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<요약문>

연구의

목적 및 내용

본 연구는 생태학적 변화에 의한 작물재배환경 개선을 통한 토양내 미생물

상 변화 조성으로 병원균 밀도 감소를 유도하면서 작물 마이크로바이옴 기

반 식물과 미생물의 상호작용과정을 통한 식물면역증진에 의한 예방적 효

과와 더불어 병해충에 대해 직접적인 살균・살충효과를 나타내는 식물추출

물을 혼합한 기존 작물보호제로 방제하기 어렵고 방제방법이 없는 시들음

병과 점박이응애를 방제할 수 있는 다기능 고효율의 복합 작물보호제를 개

발하고 이를 산업화 구축을 하는데 그 최종목표가 있음

연구개발성과

- 미생물 대사물질과 천연소재 혼합물에 의한 시들음병, 점박이 응애 병해충 복합 방제제 개발

⚫기질을 토대로 한 배양공정개량으로 특허미생물의 강력한 항균・항충 대사물질 추출 및 생산

⚫항균・항충물질과 혼합 가능한 3종 선발 식물추출 유래 물질 이용 대상 병해충 복합 방제

⚫병해충 동시 방제제의 액상 및 입상 형태별 제형화 후 방제효과 검증

- 신속 정확한 병해충 분자진단과 작물 면역기능 증진에 의한 예방적 효과검정

⚫토양 및 식물체내 병원균 특이 마커에 의한 신속한 분자진단 및 방제시기 결정

⚫식물체내 면역 기능 활성 증진을 통한 작물의 병해충 예방적 방제 효과 

⚫특이 마커 이용 병원균 밀도변화와 개발 제품의 최소저해농도 및 살포량 결정

- 유기농자재 등록 및 분자 진단 통합시스템에 의한 방제지침서 개발

⚫지상부와 지하부의 병해충 발생별 진단 결과을 수식화하여 약제 살포시기 결정 

⚫유기농자재 등록을 위한 독성 및 약효 시험을 통한 포장검정

⚫현장 진단 결과 값을 기초로 방제 지침서 및 매뉴얼 작성

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

- 기술성과 : 특허 출원(3건) 및 등록(2건), 제품화(1건), 기술이전(1건), 방제매뉴얼 및 QC 마커(2건)

- 학술성과 : 국내 및 국외 학술발표(10건), 논문 게재(SCI 2건, 비SCI 2건)

- 교육성과 : 농업대학 및 농업현장 교육지도와 컨설팅(2건)

- 홍보성과 : 언론 홍보 및 전시(2건)

- 사업성과 : 과제기간내 병해충 방제 기술관련 상품화를 통한 매출액 창출

- 고용창출 : 병해충 효과검정 및 제형연구 관련 전문인력 고용 창출(2명)

국문핵심어

(5개 이내)
마이크로바이옴 식물추출물 혼합 제형 토양 병해 점박이응애

영문핵심어

(5개 이내)
Microbiome Plant extract mixture soil-borne 

disease
two spotted 
spider mite
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1. 연구개발과제의 개요

 1-1. 연구개발 목적

○  본 연구는 생태학적 변화에 의한 작물재배환경 개선을 통한 토양내 미생물상 변화 조성으
로 병원균 밀도 감소를 유도하면서 작물 마이크로바이옴 기반 식물과 미생물의 상호작용과정
을 통한 식물면역증진에 의한 예방적 효과와 더불어 병해충에 대해 직접적인 살균・살충효과
를 나타내는 식물추출물을 혼합한 기존 작물보호제로 방제하기 어렵고 방제방법이 없는 시들
음병과 점박이응애를 방제할 수 있는 다기능 고효율의 복합 작물보호제를 개발하고 이를 산
업화 구축을 하는데 그 최종목표가 있음 

○  상기의 최종 목표를 달성하기 위하여 미생물 또는 식물추출물의 단제 형식의 방제제를 탈피
하여 미생물의 대사산물 및 균체성분과 식물추출물의 유효성분을 혼합한 제형화를 기반으로 
작물의 면역기능 활성 증진 연구와 생물적 방제능력이 탁월한 기능성 물질을 생산하는 특허균
주와 식물 원료에서 순수 항균・항충 성분을 분리하는 정제능력의 노하우를 지닌 개발팀과 유
기농자재의 제형 개발과 농자재 등록 등 산업화와 연구능력을 보유한 팀으로 구성되어 새로운 
식물과 미생물 상호작용의 통합 시스템에 의한 생물소재의 작물보호제를 개발하고자 함.
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1-2. 연구개발의 필요성 

 가. 연구개발의 개요

(1) 연구개발 대상의 국내·외 현황
   1) 국내 기술 수준 및 시장 현황

  □ 마이크로바이옴 기반 생물적 방제를 위한 작물보호제 개발

 m (마이크로바이옴) 최근 유전체학, 전사체학, 단백질체학과 더불어 오믹스 분야를 이용한 대
사체학 연구 등 생명공학 응용 기술의 비약적인 발전으로 ‘마이크로바이옴’이라는 새로운 차
원의 생명과학이 등장하였음

 * 마이크로바이옴이란, 미생물군집(microbiota)과 유전체(genome)의 합성어로 ‘미생물군유전체’라고 
할 수 있음. 인간 마이크로바이옴, 장내 마이크로바이옴, 식물 마이크로바이옴, 레지스톰(항생제 내
성관리) 등으로 분류함

  - 미생물군은 지구 생태계뿐만 아니라 인간보건, 농업, 기후변화, 식량 안보 등 광범위하게 영
향을 미침. 특히 농업과 마이크로바이옴 간 상호작용을 구명함으로써 농업생태계 복원 및 작
물보호・생육촉진 등을 통한 농업생산성 향상에 활용이 가능함

  - 식물 마이크로바이옴은 식물내부와 주변에 미생물이 서식하면서 식물의 생육 및 작물보호에 
많은 영향을 미치며 모든 식물 기관에서 발견되고 부위마다 미생물의 종류와 역할이 다름

  - 농식품 미생물자원을 포함한 의약품, 식품, 농업, 환경, 자원 및 에너지 드으이 다양한 산업
문야에서 미생물로부터 얻어지는 생체 활성물질, 생육 조절물질 및 다양한 생화학물질 등의 
자원 등을 개발에 이용하고 있음

  - 미생물 유래 기능성 물질 생산에 관한 기술개발은 미생물의 종류도 중요하지만 기질의 종류
(천연물, 식물성 오일, 탄수화물, 당류 등)가 매우 중요함. 예를 들어 발효과정에 의한 기능
성물질을 생산하는 미생물의 경우 원료 또는 공정 과정에 따라 미생물의 유전자/단백질 발
현이나 효소활성이 변화하기 때문에 생산하는 대사물질 또한 양적·질적으로 종류가 상이함. 
따라서 미생물의 배양공정이 복잡할수록 QC가 매우 어려우며 이를 해결하기 위한 기술의 
연구 및 확립의 중요성이 대두되고 있음

  - 미생물 자원의 작물보호제 활용에서 기존 다양한 문제점을 해결하기 위한 기술로 최근 대사
체학적 접근의 관심이 증대되고 있는 추세임. 이러한 연구개발의 집중은 최종 대사산물인 대
사체를 연구함에 따라 미생물의 다양한 환경, 기질, 배양시간, 온도, 공정상 발생하는 스트레
스 발생 등에서 오는 대사물질의 변화 및 생리활성물질 생산 등을 배양공정상 프로파일링을 
통하여 해결하고 있음

 m 기후변화에 따른 미래 병해충 방제 전략은 생물적 방제임.

  - 향후 탄소배출 등 기후변화에 따른 병해충 방제 대책으로 저항성을 이용한 방제는 전반적으
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로 부정적인 영향을 끼치고, 약제 방제는 작용기작에 따라 긍정적 및 부정적인 영향을 미치
고, 생물적 방제는 긍정적인 영향으로 작용함(한림연구보고서, 2010).

  - 현시점에서 합성농약 시장에 비해 생물농약 시장 규모는 작고 성장률이 낮은 것으로 파악되
나, 생물농약은 친환경농산물의 생산유통량 증가와 선호도가 높아지는 추세에서 점진적으로 
합성농약 시장을 잠식하여 대체하고 있음. 

  - 생활 패턴의 변화와 친환경 농산물의 수요 증대로 합성농약을 대체할 친환경 제품 개발의 
필요성이 증대하고 있음. 과거 합성농약 과다사용으로 농업환경 생태계 파괴와 농약잔류, 중
독, 염류집적 등의 부작용을 겪으면서 친환경 농자재의 사용 확산으로 농업환경 생태계 보존
과 수입 농산물과 차별화되어 가격 경쟁력 향상 제고 등으로 친환경 농자재 개발의 필요성
이 증대되고 있음.

  - 현재 시장에서 판매되는 친환경 농자재들은 가격이 비싸 친환경 농산물의 가격 경쟁력이 저
하되는 주 원인이 되고 있으며, 기존 화학합성농약에 의해 해결하기 어려운 각종 식물병을 
친환경적으로 해결할 수 있는 방안을 제시할 수 있는 소재 개발의 필요성이 증대되고 있음. 

 m 토양개량 및 작물생육용 유기농자재 중심이며 병해충 방제용 농자재 개발은 부족한 실정임

  - FTA 시행에 따른 친환경 농산물의 국가간 거래 활성화로 Codex기준, IFOAM(국제유기농업
운동연맹) 등 국제 인증 조건에 맞는 친환경 농자재 개발이 시급히 요구되고 있음. 

  - 바이오를 사용한 자원과 신소재 시장이 확대되면서 생리활성기능이 증진된 식물, 미생물, 미
네랄 및 이들로부터 유래한 소재나 생화학적 기술이 적용된 병해충 방제제 시장이 형성되고 
있음. 

  - 특히, 최근 생화학농약에 대한 등록기준 마련 등으로 미생물, 천연물질 관련 농업소재들이 
정식으로 등록되면서 친환경자재 시장규모도 전문화되고 확대되고 있는 추세이며, 관련 인프
라 개선으로 그 영세성을 탈피하는 방향으로 전환중임.

