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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   키틴분해 미생물을 다량 함유한 생물기능성 퇴비의 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   게, 새우 껍질 등의 천연 부산물은 우리 나라 동해안을 비롯하여 미국의 알라스

카주, 메인주, 캐나다 등 전 세계적으로 분포되어 연간 약 1.5 × 10
8
톤 정도 생산되

고 있다. 이러한 부산물들은 수산물 가공공장을 거쳐 생산량의 일부는 키토산을 제

조하는데 사용되고 있으나 대부분은 폐기되고 있는 실정이다. 이렇게 폐기된 천연부

산물들을 기존의 방식으로 처리하려면 상당한 비용이 필요하며 기술력 또한 미비한 

단계이다. 하지만 주성분의 대부분이 키틴으로 이루어져 있는 이러한 부산물들은 미

생물학, 생물학적으로 응용한다고 하면 하나의 크나큰 천연자원으로 활용할 수 있다. 

키틴을 생물학적으로 분해하려면 반드시 chitinase를 생산하는 키틴분해 미생물이 관

여해야만 한다. 최근 생물학적 방제가 주요한 이슈로 되면서 키틴 및 키틴분해 미생

물을 이용한 병해충 방제가 주요한 연구 과제로 떠오르고 있다. 시설재배 주요 채소

류의 양묘는 육묘에 의존하는 것이 보편화되어 있다.  육묘용 상토에 생장촉진 및 

병충해방제의 2중의 효과가 정식 후 포장에서도 지속된다면 매우 고무적인 일이 될 

것이다. 시설재배지의 병원성 곰팡이에 의한 연작장해가 빈번히 일어나는 곳이나 선

충의 피해가 자주 발생한 채소류 및 두과작물의 재배지에 기능성 키틴퇴비를 개발 

사용함으로써 연작장애의 피해를 줄임과 동시에 시설채소류의 고품질화 증산을 꾀하

고자 한다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 가) 우리나라에 부존 폐기자원을 활용한 원예용 기능성 키틴퇴비개발
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 나) 키틴퇴비의 기능성 강화 및 지속성 유지를 위한 배지의 적정 환경조성

 다) 키틴퇴비의 육묘, 고형배지, 포장에서 생장촉진, 병해, 충해에 대한 기능성 검증

 라) 키틴퇴비의 광범위한 적용성 (육묘, 분화, 양액재배) 검토를 통한 산업화 기술 

확립

 마) 키틴퇴비의 대량생산 제조법 확립

 바) 관련기술 [ i) 부존 폐기자원으로 부터의 키틴분해 미생물의 분리, 동정 기술 ii) 

작물의 생장, 병해, 충해에 관련된 기능성 키틴퇴비 개발 iii) 키틴퇴비의 대량

생산 ]의 특허 및 제품화

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

본 연구실에서는 3년간의 연구를 거쳐서 키틴분해 미생물의 분리, 동정 및 기내실험

을 통한 특성 파악을 거쳐서 키틴분해 미생물을 다량 함유한 기능성 퇴비의 개발에 

성공하였으며 개발된 퇴비를 이용하여서 폿트, 소규모포장 및 대규모 포장에서 키틴

분해 미생물을 다량 함유한 기능성 퇴비의 식물병 방제 효과 및 식물생장 촉진 효과

를 확인하였다. 또한 기술을 주식회사 흙사랑에 이전하였으며 제품화 시키는데 주력

하였으며 농가에 보급하는데 적극적인 노력을 기울여 왔다. 앞으로 키틴분해 미생물

을 다량 함유한 기능성 퇴비의 연구 결과를 적극 활용하여서 더욱더 새롭고 효과적

인 연구 산물을 농가에 보급하고자 한다.
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SUMMARY

(영문요약문)

The chitin compost containing multitude chitinase producing bacteria (Chitin 

Compost) was manufactured. The enzyme chitinase released from the chitinase 

producing bacteria which isolated from the coast soil inhibited not only the 

growth of the soil-boron pathogens but also the egg hatch of Meloidogyne 

incognita. Furthermore, hyphae of pathogens were found destructed by the 

enzymes and antibiotics produced from the chitinase producing bacteria via  the 

light microscopy and scanning electro microscopy study. Chitin Compost showed 

respectable effect in the biological control of late blight caused by Phytophthora 

capsici  in pepper, clubroot in chinese cabbage and root-knot nematode in tomato. 

The technology in the chitin compost containing multitude chitinase was 

transferred to the Limited Company LOVE　SOIL and in mass production.   
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제1장 연구개발과제의 개요

제1절 연구개발의 목적

  

  동해안에서 버려지고 있는 게껍질(특히 게의 등 부위, 발부위는 키토산 조제용으

로 사용되고 있음)과 농업에서 생산되는 부산물(볖짚, 밀짚 등등)을 이용해서 강력한 

키틴분해 미생물이 다량 서식할 수 있는 키틴퇴비를 생산하여 육묘나 포장에 직접 

사용해서 병원균의 발병을 줄임으로서 육묘용 상토의 국산화와 키틴분해미생물을 이

용한 기능성 부여로 육묘에서 수확까지 생장촉진과 더불어 친환경적인 생물학적 방

제의 기반을 마련하고자 한다. 

① 키틴분해 미생물이 다량 서식하고 있는 키틴퇴비 생산. 

② 연작장해가 빈번히 일어나는 곳에 기능성 키틴퇴비를 개발 사용함으로써 연작장

애의  피해 경감 작물의 고품질화.

③  육묘나 포장에 직접 사용해서 병원균의 발병을 줄임으로서 육묘용 상토의 국산

화..

④ 기능성 부여로 육묘에서 수확까지 생장촉진과 더불어 친환경적인 생물학적 방제

의 기반을 마련.

   

제2절 연구개발의 필요성 및 범위

1. 필요성

경제가 성장함에 따라 소득이 증가하여 식생활의 개선이 촉진되고 축산물이나 채소

류의 수요가 급증하고 있다. 따라서 농업 경영면에서도 소득이 높고 연중 재배가 가

능한 시설재배가 증가하고 있다. 시설재배의 특성은 수익성이 높은 특정작물을 전문

적으로 재배하게 되어 연작을 하게 된다. 또한 농민들은 생산성을 조금이라도 높이

기 위해서 과량의 비료와 농약을 투입하고 있는 실정이다. 이러한 이유로 인하여 대
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부분의 시설토양은 과량의 염류가 집적되어있고, 병해가 만연되어 있어 연작장해가 

심각하다. 한편, 과다하게 시용된 비료의 일부는 하천이나 호수로 흘러 들어가 부영

양화 (eutrophication)를 일으켜 식수원을 오염시키는 원인이 되기도 하며, 또한 자주 

살포되고 있는 농약은 환경 생태계를 상당히 파괴시키는 주요 오염원이다. 또한 

2004년 농림부에서 발표한 친환경농업육성과 농산물 안전 확보 대책에 따르면 2014

년까지 2004년 대비 비료와 합성농약의 사용량을 60%이상 감소하여 친환경농산물의 

생산량을 10%이상 증가시키는 것은 목표로 하고 있다. 

2. 범위

가. 부존 폐기자원을 활용한 생물 기능성 키틴퇴비 개발

나. 키틴퇴비의 기능성 강화 및 지속성 유지를 위한 배지의 적정 환경조성

다. 키틴퇴비의 육묘, 포장(시설원예 토양 및 노지)에서 생장촉진, 병충해에 대한 기

능성 검증

라. 키틴퇴비의 광범위한 적용성 검토를 통한 산업화 기술 확립

마. 키틴퇴비의 대량생산 제조법 확립

  바. 관련기술 : 1) 부존 폐기자원으로 부터의 키틴분해 미생물의 분리, 동정 기술

                2) 작물의 생장, 병해, 충해에 관련된 기능성 퇴비개발

                3) 키틴퇴비의 대량생산의 특허 및 제품화
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제2장 국내외 기술개발 현황

제1절 국내

     국내에서는 최근 십여 년간 근권 미생물의 이용연구와 토양전염성 병해의 생물

학적 방제에 관하여 활발히 연구해 오고 있으며 전남대학에서도 유용한 토양미생물

을 육묘용 상토와 양액재배에서의 활용에 관한 검토 결과 오이, 멜론 등에 효과가 

약간 있으며, 현재로서도 이와 관련된 일련의 연구를 수행하고 있다. 그 이외에 민간

회사나 유기농업관련 단체들에 의해서도 기능성 미생물을 함유한 퇴비개발과 관련된 

연구를 일부 수행하고 있으나 주목할 만한 결과는 매우 제한적인 상태에 있다. 

     ◦ 대부분의 연구는 Plant Growth Promoting Regulator의 기능이 있는 미생물

이나   Antifungal 효과가 있는 미생물을 토양으로부터 분리 동정하여 이를 

실험실에서 액체 배양하여 유묘에 직접 접종하여 식물의 초기생장을 조사

하였다. 대부분의 배지(또는 토양)은 멸균된 상태여서 접종된 균이 상당기

간 유묘의 근권 주위에서 서식하면서 식물의 생장을 돕거나 병의 발생을 

억제하였다. 

     ◦ 실제로 양액 재배 시 유효균을 다량 배양하여 토마토, 상추, 오이 등의 배양

액에 희석하여 접종하였을 때 상당한 수확량과 품질이 향상되었다. 그러나 

배양액이 최소한 일주일 간격으로 투입되어야 효과를 보였으므로 경제적으

로 매우 불리하였다.

     ◦ 그러나, 유효균을 대량 배양하여 비닐하우스 내  토양에 접종하였을 때 그 

효과는 매우 미미하거나 없었다. 또한 실제 몇몇 회사에서 생산한 배양액 

(주로 Bacillus  sp., Psuedomonas, 광합성 세균 등을 포함) 또는 고형 제재 

(주로 Bacillus sp.의 spore, Psuedomonas, 광합성 세균, 등을 포함)를 비닐

하우스내 토양에 접종하였을 때도 마찬가지로 거의 효과가 없었다.     

제 2 절 국외

     대부분의 접종제로 시판되고 있는 미생물 제재들의 단점은 외국에서도 마찬가

지로 토양내서 효과가 미미하다는 점이다. 1960년대 초 러시아에서 인산용해 미생물

을 근권토양으로부터 분리하여 Bicillus megatherium  var. phosphaterium이란 상품

명으로 시판하였다. 이 제재를 이집트와 미국에서 도입하여 포장에서 식물에 접종효
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과를 관찰하였을 때 효과는 거의 없었다. 미국의 유명한 토양미생물학자인 

Alexander에 따르면 외부로부터 도입된 균주는 짧은 기간동안은 성장이 가능하나 

시간이 지남에 따라 군집의 감소와 함께 활동도가 현저히 떨어진다고 했다. 왜냐하

면 토양에는 수많은 토착미생물이 서식하기 때문이다.

