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1. 서론
2016년 5월 영국 국립보건임상연구소에서는 항생제

내성에 관한행동개시 요구를권고하였다 [1]. 항생제내

성은 건강과 식량 공급 및 발전에 크게 위협을 주며 현

재 전 세계로 내성균이 확산되고 있는 실정이다. 우리나
라와 OECD국가 항생제 사용량을 비교했을 때 OECD 
평균 21.1%, 한국은 30.1%로 9% 높다[2], 항균제의 오
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요  약  본 연구는 그라비올라 (Graviola; Annona muricata Linn.) 잎의 항균소재 개발 목적으로 병원성 세균에 대한 항균
효과를 검증하기위해 시행된실험 연구이다. 그라비올라잎의추출 온도를 60℃, 80℃, 98℃ 달리하여열수 추출하여수율
및 추출 조건을 찾았으며 실험 균주 S. epidermidis, S. aureus 및 E. coli TOP 10에 대한 항균 활성은 한천 배지 확산법으로
평가하였다. 추출온도 60℃, 80℃, 98℃에서 3.02%, 14.73%, 20.76% 수율을얻었고, S. epidermidis, S. aureus 및 E. coli TOP 
10에대한항균활성은 S. epidermidis에서항균활성이나타났으며 98℃에서추출한그라비올라잎시료중 200 mg/mL에서
13 mm, 500 mg/mL에서 20 mm 투명환이 나타났다. MIC는 100 mg/mL이다. 추출 온도, 농도가 높을수록 우수한 성장억제
효과를확인하였다. 위결과로 천연물속에함유되어있는천연항균성분이피부상재균에서우수한항균력은앞으로피부미
용 기초자료와 화장품 소재로서의 활용 가능성이 높을 것으로 사료된다.

Abstract  This study was carried out to verify the antimicrobial effect of Graviola leaves against pathogenic bacteria 
for the purpose of developing an antibacterial material. The extraction conditions of graviola leaves were 60℃, 80℃
and 98℃, and graviloa leaves werewater extracted at 60℃, 80℃ and 98℃.The extraction yields and extraction 
conditions were determined. The antimicrobial activity against S. epidermidis, S. aureus and E. coli TOP10 was 
evaluated by agar diffusion method. The extraction yields were 3.02%, 14.73% and 20.76% at 60℃, 80℃ and 98℃, 
respectively. The antimicrobial activity against S. epidermidis, S. aureus and E. coli TOP10 was found in S. 
epidermidis.In the samples extracted at 98℃, a clear zone of 13 mm was observed at 200 mg/mL and of 20 mm 
at 500 mg/mL. The MIC was 100 mg/mL. The higher the extraction temperature and concentration, the better was 
the growth inhibition effect. As a result, the natural antimicrobial activity contained in natural materials can solve 
the problem of resistance to antibiotics. It is considered that antimicrobial activity against S. epidermidis in skin is 
highly applicable to basic cosmetics and cosmetic materials.
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남용, 체계적인 관리 부족으로 항균제 내성균의 발현율
이높은것으로알려져있다. 일부세균에서항균제사용
량이 항균제 내성률과 상관성이 있다는 연구 결과가 발

표되었다[3,4]. 최근 친환경 바이오산업의 하나로서 기
능성화장품개발을위한환경친화적인천연소재의개발

이새로운분야로대두되고있다[5]. 인체와환경에 무해
한 환경 친화적인 항균소재개발이 필요하다. 