  - 친환경 병해충 방제제 개발은 지식 집약 고부가치 산업으로서 젊고 유능한 인력들이 몰려 
있는 벤처기업들이 대부분 사업을 추진하고 있는 바 상당한 개발비 부담을 정부에서 정책적
으로 꾸준히 지원할 경우 이 분야에서 국가경쟁력을 갖게 될 것임.

  - 2020년 3월 현재 우리나라에 등록된 친환경 유기농자재의 수는 총 1737종이며, 총 업체 수
는 500여개 달함. 2020년 3월 유기농자재는 97% 목록공시로 등록되어 있고, 토양개량 및 
작물생육용 자재가 66.8% 이상 등록되어 있고 충해(16.2%), 병해(10.8%), 기타 등으로 등록
됨(농촌진흥청, 2020).

  - 생물적 방제를 위해 병해충 관리용으로 등록된 농자재의 유효성분은 병해 관리용이 미생물
(16.8%)과 미네랄(15.6%)이며, 충해 관리용은 주로 식물추출물이 31.1%로 대부분 차지하였
음. 

 m 대부분 흰가루병과 진딧물류 방제제이며, 토양 병해와 응애류 방제를 위한 작물보호제 부족
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  - 기존 친환경(바이오) 병해충 방제제는 우수한 미생물과 식물자원을 보유하면서 제품개발의 
공정개발에 성공한 반면에, 개발인력의 부족, 제품화와 산업화 연관 기술력의 취약, 상업화 
전략의 취약성, 농민에 대한 기술보급 미흡, 합성농약에 비해 가격 경쟁력의 취약성으로 현
장에서 충분한 효과를 발휘하기가 어려운 상황임. 

<병해충 관리용 자재 등록현황(농진청, 2018)>

  - 국내 미생물농약 외에 다른 병해충 방제제들은 등록 가이드라인이 설정되어 있어도 시장이 
초기 형성 단계에 머물러 있고, 아직은 합성농약에 비해 비교적 적은 범위의 병해충에 대한 
제품군으로 개발되어 마케팅에 어려움이 있음.

  - 현재 병해충 방제제로 사용가능한 대상병해는 대부분 유황을 유효성분으로 흰가루병, 해충
은 진딧물류로 주성분은 고삼, 님이 59%를 차지하고 있음. 

  - 따라서 흰가루병과 진딧물류를 제외한 병해충 방제제를 사용하지 않을 경우 생산량 대비 곡
류는 59%, 채소는 44%, 과수는 11%만 최종 생산량을 얻음(농진청, 2012)

  - 기존 개발되어 있는 유기농자재들은 대부분 수도작 병해충 방제용 농자재가 차지하고 있지
만, 육묘상자처리제 개발과 초기 방제를 위한 방제매뉴얼 개발 등으로 사용빈도가 감소한 반
면, 원예용 작물보호제 시장의 비중이 2000년대부터 높아져서 2013년 농약출하비중은 원예
용 52%, 제초제 24.4%, 수도작용 12.8%로 원예 병해충 방제제의 비중이 높아지고 병해충 
발생이 다양해져 방제의 어려움을 가짐(농자재신문, 2015).

  □ 유기・무농약 농산물 시장 및 미생물제 현황 및 전망

 m 국내 유기 친환경농업 시장 현황
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  - 친환경농산물 생산은 ’01년도 이후 연평균 약 30% 정도 성장하여, 전체 농업 대비 10% 정
도의 비중을 차지

  - ‘10년 저농약 신규 인증 중단(’16년 전면 폐지) 유기・무농약 인증은 증가하는 추세임

  - 친환경 유기・무농약 인증농가의 채소류 생산은 유기・무농약 모두 꾸준히 증가하고 있음
(2018, 국립농산물품질관리원)

구분 '02 '06 '13

재배면적
(천ha) 11 75 142

농가수
(천호) 12 131 127

생산량
(천톤) 200 1,128 -

  - 친환경농산물 시장 규모는 지속적으로 성장하여 ’20년에는 7.5조원 규모에 이를 것으로 전
망 (’13, KREI)

 

2009 2011 2012 2013 2015 2016 2017 2020
유기농 2,426 3,000 4,081 4,575 6,510 7,891 9,346 14,296
무농약 13,178 16,420 17,175 19,322 27,444 33,369 39,521 60,453
저농약 18,514 12,257 9,552 7,476 4,779 - - -
전체 34,117 31,677 30,809 31,373 38,732 41,259 48,867 74,749

         < 인증별 친환경농산물 시장규모 전망 > (단위 : 억원)

 m 미생물 산업 규모 및 사용량 전망 

  - 2016년 기준 국내 농축산용 미생물산업 시장규모는 3, 000억원 정도 추정되며 2012년 
1,840억원 규모에서 연평균성장률(CAGR) 약 15% 가량 성장하고 있는 것으로 나타남(농업미
생물 정책현황 및 전망, 농업미생물산업발전협의체 발족회의 발표자료, 2017).

 * 미생물농약(천연 작물보호제) 1,029억원, 미생물비료(미생물제제) 291억원, 미생물 사료첨가제 1, 
658억원으로 추정됨

  - 2020년에는 자가제조 유용미생물제를 제외한 미생물농약, 미생물비료(토양미생물제제), 친환
경유기농자재의 사용량이 각각 3.9배, 3.4배, 3.8배 수준으로 모두 크게 증가할 것으로 전망
하고 있음. 

  - 친환경 농산물 재배시 병해충 방제용 자재로는 생물농약 보다는 친환경유기농자재를 대부분 



- 6 -

사용하고 있음. 그 이유는 1) 생물농약 등록 시 비용이 친환경유기농자재에 비하여 매우 많
이 필요하며, 2) 친환경유기농자재의 경우 정부 및 지자체에서 지원이 있기 때문임 

  - 친환경농업의 가장 핵심 부분인 병해충 방제 방법에 사용될 소재와 제제가 미비하고, 효능
이 검증되지 않은 자재가 난립하여 국가적인 문제로 대두되고 있음.

  

<미생물제제 종류별 사용량 전망>

 m 농업용 미생물 개발자재 시장 성장 

  - 기존의 친환경농업 인증 재배면적의 증가 추세와 사료용 생균제 시장의 성장 추세를 바탕으
로 미생물제제의 국내 수요 규모를 종합적으로 전망하면 <표>에서 보는 바와 같음.

  - 국내 개발 및 수입 미생물농약 살균제 시장은 2009년 기준 약 45억원으로 조사되었으며 이
중 국내 개발 미생물농약 살균제 시장이 약 41억원을 차지하고 있음

  - 국내 살충제는 2015년 5월 현재 36품목(Monacrosporium thaumasium, Beauveria 
bassiana, Bacillus thurigensis 등)이 등록되어 있으며, 살균제는 대부분이 Bacillus 
subtilis가 주를 이루고 있고, 일부 Streptomyces spp.와 Trichoderma spp. 의 제품이 등
록되어 있음

   2) 국외 기술 수준 및 시장 현황

 m 글로벌 천연 소재 실용화 기술 개발 및 시장의 국외 현황 및 전망

  - 최근 FTA, 나고야의정서 발효 등에 따른 농업분야의 경쟁력강화가 필요한 시점에서 고부가
가치 농생명식의약소재의 기술개발 연구가 집중투자되고 있음. 따라서 세계 경쟁시장에서의 
경쟁력 우위를 차지하기 위해 차별화된 신소재개발이 매우 절실함

  - 기존 화학 작물보호제가 식품뿐만 아니라 생태계에도 잔류할 것이라는 우려가 커지며 EU를 
비롯한 선진국을 중심으로 관련 규제가 강화되고 있음



- 7 -

  - 화학 작물보호제의 내성 이슈로 지속적인 신원제 발굴 및 새로운 화학제품의 개발이 요구되
고 있으나 막대한 R&D 비용투자가 요구됨. 이에 대한 대안 혹은 보완의 영역으로 천연 식
물보호제가 꾸준히 거론되고 있음

  - 글로벌 천연 작물보호제의 시장 규모는 2015년 기준 25억 달러 규모로 전체 작물보호제 시
장의 4%를 차지함

  - 전세계 생물적 방제 시장은 2010년 현재 1,560 M US$로 전체 작물보호제 시장의 약 5%
를 점유하고 있음(Global Strategic Business Report-Biopesticides, 2011). 전체 생물적 
방제 시장에서, 곤충 병원성 세균인 B. thuringiensis (Bt)가 가장 높은 시장 점유율 (40%)
을 가지고 있으며, 다음으로 곤충 병원성 곰팡이 및 바이러스가 뒤를 따르고 있음 

  - 글로벌 미생물제를 포함함 천연 작물보호제의 시장 규모는 2015년 기준 25억 달러 규모로 
전체 작물보호제 시장의 4%를 차지함

  - 화학성분 기반 합성농약의 발암물질 이슈 등 인체독성에 대한 우려가 꾸준히 제기되고 있으
며 점차 화학성분 기반 농약의 입지는 점차 약화되고 있는 추세임

  - 지난 10년 동안 전체 식물보호제 시장은 5-6% 대의 성장률을 보였으나 천연 식물보호제는 
17% 이상의 성장률을 나타냈으며 이는 전 세계적으로 기존 화학성분 기반 식물보호제(화학
농약)에 대한 규제 강화에 의한 것으로 판단됨

 * 유럽연합(EU)은 2009년 이후 작물보호제 관련 규제를 대폭 강화하였고 식품에 대한 농약의 잔류허
용치(MRLs; Maximum Residual Limits)를 지속적으로 낮추고 있음

  - 화학성분 기반 식물보호제(화학농약)는 거대 농화학기업 6개가 전체 시장의 70% 이상을 점
유하고 있는 반면 천연 식물보호제의 경우 200개가 넘는 소규모 회사들이 시장에 참여하고 
있음

  - 현재 천연 작물보호제 시장은 초기 형성단계이며 향후 유전자 조작을 통한 다양한 형태의 
제품들이 출시되면 더 많은 기업들이 참여할 것으로 예상됨

 m 세계 유기농업 시장 현황

  - 전세계 162개국 3천 7백 2십만 ha에서 유기농업 실천('13, FiBL-IFOAM)

