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1. 서    론1)

최근 화장품의 기능은 노화방지, 보습효과, 미백효과, 주름개선, 치
료효과 등 다양한 용도로 사용되고 있다. 이 중 화장품의 안전성과 유

효성을 유지하는 데 중요한 역할을 하는 항균성능에 대한 관심이 고

조되고 있다[1]. 항균제는 화장품 속에서나 사람의 피부와 접촉하여 
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번식할 수 있는 세균, 곰팡이, 미생물 등의 성장을 억제하거나 방지하

는 역할을 하며 화장품의 유통기간을 늘리고 안정성을 보장하는 역할

을 한다. 그러나 주로 사용되고 있는 항균제는 합성 항균제이며, 이는 

화장품의 안전성 및 사람의 피부건강에도 악영향을 미칠 수 있다. 따
라서 합성 항균제를 대체할 수 있는 천연 항균제의 선택과 사용은 반

드시 필요하며, 이에 대한 연구 및 규제는 화장품 산업에서 계속적인 

관심사로 떠오르고 있다[2]. 
천연 항균제로 사용 가능한 천연물로 전나무(Abies holophylla)와 

잣나무(Pinus koraiensis) 잎 등이 사용될 수 있다. 전나무는 소나무과

에 속하는 상록침엽교목으로 높이는 약 40 m까지 자라고 잎은 바늘모

양으로 나는 것이 특징이다. 전나무 잎의 유효 성분 중에서는 borneol
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초    록

본 연구에서는 전나무와 잣나무 잎으로부터 항균특성을 갖는 기능성 물질을 추출한 후 반응표면분석법 중 중심합성
계획법(CCD-RSM)을 이용하여 최적화하였다. 최적 추출 조건은 전나무의 경우 추출온도(59.5 °C)와 주정/초순수 부피
비(69.5 vol.%)이었으며, 이때 반응치는 추출수율(13.5%), 대장균 억제직경(11.6 mm), 황색포도상구균 억제직경(9.3 
mm)로 산출되었다. 또한 잣나무의 경우에는 최적 추출조건인 추출온도(59.2 °C)와 주정/초순수 부피비(67.8 vol.%)에
서 추출수율(4.8%), 대장균 억제직경(7.9 mm), 황색포도상구균 억제직경(12.5 mm)로 산출되었다. 각 천연물의 최적조
건에서 실제 실험 결과 전나무 잎의 추출수율은 13.0%, 대장균 억제직경은 11.7 mm, 황색포도상구균 억제직경은 9.2 
mm로 약 ± 2.30% 오차율을 나타내며, 잣나무 잎의 추출수율은 5.1%, 대장균 억제직경은 7.5 mm, 황색포도상구균 억
제직경은 12.3 mm로 ± 4.23% 오차율을 나타내었다.

Abstract
In this study, functional substances with antibacterial properties were extracted from the needles of Abies holophylla and Pinus 
koraiensis, and optimized using the central composite design-response surface methodology (CCD-RSM). The optimal ex-
traction conditions for Abies holophylla were an extraction temperature of 59.5 °C and an ethanol/ultrapure water volume 
ratio of 69.5 vol.%, resulting in an extraction yield of 13.5% and inhibition diameters of 11.6 mm against Escherichia coli 
(E. coli) and 9.3 mm against Staphylococcus aureus (S. aureus). For Pinus koraiensis, the optimal extraction conditions were 
an extraction temperature of 59.2 °C and an ethanol/ultrapure water volume ratio of 67.8 vol.%, resulting in an extraction 
yield of 4.8% and inhibition diameters of 7.9 mm against E. coli and 12.5 mm against S. aureus. The actual experimental 
results under these optimal conditions showed that an extraction yield from Abies holophylla needles was 13.0% and an in-
hibition diameter of 11.7 mm against E. coli and 9.2 mm against S. aureus, indicating an error rate of approximately ± 2.3%. 
For Pinus koraiensis needles, the extraction yield was 5.1%, with inhibition diameters of 7.5 mm against E. coli and 12.3 
mm against S. aureus, indicating an error rate of ± 4.23%.