     

        ◦ 한편, PGPR균인 균근균의 경우 미국의 Tree of Life Nursery사의 VAM 

80, Reforestation Technologies International의 Myco-Paks 및 Bio-Organics

사의 접종제재가 시판중에 있고, 카나다의 Premier Tech사는 PRO-MIX 'BX'

라는 상표로 Glomus intraradices라는 내생균근균을 육묘용 상토에 배합한 제

품을 개발하여 시판하고 있다.

     ◦ 영국에서는 MicroBio라는 회사가 10년전부터 know-how를 축적하여 Vaminoc

Ⓡ
과 Vaminoc

Ⓡ
-T라는 상표의 입자상의 제품을 소채작물 수경재배 접종용으로 

시판하고 있을 뿐더러 이웃 일본에까지 이 회사와 제휴한 “Dr Kinkon"이라는 

상표의 제품이 공급되고 있는 실정에 있다. 그러나 실제 이들 제품도 제한된 

환경하 (환경조절실 등)에서는 그 효과가 인정되나 포장에서는 아직도 미미한 

상태다.

     ◦ Bacillus sp.의 경우에도 많은 연구자나 회사의 관심의 대상이었다. 이 균을 

액채 배양하거나 고형배지에 대량 배양하여 포자상태로 포장하여 시판하고 

있으나 포장에서의 효과는 미미하다고 알려져 있다.

     ◦ ARBICO Pro-Biotica
™ 
라는 상표로 최근 들어서 ARBICO 라는 회사에서 

퇴비 첨가제를 개발하여 시판하고 있으며 그 효과는 검증 중이다.  
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제3장 연구개발수행 내용 및 결과

제1절 연구수행방법

1. 게껍질을 이용한 키틴 퇴비개발 및 키틴 분해균의 활성 측정 및 동정

 

가. Chitinase 활성이 강력한 미생물의 확보

    전남 일대의 해안가를 중심으로 게껍질 및 키틴질을 다량 포함하고 있는 정

원의 흙, 밭흙 및 해안토양을 체취하여 적절히 증류수로 희석한 후 0.1% colloidal 

chitin이 포함된 agar 배지에 접종하여 콜로니 주위에 투명대(halo zone)를 형성하

는 균을 선발한다.

나. 배지상에서 병원균에 대한 chitinase 생성균의 저해효과

    각각의 병원성 미생물에 대하여 선발된 chitinase 생성균의 항진균성 저해효

과를 알아보기 위하여 Fusarium  oxysporum (시들음병균), Rhizoctonia solani  

(모잘록병) 등을 chitinase 생성균과 paper disc method등에 의해 plate에 대치배

양하여 저해거리를 측정하고, 뿌리혹선충 (Root-knot nematode)에 대한 저해효과

는 광학, 전자현미경 상에서 실제적인 변화를 관찰한다.

다. 우수한 chitinase 생성균의 동정

    병원성 미생물에 대한 저해능력이 강한 chitinase 생성균을 선발하여 분리.동

정한다. 동정된 미생물은 키틴퇴비를 대량 생산 하는데 있어 중요한 생물학적 접

종제(inoculant)로 사용된다.

1) 16S rRNA 유전자 염기서열 : 총 DNA를 각각의 미생물로부터 분리한다. 순

수하게 분리된 각각의 DNA는 두 개의 primers (Y1, 

5'-tggctcagaacgaacgctggcggc-3' ; Y2, 5'-cccactgctgcctcccgtaggag t-3')와 

함께 polymerase chain reaction 방법을 이용해서 DNA를 증폭시킨다. Y1 과 

Y2는 E. coli  16S rRNA gene의 20-43bp 와 361-338bp에  상응하는 서열로

써 대부분의 bacteria는 이 서열들을 16S rRNA gene에 가지고(highly 

conserved)있다. 증폭된 DNA는 TA cloning vector에 ligation 하여 E. coli에 

transformation 한 후 single colony를 찾는다. 이 single colony를 LB broth에
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서 배양한 후 plasmid extraction method에 의해서 다량의 plasmid를 얻는다. 

이 plasmid로부터 삽입된 부위를 전기영동을 통해서 gel 상에서 확인한 후 삽

입된 DNA 서열을 automatic DNA sequencing machine 사용하여 결정한다. 

Sequence 된 DNA는 Gene Bank인 NCBI에서 저장된 자료의 모든 서열과 

Computer Blast Program을 이용해서 비교한 후 homology 정도를 확인하고 

동정한다.

2) Scanning Electron Microscope (SEM) : LB 배지상 항온(30
o
C) 하에서 1 

일간 자란 각각의 균주를 20 ml vial에 넣고 여기에 10 ml의 4% 

glutaraldehyde (in cacodylate buffer)로 고정한다. 하룻밤 동안 4℃에서 보관

한 후 cacodylate buffer로 3회 세척한다. 그 후 50, 75, 90, 100% ethanol로 

각각 dehydration 한 후 t-butyl alcohol로 3회 세척한다. 그 후 -20℃에서 

freezing 한 후 동결건조법으로 건조하여 보관한다. 보관된 시료를 필요에 따

라서 Scanning electron microscope 하에서 균의 크기, 형태, 포자, 편모 등을 

관찰한다.

2. 키틴퇴비의 조제 및 부숙도 조사 

    키틴상토에 들어가는 재료는 게껍질 5∼30%, Vermiculite  10∼20%, 볏짚 

30∼40%, 쌀겨 5∼15%, 질소비료 0.5∼2%, Rock phosphate 1∼3%, 규산비

료 0.05%, 칼륨비료 0.1∼0.5%, 우수한 키틴분해균포함 접종제(Inoculant) 

0.01∼1%로 혼합후 수분함량은 50% 전후로 유지하여 10∼100ℓ의 소규묘와 

5,000-20,000ℓ의 대규모로 제조하여 약 6개월 동안 부숙시킨다. 부숙도는 4주 단

위로 시료를 채취하여 각 항목을 측정한다. 유기물 농도는 회화법에 의하여 결정

하고, 총질소는 Kjeldahl법에 의해, 토양 pH는 1:10 부피비로 증류수와 혼합한 후 

유리전극법으로 측정하고 EC는 EC meter로 측정한다. 양이온(Ca
2+
,Mg

2+
등)은 침

출시킨 후 ICP(Inductively Coupled Plasma)에 의해 측정한다. 가용성 인산은 

Lancaster법에 의해 추출하고 UV spectrophotometer를 사용하여 660nm에서 측

정한다. 또한 효소활성과 부숙도를 추적함으로서 부숙 정도를 알아낸다.

 

  가. 키틴퇴비의 활성 및 생물학적 제어력 측정
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1) 키틴퇴비에서 미생물상 조사

    키틴퇴비는  멸균하지 않은 게껍질, Vermiculite, 볏짚, 쌀겨 등에 우수한 키

틴분해균을 포함한 inoculant 0.1∼1.0%로 혼합하여 만든 것이다. 처음 혼합했을 

때에는 일부 병원성 fungi, 박테리아, 소수의 chitinase 생성균이 포함되었으리라 

생각된다. 그러나 키틴퇴비가 부숙 되어감에 따라 세포벽이 chitin으로 구성되어 

있는 사상균의 개체수는 현저히 줄어드는 반면, chitinase 생성균은 기하급수적으

로 늘어날 것으로 예상된다.  따라서 사상균, 세균, chitinase 생성균의 개체수를 

비교함으로서 용토내 유용미생물의 활성을 예측할 수 있다. 세균은 yeast extract 

agar(yeast extract 3g, glucose 1g, K2HPO4 0.3g, KH2PO4 0.2g, cyclohexamide 

0.05g, agar 15g, 증류수 1ℓ)에 접종하여 7일이 경과한 후에 사상균은 Rose 

begal agar(KH2PO4 1g, MgSO4․7H2O 0.5g, peptone 5g, glucose 10g, rose 

bengal 0.033g, streptomycin sulfate 0.033g, agar 20g, 증류수 1ℓ)에 접종하여 4

일이 경과한 후에 계수한다. 한편 접종제에 포함되어 있었던 우수한 chinase 생성

균이 얼마나 증식되었고, 또한 키틴퇴비내에 어느 정도 우점하는가를 알아보기 위

해서 colloidal chitin이 포함된 배지에서 배양하여 개체수를 측정하고 이어서 16S 

rRNA sequence, GC-FAME,  Scanning Electron Microscope 방법을 이용하여 

동정한다.

2) 키틴퇴비로부터 분리․동정된 미생물의 효소활성 검정

    키틴용토로부터 분리 동정된 chitinase 생성균의 Chitinase를 측정하고자 한

다. 

   ◦ Chitinase : 0.15% colloidal chitin을 기질로 하여 배지내 미생물의 분해산

물인 N-acetyl-glucosamine이 유리되는 양으로 측정한다.

3) 키틴퇴비에 서식하고 있는 전체 미생물의 효소활성 검정

   토양으로부터 효소추출액을 제조하기 위하여 키틴용토 1g당 증류수 2.5ml 비

율로 혼합하여 30분간 진탕한 후 10,000 rpm에서 15분 동안 원심분리하여 상등액

을 얻는다. 여액 100㎖당 황산암모늄 56g을 가하여 4℃에서 12시간동안 방치한 

후 10,000rpm에서 15분간 원심분리하여 얻은 침전물을 소량의 냉증류수로 녹인후 

투석하여 동결건조후 냉동보관한다. 이것을 적당한 농도로 희석시킨 것을 조추출 
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효소액으로 하여 chitinase를 측정한다. 

4) 키틴퇴비로부터 분리 동정된 미생물의 병원성 미생물에 대한 저해효과

   실제로 키틴퇴비 생산과정중 기하급수적으로 증식한 chitinase 생성균이 각각

의 병원성 미생물에 대한 저해능력이 있는지를 알아보기 위하여 배지상에 

Fusarium  oxysporum(시들음병균), 및 Rhizoctonia solani(모잘록병) 등을 

chitinase 생성균과 paper disc method등에 의해 plate에 대치 배양하여 저해거리

를 측정하고, 뿌리혹선충 (Root-knot nematode)에 대한 저해효과는 광학, 전자현

미경 상에서 실제적인 변화를 관찰한다.