호주 미국 중국 독일 캐나다 한국 일본 전체

재배면적(천ha) 12,002 1,949 1,900 1,016 841 19 9 37,246

전체대비(%) 2.9 0.6 0.4 6.1 1.2 1.0 0.2 0.9  

<주요국 유기농업 면적(’11)>

  - 전세계 유기시장 규모는 ’00년 175억 달러에서 2010년 591억달러로 세 배 이상 증가(’12, 
FiBL-IFOAM)
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<대륙별․주요 국가별 유기시장 규모(’10) (단위 : 백만$)>

(2) 국내외 경쟁기관 기술 수준 및 현황

 m 작물보호 마이크로바이옴 실용화 기술 개발 집중

  - 화학성분 기반 식물보호제(화학농약)의 독성과 내성문제는 꾸준히 제기되어 유럽과 미국 등 
선진국을 중심으로 농작물의 잔류 농약 허용치 관련 규제가 지속적으로 강화되고 있음

  - 안전한 친환경 식물보호제에 대한 요구가 높아짐에 따라 글로벌 농화학기업들은 천연 식물
보호제 개발에 대한 역량을 M&A를 통해 확보한 후 방제 스펙트럼을 넓히고 안정적 효능을 
낼 수 있는 다운스트림 기술 개발에 역량을 집중하고 있음

  - 이와 동시에 단독 미생물 혹은 통합 미생물군으로 새로운 미생물 원제를 개발하려는 업스트
림 기술개발에도 박차를 가하고 있음

  - 최근 유전체 분석을 위한 염기서열결정 비용 감소로 식물유전체와 토양미생물군 메타지놈 
분석이 가능해졌으며 이를 바탕으로 RNA간섭(RNA interference), 유전체 편집 및 마이크로
바이옴(microbiome) 등 혁신기술이 등장하여 기존 사업 모델의 다각화가 이루어지고 있음

  - 주요 미생물제제로는 Azospirilum spp., Azoarcus spp., Azotobactor spp., Bacilus 
spp., Burkholderia spp., Cyanobacteria spp., Herbaspirilum spp., Rhizobium spp. 
등을 이용한 제제로 토양미생물의 종류 대비 이용효율이 5% 미만인 실정으로 우수 균주의 
지속적인 탐색이 필요함

  - 2016년 미국에서 ‘국가 마이크로바이옴 이니셔티브(National Microbiome Initiative, NMI)’
계획을 발표하였으며 작물·가축과 미생물간 상호작용 연구, 인체질병과 미생물간 상호작용 
연구 등을 지원하는 NMI사업에 2년간 1억 2,100만 달러(약 1,440억원)가 투입계획을 밝혔음

대륙 시장 규모
(전체 대비 비중, %) 주요 국가 시장 규모

(전체 대비 비중, %)
북미 29,224 (49.4) 미국 21,702 (45.1)
유럽 26,118 (44.1) 독일 7,976 (13.5)

아시아 2,867 (4.8) 프랑스 4,658 (7.9)
오세아니아 899 (1.5) 영국 2,650 (4.5)

남미 50 (0.1) 캐나다 2,522 (4.3)
아프리카 0.4 (0.0) 일본 1,324 (2.2)

(합계) 59,158 (100) 중국 1,048 (1.8)
한국 300 (0.5)
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<글로벌 농화학 기업들의 천연 식물보호제 시장 진출 현황, LG경제연구소, 2018>

  - 미국, 유럽 등 주요 선진국들은 정부주도의 바이오산업을 육성하고 있으며 자본력이 우수한 
중국 등 신흥국가들도 인수합병 등을 통해 관련 시장에 적극적으로 진출하고 있음

  - The Wall Street Journal (WSJ, 2016.9.18.)에 따르면 많은 벤처캐피탈 업체들이 마이크로
바이옴 기술에 많은 관심을 보이고 있으며 2015년 대비 458.8%(2015년 114.5 백만 달러)가 
증가한 616.9 백만 달러(약 7,000억 원, 2016년 9월 기준)이 투자되었다고 보도하였음

부처 내용 예산요구

농무부(USDA) 토양미생물이 작물과 동물에 미치는 영향 연구 $2,400만

국립보건원(NIH) 미생물이 감염병, 비만, 정신건강에 미치는 영향 연구 $2,000만 

과학재단(NSF) 다양한 마이크로바이옴 연구 $1,600만 

에너지부(DOE) 바이오연료 생산 $1,000만 

항공우주국(NASA) 외계생물 탐사와 미생물이 우주인에게 미치는 영향 연구 $1,250만 

<미국 행정부 NMI ‘17년 예산요구 내역, NMI정책, 융합연구정책센터, 2016>

  - 최근에는 질병을 위한 마이크로바이옴 뿐만 아니라 가축, 작물 등 농·축산업으로 연구개발과 
사업이 확장되고 있으며 DuPont 역시 사람, 동물, 식물용 미생물 연구를 진행하고 있음

 m 미생물 농약 개발 현황 및 수준

  - 국외 미생물농약은 2013년 현재 1,813백만 달러의 시장이 형성되어 있는 것으로 추정됨
(Phillips McDougall, 2013). 아시아가 782백만 달러로 전체 43.1%를 차지하고 있음(중국; 
233백만 달러, 일본 203백만 달러) (Phillips McDougall, 2013).

기업  합병 및 기술 협력 현황 
BASF Ecker Underwood(’12) 인수  
Bayer AgraQuest(’12), Prophyta 인수(’13), Biagro Group(’14) 인수
Syngenta Pasteuria Bioscience(’12), deVGen(’12) 인수, DSM 협력
Monsanto Agradis(’13), Preceres(’13) 인수, Novozymes 헙력
Dow-Dupont Taxon Biosciences(’15) 인수, Radiant Genomics, Synthace 협력  

FMC
Center for Agricultural and Environmental Biosolutions(’13) 
인수, Chr Hansen 협력

Valent Bioscience 
(Sumitomo) 

Mycorrhizal Applications(’15) 인수  

Arysta LifeScience Goemar(’15) 인수

Certis USA(Mitui&Co)
Montana State University, Montana BioAgriculture, UAP 
Canada 협력
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  - B. thuringiensis 균을 이용한 미생물 살충제로서 2005년 348백만 달러로서 천적을 포함한 
전체 생물농약의 52%를 차지하는 것으로 보고되고 있음 (The New Biopesticide Market, 
Business Communications Co., Inc., 2006. 1).

  - 미생물농약 살균제인 B. subtilis의 Serenade(Agraquest 社)는 2009년에 1억 달러 이상 
판매한 것으로 알려져 있음.  

  - 현재 미국에서 등록 중인 미생물농약도 주로 특정 병해충에만 효능이 있는 다양한 미생물과 
생화학 농약이 등록 중임. 

병해 방제용; B. amyloliquefaciens, Trichomderma asperelloides, Muscador albus. 
해충 방제용; Beauveria bassiana, Serricornin(페로몬), 1,2-octanediol.

  - Lecanicillium spp. 이용; 진딧물, 가루이 방제용 미생물이 흰가루병에도 방제효과가 있음
이 알려져 있고, Vertalac과 Mycotal 제품으로 판매 중임

  - 곤충 병원성 곰팡이 Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea 이용; 진딧물, 가루이, 총
체벌레, 응애 뿐만 아니라 식물병원균 흰가루병, 녹병, 푸른곰팡이, 뿌리썩음병 등에 효능이 
있음 

  - 일부 살균능력이 있는 생물적 방제균인 Pseudomonas균주도 파밤나방, 담배거세미나방, 진
딧물 등에 살충효능이 있으며, 일부 살균 Bacillus 균주도 살 진딧물 효능이 있음이 밝혀짐

(3) 국내외 지식재산권 현황 

 m 미생물 또는 식물추출물 이용 병해충 방제에 관한 특허현황

  - 미생물을 이용한 병해충 방제관련 특허는 국내는 192건, 해외(일본)는 305건이며, 식물추출
물은 국내 141건, 해외 25건으로 분석되었으나 병해충을 동시에 방제할 수 있는 특허내용은 
34건으로 조사되었으며 대부분 지상부 병해충을 대상으로 특허분석이 되었음. 

등록번호 발명의 명칭 국가

1020100113819 옻 추출물을 이용한 식물의 병해충 방제제 한국

1020020046124 한약추출물을 이용한 식물병해충 방제제 및 그 제조방법 〃

1020050094135 미생물공정을 이용한 비료 가용화에 의한 발효비료 및 그의제조방법 〃

1020100082145 죽자초에서 분리한 해충살충조성물, 상기 해충살충조성물을 함유한 해충 방제제 및 이를 
이용한 방제방법 〃

1020140008200 유황 보르도액의 제조 방법 및 상기 방법을 이용하여 제조한 유황 보르도액 〃

1020130161283 밤나무 종실탄저병에 대한 방제 효능을 갖는 친환경 방제제 〃

1020150154573 천연 병해 방제제 조성물 〃

1020110009792 사프로레그니아 속 미생물에 대한 생물학적 방제용 프로바이오틱스 〃

1020050064510 만수국 또는 표고버섯을 포함하는 식물 흰가루병 방제제 〃
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 1-3. 연구개발 범위

가. 미생물 대사물질과 천연 혼합물에 의한 병해충 복합 방제제 개발
  (1) 기질을 토대로 한 배양공정개량으로 특허미생물의 강력한 항균・항충물질 생산
  (2) 생리대사물질과 혼합 가능한 식물추출 유래 물질 이용 대상 병해충 복합 방제
  (3) 병해충 복합 방제제의 제형별 방제효과 검증
나. 신속 정확한 병해충 분자진단법 및 작물 면역기능 증진에 의한 예방적 효과검정
  (1) 병원균 특이 마커에 의한 신속한 분자 진단  
  (2) 식물체내 면역 기능 활성 증진을 통한 작물의 병해충 예방적 방제 효과 
  (3) 토양내 생태환경 조성에 의한 병원균 밀도변화와 최소저해농도 및 살포량 결정
다. 유기농자재 등록 및 분자 진단 통합시스템에 의한 방제지침서 개발
  (1) 병해충 발생별 진단 결과을 수식화하여 약제 살포시기 결정 
  (2) 유기농자재 등록을 위한 독성 및 약효 시험을 통한 포장검정
  (3) 현장 진단 결과 값을 기초로 방제 지침서 및 매뉴얼 작성

