
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Original Article ]
          
        

        
          	Journal of Apiculture - Vol. 31, No. 3, pp.211-218
        

        
          	ISSN: 1225-0252			
					(Print)
				
        

        
          	Print  publication date Sep 2016

        

        
          	Received  29 Aug 2016
Revised  28 Sep 2016
Accepted  28 Sep 2016

        

        
          	
            ASK_2016_v31n3_211

            DOI: 
            https://doi.org/10.17519/apiculture.2016.09.31.3.211
          
        

        
          	
            동충하초 폐배지 추출물을 이용한 Paenibacillus larvae 항균활성 검정
          
        

        
          	
            Hye-Kyung Kim ; Ah Rang Kang ; Myeong-Lyeol Lee ; Man-Young Lee ; Eun Jin Kang ; Yong-Soo Choi*


          
        

        
          	Department of Agricultural Biology, National Institute of Agricultural Sciences, R.D.A., Wan-ju 55365, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Antibacterial Activity of Cordyceps militaris Waste Product Extract against Paenibacillus larvae
          
        

        
          	
            김혜경 ; 강아랑 ; 이명렬 ; 이만영 ; 강은진 ; 최용수*


          
        

        
          	
        

        
          	농촌진흥청 국립농업과학원 농업생물부

        

        
          	
            Correspondence to: * E-Mail:  beechoi@korea.kr

          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          American foulbrood (AFB) is the most serious and dangerous bacterial disease of honeybee brood caused by the spore forming bacterium Paenibacillus larvae. The aim of the present work was to evaluate the antimicrobial effect of a waste product of Cordyceps militaris extract against P. larvae and its potential for the control of AFB. For the test, the waste product of C. militaris was extracted with methanol and partitioned. And then, the fractions were tested for antimicrobial activity against P. larvae by the radial diffusion assay. The result showed that the portions of the ethyl acetate, and water-saturated n-butanol presented inhibitory capacity against strains of P. larvae, whereas the portions of n-hexane and chloroform were presented no inhibitory capacity against P. larvae. One way ANOVA tests for radial diffusion assay data, indicated significant differences. The results demonstrated that waste product of C. militaris possess beneficial properties for honey bee health and this property could be attributed to the kind and percentage of the main components of waste product of C. militaris portions.

        

      

      
        Keywords: 
American foulbrood (AFB), Paenibacillus larvae, Cordyceps militaris

      

    

    

  
    
      서 론
      꿀벌은 벌꿀, 프로폴리스, 로얄젤리, 봉독, 화분, 밀랍 등 다양한 양봉산물을 생산하는 산업화된 산업곤충 중 하나이다. 최근 통계결과에 따르면 우리나라 2014년 벌꿀 생산액은 2천 4백억 원 수준으로(한국양봉협회, 2015), 축산업 생산액(18조원)의 1.3%의 비중을 차지하고 있으며, 약 2만 농가가 양봉업에 종사하고 있는 것으로 확인되고 있다. 그러나 최근 꿀벌은 전 세계적으로 질병(Bakonyi et al., 2002; Bailey, 1975; Bailey and Ball, 1991), 환경오염, 농약피해, 기후변화 등으로 인해 개체 수 감소가 가속화되고 있어(Watanabe, 2008; Ho and Cummins, 2007), 이에 대한 대책이 시급한 상황이다.

      지금까지 알려져 있는 꿀벌의 주요 질병은 크게 감염성 질병과 기생성 질병으로 나눌 수 있다. 감염성 질병은 다시 세균성과 바이러스성, 진균성, 원생동물성 질병으로 나뉘는데, 그중 꿀벌 부저병은 세균성 질병으로, 그 원인균에 의해 다시 미국부저병(American foulbrood, AFB)과 유럽부저병(European foulbrood, EFB)으로 나뉜다. 미국부저병은 Paenibacillus larvae에 의해 꿀벌 유충에 병징을 일으키는 유충질병으로, White(1906)에 의해 처음 확인되었다. 이는 꿀벌에 발생하는 세균성 질병 중 가장 심각하고 위험한 것으로(Genersch et al., 2006), P. larva 포자가 함유되어있는 꿀, 화분 등의 먹이를 섭취함으로써 감염을 일으킨다. 미국부저병의 위험성은 P. larva로부터 생성되는 내생포자로부터 비롯된다. 이 병원체의 내생포자는 열등에 강한 내성을 지니고 있어 꿀이나 토양 등에 수년 내지 수 십년간 잔류 할 뿐만 아니라 높은 전염성을 지니고 있어 양봉장 전역에 빠르게 감염을 일으켜 큰 피해를 입게 되는 것을 특징으로 한다(Matheson and Reid, 1992).