5) 키틴퇴비 추출물이  병원성 미생물에 대한 저해효과

   키틴퇴비 20g을 증류수 100 ml에 넣고 30분 동안 진탕한 후 8,000 rpm에서 15

분 동안 원심분리 한 후 상등액을 취하여 동결건조 한 후 일정량을 배지상에 접

종하여 병원균의 저해능력을 측정한다. 

3.  키틴퇴비의 생물농약으로서 in vivo 가능성 검토 

   키틴퇴비 50, 100, 300, 500g 이 들어 있는 폿트나 트레이에 고추, 토마토, 알팔

파 등을 파종하고 여기에 병원성 미생물인 Fusarium  oxysporum (시들음병균), 

Rhizoctonia solani  (모잘록병균) 및 Root-knot Nematode (뿌리혹 선충) 등을 접

종하여 작물의 생장 및 발병률을 조사한다. 이는 키틴퇴비가 생물학적 제어능력

이 있는지 알아보기 위한 실험으로 여러 가지 대조구와 비교함으로서 키틴퇴비의 

활성을 직접적으로 측정하는 것이다. 조사항목은 질병 발생률과 함께 토양미생물 

밀도(chitinase) 및 병원균의 밀도(R. solani, F. oxysporum)를 희석평판법에 의하

여 계수한다. 

   ① Chitin 분해균 : Colloidal chitin 2%, Na2HPO4 2g, KH2PO4 1g, NaCl 0.5g, 

NH4Cl 1g, MgSO4․7H2O 0.5g, CaCl2․H2O 0.5g, agar 20g, cyclohexamide 

50mg/ℓ, Distilled water 1ℓ

   ②  Fusarium spp. : D-galactose 20g, K2HPO4 1g, KCl 0.5g, MgSO4․7H2O 

0.5g, Fe-EDTA 0.01g, L-asparagine 2g, agar 15g, PCNB 1g, cholic 

acid(sodium salt) 0.5g, Na2B4O7․10H2O 1g, streptomycin sulfate 0.3g, 
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Distilled water 1ℓ

   ③ Root-knot Nematode (뿌리혹선충) 분리법 : 일정량의 토양을 증류수로 희

석하여 325, 250, 50 mesh를 상하로 끼운 체에 붓는다. 이와 같은 동작을 3

회 이상 반복하여 50 mesh에 모인 이물질 등은 제거하고, 250 mesh에 걸린 

흙을 325 mesh에 모으고, 그 모인 흙을 비이커에 모아둔다. 한편, 직경이 

10 cm, 눈금이 50 mesh 되는 체에 킴와이프 2장을 겹쳐서 깔고, 이체를 물

이 담긴 얇은 접시에 놓은후 시계접시를 올려놓고 여기에 분리해둔 성충이 

포함된 물을 붓고 다음날 체를 들어내고 물에 모여 있는 선충을 분리한다.

   ④ 뿌리혹선충 알 분리법 : 혹이 형성된 뿌리를 물로 씻어서 1 cm 정도 크기로 

잘라서 0.5 % sodium hypochloride를 뿌리가 잠길 정도로 붓고, 고무마개로 

두껑을 닫고, 4분간 세게 흔든다. 500 mesh 체에 200 mesh의 체를 끼운 것

에 붓고 빨리 NaOCl을 제거한 다음 비이커에 모은다. 이와 같은 동작을 2

회 이상 반복하여 더 많은 알을 분리하도록 한다.

   ⑤ 뿌리혹선충의 난낭 염색법 : 선충이 감염된 뿌리를 깨끗이 씻은후 0.15 % 

Phloxine B (Sigma) 용액에 담근후 15분 정도 정치한다. 염색이 된 부분은 

붉게 나타나며, 육안으로도 counting 한다.

4. 키틴분해균을 이용한 육묘용 상토개발

가. 육묘용 기능성 퇴비 구비조건 충족 및 작물생육 측정

   ① 육묘에서 재배까지 번거러운 소독작업을 없애고 병해방제를 위한 농약사용

을 줄일 수 있는 키틴퇴비의 활성을 여러 종류의 대조구와 비교하면서 측

정한다.

   ② 작물별 전용상토의 개발영역의 확대는 물론 부수첨가제의 적절한 혼합으로 

새로운 기능성 유효 상토 개발을 목적으로 식물의 건강상태를 기초로 여러 종

류의 대조구와 비교하면서 조사한다. 

   ③ 유묘의 뿌리활력 : root mass, root dynamic

   ④ 유묘의 생육상태 및 영양진단 : 생초량, 엽면적, 광합성 능력, 엽록소 측정

(SPAD)

   ⑤ chitinase 생산균수 및 활력 : <상기 기술한 내용과 동일>
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5. 키틴퇴비의 포장 적응성 검정    

  포트 크기는 뿌리의 발육에 영향을 미칠 뿐 만 아니라 정식시 포장으로 들어가

는 chitinase 생성균의 숫자와도 바로 연결된다. 따라서 적정 포트 size는 매우 중

요하다.  포트 size에 유묘의 건강성과 포장에서의 적응성, 발병률 등을 기초로 

조사한다. 

1) 육묘용 폿트에 정식후 작물생육 및 생물학적 활력조사

   Size를 달리한 육묘용 포트에서 육묘의 정식후 육묘의 뿌리 활력과 육묘의 생

육상태 및 영양진단을 조사하고 Chitinase 생산균의 수 및 활력을 분석하고자 한

다.

2) 키틴분해 미생물이 종자의 발아율에 미치는 영향 조사

   ① 발아율 (germination rate) : 직경 9cm의 페트리디쉬에 키틴분해 미생물을 

5 ml씩 접종한 다음 살균된 작물종자 100 립씩을 파종하여 30℃에서 배양

하여 일차간 작물의 발아율을 조사하였다.

3) 폿트 및 포장에서 식물근권의 우점미생물 동정 및 효소활성검정

   키틴퇴비 g당 10
8
 개체수의 키틴분해 미생물이 서식한다면 식물체당 250 g의 

키틴퇴비를 이용해서 육묘 했을 경우 2.5 x 10
10
 개체수가 식물체 뿌리 주위에 서

식해서 토양환경 속으로 들어간다고 가정할때 과연 포장에서도 뿌리주위에서 그 

개체수와 효소활성이 유지되고 있는가를 면밀히 조사 분석한다. 

4) 시설재배지 및 노지에 직접 시용한 키틴퇴비가 작물의 생육에 미치는 영향

   시설재배지의 연작장애가 빈번히 일어나는 곳이나 선충의 피해가 자주 발생한 

두과작물의 재배지에 키틴퇴비를 직접 시용함으로서 연작장애의 경감 및 선충의 

피해를 줄임과 동시에 고품질의 작물을 생산하고자 한다. 

   가) 식물의 생장 및 생리적인 양상 조사

   ① 생초 및 건초수량 측정 : 수확한 시료를 지상부위 및 뿌리로 나누어 생초량 

및 건물량 을 측정한다.

   ② 토양내 주요 무기 영양소 분석 : 이온크로마토그래피(I.C)를 이용하여 주요 

무기영양소 양이온(cation : K, NH4, Ca, Mg, Na, )과 음이온(anion : PO4
-
, 

NO3
-
,  NO2

-
, Cl

-
, SO4

-
)농도를 분석하여 무기 영양소함량을 구한다.
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   ③ 비구조성 비탄수화물의 fractionation과 정량분석 : 당 (sugar)은 92% 에탄

올로 추출한 후 Anthrone reagent를 사용하여 반응 시킨후 UV 

spectrophotometer 625 nm에서 총 글루고오스 함량을 측정한 다음 0.9를 곱

함으로써 sugar함량을 구한다(Koehler, 1950). 전분의 함량은 에탄올 추출후 

residues fraction을 건조 후 amyloglucosidase와 α-amylase 효소로서 가수분

해 한 후 유리된 glucose 함량을 적정한다. Fraction은 sugar 추출후 에탄올 

불용성 상태인 pellet을 가지고 gelatin을 형성시킨후 200 mM acetate 

buffer(pH 5.1)에 amyloglucosidase와 α-amylase를 이용하여 glucose로 유도

하여 starch 함량을 구한다. 여기에 1N H2SO4로 Fructan을 가수분해 시킨후 

농염산과 0.05% Resorcinol과 반응시킨후 UV spectrophotometer를 사용하여 

fructose 함량을 측정한다(Davis 와 Gander, 1967).

   ④ 질소화합물 fractionation 및 분석: 총 질소 (total nitrogen) 분석은 시료를 

salicylic acid에 의해 nitrate를 환원시키고(Estin, 1978) 시료 약 200mg을 5% 

salicylic acid-H2SO4에 의해 nitrate를 환원시킨후 무기질화 시킨다. 무기화된 

용액시료를 Conway dish에서 미세확산 후 UV spectrophotometer를 사용하여 

410nm에서 암모니윰 함량을 측정한다. 질소화합물의 추출은 약 200mg의 분

말시료를 25mL 의 80% 에탄올 (v/v)로 추출한다. 질산태 질소의 추출은 에

탄올 가용성 액상을Dowex 50 H
+
 column을 통과시켜 시료를 준비한다. 

Dowex 50 H
+
 column으로부터 25mL의 0.5N의 HCl 로써 elution 시켜 수거한

다. 아미노산 분석용 시료는 Dowex 50 H
+
 column을 0.5N HCl로 elution 시

켜 수거한다. 에탄올 비가용성 잔여물은 60℃에서 24시간 건조시킨후 수거하

여 단백질태 질소의 분석용 시료로서 준비한다.

   ⑤ 단백질(protein) 분석 : 시료를 100 mM NaPO4 buffer를 사용하여 단백질을 

추출하여 protein dye-binding reagent와 반응시킨후 UV spectrophotometer를 

사용하여 595 nm에서 단백질 함량을 측정한다 (Bradford, 1976). 전기영동

(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970)에 의해 P, K 영양에 따른 저장조직(뿌리, 그루

터기)내의 저장단백질 패턴을 분석하고, 예취후 재생기간 동안 저장단백질의 

이용성을 특성화한다. 