Graviola(Annona muricata Linn.) 일반적으로

Sour-sop, guanabana로 알려진 아시아, 남미, 많은 열대
섬에서 서식하는 Annonaceae family(포포 나무과)의 열
대 상록 과일나무이다[6]. 열대 아프리카의 원산으로 처
음 이과수를 콜롬버스가아메리카 대륙발견 후구대륙

으로 전래되었으며, 스페인 사람들이필리핀으로 가져온
후 많은 열대지방에 퍼져나갔다[7]. 몇몇 약학 논문들은
그라비올라가 항고혈압, 혈관이완, 항경련, 심억제성[8], 
항말라이아성, 항돌연변이성, 항경련성[9], 항바이러스성
[10], 항세균성[11], 항당뇨, 저지질형성, 항산화 특성

[12-14]이 있다고 보고되었다. 그라비올라잎 추출물에는 
alkaloids, saponins, terpenoids, flavonoids, coumarins, 
lactones, anthraquinones, tannins, cardiac glycosides, 
phenols, phytosterolss 종류의 화합물이 검출되었다[15]. 
한 연구는 그라비올라잎 10∼12 개를 물 8 온스(약

237 mL)에 5∼7 분 동안 끓인 차[16]를 치료 복용량은
2∼3 g을 3∼4 회매일복용할것으로보고있다[17]. 그
라비올라는 쉽게 구할 수가 있고 지금까지 민간요법 재

료로이용되어왔다. 이식물에대한연구가최근새롭게
여러 매체에 알려지게되면서우리나라에도많은 관심을
받고 있지만 아직까지 연구발표가 미비한 실정이다. 피
부상재균과 관련된 연구는 거의 보고된 바가 없다.
이에 본 연구에서는 그라비올라 잎을 60℃, 80℃, 9

8℃ 온도에서열수 추출하여최적의 추출조건을찾고 피
부상재균주의 항균활성을 평가하여 천연 방부제로서의

새로운 화장품 성분개발 소재로서의 기초자료의 제공에

목적을 두고 연구하였다.

2. 재료 및 방법
2.1 재료
그라비올라(Annona muricata L.)잎은 2016년 4월

‘GRAVIOLA HOUSE’에서 건잎(원산지:필리핀) 1 kg을

구입하여흐르는 물에수세한 후음건 한 뒤건식분쇄기

로 분쇄하고 실험재료로 사용하였다.

2.2 사용 시약 및 기기
회전감압농축기(EYELA, N-1000, JAPAN), 항온수조

(EYELA, SB-1000, JAPAN), 동결건조기(CleanVac8, 
BioTron, Inc. Korea), 진탕배양기 (HB-201SF, 
Hanbaek, Korea), 배양기(Forma Scientific Co. USA), 
무균작업대 (HB-402, Hanbaek, Korea), 분광광도계 (EZ 
Read 400, Biochrom, England), 고압멸균기(HB-506, 
Hanbaek, Korea), vortex mixer (VM-96B, Jeio Tech, 
Co.,Ltd), petri-dish (직경 9 mm, 높이1.5 cm), papper 
disc (Φ 8 mm, Advantec, Japan), 정밀전자저울
(Explorer EX224G, Ohaus, USA), digimatic caliper 
(PDIC-151, STOLZ, China)를 사용하였다.

2.3 시료의 열수추출
분말화 된시료 300 g에증류수를 10 배의 양을 가하

여 60℃, 80℃, 98℃ 추출 온도를 달리하여 heating 
mentle에 6 시간 동안 추출하였다. 멸균거즈로 1 차 여
과 후 감압여과장치로 여과지 Advantecﾢ￧ filter paper 
(110 mm)로 2 번 여과하였으며, 추출 용매 제거를 위해
회전감압농축기를 이용하여 농축하여 동결건조기를 통

한 건조(-80℃, 3 days)하였다. 각 추출물은 증류수에 용
해하여 실험에 사용하였다.

Extracted with water 3 L at 60℃ for 6 h 
              water 3 L at 80℃ for 6 h 
              water 3 L at 98℃ for 6 h

Filtration with Mash and Whatman

Evaporation in Rotary vacuum evaporator

Graviola leaves 300 g

Freeze drying

water extract powder

Fig. 1. Procedure of the water extract from Graviola leaves.

