 접종원을 를 이용하여. Cork-borer
동일 크기 직경 로 의 중앙부에 접종하고 균사생장이 배지의 정( 5 ) petri-dish , 70%㎜
도 되었을 때 균사체의 길이를 측정하였다.

다 최적 생장 조건.
각 균주에 대해 배지상에서 균사생장에 적합한 를MEA(Blekeslee's Formula) pH

구명하기 위하여 또는 를 사용하여 으0.1N HCl 0.1N NaOH pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0
로 배지를 조절한 후 에서 일간 배양하였다, 25 4 .℃
균사생장에 적합한 온도를 구명하기 위하여 또는 를 사용하0.1N HCl 0.1N NaOH

여 으로 조절 후 배지에 각 균주를 접종하고 배pH 6.0 MEA(Blekeslee's Formula) ,
양온도를 로 다양하게 변화시켜 일간 배양 후 생장 길이를 측정15, 20, 25, 30, 35 4℃
하였다.

배지에 따른 균사의 생장속도를 비교하기 위하여 조성이 다른 각종배지를 0.1N
또는 를 사용하여 으로 조절하고 각각의 균주를 접종한 후HCl 0.1N NaOH pH 6.0
에서 일간 배양 후 균사의 생장 길이를 측정하였다25 4 .℃

결과 및 고찰2.

변재변색균의 균사생장에 적합한 최적 를 구명하기 위해pH MEA(Blekeslee's
배지에서 를 간격으로 으로 조절하여 상에서 일간formula) pH 1.0 4.0 8.0 petri-dish 4～

배양하여 균사의 생장 길이를 측정한 결과는 과 같다Fig. 1 .
에 따른 생장속도 측정 결과pH Ophiostoma narcissi를 제외한 모든 균주가 pH
에서 양호한 생장을 나타내었다6.0-8.0 . Ophistoma polonicum와 Ceratocystis

adiposa는 변화에 민감한 생장을 보였으나 다른 균주는 조건에 따른 특정한pH pH
조건에서 활발한 생장을 나타내지 않고 광범위하게 비슷한 생장률을 나타내었다. 11
개 균주 중 Ophistoma polonicum이 에서 로 가장 생장이 뛰어났으며pH 8.0 62mm ,
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Ceratocystis adiposa가 로 양호한 생장을 나타내었다56.7mm . Ophiostoma narcissi
는 시험 균주 중 가장 낮은 생장을 나타내었고 다른 균주가 에서 활발, pH 6.0 - 8.0
한 생장을 한 반면 조건에서 의 생장으로 가장 양호한 생장을 나타내pH 4.0 13mm
었다.
Ophiostoma spp.와 Ceratocystis spp.의 균사생장에 적합한 배양온도를 구명하기

위해 배양온도를 간격으로 까지 일간 배양하면서 균사의 생장 길이를5 15 - 35 4℃ ℃
측정한 결과는 와 같다 배양온도에 따른 균사체의 생장에 있어서Fig. 2 .
Ceratocystis ips를 제외한 모든 균주는 에서 거의 생장을 하지 않았다35 .℃
Ophiostoma ulmi와 Ceratocystis ips는 에서 가장 활발한 생장을 나타내었고30 ,℃
다른 모든 균주는 에서 최적의 균사생장을 나타내었다25 .℃ Ceratocystis ips는 30℃
에서 생장으로 시험 균주 중 가장 활발한 생장을 나타내었고 대부분의 균주69mm
가 생장하지 않은 에서도 의 생장으로 고온성 균이라 할 수 있겠다35 52.7mm .℃
Ophiostoma narcissi는 에서 양호한 생장을 보였으나 의 생장으로 시험균25 16mm℃
주 중 가장 낮게 나타났다.

가지의 다양한 배지를 으로 조절하여 각각의 균주를 접종하고 상에서10 pH 6.0 , 25℃
일간 배양하여 균사체의 생장을 조사한 결과는 및 과 같다4 Fig. 3 Table 1 .
시험 균주 중 Ophiostoma polonicum이 에서 의 생장으로 가장V8-juice agar 73mm
활발하였으며 Ceratocystis adiposa가 의 생장으로 양호한 결과를 나타내었61.7mm
다.

Ophiostoma quercus는 에서 가장 양호한 생장을 보였으MEA(Blekeslee's formula)
나 로 시험 균주 중 가장 낮은 생장을 나타내었다 개 배지 중 는 가22.7mm . 10 CZA
장 낮은 균사밀도와 생장을 나타낸 반면 는 가장 높은 균사밀도와 양호한 생장, TGY
을 나타내었다 높은 영양분을 가지고 있는 는 균사밀도는 약간 치밀한 반면. YEPD

와 를 제외한 다른 배지에 비하여 저조한 생장을 나타내었다CZA GYA .
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Table 1. Mycelial density of sapstain fungi on various culture media.

C: compact, SC: somewhat compact, ST: somewhat thin, T: thin, N: none
A: Ceratocystis pilifera, B: Ceratocystis adiposa, C: Ceratocystis ips, D:
Ophiostoma piceae-1, E: Ophiostoma ulmi, F: Ophiostoma flexuosum, G:
Ophiostoma piceae-2, H: Ophiostoma quercus, I: Ophiostoma polonicum, J:
Ophiostoma tetropii, K: Ophiostoma narcissi

A B C D E F G H I J K

YEPD SC ST ST ST ST SC ST ST ST SC SC

4%MA T T T ST T T T ST ST T ST

CZA T T T T T T T T T T T

YMA ST T ST ST ST ST ST ST ST ST ST

PDA ST T ST ST ST ST ST ST ST ST ST

TGY ST ST SC SC SC ST ST SC ST ST SC

SDAY SC T ST ST ST ST ST ST ST SC SC

V8 juice SC ST ST ST ST T ST SC ST SC ST

GYA T T T ST T ST T ST ST T T

MEA(B.F) T T T ST ST ST ST SC ST T ST
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Table 2. Compositions of the media used in this study.

목재의 주요 변재변색균인 Ophiostoma속과 Ceratocystis속의 균사의 생리를 알아보

기 위해 배지나 환경조건을 달리하여 상에 배양 후 균사체의 생장을 측정petri-dish
한 결과는 다음과 같다.
에 따른 생장속도 측정 결과 에서 양호한 생장을 나타낸pH pH 4.0 Ophiostoma

narcissi를 제외한 모든 균주가 에서 양호한 생장을 나타내었다 배양온pH 6.0 - 8.0 .
도에 따른 균사체의 생장에 있어서 Ceratocystis ips를 제외한 모든 균주는 에서35℃

Media
compounds

GYA MEA
(B.F) PDA 4%MA TGY YMA YEPD V8

juice CZA SDAY

Malt extract 20g 40g 3g

Potato 200g
Y e a s t
extract 10g 5g 3g 10g 5g

Peptone 1g 5g 20g 2.5g

Glucose 20g 20g 1g

Dextrose 10g 20g 10g

Tryptone 5g

CaCO3 20g 4g

K2HPO4 1g

V8 juice 163ml

Czapek dox 35g

Agar 20g 20g 20g 20g 20g 20g 20g 20g 20g 20g
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거의 생장을 하지 않았다. Ophiostoma ulmi와 Ceratocystis ips는 에서 가장 활30℃
발한 생장을 나타내었고 다른 모든 균주는 에서 최적의 균사생장을 나타내었다, 25 .℃
이로써 목재의 주요 변재변색균인 와 는Ophiostoma spp. Ceratocystis spp. 중고온성

균임을 알 수 있었다 가지의 다양한 배지를 으로 조절하여 상에서 배. 10 pH 6.0 25℃
양한 결과 와 에서 양호한 생장을 나타내었으며 에서 치밀, V8 juice MEA(B.F) TGY
한 균사밀도를 나타낸 반면 에서는 낮은 균사밀도를 보였고 생장속도도 다른 배CZA
지에 비하여 매우 낮았다 따라서 본 실험에 이용된 균주를 토대로 볼 때.

와Ophiostoma spp. Ceratocystis spp.는 탄소원만으로는 양호한 생장을 할 수 없다

는 것을 알 수 있었다 배양하에서는. 25℃ Ophiostoma polonicum이 조건과pH 8.0
에서 시험 균주 중 가장 뛰어난 생장을 나타내었고 온도 변화 실험에서는V8 juice ,

조건에서30℃ Ceratocystis ips가 모든 균주 중 가장 활발한 생장을 보여주었다.

Figure 1. Effect of pH ranges on mycelial growth of sapstain fungi in
MEA(Blekeslee's formula) at 25 .℃
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Figure 2. Effect of temperature on mycelial growth of sapstain fungi in
MEA(blekeslee's formula) at pH 6.0.
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Figure 3. Effect of various media on mycelial growth of sapstain fungi in 25 at℃
pH 6.0.
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결 론3.

에 따른 생장속도 측정 결과1. pH Ophiostoma narcissi를 제외한 모든 균주가 pH
에서 양호한 생장을 나타내었다6.0-8.0 . Ophistoma polonicum와 Ceratocystis

adiposa는 변화에 민감한 생장을 보였으나 다른 균주는 조건에 따른 특정pH pH
한 조건에서 활발한 생장을 나타내지 않고 광범위하게 비슷한 생장률을 나타내었

다.
2. Ophiostoma ulmi와 Ceratocystis ips는 에서 가장 활발한 생장을 나타내었고30 ,℃
다른 모든 균주는 에서 최적의 균사생장을 나타내었다25 .℃ Ceratocystis ips는

에서 생장으로 시험 균주 중 가장 활발한 생장을 나타내었고 대부분30 69mm℃
의 균주가 생장하지 않은 에서도 의 생장으로 고온성 균이라 할 수35 52.7mm℃
있겠다.
시험 균주 중3. Ophiostoma polonicum이 에서 의 생장으로 가V8-juice agar 73mm
장 활발하였으며 Ceratocystis adiposa가 의 생장으로 양호한 결과를 나타61.7mm
내었다.

4. Ophiostoma quercus는 에서 가장 양호한 생장을 보였MEA(Blekeslee's formula)
으나 로 시험 균주 중 가장 낮은 생장을 나타내었다22.7mm .
개 배지 중 는 가장 낮은 균사밀도와 생장을 나타낸 반면 는 가장 높5. 10 CZA , TGY

은 균사밀도와 양호한 생장을 나타내었다.
6. 와Ophiostoma spp. Ceratocystis spp.는 탄소원만으로는 양호한 생장을 할 수 없

다는 것을 알 수 있었다 배양하에서는. 25℃ Ophiostoma polonicum이 조pH 8.0
건과 에서 시험 균주 중 가장 뛰어난 생장을 나타내었고 온도 변화 실V8 juice ,
험에서는 조건에서30℃ Ceratocystis ips가 모든 균주 중 가장 활발한 생장을 보
여주었다.
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제 항3 주요 변색균의 방미 효력

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 균주는 Ophiostoma piceae-1, O. piceae-2, O. ulmi, O.
flexuosum, O. quercus, O. polonicum, O. tetropii, O. narcissi, Ceratocystis
pilifera, C. adiposa, C. ips으로 Ophiostoma속 종7 , Ceratocystis속 종의 총 개3 11
균주로 실험을 진행하였다 분양받은 균주는 배지에 이. MEA(Blekeslee's Formula)
식하여 에서 일간 배양 후 냉장 보관하였고 같은 배지인25 4 4 ,℃ ℃

에 계대배양하면서 실험을 진행하였다MEA(Blekeslee's Formula) .

나 균주의 배양.
각각의 균주에 대해 배지나 환경조건을 달리하여 상에 배양 후 균사체의petri-dish
생장을 측정하였다 생장길이의 측정은 각 균주의 접종원을 를 이용하여. Cork-borer
동일 크기 직경 로 의 중앙부에 접종하고 균사생장이 배지의 정( 5 ) petri-dish , 70%㎜
도 되었을 때 균사체의 길이를 측정하였다.

다 목초액과 죽초액의 농도에 따른 변색균에 대한 방미효과. - 1
각 균주에 대해 배지상에서 목초액과 죽초액의 농도에MEA(Blekeslee's Formula)
따른 방부력을 보기 위해 각각 로 달리하여 변색균에 대한0.1%, 0.5%, 1%, 2%, 3%
방부력을 측정하였다 는 로 조절하여 접종 후 에서 일간 배양 하였다 목. pH 5.4 25 4 .℃
초액 및 죽초액은 상용되는 타사 제품을 사용함.

라 목초액과 죽초액의 농도에 따른 변색균에 대한 방미효과. - 2
각 균주에 대해 배지상에서 목초액과 죽초액의 농도에MEA(Blekeslee's Formula)
따른 방부력을 보기 위해 각각 로 달리하여 변색균에 대한 방부력을 측정5%, 10%
하였다 는 로 조절하여 접종 후 에서 일간 배양 하였다 목초액 및 죽초. pH 5.4 25 7 .℃
액은 상용되는 타사 제품을 사용함.

마 은 농도에 따른 변색균에 대한 방미효과.
각 균주에 대해 배지상에서 은의 농도에 따른 방부력을MEA(Blekeslee's Formula)
보기 위해 으로 달리하여 변색균에 대한 방부5ppm, 10ppm, 20ppm, 50ppm, 100ppm
력을 측정하였다 는 로 조절하여 접종 후 에서 일간 배양 하였다 목초액. pH 5.4 25 4 .℃
및 죽초액은 상용되는 타사 제품을 사용함.
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결과 및 고찰2.

가 목초액의 농도에 따른 변색균에 대한 방부효과.
변재변색균의 균사생장을 저해할 수 있는 최적의 목초액 농도를 규명하기 위해

배지에서 목초액의 농도를 로 달MEA(Blekeslee's formula) 0.1%, 0.5%, 1%, 2%, 3%
리하고 상에서 일간 배양하여 균사의 생장 길이를 측정한 결과는petri-dish 4 Fig. 1
과 같다.
모든 시료는 Ophiostoma narcssi를 제외한 다른 균주에 대해서는 방부 효과가 없었

으며, Certocystis adiposa와 Ophiostoma ulmi에 대해서는 오히려 균사의 생장에 목

초액이 촉진효과가 있었다. C. adiposa와 O. ulmi를 제외한 다른 균주는 목초액 3%
에서 개 조건중 양호한 방부 능력을 나타내었으나 그 효과가 뚜렷하다고 볼 수는5
없었다 따라서 목초액 와 에 대하여 추가적으로 실험을 진행하기로 하였다. 5% 10% .

나 죽초액의 농도에 따른 변색균에 대한 방부효과.
변재변색균의 균사생장을 저해할 수 있는 최적의 죽초액 농도를 규명하기 위해

배지에서 죽초액의 농도를 로 달MEA(Blekeslee's formula) 0.1%, 0.5%, 1%, 2%, 3%
리하고 상에서 일간 배양하여 균사의 생장 길이를 측정한 결과는petri-dish 4 Fig. 2
와 같다.
죽초액은 목초액과는 달리 뚜렷한 방부 능력을 나타내었으며 대체로 이상에서부, 2%
터 양호한 억제 능력을 가지고 있다고 사료된다. Ophiostoma ulmi는 다른 개 균10
주와는 달리 죽초액 이하에서는 억제 받지 않고 생장하는 것을 확인 할 수 있1%
었다. O. flexuosum, O. narcissi, O. piceae-1, O. polonicum은 농도에서 균사가2%
자라지 않았다 따라서 목초액보다는 죽초액의 어떤 성분이 변색균이 생장하는데 확.
연한 저해를 한다고 볼 수 있으므로 방미제를 개발함에 있어 죽초액의 이용이 유용

하리라 사료된다.
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Figure 1. Fungal growth on various concentrations of wood extracts.
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Figure 2. Fungal growth on various concentrations of bomboo extracts.
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다 목초액과 죽초액의 농도에 따른 변색균에 대한 방부효과. - 2
각 균주에 대해 배지상에서 목초액과 죽초액의 농도에MEA(Blekeslee's Formula)
따른 방부력을 보기 위해 각각 로 달리하여 에서 일간 배양 한 결과5%, 10% 25 7℃
는 다음과 같다. (Fig. 3)
목초액의 농도에서도 변색균들의 생장이 저해 받지 않아서 목죽초액의 와3% 5%․

의 농도로 균사를 배양시킨 결과는 죽초액에서는 모든 균들이 생장을 하지 않았10%
다 목초액은 농도에서부터 시험에 사용된 모든 변색균의 생장을 저해한다고 볼. 5%
수 있으며 농도에서부터 확연한 저해를 한다고 볼 수 있다10% .

Figure 3. Fungal growth on various concentrations of bomboo extracts.
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라 활성은 농도에 따른 변색균에 대한 방부효과. (Ag)
각 균주에 대해 배지상에서 은의 농도에 따른 방부력MEA(Blekeslee's Formula)

을 보기 위해 으로 달리하여 변색균에 대한 방5ppm, 10ppm, 20ppm, 50ppm, 100ppm
부력을 측정하였다 는 로 조절하여 접종 후 에서 일간 배양한 결과는. pH 5.4 25 4℃

와 같다Fig. 4 .
변색균의 생장에 있어서 은의 효과는 극소량의 첨가만으로도 균사생장을 억제 시키

는 것으로 나타났다 그 효과는. O. polonicum과 C. pilifera에서 가장 눈에 띄었는데

은의 첨가만으로도 의 억제율을 나타내었다 반면5ppm 99.9% . O. piceae 에서는 은-1
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의 영향을 전혀 받지 않았는데 다른 결과를 참조했을때 이는 어떤 내외부적인 영, ․
향을 받아서 은의 영향을 받지 않고 정산적인 생육을 하였다고도 볼 수 있다 그러.
나 은 농도가 증가함에 따라 미세하게 균사의 생장이 저조한 것으로 보아 은의 첨가

가 O. piceae 에서는 다른 균들에 비하여 민감한 효과를 나타내지 않는다고 할 수-1
있다 에서는 대부분의 균주가 생장을 하지 않거나 저조한 생장을 나타내는. 100ppm
것으로 보아 은의 효과는 이상에서부터 탁월하다고 볼 수 있겠다 이 외에100ppm .
도 를 조절하지 않고 은 농도를 변화하여 실험을 하였을 때 이상에서 탁pH 20ppm
월한 효과를 나타내었는데 이는 은이 강산이기 때문에 은의 역할과 함께 의 효과, pH
가 같이 나타난 것으로 이번 실험을 통해 확인하게 되었다.
이 같은 실험을 종합하여 보면 친환경 방부방미제를 개발할 때 은이나 죽초액의․
쓰임이 유용할 것이라 사료되므로 이러한 시료를 안정적으로 결합시키는 기술을 개

발할 필요가 있다.

Figure 4. Fungal growth on various concentrations of Ag ions.
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결 론3.

모든 시료는1. Ophiostoma narcssi를 제외한 다른 균주에 대해서는 방부 효과가 없

었으며, Certocystis adiposa와 Ophiostoma ulmi에 대해서는 오히려 균사의 생장

에 목초액이 촉진효과가 있었다.
죽초액은 목초액과는 달리 뚜렷한 방부 능력을 나타내었으며 대체로 이상에서2. , 2%
부터 양호한 억제 능력을 가지고 있다고 사료된다. Ophiostoma ulmi는 다른 10
개 균주와는 달리 죽초액 이하에서는 억제 받지 않고 생장하는 것을 확인1%
할 수 있었다.
목초액은 농도에서부터 시험에 사용된 모든 변색균의 생장을 저해한다고 볼3. 5%
수 있으며 농도에서부터 확연한 저해를 한다고 볼 수 있다10% .
변색균의 생장에 있어서 은의 효과는 극소량의 첨가만으로도 균사생장을 억제 시4.
키는 것으로 나타났다 그 효과는. O. polonicum과 C. pilifera에서 가장 눈에 띄었

는데 은의 첨가만으로도 의 억제율을 나타내었다5ppm 99.9% .
에서는 대부분의 균주가 생장을 하지 않거나 저조한 생장을 나타내는 것5. 100ppm

으로 보아 은의 효과는 이상에서부터 탁월하다고 볼 수 있겠다 이 외에100ppm .
도 를 조절하지 않고 은 농도를 변화하여 실험을 하였을 때 이상에서pH 20ppm
탁월한 효과를 나타내었는데 이는 은이 강산이기 때문에 은의 역할과 함께 의, pH
효과가 같이 나타난 것으로 이번 실험을 통해 확인하게 되었다.
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제 절 목재를 오염시키는 각종 세균에 대한 방미 효력3
Anti-microorganisms activity of various
microorganisms that contaminated on wood
surface

제 항 서 설1

목재의 자연적인 아름다움의 잇점 때문에 고래로 부터 현재에 이르기까지 가구 건축재료, ,
생활용품 미술품등으로 사용되어 왔으며 미래의 인간 삶과는 매우 깊은 관계를 유지하게 될,
것이다 그러나 불행하게도 이 목재는 천연유기물질로서 화학적이나 생물학적인 요인들에 의.
하여 원형자체의 아름다움이 손상을 입게 된다거나 구조적인 문제를 입히게 되어서 본연의

가치를 하락시키게 된다 그런데 이러한 목재의 변색은 장기간 저장을 한다거나 환경이 나쁜.
곳에 저장됨으로써 주로 야기되는데 목재의 변재부위가 목재의 심재부위에 비해서 심하게 훼

손을 받고 있다 최근의 미국의 자료에 의하면 미국 내 목재상품적인 가치에서 목재의 변색.
에 의하여 하락당하는 액수가 무려 로 발표되었다 물론 자연환경적인 요인과 화50 million $ .
학적인 요인에 의하여 발생하는 수도 있으나 주된 인자는 생물학적인 인자로서 주로 곰팡이

가 야기하는 것으로 여겨진다 이러한 곰팡이의 성장이 변색을 야기 시키는데 이는 목재가 처.
한 자연환경이나 인위적인 환경 때문에 이들이 서식하기 때문이다.
자낭균류 및 불완전균류의 목재의 침해는 목재를 생물학적으로 변색시켜 가치를 하락시키는

원인을 제공한다 따라서 당해년도의 연구수행은 주로 목재를 변색시키는 여러 자낭균류 및.
불완전균류를 채집하였으며 이들의 생리학적인 생장력을 측정하였다 또한 실험실내에서 제조.
한 변색균 방미제를 제조하는 실험을 수행하여 이들의 생리학적인 측면에서 억제력을 파악하

였다.

제 항 목재를 오염시키는 각종 세균에 대한 방미 효력2

1. 목재 오염 세균에 대한 방미 효력

세균에 의한 목재의 피해는 심하지 않으나 표면 오염이나 변색으로 인한 목재의 가

치손실은 크다 목재의 변색은 변색부위에 따라 변재변색이나 표면오염으로 분류되.
는데 주로 세균에 의한 피해는 주로 표면오염에 국한된다 그러나 이들은 목재에 대.
한 직접적인 피해보다는 주위환경을 오염시키고 나아가서는 목재를 다루는 인간에게



- 49 -

지대한 피해를 야기 시킬수 있다 이들 목재의 표면을 오염 시키는 세균은 목재부.
후균과 달리 보존제에 대한 내성이 매우 높아서 부후균에는 치명적인 농도의 방부제

에서도 살아갈 수 있다 이는 변색균이 방부제를 분해시키거나 해독시킬 수 있는.
능력을 갖고 있기 때문이다 등(Burgel , 1996).
따라서 목재를 오염시키는 오염 세균의 방제처리를 위해서는 이러한 대표적인 인간

피해 세균의 생장특성을 파악하고 천연 방부재료에 대한 효력을 검증하고자 한다.