      미국부저병의 예방과 치료는 주로 옥시테트라사이클린(oxytetracycline hydrochloride, OTC) 이나 설파티아졸(sulfathiazole)과 같은 항생제 사용을 통해 이루어진다. 그러나 이러한 항생물질의 광범위한 사용은 벌꿀 및 기타 양봉산물 내 항생제 잔류 문제를 야기 시킬 뿐만 아니라, 항생제 내성균을 발생시켜(Kochansky et al., 2001; Piccini and Zunino, 2001) 유럽 대부분의 국가에서는 항생제 사용을 금지하고 있다. 이에 대한 대책으로 최근에는 AFB 저항성 꿀벌 계통의 육성(Wedenig et al., 2003), 길항 미생물(Evans and Armstrong, 2006) 및 천연항생물질 개발(Antunez et al., 2008; Fuselli et al., 2008) 등과 같이 AFB에 대한 항생제 사용을 억제하기 위한 다양한 연구개발이 이루어지고 있는 실정이다.

      동충하초는 살아있는 곤충을 기주로 살아가는 곤충 기생균으로, 다양한 생리활성 물질을 함유하고 있다(Gu et al., 2007). 동충하초는 지금까지 약 800여 종이 분리·동정되어 왔으나 우리나라 식품공전 상 식품에 사용할 수 있는 원료로 분리되어 있는 것은 눈꽃 동충하초(Paecilomyces japonica / P. tenuipes)와 밀리타리스 동충하초(Cordyceps militaris) 두 가지 뿐이다. 그 중 밀리타리스 동충하초는 간기능 개선, 항암, 항염증 등 다양한 임상에 효과가 있으며(김 등, 2012; 조 등, 2008; 최 등, 2012; Park et al., 2005; Kim et al., 2008; Han et al., 2010), 코디세핀(cordycepin), 다당류(polysaccharides), 에르고스테롤(ergosterol), 만니톨(mannitol) 등의 주요 성분을 포함 하고 있는 것으로 알려져 있다(Das et al., 2010). 특히 동충하초는 다양한 균주에 대한 높은 항균 활성을 지니고 있다. 최근 Reis 등(2013)에 의한 연구결과에 따르면 밀리타스 동충하초는 그람 음성균 및 양성균 모두에 대해 높은 항균활성을 지니고 있으며, Ahn 등(2000)은 밀리타리스 동충하초의 주요 성분인 코디세핀(cordycepin)이 그람 양성균인 Clostridium paraputrificum에 대해 강력한 항균효과가 있다고 밝힌 바가 있다. 그러나 동충하초는 이처럼 다양한 생리활성 특성을 보유하고 있음에도 불구하고, 고가라는 비용적 한계 때문에 천연물 약제로서의 광범위한 적용에는 어려움을 겪고 있다. 따라서본연구에서는 이러한 한계를 극복하고자 동충하초의 자실체 부분을 제외한 폐배지 부분을 꿀벌 질병 방제에 이용하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        공시균주
        본 실험에 사용된 균주는 Paenibacillus larvae(KACC 11540)로 한국농업유전자원센터(KACC)로부터 분양받았으며, MYPGP 배지를 사용해 배양하였다. 배지조성은 1L 당 10g Mueller-Hinton broth(Oxoid CM0405)와 15g yeast extract 및 3g K2HPO4, 1g Na-pyruvate를 첨가한 배지로, 멸균 후 최종적으로 20ml 10% glucose(autoclaved separately)를 첨가하여 사용하였다. 실험 전 -70°C에 보관된 균주 stock을 백금이로 MYPGP agar에 접종하여, 37°C에서 24시간 배양하였으며, 동일한 방법으로 MYPGP에서 적어도 3번 이상의 연속 배양을 거친 정지기 균을 실험에 사용하였다.