Keywords: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Inhibition diameter, Abies holophylla, Pinus koraiensis 
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과 α-bisaboblol이 항균작용을 하는 성분으로 보고되고 있다[3]. 또한 

잣나무는 소나무과에 속하며 해발고도 1000 m 이상에서도 서식하는 

생명력이 높은 식물로 예로부터 항진균, 항바이러스, 항균제로 사용되

고 있다. 잣나무 잎에서 항균작용을 하는 성분 중 3-carene, camphene, 
limonene등의 terpene hydrocarbon의 종류가 대부분 분포되어 있으며, 
ethyl acetate 또한 포함되어 있다[4]. 

따라서 본 연구에서는 전나무와 잣나무 잎에 함유된 항균활성물질

을 추출한 후 대장균(Escherichia coli, E. coli)과 황색포도상구균

(Staphylococcus aureus, S. aureus) 억제 직경을 통하여 항균특성을 고

찰하였다. 또한 이들의 추출과정을 반응표면분석법 중 중심합성법

(central composite design-response surface methodology, CCD- RSM)
을 이용하여 최적화하였다. CCD-RSM은 가상의 공간에 실험을 설계

하고 분석한 결과를 통하여 반응치의 목표 값을 이루는 실험조건을 

최적화한다. 중심합성계획법을 통해 실험을 설계하였으며, 추출과정

의 독립변수로는 추출온도와 주정/초순수 부피비로 설정하였고, 반응

치로는 추출수율과 항균효능을 평가하기 위하여 대장균과 황색포도

상구균의 억제직경(inhibition diameter)을 측정하였다[5].

2. 재료 및 방법

2.1. 천연물의 추출과정

실험에 사용된 천연물로는 전나무와 잣나무 잎을 선정하였으며, 파
쇄 후 40 °C에서 24 h 건조하여 사용하였다. 천연물 분말 10 g을 용매 

400 mL에 넣은 후 추출온도와 주정/초순수 부피비를 독립변수로 추

출과정을 진행하였다. 추출과정 후 진공여과장치(A-1000S)를 이용하

여 2번 여과한 후 회전진공증발기(N-1100)를 이용하여 40 °C에서 증

류시켰다. 증류과정 후 추출물을 –20 °C 냉동고에 12 h 동안 얼린 후, 
동결건조장치(CRYODOS.50)를 이용하여 24 h 동안 건조하여 추출물

의 분말을 얻었다[6]. 추출수율은 실험에 사용된 천연물의 질량과 동

결건조 후 건조물의 질량을 이용하여 다음과 같이 계산하였다[7].

Yield  

×  (1)

 
여기서 는 추출물의 총질량이며, 는 추출과정에 사용된 천연물

의 질량이다. 총 3회 반복 측정한 평균값을 사용하였다.

2.2. 대장균과 황색포도상구균에 대한 항균능력 평가

본 연구에서 사용한 그람음성균 1종과 그람양성균 1종은 병원성 세

균으로서 국립보건진흥원으로부터 분양받은 시험용 균주를 사용하였

다. 대장균(ATCC 25922)과 황색포도상구균(ATCC 25923)을 한천배

지를 사용하여 37 °C의 배양기(incuator, BI-P-150)에서 24 h 동안 배

양한 후 한 군락을 0.5 McFarland 탁도로 맞추었다. 균액 50 µL를 

Muller Hinton Agar (MHA, ID = 9 mm, H = 4 mm)에 고르게 도말하

였다. 1 mg/mL 농도의 전나무와 잣나무 잎 추출물을 멸균된 항생물

질 검정용 여과지(paper disk, ID = 6 mm)에 각각 25 µL씩 흡수시킨 

후 균을 도말한 배지에 올려놓고 억제직경을 mm 단위로 측정하였으

며, 이때 대조군은 증류수를 이용하였다[8]. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 천연물로부터 항균활성물질의 추출과정

전나무와 잣나무 잎으로부터 항균활성물질을 추출하기 위한 추출

과정을 CCD-RSM을 이용하여 최적화하였다. 추출과정의 독립변수로

는 추출온도(55~65 °C)와 주정/초순수 부피비(50~80%)를 설정하였고, 
반응치로는 추출수율, 대장균과 황색포도상구균의 억제직경을 설정하

였다. CCD-RSM을 이용하여 설계된 추출과정의 2가지 독립변수를 이

용한 전나무와 잣나무 잎의 추출조건 및 3가지 반응치를 나타낸 실험

결과를 Table 1에 나타내었다.
전나무 잎 추출실험 결과를 바탕으로 CCD-RSM을 이용하여 최적

화 분석결과에 따른 각 반응치에 대한 2차 회귀방정식을 식 (2)~(4)에 

나타내었다[9].