1020150138549 머귀나무 종자 추출물을 포함하는 벚나무 잿빛곰팡이병 및 줄기마름병 방제용 조성물 및 
이를 이용한 방제방법 〃

1020150109128 영릉향 추출물을 유효성분으로 함유하는 감귤 검은점무늬병 방제용 조성물, 마이크로캡슐 
및 이를 이용한 감귤 검은점무늬병 방제 방법 〃

1020107023062 유해 생물 방제제 조성물 및 유해 생물의 방제 방법 〃

1020120131194 신규미생물 파라코니오씨리움 미니탄스 S134와 이를 함유하는 미생물제제 및 미생물농약 〃

11092320 1999092320 토양 병해를 억제하는 농업 자재 일본

30503626 2018503626 식물의 성장을 촉진하기 위한 바실루스 리케니포르미스(Bacillus) RTI184 조성물- 〃

19099749 2007099749 4-시클로프로필(cyclopropyl)-1, 2, 3-티아디아졸(thiadiazole) 유도체 및 농원예용 식물 
병해 방제제 및 그  사용 방법 〃

21275036 2009275036 유해 생물 방제제 조성물 및 유해 생물의 방제 방법 〃

27044752 2015044752 농원예용 살충제 조성물 및 그 사용 방법 〃

WO2012086768 벤질옥시(benzyloxy) 피리미딘(pyrimidine)(pyrimidine) 유도체 및 그 유도체를 함유하
는 농원예용 살충제 및  그 사용 방법 〃

18008675 2006008675 치환 피라진(pyrazine) 카르본산(carboxylic acid) 아닐리드(anilide) 유도체 또는 그 염
류, 그 중간체 및  농원예용 약제 및 그 사용 방법 〃

22528989 2010528989 해충 구제용의 치환 아미노 thiourea 화합물 〃
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2. 연구수행 내용 및 결과

제 1 세부과제 : 배양공정개량에 의한 마이크로바이옴 분리한 균주와 식물추출물 혼합에 

의한 토양병해와 점박이응애 방제제 개발

2-1. Bacillus amyloliquefaciens PPL (Ba) 균주 특성과 생리활성물질 최적 조건 확립

 가. Ba의 2차 대사물질 분리동정 및 기능 분석

     분리균주 Ba의 병해충 방제를 위한 생리활성물질을 규명하기 위해 대사물질들을 분리 하였
다. Ba 균주는 TSB 배지를 기본으로 하고 각 영양원별로 식물곰팡이 병원균의 생육저지 능력을 
검정하였다(그림 1). 각각의 균주들은 기본 영양배지에서 28℃에서 3일 배양한 후 접종원으로 사
용하였다. PDA 배지에서 25℃, 7일 동안 자란 각각의 식물병원균의 균사에서 5 mm 절편을 치
상한 후 페이퍼 디스크에 각 배양균주들을 처리하고 곰팡이 병원균 균사조직이 위치한 반대편에 
치상한 후 25℃에서 5일간 배양하였다. 그 결과 Ba 균주는 토양병해인 Fusarium. oxysporum 
f. sp. lycopersici(FOL), Rhizoctonia solani AG-1 KACC 40101(Rs), Phythium 
ultimum(Pu)에 대해서 균사생육억제능력이 탁월하였다.  

     ※ Pseudomonas fluorescens 균주1(Pf)은 Ba 균주2와 동시에 연구 진행 중 Pf 균주1의 주요 유효
성분인 2,4-diacetylphloroglucinol의 FOL 병원균에 대한 약효는 우수하나 식물 추출물 혼합제형 후 생물
검정 과정에서 농도에 따른 일부 안전성(약해)에 영향을 미쳤음. 따라서 최종적인 균주 선발에서는 FOL의 
포자발아억제의 약효 유효성에서 Pf 균주도 우수하지만 식물추출물과 증진제 등의 첨가에 의한 제형 우수
성 및 안전성 측면에서 우수한 Ba를 선발하여 진행하였음.

  

그림 1. 분리 균주의 토양병원균에 대한 균사생장억제. PPL, Bacillus amyloliquefaciens; Fo, 
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici; Rs, Rhizoctonia solani AG-1 KACC 40101; Pu, 
Phythium ultimum 

(1) Ba 균주의 생장능력과 분류학적 동정

     분리균주인 Ba 균주의 항균활성능력과 분류학적인 동정을 조사하였다(그림 2). 선발된 Ba
는 다른 분리균주들보다 식물곰팡이균(FOL)에 대해 균사생육 저지 능력이 높게 나타났다 (그림 
2A). TSB 배지에서 28℃, 150 rpm으로 5일간 배양되면서 균주의 생육밀도를 조사하였다(그림 
2B). 균주의 영양세포 생육밀도는 생육초기(mid-log)에서 4.12 log cfu/ml이었으며 생육후반의 
정지기에는 9.66 log cfu/ml의 밀도를 형성하였다. 내생포자형성은 생육 중반에 1.12 log 
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cfu/ml로 생육 후기의 정지기에는 2.95 log cfu/ml를 생산하였다. 또한 각 생육기별 배양액을 
0.22 ㎛ 필터(Millipore Filter Corp., Bedford, MA, USA)를 이용하여 세포를 제거한 후 상등
액을 회수하였다. Filtering한 배양 상등액에 균주의 오염을 확인하기 위해 TSB 배지에 도말하
여 균주의 존재여부를 확인한 후 사용하였다. 배양 여액의 경시적인 표면장력 변화는 Surface 
Tensiometer(K6, KRUSS GmbH, Hamburg, Germany)를 이용한 ring method로 수행하였다. 
표면장력의 대조구로는 멸균수와 배지를 사용하였다. 배양여액의 surface tension은 mid-log기
(평균 34 mN/m)보다 late-log기와 정지기(평균 30 mN/m)에서 유의하게 낮았다. 대조구로 사
용된 멸균수와 TSB 배지의 surface tension값은 73 mN/m였다. 

그림 2. Ba 균주의 생장능력과 분류학적 동정. A, FOL에 대한 균주 분리 및 항균활성능력. B, 
생육기별 생장밀도 및 surface tension. C, Neighbor-Joining tree showing the 
phylogenetic positions of strain PPL and representatives of some other related taxa, 
based on 16S rRNA gene sequences. Boots trap values (expressed as percentages of 
1000 replications) are shown at branch points. 

     균주 동정을 위해 유전적 특성은 16S rRNA 유전자 분석을 수행하였으며, 균주를 LB 배지
에서 배양한 후 Genomic DNA Prep Kit (Solgent Co., Ltd, Daejeon, South Korea)를 이용
하여 genomic DNA를 추출하였다 (그림 2C). 16S rRNA 유전자 증폭을 위해 universal 
primer는 27F (5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3')와 1492R (5'-GGATACCTTGTTACGACTT 
-3')을 이용하였다. 염기서열 분석은 Solgent ASSA service (Solgent Co., Ltd, Daejeon, 
South Korea)에 의뢰하여 분석하였으며, 염기서열은 미국 국립생물정보센터(National Center 
for Biotechnology Information)에서 받아 MEGA6 program으로 계통도를 작성하였다. 계통도



- 14 -

는 neighbor joining 알고리즘을 이용하여 작성하였고, bootstrapping을 1,000회 반복하여 견
고성을 확인하였다. 생화학적 특성은 Vitek2 compact system (bioMérieux, France)을 이용하
여 46가지의 특성을 분석하였다. 순수 배양된 균주를 0.45% NaCl이 함유되어 있는 생리식염수
에 혼합하여 Vitek densichek (bioMérieux, France)로 탁도 2 McFarland로 현탁한 후, BCL 
card (bioMérieux, France)에 분주하여 Vitek2 system에서 생화학 특성을 분석하였으며, 
Vitek2 Advanced Expert System (AES) software로 판독하여 균주를 동정하였다. 그 결과 균
주는 1.4 kb 16S ribosomal RNA 유전자 염기서열을 분석결과 B. amyloliquefaciens로 확인
되었다. Bacillus spp.의 분자계통도 분석결과에서 Ba 균주는 B. amyloliquefaciens BCRC 
14193과 99.6%의 높은 상동성으로 일치하였다. 또한 염기서열을 바탕으로 한 계통수 분석에서
도 Bootstrap 값이 63%로 비교적 높은 것으로 확인되었다. Vitek 2 system을 이용한 생화학적 
특성 검정 결과 B. amyloliquefaciens와 90% 유사하였다. 균주는 β-xylosidase, Ala-Phe-Pro 
arylamidase, L-pyrrolydonyl-arylamidase, α-galactosidase, phenylalanine arylamidase, 
β-glucosidase를 생산하였고, D-mannitol, D-mannose, pyruvate, D-trehalose, palatinose, 
myo-inositol을 이용하였다. 또한 esculin hydrolysis, methyl-A-D-glucopyranoside 
acidification, tetrazolium red production, polymyxin B, kanamycin resistance을 나타냈
으며 6.5%의 NaCl에서 견디는 특성으로 나타났다. 