   나) 병원성 미생물에 대한 저항력의 지표로서 항산화 효소의 활성분석

      항산화 효소의 활성을 추출하기 위하여, 생초의 잎과 뿌리를 각각 500mg
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을 3ml의 100mM K-PO4 buffer (pH 7.0)에 2mM EDTA, 1% PVP (MW 

40,000), 1mM Phenylmethyl sulfonyl fluoride (PMSF, C7H7FO2S)와 함께 막

자사발에서 분쇄되었고, 원심분리기에서 14,000 g로 20분간 4℃에서 원심분리 

되었다. 상등액은 효소의 활성을 측정하기 위하여 사용한다. 

① Peroxidase (POD) 활성측정 : 3ml의 10mM K-PO4 buffer(pH 7.0)에 20mM 

guaiacol, 40mM H2O2와 10ul 에서 50ul 효소 추출물이 470nm 흡광도에서 1

분 동안 ΔA (흡광도의 변화)를 측정한다 (Reuveni, 1995). 

② Catalase (CAT) 활성측정 : 240nm에서 60초동안 H2O2의 반응에 의한 변화

를 spectrophotometer에서 측정하였다. 반응용액은 50mM phosphate 

buffer(pH 7.0), 15mM H2O2에 20 to 50 ul 효소 추출물이 포함되도록 하였다. 

CAT이 1 unit는 분당 0.01 흡광도의 변화로 정의한다. (Chance and Maehly 

1955).

③ Superoxide dismutase (SOD) 활성측정 : 50μM nitro blue 

tetrazolium(NBT), 1.3μM riboflavin, 13mM methionine, 75nM EDTA, 50nM 

phosphate buffer(pH 7.8)에 20 to 50 ul 효소 추출물을 3ml로 하여 test tube

를 25℃, 78μmol m
-2
s
-1
의 반응실에서 15분 동안 반응하여 빛에 의해 반응된 

흡광도와 반응하지 않은 용액의 흡광도를 spectrophotometer 560nm에서 측정

되었다. SOD 활성 1 unit는 NBT 광반응의 50% 저해되는 효소의 양으로 정

의한다 (Giannoplitis and Ries, 1977). 각 효소의 활성은 단백질 단위로 표시

한다.

④ Polyphenol oxidase (PPO) 활성측정 : 1 ml의 50mM Citrate-phosphate 

(pH 6.4)에 30ug 단백질, 5 mM L-proline을 넣고 기질로서 20 mM의 

pyrocatechol (1,2- dihydroxybenzene)을 추가후 2분간 흔든 후 515nm 흡광

도에서 1분 동안 ΔA (흡광도의 변화)를 측정한다 (Mohammadi 와 Kazemi, 

2002).

     다) 저항성 호르몬 조절에 관한 분석

   ① Cytokinin 분석 : 신선한 뿌리 5g을 증류수로 씻은 다음 0.1N NaOH 넣고 

간다. 한시간 동안 정치한 후 1500rpm에서 15분간 원심분리 시킨다. ethyl 

ether 용매를 사용해서 2-3번 정도 추출한다. 추출된 용액은 회전농축기에 농

축시틴후 1ml의 메탄올로 회수한다. 추출용액 중 20㎕를 취해서 HPLC의 C18 
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(ODS) column을 이용해 분석한다 (Challice G.D. 1975).

   ② Proline 분석 : Proline 함량은 ninhydrin 방법 (Bates 등, 1973)에 의해 측정

된다. 단백질 추출물 2 mL은 acetic acid 3mL과 ninhydrin reagent 3 mL과 

함께 반응 후 100℃에서 1시간 동안 반응 후 식힌다. Toluene 5mL과 함께 골

고루 섞은 후 유기층을 520 nm에서 측정하였다.

5) 시설재배지 및 노지에 직접 시용한 키틴퇴비에 대한 작물의 발병율 조사

   키틴퇴비에 의한 채소류나 두과작물의 식물병에 대한 생물학적 방제 가능성을 

알아보기 위하여 일반 원예용 상토 및 키틴퇴비와 비교실험으로 병원균의 포자 

및 선충을 키틴퇴비와 혼합하여 실시한다. 각각의 시험구에 대상작물의 유묘로부

터 병원균의 포자체를 토양에 처리하여 성장시키면서 식물생장기간별로 잎수, 신

장, 잎면적, 줄기상태 등 식물의 생육상태 및 식물병 발생정도를 주기적으로 관찰

한다. 

   가) 병원성 곰팡이의 발병조사

    식물의 질병 발생률은 병원균의 밀도(R. solani, F. oxysporum)를 희석평판법

에 의하여 계수한다. 

   나) 뿌리혹선충의 발병정도 조사

    ① 뿌리혹선충의 난랑(Egg mass) 조사 : 접종 4-6주 후 토마토 뿌리를 씻고 

0.15%의 Phloxine B 용액에 15-20분간 담가두면 난랑이 붉게 변함으로 쉽게 

난랑의 숫자를 헤아릴 수 있다.

    ② 뿌리혹선충의 혹지수(Gall index) 판정법
a
 

  

Gall Index

system

뿌리에 혹이 생긴 정도
b

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

0-10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1-6 1 2 3 4 5 6

0-5 0 1 2 3 4 5

 a
 뿌리혹선충의 혹지수(Gall Index)와 난랑지수(Eggmass Index)는 서로 일치하지 않을 수도 있

는데, 그 이유는 뿌리혹선충의 종에 따라, 기주에 따라 차이가 있기 때문이다. 즉, M. hapla는 혹 

1개에 1마리의 선충이 있고 M. incognita나 M. arenaria는 혹이 크고 한 개의 혹에 여러 마리의 

선충이 들어있다. 또 고추 뿌리에는 혹이 작게 생기나 오이, 참외 등 박과류에는 혹이 크게 생긴
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다. 

 b 뿌리 전체의 25% 이하로 혹이 생겼으면 다시 시험해야 한다.

    ③ 뿌리혹선충의 알(Egg) 조사 : 접종 4-6주 후 뿌리의 흙을 씻고 0.5% 

sodium hydrochlorite (NaOCl)를 이용하여 10분간 알을 분리한 다음 알수를 

조사한다.

    ④ 뿌리속의 선충 염색 : Acid-fuchin-lactophenol이나 cotton blue-lactophenol

은 뿌리보다 선충을 먼저 염색하므로 이 용액에 담가두면 뿌리속의 선충이 

붉게(푸르게) 염색되어 뿌리 속의 선충을 쉽게 헤아릴 수 있다. 과도하게 염

색되었을 때는 lactophenol을 이용하여 탈색시킨다.

    ⑤ 뿌리의 썩은 정도 판정법

              [ 1등급 식물체 x 1 ] + [ 2등급 x 2 ] + ... + [ 5등급 x 5]

  썩음지수 =  ―――――――――――――――――――――――――――― X 100

                               처리구의 전체 식물체 수 x 5

      안썩음 = 0, <10% = 1, 11-25% = 2, 25-50% = 3, 51-75% = 4, 76-100% = 5

      실험 결과는 SAS의 GLM을 이용하여 분석하고 Duncan's multiple range test 혹은 Probit 

analysis를 이용하여 상호비교한다.

제2절 연구수행 내용 및 연구결과

가. 우수한 키틴분해균의 확보

   

1)  균의 분리 및 동정

  1년차 및 2년차의 실험을 거쳐서 1% colloidal chitin 배지내에서 colony 주위에 투

명대를 형성하는 균주를 선별하는 방식으로 키틴분해 능력이 강한 미생물을(그림 1) 

대량 분리 하였으며 기내 실험을 통하여 그 미생물들의 항 병원성 곰팡이 및 항 선

충 활성을 확인하고 동정을 실시하였다. 동정된 키틴분해미생물을 병원균 

(Rhizoctonia solani와 Fusarium oxysporum)과 대치배양하여 저지대를 형성하는 균

주 및 선충 난낭파괴 능력이 강한 균주 8종을 최종 선발하여 키틴퇴비 제조에 사용

하였다.
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그림 1. 키틴분해미생물의 투명대형성

분리된 균주들은 세포벽이 키틴질로 알려져 있는 병원균 Rhizoctonia solani, 

Fusarium oxysporum 및 Fusarium solani 등을 대상으로 하여 항병원성 곰팡이 활

성을 chitin : PDA= 1 : 1 배지에서 확인하였다 (그림 2).

그림 2. R. solani에 대한 각 균주의 항균 활성
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분리된 키틴분해미생물의 배지내에서의 곰팡이 저해력을 기초로 R. solani에 대한 

제어력을 SEM(Scanning Electron Microscopic) 사진을 통하여 곰팡이 균사가 파괴

되는 것을 확인하였다 (그림. 3, 4 및 5).

C

D

A

B

그림 3. KJA-424가 R. solani hypae에 끼치는 영향. A: R. solani의 정상적인 모양, B:  KJA-424에 의해 

모양에 변형된 R. solani, (In light microscope), C: R. solani의 정상적인 모양, D: KJA-424에 의해 모양

에 변형된 R. solani (In scanning electron microscopic)

C

D

A

B

그림 4. KJA-118이 R. solani의 균사성장에 끼치는 영향 A: R. solani의 정상적인 모양, B: KJA-118에 

의해 모양에 변형된 R. solani (In light microscope) C: R. solani의 정상적인 모양, D: KJA-118에 의해 

모양에 변형된  R. solani (In scanning electron microscopic)
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C

D

A C

B D

그림 5. HJ-928이  R. solani의 균사성장에 끼치는 영향 A: R. solani의 정상적인 모양, B: HJ-928에 의해 

모양에 변형된 R. solani (In light microscope) C: R. solani의 정상적인 모양, D: HJ-928에 의해 모양에 

변형된 R. solani (In scanning electron microscopic)
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분리된 키틴분해미생물은 병원성곰팡이의 균사생장을 저해할 뿐만 아니라 주요한 뿌

리혹선충의 하나인 Meloidogyne incognita  의 난낭의 부화를 저해 하는 것으로 확

인되었다(그림 6, 7). 

 

C2

C3

T2

T3

C1 T1

그림 6. KJA-424가 선충 Meloidogyne  incognita eggs의 morphology에 끼치는 영향. 

C1: 0일째의 M. incognita eggs, C2: 4일째의 M.  incognita eggs　 (１차 juvenile), C3: 7일째의M.  

incognita eggs (2차 juvenile) (C: control로 water에서 배양한 것). T1: 0일째의 M.  incognita eggs, 

T2:4일째의 M.  incognita eggs, T3: 7일째의 M.  incognita eggs (T: KJA-424 배양액에서 배양한 것).  