Table 1. Two Variables and Corresponding Response Values Using CCD-RSM

No.
Experimental condition Abies holophylla needle extracts Pinus koraiensis needle extracts

Temp.
[°C]

Ethanol 
[vol.%]

Yield 
[%]

E. coli
[mm]

S. aureus
[mm]

Yield 
[%]

E. coli
[mm]

S. aureus
[mm]

1 60.0 65.0 13.8 11.2 9.1 4.7 7.9 12.4

2 60.0 65.0 13.2 11.5 9.5 4.7 7.9 12.6

3 52.9 65.0 13.1 10.8 8.7 4.5 7.6 12.8

4 55.0 50.0 12.5 10.1 7.1 3.8 7.2 11.5

5 60.0 43.8 11.5  8.7 6.8 3.1 7.1  9.1

6 60.0 65.0 13.4 11.1 8.8 4.8 7.8 12.4

7 67.1 65.0 13.5 10.9 8.6 4.6 7.6 11.5

8 60.0 86.2 12.1 10.6 8.9 4.3 7.6  9.5

9 60.0 65.0 13.5 11.8 9.2 4.6 7.9 12.6

10 60.0 65.0 13.6 11.9 9.1 4.7 7.8 12.6

11 55.0 80.0 13.0 11.1 8.9 4.4 7.6  9.9

12 65.0 50.0 11.9  9.7 8.1 3.2 7.3  9.7

13 65.0 80.0 12.4 11.4 8.4 4.4 7.7  9.9
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        


 
  

(2)

        


 
  

(3)

        


 
  

(4)

여기서 3가지 반응치는 추출수율( ), 대장균 억제직경( , 황색포도

상구균 억제직경( )이고, 독립변수는 추출온도()와 주정/초순수 부

피비( )이다. 
Figure 1은 CCD-RSM을 이용하여 2가지 독립변수에 대한 반응치 

변화에 대한 등고선과 95% 신뢰구간 내의 분포도를 나타낸 그림이다. 
그림에서 추출수율은 추출온도의 변화에 따른 증가폭이 나타나지 않

으며, 주정/초순수 부피비에 따라서는 증가하다 다시 감소하였다. 대

장균과 황색포도상구균 억제직경의 경우에는 추출온도 변화에 큰 영

향이 없었으며, 주정/초순수 부피비가 증가하면 증가하는 경향을 나타

내었다[10]. 또한 13번의 실험을 통하여 얻은 추출수율, 대장균과 황

색포도상구균의 억제직경에 대한 95% 신뢰구간에서의 통계학적 유의

성을 확인하기 위하여 평균값, 표준편차(standard deviation, SD), AD 
(Anderson-Darling) 등에 의거하여 분포도의 신뢰성을 분석하였다. 표
준편차는 실험결과의 분산상태를 나타내는 값으로 표준편차가 작을

수록 실험 데이터들의 분산분포가 좁아지는 것을 의미한다. AD는 실

험결과의 예상분포 구간에서 분포균일성을 나타내며, AD가 클수록 

분포구간 내 실험결과의 불균일함을 의미한다[11]. 독립변수인 추출

수율(평균값 = 12.88, 표준편차 = 0.7313, AD = 0.437), 대장균 억제직

경(평균값 = 10.83, 표준편차 = 0.8920, AD = 0.475), 황색포도상구균

의 억제직경(평균값 = 8.554, 표준편차 = 0.7986, AD = 0.839)로 산출

되었다. 위 데이터는 통계학적 분포이론에 근거하여 합리적인 수치에 

해당되는 것이 확인되며 산출된 데이터들이 정규분포에 따른다고 볼 

수 있다[12].