(2) Ba 균체성분의 농도에 의한 항균활성 및 상관관계 분석

그림 3. Ba 균체성분의 농도별 항균활성 및 상관관계. Cg, Colletotrichum gloeosporioides 
KACC 40003; Fo, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici KACC 40032; Rs, Rhizoctonia 
solani AG-1 KACC 40101; Bc, Botrytis cinerea   
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     Ba의 배양 여액내 생리활성물질의 함량별 항균활성을 조사하고 그 농도별 상관관계를 조사
하였다(그림 3). 항균 활성을 측정하기 위해서는 배양 여액이 0~40% 함유농도와 PDB 60~100% 
plate들을 조제하였다. PDA에 5일간 배양한 공시 병원균 F. oxysporum(Fo), C. 
gloeosporioides(Cg), R. solani(Rs)의 균사 선단에서 직경 5 ㎜의 균사 조각을 떼어내어 상등액 
함유별로 조제된 PDA 혼합 배지 위에 치상 5일 후 균사 생육 길이를 측정하였다. 균사 생육 억
제율(%)은 균주 상등액이 포함되지 않은  PDA에서 균사생육길이에 대한 각 상등액 함유 비율별
로 포함된 PDA에서의 균사 생육 길이로 나타냈다. 식물곰팡이균들에 대한 항균활성을 조사한 결
과 다양한 식물병원균에 대한 균사생육억제 능력이 배양여액의 농도와 직접적인 연관이 있었다. 
즉 배양 여액 40% 함유된 PDA배지에서 공시한 병원성 곰팡이의 균사생육억제는 75.3 ~ 89.7%
로 강한 항균 활성을 나타냈다(그림 3AB). 배양 여액 20%는 식물병원균의 균사생육을 50% 이상 
억제하였지만, 20% 이하에서는 균사생장억제 능력이 현저히 감소하였다. 배양 여액의 함량과 포
자발아억제는 높은 부의 상관관계를 보였고(R = 0.761, P < 0.001), C. gloeosporioides, F. 
oxysporum과 R. solani 에 대해 각각 R=0.973**,0.951**,0.977**로 0.01% 수준에서 고도로 유
의하였다(그림 3C). C. gloeosporioides와 R. solani의 경우 surface tension이 42.0과 51.8 
mN/m인 정지기 배양 여액 10%에서 약 50% 이상의 균사생육억제 능력을 나타냈지만, F. 
oxysporum은 37.1(30%) mN/m에서 50% 이상의 항균 활성 능력을 나타냈다.  

(3) Ba 균주의 대사물질 분리 및 항균활성 분석

그림 4. Ba 대사물질 분리 (A) 및 F. oxysporum에 대한 추출 대사물질의 항균 활성(B)

     Ba가 생성하는 대사물질 분리는 유기용매에 의한 추출물에 의한 얇은막 박층 크로마토그래
피(TLC) 방법을 이용하였다(그림 4). TSB 배지에서 28℃ 배양하면서 생육별로 부탄올을 이용하
여 추출하였다. 유기용매에 의한 분획층을 진공농축장치로 완전 농축하여 메탄올로 녹인 후 
TLC(silica gel 60, Merck, Germany) 플레이트에 전개시킨 후 물로 발색시켜 확인하였다. 시
험 표준물질로 사용한 surfactin, iturin A, fengycin은 Sigma-Aldrich(St Louis, MO, USA)
로부터 구매하여 사용하였고, 또한 표준물질 값에 의해 비교 검토하였다. 균주의 배양여액을 
TLC 플레이트에서 분석한 결과, Rf 0.08–0.2인 fengycin 그룹, Rf 0.3인 iturin 그룹과 Rf 0.7
–0.75인 surfactin 그룹들이 균주의 배양여액에서 관찰되었다. 이러한 항균 리포펩타이드(cyclic 
lipopeptide, CLP)들의 생성량은 late log와 정지기의 배양여액에서 대량으로 검출되었지만, 지
수기의 배양여액에서는 소량이 검출되었다(그림 4A). 또한 생육기별 배양 여액은 다양한 식물병
원성 곰팡이의 균사생육억제 효과를 보였지만, 지수기 배양여액은 균사생육억제 능력을 보이지 
않았다(그림 4B). 이러한 결과는 Ba 균주의 surfactin, iturin, fengycin같은 CLP들은 생육초기
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보다는 late-log기부터 생산하고, 이러한 대사물질을 함유한 배양 여액이 식물병원균의 생육을 
억제하였다.

 나. Ba의 배양공정 개량에 따른 특성 및 병해충 생물검정 

     Ba 균주의 병해충 방제에 대한 생리활성물질 생성을 증가시키기 위하여 배양공정 개량을 
하였다. 배양에 사용될 영양원들을 탐색하고 각 영양원들에 대한 조합과 생리활성물질 생성에 
따라 배양배지를 개량하였다. 토양의 병원균과 점박이응애 해충을 복합적으로 방제하기 위하여 
천연물질을 포함한 영양원들을 선발하였다. 배양배지의 영양원으로 마니톨과 펩톤을 기본 탄소원
으로 사용하였고, 녹두를 대상으로 60℃에서 40분 중탕한 후 거즈를 이용하여 추출물을 획득하
였다. 또한 점박이응애의 살충력과 균주의 특정 CLP 생산을 높이기 위해 난황과 식물성 오일을 
현탁액으로 만들어서 영양원으로 사용하였다. 

   (1) 영양원 구성비율별 생장능력 및 병해충 방제효과 검정

     1) 영양원 구성비율별 생장능력 및 biosurfactant 생산량

     그림 5A와 같이 탄소원으로 마니톨(mannitol)과 펩톤 및 녹두추출물, EY 현탁액(난황+식
물성오일)등을 구성성분으로 하는 MP 배양배지의 공정을 이용하여 생육, 대사물질 생산량, FOL
의 포자발아억제율, 토마토 시들음병에 대한 유묘검정하였다. 

그림 5. MP 배양공정(녹두추출물:펩톤:난황현탁액)의 혼합비율에 의한 Ba의 생장과 
biosurfactants 생성 능력. A, 녹두추출물:펩톤 비율별 배양공정 구성. B, 균주의 MP 공정에서 
영양세포 밀도. C, 내생포자 생성밀도. D, biosurfactant 생성량 측정을 위한 surface tension 
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     마니톨:EY의 기본 함량과 녹두추출물:펩톤의 비율별 혼합에 의한 각 공정에서 28℃, 
150rpm에서 5일 동안 배양하면서 균주의 생장밀도를 조사하였다(그림 5B). 녹두추출물:펩톤의 
4:1 비율로 함유된 MP3 배양공정에서 균주의 영양세포는 배양 3일째 8.0×108 cfu/ml에 도달하
였으며, 5일 배양에서는 1.7×109 까지 도달하였다(그림 5B). 펩톤의 함량이 감소할수록 5일 배양
동안 균주밀도는 감소하는 경향을 나타냈으나, 녹두추출물이 함유되어 있지 않은 MP4의 경우 대
수기 도달은 다른 공정에 비해 시간적으로 늦지만 최종적으로 5일 배양된 정체기의 균주밀도는 
1.4×109 cfu/ml으로 MP3의 기준배양공정과 유사하였다. 따라서 펩톤의 함량은 균주의 영양세포 
밀도와 비례하였으며 정의 상관관계를 나타냈다. 각 공정에 의한 내생포자의 생성은 5일 배양하
면서 정체기로 갈수록 다소 밀도가 감소하는 경향을 나타냈으나 104 cfu/ml을 유지하였다(그림 
5C). 영양세포 생장과 달리, 펩톤의 함량이 감소할수록 내생포자 생성밀도는 높았다. 5일 배양하
면서 펩톤의 함량비가 1%로 가장 낮은 공정인 MP1 영양세포의 밀도는 다른 공정에 비해 
5.3×107 cfu/ml으로 낮았지만, 내생포자 생성밀도는 2.3×106 cfu/ml으로 가장 높았다. 따라서 
펩톤의 함량과 내생포자 생성밀도와의 관계는 부의 상관관계를 나타냈다. 또한 Ba의 항균활성을 
나타내는 biosurfactant 생성을 측정하기 위하여 배양여액의 surface tension을 측정하였다(그
림 5D). 5일 배양하면서 펩톤의 함량이 높을수록 surface tension의 값은 36.0~34.9 mN/m로 
펩톤 0.1%의 함량 공정들의 34.3~38.6 mN/m보다 낮았으며, 녹두추출물 함량이 없는 MP4 공
정이 3일째 35.8 mN/m을 나타냈다. 이러한 결과는 펩톤에 의한 영양세포 밀도 증가는 
biosurfactants 생산량 증가에 의한 surface tension의 값이 낮아지는 결과를 가져왔다. 

     2) 영양원 구성비율별 토마토 시들음병원균 포자발아 억제 및 유묘검정 

     각 MP 공정에 의한 배양물들의 포자발아억제 조사를 위한 시험은 다음과 같이 진행하였
다. 병원성 곰팡이균 FOL을 PDA 배지에 접종하여 25℃에서 7일간 배양한 후 20ml 멸균수를 
넣어 분생포자를 수집하고 4겹의 멸균된 cheese close를 이용하여 포자현탁액을 회수하였다. 포
자는 hemacytometer(Paul Marienfield GmbH & Co., Lauda-Konigshofen, Germany)를 사
용하여 접종농도를 조절하였다. 포자 발아율 조사는 12 well plate(SPL Life Sciences, Korea)
에 0 ~ 40%의 배양 여액과 60% PDB로 희석하여 1 ㎖을 조제하였다. 조제된 배양여액에 200 
㎕의 포자현탁액(1 × 104 spores/ml)을 혼합하고 25℃에서 20시간 동안 120 rpm으로 배양하
면서 발아율을 조사하였다. 광학현미경하에서 발아관의 길이가 포자 장경의 1/2 이상인 것을 발
아한 것으로 계산하여 각 반복별 100개의 포자에 대한 발아 유무를 관찰하였으며 3반복으로 조
사하였다. 대조구는 멸균된 TSB 배지와 60% PDB 함유배지를 사용하였다. 

     또한 FOL 시들음병원균에 대한 토마토 유묘검정은 각 균주의 상등액을 200배 농도로 희석
하여 3일 간격으로 3회, 20ml씩 4엽기 토마토(품종:텐텐) 유묘에 관주한 후 최종 관주 3일 후에 
FOL을 접종하였다. 본 연구에서 사용된 토마토 시들음병 방제효과 검정은 토마토 유묘에 지제
부에서 1cm 떨어진 곳에서 45도 각도 2cm 깊이로 뿌리를 향하여 찔러서 뿌리에 상처를 주고 
상처난 뿌리에 FOL 포자 현탁액(1×107 spores/ml)을 관주한 후 4주 후에 시들음병 병조사를 
하였다. 토마토 시들음병 병조사는 도관의 갈변 여부와 생육 억제로 발병 정도를 조사하였다. 발
병 지수는 0 = 건전, 1 = 도관이 갈변되나 지상부의 생육은 정상인 것, 2 = 도관이 갈변되고 지
상부의 생육이 약간 억제된 것, 3 = 도관이 갈변되고 지상부는 생육이 억제되며 약간 황화한 
것, 4 = 생육이 심하게 억제 되고 황화하여 시들고 낙엽된 것, 5 = 고사 등 6단계로 하였다. 
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그림 6. MP 배양공정의 혼합비율별 FOL 포자발아 억제 및 토마토 시들음병 방제효과. A, FOL 
포자발아억제율. B, 토마토 시들음병 유묘검정. C, FOL 포자발아 광학현미경 사진. D, 토마토 
시들음병 유묘검정 사진. E. FOL 포자발아 억제능력 검정.