The scale bar is 50 ㎛. 
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C1 T1

C3

T2

T3

그림 7. KJA-118이 선충 Meloidogyne  incognita  eggs의 morphology에 끼치는 영향. 

C1: 0일째의 M. incognita eggs, C2:4일째의 M.  incognita eggs　 (１차 juvenile), C3: 7일째의 M. 

incognita eggs (2차 juvenile) (C: control로 water에서 배양한 것). T1: 0일째의 M. incognita eggs, T2:4

일째의 M.  incognita eggs, T3: 7일째의M.  incognita eggs (T: KJA-118배양액에서 배양한 것). The 

scale bar is 50 ㎛.

그림 6 및 7에서 보는 것과 같이 물에서 배양된 선충은 시간이 경과함에 따라 단계

별로 큰 유충을 형성하지만 KJA-424와 KJA-118함께 자란 선충은 그 성장이 

control에 비해 크게 저해된 것을 볼 수 있었다. 그리고 4일째 되는 날은 화살표에서 

보여주듯이 부분적인 eggshell 모양의 변형을관찰할 수 있었다.  7일째 되는 날 선충

은 더 이상의 성장을 보이지 못하고 eggshell이 완전히 파괴되었다.
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B CA

그림 8. KJA-424와 KJA-118과 함께 배양시킨 선충, Meloidogyne  incognita eggs의 Morphology변화. A:  

M.  incognita egg의 정상적인 모양,  B: KJA-424와 함께 배양된  M.  incognita egg C: KJA-118와 함께 

배양된 M.  incognita egg (in scanning electron microscopic). The scale bar is 20 ㎛.

그림 8은 1.6 x 107 cfu/ml의 KJA-424와  KJA-118를  Meloidogyne  incognita eggs

와 함께 배양시켰을 때 선충의 형태가 변화하는 과정을 SEM을 통해 찍은 것이다. 

사진에서 보다시피  KJA-424와  KJA-118는  M. incognita eggs에 강하게 부착하여  

정상적인 모양을 잃게 함으로서 저해를 일으키는 것으로 확인되었다.

또한 균 배양액 내의 효소 활성 측정을 근거로 KJA-424, HJ-928,와 KJA-118을  

SDS-PAGE후 Active stainning 한 결과 다음과 같은 chitinase 활성 band를 확인할 

수 있었다 (그림. 9).

97
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그림 9. KJA-424  (1)와   HJ-928(2), KJA-118  (3)의 균배양액 조효소액을 SDS-PAGE후 chitinase active 

stainning 한 결과 A: maker, B: SDS-PAGE, C: Active stainning

KJA-424는 63, 54, 38KDa, HJ-928은 47.9, 43.6, 33.6KDa, KJA-118는 47.9, 42, 

34.8KDa의  isoform을 각각 보여주었다. 
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분리된 키틴분해 미생물들은 다량의 chitinase 효소를 생성함으로써 병원성 곰팡이나 

선충의 난낭을 파괴할 뿐만 아니라 항생물질도 생성함을 확인하였다. 2년에 거친 

실험에서 아래와 같은 물질들이 생성됨을 확인하였다(그림 10 및 11).

A. 3-Methylbutyric acid

C. Methyl 2-hydroxy, 3-phenylpropanoate

B. 2-Methylbutyric acid

O

OH

O

OH

OHO

O

그림 10. HJ-927로부터 분비되는 세가지 항균물질의 Mass spectrum
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그림 11. GC-MS를 이용하여 Burkholderia sp. MP-1이 위의 4가지 항균물질을 분비함을 확인.

생성된 항균물질은 paper disc법과 광학현미경 촬영을 통해서 병원성 곰팡이의 생장

제어를  확인하였다(그림 12 및 13).

A B P

그림 12. HJ-927  균배양액을 silica gel column chromatography와 shepadex LH-20 column 

chromatography를 통해 정제한 물질을 Paper에 올려 Phytophthora capsici와 대치배양시킨 결과. A: 분

리된 항균물질 1mg, B: control (methanol), P: Phytophthora capsici
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그림 13. Chitinase 생성 미생물인 Burkholderia sp. MP-1이 분비하는 항생물질의 처리가 고추역병균 P. 

capsici의 균사의 생장에 미치는 영향. A: PDA (Potato Dextrose Broth)배지에서 배양한 정상적인 균사. 

B: PDA + Phenylacetic acid 0.36 mg C: PDA + Hydrocinnamic acid 0.01 mg. D: PDA + 

4-hydroxyphenylacetic acid 0.58 mg. E: PDA + 4-hydroxyphenyaceate methyl ester 0.05 mg.

설명한 바와 같이 기내 실험을 거쳐 항 병원성 또는 항 선충 활성이 확인된 키틴분

해 미생물들은 16s rRNA법을 이용하여 동정하였다. 그림 14-21은 분리된 미생물들

의 16s rRNA법을 이용한 동정 결과이다.
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   그림 14. KJA-118은 16s rRNA gene sequence를 이용해 Bacillus cereus로 동정. 

Query: 11  tggctcagaacgaacgctggcggcaggcttaacacatgcaagtcgagcggtagcacgggg 70

                |||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||

 Sbjct: 14  tggctcagattgaacgctggcggcaggcttaacacatgcaagtcgagcggtagcacaggg 73

                                                                     

Query: 71  gagcttgctccctgggtgacgagcggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctga 130

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 74  gagcttgctccctgggtgacgagcggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctga 133

                                                                       

Query: 131 tggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaaga 190

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 134 tggagggggataactactggaaacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaaga 193       
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Query: 191 gggggaccttcgggcctcttgccatcagatgtgcccagatgggattagttagtaggtggg 250

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||

Sbjct: 194 gggggaccttcgggcctcttgccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggg 253

                                        

Query: 251 gtaatggctcacctaggcgacgatcccta 279

                 |||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 254 gtaatggctcacctaggcgacgatcccta 282

그림 15. HJ-928은 16s rRNA gene sequence를 이용해 Serratia marcescens 로 동정. 

   Query: 1  tggctcagaacgaacgctggcggcatgcctaatacatgcaagtcgagcggacttgaagag 60

             |||||||| ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| |||

Sbjct: 14  tggctcaggacgaacgctggcggcgtgcctaatacatgcaagtcgagcggacttgatgag 73

                                                                    

Query: 61  aagcttgcttctctgatggttagcggcggacgggtgagtaacacgtaggcaacctgccct 120

               ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 74  aagcttgcttctctgatggttagcggcggacgggtgagtaacacgtaggcaacctgccct 133

                                                                       

Query: 121 caagcttgggacaactaccggaaacggtagctaataccgaatacttgctttcttcgcctg 180

                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||

Sbjct: 134 caagcttgggacaactaccggaaacggtagctaataccgaatacttgcttccttcgcctg 193

                                                                       

Query: 181 aagggagctggaaagacggagcaatctgtcacttgaggatgggcctgcggcgcattagct 240

                  |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 194 aaggaagctggaaagacggagcaatctgtcacttgaggatgggcctgcggcgcattagct 253

                                                                       

Query: 241 agctggtgaggtaacggctcaccaaggcgacgatgcgtagccgacctgagagggtgatcg 300

                 || |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||

Sbjct: 254 agttggtgaggtaacggctcaccaaggcgacgatgcgtacccgacctgagagggtgatcg 313

                                                            

Query: 301 gctgcactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagt 349

                 ||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 314 gccacactgggactgagacacggcccagactcctacgggaggcagcagt 362

그림 16. KJA-424는 16s rRNA gene sequence를 이용해 Paenibacillus illinoisensis로 동정. 
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Query: 15  ctgcctcccgtaaggagtctgggccgtgtctcagtcccagtgtggccgatcaccctctca 74

                |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 349 ctgcctcccgta-ggagtctgggccgtgtctcagtcccagtgtggccgatcaccctctca 291

                                                                       

Query: 75  ggtcggctacgcatcgttgccttggtgagccgttacctcaccaactagctaatgcgccgc 134

               ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 290 ggtcggctacgcatcgttgccttggtgagccgttacctcaccaactagctaatgcgccgc 231

                                                                       

Query: 135 gggtccatctgtaagtggtagccgaagccaccttttatgtttgaaccatgcggttcaaac 194

                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 230 gggtccatctgtaagtggtagccgaagccaccttttatgtttgaaccatgcggttcaaac 171

                                                                       

Query: 195 aaccatccggtattagccccggtttcccggagttatcccagtcttacaggcaggttaccc 254

                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 170 aaccatccggtattagccccggtttcccggagttatcccagtcttacaggcaggttaccc 111

                                                                       

Query: 255 acgtgttactcacccgtccgccgctaacatcagggagcaagctcccatctgtccgctcga 314

                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 110 acgtgttactcacccgtccgccgctaacatcagggagcaagctcccatctgtccgctcga 51

                                             

Query: 315 cttgcatgtattaggcacgccgccagcgttcgtc 348

                ||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 50  cttgcatgtattaggcacgccgccagcgttcgtc 17

그림 17. HJ-927는 16s rRNA gene sequence를 이용해  Bacillus subtilis로 동정. 