(a) Extraction yield

   

(b) E.coli inhibition diameter

   

(c) S.aureus inhibition diameter

   

Figure 1. Contour graph and Scatter plot of in 95% confidence interval of extraction yield, E. coli and S. aureus inhibition diameter of Abies 
holophylla needle extracts.
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전나무 잎의 추출과정의 CCD-RSM 분석 결과를 Table 2에 나타내

었다. F-value는 회귀 모델 전체의 유의성을 평가하는 통계량이며, 값
이 클수록 데이터의 유의성을 가지고 있다는 것을 판단하며, P-value
는 귀무가설의 기각 여부를 나타내는 지표이며, 개별 회귀 계수의 값

이 작을수록 귀무가설을 기각하고 대립가설을 채택할 가능성이 높다

는 것을 알 수 있으며, F-value는 클수록 모델 전체의 유의성을 나타

내며, P-value는 작을수록 개별 회귀 계수의 유의성을 나타낸다. 따라

서 두 값의 통계적 검정을 통하여 실험결과의 신뢰성을 판단한다. 교
호효과는 두 개 이상의 독립변수가 함께 작용하여 종속 변수에 미치

는 영향을 의미한다. 주효과도는 각 독립 변수가 종속 변수에 미치는 

평균적인 효과를 나타내며 값이 클수록 그 미치는 효과가 크다고 판

단한다[13]. 각 독립변수에 따른 추출수율에 대한 F-value는 각각 

0.57, 4.88이고, P-value는 각각 0.473, 0.063이며, 따라서 추출온도에 

비해 주정/초순수 부피비의 F-value가 보다 작고 P-value는 보다 크기 

때문에 추출수율에 대한 주정/초순수 부피비가 주효과도로 분석되었

다. 또한 교호효과도는 (추출온도 × 주정 / 초순수 부피비)로 표현되

며, F-value는 1.24, P-value는 0.302이다. 본 연구에서 결정계수(R2)는 

90.5%이었다. 대장균 억제직경에 대한 F-value는 각각 0.001, 35.34이

고, P-value는 각각 0.965, 0.001 이다. 따라서 추출온도에 비해 주정/
초순수 부피비의 F-value가 보다 작고 P-value는 보다 크기 때문에 추

출수율에 대한 주정/초순수 부피비가 주효과도로 분석되었다. 또한 교

호효과도의 F-value는 4.03, P-value는 0.085이다. 본 연구에서 결정계

수(R2)는 92.5%이었다. 황색포도상구균 억제직경에 대한 F-value는 각

각 0.26, 52.39이고, P-value는 각각 0.624, 0.001이다. 따라서 추출온

도에 비해 주정/초순수 부피비의 F-value가 보다 작고, P-value는 보다 

크기 때문에 황색포도상구균 억제직경에 대한 주정/초순수 부피비가 

주효과도로 분석되었다. 또한 교호효과도의 F-value는 8.66, P-value는 

0.022이다. 본 연구에서 결정계수(R2)는 94.4%이었다. 
Table 1의 잣나무 잎 추출실험 결과를 바탕으로 CCD-RSM을 이용

하여 최적화 분석결과에 따른 각 반응치에 대한 2차 회귀방정식을 식

(5)~(7)에 나타내었다.

        


 
  

(5)

        


 
  

(6)

        


 
  

(7)

Figure 2는 CCD-RSM을 이용하여 2가지 독립변수에 대한 반응치 

변화에 대한 등고선과 95% 신뢰구간 내의 분포도를 나타낸 그림이다. 
등고선 그래프에서 추출수율은 추출온도에 따라 영향이 없었으며, 주
정/초순수 부피비가 증가함에 따라 증가하다 다시 감소하였다. 대장균 

억제직경의 경우에도 추출온도 의존성은 작았으며, 주정/초순수 부피

비가 증가함에 따라 증가하는 경향을 보였다. 또한 황색포도상구균 

억제직경의 경우에는 추출온도가 낮을수록 증가하고, 주정/초순수 부

피비가 증가함에 따라 증가하다 다시 감소하였다. 잣나무 잎 추출물

의 추출수율 및 대장균과 황색포도상구균 억제직경에 대한 95% 신뢰

구간 내의 분포도에 의한 독립변수에 따른 평균값, 표준편차, AD, 
P-value는 각각 추출수율(평균값 = 4.292, 표준편차 = 0.5678, AD = 
1.266), 대장균 억제직경(평균값 = 7.615, 표준편차 = 0.2672, AD = 
0.981), 황색포도상구균 억제직경(평균값 = 11.27, 표준편차 = 1.420, 
AD = 0.981)로 산출되었다. 이는 통계학적 분포이론에 근거하여 합리