      

      
        시료 및 추출물 조제
        본 연구에 사용된 시료는 동충하초 재배 농가(예당버섯)로부터 구매하였으며, 현미동충하초 자실체 부분을 제외한 배지부분을 이용하였다. 동충하초 폐배지 분말 3.5kg에 MeOH 12L를 가해 잘 혼합하여 20시간 동안 정치시킨 후 상층액은 흡입여과(No. 2, Whatman)를 하고, 하층액은 MeOH 12L를 가해 교반한 후 재차 여과하였다. 얻어진 여액은 진공 농축기를 이용하여 농축하여 추출물 178.5g을 얻었다. 그 추출물을 H2O로 용해하여 3L로 정용하여 본 실험의 시료로 사용하였다.

      

      
        동충하초 폐배지 추출물의 용매분획 및 TLC 분석
        동충하초 폐배지 추출물(178.5g)의 H2O 현탁액(3L, 동충하초 배지 분말 3.5kg wet wt. eq.)에 n-hexane(3L×3), chloroform(3L×3), ethyl acetate(3L×3), 수포화 BuOH(3L×3)를 순차적으로 용매 분획하였다(Fig. 1). 얻어진 각 획분들은 감압 농축한 후 무게를 측정한 다음 CHCl3/EtOAc/AcOH/MeOH(9:1:0.1:0.1, v/v/v/v)와 BuOH/AcOH/H2O=4:1:1(v/v/v) 전개용매를 이용해 TLC chromatography를 실시하였다(Silica gel 60 F254, 0.25mm thickness, Merck, Darmstadt, Germany). 전개된 TLC plate 발색은 cerium sulfate hydrate를 사용하였으며, 항산화 활성 물질의 존재 여부를 평가하기 위해 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) ethanol 용액(200μM)을 TLC plate에 분무하여 발색시켜 탈색되는지 여부를 확인하였다(Fig. 2, 3).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Extraction and solvent partitions from waste product of Cordyceps militaris.
          
          

          

        

      

      
        Radial diffusion assay에 의한 항균활성 검증
        시험균주 P. larvae에 대한 동충하초 폐배지 용매 분획물의 항균활성 효과를 검증하기 위해 Lehrer 등(1991)의 방법을 변형한 radial diffusion assay를 실시하였다. 먼저, -70°C에 보관중인 P. larvae 균주를 MYPGP 배지 50ml에 접종한 후 35°C에서 24시간 200 rpm으로 진탕 배양하였다. 이후 새로운 MYPGP 배지 50ml에 배양액 50μl를 접종하고 35°C, 2.5시간 진탕 배양한 후, 4°C, 3000 rpm에서 10 분간 원심 분리하였다. 원심 분리한 침전물은 차갑게 보관된 10ml의 10mM sodium phosphate buffer(SPB, pH 7.4)로 2번 세척한 후 최종적으로 5ml SPB에 resuspension 하였다 . resuspension 용액은 620nm에서 흡광도를 측정한 후 4×106 CFU 를 항온수조(42°C)에 보관되어 있는 underlay agar에 vortex 하여 잘 섞어 준 다음, square petridish(10×10×1.5cm)에 분주하였다. underlayagar는 10mM sodium phosphate buffer(pH 7.4)와 1%(w/v) lowelectroendosmosis-type agarose(Sigma), 0.03% MYPGP 배양배지를 이용해 만들었다. 분주한 underlay agar 가 굳으면 직경 10mm의 구명을 뚫어 시료 10μl를 넣고 3시간 동안 시료가 확산되도록 배양한다. 마지막으로 6% TSB와 1%(w/v) agarose가 포함되어 있는 overlay gel을 추가로 분주하여 배지가 굳으면, 37°C에서 24시간 정치 배양하여 생장억제구역(IDZ; inhibition zone distance)을 관찰하였다.

      