                             

Query: 13  gctcagaacgaacgctggcggcatgccttacacatgcaagtcgaacggcagcacgggggc 72

           |||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 1   gctcagattgaacgctggcggcatgccttacacatgcaagtcgaacggcagcacgggggc 60

                                                                       

Query: 73  aaccctggtggcgagtggcgaacgggtgagtaatacatcggaacgtgtcctggagtgggg 132

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 61  aaccctggtggcgagtggcgaacgggtgagtaatacatcggaacgtgtcctggagtgggg 120
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Query: 133 gatagcccggcgaaagccggattaataccgcatacgctctacggaggaaagcgggggatc 192

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||

Sbjct: 121 gatagcccggcgaaagccggattaataccgcatacgctctatggaggaaagcgggggatc 180

Query: 193 ttcggacctcgcgctcaaggggcggccgatggcggattagctagttggtagggtaaaggc 252

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 181 ttcggacctcgcgctcaaggggcggccgatggcggattagctagttggtagggtaaaggc 240

                                                                

Query: 253 ctaccaaggcgacgatccgtagctggtctgagaggacgaccagccacactgggactgaga 312

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 241 ctaccaaggcgacgatccgtagctggtctgagaggacgaccagccacactgggactgaga 300

                                     

Query: 313 cacggcccagactccttacgggaggcag 340

           ||||||||||||||| ||||||||||||

Sbjct: 301 cacggcccagactcc-tacgggaggcag 327

그림 18. 16s rRNA gene sequence를 이용해 Burkholderia sp.로 동정

                                                                       

Query: 57  tggctcagaacgaacgctggcggcaggcctaacacatgcaagtcgagcggcagcacgggt 116

           |||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 12  tggctcagattgaacgctggcggcaggcctaacacatgcaagtcgagcggcagcacgggt 71

                                                                     

Query: 117 acttgtacctggtggcgagcggcggacgggtgagtaatgcctaggaatctgcctggtagt 176

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 72  acttgtacctggtggcgagcggcggacgggtgagtaatgcctaggaatctgcctggtagt 131

                                                                     

Query: 177 gggggataacgctcggaaacggacgctaataccgcatacgtcctacgggagaaagcaggg 236

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 132 gggggataacgctcggaaacggacgctaataccgcatacgtcctacgggagaaagcaggg 191

                                                                       

Query: 237 gaccttcgggccttgcgctatcagatgagcctaggtcggattagctagttggtgaggtaa 296

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 192 gaccttcgggccttgcgctatcagatgagcctaggtcggattagctagttggtgaggtaa 251

                                                                     

Query: 297 tggctcaccaaggcgacgatccgtaactggtctgagaggatgatcagtcacactggaact 356
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           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 252 tggctcaccaaggcgacgatccgtaactggtctgagaggatgatcagtcacactggaact 311

                                       

Query: 357 gagacacggtccagactcctacgggaggcag 387

           |||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 312 gagacacggtccagactcctacgggaggcag 342

그림 19.  16s rRNA gene sequence를 이용해 Pseudomonas syringae로 동정.

                                                                   

Query: 15  ctgcctcccgtaaggagtctggaccgtgtctcagttccagtgtggctgatcatcctctca 74

           |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 345 ctgcctcccgta-ggagtctggaccgtgtctcagttccagtgtggctgatcatcctctca 287

                                                              

Query: 75  gaccagctagggatcgtcgccttggtgagccattacctcaccaactagctaatcccacct 134

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 286 gaccagctagggatcgtcgccttggtgagccattacctcaccaactagctaatcccacct 227

                                                                       

Query: 135 gggcatatccaatcgcgcaaggcccgaaggtcccctgctttcccccgtagggcgtatgcg 194

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 226 gggcatatccaatcgcgcaaggcccgaaggtcccctgctttcccccgtagggcgtatgcg 167

                                                                   

Query: 195 gtattagcagtcgtttccaactgttatccccctcgactgggcaatttcccaggtattact 254

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||

Sbjct: 166 gtattagcagtcgtttccaactgttatccccctcgactgggcaatttcccaggcattact 107

                                                                       

Query: 255 cacccgtccgccgctcgccggcaaaagtagcaagctactttcccgctgccgctcgacttg 314

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 106 cacccgtccgccgctcgccggcaaaagtagcaagctactttcccgctgccgctcgacttg 47

                                             

Query: 315 catgtgttaggcctgccgccagcgttcgttctgagcca 352

           ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||

Sbjct: 46  catgtgttaggcctgccgccagcgttcattctgagcca 9

그림 20. 16s rRNA gene sequence를 이용해 Aeromonas  sp. 로 동정                     
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Query: 15  ctgcctcccgtaaggagtctggaccgtgtctcagttccagtgtgactgatcatcctctca 74

           |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 341 ctgcctcccgta-ggagtctggaccgtgtctcagttccagtgtgactgatcatcctctca 283

                                                                    

Query: 75  gaccagttacggatcgtcgcctaggtgagccattacctcacctactagctaatccgacct 134

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 282 gaccagttacggatcgtcgcctaggtgagccattacctcacctactagctaatccgacct 223

                                                                      

Query: 135 aggctcatctgatagcgcaaggcccgaaggtcccctgctttctcccgtaggacgtatgcg 194

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 222 aggctcatctgatagcgcaaggcccgaaggtcccctgctttctcccgtaggacgtatgcg 163

                                                                       

Query: 195 gtattagcgttcctttcgaaacgttgtcccccactaccaggcagattcctaggcattact 254

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 162 gtattagcgttcctttcgaaacgttgtcccccactaccaggcagattcctaggcattact 103

                                                                      

Query: 255 cacccgtccgccgctgaatcatggagcaagctccactcatccgctcgacttgcatgtgtt 314

           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct: 102 cacccgtccgccgctgaatcatggagcaagctccactcatccgctcgacttgcatgtgtt 43

                                        

Query: 315 aggcctgccgccagcgttcgttctgagcca 344

           |||||||||||||||||||  |||||||||

Sbjct: 42  aggcctgccgccagcgttcaatctgagcca 13

그림 21. 16s rRNA gene sequence를 이용해 Proteobacterium  strain BHI80-88 로 동정
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나. 우수한 키틴분해균과 게껍질 및 농업 부산물을 혼합한 실험용 키틴퇴비 조제

  1) 소규모 조제

 가) 시간경과에 따른 용토 부숙도 및 무기원소 분석 조사

  

  표 2. 시간경과에 따른 퇴비 성분 분석 및 부숙도 지수

수분

함량

유기물 

함량

C/N 

ratio
T-N P2O5 Ca K Mg

부숙도

지수

(%)

4월 30일 57.20 28.57 16.57 0.52 1.82 3.44 0.72 1.05 4

5월 10일 50.58 28.24 23.65 0.65 1.91 3.53 0.72 1.29 4

5월 23일 53.01 28.49 27.51 0.61 2.03 3.91 1.07 1.88 4

6월 7일 49.65 28.30 24.87 0.66 2.49 3.85 0.92 1.79 3

6월 21일 48.83 27.58 23.07 0.69 2.01 3.90 0.74 1.78 3

7월 5일 49.29 27.15 21.01 0.76 2.40 4.26 0.73 1.90 3

7월 19일 49.76 27.26 24.01 0.66 2.10 4.36 0.76 1.80 2

8월 2일 45.54 28.89 20.28 0.83 2.81 4.42 0.78 1.76 2

  부숙도 지수 (Maturity index)

       Kit B

Kit A
1 2 3 4 5 6

1 1 1 2 3 3 3

2 2 2 2 3 3 3

3 2 2 2 3 3 3

4 3 3 3 4 4 4

5 5 5 5 5 5 5

부숙도 지수 부숙 상태 퇴비 특성

1 부숙 완료 흙냄새

2 부숙중 부숙 거의 완료

3 부숙중 현재 부숙 진행 중

4 부숙활발 오랜 기간 부숙 필요

5 미부숙 Fresh

부숙도 간이 판정 Kit는 강원대학교 자원생물환경학부 농업환경화학 연구실 양재의 교수의 도움으로 

사용하였다. 
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2) 퇴비 내 효소

가) Chitinase activity
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그림 22. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 chitinase activity의 변화. Chitinase activity는  퇴비화 과정중 

초기에는 증가하다가 부숙이 어느 정도 진행이 되어가는 7월 5일부터는 일정하게 유지되었다. 

나) β-1,3-glucanase activity
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그림 23. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 β 1-3, Glucanase activity의 변화. β 1-3, glucanase activity는 

퇴비화 과정 중 초기부터 중기까지는 일정하게 증가하다가 부숙이 어느정도 진행이 되어가는 7월 5일부

터는 일정하게 유지되었다. 
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다) Dehydrogenase activity
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그림 24. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 dehydrogenase activity의 변화. Dehydrogenase activity는 퇴비

화 과정 중 초기부터 말기까지는 일정하게 증가하였다.

라) Acid phosphatase activity 
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그림 25. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 acid phosphatase activity의 변화. Acid phosphatase activity는 

퇴비화 과정 중 초기에는 일정하게 유지되다가 중반 이후부터는 급격하게 증가하였다. 
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마) Alkaline phosphatase activity
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그림 26. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 alkaline phosphatase activity의 변화. Alkaline phosphatase 

activity는  퇴비화 과정 중 초기부터 말기까지 일정하게 유지되었다. 

다. 우수한 키틴분해균을 다량 함유한 키틴퇴비의 대량생산

 

그림27. 키틴퇴비의 대량생산.
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1) 키틴퇴비의 대량생산에서 시간경과에 따른 용토 부숙도 및 무기원소 분석 조

사

   표 3. 시간경과에 따른 퇴비 성분 분석 및 부숙도 지수

수분

함량

유기물 

함량

C/N 

ratio
T-N P2O5 Ca K Mg

부숙도

지수

(%)

4월 2일 59.50 27.91 18.92 0.63 1.99 4.44 0.89 1.38 4

4월 9일 56.71 28.01 25.66 0.57 2.01 3.89 0.76 1.66 4

4월 16일 51.11 28.42 26.58 0.69 2.17 4.23 1.01 1.65 4

4월 23일 50.66 26.99 25.91 0.65 2.33 4.56 0.99 1.97 3

4월 30일 47.71 28.61 22.78 0.55 2.81 3.22 0.83 1.64 3

5월 7일 48.84 27.32 20.83 0.80 2.20 4.13 0.91 1.85 3

5월 14일 53.22 27.58 23.61 0.71 2.62 4.21 0.88 1.83 2

5월 21일 55.55 26.11 21.35 0.78 2.37 4.99 0.93 1.79 2

   부숙도 지수 (Maturity index)

       Kit B

Kit A
1 2 3 4 5 6

1 1 1 2 3 3 3

2 2 2 2 3 3 3

3 2 2 2 3 3 3

4 3 3 3 4 4 4

5 5 5 5 5 5 5

부숙도 지수 부숙 상태 퇴비 특성

1 부숙 완료 흙냄새

2 부숙중 부숙 거의 완료

3 부숙중 현재 부숙 진행 중

4 부숙활발 오랜 기간 부숙 필요

5 미부숙 Fresh

부숙도 간이 판정 Kit는 강원대학교 자원생물환경학부 농업환경화학 연구실 양재의 교수의 도움으로 

사용하였다. 
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2) 시간경과에 따른 미생물상 조사

표 4. 시간경과에 따른 fungi, bacteria, 그리고 chitinase producing bacteria colony 수의 변화

fungi bacteria
chitinase producing 

bacteria

(Log10 CFU)

4월 2일 6.33 10.11 4.22

4월 9일 6.21 10.11 5.16

4월 16일 5.55 10.27 7.11

4월 23일 5.38 10.19 7.26

4월 30일 5.29 10.44 7.26

5월 7일 5.26 10.38 7.78

5월 14일 5.03 10.39 8.66

5월 21일 5.13 10.56 8.82

3)퇴비 내 효소
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그림 28. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 chitinase activity의 변화. 
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나) β-1,3-glucanase activity
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그림 29. 퇴비 부숙 과정에 따른 퇴비 내 β-1,3-glucanase activity의 변화.