적인 수치범위에 해당되는 것이 확인되며, 산출된 데이터들이 정규분

포에 따른다고 볼 수 있다[14].
잣나무 잎의 반응표면분석 결과를 Table 3에 나타내었으며, 추출수

율의 교호효과는 F-value는 22.3, P-value는 0.002이고, 주정/초순수 부

피비의 F-value가 가장 크고 P-value가 가장 작기 때문에 주정/초순수 

부피비가 주효과도로 분석된다. 대장균 억제직경의 교호효과는 F-val-
ue는 11.67, P-value는 0.011이고, 주정/초순수 부피비의 F-value가 가

장 크고 P-value가 가장 작기 때문에 주정/초순수 부피비가 주효과도

로 분석된다. 황색포도상구균 억제직경의 교호효과는 F-value는 8.13, 
P-value는 0.025이고, 주정/초순수 부피비의 F-value가 가장 크고 

P-value가 가장 작기 때문에 주정/초순수 부피비가 주효과도로 분석된

다. 각 반응치에 결정계수는 추출수율은 96.1%, 대장균 억제직경은 

97.7%, 황색포도상구균 억제직경은 95.6%로 나타났다. 

3.2. CCD-RSM을 이용한 최적화

전나무와 잣나무 잎 추출과정에서 추출온도와 주정/초순수 부피비

를 CCD-RSM에서 독립변수로 설정하고 추출수율과 대장균 억제직경

과 황색포도상구균 억제직경을 반응치로 설정하여 추출과정에 대한 

최적화연구를 진행하였다. CCD-RSM 분석 결과에 따라 두 개 독립변

수를 종합 고려하여 전나무 잎 추출물의 종합만족도 그래프를 보면 

Table 2. CCD-RSM Variance Analysis of Regression Coefficients of the Various Response Values of Abies holophylla Needle Extracts

Source
Yield [%] E.coli [mm] S.aureus [ mm]

F-value P-value F-value P-value F-value P-value

Module 13.27 0.002 17.2 0.001 23.56 0.000
  0.57 0.473    0.000 0.965  0.26 0.624

  4.88 0.063 35.34 0.001 52.39 0.000


  1.24 0.302  4.03 0.085  8.66 0.022


 60.86 0.000 48.25 0.000 51.88 0.000

   0.000 1.000  1.19 0.311  9.17 0.019

Lack of fit  2.75 0.177  0.58 0.657  0.94 0.501

 90.45 92.47 94.39
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독립변수인 추출온도와 주정/초순수 부피비는 각각 61.2 °C, 67.4 
vol.%로 나타났으며, 이 조건에서 추출수율과 대장균과 황색포도상구

균 억제직경은 각각 13.5%, 11.6 mm, 9.3 mm로 나타났다. 잣나무 잎 

추출물의 종합만족도 그래프를 보았을 때 추출온도와 주정/초순수 부

피비는 각각 59.2 °C, 67.8 vol.%로 나타났으며, 이 조건에서 추출수율

과 대장균과 황색포도상구균 억제직경은 각각 4.8%, 7.9 mm, 12.5 
mm로 산출되었다. 전나무와 잣나무 잎 추출물 과정의 종합만족도 그

래프에서 추출수율과 대장균과 황색포도상구균의 억제직경 실험그래

(a) Extraction yield

   

(b) E.coli inhibition diameter

   

(c) S.aureus inhibition diameter

   

Figure 2. Contour graph and Scatter plot of in 95% confidence interval of extraction yield, E. coli and S. aureus inhibition diameter of Pinus 
koraiensis needle extracts.