      
        통계처리
        모든 실험 결과는 3회 반복 수행된 평균값이며, 각 실험결과에 대한 통계분석은 SPSS program(Ver. 18.0, Chicago, IL, USA)을 이용하였으며, 각 실험군 간의 유의적 차이는 일원배치분산분석(one-way ANOVA)후 Duncan’s multiful range test(p<0.05)로 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        동충하초 폐배지 추출물에 의한 용매 분획
        본 연구에서는 동충하초 폐배지 추출물(3.5kg)을 MeOH 추출하여 추출물 178.5g을 얻었으며, 이를 대상으로 용매분획을 행하여 n-hexane 층(49.3g), chloroform 층(15.55g) ethyl acetate 층(1.4g), 수포화 BuOH 층(7.77g) 및 H2O 층(36.69g)을 각각 얻었다. 용매분획 후 얻어진 각 획분들은 TLC 분석을 통해(Fig. 2, 3) 각 획분에 함유되어 있는 화합물들의 존재경향을 비교·분석하였다. 이때 동충하초 자실체 추출물을 대조군으로 사용하였다. 그결과, 동충하초 자실체 추출물에서 확인된 spot 들이 동충하초 폐배지 추출물에서 확인된 spot 들과 매우 유사한 경향을 보여, 동충하초 자실체 추출물 및 동충하초 폐배지 추출물에는 서로 유사한 종류의 화합물을 함유하고 있을 것으로 확인된다. 또한 이들의 패턴은 n-hexane 층과도 매우 유사해 동충하초 폐배지 추출물에 함유되어있는 화합물이 n-hexane 층으로 많이 이행되었을 것으로 확인되었다. 그 결과는 cerium sulfate hydrate 발색(Fig. 2-C, 3-C)을 통해 추가로 확인했으며, 그 결과 동충하초 및 동충하초 폐배지 추출물에서 확인된 spot 들이 n-hexane 층과 매우 유사한 패턴으로 존재하는 것이 관찰되었다. spot의 색깔은 흑색과 황색 등 다양한 색이 혼재하고 있어 당류 및 아미노산을 비롯해 페놀성 화합물까지 다양하게 함유되어져 있을 것으로 확인되었다. 또한 DPPH ethanol 용액을 분무하여 항산화 활성화합물들의 존재 경향을 검토한 결과, 비극성 조건인 CHCl3/EtOAc/AcOH/MeOH=9:1:0.1:0.1 (v/v/v/v) 전개 용매에 의해 전개된 화합물의 경우 n-hexane (1)층 및 동충하초 폐배지 추출물 (5)에서만 탈색된 spot이 관찰되는 반면 (Fig. 2-D), 극성조건인 BuOH/AcOH/H2O=4:1:1 (v/v/v) 전개용매에 의해 전개된 화합물의 경우 대부분의 분획물에서 탈색된 spot이 고루 관찰되었다(Fig. 3-D). 이 결과를 통해 동충하초 폐배지 추출물 내 함유되어 있는 항산화 활성을 지닌 비극성 물질은 n-hexane 층으로 대부분 이행 되었으며, 항산화 활성을 지니는 극성 물질은 n-hexane 층을 비롯한 다른 층으로도 상당 부분 이행 된 것으로 확인 할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Thin-layer chromatography (TLC) of C. militaris waste product solvent fraction. The TLC plate developed using a mixture CHCl3/EtOAc/AcOH/MeOH=9:1:0.1:0.1 (v/v/v/v) and visualized by UV, DPPH ethanol solution and 1% cerium (IV) sulfate ethanol solution spray.; A, 254nm UV; B, 365nm UV; C, cerium sulfate hydrate.; D, 200μM DPPH ethanol solution. ; 1. n-hexane layer, 2. chloroform layer, 3. ethyl acetate layer, 4. fruit body of C. militaris extract, 5. waste product of C. militaris extract, 6. water-saturated n-butanol, 7. water layer.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Thin-layer chromatography of C. militaris waste product solvent fraction. The TLC plate developed using a mixture BuOH/AcOH/H2O=4:1:1 (v/v/v) and visualized by UV, DPPH ethanol solution and 1% cerium (IV) sulfate ethanol solution spray.; A, 254nm UV; B, 365nm UV; C, cerium sulfate hydrate.; D, 200μMDPPH ethanol solution. ; 1. n-hexane layer, 2. chloroform layer, 3. ethyl acetate layer, 4. fruit body of C. militaris extract, 5. waste product of C. militaris extract, 6. water-saturated n-butanol, 7. water layer.
          