      Ba 균주의 각 MP 공정의 배양여액별 FOL 포자 발아억제 능력을 검정한 결과, 녹두추출
물:펩톤=4:1의 비율로 혼합된 공정에서 배양된 MP3 처리구가 FOL의 포자를 73.7%로 가장 높게 
억제하였다(그림 6AC). 또한 녹두추출물이 포함되지 않고 펩톤의 함유량이 1% 비율로 포함된 
MP4 공정의 배양여액도 67.4%의 FOL 포자발아 억제효과가 있었다. 각 공정에 의한 배양여액의 
토마토 시들음병에 대한 유묘검정을 한 결과 도관의 갈변현상은 있지만 정상적인 생육을 보인 
MP3가 발병도 1.9로 방제효과가 높았다(그림 6BD). 각 공정별로 Ba 균주에 의해 생산된 
biosurfactant을 부탄올 유기용매를 이용하여 추출한 후 FOL의 포자발아억제 검정을 위해 PDA 
배지 위에서 수행하였다(그림 6E). 그 결과 모든 공정의 처리물에서 포자 발아를 억제하여 균사
체 형성을 억제하는 것을 확인하였다. 이러한 결과들은 Ba 배양에서 MP 공정은 토마토 시들음
병 방제 효과에서 우수하였으며, 특히 MP 영양원 중에서 펩톤이 중요한 요소 중의 하나인 것을 
확인하였다. 

     3) 영양원 구성비율별 점박이응애 생물검정 

     녹두추출물:펩톤:난황현탁액을 영양원으로 하는 MP3 배양공정에서 배양된 균주의 배양여액
에 의한 점박이응애의 방제효과를 곤충사육접시(10×4.5cm, insert breeding dish)에 여과지를 
넣고 그 위에 수분방지용 탈지면을 일정한 크기(5×5cm)로 잘은 후 콩잎을 놓은 다음 처리당 점
박이응애를 50마리씩 3반복으로 접종하였다. 페트리디쉬에 분무기를 이용하여 처리물질을 30cm 
거리에서 1회 살포하여 희석된 배양공정에 의한 균주 상등액을 잎과 해충에 골고루 묻게 한 후 
사육실(25℃, 16L:8D)에서 처리후 경과된 시간별로 사충수를 조사하였다(그림 7). MP3 공정에 
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의해 배양한 상등액 60%를 살포 후 7일 동안 점박이응애의 살충율을 조사한 결과 7일 후 
25.8%의 살충효과를 나타냈다. 

  

그림 7. Ba 균주의 MP3 공정에 의한 점박이응애 사충율

   (2) 영양원 유효성분 추출물의 배양 혼합별 효과검정 

     MP 배양공정에 의한 병해충 방제효과 증진을 위해 영양원 난황에서 주요 유효성분 레시틴
을 추출하여 배양공정상 영양원으로 사용하였다. 순도 95%(v/v) 이상의 에탄올을 난황과 1:3 비
율로 혼합하여 60℃에서 가온하면서 레시틴 유효성분의 지질을 추출하였다. 난황 추출 유효성분 
레시틴을 이용한 배양공정과 식물추출물 혼합에 의한 방제효과를 검정하였다.

그림 8. 녹두추출물:펩톤:레시틴 영양원 배양 배지 구성

     배양영양원 유효성분 추출물에 의한 배양공정에서 리포펩타이드(CPL)를 유효성분으로 하는 
균주의 시들음병 유묘검정과 점박이응애 사충율을 조사하였다. 배양배지의 구성은 그림 8와 같
다. 선발된 녹두추출물:펩톤:레시틴을 영양원에서 28℃, 5일간 배양된 균주를 4700 rpm에서 30
분간 원심분리를 하여 각 균주의 상등액을 회수 후 0.2um 여과지를 통과시켜 균체의 상등액을 
얻었다. 균주의 상등액을 200배 농도로 희석하여 3일 간격으로 3회, 20ml씩 4엽기 토마토(품종:
텐텐) 유묘에 관주한 후 3일 후에 FOL을 접종하였다. 시들음병 방제효과 검정은 토마토 유묘에 
지제부에서 1cm 떨어진 곳에서 45도 각도 2cm 깊이로 뿌리를 향하여 찔러서 뿌리에 상처를 주
고 상처난 뿌리에 FOL 포자 현탁액(1×107)을 관주한 후 4주후에 시들음병 병조사를 하였다. 모
든 검정은 각 처리당 10주씩 3반복으로 진행하였다. 토마토 시들음병 병조사는 도관의 갈변 여
부와 생육 억제로 발병 정도를 조사하였다. 발병 지수는 0 = 건전, 1 = 도관이 갈변되나 지상부
의 생육은 정상인 것, 2 = 도관이 갈변되고 지상부의 생육이 약간 억제된 것, 3 = 도관이 갈변
되고 지상부는 생육이 억제 되며 약간 황화한 것, 4 = 생육이 심하게 억제 되고 황화하여 시들
고 낙엽된 것, 5 = 고사 등 6단계로 하였다. 
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     점박이응애의 방제효과검정은 Petri dish에 일정한 크기(5ⅹ5cm)의 수분이 공급된 여과지
와 탈지면을 놓은 후 고추 잎과 강낭콩 잎을 놓은 다음 점박이응애를 접종하였다. Petri dish에 
준비된 각 해충에 분무기로 1 ml씩 약제를 30cm 거리에서 잎 절편에 골고루 묻게 살포한 후. 
약제 처리 후 1 시간 동안 음건하였다. 각 처리구들은 25 ± 3℃ (16L : 8D, RH 50 ~ 60%) 조
건에서 보관하면서 생충수와 사충수를 조사하였다. 치사여부는 가는 붓으로 충체를 접촉하여 반
응이 없거나 이동하지 못하는 개체를 죽은 것으로 판단하였다. 

     1) 영양원 유효성분 추출 배양공정에 의한 생장능력 및 토마토 시들음병 방제효과 검정 

     배양공정별 생장능력을 조사한 결과 영양세포 밀도가 3.16×108~5.68×109 CFU/ml 였으며, 
내생포자는 1.46×104~1.78×105 CFU/ml로 모든 구성비에서 높은 생장능력을 나타냈다(그림 
9A). 배양공정의 영양원 중 MP0.4-O 공정에서 내생포자 생산능력이 가장 높았으며, 토마토 시
들음병에 대한 방제효과면에서도 0.4% 녹두추출물과 식물성오일이 함유된 MP0.4-O 처리구에서 
가장 높은 방제 효과를 나타냈다(그림 9B). 이러한 결과들은 난황의 유효성분 추출물을 배양 영
양원으로 구성된 배양공정은 균체의 증가뿐만 아니라 시들음병 방제효과 증진 효과도 나타냈다.

그림 9. 영양원 유효성분 추출 배양공정에 의한 균주 생장능력 및 토마토 시들음병 유묘검정. A, 
생장능력. B, 토마토 시들음병 유묘검정.      

     2) 영양원 유효성분 추출 배양공정에 의한 점박이응애 방제효과 검정 

     난황 유효성분 추출물을 영양원으로 사용한 배양공정에서 각 상등액을 60% 함유농도로 살
포 7일 후 점박이응애에 대한 살충율을 조사한 결과 MP0.4-O 배양공정에서의 살충효과가 
43.8%로 다른 배양공정보다 더 높은 결과를 나타냈다(그림 10). 이러한 결과는 유효성분 추출물
의 배양공정이 균주의 살충효과를 11.7~14.6% 더 향상시켰다.

그림 10. 영양원 유효성분 추출 배양공정에 의한 균주의 점박이응애 사충율
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   (3) 배양공정에 따른 유효성분 변화 및 함량분석 

     배양공정 개량에 따른 녹두추출물:펩톤:레시틴의 MP 배양공정에 의한 상등추출물의 유효성
분을 표준물질과 대비하여 LC-MS/MS를 이용하여 분석하였다. Ba 균주의 기본 배양배지로 사
용한 TSB(Becton Dickinson, Germany) 대조구와 비교하여 각 영양원의 배양액 상층액을 부탄
올을 이용하여 유기용매 층을 분리하였다. 분획층은 진공농축장치로 완전 농축하여 메탄올로 녹
인 후 0.2 μm 주사기 필터(Whatman,PTFE)로 여과하여 LC-MS/MS 분석을 위해 사용하였다. 
LC-MS/MS (API-3200, AB SCIEX, Framingham, MA,USA) 분석에 사용된 컬럼은 Capcell 
Core C18 (2.1 mm I.D×150mm, 2.7 um)이며, 분리용매는 A (0.1% formic acidin distilled 
water)와 B (0.1% formic acid in methanol)를 사용하였다. 모든 화합물은 ESI (electro 
spray ionization) 및 positive mode에서 이온화하였고 MRM (Multiple Reaction Monitoring, 
그림 11) mode로 분석하였다. 표준용액은 Sigma-Aldrich와 Santa Cruz Biotechnology에서 
구입하였다: fengycin(CAS Number 102577-03-7), surfactin (CAS Number 24730-31-2), 
iturin A (CAS Number 52229-90-0),  2,4-diacetylphloroglucinol (CAS 2161-86-6). 각 표
준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 피크 면적을 검량
선과 비교하여 정량하였다. 표준용액을 각각 용매에 용해하여 1,000 mg/L의 stock solution을 
조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 working 
solution을 조제하여 각각 LC-MS/MS로 측정 후 얻어진 크로마토그램상의 peak면적을 기준으
로 검량선을 작성하였다. 검출농도는 다음과 같이 계산하여 표기하였다. 