4) 시간경과에 따른 미생물상 조사

표 3. 시간경과에 따른 fungi, bacteria, 그리고 chitinase producing bacteria colony 수의 변화

퇴비 부숙 시간 경과에 따른 퇴비 내 미생물상의 변화는 fungi의 경우 시간 경과에 

따른 미생물의 colony 수는 감소하는 반면 chitinase producing bacteria의 colony는 

증가하였다. 이것은 아마도 시간 경과에 따라 chitinase producing bacteria의 수가 

증가함에 따라 세포벽이 chitin으로 이루어져 있는 fungi의 세포벽을 분해하였기에 

fungi의 colony 수가 감소하였을 것이라고 사료되어진다. 

fungi bacteria
chitinase producing 

bacteria

(Log10 CFU)

4월 30일 6.41 10.21 4.83

5월 10일 6.07 10.21 5.41

5월 23일 5.53 10.17 7.07

6월 7일 5.39 10.09 7.26

6월 21일 5.33 10.01 7.39

7월 5일 5.26 10.07 7.60

7월 19일 5.37 10.44 8.42

8월 2일 5.22 10.41 8.39
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라. 키틴퇴비로부터 직접 분리된 chitinase 생성균의 생물학적 제어능력 조사

1) Chitinase 생성 균주가 식물체 생장에 대한 효과

 1) 오이 

C1 C2 CMB CMS CMC

그림 30. 병원균 (R. solani) 접종과 HJ-928를 동시 접종시  작물의 생장 조사. 병원균만이 접종된 처리구

(C2)에서는 작물의 생존력이 거의 제로였지만 균주를 배양한 처리구 + 병원균(CMB), 균주를 배양한 후 

상등액을 처리한 처리구 + 병원균(CMS) 그리고 균주를 배양한 후 세포를 처리한 처리구 + 병원균(CMC)

에서는 작물이 생장이 나타났다. 작물의 생장률은 CMB > CMS > CMC 순이었다. C1은 control.

2) 상추

그림 31. 뿌리혹선충에 오염된 토양에 처리한 chitinase 생성 미생물이 상추의 초기 생육에 미치는 영향. 

A: 무처리구; B: 키틴퇴비처리구. 
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3) 고추

C 2 P + C B P + C S P + C CC 1

C 2 P + C B P + C S P + C CC 1

B

A

그림 32. 병원균, P. capsici와 KJA-118를 동시 접종시 작물의 생장 조사. 병원균만이 접종된 처리구(C2)

에서는 작물이 생장하였지만 뿌리(B) 부분을 보면 뿌리가 상당히 죽어 있는 것을 볼 수 있다. 균주를 배

양한 처리구 + 병원균 (CB), 균주를 배양한 후 상등액을 처리한 처리구 + 병원균 (CS), 그리고 균주를 배

양한 후 세포를 처리한 처리구 + 병원균 (CC)에서는 작물이 생장 뿐만 아니라 뿌리 생육 역시 병원균만 

처리한 구보다 훨씬 좋았다.  작물의 생장률은 MS > CB = CC 순이었다. C1은 control.

마. 포트내에서 키틴퇴비의 활성검증

1) 키틴퇴비의 선충증식억제 효과 및 작물과의 상호작용 조사

실험 설명 :  각각의 폿트에 키틴퇴비 3%, 상업용 퇴비 3%를 처리하였으며 대조

구는 무처리구이다. 토마토를 정식한 후 선충 접종 4주, 6주, 8주후에 시료를 채

취 하여 키틴퇴비의 처리가 선충감염억제 및 식물체와의 상호 작용 등을 조사하

였다.
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표 4. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 토마토의 뿌리혹지수에 미치는 영향     
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그림 33. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 토마토 근권토양의 chitinase 생성 미생물의 밀도에 미치는 

영향  
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그림 34. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 토마토의 생체중에 미치는 영향  
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그림 35. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 토마토 뿌리의 난낭수에 미치는 영향 
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그림 36. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 토마토 뿌리의 chitinase 활성에 미치는 영향
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그림 37. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 식물체 β-1,3-glucanase 활성에 미치는 영향 
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그림 38. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 식물체 peroxidase 활성에 미치는 영향 
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그림 39. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가 근권토양의 chitinase 활성에 미치는 영향 
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그림 40. 키틴퇴비, 일반퇴비 및 대조구가  근권토양의 β-1,3-glucanase 활성에 미치는 영향 
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그림 41. 키틴퇴비의 처리는 토마토 (A)를 효과적으로 선충으로부터 억제하였지만

무처리구 (B) 의 토마토 뿌리는 선충의 침입을 받아 많은 뿌리혹을 생성함을 볼 수 있다.

2) 키틴퇴비의 고추역병균 방제효과 검증-1

실험 설명 : 700g 의 토양이 담겨져 있는 폿트에 키틴퇴비 또는 일반퇴비 3%씩 

처리 하였으며 고추역병균 P. capsici 접종후 9 일간에 거쳐 시료를 채취하여 식

물체의 생장 및 병 억제효과 식물과의 상호작용 그리고 토양환경에 미치는 영향 

등을 조사하였다.
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그림 42. 잎(A)과 뿌리(B)의 생체중의 변화. Chitin 퇴비(Ccom)(-▲-), Chitin 퇴비 +P. capsici.  (Ccom + 

Phy)(-△-), 일반 퇴비(Com)(-■-), 일반 퇴비 + P. capsici.(Com + Phy)(-□-), 3반복의 값이며, 바는 표

준 오차값이다.
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그림 43. Root mortality의 변화. Chitin 퇴비(Ccom)(-▲-), Chitin 퇴비 +P. capsici.  (Ccom + Phy) (-△

-), 일반 퇴비(Com)(-■-), 일반 퇴비 + P. capsici.(Com + Phy)(-□-), 3반복의 값이며, 바는 표준 오차

값이다.

Ccom+Phy   Ccom Com+Phy  Com
그림 44. 고추 작물의 생장 Chitin 퇴비(Ccom), Chitin 퇴비 +P. capsici.  (Ccom + Phy), 일반 퇴비(Com), 

일반 퇴비 + P. capsici.(Com + Phy)
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그림 45. 토양 안의 chitinase의 활성의 변화. Chitin 퇴비(Ccom)(-▲-), Chitin 퇴비 +P. capsici.  (Ccom + 

Phy)(-△-), 일반 퇴비(Com)(-■-), 일반 퇴비 + P. capsici.(Com + Phy)(-□-), 3반복의 값이며, 바는 표

준 오차값이다.
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그림 46. 토양 안의 β-1,3-glucanase의 활성의 변화. Chitin 퇴비 (Ccom) (-▲-), Chitin 퇴비 +P. capsici.  

(Ccom + Phy) (-△-), 일반 퇴비 (Com) (-■-), 일반 퇴비 + P. capsici. (Com + Phy) (-□-), 3반복의 

값이며, 바는 표준 오차 값이다.
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그림 47. 토양 안의 chitinase producing bacteria의 colony 수. Chitin 퇴비 (Ccom) (-▲-), Chitin 퇴비 

+P. capsici.  (Ccom + Phy) (-△-), 일반 퇴비 (Com) (-■-), 일반 퇴비 + P. capsici. (Com + Phy) (-□

-), 3반복의 값이며, 바는 표준 오차 값이다.

3) 키틴퇴비의 고추 역병균에 대한 억제효과 및 작물과의 상호작용-2

실험 설명 :  멸균한 토양이 담겨져 있는 각각의 폿트에 키틴퇴비 3%, 상업용 퇴

비 3%를 처리한 후 고추씨를 파종하였으며 파종 8주후 고추역병균을 포트당 105 

수준으로 접종하였다. 접종일로부터 시작하여 0, 1,  3,  5,  7,  9일째에 6번에 거쳐 

시료를 채취하여 실험을 실시하였다. 
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그림 48. 처리구별 시간에 따른 고추생체중의 변화. 
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그림 49. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 chitinase 활성의 변화. 
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그림 50. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 chitinase 활성의 변화
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그림 51. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 β-1,3-glucanase 활성의 변화
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그림 52. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 β-1,3-glucanase 활성의 변화
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그림 53. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 PAL 활성의 변화. 
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그림 54. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 PAL 활성의 변화. 
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그림 55. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 CAT 활성의 변화. 

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 56. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 CAT 활성의 변화.

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 57. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 POD 활성의 변화. 

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 58. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 POD 활성의 변화.

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 59. 처리구별 시간에 따른 고추 뿌리의 SOD 활성의 변화. 

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 60. 처리구별 시간에 따른 고추 잎의 SOD 활성의 변화. 

Ccom은 키틴퇴비, Phy는 P. capsici, Com은 상업용퇴비를 나타낸다.
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그림 61. 고추역병균 P. capsici 접종 7일후 고추 지상부와 뿌리의 양상. A. 일반퇴비; B. 

키틴퇴비+병원균; C. 일반퇴비+병원균; D. 키틴퇴비.

4) 키틴퇴비의 처리가 백합 및 케일에 대한 생장촉진효과

그림 62. 마늘구근선충에 오염된 토양에 처리한 chitinase 생성 미생물이 

백합의 생장에 미치는 영향. A: 무처리구; B: 처리구..
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A B

그림 63. Chitinase 생성 미생물의 처리가 케일의 생육에 미치는 영향. 

A: 처리구 B: 무처리구.

바. 키틴퇴비의 소규모 포장에서의 적용 가능성 검토 

그림 64. 포장에서 키틴퇴비로 처리한 고추는 

일반퇴비로 처리한 고추보다 생육면에서 우수하다.
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그림 65. 키틴퇴비의 처리는 토마토 시들음병원균 F. xysporum 에 감염된 포장에서

 토마토를 병으로부터 효과적으로 보호하고 있다.

