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Abstract

This study was conducted to investigate the new candidates of natural preservatives, modified by based 
on the Korean medical prescription. We created 4 candidate extracts with different solvents. The crude 
water extract JBTP01 and JBTP02 showed weak antibacterial activities. Otherwise, 70% EtOH extract 
JBTP03 and MeOH extract JBTP04 showed wide antibacterial spectrum. Both were shown strong anti-
bacterial activity to E. coli. JBTP03 was also effected bacteria C. albicans. Compared the antibacterial 
activities with methylparaben, commonly used syntetic antiseptic, and 3 natural preservatives in market. 
JBTP03 and JBTP04 showed similar modality of antibacterial activity spectrum. In other words, JBTP03 
and JBTP04 had strong possibility to be new natural preservatives. Further study need to be done to 
use JBTP03 and JBTP04 for natural preservatives in cosmetics.
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서론

화장품은 유통기한도 비교적 길며 사용방법과 보관에 있어 미생물과 접촉할 가능성이 매우 높다. 
성분과 제형의 특성상 미생물 생존에 필수적인 수분 및 다양한 탄소 질소원을 함유하고 있어 미생물 , 
오염을 방지하기 위한 방부제 처리 필요성이 높으며 그로인한 문제점을 갖고 있다1-3) 현재 화장품에 . 
사용되는 방부제 종류는 다양하나 대부분 합성 화학제품에 의존하고 있다 파라벤류 쿼터늄 이미. , -15, 
다졸리디닐우레아 페녹시에탄올 등이 주로 사용되는 합성방부제이다, 4-6) 그 중 파라옥시안식향산 에. 
스테르인 파라벤으로 진균류에 효과적이며 세균류에 대해서도 매우 넓은 항균스펙트럼을 갖고 있어 
사용량 및 빈도가 가장 높다7-9) 파라벤류는 다른 화학합성제품에 비해 상대적으로 독성이 낮으나 . 
대부분의 다른 화학 방부제처럼 피부알레르기 유발 피부자극 환경호르몬으로서의 가능성 내성균 , , , 
유발 등과 같은 다양한 문제를 갖고 있다10-15) 또한 허용 기준내의 사용도 장기간 사용으로 지속적 . 
체내 축척과 이로 인한 급 만성 독성 암 및 돌연변이 유발 등의 가능성이 새로운 문제로 대두되고 · , 
있다16).
합성 화학방부제의 단점을 극복하기 위해 천연방부제 또는 방부 기능을 지닌 천연소재에 대한 관심과 

연구가 오래전부터 수행되어 왔다 천연 항균물질에 관한 연구로는 지방산 정유. , , alkaloid, flavonoid, 
등이 보고되어 있다 이러한 천연항균 물질들을 주요 성분으로 함유하고 있는 한약재는 phytoalexin . 

매우 적합한 시료라 할 수 있으며 이를 이용한 항균활성 연구들이 다양하게 수행되고 있다 한약재를 . 
이용한 항균활성 연구의 대부분은 단일 한약재 혹은 단일 추출물을 이용하여 수행되었고 최근 그간 , 
축적된 학술 결과를 이용한 복합 혼합물을 생성하는 연구들이 수행되고 있다 본 연구에서는 단일 . 
한약재 또는 단일 추출물을 이용하는 것이 아닌 한방 처방에 바탕을 둔 천연한방보존제 후보를 탐색하
고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 한약재는 오향환의 가미방으로 대황 사상자 황백 황금 촉초 춘피 오미자를 , , , , , , 
광명당제약에서 건조 상태의 것을 구입하였으며 원광대학교 한의대 본초학교실에서 감정하였다 추, . 
출하기 전 불순물을 제거하고 냉장보관 하였다.

2. 한약재 추출시료 조제

대황 사상자 황백 황금 촉초 춘피 오미자를 분쇄한 후 증류수 에탄올 메탄올을 용매로 , , , , , , , 70% , 
사용하여 초음파추출을 하였다 추출이 완료된 용액을 옮긴 뒤 용매를 추가하여 차 초음파추출을 . 2
시행하였다 차 추출액을 차 추출액과 합한 후 여과지 로 여과한 뒤 유기용매로 추출. 2 1 (Whatman No.)
한 것은 회전감압농축기를 이용하여 농축한 후 동결건조하였고 증류수로 추출한 것은 곧바로 동결건
조하였다 동결 건조한 분말은 냉동보관 한 후 항균실험에 사용하였다 와 는 증류수로 . . JBTP01 JBTP02
제조하였으나 후자는 대황을 전탕 종료 후 분을 침지시켰으며 는 에탄올을 용매로30 , JBTP03 70% , 

는 메탄올을 용매로 사용하여 제조하였다JBTP04 .
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3. 사용균주 및 배지

항균활성 측정에 사용한 균주는 그람 양성균인 Staphylococcus aureus 그람 음성균(ATCC 6538), 
인 Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa 효모류인 (ATCC 9027), Candida albi-
cans 와 곰팡이균인 (ATCC 10231) Aspergillus brasiliensis 로 한국종균협회 한국미(ATCC 16404)
생물보존센터 로부터 분양받아 사용하였다 균주 배양은 표 에 제시된 조건으로 진행(KCCM) . (Table 1)
하였다.