          

          

        

      

      
        Radial diffusion assay에 의한 항균활성 검증
        본 연구에서는 radial diffusion assay를 통해 Paenibacillus larvae에 대한 동충하초 폐배지 추출물 및 동충하초 폐배지 용매 분획별 항균활성 효과를 검증하였다(Table 1, Fig. 3). 이때 대조군으로는 현미 동충하초 자실체 추출물을 사용하였으며, 사용된 용매분획물은 현미 동충하초 폐배지 추출물 n-hexane 층 및 chloroform 층, ethyl acetate 층, 수포화 BuOH 층을 사용하였다. 동충하초 폐배지 추출물 및 각각의 분획물은 0mg/ml, 1mg/ml과 10mg/ml에 대한 생장억제구역(IDZ)의 크기를 조사 하였으며, 항균활성 정도는 생장억제구역 크기를 통해 나타내었다(Table 1). 실험에 의한 생장억제구역의 크기는 각각의 분획물 농도에 비례하여 증가하였다. 즉 분획물 0mg/ml 및 1mg/ml에비해 10mg/ml에 대한 생장억제구역 크기가 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 분획물의 종류에 따라서는 ethyl acetate 분획물 10mg/ml에서 가장 높은 항균 활성능력이 확인 되었다. 특히 ethyl acetate 획분은 1mg/ml의 농도에서는 MeOH 추출물과 비슷한 5~10mm의 항균 활성을 보이지만, 10mg/ml의 농도 상에서는 15~20mm로 10~15mm의 항균 활성을 보이는 MeOH추출물과는 달리 높은 항균활성을 나타내는 것으로 확인 되었다. 또한 1mg/ml의 농도에서 전혀 항균활성을 나타내지 않았던 수포화 BuOH 획분은 10mg/ml의 농도에서 15~20mm의 높은 항균 활성을 나타내었다(Table 1, Fig. 3). 이 결과는 Reis 등(2013)에 의한 그람 음성균 및 양성균에 대한 항균활성 실험결과와 유사하다. 이들 연구결과에서는 그람 음성균 및 양성균에 대해 밀리타리스 동충하초가 높은 항균활성 효과가 있다고 밝혔는데, 특히 밀리타리스 동충하초 MeOH 추출물의 ethyl acetate 획분과 수포화 BuOH 획분에서만 특이적으로 항균활성을 보인다고 밝혔다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Antimicrobial activities of C. militaris fruit body and C. militaris waste product solvent fraction against Paenibacillus larvae
          
          

        

        
          
            
              	
              	Inhibition zone of plate (mm)
            

            
              	Concentration
            

            
              	0 (mg/ml)
              	1 (mg/ml)
              	10 (mg/ml)
            

          
          
            	C. militaris Fruit body
            	MeOH
            	- a
            	+1) b
            	++2) c
          

          
            	C. militaris waste product
            	MeOH
            	- a
            	+ b
            	++ c
          

          
            	
            	n-hexane
            	- a
            	- a
            	+ b
          

          
            	
            	CHCl3
            	- a
            	- a
            	+ b
          

          
            	
            	EtOAc
            	- a
            	+ b
            	+++3) c
          

          
            	
            	BuOH
            	- a
            	- a
            	++ b
          

        

        
          
            1)Slight antimicrobial activity, inhibition zone of 5-10mm.
          

          
            2)Relatively antimicrobial activity, inhibition zone of 10-15.
          

          
            3)Strong antimicrobial activity, inhibition zone of 15-20mm.
          

          
            Values with different superscript small letters in the low are significantly different by Duncan’s multiful range test after one way ANOVA at p<0.05.
          

        

        

        지금까지 미국부저병 방제를 위한 천연항생물질의 개발은 주로 프로폴리스 및 다양한 식물의 에센스 오일을 이용한 항균활성 검증에 대한 보고가 이루어 졌다. 그 중 Antúnez(2008) 등은 1% 프로폴리스 에탄올 추출물에서 P. larvae 에 대해 20~30mm 정도의 항균활성을 보였으며, 이는 프로폴리스 내에 함유하고 있는 페놀 및 플라보노이드 성분에 의한 항균 작용일 것으로 여겨진다. Fuselli 등은(2008) 감귤류로부터 추출한 에센스 오일로부터 P. larvae에 대한 항균활성 효과를 검증한 바 있다. 이들에 따르면, 감귤 에센스의 P. larvae에 대한 항균활성은 감귤류가 함유하고 있는 테르펜의 수산화기로부터 기인하는 것이라고 밝혔다. Bilikova 등(2013)은 프로폴리스 ethyl acetate 층으로부터 극성의 신규화합물을 분리하여 부저병 균주에 대한 우수한 항균활성 효과를 확인 하였는데, 이 또한 페놀성 물질이 가지는 수산화기가 P. larvae에 대한 항균활성에 영향을 미치는 것으로 판단되었다. 이러한 결과 등을 종합하면 미국부저병 원인균인 P. larvae는 페놀성 물질 등이 함유하고 있는 수산화기에 의해 항균활성 효과를 보이는 것으로 확인된다. 본 연구결과에서는 동충하초 자실체 및 동충하초 폐배지 추출물의 P. larvae에 대한 항균활성 효과를 검증하였다. 특히 ethyl acetate 층에서 가장 강한 항균활성 효과가 있는 것으로 확인되었는데, 이는 동충하초 자실체 및 동충하초 폐배지 추출물이 함유하고 있는 물질 중 수산화 기를 함유하고 있는 극성 물질이 ethyl acetate 층으로 다량 전이 되어 나타난 결과로 여겨진다. 이는 추후 후속연구 등을 통해 단일 물질을 분리하고 기작을 밝힐 필요가 있을 것으로 사료된다.