재료 및 방법2.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 균주는 Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
O-157 (ATCC 43888), Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Bacillus cereus

로 분양받은 균주는 배지에 이식하여 에서 일간 배양 후(ATCC 13601) NA 25 3℃
냉장 보관하였고 배지에 계대배양하면서 실험을 진행하였다4 , NA .℃

나 공시 약제.
현 개발중인 방미제 일종임HWE ( )

다 균주의 배양.
삼각플라스크에 의 를 넣고 기압에서 분간300ml 120ml nutrient broth 121 , 1.5 15℃

멸균후 클린벤치에서 냉각하였다 각각 세균의 배양이 완료된 에서 백금이. petri-dish
로 때내어 에 접종하고 에서 시간 배양하였다nutrient broth 25 24 .℃

라 시험방법.
가 식중독균에 항균력이 있는지를 알아보기 위하여 흡광도를 이용하여 실1% HWE

험을 진행하였다 에 를 로 희석하여 씩 삼각플라스크에. Nutrient broth HWE 1% 120ml
넣고 에서 멸균 후 실온에서 냉각하였다 대조구로는 의 를121 . 120ml nutrient broth℃
사용하였다 의 가 들어있는 삼각플라스크에 배양이 완료된 균주를 씩. 1% HWE 1ml
접종하였다 모든 시험은 반복하였다 접종된 삼각플라스크는 에 배양. 3 . 25 , 200rpm℃
하였다 처음 접종된 시간을 으로 하여 흡광도를 측정하고 시간동안 매 시간. 0time 5
마다 흡광도를 측정하였다.

본 실험은 참여업체와 연구주관기관과 공동으로 연구결과를 도출하였다.
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결과 및 고찰3.

가 식중독균에 항균력을 나타내는지 알아보기 위하여 실험한 결과는 다음1% HWE
과 같다. Staphylococcus aureus는 로 희석시킨 방미제 에 대한 생장억제는1% HWE
매우 높게 나타났으며 접종 후 시간 후에 급격한 성장을 보이는 대조구에 비하여2
접종 시간 후에도 지속적인 항균효력을 보여주었다5 . Staphylococcus aureus와
Bacillus cereus는 의 에 의해 거의 생장이 저지되는 것을 알 수 있다1% HWE . 1%

가HWE Listeria monocytogenes에서는 양호한 항균력을 나타내었으나 기본적으로

다른 균주에 비하여 생장이 왕성한 Escherichia coli는 의 항균능력을 보여주었33%
다 가 세균에 있어서 어느 정도 항균력을 보인 것으로 보아 변색균에도. 1% HWE
방미효과를 보일 것으로 사료된다.

Figure 1. Anti-bacterial activation of HWE in vitro at room temperature.
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제 항3 야외 폭로시험에 의한 표면 오염균의 방미제 효력

붉은빵곰팡이를 중심으로- -

재료 및 방법1.

가 공시 목재시편.
전라북도 군산시 소재 제재소에 집하된 무변색 라디에타 원목으로부터 두께4.0 ( )㎝

폭 길이 인 시편을 제재하여 정상적인 재면이 변재부 인 시× 10 ( ) × 100 ( ) 100%㎝ ㎝
편을 선발하여 공시 시편으로 선정하였다 중간에 홈으 만들어 시편의 외부 표면적.
을 넓게 하여 주었다.
본 연구는 참여업체가 현장실험을 중점적으로 수행하였다.

나 약제처리 및 야외폭로.
방미제 처리농도 공시시편을 방미제 수용액에 분간 침지한 후 각 판재들(5 ppm) 1 ,
을 폭 개 높이 개의 층으로 하였다 무처리 판재는 대조구로 사용되5 , 6 block-stack .
었다 또한 된 의 맨 위층에는 수분손실과 강우에 의한 약제의 씻겨. block-stack pile
짐을 예방하기 위해 필름으로 덮어 두었다 약제처리가 완료된 라디에polyethylene .
타 소나무 판재는 군산시 소재 제재소의 원목 야적장 인근에 야외 폭로하였다 본.
야외 폭로시험은 변색원인균의 활동이 왕성한 하절기인 월 말에서 월말까지 수행6 9
되었다.

Figure 1. Antifungal activities on wood panel contaminated by Neurospora
crassa.
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Figure 2. Comparison of untreated wood and treated wood by Neurospora crassa
in vovo and in vitro.

자낭균류로서 자낭 포자를 형성하는 특징이 있다 오렌지색 또는 담홍색 포자 분생. (
자 가 가루와 같은 덩어리가 되어 착생하여 육안으로는 붉은 빵가루가 뭉쳐 있는 것)
처럼 보인다 분생포자에는 포자에는 카로틴이 다수 함유되어 있어 붉게 보여 이를.
빵곰팡이 혹은 붉은빵곰팡이라 한다 이들은 포자형성 기간이 매우 짧아 포자 형성.
이 빠르고 균사 생장력도 강하다 이들의 주요 서식처는 옥수수 속이나 빵 그리고. ,
불에 타고 남은 나무 등으로 주로 전분 헤미셀룰로오즈 혹은 셀룰로오즈등의 다당,
류를 분해한다.
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제 절 목재 변색균에 의한 목재 침투 및 목재세포4
분해 메카니즘 구명

Study of sapstaining fungal route of
penetration into wood and their mechanism
of wood cell degradation

제 절 서 설1

목재변색균의 목재 침투 경로

목재는 유기물이므로 환경조건에 매우 민감하여 물리적 화학적 성능이 저하되어,
저분자물질로 저하되어 분해되거나 소모되는데 이런 현상을 목재의 열화라고 한다.
목재를 분해하는 미생물에는 세균을 포함하여 곰팡이 및 원생동물과 같은 진핵생물

혹은 원핵생물이 포함되어 있다.

이들 중 균류는 특히 목재에 서식하여 목재를 침해하며 목재세포를 분해하며 구성

조직을 열화시키는데 이들은 효소 등의 작용에 의한 생화학적 반응이 초래한다 목.
재는 자연상태에서 여러 가지의 미생물이 단계적 천이를 일으키며 한 종류의 목재에

정착하게 되는데 이와 같은 목재의 부후균은 정도의 차이는 있지만 담자균류 자낭,
균류 혹은 불완전균류 등이 많이 발견되나 여러 원핵균류들인 세균이나 방선균도 발

견되고 있다 이런 목재부후균이 목재에 서식하면서 발생하는 화학적인 반응이 표.
면에 나타내는 변색이나 표징 등에 의하여 백색부후균 갈색부후균 혹은 연부후균으,
로 대별되고 있다.

원생생물
Protista

조류 Algae

원생동물 protozoa고등미생물
Higher protista

세균 bacteria

남색세균 Blue green bacteria

균류 Fungi

고등미생물
Higher protista
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곰팡이의 포자가 포자특성에 맞게 목재의 표면에 부착된후에 포자가 발아하여 목재

가 완전히 분해될 때 까지 부후과정이 계속된다 포자가 목재의 표면에 정착하게 되.
면 적당한 수분과 온도 및 여타 환경이 알맞게 되면 포자가 발아하여 균사를 생성한

다 이들 목재 침해 균사들은 목재에 침입하여 콜로니화되며 효소를 분비하여 목재.
의 세포벽을 구성하는 셀룰로오즈 헤미셀룰로오즈 리그닌 등을 분해하여 고분자 물, ,
질을 저분자화하여 균체 내로 흡수하고 저분자물질을 영양원으로 하여 영양생장을

하게 된다.

이러한 목재를 침해하는 균들 중에 생물학적인 목재표면에 변색을 일으키게 되는

현상을 나타나게 되는데 이는 목재의 미적인 가치와 재산적인 가치를 감소시킨다.
목재의 변색에 원인이 되는 인자는 주로 네가지로 구별될 수 있는데 첫째는 벌채나

제재 후 목재 속에 함유되어 있는 화학물질이나 효소에 의해 순간적으로 목재 표면

이나 내부에서 발생되는 변색이며 둘째는 화학약품이 목재에 접축하였을 때 발생하,
는 변색이며 셋째는 부후 초기에 발생되는 재색의 변화이며 넷째는 목재 표면이나

내부에서 생육하는 균사에 의한 변색 등이다 신과 안. ( ,1996).

목재의 표면을 오염시키거나 변색시키는 곰팡이를 목재 표면오염균 혹은 목재 변재

변색균으로 불리 운다 표면오염균은 건조되지 않은 습재나 제재목에서 발생하게 되.
는데 이들은 상품의 저하를 초래하는데 주로 멜라닌색소를 진하게 지닌 포자가 생산

되기 때문이다 표면오염균의 균사는 무색의 상태로 제재목의 표층 유조직에 존재하.
는 전분이나 단당류를 분해 흡수하며 생육한다 이들 표면오염균의 대표적인 곰팡이.
는 Aspergillus, Fusarium, Monilia, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma속 등에

속하여 있다 이들은 목재표면의 유세포나 도관 혹은 방사조직을 통하여 침입을 하.
게되며 유연벽공의 파괴된 마르고 를 통하여 가도관세포에서 인접의 가도관, (margo)
세포로 침투하게 된다 변재변색균이란 보통 갈색이나 청흑색을 띠고 있으나 현미.
경에 의한 관찰로는 갈색을 띠고 있으나 목재에서 빛의 산란에 의하여 청색 혹은 흑

색으로 보이게 되는데 이들은 셀룰로오즈를 분해하는 능력이 매우 적어서 목재의 물

리적인 강도의 저하를 초래하지 않는다고 알려져 있다 따라서 목재의 청색 혹은 흑.
색의 변색은 목재 표면 감염 후에 유세포에서 균사의 급속한 콜로니화에 기인한다.

목재 변재변색균 및 표면 오염균의 목재내 침투의 경로를 밝히고 이들의 목재 세포

벽의 분해 메카니즘을 구명하기 위하여 본 연구를 수행하였다 연구를 위한 실험재.
료는 국내에서 목재 변색에 심한 피해를 야기하는 소나무류를 선정하여 실험재료로

선정하였는데 이는 국내에 서식하는 한국산 소나무류인 육송(Pinus densiflora 와 수)
입목재인 뉴우질랜드송 (Pinus radiata 이 국내에 대다수 유통되고 있기 때문이다) .
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또한 목재 변색균은 크게 두그룹으로 나누게 되는데, Ophiostoma와 Ceratocystis와
같이 곤충의 매개에 의해 전달되는 곤충의 생활사와 밀접한데 목재의 벌채에서부터

목재야적장은 물론 건조되지 않은 판재에 이르기까지 이 곰팡이의 피해를 받게 된

다 따라서 본 연구에 있어서 변재변색균 및 표면오염균의 피해에 따른 목재 조직.
내 세포의 분해 메카니즘은 Ophiostoma의 세포벽 분해를 기준으로 세포벽부후 메카

니즘으로 하였다.

제 항 목재 조직 내에서 전자현미경에 의한 균사 생장에 관한 연구2

재료 및 방법1.

가 공시재료.
목재선정

본 연구에 사용되어진 목재는 전라북도 군산시에 위치한 목재회사에서 구입하였다.
국내 소나무의 일반적인 육송(Pinus densiflora 를 실험 목재로 곰팡이에 침해를 받)
지 않은 건전목을 선정하였다 소나무시편은 직경이 이상의 목재에서 채취하였. 20cm
다.

나 목재시편.
목재 시편은 사전에 멸균되어진 생장추 직경 를 이용하여 목재를 수피층에서( 5mm)
부터 수를 향하여 방사방향으로 깊게 뚫어 채취하였다 이때 생장추는 매 사용시마.
다 에탄올을 이용하여 소독하고 화염살균하여 사용하였다70% .
목재시편은 무작위 방법으로 건전재에서 채취하였으며 시편의 크기는 수피를 제외하

고 대략 폭 깊이 였으며 생장추로 채취한 후 곧바로 멸균된 플라스틱봉5mm, 10cm
투에 넣고 번호를 매긴 후 실험실로 가져와 냉장보관 하였다 이들 보관된 시편은.

기압에서 동안 고압살균하였다 멸균된 목재시편은 약 길이로 멸균된120 1 20 . 5cm℃
수술용 칼을 이용하여 등분하였다2 .

다 공시 균주.
본 실험에 사용된 균주는 Ophiostoma flexuosum 를 선정하였다 실험을 위(363175) .
하여 최적의 생장을 나타내는 배지에 생육시켜 달 간격으로 계대배양을 하였MEA 2
다 균의 목재내 접종을 위하여 사전에 배지에서 주간 배양된 균주를 직경. 2% MEA 2

가량의 블럭을 잘라내어 새로운 배지의 중간에 접종하였다 접종된6mm 2% MEA .
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O. flexuosum은 직경 패트리디쉬의 균사가 전면을 덮게 되었을때 사전에 멸균9cm
된 목재시편을 균사위에 올려놓아 에서 주간 배양하였다20 4 .℃

다 전자현미경 관찰.
본 실험에 사용된 목재시편은 영양배지에서 주간 접종 배양한 시편을2% MEA 4
선정하였다 목재 시편은 주간 접종 배양 후 패트리디쉬 배지에서 꺼내어. 4 2% MEA
목재표면의 균사체를 멸균된 거즈를 이용하여 깨끗이 제거하였다 목재시편은 액체.
질소에서 분 정도 동결시킨 후 멸균된 면도칼을 이용하여 작은 조각으로 세분하1-2
였으며 이 세분된 목재시편 조각은 에탄올 탈수과정(20%, 30%, 40%, 50%, 60%,

그리고 분 동안 을 거쳐 탈수하였다 탈수된 목재시편 조각은 기건하고70% 70%, 10 ) .
를 이용하여 골드코팅을 하였으며 주사전ion spattering(JEOL JC-1200 fine coater)

자현미경 을 이용하여 관찰하였다(SEM, JSM-5200) .

결과 및 고찰2.

가 목재 조직 내 세포벽 침투.
본 연구에서는 O. flexuosum에 의해 처리된 목재시편은 흑색으로 변색되었으며 이

들은 목재의 표면에 국한되어 나타났다 주사전자현미경에 의한 관찰은. Pinus
densiflora의 벽공막과 벽공막의 분해발달 과정의 메카니즘에 관한 정보를 확연히 보

여주었다 그림 는 유연벽공막의 분해에 관하여 자세히 보여주었다 또한 목재조직. 2 . ,
의 표면에서 세포벽의 최외각층인 층의 세포벽내 침해하여 세포내강의 전분이나S3
여타 저분자물질을 분해 흡수함을 보여주었다 몇몇의 목재변색균의 균사는 벽공막.
을 분해하지 않고 벽공막의 최외각층에 균사를 접착시켜 영양생장을 하였으나 그림

는 벽공막의 분해에 있어서 기계적인 힘에 의하여 세포벽을 관통하는 균사가 관찰4
되어 이는 목재변색균의 균사는 벽공막의 분해에 있어서 세포외 효소의 분비에 의한

고분자물질의 저분자화 분해 및 흡수보다는 기계적인 힘이 주된 역할을 한다고 보여

진다 물론 여기에는 그림 에서 보여지는 바와 같이 세포외 효소에 의한 중간층. 6
층 과 층의 분해는 생화학적 반응에 의한 목재세포벽의 분해 메카니즘이 보(ML ) S3

여 진다.

나 목재 조직 내 균사 침투 경로.
진균류에 의한 목재 분해에 있어서 목재 조직내 균사의 침투경로는 다음과 같다.
첫째로 곰팡이는 포자나 혹은 균사의 형태로 목재의 표면에 정착하여 콜로니를 형성

한다 집락을 형성한 균사는 목재의 표면 부위의 세포의 최외각층의 세포내로 침투.
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하게 되며 주로 벽공막의 분해에 의하여 세포에서 이웃 세포로의 이동이 이루어진

다 또한 몇몇의 균사들은 물리적인 힘에 의하여 목재의 세포벽을 통과하여 이웃의. ,
세포로 이동하기도 하며 이는 그림 에서 볼 수 있다 방사단면에서 세포내강속의1-8 .
균사의 집락형성은 그림 에서 보여지며 그림 는 세포벽을 통하여 한 세포에서 이1 4
웃세포로의 직접적 이동을 보여주고 있다 유연벽공의 분해는 그림 에서 볼 수 있. 5
다 그림 과 그림 은 부분적 혹은 완전한 세포내 벽공막의 분해를 보여주며 목섬유. 6 7
의 분해는 그림 과 같다8 .

다 목재변색균과 목재부후균과의 목재열화 특성 비교.
목재의 횡단면에서 발생한 변색균의 균사의 생장은 균사의 집락형성 후 시간 이24
내에 촉단방향에서는 경단방향에서는 섬유방향에서는 정도 성장0.5mm, 1mm, 5mm
할 수 있다 그러나 이러한 빠른 생육은 목재의 파괴된 가도관이나 노출된 방사조직.
을 통하여 침투하게 되는데 균사는 방사조직의 유세포나 수지구를 둘러 싸고 있는

유세포에서 신속하게 집락을 형성하게 된다.

Table 1. Comparison of three different wood degrading phenomena.
백색부후 갈색부후 목재 변색

목재표면

색
백색 갈색 흑색 혹은 청색

세포벽

공격

양식

내강으로부터 외부로

단계적 침입

차벽의 층의2 S2
불규칙한 파괴

내강으로부터

물리적힘으로 세포벽

침입

물리적

열화
심각한 구조적 열화 수축과 균열이 발생

물리적 강도 변화

미약

화학적

열화

리그닌 선택부후 혹은

구성성분의 동시부후

셀룰로오즈의

선택부후

저분자 물질 선택

흡수
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Figure 1. Development of fungal hyphae on wood cell wall.

Figure 2. The intact pit membrane between fungal hypha and wood fibres.
Traces of fungal hyphae (arrow).
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Figure 3. Fungal hypha penetration through the cell wall and bordered pit
degradation (arrow).

Figure 4. Disruption of wood cell wall by fungal hyphae(~Bar in 20 µm).
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결 론3.

목재변색균은 목재의 표면에 포자 혹은 균사형태로 집락을 형성하며 표면의 최외1.
각층에서 세포내로 균사가 생장한다.
세포내에 침투한 균사는 이차벽의 층과 같은 셀룰로오즈층은 거의 분해하지 않2. S2
으며 주로 이웃세포로의 이동을 위하여 세포벽을 분해하거나 파괴한다.
균사는 목재세포의 내강에 집락을 형성하며 세포내강의 표면이나 층의 저분자3. S3
물질을 우선적으로 분해 흡수하여 생장한다.
균사의 목재내부로의 이동은 벽공막의 마르고의 파괴 혹은 벽공막의 분해에 의하4.
여 이곳을 통하여 이웃 세포로 이동한다.
세포벽을 통과하여 이웃세포로 이동하게 되는데 기계적인 힘에 의하여 세포벽을5.
뚫고 세포에서 이웃세포로 이동한다.
세포벽의 파괴는 균사의 세포외 효소와 같은 세포벽 분해물질에 의하여 생화학적6.
반응에 의하여 주로 발생한다.
따라서 목재변색균은 셀룰로오즈와 같은 고분자 물질의 분해는 미약하여 목재의7.
물리적인 강도는 크게 영항을 주지 않고 있다.
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제 절 친환경적인 천연 물질 및 합성물질에 의한 목재5
변색균의 생장 억제조절

Study of sapstaining fungal route of
penetration into wood and growth
inhibition of sapstaining fungi using
natural and synthetic chemicals, biological
and polymer products.

제 항 서 설1

목초액 이란 일본에서 만든 용어로 나무로 만든 초 란 뜻이다 목초액은( ) ' ( ) ' .木酢液 酢

초산을 주성분으로 하는 정도의 산성액체로 목재 원목의 성분을 열로 분해하여pH3
얻어진다고 알려져 있다 즉 나무로 숯을 만드는 과정에서 나오는 연기를 액화하여. ,
얻는 것으로 나무가 탄화되면서 나무의 모든 에너지가 기체화되어 응축된 에너지로

볼 수 있다.
목재를 연기 중에서 가열하면 타서 재가 되는데 예를 들면 숯가마 속과 같이 공기,
가 적은 곳에서 가열하면 탄화 현상이 일어나 목재는 숯으로 된다 그 과정에서 연' ' .
기가 피어오르는데 이 연기를 잘 관찰하면 시간이 지남에 따라 색이나 냄새가 미묘

하게 변함을 알 수 있다.
목초액의 원료가 되는 원목의 주성분은 탄수화물인 셀롤로오스성분 헤미세룰로오스(
와 셀룰로오스로 전체의 과 탄화수소인 리그닌 전체의 인데 이것70 75%) ( 20 25%)∼ ∼
이 전체의 를 차지하고 있다 숯가마에 목재를 넣고 가마 속의 온도를 상승시키95% .
면 이들 성분의 열분해가 이루어진다 대략 에서 세룰로오스 성분이. 200 , 300-40℃
에서 리그닌이 차례로 탄화된다0 .℃

목재를 탄화시키면 맨 처음에는 수증기가 많은 연기가 피어오르고 온도가 상승함,
에 따라 헤미셀룰로오즈 성분이 탄화되는데 이때 자극성있는 연기가 생성된다 이를.
물연기에서 황금연기로의 변화가 있음을 나타낸다 이후 온도를 올려주어 리그닌을.
분해 할 수 있는 정도가 되면 완전한 분해가 뒤따르고 연기가 발생하게 되는데 이때

발새되는 연기를 자연적으로 냉각시켜 액상으로 된 것을 회수하는 것이다 그럼으로.
써 연기 종류에 따라 그 성분과 성상이 커다란 차이가 있을 수 있으며 최초로 나오,
는물연기는 촉촉 하고 비중이 가볍지만 목초액으로는 사용할 수 없는 타르 메탄' ' ' ' ,
올 페놀 성분이 많으며 또한 발암성 물질인 벤조피렌 등의 유해물질이 검출된다, .



- 62 -

목초액의 분리는 조목초액의 정제 조목초액의 숙성 목초액의 분리 목초액의- - -
정제 과정으로 분류될 수 있다 숯 연기에서 갓 채취한 목초액에서 유해물질을 제거

하여 정제된 목초액을 만드는 방법에는 몇 가지가 있다 그러나 가장 간단한 방법은.
중량의 차이를 이용한 비중분리법이다 이때 발생하는 조목초액을 장기간 용기에 넣.
어두면 상 중 하의 세 층으로 분리되는데 중층의 물에 녹는 액이 목초액이다 그리고. . , .
상층과 하층의 기름에 녹는 액이 각각 경유질 과 타르 이다 목초액은 채취 후' ' ' ' .
수개월에서 년 정도 숙성 및 정제를 한 후 타르 성분을 충분히 분리시켜 사용며 이1
는 타르분에 크레졸과 같은 유해성분이 들어 있기 때문으로 알려져 있다.

이러한 목초액을 이용하여 천연방미제로 사용하기 위하여 이들의 성분을 분석하고

실험실내에서 혹은 실험실 밖의 자연환경에서 이들의 효력을 검증하였다 또한 목초.
액과 죽초액을 사용하여 이들의 방미효력을 검증하였으며 방미효력의 검증을 위하여

대표적인 목재변색균인 속의 균을 선정하였다Ophiostoma .

제 항 친환경적인 천연 물질 및 합성물질에 의한 목재변색균의 생장 억제조절2

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 공시균주는 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma narcissi 와(349579) Ophiostoma ips 을 선정하(363176)
였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전에 국제 진균 연구소(International

로 불려졌던 에서 분양받았다 모든 균주들은Mycological Institute, IMI) CABI . 2%
영양배지에서 일 동안 사전 접종되어 배양되었다MEA 4-7 .