2.4 실험균주 및 배양 
실험에 사용된 공시균주인 Staphylococcus epidermidis 

KCCM 35494, Staphylococcus aureus ATCC 29213, 
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Escherichira coli TOP10은 전남대학교 치의학전문대학
원 구강 미생물학 교실에서 보관중인 것을 사용하였다.
항균력 측정을 위한 균의 배지는 DIFCO사 제품으로

Table 1과 같이 이용하였다.
각각의 배지들은 고압증기 멸균기에서 121℃에서 15 

분간 고압 멸균 후 petri dish에 배지의 두께가 일정하게
되도록 응고시켜 사용하였다. 동결 건조로 보관중인 세
균을액체배지에 접종한후온도 37℃ 습도 95% 유지되
는 진탕 배양기에서 24 시간 동안 배양한 후 계대 배양
하여 활성화 한 후 사용하였다.

Table 1. Microorganisms and media used for antimicrobial 
experiments.

Microorganism Remarks Media

Staphylococcus epidermidis
KCCM 35494 Gram(+)

LB, LBA
Escherichira coli TOP10 Gram(-)

Staphylococcus aureus
ATCC 29213 Gram(+) BHI, BHIA

* LB, Luria Bertani; LBA, Luria Bertani agar; BHI, brain heart 
infusion ; BHIA, brain heart infusion agar.

2.5 항균활성 측정
2.5.1 한천배지 확산법
그라비올라잎 추출물의 항균활성을측정하기 위해균

주 S. epidermidis, S. aureus 및 E. coli TOP 10에 대한
생육 저해환 형성 관찰은 한천배지 확산법을 이용하여

측정하였다. 각 균주 1 colony 취해 액체배지 5 mL에서
18 ∼ 24 시간 배양 후 다시 액체배지에 S. epidermidis
와 E. coli는 1×10⁷ CFU/mL, S. aureus는 1×10⁸ 
CFU/mL의 농도로 희석하여 고체배지위에 균주 50 µL 
분주 도말하였다. 고체배지 위에 온도별 60℃, 80℃, 9
8℃ 각각 열수 추출한 시료를 농도별(1, 200, 500 
mg/mL)로 50 µL씩 paper disc에 흡수시킨 다음 표면에
올려밀착시킨 후 37℃의배양기에서 24 시간동안배양
하였다. 시료의 항균활성은 paper disc 주위에형성된생
육저해환의 직경을 측정하였다. 

2.5.2 최소성장억제농도(MIC) 측정
S. epidermidis의 생육을 저해하는데 필요한  98℃에

서 추출한 시료의 최소한 농도를 찾는 최소억제농도

(Minimum Inhibitory Concentration, MIC)측정을 위해
한천 배지 확산법을 실시하였다.

시료를 농도별(15, 25, 60, 80, 100, 125, 150, 200, 
300, 500 mg/mL)로 위 방법과 동일하게실시하였다. 생
육저해환이 생성되지 않는 최소 농도를 MIC로 하였다.

2.5.3 동결분말의 용매에 따른 항균활성 
동결 건조된 추출분말은 다양한 용매에 용해시켜 유

효성을 확인하는데 본 실험은 증류수를 용매로 실험에

사용하였지만 그 외 용매(DMSO, 에탄올, 메탄올)에서
도 용해성과 항균 유무를 확인해 보았다.
증류수와 DMSO(dimethyl sulfoxide)를 1, 150, 500 

mg/mL로 농도를 달리하여 시료를 제조한다. 99.9% 에
탄올, 메탄올 1 mL 용매와시료 500 mg/mL을시험관에
넣고 시료가 용해될 수 있게 시험관 혼합기를 이용하여

충분히 용해시켜 용해도를 알아보았다. 녹지 않는 시료
분말은 물 1 mL로 최종 부피를 조절하여완전히 용해된
것을 확인후 같은 방법으로 S. epidermidis에 대한 항균
활성을 실시하였다.