검출농도  기기검출량 ×시료량 
추출용매량 

×분취량 
희석부피 

×분취량 
희석부피 

그림 11. LC-MS/MS MRM transition. a)Quantitation ion, b)Declustering potential, 
c)Entrance potential, d)Collision energy

    각 배양액별 유효성분의 정량은 iturin, surfactin, fengycin의 표준물질 피크와 추출물질의 
크로마토그램 피크의 비교를 통해 실시하였다(그림 12). Iturin과 surfactin 표준물질의 검출시간
은 각각 10.61분과 18.19분이었으며, fengycin 표준물질은 11.90, 12,12, 12.48분이 유효 검출
시간이었다(그림 12A). 생물적 방제균 Bacillus sp. 항균물질은 리포펩타이드(surfactin, iturin, 
fengycin)를 생성한다고 알려져 있다. Surfactin은 직접적으로 항균활성을 나타내거나 생물막
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(biofilm)을 형성하여 식물 뿌리 표면에 병원균이 붙지 못하게 하여 식물을 보호하며, iturin과 
fengycin은 다양한 병원균에 대해 강력한 항균작용을 한다고 알려져 있다. 

그림 12. 배양공정 개량에 의한 유효성분의 LC-MSMS 분석. A. 표준물질과 Ba 균주의 유효 물
질분석. B. 배양공정별 유효성분의 TLC상 분리. C. 분획물질물의 LC-MS/MS 검출량. TSB, 합
성배지 대조구; MBP(대조구), 마니톨:녹두추출물:펩톤=1:0.4:0.5; MP, 마니톨:녹두추출물:펩톤:레
시틴=1:0.4:0.5:0.1; MPO, 마니톨:녹두추출물:펩톤:레시틴:식물성오일=1:0.4:0.5:0.1:0.5. 

      배양공정 개량에 따른 각 공정별 균주의 유효성분 생산을 최대로 하는 영양원을 획득하기 
위하여 각각 배양액의 유효성분을 분석하였다(그림 12BC). 각 공정별 유효성분이 함유된 추출물
을 TLC에서 분리한 결과 대조구로 사용된 TSB 배양의 유효성분은 배양공정을 개량한 배양추출
물과는 다른 패턴으로 분리되었다. 각각의 검출량은 각 표준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS
로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 피크면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 토마토 시들
음병에 대해 방제효과가 우수했던 MPO 배양공정에서 유효성분 함량은 레시틴 함유와 함께 
0.5% 식물성오일이 함유된 배양공정에서 가장 많은 양이 측정되었고 그 결과 방제효과에서도 큰 
영향을 미쳤다. 하지만 레시틴과 식물성오일이 함유되지 않은 배양공정에서는 대조 배양공정보다 
유효성분의 함량이 상대적으로 낮았다. 또한 식물성오일이 함유되지 않은 MP 공정은 TSB 대조
공정보다는 유효성분 검출량이 높았지만, MPO 공정보다는 상대적으로 낮은 검출량을 확인하였
다. 특히, 배양공정을 개량한 결과 TSB 배양보다 모든 성분이 높게 검출되었으며, iturin과 
fengycin의 함량이 상대적으로 높게 생산되는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 분석결과는 레시
틴과 식물성오일이 함유된 배양공정이 토양병해를 방제하기 위한 주요 영양원이라는 것을 확인
하였으며, 성분 함량 조절을 통한 대량배양의 최적 조건을 확립할 수 있는 구성성분으로 결정하
였다.
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2-2. 식물추출물의 항균활성 및 살충효과 검정  

 가. 식물추출물의 항균활성 검정

     본 과제의 선발후보 식물추출물 호두, 님오일, 데리스(로테논, rotenone), 담배잎차(니코틴, 
nicotine)을 이용하여 처리 농도별로 FOL의 포자발아억제 효과를 조사하였다. 식물추출물 님
(azadirachtin 0.75%), 데리스(rotenone 0.05%), 담배잎 추출물(nicotine 2.2%)은 원재를 구입
하여 본 연구에서 사용하였다. 호두추출물은 검은호두의 외피를 건조한 후 분쇄과정을 거쳐 외
피에 포함된 물질을 추출하기 위하여 증류수 60℃에서 진탕 후 KOH로 pH를 조정하였다. 

   (1) 식물추출물 단독처리에 의한 항균활성 검정

그림 13. 식물추출물의 처리농도별 FOL 포자발아억제율 

     각 식물추출물에 대한 기준 살포농도(20%)와 설정기준량의 반량(10%)에서 FOL에 대한 포
자발아억제능력을 조사하였다 (그림 13). 기준설정 살포농도 20%에서 로테논 처리구가 77.7%로 
가장 높은 발아억제효과가 있었으며, 호두추출물이 73.2% 이상 억제하였다. 니코틴 49.1%를 제
외하고는 모든 처리구에서 60% 이상의 높은 포자발아억제효과가 있었다. 기준량의 반량(10%) 
처리 결과는 호두추출물이 69% 이상으로 가장 높았으며, 니코틴이 46.1%로 처리간 가장 낮았
다. 반량으로 살포한 결과 로테논은 13.6% 발아억제율의 편차가 가장 높았다. 하지만 님오일은 
살포농도의 변화에 따른 FOL 포자발아억제효과에서는 급격한 변화없이 61% 이상 일정한 발아
억제효과를 나타냈다. 이러한 결과를 님오일과 다른 생물적 방제제들과 혼합시 안정적인 방제효
과와 급격한 농도변화로 오는 약해와 약효변화에 대해 안전할 것으로 기대되는 결과를 얻었다. 

   (2) 식물추출물 혼합물에 의한 항균활성 검정

     호두추출물, 님오일, 로테논, 니코틴 등을 혼합한 식물추출물 혼합물의 FOL 포자발아억제
에 대한 효과를 검정하였다(그림 14). 각 식물추출물 5%(v/v) 농도로 조합하여 혼합한 후 200 
㎕의 포자현탁액(1 × 104spores/ml)을 제조하여 25℃에서 20시간 동안 120 rpm으로 배양하면
서 발아율을 조사하였다. 그 결과 각 식물추출물의 혼합 조합 중 로테논:님오일(Ro:Ne), 호두추
출물:담배잎차(Bw:To) 2종을 선발하였다. 로테논:님오일의 혼합물 처리구는 65%로 FOL 포자발
아를 가장 높게 억제하였다. 이들의 단일 10% 농도 처리와 혼합 5% 농도 처리의 포자발아억제 
효과가 유사하였으며, 두 식물추출물간의 조합은 FOL에 대한 항균활성에서 서로간의 상승작용 
효과를 나타났다. 또한 호두추출물과 혼합한 담배잎차의 5% 처리구는 62.3%로 담배잎차를 단재
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로 처리하였을 때보다 15% 이상 높았다. 하지만 다른 혼합 조합처리구는 47.5~27.2%로 50% 이
하의 낮은 결과를 나타냈다.

그림 14. 식물추출물 혼합에 의한 FOL 포자발아억제율. 호두추출물:담배잎차(Bw:To), 호두추출
물:로테논(Bw:Ro), 호두추출물:님오일(Bw:Ne), 로테논:님오일(Ro:Ne), 로테논:담배잎차(Ro:To), 
님오일:담배잎차(Ne:To).

 나. 식물추출물의 살충효과 검정

     점박이응애에 대한 검정방법은 여과지와 수분방지용 탈지면을 곤충사육접시에 넣은 후 기
주 식물로 사용한 콩잎을 올린 후 처리당 점박이응애를 50마리씩 3반복으로 접종하였다. 점박이
응애가 접종된 페트리디쉬에 식물추출물을 각각의 농도로 30cm 거리에서 1회 분무 살포하여 잎
과 해충에 골고루 묻게 한 후 사육실(25℃, 16L:8D)에서 보관하면서 경과된 시간별로 사충수를 
조사하였다.

   (1) 식물추출물의 단독처리에 의한 점박이응애 살충율 

그림 15. 식물추출물의 함유농도별 점박이응애 사충율과 방제효과

     호두추출물, 님오일, 로테논, 니코틴 등 식물추출물의 함유농도별로 점박이응애의 살충효과
를 검정하였다 (그림 15). 그 결과 10% 함유 식물추출물에 대한 점박이응애에 대해서 53% 이상
의 높은 방제효과를 나타냈다. 특히, 호두추출물은 94.7%의 높은 사충율로 95% 이상의 높은 방
제효과를 나타냈다. 로테논은 10% 함유농도에서 68.6%의 우수한 사충율로 66% 이상의 방제효
과를 나타냈으며, 20%에서는 70.5%의 높은 방제효과를 나타냈다. 또한 20% 담배잎차와 10% 
님오일도 62% 이상의 사충율로 60% 이상의 방제효과를 나타냈다.  
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   (2) 식물추출물 혼합 처리에 의한 점박이응애 살충율 

     각각의 식물추출물 혼합물에 대한 점박이응애 살충효과를 검정하였다(그림 16). 각각의 식
물추출물은 2.5%(v/v) 호두추출물, 5% 님오일, 5% 로테논, 5% 니코틴 농도로 조합한 후 혼합
하였다. 식물추출물의 혼합조합된 모든 처리구에서 점박이응애에 대해 60% 이상의 사충율과 방
제효과를 나타냈다. 특히, 호두추출물:담배잎차(2.5+5%, v/v)의 혼합조합물은 79%의 사충율을 
나타냈으며, 로테논:님오일(5+5%, v/v) 혼합조합물도 77.3%의 사충율로 76% 이상의 높은 방제
효과를 나타냈다. 로테논:님오일의 경우 단재로 사용할 경우보다 10% 이상의 상승효과가 있었
다. 

그림 16. 식물추출물 혼합에 의한 점박이응애 살충율과 방제효과. 호두추출물:담배잎차(Bw:To), 
호두추출물:로테논(Bw:Ro), 호두추출물:님오일(Bw:Ne), 로테논:님오일(Ro:Ne), 로테논:담배잎차
(Ro:To), 님오일:담배잎차(Ne:To).

2-3. 균주와 식물추출물 혼합 제형에 의한 항균활성 및 살충효과 검정

     Ba과 식물추출물 혼합 제형은 MP 공정에 의한 미생물 배양상등 추출액과 식물추출 농자재
들을 이용하여 제조하였다. Ba 균주는 MP 배지에서 28℃, 120 rpm으로 5일 진탕 배양하면서 
1×108 cfu/ml 농도로 사용하였다. 균주의 상등액을 회수한 후 0.2 ㎛ 여과막(Millipore Filter 
Corp., Bedford, MA, USA)으로 여과하여 균을 제거하고 사용하였다. 