나 목초액 및 죽초액.
본 실험에 사용된 목초액 및 죽초액은 국내의 각기 다른 지역에서 구입하였으며 구

입에 관한 내역 및 생리학적 특성을 표 에 기술한 내용과 같다 구입한 목초액 및1 .
죽초액의 자세한 내역은 본 실험에 의하여 수치화로 기술되었다.

다 분석. GC-MS
분석을 수행하기 위하여 잠재적으로 높은 항균제 특성을 가진 시료GC-MS CE-II

와 시료를 선정하였다 분석을 위한 시료의 준비는 아래의 과정에ME-II . GC-MS
따라 수행하였다 의 시료를 의 으로 흔들어주며 섞어주고. 500ml 1ml chloroform
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으로 분동안 원심 분리하였다 을 분리한 후 의 시료를 가13,000rpm 10 . chloroform 1ul
스크로마토그래프에 주입하였다 성분(GC HP 6980 series, Hewlett Packard, USA).
의 분리는 DB-5 column (J & W scientific company, 30 cm length, 0.25 mm ID,

를 사용하여 수행하였다 건조기의 온도는 에서 까0.25 um film thickness) . 90 300℃ ℃
지 분의 비율로 올려주었으며 최종 온도인 에서는 분 동안 유지시켰10 /10 300 5℃ ℃
다 이 는 에서 안에서 작동하였다. GC-MS 70eV electron ionization (EI) . Interface

는 에 맞추었다 성분의 피크는 가능한 표준물질을 비교함으로써temperature 230 .℃
분석하였다.

라 실험실 내에서 죽초액 및 목초액의 방미효력 검증.
본 실험은 실험실내 조건에서 목재의 시편을 이용하여 목초액 및 죽초액의 방미 효

력을 검증하고자 수행하였다 전북대학교 및 전라북도 남원군 산림조합 목재 집하장.
에서 오염되지 않은 Pinus densiflora 목재 블럭을 채취하였다 이 목재 블럭은 손대.
패를 이용하여 매우 얇게 슬라이스 시편으로 제작하였으며 제작된 즉시 멸균된 상자

에 집어넣어 신속히 실험실로 운반하였다 슬라이스시편은 멸균된 면도칼을 이용하.
여 매우 작은 조각 약 으로 하여 에서 분 동안 고압멸균하( 10 mm x 10 mm) 121 20℃
였다 멸균된 목재 슬라이스시편은 각기 다른 비율 의 목초액 및 죽. (0.25, 0.5, 1.0%)
초액으로 분 동안 처리한 후 의 선반에서 기건시켰다 대조구는5 air flow chamber .
멸균된 증류수로 사용하였다.

마 공시균주의 접종 및 실험방법.
본 실험에 사용된 슬라이스시편은 배지에2% MEA Ophiostoma flexuosum,
Ophiostoma tetropii, Ophiostoma narcissi와 Ophiostoma ips를 접종한 후에 패트리

디쉬 배지위에 살며시 올려놓았다 대조구 및 슬라이스시편은 각각의 균에 개MEA . 4
의 방향으로 나누어 올려놓았으며 회에 걸쳐 반복하였다3 .

결과 및 고찰2.

죽초액과 목초액은 천연 항균자원이며 대나무와 활엽수의 목탄의 부산물로 얻어지

는 산성물질이다 이러한 생산물은 를 포함한 가. phenol, poly phenol, acetic acids 200
지의 성분을 가지고 있다 이 추출물은 영양배지에서 의 최소. 2% MEA (0.10~1.0%)
농도에서 목재변색균에 대하여 매우 높은 방미활성을 보여주고 있다 가지 죽초액. 3

와 가지 목초액 추출물은 종의 변재변색균을(CE-I, CE-II, CE-III) 2 (ME-I, ME-II) 4
공시균주로 사용하여 변재변색균의 방미효과를 검증하고저 하였다.



- 64 -

가 죽초액의 방미 효력 검증.
목재변색균에 대한 의 방미 효력을 평가하였다 그림 는CE-I, CE-II, CE-III . 9-12

배지에서 방미 효력을 보여주고 있다 죽초액의 개 시료 중에서2% MEA . 3 CE-II,
는 매우 효과가 우수하였으며 의 농도의 죽초액에서는 완벽한 목재변색균CE-III 1.0%

의 생장 억제능력을 보여주었다 반면에 의 경우에는 농도의 죽초액에서. CE-I 1.0%
도 최소의 항균능력을 보여주었다 그림 에서 보는 바와 같이 와 의. 11 CE-II CE-II

의 농도세서는0.5% O. flexuosum의 성장을 완벅하게 억제하였으며 그림 와 에서9 12
보는 바와 같이 와 는CE-II CE-III O. tetropii와 O. ips의 생장을 의 농도에서0.5%
완벽하게 생장을 억제하였다 대체적으로 은 본 실험에 사용된 개의 각기 다른. CE-I 3
농도에서 목재변색균에 대하여 낮은 생장억제력을 보여주고 있다.
Ophiostoma narcissi는 그림 에서 보는 바와 같이 개의 각기 다른 농도에서 매우10 3
높은 항방미제 효력을 보여주고 있으며 대조구로 사용된 농도인 과0.001%, 0.01%

의 농도에서 거의 동일한 결과를 보여주고 있다 반면에0.1% . O. tetropii와 O. ip 는s
와 같이 최소의 실험 농도에서도 생장 억제의 효력이 나타났다 따라서0.001% . , O.

tetropii와 O. ips는 죽초액에 대한 매우 민감한 방미 효력을 보여주고 있다.

나 목초액의 방미 효력 검증.
대체적으로 죽초액에 비하여 목초액은 목재변색균의 방미 효력이 그다지 양호하지

않았다 목초액의 모든 시료는 의 높은 농도에서도 효과적인 균사의 생장 억제. 1.0%
효력을 보여주지 않았다. Ophiostoma flexuosum은 목초액의 의0.001%, 0.01%, 0.1%
목초액농도에서 완벽한 균사의 생장을 보여줌으로써 목초액에 대하여 상대적으로 높

은 저항성을 보여주었다 그림 결론적으로 목초액의 효력은 죽초액에 비하여 상( 11).
대적으로 약하였으며 그림 이와 같은 결과는 목초액은 목재관련 생산 산업체( 9-14),
에서 목재변색균을 제어하기위한 천연방미제로서는 그 효용성이 낮다고 여겨진다.
그러나 죽초액과 목초액을 혼합하여 사용한다거나 죽초액에 다른 항균물질을 첨가함

으로써 방미효력에 대한 시너지효과를 기대할 수도 있다.

다 와 의 정성 분석. CE-II ME-II GC-MS
의 정성 분석에 있어서 개의 분광피크가 검출되었다 그림 이들CE-II GC-MS 6 ( 13).

피크는 에서 검출되었다 이들 개의 피크중에RT 6.64, 8.36, 9.68, 10.69, 11.97, 12.97 . 6
서 개의 피크는 에 의하여 식별할 수 있었으며 이들 구성성분들5 Mass spectrocopy
은 아마도 의 항균 활성에 관여하는 성분으로 여겨진다 이 성분들은CE-II .
2-methoxy phenol (6.64), 2-methoxy-4-methyl phenol (8.36), 2,6-dimethoxy

과 로 여겨phenol (10.69), dehydroacetic acid (11.97) 2,3,5-trimethoxytoluene (12.97)
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진다.
의 의 정성 분석은 개의 크게 구별되는 피크에ME-II chloroform fraction GC-MS 4

의하여 매우 잘 구별된다 즉 과 의 성분은. , 1, 2, 3 4 RT 10.70, 11.97, 12.98, 13.98
에서 검출될 수 있다 주된 피크는 에서 얻을 수 있었다 이들 개의 피min . RT 10.70 . 4

크의 성분은 의 다른 구성 성분 중에서 매우 높은 항균 활성능력을 보여주고ME-II
있다 이 성분들은 분석에 의하여. MS 2,6-dimethoxy phenol, dehydroacetic acid,
2,3,5-trimethoxy toluene, hydroxy-3--oxo-2-propionyl-gamma-1-acetone-4

이 확인 할 수 있다 표 는 의 정성분석을 보여주었다-heptnoic acid . 2 CE-II, ME-II .
죽초액과 목초액의 방미 효력 활성은 실험실 조건하에서 검증할 수 있었다 그림( 15,

대조구로 사용된 목재 슬라이스시편은 모든 공시균주에 의하여 일 이내에 완16). 7
전히 목재의 표면을 덮어버렸다. Ophiostoma polonicum과 O. flexuosum 균사는

의 농도에서 균사의 생장이 억제되었다 그림 반면에CE-II 1.0% ( 15, B and D). O.
tetropii의 균사의 생장은 농도로 처리된 목재 슬라이스시편에서 균사의CE-II 1.0%
성장이 관찰되었다.
결과적으로 본 실험은 균사생장 억제실험의 피트리디쉬 배지상의 실험 결과와 동일

한 결과를 보여주었다 이는 사전 실험에서 보여준 것과 같이 목초액은 죽초액에 비.
하여 방미효력이 우수하지 못하였다 모든 공시균주들은. (O. flexuosum을 제외한)

목초액의 농도에서도 균사가 생장 할 수 있는 활성을 가졌다1.0% .
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Figure 1. Mycelial growth of Ophiostoma ips on 2 % MEA with the supplement
of different concentrations of Chikusaku-eki and Mokusaku-eki on day 7.
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Figure 2. Mycelial growth of Ophiostoma narcission 2 % MEA with the
supplement of different concentrations of Chikusaku-eki and Mokusaku-eki on
day 7.
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Figure 3. Mycelial growth of Ophiostoma flexuosum on 2 % MEA with the
supplement of different concentrations of Chikusaku-eki and Mokusaku-eki on
day 7.
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Figure 4. Mycelial growth of Ophiostoma tetropiion 2 % MEA with the
supplement of different concentrations of Chikusaku-eki and Mokusaku-eki on
day 7.
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Figure 5. GC chromatogram of Chikusaku-eki 2 (CE-II) sample; Column DB-5
with 0.25 mm ID, 0.25 µm film thickness used for analysis.

Figure 6. GC chromatogram of Mokusaku-eki 2 (ME-II) sample; Column DB-5
with 0.25 mm ID, 0.25 µm film thickness used for analysis.
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Figure 7. Inhibition of (A) Ophiostoma tetropii, (B) Ophiostomapolonicum, (C)
Ophiostoma ips, (D) Ophiostoma flexuosumon wood slices treated by different
concentrations of Chikusaku-eki (CE-II).
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Figure 8. Inhibition of (A) Ophiostoma tetropii, (B) Ophiostomapolonicum, (C)
Ophiostoma flexuosumon, (D) Ophiostoma ips wood slices treated by different
concentrations of Mokusaku-eki (ME-II). 
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 Table 1. Source and physiological conditions of Chikusaku-eki and
Mokusaku-eki.

Table 2. Major compounds in Chikusaku-eki (CE-II) and Mokusaku-eki (ME-II).

Samples Wood Source Company pH Color
CE-I Phyllostachys

nigro
Sacheon city
wood industry 3.0 Dark brown

CE-II Phyllostachys
pubescens

Bamboonara
wood company,
Damyang

3.25 Dark brown

CE-III Phyllostachys
nigro

Bamboonara
wood company,
Damyang

3.25 Dark brown

ME-I Quercus serrata Sacheon city
wood industr 3.5 Light brown

ME-II Quercus serrata Jin-Jeop town
wood industry 3.5 Dark brown

RT (min) Compounds Area %
Mokusaku-eki -2

(ME-II)
Chikusaku-eki-2

(CE-II)
6.63 2-Methoxy phenol - 16.55
8.36 2-Methoxy-4-methyl

phenol - 11.37
10.69 2,6-Dimethoxy phenol 58.06 34.72
11.97 Dehydroacetic acid 18.60 21.89
12.97 2,3,5-Trimethoxy toluene 18.19 15.47

13.98
5-Hydroxy-3-oxo-2-propi
onyl-1gamma-1-acetone-

4-heptnoic acid
5.15
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Table 3. Chemical compositions of Chikusaku-eki-2 (CE-II) and Mokusaku-eki-2
(ME-II).

결 론3.

본 실험에 사용된 균주는1. Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma tetropii,
Ophiostoma narcissi와 Ophiostoma ips이었다.
목초액 및 죽초액으로 사용된 시료의 은 에 의하여 분2. chloroform fraction GC-MS
석되었으며 두 종류 모두 2,6-dimethoxy phenol, dehydroacetic acid,

성분을 함유하고 있었다2,3,5-trimethoxytoluene .
이들 죽초액과 목초액은 목재 생산 산업체에서 친환경적인 방미 혹은 항산화 작3.
용을 가진 천연방부제로 사용될 수 있다.
목재 슬라이스시편 실험은 실험실내에서 효과적인 방미실험을 검증 할 수 있었다4. .

Component Chikusaku-eki-2 (%) Mokusaku-eki-2 (%)
Organic acids 23.75 23.75
Phenolics 62.64 58.06
Toluene 15.47 18.19
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제 절 소나무 및 참나무 추출액을 함유한 중성 목재추6
출액의 방미 효력검증

Antifungal activitiy of neutralized wood
vinegar with water extracts of Pinus
densiflora and Quercus serrata saw dusts.

제 항 서 설1

본 실험은 목재변색균의 생장을 억제할 방미제로서의 효력을 검증하기 위하여 페놀

성분 및 여타 냉수 및 열수추출물이 함유되어 있는 목초산 의 실제적(wood vinegar)
역할을 구명하고자 수행하였다 목초산에서 페놀성분의 방미효과 이외의 명확한 방.
미메카니즘을 구명하고자 본 실험에서는 목초산을 를 첨가하여 중성 으NaOH (pH 7)
로 하였다 배지를 제조할 때 사용되는 증류수를 대체하여. Pinus densiflora와
Quercus serrata의 톱밥을 이용한 중성목초산을 사용하였는데 이는 중성 목초산의

균사 억제 능력의 특성을 증가시키기 위하고자 하였다. Ophiostoma polonicum, O.
ips, O. flexuosum, O. narcissi, O. tetropii를 공시균주로 사용하여 본 목재변색균

의 방미실험을 수행하였다.
본 실험에 언급하는 목초산 은 목탄의 증류과정에 발생하게 되는 목초(wood vinegar)
액과는 매우다른 성질의 물질로서 목초산은 냉수 및 열수에 의하여 목재내부에 존재

하는 저분자물질 및 저분자 페놀성분 등을 함유하고 있는 반면 목초액은 이상300℃
의 온도에서 발생하게 되며 이를 조목초액이라 하며 이를 다시금 증류하게 되면 용

해타르가 제거되어지고 황색의 증류 목초액이 된다 이때 소량의 황산을 가해 증류.
하면 용해타르 및 페놀류와 알데하이드류와의 축합에 의해 생성된 수지와 고온에 의

해 중합된 물질이 완전히 제거 되게 된다 이러한 제반의 공정에 의하여 얻어지는.
산물이 목초액이다.

이러한 목초산 을 이용하여 천연방미제로 사용하기 위하여 이들의 성(wood vinegar)
분을 분석하고 실험실내에서 혹은 실험실 밖의 자연환경에서 이들의 효력을 검증하

였다 또한 목초의 방미효력을 검증하기위하여 종의 각기 다른 소나무 침엽수 와 참. 2 ( )
나무 활엽수 를 선정하였다 또한 방미효력의 검증을 위하여 대표적인 목재변색균인( ) .
Ophiostoma속의 균을 선정하였다.
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제 항 소나무 및 참나무 온수추출액을 함유한 중성 목초액의 방미 효력검증2

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 공시균주는 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma narcissi(349579), Ophiostoma polonicum 와(363181))
Ophiostoma ips 을 선정하였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전(363176)
에 국제 진균 연구소 로 불려졌던 에서(International Mycological Institute, IMI) CABI
분양받았다 모든 균주들은 영양배지에서 일 동안 사전 접종되어. 2% MEA 4-7 25℃
에서 배양되었다.

나 목초액의 시료 제조.
소나무(Pinus densiflora 와 참나무) (Quercus serrata 는 전라북도 남원시 산림조합)
목재집하장에서 채집하였다 이들 종의 목재 톱밥은 년 이내의 저장된 건전목재에. 2 1
서 톱밥을 켠 즉시 채집하여 사전에 멸균된 플라스틱봉지에 넣어 신속하게 실험실로

운반하였다 운반된 톱밥 시료는 즉시 냉장 보관하고 미생물에 의한 오염을 방지하.
기 신속하게 실험을 수행하였다 채집된 톱밥의 은 멸균된 증류수에 일정기간. 5 mg
동안 침전시키고 약 에서 분 동안 각기 별도로 증탕하였다 온수추출액은90 15 .℃

필터페이퍼를 사용하여 톱밥을 걸러내고 목초산을 제조하였다Whatman No. 1 .
상업적으로 판매되는 목초액은 경기도 남양주시 진접읍에 위치한 목재생산업체에서

구하였다 산도가 인 암갈색의 목초액은 를 이용하여 중화시켰다. 3.5 NaOH .

다 영양배지 제조 및 방미효력 검증.
소나무(Pinus densiflora 온수추출액 및 참나무) (Quercus serrata 온수추출액과)
목초액은 종류의 배지를 사용하였다 첫 번째 영양배지는 일반적인 멸균3 2% MEA .
된 증류수를 두 번째 영양배지는 멸균된 증류수을 대신하여 침엽수, Pinus
densiflora 온수추출액을 세 번째 영양배지는 증류수를 대신하여 활엽수, Quercus
serrata 온수추출액을 함유하였다 모든 영양배지는 에서 분간 멸균하였다. 121 20 .℃
멸균한 후 영양배지는 에서 서서히 냉각시킨 후 각기 다른 농도50 (0.333, 0.667,℃

의 중화된 목초액을 모든 영양배지에 용해하였다 모든 영양배지에1.333, 2.5, 3.0%) .
목초액을 용해시킬때 필터페이퍼를 이용하여 불순물을 제거하였으며 영양배지는 페,
트리디쉬에 씩 분주하였다20ml .
Ophiostoma polonicum, O. flezuosum, O. tetropii, O. narcissi, O. ips를 각기 다른

목초액 농도를 포함한 종류의 배지에 각기 접종하였다 대조구는 온수추3 2% MEA .
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출액을 제거한 접종원이었다 실험구는 에서 배양하였으며 온수추출액 및 목초. 20℃
액의 방미 활성 범위를 측정하였다.

라 분석. GS-MS
산성의 목초액 및 중성 목초액의 정성분석을 위한 시료의 준비는 아래의GC-MS
과정에 따라 수행하였다 의 시료를 의 으로 흔들어주며 섞어주. 500ml 1ml chloroform
고 으로 분동안 원심 분리하였다 을 분리한 후 의 시료를13,000rpm 10 . chloroform 1ul
가스크로마토그래프에 주입하였다 성(GC HP 6980 series, Hewlett Packard, USA).
분의 분리는 DB-5 column (J & W scientific company, 30 cm length, 0.25 mm ID,

를 사용하여 수행하였다 건조기의 온도는 에서 까0.25 um film thickness) . 90 300℃ ℃
지 분의 비율로 올려주었으며 최종 온도인 에서는 분 동안 유지시켰10 /10 300 5℃ ℃
다 이 는 에서 안에서 작동하였다. GC-MS 70eV electron ionization (EI) . Interface

는 에 맞추었다 성분의 피크는 가능한 표준물질을 비교함으로써temperature 230 .℃
분석하였다.

결과 및 고찰3.

가 중성 목초액의 방미효력.
목재변색균의 균사 생육 억제비율을 측정하기 위하여 영양배지상 균사의 생장을 측

정하였다 아래의 그림은 다양한 농도의 중성 목초액을 함유하고 있는 배. 2% MEA
지상에서 균사의 생장을 보여주고 있다. Ophiostoma polonicum, O. flezuosum, O.
tetropii, O. narcissi, O. ips의 생장은 각각 직경 와 를 보여주었44, 82, 80, 20, 72mm
다 그러나 중성목초액의 농도가 농도가 포함되어 있을 경우는 균. 0.33, 0.67, 1.33%
사 생장 억제 활성이 매우 낮았으나 농도 이상이 포함되어 있을 경우에는 활성2.5%
이 매우 높았고 이상이 포함되어 있을 경우에는 무려 이상의 높은 균사 생3.0% 50%
장 억제 활성을 보여주고 있다. Ophiostoma narcissi는 목초액에 대하여 매우 높은

저항성을 보여주고 있으며 목초액의 농도가 농도가 포함되어 있을0.33, 0.67, 1.33%
경우는 균사 생장 억제 활성이 매우 낮아 균사의 생장에 영향을 미치지 못하였다.
Ophiostoma polonicum, O. flezuosum, O. tetropii, O. ips의 생장은 목초액의 농도

가 농도가 포함되어 있을 경우에 매우 미약한 균사 생장 억제 활성을0.67, 1.33%
보여주었다.
중성 목초액 및 Pinus densiflora 온수추출액을 포함한 영양배지에서 매우 현격한

목재변색균의 균사생장 억제 활성을 보여주었다. Ophiostoma polonicum은 소나무

온수추출액에 대하여 높은 반응을 보여주었다 의 중성 목초액 및 소나무 온수. 3.0%
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추출액을 포함한 영양배지에서는 균사의 생장이 이내를 보여주었다 반면에14mm .
중성목초액과 소나무 온수추출액을 포한한 영양배지에서는3.0% O. flexuosum에 대

하여 매우 높은 균사생육 억제 활성을 보여주었으며 이하의 균사 생장을 보여8mm
주었다 중성목초액 및 소나무추출액을 함유한 영양배지에서는 함유된 이들의 농도.
에 관계없이 높은 상관관계를 보여주었으며 단지 소나무 온수추출액을 함유한 영양

배지에서는 최소 농도인 의 중성 목초액에 대해서도 높은 상관관계를 보여주0.33%
었다.
반면에 중송목초액과 Quercus serrata 온수추출액의 혼합액에 대한 방미효과는 거

의 나타나지 았았다. Ophiostoma naricissi는 참나무 온수추출액 및 중성 목초액의

혼합액에 대하여 상대적으로 높은 저항성을 보였다. Ophiostoma flexuosum은 2.5%
와 를 사용하였을 시 비교적 높은 연관성을 보여주었다3.0% .

나 분석. GC-MS
산성목초액 및 중성목초액은 스펙트럼으로 분석하였다 산성목초액에서 피GC-MS .
크는 에서RT 4.27, 4.67, 6.00, 6.37, 6.64, 8.35, 9.67, 10.68, 11.96, 12.97, 13.97 minutes
검출되었다 개의 페놀성 성분이 메스스펙트럼으로 확인되었으며 주된 페놀성 성분. 7
은 에서 확인된 이었다 다른 페놀성 화합물은RT 10.68 2,6-dimethoxy phenol .
Phenol(Isal), 2-methyl phenol(o-cresol), 4-methyl phenol (p-cresol), 2-methoxy

과 로 판phenol (Guaiacol), 2-methoxy-4 methyl phenol 4-ethyl-2-methoxy phenol
명되었다 표 은 산성목초액에서 판명된 화학성분의 일람표이다. 1 .

와 는 또한 과 에서 각각2-furancarboxalehyde 2,3,5-trimethoxy toluene RT 4.38 12.97
판명되었다 산성목초액에서 총 페놀성 성분의 함량은 였으며 의. 72.59% acetic acid
총 함량은 로 나타났다14.14% .