2.6 통계처리
모든 실험의 각 항목은 3회 반복 실시하여 측정한 평

균과 표준편차를 산출하였다.

3. 결과 
3.1 그라비올라잎 열수추출물의 추출수율
추출 온도별로 60℃, 80℃, 98℃ 회수된 시료 9.07 g, 

56 g, 62.3 g을 얻었으며 수율은 3.02%, 14.73%, 
20.76%로 추출 온도별 그라비올라잎 추출물의 고형분
추출 수율은 Table 2과 같다. 

 
Table 2. Extraction yield of Graviola leaves with various 

temperatures.
Temperature Yield (%)

60℃ 20.76
80℃ 3.02
98℃ 14.73

3.2 추출 온도에 따른 시료 농도별 생육저해 
60℃, 80℃, 98℃ 추출 온도와 추출물 1, 200, 500 

mg/mL 농도에 따른 피부 상재균주들의 항균활성을 측
정한 결과는 Fig. 2과 같다. 
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추출온도에서는 60℃, 80℃ 추출한 추출물은 모든 농
도에서 항균활성이 나타나지 않았다. 98℃에서 추출한
시료 중 200 mg/mL, 500 mg/mL에서 13 mm, 20 mm 
투명환이 뚜렷했고 1 mg/mL에서는 활성이 없었다. 추
출온도 98℃와 농도가높을수록항균활성이우수하였다.
균주에 항균성은 그람 양성균인 S. epidermidis에서

항균활성이 나타났으며 S. aureus와 그람 음성균인 E. 
coli에서는 항균력을 보이지 않았다. 그람 음성구균보다
그람 양성구균에서 항균력이 있음을 알 수 있었다.

Fig. 2. Antimicrobial activity of extract of Graviola leaves 
with different temperaturesand on the growth of S. 
epidermidis, E. coli and S. aureus by paper disc 
method. a, 1 mg/mL; b, 200 mg/mL; c, 500 
mg/mL at 60℃; d, 1 mg/mL; e, 200 mg/mL; f, 500 
mg/mL at 80℃; g, 1 mg/mL; h, 200 mg/mL; i, 500 
mg/mL at 98℃.

Table 3. Antimicrobial activity of extract of Graviola 
leaves with different temperatures

Bacterial

Clear zone size by extract concentration

60℃ 80℃ 98℃

1 200 500 1 200 500 1 200 500

S.epidermidis - - - - - - - 13 20

E. coli - - - - - - - - -

S. aureus - - - - - - - - -

* -: No inhibition

3.3 98℃ 추출된 시료 농도별 생육저해
98℃ 추출한 시료에서 항균력이 우수한 것을 앞선 실

험에서알수있었다. 농도를세분화하여 시험균주에대
한 항균활성을 측정한 결과는 Fig. 3와 같다. 

S. epidermidis에서 시료농도 200 mg/mL에서 8.5 
mm, 500 mg/mL에서 11 mm 투명환이 나타났다. E. 
coli와 S. aureus에서는 항균활성이 없는 것으로 나타
났다.

Fig. 3. Antimicrobial activity of 98℃ extract of Graviola 
leaves a, 60 mg/mL; b, 100 mg/mL; c, 200 
mg/mL; d, 500mg/mL.

Table 4. Antimicrobial activity of 98℃ extract of 
Graviola leaves

Clear zone size by extract concentration(mm, mg/mL)

S.epidermidis E. coli S. aureus

60 100 200 500 60 100 200 500 60 100 200 500

- - 8.5 11 - - - - - -

* -: No inhibition

3.4 최소성장억제농도(MIC) 측정
S. epidermidis의대한 98℃추출물의 MIC 측정한 결

과는 Table 5와 같다. 15 ∼ 100 mg/mL의 농도까지에
서 균의 성장을 억제하지 못하고 125 mg/mL부터 균의
성장을 억제하는것을 알수 있었다. 따라서 MIC는 100 
mg/mL임을 확인 할 수 있다. 