사. 키틴퇴비의 대규모 포장에서의 적용 가능성 검토 

1) 토마토 시들음병의 방제효과

실험설명: 지난 10여년간 토마토 시들음병으로 인하여 피해를 많이 본 포장을 선

택하여 키틴퇴비처리구 및 일반퇴비처리구로 나누어 실험을 실시하였다. 각 처리

구마다 토마토 묘종 정식 일주일전에 10kg의 키틴퇴비 또는 일반퇴비를 시용하

였다. 각개의 이랑의 길이는 15m 이고 폭은 0.5m 이다. 각개의 이랑에는 75개의 

토마토를 정식하였다. 정식후 66일 후, 일반퇴비처리구에서 병이 발생하기 시작

한 날을 기점으로 하여 1, 3,  5,  7에 거쳐서 시료를 채취하여서 토양의 효소 활성 

및 식물체 효소변화량 등을 측정하였으며 30일동안 병 발생률을 조사하였다. CC

는 일반퇴비처리구이며 CTC는 키틴퇴비처리구 이다.
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그림 66. 처리구별 시간변화에 따른 토양 chitinase 활성의 변화.
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그림 67. 처리구별 시간변화에 따른 식물체 chitinase 활성의 변화.
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그림 68. 처리구별 시간변화에 따른 식물체 β-1,3-glucanase 활성의 변화.
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그림 69. 처리구별 시간 변화에 따른 식물체 peroxidase 활성의 변화.
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그림 70. 처리구별 병 발생률의 곡선그래프. 

그림 71. 연작장해가 심한 토마토 포장에서 키틴퇴비를 처리했을때  

작물의 Fusarium  시들음병에 의한 피해를 효과적으로 줄일 수 있다 (정식 후 96일).
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2) 배추 무사마귀 병의 방제효과

실험설명: 배추 주 생산지인 전라남도 해남군에서 배추무사마귀병에 의한 피하가 

심한 포장을선택하여 키틴퇴비처리구 및 일반퇴비처리구로 나누어 실험을 실시

하였다. 정식후 6주, 7주 및 8주에 시료를 채취하여서 토양의 효소 활성, 병발생

지수, 식물생장촉진효과 등을 조사하였다. T1은 키틴퇴비 처리구 이며 T2는 일

반퇴비 처리구이다. 

표 5. 처리구별 시간 변화에 따른 토양 chitinase 활성의 변화.

Treatment 6 week 7 week 8 week

chitinase activity Unit/g dry soil

T1 1.76±0.12a 1.81±0.08a 1.90±0.09a

T2 0.72±0.18b 0.79±0.11b 0.68±0.05b

표 6. 처리구별 시간 변화에 따른 토양내 미생물 밀도의 변화.

Treatment 6 week 7 week 8 week

chitinase producing bacteria log (CFU g-1 dry soil)

T1 7.99±0.11a 7.91±0.09ab 7.50±0.23a

T2 6.30±0.42b 6.00±0.37b 6.33±0.16b
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그림 72. 처리구별 시간 변화에 따른 배추 지상부 무계의 변화.
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그림 73.처리구별 시간 변화에 따른 배추 엽수의 변화.
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그림 74. 처리구별 시간 변화에 따른 배추 엽 면적의 변화.
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그림 75. 처리구별 시간 변화에 따른 배추 뿌리 치사율의 변화.
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그림 76. 처리구별 시간 변화에 따른 배추 무사마귀병 발생지수의 변화.

그림 77. 정식 8주후 키틴퇴비 및 일반퇴비 처리구에서의  배추뿌리의 양상. 

키틴퇴비는 무사마귀병을 효과적으로 억제함을 알수 있다.
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3) 키틴퇴비의 기타 작물에 대한 병 억제 및 생장촉진효과

그림 78. 키틴퇴비의 처리는 가지의 시들음병을 효과적으로 방제한다.

그림 79. 키틴퇴비의 처리는 고추역병을 효과적으로 방제한다.
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그림 80. 키틴퇴비의 처리가 딸기 육묘의 초기 생육에 미치는 영향.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

1. 1차년도

 1) 우수한 chitinase 생성균주 선발 및 동정이다. 따라서 게껍질이 많이 함유된 해안

가 토양으로부터 키틴분해미생물을 분리하여 16S rRNA gene sequence, Biolog 및 

GC-FAME을 이용하여 동정 하였다. 선발된 미생물의 생리활성 조사는 기내실험에

서 다음과 같이 이루어졌다. 첫째, 0.2% colloidal chitin이 함유된 액체배지상에서 

chitinase 활성을 시간경과에 따라 보았다. 둘째, 병원성 곰팡이 및 선충제어 능력을 

(in vitro)를 고체배지에서 뿐만 아니라 SEM을 이용하여 측정하였다. 셋째, 키틴유도

물질에 대한 효소활성 및 항균성 정도를 측정하였다. 

2) 우수한 키틴분해균과 게껍질 및 농업 부산물을 혼합한 실험용 키틴퇴비의 용량이 

500L 정도 되게 제조하였다. 그리고 키틴퇴비의 부숙과정동안 시간경과에 따라 C/N

비, 전질소, 미량원소 및 키틴퇴비부숙도를 측정하였다. 부숙과정에 따른 미생물상 

조사로서 키틴분해균, 곰팡이, 박테리아의 분포를 측정하였다. 또한 부숙중 시간경과

에 따라 chitinase, β-1,3-glucanase, dehydrogenase, Acid phosphatase, Alkaline 

phosphate 등의 효소의 활성 측정하였다. 

 3) 분리된 키틴분해미생물의 식물에 대한 in vitro  test로써 작물에 대한 생장반응조

사, 종자의 발아율 조사, 기본 생장조사 및 생리적 대사 등을 수행하였다.  발아율 

조사시에는 오이를 대상 작물로 사용하였다. 그리고 조제된 키틴퇴비의 식물에 대한 

생장 촉진 효과는 병원균, Rhizoctonia solani  (모잘록병균), Fusarium  oxysporum 

(시들음병균), Phytophthora capsici  (역병균)등에 대한 제어와 식물 발병률을 오이, 

토마토, 고추에서 각각 확인하였다. 대조구로는 상업용퇴비를 사용하였다.

2. 2차년도

1) 우수한 키틴분해균이 다량 함유한 키틴퇴비의 대량생산. 분해균과 게껍질 및 농

업 부산물을 혼합한 5,000-20,000ℓ 규모의 퇴비를 조제하였으며 키틴퇴비의 부숙 과

정동안 시간경과에 따른 퇴비의 C/N 비, 전질소, 미량원소, 토양효소 및 부숙도를  

조사하였다. 부숙과정에 따른 미생물상 조사로서 키틴분해균, 곰팡이, 박테리아의 분
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포를 측정하였다. 또한 부숙중 시간경과에 따라 chitinase, β-1,3-glucanase, 등 효소

의 활성을 측정하였다.  

2) 키틴퇴비로부터 직접 분리된 chitinase 생성균의 생물학적 제어능력의 조사. 2% 

colloidal chitin이 함유된 고체배제상에서 그 활성이 확인, 선발된 키틴미생물은 16S 

rRNA gene sequence, Biolog 및 GC-FAME을 이용하여 동정하였다. 또한 병원성 

곰팡이인 R. solani, P. capsici을 확보하였고 뿌리혹선충인 M. incognita. M. 

arenaria, M. halpa를 확보하여 실험에 사용하였다. 

3) 키틴퇴비의 포트내에서의 활성검증. 첫째로 조제된 키틴퇴비의 병원성 곰팡이 제

어능력측정으로 고추역병균 P. capsici  을 식물체에 처리하여 억제 효과를 확인하였

으며 둘째로 선충증식 억제효과 측정으로 고구마 뿌리혹선충(Meloidogyne 

incognita) 을 분리하여 접종하였다. 대조구로는 상업용퇴비 (일반퇴비) 를 사용하였

다.

4) 키틴퇴비와 작물간의 상호작용 조사. 병원성 곰팡이와 뿌리혹 선충을 접종한 식

물체에 키틴퇴비를 처리한 후 작물의 생장촉진효과 및 PR-protein (chitinase, β

-1,3-glucanase, Peroxidase) 을 조사하였다. 그리고 병원성 인자에 대한 저항력의 

지표로써 항산화효소 (SOD, CAT, PPO)를 조사하였다. 

3.  3차년도

1) 키틴퇴비 및 다른 식물생장 촉진 인자들을 적당히 혼합하여 육묘용 상토를 개발

하였으며 상추를 이용하여서 그 효과를 검증하였다. 또한 육묘용 상토가 발아 후 생

육에 약해가 없는지를 달관 조사를 통하여 확인하였다. 

2) 농가에서의 다양한 실험을 거쳐서 주요 시설재배 채소인 쌈채 등에서의 사용방법 

및 사용량 을 확립하였으며 실용화 기술을 병방제 효과와 함께 확인하였다.

3) 개발된 기술은 주식회사 흙사랑에 이전하여서 제품화에 성공 하였으며 농가에 대

한 교육을 통하여 농가 보급에 주력하였다.

4. 최종평가

1) 부존 페기자원을 활용하여서 원예용 키틴퇴비를 개발하는데 성공하였다. 

2) 육묘 및 포장에서 키틴퇴비의 식물에 대한 생장촉진효과, 병해, 충해 에 대한 기

능성을 검토 하였다.
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3) 광범위한 적응성 검토를 통하여 산업화 기술을 확립하였으며 제품화에 성공하였

다.

4) 키틴분해 미생물을 다량 함유한 기능성 퇴비 개발 기술로 특허를 취득하였다.

5. 관련분야에서의 기여도

1) 기틴퇴비의 기능성 부여로 육묘에서 수확까지 생장촉진과 생물학적 방제의 기반

을 마련함. 

2) 키틴퇴비의 대량생산으로 수입 상토 대체 효과를 가져옴.  

3) 화학적 방제제인 농약의 사용이 상당히 줄어 들 것으로 예상됨.

4) 농가의 지출의 감소로 소득이 큰 폭으로 증가함.
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

1. 키틴분해 미생물을 다량 함유한 기능성 퇴비는 특허를 취득하였으며 주식회사 흙

사랑으로 기술이전을 끝내고 제품으로 대량 생산되어 유통되고 있다.

2. 농가에 대한 교육을 통하여 농약 및 각종 미생물 제제의 무분별한 사용을 최소화

함으로써 환경오염을 줄이고 농가의 소득을 증대하는데 힘쓸 것이다.

3. 농가에 대한 기술 지도를 통하여 농업인의 기술을 향상시켜서 고품질의 채소, 과

일, 벼 등의 생산함으로써 고품질 브랜드 이미지를 확립하는데 힘쓸 것이다.

4. 기 개발된 기술을 바탕으로 더욱 효과적이고 보급이 쉬운 생물학적 방제제제 개

발에 힘쓸 것이다.
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