은4-methyl pheono (6.37), 2-methoxyh phenol(6.64), 2,6-dimethoxy phenol (10.68)
중성목초액에서 페놀성 성분으로 판명되었으며 1,4-dimethoxy benzene, 2-methoxy

과 는 또한 에서 각각benzene ethanol 2,3,5-trimethoxy toluene RT 8.35, 9.67, 12.97
판명되었다 표 에 기술되어진 바와 같이 는 페놀성 성분은. 4 actic acid 15.0%, 58.0%
가 중성목초액에서 보여준 함량이며 은 중성목초액에서2,6-dimethoxy phenol (10.38)
주된 주성분으로 판명되었다 표 는 와 중성목초액의 정량분석을 보여주. 5 acidic acid
는 일람표이다.
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Figure 1. Effect of neutralized wood vinegar on mycelial growth of O. narcissi in
MEA.
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Figure 2. Effect of neutralized wood vinegar on mycelial growth of O. ips in
MEA.
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Figure 3. Effect of neutralized wood vinegar on mycelial growth of O. tetropii in
MEA.
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Figure 4. Effect of neutralized wood vinegar on mycelial growth of O. flexuosum
in MEA.
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Figure 5. Effect of neutralized wood vinegar on mycelial growth of O. polonicum
in MEA.
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Figure 6. GC chromatograph of acidic wood vinegar (Column DB-5, 0.25 mm ID,
0.25 µm film thickness).

Figure 7. GC chromatograph of neutralized wood vinegar (Column DB-5, 0.25
mm ID, 0.25 µm film thickness).
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Table 1. Peak allocation and peak area percentage of chloroform fractions of
acidic wood vinegar and neutralized wood vinegar.

Table 2. Percentages of compounds present in chloroform fraction of acidic wood
vinegar and neutralized wood vinegar.

RT (min) Compounds Area %
Acidic wood
vinegar

Neutralized
wood vinegar

4.38 4-Furancarboxaldehyde 1.64 -
4.67 Phenol (Izal) 1.88 -
6.00 2-Methyl phenol (o-cresol) 2.11 -
6.37 4-Methyl phenol (p-cresol) 4.59 5.46
6.64 2-Methoxy phenol (guaiacol) 19.53 20.40
8.35 2-Methoxy-4-methyl phenol 12.39 -
9.67 4-Ethyl-2-methoxy phenol 6.77 -
10.68 2,6-Dimethoxy phenol 25.32 32.06
12.97 2,3,5-Trimethoxy toluene 9.68 9.13
11.96 Dehydroacetic acid 14.14 15.02
13.97 Unknown 1.95
8.35 1,4-

Dimethoxy benzene 11.77
9.67 2-Methoxy benzene ethanol 6.16

Compounds Acidic wood vinegar Neutralized wood vinegar
Phenols 100.00 57.92
Acetic acid 14.14 15.02
Others 13.27 27.06
Tota 100.00 100.00



- 82 -

결 론4.

중성화된 목초액 은 농도가 이상에서만 방미효력을 보여주었1. (wood vinegar) 2.5%
다.

정성분석은 방법에 의하여 중성 목초액과 산성 목2. GC-MS chloroform extraction
초액 모두 페놀성분과 여타 성분을 분석하였다.
산성의 목초액에서 개의 주된 성분이 검출되었으며 중성 목초액에서는 개의3. 11 , 7
주된 성분이 검출되었다.
산성화된 목초액의 의 페놀성분을 함유하였으며 중성 목초액은 페4. 72.59% 57.92%
놀 성분을 함유하였다.
주된 페놀성 성분은 에서 확인된 이었다 다른 페5. RT 10.68 2,6-dimethoxy phenol .
놀성 화합물은 Phenol(Isal), 2-methyl phenol(o-cresol), 4-methyl phenol

과(p-cresol), 2-methoxy phenol (Guaiacol), 2-methoxy-4 methyl phenol
로 판명되었다4-ethyl-2-methoxy phenol .

6. 4-methyl pheono (6.37), 2-methoxyh phenol(6.64), 2,6-dimethoxy phenol (10.68)
은 중성목초액에서 페놀성 성분으로 판명되었으며 1,4-dimethoxy benzene,

과 는 또한2-methoxy benzene ethanol 2,3,5-trimethoxy toluene RT 8.35, 9.67,
에서 각각 판명되었다12.97 .
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제 절 목재변색균에 대한 은의 방미효과 검증7
Antifungal activitiy of Silver particle for
wood sapstainning fungi

제 항 서 설1

본 실험은 목재변색균의 생장을 억제할 방미제로서의 효력을 검증하기 위하여 실리

카입자를 선정하였다 실리카입자는 그동안 강한 항미생물 활성을 지닌 복합물질로.
널리 사용되어져 왔다 실리카는 다공성 성질과 모세공극을 가진 물질이다 만약에. .
실리카입자가 구리 아연 수은 납 카디미움 트로미움 등의 항생물질과 혼합된다면, , , , , ,
매우 높은 방부제 혹은 방미제 효능을 보여주게 될 것이다 화학성분들은 실리카비.
드와 쉽게 연결되고 실리카 모세공극의 활성 표면에서 안정적인 결합을 이루게 된

다 이 항생물질 성분은 실리카 비드안에서 공극의 표면에 획일적이며 안정적으로.
분산되어 정착을 하며 이러한 항생물질의 금속 이온은 공극 내에서 신속하게 분산되

어 결합하게 되는데 이들은 세균이나 진균의 생장을 억제하는 인자와 쉽게 결합한

다 이들 혼합성분은 액체 용액으로 사용할 수 있으며 그럼으로써 세균이나 진균은.
물론이거니와 조류의 생장에도 높은 억제능력을 보여주고 있다.
실리카비드 항생물질 성분의 알카리 성능은 제올라이트와 같은 상업적으로 구입가능

한 생산품보다 매우 약하다 그러함으로 환경오염 문제를 야기하지 않는다. .
본 실험에서는 를 이용하여 목재를Sillica beads + silver thiosulfate, silver complex
변색시키는 진균에 대한 방미효과를 구명하였으며 목재변색균에 대한 잠재적인 효,
과 또한 실험실 수준에서 구명하였다.

은 이온은 항생제 혹은 항균제로서 오랫동안 사용되어져 왔다 이 은 이온은 매우.
낮은 농도에서도 매우 높은 방부제 혹은 방미제로 이용되어져 왔는데 이러한 은의

항생제 효능은 수은 구리 납 크로미움과 같은 여타 금속보다 매우 높은 효과를 보, , ,
여주고 있다 산소의 존재하에서 는 유리 은이온을 생산해 내며 결국에. silver oxide
는 은의 활성 표면에 따라서 항생효과가 나타난다 낮은 농도에서 은 이온은 세포.
침입에의한 세포외각층을 직접적으로 피해를 입히고 은이온은 와 결합을 하게DNA
되는데 이러한 복합물질은 의 복제를 저해하게 된다 항균 활성이 높은DNA . silver

은 산업적인 적용에 매우 유용한 처리법을 제공하게 된다 그러나 무분nanoparticles .
별한 은이온의 활용은 이러한 자연환경이나 생태계에 예상하지 않은 결과를 초래할

수 있다 본 실험에서는 실험실내에서 목재변색균에 대한 합성 은입자의 잠재적인.
방미효과를 실험하며 이들의 합성과 가치를 검증하고자 한다.
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제 항 의 목재변색균에 대한 생육억제2 Silica Beads + Silver Thiosulfate
Inhibition of sapstainning fungal cultures by Silica Beads + Silver
Thiosulfate complex containing 15,000ppm

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 공시균주는 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma narcissi(349579), Ophiostoma polonicum 와(363181))
Ophiostoma ips 을 선정하였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전(363176)
에 국제 진균 연구소 로 불려졌던 에서(International Mycological Institute, IMI) CABI
분양받았다 모든 균주들은 영양배지에서 일 동안 사전 접종되어. 2% MEA 4-7 25℃
에서 배양되었다.

나 공시 배지 및 제조.
의 다양한 농도를 포함하는Silica Beads + Silver Thiosulfate complex 2% MEA

영양배지 상에서 균사의 생장을 측정함으로써 목재변색균의 억제율을 검증하였다. 4
개의 각기 다른 농도 의(0.5, 1.0, 1.5, 2.0%) Silica Beads + Silver Thiosulfate

은 방미 효력 활성실험에 사용하였다 배지는 각각 예시된 혼합비complex . 2% MEA
율로 을 함유하였다 배지에Silica Beads + Silver Thiosulfate complex . MEA Silica

을 함유시키기 전에 을 사전처Beads + Silver Thiosulfate complex filter sterilization
리 하였다.
사전에 배양된 Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma tetropii, Ophiostoma narcissi,
Ophiostoma polonicum와 Ophiostoma ips의 한천배지 조각은6 mm 0.5, 1.0, 1.5,

농도가 함유된 배지에 접종하였다 대조구는2.0% 2% MEA . Silica Beads + Silver
를 함유하지 않은 순수 영양배지를 선정하였다Thiosulfate complex 2% MEA .

다 방미효과 검증.
방미효력을 검증하기 위하여 을 함유한Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
배지상에서 공시균주의 일간의 생장 활성을 측정함으로써 방미효과를 검증하였다7 .
대조구의 균사가 페트리디쉬의 외각부근에 닿게 되면 방미효력 지수는 다음과 같이

계산하였다.
방미 효력 지수 (%) = (1-Dt/Dc) x 100

는 실험배지에서 생장구역의 직경을 의미하며 는 대조구의 생장구역의 직경을Dt Dc
의미한다 각각의 실험은 반복을 하였으며 평균으로 결과치를 나타내었다. 3 .
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결과 및 고찰3.

가 의 방미효과 활성. Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
아래의 그림은 의 방미효과 활성을 나타Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
내며 이는 배지상에서 균사생장의 활성의 결과치를 인용하였다2% MEA . O.

는 를 함유하였을 시polonicum 2% Silica Beads + Silver Thiosulfate complex 78%
의 억제율을 보여주었다. Ophiostoma tetropii가 Silica Beads + Silver Thiosulfate

에 대하여 높은 저항을 보여준 반면에complex Silica Beads + Silver Thiosulfate
가 의 높은 농도로 함유되었을 경우에 의 균사생장을 감소하였다complex 2.0% 50% .

또한 Ophiostoma ips와 O. flexusum은 Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
가 의 높은 농도로 함유되었을 경우 각각 와 의 효과를 보여주었다2.0% 61% 57% .

Figure 1. Mycelial growths of Ophiostoma flexuosum, O. polonicum, O. narcissi
and O. ips on 2 % MEA with supplement of different concentrations of Silica
bead + silver thiosulfate complex.
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결 론4.

는 안정적이며 열대한 저항성이 높으며1. Silica Beads + Silver Thiosulfate complex
물에 쉽게 녹는다 고분자물질과 혼합하게 된다면 이들의 물리적 특성은 변하지.
않거나 변성하지 않는다.
이 혼합물질은 세균 진균 조류 등에 매우 높은 방미효과를 보여주며 페인트2. , , ,
섬유 고무 등과 같이 쉽게 사용할 수 있다, .
자연환경에 비독성이며 인간이나 사용자에게 안전한 혼합물질이다3. , .
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제 항 의 목재변색균에 대한 생육 억제 효과3 silver nanoparticle
Inhibition of mycelial growth of sapstaining fungi on 2% MEA by
silver nanoparticles (50nm)

재료 및 방법1.

가 공시균주.
본 실험에 사용된 공시균주는 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 을 선(363176)
정하였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전에 국제 진균 연구소

로 불려졌던 에서 분양받았다 모든(International Mycological Institute, IMI) CABI .
균주들은 영양배지에서 일 동안 사전 접종되어 에서 배양되었다2% MEA 4-7 25 .℃

나 공시 배지 및 제조.
의 다양한 농도를 포함하는 영양배지 상에서 균사의Silica nanoparticle 2% MEA

생장을 측정함으로써 목재변색균의 억제율을 검증하였다 개의 각기 다른 농도. 4
의 은 방미 효력 활성실험에 사용(1ppm, 10ppm, 50ppm, 100ppm) Silver nanoparticle

하였다 배지는 각각 예시된 혼합비율로 을 함유하였다. 2% MEA Silica nanoparticle .
배지에 을 함유시키기 전에 멸균 사전처리 하였다MEA Silver nanoparticle .

사전에 배양된 Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma tetropii, Ophiostoma
polonicum와 Ophiostoma ips의 한천배지 조각은6 mm 1ppm, 10ppm, 50ppm,

농도가 함유된 배지에 접종하였다 대조구는 를 함유100ppm 2% MEA . Silver particle
하지 않은 순수 영양배지를 선정하였다2% MEA .

결과 및 고찰3.

가 의 방미효과 활성. Silver nanoparticle
목재변색균의 군사생장 억제율을 측정함으로써 의 방미효과 활Silver nanoparticle
성을 도출하였다 이러한 결과를 도출하기 위하여 영양배지에서 균사의 생. 2% MEA
장을 측정하였다 아래의 그림은 각기 다른 농도의 을 함유한. Silver nanoparticle 2%
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배지에서 균사의 생장 결과를 보여준다 실험기간 동안MEA . Ophiostoma polonicum,
Ophiostoma flexuosum, Ophiostoma tetropii,와 Ophiostoma ips의 생장은 각각 배

지상에서 집락의 직경은 을 보여주었다 이러한 결과는 본 실험에76, 2, 72, 56 mm .
서 사용된 최소한의 에 대하여 높은 상관관계를 보여주었다Silver nanoparticle .
Ophiostoma flexuosum은 에 대하여 매우 높은 연관성을 보여주Silver nanoparticle
며 높은 농도 의 에 대하여 균사의 생장을 전혀 보이지(100ppm) Silver nanoparticle
않았다 따라서 높은 농도의 은Silver nanoparticle O. flexuosum에 대하여 매우 높은

방미효과를 보여주었다 반면에. O. ips는 에 대하여 약간의 저항Silver nanoparticle
성을 보여주어 그다지 높은 방미효과를 나타내지 않았다 의. 100ppm Silver

을 함유한 배지에서 는 의 약간 높은 균사생장을 보nanoparticle 2%MEA O. ips 30mm
여주었다 또한. O. polonicum과 O. tetropii는 의 을 포함100ppm Silver nanoparticle
한 경우 의 낮은 집락의 직경을 보여주었다24, 12 mm .

Figure 1. Effect of Silver nanoparticle on mycelial growth of O. ips on 2 %
MEA.
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Figure 2. Effect of Silver nanoparticle on mycelial growth of O. flexuosum on 2
% MEA.
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Figure 3. Effect of Silver nanoparticle on mycelial growth of O. polonicum on
2% MEA.
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Figure 4. Effect of Silver nanoparticle on mycelial growth of O. tetropii on 2 %
MEA.
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결 론4.

은 낮은 농도에서도 목재변색균에 대하여 매우 높은 방미효과1. silver nanoparticles
를 보여 준다.
인간의 건강과 자연환경에서의 독성이 높은 보다 우수한 성질의 방미제이다2. CCA .
자연환경과 경제적인 측면에서 목재산업체에서도 쉽게 생산해 낼 수 있다3. .
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제 절 목재변색균에 대한8 Bacillus subtilis EF 617317
과 B. licheniformis 의 길항물질의EF 617325
판명 및 부분 정제 실험실 및 야외폭로 실험:
Identification and partial purification of
antagonistic compounds from Bacillus
subtilis EF 617317 and B. licheniformis EF
617325 against wood staining fungi: An in
개vit and in vivo experiments

제 항 서 설1

목재의 천연색상은 목재변색균이나 목재오염균에 의하여 매우 심각한 경제적인 손

실을 초래하고 있다 이러한 손실은 국내뿐만 아니라 전 세계적으로 퍼져있다 그러. .
나 목재변색균에 의한 목재 강도 혹은 화학적구성성분의 감소는 그다지 크지 않다.
이들이 가지고 있는 균사체의 멜라닌 색소가 목재구성성분과 결합하거나 공기 중에

산화되어서 나타나는 현상이다. Ophiostoma 속의 균들은 목재변색균 중의 대표적인

곰팡이이다 그동안 많은 연구들이 혹재 내에서 변색에 관한 연관성 목재변색균의. ,
억제를 위한 몇몇의 방미제 혹은 방부제 등에 국한되었다 화학적 방부제들은 목재.
변색균의 균사생장을 억제하기 위하여 화학적인 방부제를 주로 사용하였다 그러나.
이러한 방부제 들은 매우 높은 독성을 가지는데 이는 자연환경과 인간의 삶에 중대

한 영향을 미치게 된다 그럼으로써 많은 연구자들이 현시대에 들어와서는 천연물질.
과 생화학적 물질을 이용하여 생분해성 혹은 친환경성 방부제 혹은 방미제에 관하여

연구를 수행하고 있다 이러한 목재변색균의 생육억제를 위한 생물학적 조절은 목재.
산업체에서 매우 중요한 경제적 가치를 조장 할 수 있다 그러기에 많은 연구자들이.
생물학적인 목재보존에 관하여 연구결과를 보고하고 있다.

생물학적 조절 약제들은 농업 약제업과 임산업을 포함하는 많은 특성을 포함하게,
된다. Bacillus 는 대다수의 자연환경에서 생물학적 조절 균주로 사용되어져 왔다sp. .
Bacillus 는 이들이 가지고 있는 강한 차 대사산물의 다양한 적용때문에 많은 연sp. 2
구자들의 주목을 받고 있으며 이는 현장에서 많이 이루어 지고 있기도 하낟 이 차. 2
대사산물들은 자연환경에서 강한 안정성을 보여주며 알카리 혹은 산성의 조건 하에

서도 높은 활성을 보이고 있다. Bacillus에 의하여 생성된 대다수의 차 대사산물들2
은 의 분자량을 보이고 있으며 일반적으로 아미노산의 구성되고 펩타이드2000 Da 7
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연결에서 베타아미노 지방산으로 구성되어 있다.
많은 연구자들은 식물의 병원성 미생물 그룹에 효과가 좋은 의 특성과lipopeptides
분리 정제 등에 관하여 지속적으로 연구결과를 발표하고 있다 그럼으로써 본 연구, .
에서는 Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis가 특히 목재변색균에 대한 항균성

구성성분을 판명 분리하고 정제하고자 하였다 현재의 작업은. Bacillus subtilis와
Bacillus licheniformis로 부터 강한 항균성 구성성분을 동정 분리 정제와 특성을 파, ,
악하고 이들 정제된 구성성분을 와 상태에서 이들의 효력을 검증하in vitro in vivo
였다.

제 항 목재변색균에 대한2 Bacillus subtilis 과EF 617317 B. licheniformis
의 길항물질의 판명 및 부분 정제 실험실 및 야외폭로 실험EF 617325 :

재료 및 방법1.

가 공시 목재변색균주.
본 실험에 사용된 목재변색균은 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 을 선정(363176)
하였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전에 국제 진균 연구소

로 불려졌던 에서 분양받았다 모든(International Mycological Institute, IMI) CABI .
균주들은 영양배지에서 일 동안 사전 접종되어 에서 배양되었다2% MEA 4-7 25 .℃

나 공시 세균균주.
Bacillus subtilis 과(SB3) strain EF 617317 Bacillus lichneiformis (SB11) strain EF

는 전북대학교 농업과학연구소 에서 분양받았다617325 Biocontrol Lab. . Bacillus
subtilis EF 617317 and B. licheniformis 는 토양으로 부터 분리하였으며EF 617325
분리 동정한 후 배양균주는 한천배지에LB(Becton, Dickinson and Company, USA)
서 배양 보관하였다.

다 길항작용 활성 분석.
Bacillus subtilis EF 617317 and B. licheniformis 의 길항작용의 활성은EF 617325
페트리디쉬 분석법으로 검증하였다 사전에 배양되어 생리활성이 왕성한 공시 목재.
변색균주인 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182),
Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 을 한천배지의 중앙(363176) LB
부위에 에 접종하고 양 반대편 중앙부위에 Bacillus lichneiformis (SB11) strain EF
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를 접종하였다 접종한 페트리디쉬는 에서 일 동안 배양하였다617325 . 20 7 .℃

라 세균 배양균주의 길항성분 분석.
Bacillus subtilis EF 617317 and B. licheniformis 의 세균 배양균주는EF 617325

을 함유한 에서 에0.5g Yeast extract, 1.0g Peptone, 1.0g Nacl LB broth 100ml 25℃
서 배양하였으며 이때 로 조절하였다 일간의 배양 후에 배양균주는 에서pH 7.2 . 7 4℃
분동안 으로 원심분리하고 상등액은 버리고 남겨진 약간의 는20 10,000rpm pellet
메탄올로 용해시키고 나머지는 분석을 위하여 건조하였다40% FT-IR .

마 활성 상청액의 분석. FT-IR
Bacillus subtilis EF 617317 and B. licheniformis 의 활성 는EF 617325 pellet 37℃
에서 각각 완전 건조를 시켰다 완전 건조된 상청액 활성 는. pellet potassium

로 각각 적당량을 첨가하여 혼합하였다 이 혼합물은 절구공이를 이용하여bromide .
분쇄하고 높은 압력 를 가하여 두께 직경의 작은 으로 조(18 psi) 1mm x 1cm pellet
제하였다 이 조제된 는. pellet Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Spectrum

로 을 시험하기 위하여 사용되어졌으며 들GX, USA) surface functional group pellet
은 4 cm-1 에서 에서resolution 4,000 400-1으로 스캔하였다.

바 활성성분의 부분 정제.
활성된 의 메탄올 분획은 에 의하여 정40% sephadex gel filtration chromatography
제하였다 는. Sephadex G-50(Sigma-Aldrich) Econo-Pac disposable chromatography

로 구성되었다 이 컬럼은 분당 의 속도로 의 메탄column (Bio-Rad) . 1ml 100ml 40%
올이 흐르도록 조절하였다 메탄올의 용리를 한 후 활성 은. 40% fraction Sephadex

으로 분당 의 속도로 정제하였다column 1 ml .

사 에 의한 활성 성분의 동정. LC-MS
메탄올 분획으로 부분 정제된 성분은 으40% Reverse Phase HPLC (Agilent 1100)

로 동정하였다 메탄올 분획은 분당 의 속도로. 40% 0.27 ml reverse phase CB-18
로 크로마토그래프 분석하였다 에 사용된 용매는column (20 RBAX 300 SB) . HPLC

포르믹산에서 과 포르믹산에서 아세토니트릴을 사용하였다 구별되1% 5 D.W. 0.1% .
는 피크는 로 판별하였으며Mass spectrometry (Agilent 1100 series LC/MSD Trap)
건조 온도가 에서 에서 의 범위에서 스캔하였으며 은320 50 2000 MS condition℃

와 분으로 하였다target mass 1,000, bebulizer 19 psi dry gas 6 L/ .
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아 의 항진균 활성의 측정. Cell free fraction
의 항 진균 활성은 한천배지에서 방법으Cell free fraction 2% MEA disc diffusion

로 측정하였다 필터페이퍼 는 직경 의 크기로 준비하였. (What. no 1) disc(dir 6 mm)
다 는 에서 분 동안 멸균하였다. disc 121 20 .℃ Bacillus lichneiformis (SB11) strain

의 은 멸균된 이스크에 한방울 떨어트리고EF 617325 20ul cell free fraction laminar
에서 기건시켰다air flow . Bacillus lichneiformis 의 활성 디(SB11) strain EF 617325

스크는 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma
polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 공시 목재변색균의 양쪽 부위에 접종(363176)
시키고 일 동안 배양시켰다12 .