Table 1. Culture condition of microorganisms for antimicrobial activity test

4. 항균활성 측정(Clear zone) 

한약재 추출물의 항균력 측정은 를 이용하였다 가지 균주를 액체배지에 접종한 후 disk method . 5
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa는 에서 37℃ C. albicans, A. brasiliensis는 에서 배양 후 각각 25℃
고체배지에 균일하게 도말하였다 멸균된 를 농도를 달리한 한약재 추출용. paper disc (Advantec, 8 )㎜
액에 침지하여 포화시킨 후 건조하여 고체배지 위에 일정한 간격으로 놓고 배양시킨 후 주위의 disc 

의 직경을 측정하였다 추출물 용해용매인 물 의 영향을 확인하기 위해 용해용clear zone . , 70% EtOH, 
매를 로 실험하였다Negative control .
한약재 추출물의 항균활성 정도를 비교하기 위한 대조군으로는 천연보존제로 상용화되어 유통되는 
개 제품 및 화학 합성 보존제인 을 구입하여 사용하였다3 methylparaben(Sigma, USA) .

결과

1. 한약재 추출물의 항균활성 탐색

선별된 한약재를 물 에탄올 메탄올을 용매로 추출하여 총 가지 천연보존제 후보 추출물을 , 70% , 4
제조하여 처방의 천연보존제로서의 가능성 확인을 위해 법을 이용하여 세균 진균에 대한 paper disc , 
항균 활성을 탐색하였다 추출물의 항균활성 측정은 표 에 제시된 가지 균주를 사용하여 . (Table 1) 5
진행되었으며 결과는 표 에 제시된바와 같다 항균활성 측정결과 물 추출물인 는 (Table 2) . JBTP01 E. 
coli에 항균활성을 보였으며, P. aeruginosa에 대해서도 약하지만 활성 반응이 나타났다 역시 . JBTP02 

Strains Media Temp( )℃
Gram positive bacteria

staphylococcus aureus ATCC 6538 Trypicase soy agar/broth 37℃

Gram negative bacteria
Escherichia coli ATCC 8739)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Nutrient agar/broth 37℃
Trypicase soy agar/broth 37℃

Yeast
Candida albicans ATCC 10231 YM agar/broth 25℃

Fungi
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 Potato dextrose agar/broth 25℃
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S. aureus와 P. aeruginosa에 약한 항균활성 반응이 나타났다 그러나 물 추출물인 과 . JBTP01 JBTP02
는 나머지 균주들에 대해서 항균활성 반응이 없었다 반면 에탄올 추출물인 과 메탄올 . , 70% JBTP03
추출물인 는 모든 균주에서 항균활성 반응이 나타났다 특히 는 JBTP04 . JBTP04 E. coli에 강한 항균활
성을 보였으며 은 , JBTP03 E. coli 뿐만 아니라 진균인 C. albicans에도 명확한 항균활성을 보여주었다. 

과 둘 다 개 균주에 대해 항균활성을 지녔으나 가 진균인 JBTP03 JBTP04 5 , JBTP04 C. albicans에 
대한 활성이 약하게 나타나 이 보다 넓은 항균스펙트럼이 있음을 확인하였다JBTP03 .

2. 상용제품과 항균활성 비교

가지 천연보존제 후보추출물 중 항균활성이 뚜렷이 나타나는 와 상용되는 제품들4 JBTP03, JBTP04
과의 항균활성 비교를 통해 후보추출물들의 천연보존제로서의 가능성을 알아보고자 하였다. JBTP03, 

의 대조군으로는 합성화학보존제인 및 천연방부제로 시판되는 개 제품을 사용JBTP04 metylparaben 3
하였다 또한 추출물 용해용매의 영향을 확인하기 위해 항균활성 실험에 사용된 동일한 양의 물과 . , 

에탄올을 로 비교 분석하였다 합성화학보존제인 은 70% negative control . metylparaben E.coli와 진균
인 C. albicans, A. brasiliensis에 강한 항균활성을 보였다 천연방부제로 유통되는 시판 제품 개는 . 3
권장사용량을 기준으로 항균활성을 비교했을 시 나머지 개 균주에 비해 4 E. coli에 상대적으로 강한 
항균활성을 나타냈다 시판 사용제품과 의 항균활성 반응을 비교했을 시 유사한 수. JBTP03, JBTP04 , 
준의 항균반응이 나타나는 것을 확인하였다 은 시판제품보다 . JBTP03 C. albicans 균주에 상대적으로  
높은 항균반응을 나타났다 실험 중 용해용매에 의한 영향을 알아보기 위해 물(Table 2). Paper disc , 

에탄올을 실험에 사용한 동일한 양을 에 침지시켜 확인한 결과 용매 자체에 따른 영향은 70% disc
없음을 확인하였다.