Table 5. Minimum inhibitory concentration against S. 
epidermidis of extract from Graviola leaves.

Bacterial
Growth at various extract concentration (mg/mL)

15 25 60 80 100 125 150 200 300 500

S. epidermidis -1) - - - - + + + + +
1) -: Inhibition of S. epidermidis +: Growth

3.5 98℃ 추출 동결분말의 용매에 따른 항균
활성 

Water(증류수), DMSO, 에탄올, 메탄올 용매에 용해
성과 S. epidermidis에 대한 항균활성 결과는 Fig. 4와
같다.

Water와 DMSO는 1, 150, 500 mg/mL 농도를 다양
하게 하여 측정하였다. DMSO는 일부 화학요법의 효과
를 증진시키기 위한 약물 운반제로도 연구되는 점을 감

안하여농도를세분화하여 확인하였지만결과증류수용

매에서만 농도 150, 500 mg/mL에서 투명환 9 mm, 11 
mm로 측정되었다. 그외 농도에서는항균력이 나타나지
않았다. 
에탄올과 메탄올 용매에서는 대조군으로 99.9% 에탄



Staphylococcus epidermidis를 억제하는 Graviola 추출물의 항균활성

671

올, 메탄올 사용하였고 용해되지 않은 상등액 B, 침전되
어 용해되지 않은 것을 증류수를 첨가하여 완전히 용해

시킨 A에서 항균활성은 B에서는 항균활성이 나타나지
않았지만 A에서는에탄올 12 mm, 메탄올 9 mm 투명환
을 확인할 수 있었다. 

D는 시료분말을 다양한 용매에 용해시켰을 때의 모
습이다. 증류수를 제외하고 다른 용매에는 용해되지 않
고 침전되는 것을 알 수 있다.
위 실험 결과로 그라비올라 추출물은 수용성분을 함

유한 용매에 쉽게 용해되며, 용해되지 않은 현탁액에는
항균력이없고추출물이완전히용해된용액에서만항균

력이 있음을 확인하였다.

Fig. 4. Antibacterial effect of water extracts from Graviola 
leaves by various solvent at Staphylococcus 
epidermidis.

4. 고찰
그라비올라잎 추출을 선행연구와비교해보면 열수추

출은 Lee의 연구[18] 건조 상엽 1 kg에 증류수 10 L를
가해 8 시간 끓여 얻은 수율13.7%, 그라비올라잎 분말
1 kg에 증류수 3 L를 가해 48시간 추출하여 수율 5% 
[15], 분말 2 kg에 50% 에탄올 8.7 L를 7 일간 침염 후
수율3.61% [19]을 비교해보면 열수추출에서 회수된 분
말 수율이 높은 것을 알 수 있다. 본 실험은 식용으로도
가능할 수 있게 물로 추출하여 시간을 고정시키고 온도

를 달리하여 60℃, 80℃, 98℃에서 3.02%, 14.73%, 
20.76% 수율을 얻어 98℃에서 수율이 높았다. 온도 차
이에 따른 수율을 확인 할 수 있었다. 

60℃, 80℃, 98℃ 온도의 추출물을 S. epidermidis, E. 
coli, S. aureus 균주에서의 항균활성은 S. epidermidis에
서만 특히 98℃ 추출물에서 항균활성이 나타난 것은 주
목 할 현상이다. Moon 등[20] 연구에서 마늘제조방법에
는 항균효과의 차이를 확인할 수 없지만 추출방법에서

항균효과가 일부 차이를 보였다는 결과에서 본 실험도

온도 차이로 항균력에 차이가 있음이 보여지며 60℃, 8
0℃에서 추출되지 않은 성분이 98℃에 추출되었있고 그
성분이 항균활성 성분이 있음이 사료된다. 높은 온도에
서 유기산성분 중 구연산이 많이 추출되어 항균에 관여