자 활성 분획의 안정성 및 열 안정성. pH
일간 배양된7 Bacillus subtilis EF 617317 and B. licheniformis 의 활성EF 617325

상층액 분획은 열 안정성 실험에 사용하였다 활성 상청액은 에. 20, 37, 50, 70, 100℃
서 분 동안 항온수조에서 유지시켜쓰며 항진균 분석은30 Ophiostoma
flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181))
Ophiostoma ips 에 대하여 수행되었다 활성 상청액 분획은(363176) . pH 2, 2.5, 3, 4,

와 의 조건으로 에서 시간동안 고정시켰다 이들의 항진균성 활5, 6, 7, 8, 9 10 25 24 .℃
성을 측정하기 위하여 개의 목재변색균을대상으로 각기 다른 를 실험4 pH fractions
하였다 방법은 열안정성 및 안정성의 특성을 구명하기 위하여 실. disc diffusion pH
험을 수행하였다.

차 목재 시편상에서 세균 활성 상청액 활성의 야외 실험 분석.
목재에서 활성 상청액 분획의 항진균성 활성 분석- -

목재변색균에 대한 활성 상청액의 길항작용 활성을 측정하기 위하여 야외조건하에서

부가적인 배양방법을 사용하였다. Pinus densiflora와 Pinus radiata 원목 단판을 본

실험에 사용하였다 오염되지 않은 건전 원목을 국내 군산에 위치한 목재회사에서.
구입하였다 목재블럭은 무작위 방법으로 선택하였으며 준비된 멸균봉투에 넣어서.
신속하게 실험실로 운반하였다 목재시편은 전북대학교 목공센터에서 작은 육면체조.
각 의 크기로 준비하였다 목재시편은 에서 분동(60mm x 40 mm x 10 mm) . 121 20℃
안 멸균하였으며 를 본실험에 사용하였다 의 영양배지를pickle-jar . 60 ml 2% MEA

에 분주한후 개의pickle-jar 4 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 를 접종(363176)
하였으며 균사가 배지표면의 가장자리에 도달할 때 까지 에서 일간 배양하였20 6-7℃
다 공시 목재변색균의 균사가 배지 표면을 완전히 덮은 후에 두 종의 목재시편을.
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올려놓았다 각각의 목재변색균에 대한 실험은 회 반복실험을 행하였다. 8 . Pinus
densiflora와 Pinus radiata의 목재시편은 분동안15 Bacillus subtilis EF 617317 and
B. licheniformis 의 에 저장하였다EF 617325 cell free active supernatant fraction .

안에서 기건시켰다 처리된 목재 시편은 안laminar air flow chamber . pickle-like jar
에서 배지상에서 배양되는 각각의 목재변색균에 올려놓았다2% MEA . Pinus
densiflora와 Pinus radiata의 각각의 처리된 목재시편을 에 올려놓았pickle-like jar
다 각각의 실험은 회 반복실험을 행하였다 는 파라필림으로 봉하여. 4 . Pickle-like jar
지고 항온항습기 정도의 항습 안에서 배양되었다(120% ) .

카 목재시편에서 균사생장 분석.
주간의 목재시편을 목재변색균에 노출시킨 후에 목재시편은 에서 꺼내16 pickle-jar

고 목재시편의 표면에 발생하는 변색의 정도에 따라서 카테고리를 정하고 변색정도

를 결정하였다 이들의 육안에 의한 변색의 정도는 의 방법에 의하여. Thwaites et al.
분석하였다 목재변색균에 의한 목재시편에서의 집락형성과 목재시편에서 발생하는.
균사의 세포내 침투는 전자현미경 을 이용하여 관찰하였다 관찰은 주로(SEM) . SEM
목재내부에서 발생하는 화학적 성분의 파괴를 생화학적인 분석의 자료로 사용하였

다.
목재시편은 액체질소에서 분 정도 동결시킨 후 멸균된 면도칼을 이용하여 작은1-2
조각으로 세분하였으며 이 세분된 목재시편 조각은 에탄올 탈수과정(20%, 30%,

그리고 분 동안 을 거쳐 탈수하였다 탈수된 목재시편40%, 50%, 60%, 70% 70%, 10 ) .
조각은 기건하고 를 이용하여 골드코팅을ion spattering(JEOL JC-1200 fine coater)
하였으며 주사전자현미경 을 이용하여 관찰하였다(SEM, JSM-5200) .

결과 및 고찰3.

가. Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis의 항진균 활력 분석

Bacillus subtilis EF 617317 and B. licheniformis 의 세균들은EF 617325 2% MEA
영양배지상에서 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182),
Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 의 생육을 억제하였다 육(363176) .
안에 이한 생육 억제구역이 생육억제율로 분석되었으며 이는 표 에 기술되어 있는1
바와 같다.
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나 의 길항작용 활성. Cell free bacterial fractions
의 길항작용 활성은 실험실내에서 법에 의cell free bacterial fractions disc diffusion

하여 검증되었다 목재변색균인. Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 는(363176) cell

에 의하여 균사의 생장이 억제되었다 모든 활성화된 의 주위에는free fraction . disc
매우 확연하게 생육억제환이 형성되었다 이 실험은. Ophiostoma flexuosum(63175),
Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma
ips 에 대한(363176) Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis의 부분적으로 정제된

성분이 매우 강한 길항작용을 보여줌을 확인하였다.

다 부분 정제된 분획의 분석.
Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis의 부분 정제된 분획은 에 의하여LC-MS
분석되었고 에 의하여 표면의 그룹이 결정되었다 그림 는 활성 상청액 분획FT-IR . 2
의 스펙트럼을 나타내고 있다 이 그룹들은FT-IR . B. subtilis의 경우 에서3302
2856cm-1 과 에서1655 1535 cm-1 B. licheniformis의 경우는 에서3295 2929cm-1 에서
관찰되었다 이러한 약. 3300cm-1 주위의 넓은 밴드은 그룹에 기인하고 에서NH 1655
1535cm-1의 경우는 과 밴드로 여겨진다 이러한 분자량의 은amid I amide II . B.
subtilis와 B. licheniformis의 경우는 스펙트로미터로 분석하였다 네 개의LC-MS .

는peptide m/z 과 에서 판명되었고1023, 1038, 1066 1081 B. subtilis의 경우는 m/z
에서 관찰되었다 이들의 는 이들이 지방산체인의 길이에 따1036, 1058, 1090 . peptide

라 각각 다르게 보여진다.

라 활성 분획의 열안정성 및 안정성 분석. pH
Bacillus subtilis와 Bacillus licheniformis의 활성 분획의 열안정성 및 안정성pH
분석은 여러 실험에 의하여 해하여 졌다 두개의 분획에서 초기의 활성은. 20, 37, 50,
과 에서 분 동안 유지하였다 이러한 활성의 비슷한 결과는 안정성 실70 100 30 . pH℃

험에서도 또한 보여주었다 이들은 에서 시간동안. 25 24 pH 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 7, 8,℃
사이에서 심한 활성의 감소는 보이지 않았다9, 10 .

마. in vivo 조건하에서 활성 상청액의 길항작용 활성

처리된 목재시편이나 대조구 시편은 주 동안의 배양후에 관찰되었다 이들의 육15 .
안에 의한 변색정도는 확연하게 구별되었다 목재변색균에 의한 변색의 정도는 숫치.
화한 데이타로 정하였다 이러한 목재변색의 정도는 최소변색 에서 최대변색. (1-10%)

으로 정하였다 그리고 이러한 목재시편별 반복실험에서 실험별 정도의 차(81-100%) .
이는 나타나지 않았다 조건하에서 얻어진 결과는 표 에서 보는 바와 같다. in vivo 3 .
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모든 처리된 목재시편에서 목재변색의 정도는 감소하여 나타났다. Pinus radiata보다
는 Pinus densiflora에서 치리된 목재시편이 매우 높은 목재변색균에 의한 변색의 감

소가 타타났다 이는 아마도. Pinus densiflora의 의 유전적으로 존polyphenolic group
재하는 양에 의하여 기인되었을 것을 사료된다. Ophiostoma ips와 O. flexuosum의
경우보다 O. polonicum, O. tetropii 균이 생물학적인 약제에 대하여 더욱 예민하게

반응을 하였다.
연구는 목재의 표면과 목재내부 세포벽 열화의 과정에서 목재변색균의 성장SEM

억제의 중요한 정보를 제공하였다 균사는 세포벽에서 이웃의 세포벽으로 향하는 균.
사침투경로는 주로 벽공을 통하여 밝혀졌다 그림 이러한 균사의 높은 생장억제( 4c).
는 목재시편의 내부표면에서도 밝혀졌다.
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Figure 1. Photographs of the antifungal test results ofthe cell free supernatant: O.
ips (a), O. polonicum (b), O. flexuosum (c), O.tetropii (d).
(a) (b)

 
 
 
 
 

(c) (d)
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Figure 2. FT-IR spectrum of active supernatant fractions of Bacillus
licheniformis EF 617325 (a) and Bacillus subtilis EF 617317 (b).



- 100 -

Figure 3. MS spectrum of partially purified compounds of Bacillus licheniformis
EF 617325 (a) and Bacillus subtilis EF 617317 (b).
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Figure 4. Scanning Electron Microscopy photographs of inside of the longitudinal
sections of wood blocks inoculated with O. flexuosum: Inside longitudinal section
of wood block(control block [bar in scale~1000µm]) (a), Fungal hypha growth on
wood block surface (control block [bar in scale~1000µm]) (b), Fungal hypha
penetration in pit membranes (control blocks [bar in scale~50µm]) (c),
Uncontaminated pit membranes (treated blocks [bar in scale~50µm]) (d).

c
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Table 1. Antifungal activity of Bacillus subtilis EF 617317 and Bacillus
licheniformis EF 617325 on LB agar.

Table 2. Visual fungal staining category and description used to analyze invivo
experiments.

Table 3. Fungal staining severity on control and treated wood blocks of Pinus
radiata and Pinus densiflora.

Fungal samples Bacillus subtilis (mm) Bacillus licheniformis
(mm)

Ophiostoma polonicum 7,8 5,8
O. ips 4,6 5,10

O. tetropii 6,4 4,6
O. flexuosum 4,6 5,8

Growth category Description
0 No stain (0 %)
1 Minimal growth (1-10%)
2 Mild growth (11-20%)
3 Moderate growth (21-50%)
4 Heavy growth (51-80%)
5 Severe growth (81-100%)

Fungal sample Number of
replicates

Pinus radiata
Control

Pinus
radiata

Pinus
Densiflora
Control

Pinus
densiflora

O. polonicum 8 3 4
O. flexuosum 8 4 4
O. tetropii 8 3 4
O. ips 8 4 4
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Table 4. Identification and structural characterization of Antagonistic compounds
from B. subtilis and B. licheniformis using LC-MS and FT-IR.

Biological
agents

Identified
compounds

Molecular
weight

determination
by MS

analysis (m/z)
(Da.)

FR-IR predicted peaks (cm-1)

B. subtilis Iturin
1036.9
1058.3
1090.2

3302.16 - NH group
3064.65, 2959.91, 2928.29, 2856.00
CH Stretching vibration in the
alkyl chain
1655.94 amide I (C-O-N bond)
1535.18 amide II (C-N stretching
mode).

B. licheniformis Iturin
Surfactin

969.9
1023.4
1038.1
1060.0
1081.4

3295.98 NH group
3053.22, 2962.66, 2929.97 CH
Streching vibration in the alkyl
chain
1725.87 lactone carbonyl
absorption typical for sufactin
1659.04 amide I (C-O-N bond)
1540.76 amide II (C-N stretching
mode).
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결 론4.

1. Bacillus subtilis 과EF 617317 Bacillus licheniformis 의 항진균성 활성EF 617325
은 목재변색균인 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182),
Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 에 대하여 와(363176) in vitro

의 조건에서 분석되었다in vivo .
2. Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma
polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 에 대한(363176) Bacillus subtilis와
Bacillus licheniformis의 부분적으로 정제된 성분이 매우 강한 길항작용을 보여줌

을 확인하였다.
3. B. subtilis의 경우 에서3302 2856cm-1 과 에서1655 1535 cm-1 B. licheniformis의
경우는 에서3295 2929cm-1 에서 관찰되었다 이러한 약. 3300cm-1 주위의 넓은 밴
드은 그룹에 기인하고 에서NH 1655 1535cm-1의 경우는 과 밴드로amid I amide II
여겨진다.

4. Pinus radiata보다는 Pinus densiflora 에서 치리된 목재시편이 매우 높은 목재변

색균에 의한 변색의 감소가 나타났다 또한. Ophiostoma ips와 O. flexusum의 경

우보다 O. polonicum, O. tetropii 균이 생물학적인 약제에 대하여 더욱 예민하게

반응을 하였다.
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제 절 개발 중인 변색 방지 처리 약품들의 성능 및 유화 성9
능 비교 평가

Comparision of antifungal agents for wood
sapstaining fungi and their emulsification activity

제 항 변색 방지 처리 약품들의 성능 및 유화 성능 비교 평가 시험1

재료 및 방법1.

가 공시 균주.
본 실험에 사용된 균주는 한국미생물보존센터에서 구입하였으며 장기 보관을 위하여 냉장보

관을 하였다 공시균주는 배지조성. Beef extract agar( (pH 6.0): beef extract 3 g, peptone 5 g,
배지에 접종하여 개월마다 계대배양을 하였으며 실험 전에는agar 30 g, distilled water 1 ) 3ℓ

약 주 동안 배양된 균주를 사용하였다 사용된 공시균주는2 . Aspergillus niger(KCCM
11724), Chaetomium globosum(KCCM 31212), Penicillium pinophilum(KCCM 60085)
나 공시 약품.
개발중인목재방미제는 배희석 배희석 배희석HU-10(7,500 ), HU-5(15,000 ), HU-2(35,000 ),

배희석 배희석 배희석 이며이를상온에서EHU-10(7,500 ), EHU-5(15,000 ), EHU-2(35,000 ) 10
일 방치 후 상징액을 희석하였다

수입상용목재방미제 배희석 배희석 배 희석: NZ-10(7,500 ), NZ-5(15,000 ), NZ-2(35,000 ),
배희석 배희석 배희석 일방치후상징액을ENZ-10(7,500 ), ENZ-5(15,000 ), ENZ-2(35,000 ): 10

희석하였다.

다 실험방법.
각보존제품을 배지에 배 배 배로희석하고개발제품은NA 7,500 , 15,000 , 35,000 HU-10, HU-5,
로 수입상용 목재방미제은 로각각 표기하였다 유화안정성에 따HU-2 NZ-10, NZ-5, NZ-2 .

른 성능 비교를 위해 각 보존제품을 물과 비율로 희석하고 상온에 그대로 방치하여1:100 10
일 경과 후 개발 약품과 침전이 발생한 수입 상용 목재 방미제 희석액의 상징액으로부터 시
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료를 채취하고 배지에 배 배 배로 희석한 후 이를NA 7,500 , 15,000 , 35,000 EHU-10, EHU-5,
로 수입 상용 목재 방미제은 로 표기한 후 각 씩 제조EHU-2 ENZ-10, ENZ-5, ENZ-2 100 ml

하여 멸균하였다 각 방미제를 포함하는 배지를 직경 의 에 씩 분주한. 87 mm petri-dish 20 ml
후 실온에서 냉각하였다 대조구는 방미제를 함유하지 않는 무처리로서 배지 배지조성. NA ( (pH

에 각 균주를 접종하였다6.0): beef extract 3 g, peptone 5 g, agar 30 g, distilled water 1 ) .ℓ
에 의 를 이용하여 각 배지 당 반복하여 동일하게 접종하였다Petri-dish 5 mm cork borer 3 .

본 연구는 참여업체와 주관기관의 공조연구를 수행하였다.

결과 및 고찰2.
목재 보존제의 성능평가 시험에서 대표 목재오염균 Aspergillus niger, Chaetomium
globosum과 Penicillium pinophilum의 무처리 대표 균주가 상에서 각각의 균주에petri-dish
대해 의 성장률을 나타내었으나 개발제품의 경우 희석배율을 달리하더라도72%, 44%, 56%

균주 성장을 억제하는 것으로 나타났다 그러나 수입 상용 목재 방미제의 경우 유화 분100% .
산된 상태에서 취한 시료를 희석하여 사용했지만 농도에서NZ-2 Aspergillus niger 균주가

성장하는 것으로 나타나 개발중인 약제의 균주 저해성능이 높은 것으로 판단되었다17 mm .
유화 안정성을 평가하기위해 방미제 원액을 배 희석한 후 일 동안 방치하였을 때 개100 10
발제품의 경우 안정한 투명 액상을 유지한 반면에 수입 상용 목재 방미제의 경우 약제 침전

이 발생한 것이 육안으로 확인되었다.
각각의 용해부 상등액 로부터 시료를 취하여 목재 변색균류에 대해 성장 저해 정도를 측정한( )
결과 의 모든 시료에서EHU-10, EHU-5, EHU-2 Aspergillus niger, Chaetomium
globosum과 Penicillium pinophilum의 성장을 저해하는 것으로 나타났다 그러나 수입100% .
상용제품의 경우 의 시료에서ENZ-10, ENZ-5, ENZ-2 Chaetomium globosum과 Penicillium
pinophilum 균주에 대해서는 저해율을 보였으나 일반적인 약제에 대하여 최소 생육저100%
지 농도가 높은 Aspergillus niger 균주에 대해서는 모든 시료에서 각각 24 mm, 36

의 균주성장을 나타내어 전체적으로 수입 상용제품에 비하여 약제 안정mm, 49 mm
성이 높은 개발 약제가 역시 탁월한 균주 성장저해율을 보이는 것으로 판단되었다.
특히 침엽수재에 만연한 Aspergillus niger 균주에 대하여 시료 전체에서 균주ENZ
의 성장을 저해하지 못한 결과는 Aspergillus niger에 대한 선택적인 저해 활성을

갖는 유효성분들이 약제의 불안정성으로 인해 침전물로 발생하여 그 효formulation
력이 감소한 것으로 판단된다.
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Table 1. Comparison of antifungal activity between developing products and imported
products. [colony diameter(mm/4~5 days)]

균 주 Control HU-10 HU-5 HU-2 NZ-10 NZ-5 NZ-2
Aspergillus niger 72 O O O O O 17
Chaetomium globosum 44 O O O O O O
Penicillium pinophilum 56 O O O O O O

Table 2. Comparison of antifungal activity between developing products and imported
products for stabilities of products.

[colony diameter(mm/4~5 days)]

균 주 Control EHU-10 EHU-5 EHU-2 ENZ-10 ENZ-5 ENZ-2

Aspergillus niger 80 O O O 24 36 49

Chaetomium globosum 60 O O O O O O

Penicillium pinophilum 48 O O O O O O

개발제품 수입상용 제품EHU: , ENZ: , 균주 성장 저해율O: 100%
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Figure 1. Photograph of Comparison between control and tested.

결 론3.

1. 재 보존제의 성능평가 시험에서 대표 목재오염균 Aspergillus niger, Chaetomium
globosum과 Penicillium pinophilum의 무처리 대표 균주가 상에서 각각의 균주petri-dish
에 대해 의 성장률을 나타내었으나 개발제품의 경우 희석배율을 달리하더72%, 44%, 56%
라도 균주 성장을 억제하는 것으로 나타났다100% .
개발 약제중인2. 의 모든 시료에서EHU-10, EHU-5, EHU-2 Aspergillus niger,
Chaetomium globosum과 Penicillium pinophilum의 성장을 저해하는 것으로100%
나타났다.
침엽수재에 만연한3. Aspergillus niger 균주에 대하여 시료 전체에서 균주의ENZ
성장을 저해하지 못한 결과는 Aspergillus niger에 대한 선택적인 저해 활성을

갖는 유효성분들이 약제의 불안정성으로 인해 침전물로 발생하여 그formulation
효력이 감소한 것으로 판단된다.

대 조 구 시 험 구
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제 항 야외 폭로시험을 제재목에 대한 방미제의 방미 효력2

재료 및 방법1.

가 공시 목재시편.
전라북도 군산시 소재 제재소에 집하된 무변색 라디에타 원목으로부터 두께4.0 ( )㎝

폭 길이 인 시편을 제재하여 옹이 수지구 육안으로 변색부위가× 10 ( ) × 100 ( ) , ,㎝ ㎝
보이지 않는 변재 혹은 적어도 넓은 한 재면이 변재부 인 시편을 선발하100% 100%
여 공시 시편으로 선정하였다.

나 약제처리 및 야외폭로.
방미제 처리농도 별 개의 공시시편을 방미제 수용액에 분간 침지(0.5, 1.0, 2.0%) 30 1
한 후 각 판재들을 폭 개 높이 개의 층으로 하였다 무처리 판재는, 5 , 6 block-stack .
대조구로 사용되었다 또한 된 의 맨 윗층에는 수분손실과 강우에 의. block-stack pile
한 약제의 씻겨짐을 예방하기 위해 필름으로 덮어 두었다 약제처리가polyethylene .
완료된 라디에타 소나무 판재는 군산시 소재 제재소의 원목 야적장 인근에 야외 폭

로하였다 본 야외 폭로시험은 변색원인균의 활동이 왕성한 하절기인 월 말에서. 6 9
월말까지 수행되었다.

변색정도의 평가-
시편의 상부 표면적에 대한 변색면적의 백분율로 평가기준을 적용하였다.

Rating Degree of damage
0 no stain
10 minor stain or mold (<5% coverage)
20 stain increasing (10~15% coverage)
30 15~20% coverage
40 20~30% coverage
50 30~50% coverage
60 50~60% coverage
70 60~75% coverage
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결과 및 고찰3.

가 라디에타 소나무 제재목에 대한 방미제별 농도에 따른 변색정도.

Table 1. Anti-microorganism activities based on dilution of products.

상기의 희석배율에 따른 개발 중인 제품과 수입 상용 방미제와의 목재 오염균 저해 측정 결

과는 매우 우수하였으나 이들은 매우 중대한 결점을 보여주고 있다 결과 자료에는 보고되지.
않고 있으나 수입 방미제나 개발 중인 방미제는 침전의 약점이 있다 이 침전의 약점은 단순.
한 침전에 그치지 않고 주요 약품의 침전에 따른 효능의 감소는 매우 지대하였다 따라서 이.
러한 침전물을 용해시키고저 강산을 처리하게 되어 약제의 산성이 매우 강하였다 이러한 약.
제의 단점은 추후 차년도 연구과제에서 필히 연구가 수행되어야 하며 성공적인 방미제의 개3
발에는 매우 필요하다.

80 75~90% coverage
90 Heavy stain, all surfaces (90~95% stain coverage)
100 Severe stain, some decay maybe also be evident

방 미 제
농 도

(%)
폭 로 기 간 주( ) 비 고

방미효력( )5 12
대 조 구 0.00 48.0 72.1 -

수입상용 방미제

(HEO)
0.5 2.4 25.3

주의 변색방제12
기간 필요시 2%
이상의 농도 필요

1.0 1.2 21.2
2.0 0 12.1

개발중인 방미제

0.5 0 0
모든 처리 농도에서

탁월한 방미효력
1.0 0 0
2.0 0 0
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제 절10 표면오염균 발생방지 및 탈색를 위한 목재의 처

리방법

Treatment methodology for protection of fungi
colonisation by wood contaminated fungi and
decolorization of contaminated wood

제 항 서 설1

목재를 고유색상을 변화시키거나 표면을 오염시키는 진균들의 생리학적인 측면은 주로 균사

의 생장를 기본으로 한다 생리학적인 측면은 균사의 특징 및 균사 생장 포자의 발아 및 발. ,
아력을 주로 하며 이러한 생리학적인 데이터는 추후 생화학적인 연구의 기본 자료로 높은 활

용도를 가져온다.