Table 2. Comparison of antibacterial activities of candidates with other natural preservatives against micro-
organisms

S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans A. brasiliensis 
JBTP01 -* + ± - -
JBTP02 ± - ± - -
JBTP03 + ++ + ++ +
JBTP04 + +++ + ± +

상용제품 A + ++ + + +
상용제품 B + ++ + + +
상용제품 C + +++ ++ + +

Metylparaben + +++ ++ +++ +++
H2O - - - - -

70% EtOH - - - - -
*Antibacterial activity(Size of clear zone) - : none detected, ± : slightly, + : under 10mm, ++ : under 12mm, 

+++ : > 12mm. 
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고찰 및 결론

기존의 한약재를 이용한 항균활성 연구는 단일 약재 혹은 단일 추출물을 이용한 것이 대부분이었으
나 최근 단일 추출의 단점을 보완하고자 복합 추출물을 이용하는 연구들이 보고되고 있다 또한 항균, . 
활성 추출물에 대한 특허를 조사해 보면 단일 추출물을 이용한 것 보다 복합추출물을 이용한 비율이 
더 높다 이는 특정 균에 강한 억제력을 보여주기 보단 다양한 항균스펙트럼이 요구되는 천연물보존제. , 
에 있어서 단일 추출물보다 복합 추출물이 보다 적합하다는 것을 의미한다 현재 발표된 연구나 특허에 . 
등록된 복합추출물들의 경우 대부분 단일추출물에 대한 기존의 학술적 결과들을 활용하여 복합물의 
형태로 응용한 것이다 본 연구에서는 단일 추출물을 이용하는 것이 아닌 기존에 존재하는 한방처방 . 
중 항균효과가 뚜렷한 것을 선택하여 그 구성을 응용한 것으로 기존 복합추출물과의 차이를 두고자 
하였다.

가지 후보추출물 중 물 추출물인 과 의 경우 에탄올 메탄올 추출물에 비해 항균효4 JBTP01 JBTP02 , 
과가 낮았는데 이는 에탄올 추출물이 물 추출물에 비해 항균효과가 더 높았다고 보고된 기존 연구결과
와 일치하였다17-19) 황금의 물 추출물의 . S. aureus에 대한 항균활성이 보고된 바 있으나 본 연구에서
는 에서만 약한 항균활성이 나타났다JBTP02 18) 이는 추출물의 농도와 추출방법에 따른 차이가 나타. 
난 것으로 여겨진다 과 는 물 추출물에 비해 상대적으로 높은 항균활성을 나타냈다. JBTP03 JBTP04 . 
또한 추출물인 의 경우 용해용매를 메탄올을 사용하는 것보다 에탄올을 사용하는 , MeOH JBTP04 70% 
것이 가지 균주에 대해 상대적으로 더 높은 항균활성 반응을 보여주었다 이는 메탄5 (data not shown). 
올보다 에탄올에 더 다양한 항균활성 물질이 추출된다는 것을 보여주고 있다 시판되는 천연방부70% . 
제 개 품목과의 항균활성 비교를 통해 개의 후보추출물 중 상용제품과 유사한 항균 스펙트럼을 보이3 4
며 새로운 천연보존제로서의 가능성을 보이는 것이 있는지 알아보고자 하였다 그 결과 과 . JBTP03

가 상용제품과 유사한 항균 스펙트럼을 보였으며 은 진균인 JBTP04 , JBTP03 C. albicans에 대해 시판 
천연방부제 개 제품보다 항균활성이 높게 나타났다 또한 합성화학보존제의 항균활성 양상과도 비교3 . , 
하였는데 본 연구에는 중 보다 상대적으로 항균활성은 낮으나 독, parabens butyl-, prophyl-paraben
성이 비교적 낮기 때문에 화장품과 식품에 널리 사용되는 을 사용하였다methyl- paraben . metylpar-

의 항균활성과 비교 시 세균인 aben , S. aureus, E. coli, P. aeruginosa에 대한 항균활성은 유사한 비율
을 보여주지만 진균에 대해서는 이 높은 항균활성을 보여주었다 이는 이 metylparaben . metylparaben
항곰팡이제로 화장품 식품 의약품에 널리 사용되고 있는 이유이기도 하다, , .
이러한 비교실험 결과는 과 가 시판 제품들과 유사한 항균 스펙트럼을 보여줌으로써 JBTP03 JBTP04

새로운 천연한방보존제의 후보로 적당함을 확인해 주었다 후보물질들의 경우 시판제품과 같이 . JBTP 
권장 사용농도가 결정되지 않았기 때문에 본 연구 결과를 바탕으로 보다 높은 농도의 항균활성물질을 
추출하고 권장 사용농도를 결정하는 지속적인 연구가 필요하며 또한 화장품에 적용하기 위하여 적은 
양의 유기용매를 이용하여 추출하도록 추출법의 개량이 추가되어야 한다.
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