        본 연구에서는 동충하초 폐배지 추출물의 분획물로 부터 부저병 원인 균주인 P. larvae에 대한 항균활성을 검증 하였다. 이는 동충하초 및 동충하초 폐배지 추출물로부터 부저병 억제효과를 확인한 첫 번째 사례이다. 동충하초 폐배지는 동충하초를 접종하여 키운 배양배지로, 자원으로 활용이 되지는 않지만 cordycepin 등의 동충하초 생리활성 유효성분이 전이되어 동충하초 자실체와 유사한 생리활성 기능을 가지고 있는 것으로 확인된다. 그러나 동충하초 폐배지는 자실체에 비해 1/10 이상 낮은 가격으로 구매가 가능하여 저렴한 비용으로 양봉농가에서 천연물 약제로 활용이 가능할 것으로 여겨진다. 특히 저자는 앞선연구에서 동충하초 폐배지 추출물이 꿀벌 질병중 하나인 노제마 질병 방제에 효과가 있는 것을 확인하였다(김 등, 2015). 이는 동충하초 폐배지 추출물을 이용하여 꿀벌의 주요 질병인 미국부저병을 비롯하여 꿀벌 노제마병까지 동시 방제할 수 있는 가능성을 제시함으로써, 방제비용 및 노동력 절감 효과가 클 것으로 기대된다. 본 연구에서는 또한 동충하초 폐배지 추출물 용매 분획별 항균효과를 별도로 검증하였다. 이로써 동충하초 및 폐배지가 함유하고 있는 유효물질을 분리하는데 기초자료로 활용이 가능할 것으로 생각된다.

      

    

    

  
    
      적 요
      미국부저병(American foulbrood, AFB)은 Paenibacillus larvae에 의해 발생되는 세균성 질병으로, 내생 포자 생성으로 인해 방제가 어려워 꿀벌에 심각한 피해를 끼치는 꿀벌의 주요 질병 중 하나이다. 미국부저병의 방제는 주로 항생제에 의존하고 있으나, 현재 유럽의 대부분의 국가에서는 미국부저병 방제에 항생제 사용을 엄격히 금지하고 있는데다 최근 양봉산물 내항생물질의 잔류 및 내성균의 출현 등의 문제로 인해 이를 대체할 수 있는 천연방제제의 개발이 시급한 상황이다. 본 연구에서는 동충하초 배지 추출물을 이용한 꿀벌 부저병 천연물 방제를 위해 동충하초 배지 추출물을 용매 분획하여 TLC 크로마토그래피를 수행하였다. 먼저 3.5kg의 동충하초 배지 분말을 메탄올로 추출하여(178.5g) 이를 대상으로 용매분획을 행하여 n-hexane 층(49.3g), chloroform 층(15.55g) ethyl acetate 층(1.4g), 수포화 BuOH 층(7.77g) 및 H2O 층(36.69g)을 각각 얻었다. 용매분획 후 얻어진 각 획분들은 TLC 분석을 실시하였으며, 이들 획분에 대한 P. larvae 항균활성을 검증하기 위한 radial diffusion assay를 수행하였다. 그 결과 수포화 BuOH 및 ethyl acetate 획분 10mg/ml의 농도에서의 생장억제구역(IDZ)의 크기는 15~20mm로 가장 높은 항균 활성 능력이 있는 것으로 확인되었다. 이는 동충하초 및 동충하초 폐배지 추출물로부터 부저병 억제효과를 확인한 첫 번째 사례이며 추후 동충하초 폐배지 추출물에 대한 유효물질 분리를 위한 기초자료로 제공될 수 있을 것으로 기대된다.
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