본 연구에서 균사의 생리적인 면은 트게 나누어 개의 부분으로 구분할 수 있는데 첫째는3
변색 목재의 탈색화 가능성을 파악하였다 왜냐하면 미생물 등의 외부 인자에 의하여 목재는. ,
변색화가 형성되는데 이를 인위적으로 방어하지 못한 경우에는 자연적 혹은 인위적으로 탈

색을 수행해야 한다 둘째로는 목재표면에 서식하는 표면 오염균 및 변색균에 대한 탈색제.
효력 검증 이는 균사억제력을 기준으로 하거나 백색도의 검증을 통하여 탈색제의 약효 효력.
실험을 수행하는 것이다 이는 본 연구과제에서 자체 제조하고 있는 방미제를 이용하여 탈색.
효과를 적용시키거나 방미 및 탈색제 기능의 접목을 이용하여 이를 토대로 추후 우수한 방

미제를 개발함에 그 목적을 두었다.

제 항 표면오염균 발생방지 및 탈색를 위한 목재의 처리법2 .

청변은 모든 목재수종의 변재에서 흔히 침입하게 되는 미생물인 균에 의해서 일어

나게 된다 청변이 목재의 강도적 성질을 저하시키지는 않으나 청변이 발생할 수 있.
는 조건하에서는 심각한 목재의 부후가 일어날 수도 있으므로 주의하여야 한다 청.
변의 대표적인 것으로 들 수 있는 것이 소나무나 곰솔에 발생하게 되는 청변이다.
벌채 직후의 원목이나 제재목의 미건조재에 대한 피해가 가장 심하다 이를 예방하.
기 위해서는 온난하고 습도가 높은 조건에서는 방미제를 사용하면 청변의 발생을 미

연에 예방할 수 있다 그러나 청변이 발생하였을 경우 그 면을 깨끗하게 조정해 주.
지 않고 그 위에 그대로 방미제 처리를 하게 되면 청변균이 방미제 처리 층을 뚫고

나와 자라게 된다 이러한 경우에 새로 재처리를 해주어야 하기 때문에 많은 번거로.
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움이 발생하게 된다.
따라서 가장 흔하게 발생되는 청변균 변색을 제거하여 목재 고유의 색상을 최대한

회복시켜 방미제 처리를 하여 줌으로써 제재목의 상품가치를 재고할 수 있는 변색제

거 기술의 개발 및 보급이 시급한 실정이다.
표백제 및 표면 오염균 제거제는 염소계 표백제와 과산화수소계 표백제로 나누어진

다 그런데 차아염소산나트륨을 주성분으로 하는 염소계는 표백력이 강하기 때문에.
의류의 표백 또는 주거용 벽 또는 가구에 발생한 곰팡이의 표백에 사용되고 있다, .
그러나 염소계 표백제는 표백력이 우수하기는 하나 제품을 변색 및 퇴색 시키며 염, ,
소로 인해 특유의 냄새를 발생시켜 사용자에 불쾌감을 주며 사용시 염소기체에 의,
해 중독될 위험이 있다는 단점이 있다.

한편 과산화물계 표백제는 염소계 표백제에 비해 사용 범위가 넓고 불쾌한 냄새가,
없다는 등의 이유로 그 사용량이 가정용을 중심으로 점차 증가되고 있다 과산화수.
소 변색제거 방법은 상업적 규모에서 가장 효과적으로 수행될 수 있다 그러나 과산.
화물 단독으로 사용되는 경우 염소계 표백제에 비해 그 표백력이 충분하지 못하다.
과산화수소 용액은 철 구리 납 티타늄 망간등과 같은 중금속 및 다가금속 이온으, , , ,
로 보통 표시되는 분해 촉매에 분해된다 따라서 과산화수소 용액에 약간의 안정제.
를 첨가해야 한다 이것에 사용되는 안정제로는 예부터 규산나트륨이 사용되고 있. ,
고 이것에 의하여 안정효과가 우수하며 우수한 백도 향상을 가져오는 것이 발견되, ,
고 있으나 그 반면에 그 방법에 의하면 피처리물에 규산스케일이 부착하거나 또 장, ,
치에 규산스케일이 침착하는 등의 결점도 있다 또한 현재로서는 규산나트륨 이외에.
도 등의 유기 킬레이트제 축합인산염 등의 무기 킬레이트제 대두단EDTA, DTPA , ,
백질 카제인 등의 수용성단백질이 이 목적에 사용할 수 있는 것이 알려져 있다 과, .
산화수소 표백안정제로서 용수에 함유되어 있는 금속이온과 반응하여 급격히 과산화

수소가 분해되는 것을 방지하고 지속적이며 균일한 발생기 산소를 생성하므로 표백

효과를 증진시킨다.

그러나 이와 같은 화학약품에 의한 청변균의 구제는 청변균의 번식이 미미한 상태

에서만이 가능하고 목재 내부에까지 번식한 상태에서는 곤란하다.
따라서 본 실험은 실제 자연 상태에서 변색된 제재목의 청변균 탈색화의 가능성을

파악하고 이를 토대로 탈색제를 개발하기 위하여 수행되었다 실제 자연상태에서 변.
색된 제재목의 변색 부위를 표백제거할 수 있는 표백제의 농도와 최대 표백 효과․
를 발휘할 수 있는 이들의 처리 조건을 구명하였다.
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재료 및 방법1.

가 변색시편의 준비.
자연상태에서 심하게 변색된 소나무 변재부 제재목으로부터 두께5mm( ) × 50mm
폭 길이 인 시편을 준비한 후 색차계( ) × 50mm( ) , (NIPPON DENSHOKU, Model:

를 이용하여 각 시편의 표백 전 색도값NF333) (L*a*b* 을 측정하였다) .

나 최적 표백처리조건의 결정.
표백제로는 과산화수소가 사용되었는데 활성제로서 규산나트륨과 수산화나트륨이,

중량기준으로 농도 변화에 따라 과산화수소 수용액에 첨가되었다 이외에 계면활성.
제 폴리에틸렌 글리콜 가 첨가되었다( ) .

다 변색제거 정도 판정.
표백이 주로 목재의 명도를 영향하는 점에 착안하여 표백 전후 표백에 의한 명도

개선정도에 의해 변색제거 정도를 판정하였다.

결과 및 고찰2.

본 연구에서는 저온에서 과산화수소에 대한 변색목재의 표백성을 알아보기 위해

다음과 같은 실험을 하였다 변색목재를 과산화수소로 표백할 때에 활성제로서 서로.
다른 농도의 규산나트륨과 수산화나트륨을 대비시켜 적용하여 상온에서 처리하였다.
이들의 결과는 를 이용하여 비교 분석하였다Color Difference Meter .
규산나트륨 수산화나트륨과 계면활성제의 농도를 과 로 일정하게, 1%, 0.5% 0.5%

하고 과산화수소 농도를 로 변화시켜 가면서 변색제거 정도를1, 2, 3, 4, 5, 7, 10%
측정한 결과는 과 같다Figure 1 .
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Figure 1. Change of lightness according to hydrogen peroxide concentration.
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과 같이 과산화수소 용액 이후에는 변색 제거 정도가 큰 변화가 없는Figure 1 4%
것으로 나타났다 와도 큰 차이는 없는 것으로 나타났다 따라서 과산화수소. 2% . 4%
용액이 변색 제거 정도가 가장 좋은 경향이었다.
따라서 과산화수소 농도를 로 정하고 규산나트륨의 농도를4% 0.5%, 1%, 2%, 3%,
로 변화 시켜 가면서 변색 정도를 측정하였다 그 결과는 와 같다5% . Figure 2 .

와 같이 규산나트륨 용액 이후에는 변색 제거 정도가 약간 떨어지는 것Figure 2 1%
으로 나타났다 그러나 경우에도 와 큰 차이는 없었다 따라서 규산나트륨. 0.5% 1% .

용액이 과산화수소 활성화에 가장 적절할 것으로 판단되었다1% .
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Figure 2. Change of lightness according to sodium silicate concentration.
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과산화수소 농도를 로 규산나트륨의 농도를 로 정하고 수산화나트륨 농도4% , 1% ,
를 로 변화 시켜 가면서 변색 제거 정도를 측정하였다 그 결과0.1%, 0.5%, 1%, 2% .
는 과 같다Figure 3 .
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Figure 3. Change of lightness according to sodium hydroxide concentration.

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
60

62

64

66

68

70

L
*

Sodium hydroxide(%)

에서 보는 바와 같이 수산화나트륨의 경우는 규산나트륨에 비해 과산화수Figure 3
소 활성화에 미치는 영향은 다소 적었으나 다소나마 변색 제거의 효과가 나타났다, .
따라서 수산화나트륨 첨가시 과산화수소 활성화에 가장 적절할 것으로 판단되0.5%
었다.
과산화수소 농도를 로 규산나트륨의 농도를 로 정하고 수산화나트륨 농도4% , 1% ,

를 로 정하고 계면활성제 농도를 로 변화 시켜 가면서 변0.5% , 0.1%, 0.5%, 1%, 2%
색 제거 정도를 측정하였다 그 결과는 와 같다. Figure 4 .
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Figure 4. Change of lightness according to polyethylene glycol concentration.
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에서 보는 바와 같이 계면활성제는 과산화수소 활성화에 미치는 영향은Figure 4
없는 것으로 나타났다.

는 인위적으로 변색시킨 소나무시편을 과산화수소를 이용하여 탈색을 시킨Figure 5
결과를 보여주는데 대체적으로 매우 좋은 결과를 도출하였다 이는 멜라닌색소에 의.
한 목재표면의 세포조직의 변색도 일정 깊이에 침투할 수 있는 액상인 과산화수소에

의하여 효과적인 탈색을 할 수 있어 추후 탈색제를 개발하거나 방미제에 탈색효과를

부여하기위한 기초 자료로 매우 중대하다 또한 과산화수소를 기본 약제로 하여 첨.
가하는 처리약제에 따라 탈색의 효과가 증대할 것이며 차년도 연구의 자료로 활용3
될 것이다.
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Figure 5. Change of lightness before/after bleaching of stained Korean pine
samples using hydrogen peroxide
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제 절 키토산함유 방미필름제조 및 이들의 목재변색균에11
대한 방미효과

Preparation of silver nanoparticle impregnated
chitosan membrane complex and exploiting its
fungicidal activity against wood staining fungi

제 항 서 설1
키토산은 매우 친환경적이며 키틴물질로부터 부분적으로 탈아세틸화되어진 비독성

의 고분자물질이다 많은 연구들이 다양한 용매를 사용하여 다양한 특성을 지닌 키.
토산필름을 합성하는데 심혈을 기울이고 있으며 이는 약제 음식의 보관 및 포장 생, ,
분해성 물질의 생산 및 분리공정 등 다양한 분야에 적용되고 있다 키토산이란. of β

으로 구성된 고분자 물질로서 게 새우 조개 등의-(1- 4)-N-acetyl-D-glucosamine , ,
주된 성분이다.

제 항 표면오염균 발생방지 및 탈색를 위한 목재의 처리법2 .

이들 키토산은 매우 높은 방미활성을 보여주고 있는데 이는 키토산의 탈아세틸화의

정도 분자량 배지의 와 최적온도 등의 인자에 따라 달라진다 비록 많은 연구자, , pH .
들에 의하여 키토산의 방미활성 능력이 보고되었지만 이들 키토산의 정확한 방미메

카니즘에 대하여는 밝혀지지 않고 있다 몇몇의 연구자들에 양성 전하를 가진 키토.
산 분자들과 음성 전하를 가진 미생물 세포막들 사이의 상호작용이 와proteinaceous
다른 세포내 구성물질들의 누출을 유도한다고 보고되었다 이 반응이 키틴과 비교해..
키토산이 더 강한데 그 이유는 물에서의 용해도가 키토산이 더 높기 때문이다 그리, .
고 키토산은 킬레이팅제로도 작용하는데 이는 선택적으로 미량 금속들과 결합하여,
독소의 발생과 미생물의 성장을 억제한다 또한 숙주 조직 에서 몇몇 방. (host tissue)
어 과정을 활성화시키고 로 작용하고 다양한 효소들을 억제한, water binding agent
다 와 키토산의 결합 및 합성의 억제는 키토산이 미생물의 핵에 침투. DNA mRNA
하여 와 단백질의 합성을 방해할 때 일어난다고 보고되기도 하였다mRNA .

은이온은 세균이나 진균에 대한 높은 억제활성을 보여준다고 밝혀졌다 이 은이온.
은 매우 낮은 농도에서도 높은 방미효과를 보여주는데 수은 구리 납 크롬 등의, , ,
중금속에 비하여 매우 높은 방미활성을 나타낸다 는 산소의 존재 하. Silver (I) oxide
에서 은이온을 발생시키는데 은의 방미활성은 은의 표면활성에 기인한다 키토산에.
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의한 로부터 은이온 방출은 매우 신속히 이루어진다 낮은 농도에서silver (I) oxide .
은이온은 세포벽의 침투에 의하여 세포외층을 직접적으로 침해하고 은은 와 결DNA
합을 하게 되며 은과 결합된 는 자기복제에 방해를 받게 된다 더불어 은의 양DNA .
이온에 의한 항균 및 살균 작용은 세균의 기 등과 강하게 결합-SH, -COOH, -OH
하여 세균의 세포막을 파괴 혹은 세포의 기능을 교란시킨다고 알려졌으며 콜로이드

은이 촉매작용을 하여 산소가 활성산소 로 전환되어 살균작용을 하기(O2-, O2+, O)
도 하고 다른 금속이나 일반 은과 달리 이로 나노화 되어 있는 나노은은20nm

의 미생물이 이를 섭취 가능하고 섭취 시 대사 장애로 균의 생장이 억제100-200nm ,
된다.

키토산의 일반적인 활용은 주로 식품 환경 축산업 등에 다양하게 이루어지고 있, ,
다 키토산은 천연 고분자 물질이 지닌 강한 흡착력의 특성을 활용하여 방사능 원소.
나 중금속의 제거에 사용될 수 있으며 다이옥신을 억제하는 효과가 탁월한 것으로

알려져 있다 또한 식물의 면역성을 강화하여 성장촉진 작용을 함으로서 비료와 농.
약을 절감시켜 줄 수 있을 뿐만 아니라 토양에 대해서도 지력을 유지시켜주는 토양

개량효과를 지니고 있다고 알려져 있다 수술시 사용되는 봉합사 의료용솜 거즈 붕. , , ,
대 반창고 등의 소모품으로도 활용될 수 있으며 인공피부나 암치료제 항종양제 항, , , ,
감염증약과 같은 고도의 의료 시술에도 사용된다.

본 연구에서는 주로 식품산업이나 환경산업 의료산업에 주로 사용되어지는 키토산,
을 목재에 서식하여 목재의 가치를 하락시키는 표면오염균이나 목재변색균을 억제하

고저 실험을 수행하였다 이러한 키토산의 항균능력을 배가시키기 위하여 나노은을.
첨가하여 활성나노은을 함유한 키토산필름을 제조하여 목재표면 처리제로 그 적용성

을 검증하였다 키토산필름은 글루타알데하이드 용액을 이용하여 제조하였으며 활성.
나노은은 필름내에 물리적으로 결합시켰으며 합성된 필름은 실험실 내에서 목재변색

균에 대한 항균 활성을 측정하였다 부가적으로 순수 키토산의 항균활성과 다양한.
활성나노은의 농도에 따른 항균력도 측정하였다.

재료 및 방법1.

가 필름제조.
키토산 는 전북대학교 섬유공학과에서 보(M.W. 100,000, 80% deacetylation degree)

유하고 있는 순수키토산을 사용하였다. Gluteraldehyde, Isopropanol, Hydrochloric
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는 시중에서 구입하였다 필름을 제acid and Silver nitrate (Sigma - Aldrich, USA).
조하기전에 키토산은 에서 분간 멸균과정을 거쳤다 멸균된 키토산은 유기121 20 .℃
용매를 사용하여 를 사용하여 준비하였으며 멸균된 키토산과film castin technique

용액은 충분히 혼합하여주고 혼합된 용액은 유리판위에 넓게 펼쳐주gluteraldehyde
고 에서 시간동안 기건하였다37 48 .℃

입자는 각기 다른 농도silver nitrate (1, 2, 3 m mol L-1 로 물리적인 혼합에 의하)
여 키토산 글루타알데하이드 필름에 혼합되었다 모든 용액은 에- . silver nitrate ph 5
고정시켰으며 필름은 시간동안 용액과 같이 혼합시켰으며 이후에는4 silver nitrate
멸균된 증류수로 세척하였다 그리고 상온에서 기건하였다. .

나 필름의 특성.
현미경에 의한 형태학적인 필름의 특성은 주사전자현미경 으로 관찰하(JSM-5200)

였다 기건된 시편은 로 골드코팅을. gold ion spattering(JEOL JFC-1200 fine coater)
하였다 이 필름의 특성은 로서 구조적 특성을 구명하였다 는. FT-IR . FT-IR spectra
상온에서 기록하였으며 에서400 3000cm-1 내에서region Fourier Transform

를 사용하였다 키토산알데하이드 필름Infrared Spectroscopy (Spertrum GX, USA) .
의 는 를 사용하여 측정하였다 의 측thermal behavior Perkin Elmer instrument . TGA
정은 질소의 존재 하에 가열비율은 분 에서 수행하였다20 /30~800 .℃

다 항균 활성.
본 실험에 사용된 목재변색균은 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma

tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 을 선정(363176)
하였으며 모든 균주들은 국제 공시균으로 영국 예전에 국제 진균 연구소

로 불려졌던 에서 분양받았다 모든(International Mycological Institute, IMI) CABI .
균주들은 영양배지에서 일 동안 사전 접종되어 에서 배양되었다2% MEA 4-7 25 .℃

라 키토산필름의 항균력.
진균 및 세균에 대한 키토산필름의 항균력을 측정하기 위하여 Inhibition zone

를 사용하였다 키토산필름을 작은 조각으로 나누기 위하여 멸균method(IB method) .
증류수에 시간동안 침지시킨 후에 작은 조각 약 으로 자르고 건조기내1 ( 6 mm diam.)
에서 기건시켰다. Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182),
Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 은 배지에 접종(363176) 2% MEA
하였으며 접종 후에 모든 필름시편은 각각의 균주에 대하여 개의 다른 방향에 올. 3
려놓았다 이 실험용 배지는 에서 일 동안 배양하였다. 20 7 .℃
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마 키토산 글루타알데하이드 필름의 항균력 평가. -
목재변색균의 억제비율은 키토산 질산은의 다양한 비율에 따라 방사방향 균사의 생-
장을 근거로 평가하였다 개의 각기 다른 비율. 9 (1.0 % + 1 ppm, 1.0 % + 5 ppm,
1.0 % + 10 ppm, 1.5 % + 1 ppm, 1.5 % + 5 ppm, 1.5 % + 10 ppm, 2.0 % + 1

의 키토산 질산은 용액을 사용하였다ppm, 2.0 % + 5 ppm and 2.0 % + 10 ppm) - .
배지는 위의 비율에 따라 키토산 질산은 함유배지를 제조하였고 사전에 배2% MEA -

양되어진 Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma
polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 는 실험배지위에 접종하였다 대조구(363176) .
는 개균 모두 방미제를 첨가하지 않고 순수 배양하였다 이 실험용 배지는4 . 20℃
에서 일 동안 배양하였고 시간 간격으로 기록하였다7 24 .

바 통계 분석.
모든 실험구는 모든 공시균에 대하여 개의 각기 다른 농도에서 반복을 수행하였9 4

다 각각의 반복구에서는 매우 낮은 변이를 부여주어 항균력 표분석. (antifungal
를 위하여 평균치를 산출하였다 값은 등 의 방법index analysis, AI) . AI Zhong (2007)

의 의거 산출하였다.
Antifungal index (%) = (1- Dt/Dc) X 100

Where Dt = diameter of mycelial growth zone in test plate; Dc = diameter
of mycelial growth zone in control plate. Results with significant difference P <
0.05 were considered statistically.

결과 및 고찰2.

가 필름의 특성.
각각의 다른 제조된 필름의 두께는 육안에 의하여 구별하였다 순수 키토산필름은 키토.
산 글루타알데하이드 필름에 비하여 얇았으나 키토산 글루타알데하이드필름은 색상면에- -
있어서 검었다 이러한 필름의 두께는 오랜 기간의 건조에 기인한다고 알려져 왔다 얇은. .
필름은 검은 필름에 비해 유연성이나 투과성이 높았다 에 의한 전자현미경적 필름. SEM
의 영상은 잘 분산되어졌다 키토산필림의 표면에 은이온의 분산과 결합은 또한(Fig. 2).

에 관찰되었다 은 순수한 키토산과 혼합키토산 필름의 를Fig. 2 . Figure 3 FT-IR spectra
보여주고 있다 순수키토산필름의 특성은 아래에 보여진다 탄수화물구조안에서. (Fig. 3a):

연결의 에 의해 과C-O-C stretching vibration 1155, 1067, 1030 894 cm-1이 관찰되었다 다.
른 밴드는 와1324 1380-1
에서 와 메틸렌의 의 를 반영하고 있다C-N bond(amide III) C-H bond stretching vibration .
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1600cm-1은 의 흡수밴드로 사료된다 질산은을 첨가하였을때 에서NH2 . , 1632 1661 cm-1 아
미드피크를 보여주었고 이는 필름 내에 은이온의 결합이 되었음을 보여준다 이러한 변, .
이는 키토산의 그룹과 은이온 사이의 결합에 의한 것으로 소위 유도효과라 말하여MH2
진다.
준비된 필름의 열안정성은 에 의하여 확실히 측정Thermo Gravimetric Anyalysis(Fig. 4)
되었다 순수키토산필름과 키토산 글루타알데하이드 필름의 중량감소율은 이 두 단계에. -
서 보여 진다 처음 단계에서는 에서 중량감소가 이루어졌으며 에서. 50-350 350 50%℃ ℃
이상의 높은 중량감소율을 보였다 이러한 중량의 감소는 흡수되거나 결합된 수분의 중량.
에 기인한다고 볼 수 있다 두번째 중량감소율은 에서 관찰되는데 이는 키토산. 400-650℃
의 분해에 기인한다고 볼 수 있다 순수키토산에 비하여 키토산 글루타알데하이드 필름. -
의 중량감소율이 낮았다 키토산 글루타알데하이드 필름은 에서 의 중량감소. - 650 60.4%℃
를 보였다 이는 키토산 글루타알데하이드 필름의 고온에서의 열안정성을 보여주고 있다. - .

나 키토산 글루타알데하이드 필름의 항균력 측정. -
목재는 매우 다양한 종류의 진균류에 의하여 쉽게 침해를 받게 되는데 목재부후균과 목

재변색균으로 대별되고 있다 목재변색은 일명 목재 표면을 오염시키거나 변재를 변색시.
키는 진균류의 멜라닌 색소의 발현에 의하여 일어나게 된다 이는 주로 방사유조직이나.
세포내강에서 발생한다 목재는 변색균에 의하여 물리적인 침해는 받지 않으나 목재의 원.
래 색상에 심각한 피해를 받고 있다.
Ophiostoma 속에 많은 균들은 대표적인 변색균으로 대별되고 있다 많은 연구자들은 화.
학적 생물학적 혹은 천연물질을 이용하여 이들 변색균을 조절하고자 시도하였다 키토산, .
은 주로 식품산업이나 연관산업에서 균의 조절물질로 널리 사용되고 있다 이들의 항균능.
력은 에 볼 수 있다 키토산 글루타알데하이드 필름에 끼워 넣어진 키토산 글루Figure 5 . - -
타알데하이드 은이온 필름은- Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma
tetropii(363182), Ophiostoma polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 등의(363176)
목재변색균에 대하여 매우 높은 항균력을 보여주고 있다. Ophiostoma polonicum 과
O. flexuosum은 O. ips와 O. etropii보다 키토산 글루타알데하이드 은이온 필름에 더욱- -
민감한 결과를 보여주었다 본 실험에서 키토산필름의 항균력은 주로 키토산의 농도와.
에 기인한다 키토산에 대한 연구는 등에 의하여 연구가 수행되어져 왔다pH . Ma (2008) .
등 는 키토산용액내에서 은이온의 항균력을 보고하였다 따라서 본 실험에서는He (2006) .