한 것으로 여겨지며 앞으로 지속적인 연구되어야 할 것

으로 생각된다.
또한 그람양성균주인 S. epidermidis의 성장을 억제하

는효과를가지고있음은 Kang 등[21]의 소엽 열수와 에
탄올추출물 모두 E. coli, S. aureus에서 항균력이 없고
S. epidermidis 항균존이 형성은 본 연구 결과와 일치하
며 Lee 등[22] S. epidermidis 비파생잎 열수 추출한 경
우 저 농도(1 mg/disc)에서는 활성을 나타내지 못하고
고농도(5 mg/disc)에서 10.5 mm 약간의 항균활성을 보
였으며, Kim 등[23]의 연구도 에탄올 추출물이 높은 항
균활성을나타내며 물추출물은모든균주에항균활성을

나타내지 않았다. 하지만 본 연구에서는 유의한 차이가
있었다. Chi 등[24] 연구에서 추출물의 농도가 높아질수
록균의 성장 억제율이 높아지는결과에서 본 연구 결과

를 뒷받침해준다.
화학적으로정제한 파라벤류를현재 방부제로사용하

지만 이로 인해 다양한 부작용과 위험성이 대두되면서

천연물로부터 얻은 생리활성물질에 관한 연구[25]가 활
발하며 야관문 추출물의 아토피 피부염 효과[26], 연밥
조 추출물의 항산화 효과[27]처럼 그라비올라잎의 항균
효과를 이용한 다양한 미용적인 소재로 개발을 위한 자

료제공에 본 연구에서 의미있는 결과이다.

4. 결론 및 요약
항균소재 개발 목적으로 그라비올라 잎을 열수추출

하여 추출물이 피부상재균주에 대한 성장 억제를 확인

하였다.

1. 적정 추출 조건을 찾기위해 추출 시간을 6시고정
시키고 추출온도 60℃, 80℃, 98℃를 달리하여 온
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도 차이에 따른 수율 3.02%, 14.73%, 20.76%을
확인하였으며 추출온도가 높을수록 고형분 수율이

높은 것을 알 수 있었다.
2. S. epidermidis, E. coli, S. aureus 균주에 대한 항
균활성 분석 결과 그라비올라잎 추출물은 98℃ 추
출물이 S. epidermidis 균주에서만 항균활성을 보
였다. 

3. E. coli, S. aureus 균주는 60℃, 80℃ 98℃ 추출물
모두 항균활성이 나타나지 않았다.

4. S. epidermidis 에서는 60℃, 80℃에서 항균활성이
없었지만 98℃추출물 농도 200, 500 mg/mL에서
13, 20 mm 투명환이 나타났다.  추출물의 농도가
높을수록 항균 활성이 우수한 것을 확인하였다. 

5. S. epidermidis에 대한 추출물의 MIC는 추출물 농
도 125 mg/mL부터 균의 성장을 억제했으며 100 
mg/mL이하의 농도에서는 균의 성장을 억제하지
못했다. 그러므로 98℃추출물의 MIC는 100 
mg/mL임을 확인 할 수 있다.

4. 그라비올라잎 추출물은 수용성분을 함유한 용매에
쉽게 용해되며, 용해되지 않은 현탁액에는 항균력
이 없고 추출물이 완전히 용해된 용액에서만 항균

력이 있음을 확인하였다.

이상의 결과에서 그라비올라잎 열수추출물의 추출온

도와 농도에 따른 S. epidermidis 의 항균활성은 천연물
속에서 함유되어 있는 천연항균성분들이 항생제내성에

대한 문제점을 해결할 수 있고 피부미용의 기초자료와

기능성화장품소재로서의활용가능성이높을것으로사

료된다. 이를계속해서보완할수있는다양한연구를진
행하면 우수한 소재발굴에 기여할 것으로 기대되어진다.
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