Table 3. CCD-RSM Variance Analysis of Regression Coefficients of the Various Response Values of Pinus koraiensis Needle

Source
Yield [%] E. coli [mm] S. aureus [mm]

F-value P-value F-value P-value F-value P-value
Module 34.41 0 60.67 0 30.23 0
  1.22 0.307  1.81 0.22 10.87 0.013
 70.73 0 102.82 0  0.7 0.431


  4.54 0.071 46.77 0   4.35 0.075


 95.17 0 171.95 0 134.37 0

  4.16 0.081 0 1  4.89 0.063
Lack of fit  8.75 0.031  0.81 0.549 28.43 0.004

 96.09 97.74 95.57
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프 모두 독립변수의 최적값와 반응치의 최적값을 포함하기에 본 조건

에서 종합적인 분석의 최적결과를 얻을 수 있고, 또한 종합만족도는 

0.9555이기에 본 실험의 예상결과는 나타난 독립변수의 값에서 실험

했을 때 반응치의 값이 최적의 값으로 나올 가능성이 매우 높다고 볼 

수 있다[15].
Figure 3은 디스크 확산법을 이용하여 최적조건에서 전나무 잎과 

잣나무 잎 추출물의 대장균과 황색포도상구균의 억제직경을 측정한 

사진이다. 전나무 잎 추출물의 대장균과 황색포도상구균 억제직경은 

각각 11.5 mm, 9.1 mm이고, 잣나무 잎 추출물의 대장균과 황색포도

상구균 억제직경은 각각 7.5 mm, 12.3 mm이었으며, 전나무와 잣나무 

잎 추출물의 항균능 측정 결과 평균 오차율은 각각 ± 2.3%, ± 4.23%
로 나타났다. 전나무와 잣나무 잎 추출물의 항균특성이 대장균과 황

색포도상구균에 대해 다르게 나타났다. 이는 추출된 기능성 물질이 

다르기 때문으로 전나무 추출물의 경우 주성분인 α-bisabolol과 born-
yl acetate가 대장균에 대한 항균특성이 우수하기 때문이다[16]. 잣나

무 추출물의 기능성 물질로는 3-carene, camphene, limonene 등이 있

으며, terpene hydrocarbon 함유량이 많아 황색포도상구균에 대한 항

균특성이 우수하게 나타났다[17].

4. 결    론

전나무와 잣나무 잎 추출물의 대장균과 황색포도상구균 억제직경

을 기준으로 추출과정을 진행하였다. CCD-RSM을 이용하여 전나무

와 잣나무 잎의 항균활성물질의 추출과정을 최적화한 결과 다음과 같

은 결론을 얻을 수 있었다.
1. 전나무 잎 추출물의 CCD-RSM 최적화 분석 결과 추출수율, 대장

균과 황색포도상구균 억제직경을 모두 만족하는 최적 조건은 추출온

도(59.5 °C)와 주정/초순수 부피비(69.5 vol.%)로 산출되었으며, 이 조

건에서의 반응치는 추출수율(13.5%), 대장균 억제직경(11.6 mm), 황
색포도상구균 억제직경(9.3 mm)이었다. 이 조건에서 실제실험 결과는 

추출수율(13.0%), 대장균 억제직경(11.5 mm), 황색포도상구균 억제직

경(9.1 mm)로 측정되어 오차율은 각각 ± 3.8%, ± 0.9%, ± 2.2%로 나

타났다.
2. 잣나무 잎 추출물의 CCD-RSM 최적화 분석 결과 최적 추출온도

는 59.2 °C이고, 주정/초순수 부피비가 67.8 vol.%이었으며, 이 조건에

서 추출수율(4.8%), 대장균 억제직경(7.9 mm), 황색포도상구균 억제

직경(12.5 mm)로 산출되었다. 실제 실험 결과 추출수율(5.1%), 대장

균 억제직경(7.5 mm), 황색포도상구균 억제직경(12.3 mm)으로 측정

되어 오차율은 각각 ± 6.0%, ± 5.1%, ± 1.6%로 나타났다.
3. 전나무와 잣나무 잎 추출물의 항균특성 실험 결과 대장균 억제직

경의 경우 전나무 잎 추출물(11.5 mm) > 잣나무 잎 추출물(7.5 mm)로 

나타났으며, 황색포도상구균 억제직경의 경우에는 잣나무 잎 추출물

(12.3 mm) > 전나무 잎 추출물(9.1 mm)로 나타났다. 
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