이전의 연구결과를 바탕으로 키토산의 농도와 를 정하였다 에서 볼 수 있듯pH . Figure 5
이 필름의 항균력은 은이온의 농도가 증가할수록 높았다 그러나 키토산의 항균력은 실험.
균주에 따라 매우 상이하게 나타났으며 이는 많은 연구에서도 같은 결과를 보여주었다.
더우기 본 실험에서는 순수키토산의 항균력은 매우 낮은 것으로 나타났다 이는 키토산.
이온과 균사의 세포벽에 존재하는 음이온 사이에서 낮은 반감을 보여주기 때문이다.
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본 실험에 의하면 키토산용액의 항균력은 키토산필름에 비하여 높은 항균력을 보여주

고 있다 키토산의 에 의한 항균력 측정에 의하면 은이온의 증가에 따라 키토. IB method
산필름의 항균력이 증가하는 것을 볼 수 있다 결과적으로 은이온이 항균력의 활성에 깊.
이 관여함을 볼 수 있다. Ag+의 항균력은 많은 연구보고가 있었으며 목재방부제에서

Ag+의 잠재적은 역할은 등 에 의하여 연구가 되었다Dorau (2004) . 은이온은 매우 낮은

농도에서도 높은 방미효과를 보여주는데 수은 구리 납 크롬 등의 중금속에 비하여, , ,
매우 높은 방미활성을 나타낸다 는 산소의 존재 하에서 은이온을 발. Silver (I) oxide
생시키는데 은의 방미활성은 은의 표면활성에 기인한다 키토산에 의한. silver (I)

로부터 은이온 방출은 매우 신속히 이루어진다 낮은 농도에서 은이온은 세포oxide .
벽의 침투에 의하여 세포외층을 직접적으로 침해하고 은은 와 결합을 하게 되DNA
며 은과 결합된 는 자기복제에 방해를 받게 된다 더불어 은의 양이온에 의한DNA .
항균 및 살균 작용은 세균의 기 등과 강하게 결합하여 세균의-SH, -COOH, -OH
세포막을 파괴 혹은 세포의 기능을 교란시킨다고 알려졌으며 콜로이드 은이 촉매작

용을 하여 산소가 활성산소 로 전환되어 살균작용을 하기도 하고 다(O2-, O2+, O)
른 금속이나 일반 은과 달리 이로 나노화 되어 있는 나노은은 의 미20nm 100-200nm
생물이 이를 섭취 가능하고 섭취 시 대사 장애로 균의 생장이 억제된다, .
은이온의 농도에 의하여 항균력의 차이가 심한 것으로 보아 항균력의 활성에 은이

온이 깊이 연관되어 있다 항균력은 은이온 의 농도증가에 따라. (1 mmol ~ 3 mmol)
항균력도 증가하였다 이러한 항균력은 까지는 그다지 높은 항균력의 차이. 1~2 mmol
를 보여주지 않았으나 은이온이 첨가되었을 경우 매우 높은 목재변색균에 대3mmol
하여 항균력을 보여주었다 각기 다른 농도에 따른 항균력의 측정은 은이온의 항균.
연관성을 구명하는데 높이 활용되었다.
본 실험에서는 키토산필름은 은이온의 역할을 하며 은이온은 키토산필름에carrier
쉽게 첨가되며 이 키토산 글루타알데하이드 은이온 필름은 매우 높은 항균력을 보- -
여주었다.

다 항균력 측정.
Ophiostoma flexuosum(63175), Ophiostoma tetropii(363182), Ophiostoma
polonicum 와(363181)) Ophiostoma ips 의 균사생장은 키토산 은이온이 함유(363176) -
된 영양배지에서 생장이 감소하였다 개의 각기 다른 키토산 은이온 용액의 농도를. 9 -
첨가하였을 때 의 키토산 은이온 용액은 거으 비슷한 균사 생장억제력을1.5~2.0% - ㅣ
보여주었어나 첨가시 보다는 높은 균사 생장억제율을 보여주었다1.0% . Ophiostoma
tetropii는 키토산 은이온의 모든 농도에서 가장 높은 민감성을 보여주었으며 약-

의 균사 생장억제율을 보여주었다 의 은이온을 첨가한 키토산용36!38% . 10 ppm 1.0%
액은 Ophiostoma flexuosum에 대하여 높은 항균력을 보여주었으며 당 농도에서는
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의 균사 생장억제율을 보여주었다 본 결과는 낮은 농도의 키토산이 높은 농도33% .
의 키토산보다 높은 항균력을 보여주었다. Ophiostoma polonicum의 균사 생장억제

율은 의 은나노를 첨가한 키토산 용액에서 각각 의10ppm 1.0, 1.5, 2.0% 24, 29, 32%
억제율을 보여주었다 본 실험의 결과는 은이온과 키토산이 공조하여 항균력의 활성.
을 보여주었다 많은 연구가 항균력과 키토산과의 관계를 발표하였으나 주된 키토산.
과 은이온에 의한 항균 메카니즘은 세포막 단백질 에 대한 키토산의 연관성이, , DNA
다.
순수한 키토산은 키토산 은이온 복합체에 비하여 항균력이 낮았다 몇몇의 진균류- .

는 순수한 키토산에 대하여 높은 저항성을 보여주는데 이는 균사자체내에 키토산을

함유한 연유이다 본 연구에서는 목재에서 서식하는 진균류는 순수한 키토산에 대하.
여 높은 저항성을 보여주나 키토산 용액에 여타의 항균제인 은이나 등zinc, thiourea.
을 첨가하였을 때 매우 높은 항균력을 보여주며 많은 종류의 박테리아에 항균력을

보여주고 있다.

결론3.

키토산 은나노 필름과 용액은 목재변색균에 대하여 높은 잠재적 항균력을 보1. -
유하고 있다.
키토산 은나노 용액은 실험에서 최소의 용액에서도 항균력을 보여주었다2. - .
키토산필름은 목재방부제 생산에 있어서 좋은 활성 은나노의 가 될 수3. carrier
있다.
은이온을 함유한 키토산 필름은 목재방부제로서 활용될 수 있다4. .
본 연구는 연구에서 키토산 은나노 필름의 항균력에 관한 심도깊은5. in vitro -
연구를 제공하였다.
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Figure 1. Chemical structure of chitosan (a), and gluteraldehyde (b)
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Figure 2. Scanning Electron Microscopy images of surface of Chitosan
membranes. Chitosan membrane (a), Chitosan - Gluteraldehyde membrane (b),
Chi-Glu-1mM Ag+ (c), Higher magnification of Chi-Glu-1mM Ag+ (d),
Chi-Glu-2mM Ag+ ~ Bar 10 µm (e), Higher magnification of Chi-Glu-2mM Ag+
~ Bar 5 µm (f), Chi-Glu-3mM Ag+ ~ Bar 10 µm (g), Higher magnification of
Chi-Glu-3mM Ag+ ~ Bar 5 µm (h),
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Figure 3. FT-IR of Chitosan membrane (a), and chi-glu and chi-glu-Ag +
membranes (b)
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Figure 4. Thermogravimetric analysis of Chitosan and Chitosan-Gluderaldehyde
membranes

Figure 5. Photographs of the antifungal test results of chitosan-glutaldehyde
membranes with different concentrations of Silver ions: a, Ophiostoma tetropii b,
Ophiostoma ips c, Ophiostoma polonicum d. Ophiostoma flexuosum
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Figure 6. Mycelial growths of O. ips on 2 % MEA with supplement of
differentconcentrations of Chitosan with different concentrations of Ag
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Figure 7. Mycelial growths of O. flexuosum on 2 % MEA with supplement of
different concentrations of Chitosan with different concentrations of Ag

0

5

10

15

20

25

30

35

Chi 1.0 % Chi 1.5 % Chi 2.0 %

Different concentrations of chitosan with 

different concentrations of Ag

A
n
ti
fu
n
g
a
l 
in
d
e
x
 (
%

)

1 ppm

5 ppm

10 ppm



- 131 -

Figure 8. Mycelial growths of O. polonicumon 2 % MEA with supplement of
different concentrations of Chitosan with different concentrations of Ag
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Figure 9. Mycelial growths of O. tetropii on 2 % MEA with supplement of
different concentrations of Chitosan with different concentrations of Ag
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Table 1. Thermostability of Chitosan and Chitosan-Gluteraldehyde membrane

Temperature (ºC) Chitosan membrane
weight loss (%)

Chitosan-Gluteraldehyde
membrane weight loss (%)

100 10.14 7.12

200 22.54 13.77

250 27.99 25.26

400 62.19 49.5

650 70.08 60.37
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제 절 중요 변색균의 분자생물학적 분류체계 및 신속12
진단법 개발

Molecular systematic classification of wood
staining fungi and their rapid detection

method

제 항 서 설1

목재의 주요 변색균의 일종인 Ophiostoma 에 대한 신속정확한 진단법 개발을sp.
위하여 조기 진단용 프라이머의 경우 및 프라이머에 프라PCR ITS-1 ITS-4 IMR
이머 을 혼합하여 할 경우에(5‘-GTTCGGTACTGCGCTCGGA-3') multiple-PCR
Ophiostoma 만을 증폭할 수 있다 또한 여러 제한효소를 이용하여 부위 유sp. . ITS
전자에 대한 염기서열 분석 결과 Hha I, Hpa 및II Mbo 제한효소에서I
Ophiostoma 균주들의 유연관계를 분석할 수 있었다 염기서열분석결과에서는 사sp. .
용한 균주들은 계통으로 분류되었으며 이 중 균주는 비교한 균주들과6 , Opi-363175
유연관계가 적게 나타나 Ophiostoma 균의 새로운 계통으로 밝혀졌다sp. .

균주는Opi-349579 Ophiostoma stenoceras 에 속하여 있었으며 균주의sp. , Opi-363176
경우에는 Ophiostoma 균주와ips strain KUC2(Genebank accession no. AY172021)

이상의 유의성을 보였으며 다음으로는99% , Ophiostoma ips strain
과 이상의 유의성을 나타냈고KMW9(Genebank accession no. AY546698) 98% ,

Ophiostoma puninisporum 균주와는 의 유(Genebank accession no. AY546713) 96%
의성을 보였다 균주와 균주의 경우에는 같은 계통으로 분석되. Opi-363180 Opi-200385
었는데 이들 간의 유의성은 이상으로 높게 나타났으며 또한98% , Ophiostoma
querci CMW7658 (Genebank accession no. AF493251), Ophiostoma querci
CMW7645 (Genebank accession no. AF493246), Ophiostoma quercus (Genebank

및accession no. EF429089), Ophiostoma querci (Genebank accession no.
균주들과 이상의 유의성을 보여 같은 계통의 분류군으로 나타냈다AJ293883) 98% .
균주의 계통은Opi-363182 Ophiostoma tetropii (Genebank accession no. AY934524)

균주의 이상의 유의성을 보여 같은 계통으로 분류되었으며 균주는99% , Opi-363179
Ophiostoma piceae 균주와 이CMW7646(Genebank accession no. AF493247) 99%
상의 제일 높은 유의성을 보였으며, Ophiostoma breviusculum의 계통이나

및(Genebank accession no. AB200420 AB200421), Ophiostoma piceae의 계통

및 이나 또는(Genebank accession no. AF493240 AF493245) , Ophiostoma



- 134 -

canum 의 계통들과 이상의 높은 유의성을(Genebank accession no. AJ538342) 98%
보여 같은 계통으로 분류되었다.

제 항 중요 변색균의 분자생물학적 분류체계 및 신속진단법 개발2

서 론1.

목재변색의 주요 원인은 변색곰팡이 에 의하여 나타나며 주로 변재부(stain fungi) ,
위의 유세포에서 자라는 균의 채색 균사에 의하여 발생하며 크게 나, Ascomycotina

에 속하여 있다 에 속하는Deuteromycotina . Ophiostomatoid fungi Ophiostoma,
Ceratocystis, Leptographium, Graphium등은 변재부위에 변색을 유발하여 목재의

변색을 유발시킨다.
속에 관한 연구는 변색균과 목재의 화학적 성분에 관한 연구 부후균의Ophiostoma ,

목재내 침입경로 부후균에 저항성인 성분 구명 부후균이 분비하는 효소에 의한 목, ,
재성분등에 관한 연구 새로운 변색균의 분리 및 동정 변색균의 대사적 작용에 관한, ,
연구들이 주로 이루어져 왔다 또한 변색균의 분류는 주로 형태학적 생리학적으로. ,
분류하여 왔으나 최근에는 기법을 응용한 신속 정확한 부후균 조기 진단, PCR 법 및

분자학적 분류법이 활발한 연구가 진행되어 분자학적 분류가 이루어지고 있다.
Ophiosoma, aureobasidium, Ceratocystis, Leptographium속들의 small subunit

유전자 부위에 대한 법에 의하여 분류를 하였ribosomal DNA (SSrDNA) PCR-RFLP
으며 이후(Kim et al, 1999), ophiostoma 속에 대하여 유전자의 분석에 의한 분ITS
류연구가 활발하게 이루어지게 되었으며 염기서열 분석 등의 결과에, PCR-RFLP,
의하여 ophiostoma속에 대한 계통분류가 정립되어 가고 있다.
본 연구에서는 ophiostoma속에 속하는 균주들에 대하여 조기진단 가능한 프라PCR
이머의 제작과 또한 법을 이용한 분자학적 유연관계 분석 및 염기서열분, PCR-RFLP
석을 통한 분자학적 분류체계를 정립하는 기초자료를 제공하고자 한다.

재료 및 방법2.

본 연구에 사용된 류 균주들은 년부터 년에 걸쳐 국내에ophiostoma spp. 2006 2007
서 채집하여 분리한 균주를 사용하였으며 부위의 염기서열 비교를 위하여, ITS

및 에 등록된 의 유전정보를 이용하였다 각NCBI DDBJ genebank ophiostoma spp. .
균주에 대한 자세한 설명은 과 같다Table 1. .
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가 균사체 분리 및 배양.
균사체의 분리는 Ophiostoma 류에 속하는 자실체를 에탄올에 약 초간spp. 75% 10
표본을 소독한 후 차아염소산으로 표면을 살균하였다 살균된 균주는 멸균 증류5% .
수로 번 세척한 후 수분을 제거하고 배지에서 계대배3 PDA(Potato Dextrose Agar)
양하면서 순수 분리하였다 배양조건은 에서 일에서 일간 배양하였으며 전. 25 14 21 ,℃
체 를 추출하기 위하여 균사배양은 배지 상에서 균사체의 직경이 이상 되DNA 5㎝
었을 때 균사 조직을 약 크기로 잘라내어 표면에 멸균된 셀로판지를 깔아 놓0.5㎝
은 배지에 접종하여 일간 배양하였다MEA 7 .

나 분리. Total genomic DNA
각각의 류 균주들은ophiostoma spp. Potato-Dextrose Agar (PDA;0.4% potato

배지에서 충분하게 배양한 후 배양균주 선단부분의extract, 2% detrose, 1.5% agar)
균을 액체배지에 옮Potato-Dextrose Broth(PDB; 0.4% potato starch, 2% detrose)
겨 달 이상 배양한 후 가 플라스크에 가득 자라면 시킨 후1 mycelia dehydration

에 보관하면서 추출에 사용하였다-20C DNA .

전체 추출은 의 방법을 약간 수정하여 사용하였으며 냉동 건DNA Graham(1994)
조시킨 의 균사체를 액체 질소에 넣고 곱게 마쇄한 다음 추출용액0.5g CTAB (2.5
M Nacl, 0.25 M EDTA, 0.5 M Tris-HCl (pH8.0), 0.5% polyvinylpyrrolidone-10,

와 를 첨1% hexadecyl trimethyl ammonium bromide) 3 2-mecaptoethanol 6㎖ ㎕
가하여 다시 마쇄한 후 현탁액을 에 넣어 에서 분간 반응시키고, 1.5 tube 65 45 ,㎖ ℃

에서 분간 원심분리 시켰다 원심분리하여 얻어진 상층액에 같은 양의1,200×g 5 .
을 넣어 잘 섞고 다시 에서 분phenol:chloroform: isoamylalcohol (25:24:1) , 1,200×g 10

간 원심분리하였다 원심분리하여 얻은 상층액의 에 해당하는 양의. 70% isopropanol
을 넣어 에서 시간 정도 침강시킨 후 에서 분간 원심분리하여 얻-20 12 , 1,200×g 10℃
어진 에 를 넣어 회 세척하고 충분히 건조시킨 다음 을pellet 70% ethanol 1 1 pellet㎖
멸균증류수 에 녹여 농도를 측정하였다 전체 는 에 보관사용150 DNA . DNA -80㎕ ℃
하였다.
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Table 1. The list of species and Genebank accession number of Ophiostoma
taxa and its allies used in this study.

Species or
Accession Strains Geographical

1 Opi-200385 Ophiostoma spp. Korea
2 Opi-349579 " "
3 Opi-363175 " "
4 Opi-363176 " "
5 Opi-363179 " "
6 Opi-363180 " "
7 Opi-363182 " "
8 AF493246 Ophiostoma querci CMW7645
9 EF429089 Ophiostoma quercus isolate
10 AF484460 Ophiostoma stenoceras strain
11 AF484458 Ophiostoma stenoceras strain
12 AB122053 Ophiostoma stenoceras qene
13 AJ538342 Ophiostoma canum 18S rRNA
14 AB200420 Ophiostoma breviusculum gene
15 AF493245 Ophiostoma piceae CMW7644
16 AY172021 Ophiostoma ips strain KUC2
17 AY546698 Ophiostoma ips strain CMW9
18 AY546713 Ophiostoma pulvinisporums
19 AF493247 Ophiostoma piceae CMW7646
20 AF493240 Ophiostoma piceae CMW2468
21 AF493251 Ophiostoma querci CMW7658
22 AJ293883 Ophiostoma querci 18S rRNA
23 AY934524 Ophiostoma tetropii strain
24 AB200421 Ophiostoma breviusculum gene
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다. Primer and PCR
Ophiostoma 류 균주의 영역을 증폭하기 위하여 등 에 의해 보고spp. ITS White (1990)
된 영역 증폭 인ITS primer ITS 1(forward primer):

과5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3' ITS 4(reverse primer):
을 사용하여 를 실시하였다5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' PCR (Fig 1). PCR

조건은 50-100 ng/ total DNA, 1× PCR buffer(50mM KCl, 10mM Tris-HCl,㎕
각pH8.3), 2.0 mM MgCl2, 0.5 mM forward primer, 0.5 mM reverse primer, 200

씩의 를 넣고 최uM dNTPs, 1U AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin-Elmer) ,
종 을 멸균 증류수로 가 되게 맞추었다volume 30 .㎕
반응 조건은 먼저 을 에서 분간 행한 후 을 에서denaturation 95 10 , denaturation 94℃ ℃
초 에서 초 은 에서 분으로 회 반응시킨 후 마30 , annealing 58 30 , extention 72 1 35℃ ℃

지막 은 분간 하였으며 각 산물은 에 전기영동을extention 10 , PCR 1.5% agarose gel
하고 로 염색한 후 를 이용하여 를, ethidium bromide UV transilluminator DNA band
확인하였다.

Figure 1. Structure of rRNA gene cluster of higher fungi and primer design for
PCR amplification and sequencing of ITS region used in this study.
ITS 1 (forward primer):5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGC-3'(19mer), ITS 4
(reverse primer):5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'(20mer).

18 S ITS 1 5.8 S ITS 2 28S

ITS-F ITS-R

라. Ophiostoma 종의 특이적 의 제작PCR primer
Ophiostoma 의 특이적 선발을 위하여 선발된 균주의 부위의 염기서열primer ITS
을 기초로 하여 하였다 를 위하여 사용한 프로그램은alignment . Alignment DNAsis

및 를 이용하였다Max 2.7 ChromasPro 1.34 version (Table 2).

마 분석. RFLP
증폭된 산물의 분석을 위하여 제한효소PCR RFLP Hha I, Hpa II, Hind III, Mse
및I Mbo 등을 이용하였다 각 각의 제한효소 에 산물 를 혼합하I . 5 unit PCR 5 ㎕
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여 최종 부피를 로 한 다음 항온수조에서 시간 반응한 후10 37 2 8%㎕ ℃
을 이용하여 에서 시간 전기영동을 하고polyacrylamide gel 150V 2 , ethidium bromide

로 염색한 후 를 이용하여 다형성을 조사하였다UV transilluminator .

Table 2. The list of Genebank accession number of Ophiostoma spp. and
trichoderma spp. taxa. for select of specific primer pairs.

곰팡이 DNA 검색 결과Blast
144601-2-ITS1 Ceratocystis major strain CBS 138.34
363176-3-ITS1 Ophiostoma ips strain KUC2120
363176-6-ITS1 Ophiostoma breviusculum genes
363179-7-ITS4 Ophiostoma piceae CMW7646
363180-8-ITS4 Ophiostoma querci CMW7658
363181-9-ITS4 Trichoderma atroviride
349579-11-ITS4 Ophiostoma narcissi strain IMI3495
363182-10-ITS4 Ophiostoma tetropii strain CBS428

바 및. Cloning sequencing
로 증폭된 영역의 염기서열을 조사하기 위해서 먼저 이들 유전자PCR rDNA ITS　

단편을 을 이용해 재조합하였다 염기서열을pGEM-T vector system(promega Co.) .
결정하기 위해서 등의 를 응용한Sanger(1977) dideoxy chain termination method

를 사용하였다T7 Sequencing Kit(Pharmacia Biotech) .

사 염기서열을 이용한 유연관계 분석 및 염기서열 등록.
계통 분류도 작성을 위해 이용된 부위의 염기서열은 프로rDNA ITS Clustral W

그램을 이용하여 정열 시킨 후 수작업으로 보정하였다 계통분류도는(alignment) .
및 을 이용하여 작성하DNASIS ver 2.0, DNA TYX ver 4.0 GeneBank Clustal W

였다.
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결과 및 고찰3.

가 증폭. PCR
사용한 ophiostoma 균주에 대하여 및 프라이머를 이용하여 증폭한7 ITS 1 ITS 4
결과 모두의 균주에서 약 크기의 산물을 획득하였다600~700 bp PCR (Fig 2). Lane
및 의 경우에는 다른 균주들에서 보였던 크기보다 약간 작은 크기를 가지고2 6 PCR

있는 것이 특징적이었다.

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified ITS gene of rDNA from
genomic DNA of Ophistoma spp. The source of target DNA is given above each
lane. Samples designations are as listed in Table 1.

나 분석. RFLP

에 의하여 증폭된 및 유전자를 제한효소PCR ITS 1 ITS 2 Hha I, Hpa II, Hind
III, Mse I, Mbo 등의 가지 제한효소를 이용하여 분석하여 다양한 밴드I 5 PCR-RFLP
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패턴을 얻을 수 있었다.
Hpa 제한효소를 사용하여 분석 결과에서는 및I RFLP Opi-363179, Opi-363180

균주가 같은 밴드패턴을 보였으며 균주가 같은 밴Opi-63182 , Opi-363175, Opi-363176
드패턴을 보였고 및 균주가 각각 독립된 밴드패턴을 보였다, Opi-200385 Opi-349579 .
(Fig 3). Hpa 제한효소의 경우에는 균주는 다른II Opi-349579 ophiostoma sp. 균주
들과 뚜렷이 구별되었고 또한 균주도 다른 균주들과 뚜렷한 밴드차이를, Opi-363182
보였다 및 균주는 같은 밴드패턴을 보였으며 다른 균주들. Opi-363179 Opi-363180 ,
간에는 약간의 밴드 다양성을 나타냈다(Fig 3).

Hin 제한효소를 사용한 경우에는 균주를 제외한 다른 균주에서 동d III Opi-200385
일한 단일밴드패턴을 보였으며 균주는 다른 균주들과 뚜렷한 밴드차이를, Opi-200385
보였다. Mse 제한효소를 사용한 경우에서도 균주에서 약간 낮은 위치I Opi-200385
에서 밴드가 나타났을 뿐 다른 균주들과는 뚜렷한 밴드차이가 없었다(Fig 4).

Figure 3. Polyacrylamide gel electrophoresis of Hha I and Hpa II digest of ITS 1
and ITS 2 gene amplified by PCR using a primer pair ITS 1/ITS 4 M, 100 bp
DNA marker. The source of target DNA is given above each lane. Samples
designations are as listed in Table 1.
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Mbo 제한효소의 경우에도는 균주의 경우 다른 균주들과 뚜렷한 밴드I Opi-200385
패턴을 보였으며 및 균주들이 같은 밴드패턴을, Opi-349579, Opi-363179 Opi-363180
보였고 및 균주간에 약간의 차이가 있는 밴드패턴을 보였으, Opi-349579 Opi-363176
며 의 경우에는 다른 균주들과 뚜렷한 차이를 발견할 수 있었다, Opi-363182 (Fig 5).

Figure 4. Polyacrylamide gel electrophoresis of Hind III and Mse I digest of ITS
1 and ITS 2 gene amplified by PCR using a primer pair ITS 1/ITS 4 M, 100
bp DNA marker. The source of target DNA is given above each lane. Samples
designations are as listed in Table 1.
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Figure 5. Polyacrylamide gel electrophoresis of Mbo I digest of ITS 1 and ITS 2
gene amplified by PCR using a primer pair ITS 1/ITS 4 M, 100 bp DNA marker.
The source of target DNA is given above each lane. Samples designations are as
listed in Table 1.

Hha I, Hpa II, Hind III, Mse 및I Mbo 등의 가지 제한효소를 이용하여I 5
ophiostoma sp. 균주들에 대하여 분석 결과RFLP Hha I, Hpa 및II Mbo 의 제한I
효소의 경우에서 다양한 밴드패턴을 보여주었으며, Hind III, Mse 의 제한효소의I
경우에는 다양한 밴드패턴을 얻을 수 없었다 앞으로 다양한 제한효소를 이용하여.

분석을 한다면 각 균주간의 특이한 밴드패턴을 얻을 수 있을 것으로 보이며RFLP ,
또한 ophiostoma sp. 균주들 간의 유연관계를 구분할 수 있는 밴드다양성을RFLP
얻을 수 있을 것으로 사료된다.

다. Ophiostoma 종의 특이적 의 선발PCR primer

Ophiostoma 균주를 특이적으로 증폭할 수 있는 특이 선발을 위해 동spp. primer
정된 의 염기서열을 한 결과fungi ITS(internal transcribed spacer) alignment ITS2
부분에서 Ophiostoma 만의 공통된 염기서열 보존지역을 발견하고 이 부분에서

ITS2-internal middle reverser primer(IMR primer
를 선택 할 수 있었다5`-GTTCGGTACTGCGCTCGGA-3') (Fig 6).
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Figure 6. Alignment of nucleotide sequence for selection of specific primer pair from
various of Ophiostoma spp.

따라서 의 부분을 증폭할 수 있는fungi 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S universal primer
과 의 와 본 실험에서 고안해낸 를ITS1 ITS4(White et. al., 1990) primer IMR primer

조합해 Ophiostoma 종의 가 존재하면 증폭산물이 와 에서fungi PCR 625 bp 505 bp
두 개의 밴드로 나타나게 할 수 있었다DNA .

가 효과적으로IMR primer Ophiostoma에만 결합하는지 알아보기 위해 에GeneBank
등록된 Ophiostoma 종들과 의 염기서열을 한 결과 을 통해 증primer alignment PCR
폭될 수 있는 종은 Ophiostoma가 유일함을 알 수 있었다(Fig 7).
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Figure 7. Comparison of Ophiostoma spp. nucleotide sequence.

라. Ophiostoma 종의 특이적 PCR

Opiostoma 균주에 대한 특이적 개발을 위하여 에서의spp. primer genebank
ophiostoma 및 유사한 균류의 영역의 염기서열을 비교분석하여spp. ITS Opiostoma
균에서만 특징적으로 염기서열이 같은 부위에서 프라이머를 선발하였고 기존의spp. ,

이 이용한 및 프라이머와 동일하게White et. al., 1990 ITS-1 ITS-4 multiple primer
로 이용하였다(Table 3).
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Table 3. Sequence of multiple primer of Ophiostoma spp.
Primer Sequence Remark
ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG (White et. al., 1990)
IMR GTTCGGTACTGCGCTCGGA This study
ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et. al., 1990)

Bases on cDNA sequences of Ophiostoma spp. of ITS region in GeneBank

은 의PCR 50-100 ng/ total DNA, 10x Ex Taq buffer(50mM KCl, 10mM㎕
각 씩의Tris-HCl, pH8.3), 250 uM dNTPs, 7.5 pM ITS-1 primer, 6.0 pM ITS-4

primer, 0.6 pM IMR primer, 1 Unit Ex Taq DNA polymerase 를 넣고 최(Takara) ,
종량을 멸균 증류수로 가 되게 맞추었다20 (Table 4).㎕

Table 4. PCR protocol for DNA amplification from Ophiostoma spp.
Ingredient Reaction mixture

Total DNA solution 50-150ng
10x Ex Taq buffer 2ul

dNTP Mixture(2.5mM each) 250uM
ITS-1 7.5 pM
IMR 0.6 pM
ITS-4 6.0 pM
Ex Taq 1 unit

Total volume 20

반응조건은 먼저 을 에서 분간 행한 후 을 에denaturation 95 10 , denaturation 94℃ ℃
서 초 은 에서 초 은 에서 초로 하여 회 반응시30 , annealing 57 40 , extention 72 40 35℃ ℃
킨 후 마지막 은 에서 분간 하였다 각 산물은extention 72 10 . PCR 1.5% agarose℃
에 전기영동을 하고 로 염색한 후 를 이용gel , ethidium bromide UV transilluminator

하여 를 확인하였다DNA band (Table 5).
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Table 5. PCR conditions for ITS1 an ITS4 gene amplification from C. sinensis.
Cycle Condition

First cycle Denaturation for 10min. at 95℃

2-35 cycles
Denaturation for 30 sec. at 94℃
Annealing for 40 sec. at 57℃
Extension for 40 sec. at 72℃

Last cycle Extension for 10min. at 72℃

결과 및 고찰4.

가 결과. PCR

Figure 8. Agarose gel electrophoresis of multiple PCR-amplified ITS gene of
rDNA from genomic DNA of Ophiostoma spp.

M 1 2 3 4 5 6 M

M: 100bp DNA ladder, lane 1: Saccharomyces cerevisiae lane 2:
Ceratocystis major, lane 3 :Ophiostoma breviusculum, lane
4:Ophiostoma querci, lane 5:Ophiostoma ips, and lane
6:Ophiostoma tetropii
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결과Multiple PCR Saccharomyces cerevisiae 및 Ceratocystis major의 균주에서

는 약 사이에서 산물이 나타났지만 및 에 속하는600-650 bp PCR Lane 3,4,5 6
Ophiostoma 균들에서는 약 의 크기로 프라이머 의 산spp. 600-700 bp ITS 1/4 PCR
물이 획득되었으나 프라이머가 작용한 약 크기에서 산물이 모두의, IMR 500bp PCR
Ophiostoma 균주에서 나타나spp. Ophiostoma 균주만을 증폭하기 위해서는spp.

프라이머에 프라이머를 혼합하여 을 할 경우ITS1/4 IMR multiple PCR Ophiostoma
균주만을 증폭할 수 있었다 많은 종류의spp. (Fig 8). Ophiostoma 균주를 이용spp.

하여 을 수행한다면 더욱 정밀한 및 종 특이적 의 제작이PCR multiple primer primer
가능할 것으로 보이다 본 연구에서는 몇 가지의. Ophiostoma 균주와 유사한 미spp.
생물을 이용하여 을 수행하여 비교분석하여 정밀한 분석 결과에는 아직 미비한PCR
점이 많지만 본 연구에서 개발한 를 이용한다면 용이하게multiple primer
Ophiostoma 의 종류인가 아닌가는 쉽게 알 수 있을 것이다spp. .

나 염기서열 분석.
사용한 Ophiostoma 균주들에 대하여 부위에 대하여spp. 18S-ITS1-5.8S-ITS2-26S

염기서열을 분석하고 및 를 통하여 균주의 염기, DDBJ NCBI Genebank database 17
서열과 비교분석한 결과 전체적으로 개 큰 그룹으로 분류할 수 있었다 분류군 중6 .
에서 균주의 경우에는 비교분석한 어느 분류군에도 속하지 않아 제일Opi-363175 ,
유의성이 높고 근연의 유연관계를 보인 균주로는 Ophiostoma canum(Genebank
accession no. AJ538342) Ophiostoma breviusculum(Genebank accession no.

등이 의 유의성을 보여주었다 이 균주에 대해서는 더욱 정AB200420) 93% (Fig 9, 14).
밀한 분석을 통하여 새로운 Ophiostoma 에 속하는지 아니면 기존의 와 비database
교하여 어떤 종류의 균주인지를 밝혀야 할 것으로 보인다.

균주의 경우에는Opi-349579 Ophiostoma stenoceras 에 속하는spp. Genebank
및 균주들과 약 이상의 유의성을accession no. AB122053, AF484460 AF484458 97%

보여 같은 분류군에 속하였다(Fig 9, 13). 균주의 경우에는Opi-363176 Ophiostoma
균주와 이상의 근연의 유ips strain KUC2(Genebank accession no. AY172021) 99%

의성을 보였으며 다음으로는, Ophiostoma ips strain KMW9(Genebank accession
과 이상의 유의성을 나타냈고no. AY546698) 98% , Ophiostoma puninisporum

균주와는 의 유의성을 보였다(Genebank accession no. AY546713) 96% (Fig 9, 12).
균주와 균주의 경우에는 같은 계통으로 분석되었는데 이들간Opi-363180 Opi-200385

의 유의성은 이상으로 높게 나타났으며 또한98% , Ophiostoma querci CMW7658
(Genebank accession no. AF493251), Ophiostoma querci CMW7645 (Genebank



- 148 -

accession no. AF493246), Ophiostoma quercus (Genebank accession no.
및EF429089), Ophiostoma querci 균주들과(Genebank accession no. AJ293883)

이상의 유의성을 보여 같은 계통의 분류군으로 나타냈다98% (Fig 9, 10).
균주의 계통은Opi-363182 Ophiostoma tetropii (Genebank accession no.
균주의 이상의 유의성을 보여 같은 계통으로 분류되었으며AY934524) 99% (Fig 9,

균주는11), Opi-363179 Ophiostoma piceae CMW7646(Genebank accession no.
균주와 이상의 제일 높은 유의성을 보였으며AF493247) 99% , Ophiostoma

breviusculum의 계통이나 및(Genebank accession no. AB200420 AB200421),
Ophiostoma piceae의 계통 및 이나(Genebank accession no. AF493240 AF493245) ,
또는 Ophiostoma canum 의 계통들과 이상의(Genebank accession no. AJ538342) 98%
높은 유의성을 보여 같은 계통으로 분류되었다 본 염기서열 분석결과 사(Fig 9, 15).
용한 균주 개를 기준으로 하여 염기서열을 분석한 후 를 이용하7 genebank database
여 유의성을 검정한 결과 총 개 계통으로 분류되었으며 만이 이들 데이6 , Opi-363175
터와 유의성이 적게 나타나 새로운 분류군으로 의심되며 앞으로 이 균주에 대해서,
는 더욱 정밀한 연구 조사가 필요할 것으로 보인다.
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Figure 9. Phylogenetic tree based on the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
sequences of the Ophiostoma spp. by clustal W method.
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Figure 10. Alignment and comparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.

Samples designations are as listed in Table 1.
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Figure 11. Alignment and comparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.

Samples designations are as listed in Table 1.
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Figure 12. Alignment and camparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.
Samples designations are as listed in Table 1.
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Figure 13. Alignment and camparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.

Samples designations are as listed in Table 1.
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Figure 14. Alignment and comparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.

Samples designations are as listed in Table 1.
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Figure 15. Alignment and comparison of the ITS 1, 5.8S rDNA and ITS 2
region sequences of Ophiostoma spp.

Samples designations are as listed in Table 1.
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4
제 항 국내 자생 및 해외 목재변색균 및 표면 오염균의 채집 및 동정1

목표 달성도1. :
가 국내에서 발생하는 목재 표면오염균을 채집하고 동정하였음. .
나 특히 목재 야적장이나 집하장에 존재하거나 목재절삭 기자재에 존재하는 각.

종 균류를 파악함

다 목재변색균에 대한 종의 다양성이 높지 않아 채집과 동정에 어려움이 많음. .

따라서 목표의 달성도는 그다지 높지 않음, .

관련분야 기여도2. :
가 목재산업체에 존재하는 목재야적장 목재집하장 목재생산공장 목재가구공장. , , ,

등 여타 산업에서 목재가치를 하락시키는 목재변색에 대한 중요성 습득

나 목재 변색에 관한 관심으로 방미제 필요성 증가에 따른 방미제 시장의 증가.

따라서 목재 관련 산업 및 방미제 관련 산업에 높은 기여도 제공

제 항 중요 변색균의 생리학적인 특성 및 목재 열화의 생화학적 특성 구명2

목표 달성도1. :
가 목재산업체에 존재하는 목재야적장 목재집하장 목재생산공장 목재가구공장. , , ,

등 여타 산업에서 목재가치를 하락시키는 목재변색균의 생리 파악

나 천연물질인 목재의.
따라서 목재 관련 산업 및 방미제 관련 산업에 높은 기여도 제공

관련분야 기여도2. :
가 변색균의 최적 환경 조사 및 이를 토대로한 방어환경 조사.
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나 기타 관련 산업에 제공 가능성 확보.
따라서 목재 관련 산업 및 방미제 관련 산업에 높은 기여도 제공

제 항 중요 변색균의 분자생물학적 분류체계 및 신속진단법 개발3

목표 달성도1. :
가 계통에 대하여 및 염기서열 분석. Ophiostomatoid fungi RFLP
분자 계통학적 유연 관계 설정를 설정하고 미생물 유전 정보 확보

나 계통만을 신속진단을 위한 특정부위 상관 특이. Ophiostomatoid fungi
개발Primer

따라서 높은 목표달성을 보여줌,

관련분야 기여도2. :
따라서 목재 관련 산업 및 방미제 관련 산업에 높은 기여도 제공

제 항 친환경적인 생화학적 방미제 개발4
목표 달성도1. :
가 목초액 죽초액을 근간으로 한 천연물질 혹은 저독성 물질을 이용한 방미제. ,

개발

나 환경친화적인 방미제를 개발하는데 산업자료 제공

따라서 매우 높은 목표 달성도를 보여줌

관련분야 기여도2. :
가 키토산 목초액 및 죽초액 은나노산업은 물론 방미제 사업에 산업자료 제. , ,
공

나 기타 관련 산업에 제공 가능성 확보.
따라서 목재 관련 산업 및 방미제 관련 산업에 높은 기여도 제공
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제 장 연구개발결과의 활용계획5
제 항 특 허1

개 항에 걸친 특허 출원1. 2
현재 개의 특허를 출원하였음2 .

결과에 따른 특허를 출원2.
추가 실험에 따른 특허를 개 출원 예정2

제 항 연구 결과 승계2
참여업체 휴나를 중심으로 관련업체와의 연구결과 승계 협약1. ‘ ’

산업체의 연구결과 승계에 따른 로얄티 협약2.

참여업체 휴나에 협약 우선권 제공3. ‘ ’

제 항 추가 연구의 필요성3
목재 생산시 활용이 요구되는 방미제를 방사선 감마를 이용하여 목재생산은1.
물론 목재 생산 후 차적으로 발생하는 변색목재의 탈색과정에 대한 연구가2
절실히 요구됨

암브로시아 곤충과 목재변색균의 연관성 및 방제기술을 위하여 연구가 필요함2. .
곤충의 발생시기가 정하여 있는 관계로 수년에 걸친 지속연구가 절실히

요구됨

천연유기물질은 자연환경에서 약효 안정성이 매우 낮다 따라서 키토산 및 옻3. . ,
등의 천연고분자의 안정성에 관한 연구가 절실히 요구됨
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제 항 타 연구에의 응용4

방사선조사 등의 환경오염이 적은 방법을 이용하여 진균류의 멜라닌색소1.
반응기작을 분쇄시켜 백색도를 증가시키므로 목재 생산 산업은 물론 펄프 제지, , ,
산업 분야에 대한 응용 연구가 이루어져야 함.

친환경적인 미생물을 이용한 방법과 같은 길항작용 혹은 천적 등을 이용한2.
생물산업에 관한 분야에 대한 연구의 확대가 절실히 요구되어 짐.

제 항 기업화 추진 방향5
변색균 채집동정* ․
생리학적 특성*

목재내 변색현상 파악*

길항작용*

유연관계분석*

(RFLP)

특이 프라이머 개발*

변색균 분포지도 작성*

생화학적 방미법 개발*

분자학적진단시스탬개발*

탈색법 개발*

기

업

화

친

환

경

적

인

목

재

방

미

제

개

발

분

자

학

적

분

류

체

계

+

진

단

시

스

템

개

발
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제 항 경제성을 담보 방안5

친환경품질제도 및 생산자이력제의 도입에 대비하여 기술을 개발 축적1.

저가의 죽초액을 근간으로 한 방미제 제품 출시에 심혈을 기울임2. .

추출액의 고정화 연구를 기반으로 생물학제제 제춤 출시에 심혈을3. Bacillus
기울임.

제 항 실용화 및 기업화 추진방향6

참여업체 휴나를 중심으로 관련업체와의 연구결과 승계 협약을 유도하고1. ‘ ’
산업체의 연구결과 승계에 따른 로얄티 협약을 유도한다.

지속적으로 시중을 모니터링하고 제품의 출시현황을 모니터링하여 제품 출시2.
시기를 꾀한다.
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외 과학기술정보6
제 항 목재의 변색을 야기하는 변색균의 파악1

은 온대 지방에서의 목재의 변색에 관여하는 균의 분리 및 동정한 결Kaarik(1980)
과 종 카나다에서는 여종이 관여하고 있음을 이 보고하고 있다341 , 200 Breuil .

는 뉴우질랜드 라디아타소나무의 변색에 관련하는 원인균에 대하여 보고Kay(1995)
하였다 또한 진균류의 완전세대와 불완전세대에 따른 연관성과 분류학적 연구가 수.
행되어지고 있으며 대학과 대학 공동으로 캐나다 전역에 대한 광범, Laval Forinter
위한 연구에서 목재 변색의 주된 원인균은 Ophiostoma spp., Ceratocystis 및spp.
불완전세대인 Leptographium 그룹이었음을 보고하였다 그러나 국spp. (Breuil,1997).
내의 연구는 극히 미비하여 단지 뉴우질랜드 수입산에서 발생하는 변색균, (Kim,

과 국내 적송에서 발생하는 변색균2001) (Song et al 에 관한 연구가 거의 유. 2003)
일.

제 항 방미제의 개발 및 효력에 관한 연구2
목재를 변색시키는 변색균의 생육을 억제하거나 방제할 방미제의 개발 및 효력에

관한 연구는 오래 전부터 서구유럽과 미주대륙을 중심을 이루어지고 있다 (Hale &
화학약품으로는 주로Eaton, 1993; Zabel & Morrell, 1992). Sodium penta-

와 가 주로 사용되어 왔으나 현재에는 이들의chlorophenate ethyl mercuryphosphate
유독성 때문에 대체 방미제에 관한 연구가 꾸준히 수행되고 있고 미 서부지방에는,

등이 사용되고 있다NP-1, Britewood XL, Timbercote 2000 (Kim 2001; Song et al.,
한편 다른 미생물을 이용하여 방미효과 및 변색균에 의한 백변효과를 이용하2003).

여 방미 효과를 얻게된 보고도 있다.(Held et al 또한 목초액을 비롯한 임산., 2003).
부산물의 추출액의 사용도 증가되고 있다.

제 항 와 의 정제 및3 proteinase lipase gene encoding
Gutierrez et al 는 가 목재 질소원을 는 목재 추출물을 분해. (1999) proteinase , lipases
시킴이 밝혀내었고, Tamerlec et al 은 효소의 순수 정제 및 이들의 생리적인. (2001)
특성을 연구하였다 그러나 변색균에 의한 상기 두 효소제의 정제는 매우 초보 단계.
여서 산업화를 위한 많은 기초 연구가 필요하다 특히 이 두 종류의 효소에 대한 유.
전학전 메카니즘에 대해서는 아직 밝혀지지 않아 이들 효소를 분비하는 유전자를 탐

색하여 분자생물학적인 측면에서 효소의 기능을 구명하는 것이 필수적이다.

제 항 목재 변색 메카니즘에 관한 연구 및 탈색 메카니즘에 관한 연구4
캐나다의 의 연구실에서는 생화학적 및 분자학적인 면에서 멜라닌 합성Prof. Breuil
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대사경로를 연구하고 있으나 아직까지는 초보 단계여서 분자학적 연구를 통하여 멜

라닌 색소관련 유전자의 탐색과 이들 유전자를 찾아내어 색소의 경로에 대한 메커니

즘을 밝히는 것이 시급하다 하지만 이 분야에 대한 연구는 거의 몇 편의 논문만 보.
고되었을 뿐 아직까지 정확한 경로가 밝혀지지 않아 앞으로 이 분야에 대한 기초 연

구가 시급히 이루어져야 할 것임 또한 탈색에 관한 메카니즘은 에 의하. Croan(1997)
여 보고되어 졌으나 이 역시 매우 미약한 단계이다.

제 항 목재 변색균에 대하여 진단방법 연구5
최근 Kim et al. 이 발표했듯이 법이 이용되기 시작하여 변색균에 대한(1999) PCR ,
진단방법이 간단하고 명료해지고 있지만 아직은 보편화가 되어 있지 않아 변색균을

신속검출할 수 있는 특이 의 개발과 특정부분 에 대한 분자학적 유연관Primer gene
계분석을 위하여 및 염기서열분석 등을 이용한 변색균들간의 유연관계를 철RFLP
처히 밝히고 이들의 계통학을 밝혀 분자학적으로 이들 변색균들에 대한 정확한 진단

방법의 개발이 더욱 절실히 요구되고 있음.

본 연구는 세계적으로 캐나다의 미국의 와 영국의Prof. Breuil, Prof. Brusell Prof.
등에 의하여 이루어지고 있으나 현재는 보편화가 되어 있지 않아서 이 분야Eaton ,

에 대한 정확한 연구가 분자학적 방법을 이용한 새로운 검출방법 및 특이 등Primer
의 개발을 통한 신속한 진단법 등이 요구되고 있어 이 분야에 대한 연구는 선진외국

과 같은 수준의 연구를 위하여 절실히 요구됨.

상기의 내용은 제 장에 언급된 내용과 일치하는 것으로 이는 국내의 연구가 거의 이2
루어 지지 않고 있어서 해외과학 기술정보에 의존하기 때문임.
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