   (1) 균주와 식물추출 혼합물의 항균활성 검정 

그림 17. 균주(60%)와 식물추출(2%) 혼합물의 FOL 포자발아억제율. 로테논:님오일(Ro:Ne), 호두
추출물:담배잎차(Bw:To). 
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     미생물 배양추출물(60%)와 로테논:님오일(Ro:Ne, 2%, v/v)와 호두추출물:니코틴(Bw:To, 
2%)의 혼합 2종 제형물을 이용하여 생물 검정을 하였다. (그림 17). 로테논:님오일을 혼합한 처
리구에서는 펩톤 0.5%가 함유된 MP2 공정의 제형물 처리구에서 79.1%로 가장 높은 포자발아억
제율을 나타냈다. 호두추출물:니코틴과 혼합한 MP2 공정의 혼합 제형물 처리구에서도 77.5%로 
가장 높은 결과를 나타냈다.

   (2) 균주와 식물추출 혼합물의 살충효과 검정 

     1) 균주(60%)+식물추출(2%, v/v) 혼합 제형의 살충효과 

     그림 12의 혼합 제형물에 대한 점박이응애에 대한 생물 검정 효과를 조사하였다(그림 18). 
로테논:님오일과 혼합한 균주 배양상등추출액 처리구들은 균주 배양공정에서 펩톤의 함량이 증가
하는 영양원일수록 방제효과가 높은 경향을 나타냈다. 특히, 펩톤 1%가 함유된 MP3 공정 제형
물 처리구에서 87% 이상의 높은 방제효과를 나타냈다. 또한 호두추출물:니코틴과 혼합한 MP3 
처리구에서 92.8%의 높은 사충율과 93%의 방제효과를 나타냈다. 이 결과들은 식물추출물간 혼
합처리에서도 77% 이상의 방제효과가 있었는데, 식물추출물의 함유농도가 감소하더라도 MP 공
정의 균주와 혼합한 제형일 경우 식물추출물 단독처리보다 10% 이상 상승시키는 방제효과를 나
타냈다. 

그림 18. 균주(60%)와 식물추출(2%) 혼합물의 점박이응애 살충율 및 방제효과. 로테논:님오일
(Ro:Ne), 호두추출물:담배잎차(Bw:To).  

     2) 식물추출 조합비율에 따른 혼합 제형의 살충효과 

그림 19. 식물추출물 혼합비율별 점박이응애 사충율. 로테논:님오일(Ro:Ne), 호두추출물:담배잎차(Bw:To). 
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     그림 18의 결과를 토대로 식물추출물 혼합비율별 혼합 제형물에 대한 점박이응애의 살충율
을 조사하였다(그림 19). MP 배양공정별 상등추출액(60%)과 식물추출물의 함유농도를 0.1%와 
1%로 조합하여 각각의 혼합 제형물을 제작하였다. 로테논:님오일(Ro:Ne) 1% 혼합물에서는 모두 
50% 이상의 사충율을 나타냈으나, 0.1%로 낮추어진 식물추출물 함유농도 혼합물 처리구에서는 
40% 이하의 사충율을 나타냈다. 식물추출물의 함유농도가 2%에서 1% 반량으로 감소했을 때 
21.6% 사충율이 낮았다. 또한 호두추출물:담배잎차(Bw:To)의 1%와 0.1% 혼합 제형 결과는 
53% 이하의 사충율을 나타냈다. 호두추출물:님오일 함유량(2%→1%)에 따른 사충율 변화도 평균 
28.5% 감소하는 경향을 나타냈다. 

<참고:약해시험> 호두 추출물(1%)이 식물 약해 시험 중 잎 가장자리와 전체의 물러짐 현상과 

말림현상의 약해가 나타나 후보물질에서 제외하고 담배잎차(니코틴) 추출물로 시험을 진행하

기로 함. 

0.5% 호두추출물 1% 호두추출물

   (3) 유효성분 추출 함유 균주 배양추출과 식물추출 혼합물의 토마토 시들음병 방제효과 검정 

     레시틴 추출 영양원에 의한 MP 배양공정에 의해 확보된 추출상등액 반량과 식물추출물의 
혼합에 의한 방제효과를 검정하였다 (그림 20).

그림 20. 레시틴 추출 영양원 배양공정에 의한 배양추출물과 식물추출 혼합물. 로테논:님오일
(Ro:Ne), 담배잎차(To).  

     전체 함량에서 5일 배양한 균주 추출상등액 30%와 식물추출물 2%(v/v) 농도로 혼합제형한 
후 토마토 시들음병은 200배 농도로 희석하여 7일 간격으로 20ml씩 2회 토마토 유묘에 관주 3
일 후에 FOL을 접종하였다. 접종 4주 후에 시들음병에 대한 토마토 시들음병 병징에 대한 방제
효과를 조사하였다(그림 21). 로테논:님오일(Ro:Ne)과 담배잎(To) 추출물 혼합제형 모두 식물성오
일이 함유된 처리구(T2와 T4)가 시들음병을 방제하는데 우수하였다. 앞선 난황 현탁액을 사용한 
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MP공정과 식물추출 혼합물의 처리구에서 FOL 포자발아억제율이 가장 높은 것과 같이, 유효성분 
추출에 의한 배양에서도 식물성오일이 함유된 혼합 처리구가 토마토 유묘검정에서도 같은 결과

를 나타냈다. 

그림 21. 레시틴 추출 영양원 배양공정 추출배양물과 식물추출 혼합비율의 토마토 시들음병 유묘검정

2-4. 증진보조제 첨가에 의한 혼합 조건별 방제효과 검정

     MP0.4 배양공정 과정의 안정성과 제형성을 높이기 위해 증진제 첨가에 의한 FOL 병원균 
포자발아억제 시험과 시들음병 방제효과 유묘검정을 실시하였다. 증진제 및 첨가원의 여러 후보
군으로 시험을 한 결과 배양공정에서 가장 안정적이고 균주의 CLP 대사산물 중에 fengycin 생
산에 영향을 주었던 yeast extract를 MP 공정에 구성비율별로 첨가하여 병해충 방제효과를 조
사하였다(그림 22). 

그림 22. 증진제 혼합 배양 배지 구성. 로테논:님오일(Ro:Ne), 담배잎차(To).

     MP 공정에 0.01~1% 비율로 yeast extract를 첨가한 후 5일 배양한 상등 추출액을 전체 
함량 대비 30%(v/v)와 2%(v/v)의 식물추출물(Ro:Ne 및 To)과 혼합한 후 처리구별 원액에 대한 
FOL의 포자 발아억제율을 조사하였다 (그림 23). 담배잎차와 혼합제형 처리구 중에서 T1(1% 
yeast extract)이 83.6%로 포자발아 억제율이 가장 높았으며, 로테논:님오일(Ro:Ne)과 혼합제형 
처리구 중에서는 T8(0.1% yeast extract)와 T10(0.01% yeast extract)에서 90.4와 85.5%로 가
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장 높았다. 담배잎차와 혼합한 배양추출물은 yeast extract 첨가 비율에 따라 포자발아억제율에
서 처리간 42.3%로 높은 편차를 나타냈으며, 첨가 비율이 높을수록 그 효과도 높았다. 로테논:님
오일 처리구는 첨가제의 함유량이 낮더라도 처리간 병원균의 포자발아억제율 차이는 12.6%로 그 
편차가 상대적으로 낮았다.

그림 23. 증진제 혼합에 따른 토마토 시들음병원균 포자발아억제 효과

     그림 22에 의한 각 혼합 구성물의 증진제 첨가에 따른 토마토 시들음병에 대한 방제효과를 
검정하였다(그림 24A). 그 결과 토마토 유묘검정에서는 배양 추출물과 담배잎차 혼합물(T1-T5)
의 경우 yeast extract를 1% 첨가한 처리구(T1)에서 발병도 1.0(방제가 62.5%)으로 가장 효과가 
높았다. 또한 배양 추출물+로테논:님오일(T6-T10)의 모든 처리구는 무처리보다 높은 방제효과를 
나타냈으며, 특히 0.01% 첨가한 처리구(T10)에서 가장 높은 87.5% 방제효과를 나타냈다. 이러한 
결과는 포자발아억제에 대한 평가값과 유사한 경향을 나타냈다. 점박이응애에 대한 방제효과검정
은 담배잎차와 혼합한 T1-T5 제형의 경우 T5(0.01% yeast extract)와 처리구를 제외하고는 
45.9~55.8%의 사충율을 나타냈다(그림 24B). 로테논:님오일과 혼합한 경우 T10(0.01% yeast 
extract) 처리구가 64.4%로 가장 높은 방제효과를 나타냈다. 균주 배양추출+식물추출 혼합물의 
점박이응애 방제효과에서는 배양추출물의 유효성분보다는 식물추출물의 유효성분이 영향을 미치
는 것을 확인할 수 있었다.

그림 24. 증진제 혼합에 따른 병해충 방제효과 검정. A, 토마토 시들음병에 대한 유묘검정. B, 
점박이응애에 대한 방제효과 

2-5. 시제품 제작을 위한 혼합제형물 병해충 제어조건 확립

     MP 공정에 의한 생물적방제균 Ba의 CLP 유효성분과 식물추출물 혼합물을 이용한 토양병
해 시들음병과 점박이응애를 복합적으로 방제하기 위해 시제품 혼합제형물 제작과 그 제어조건
을 설정하였다.
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   (1) 시제품 혼합제형물의 균주 최소함유비율 결정

 그림 19의 결과에서 병해충 방제효과가 우수한 4종을 대상으로 MP 배양영양원(녹두:펩톤:레시
틴:마니톨+오일+yeast extract)에 의한 상등추출액과 식물추출물의 혼합 함량별 시들음병 방제효
과를 조사하였다(그림 25). 그림 25A와 같이 모든 처리구에서 배양 상등추출액을 전체 함량 대
비 30%로 식물추출물과 혼합할 경우 63.3~88.3%로 FOL 포자발아를 억제하였다. 15% 함량 처
리구에서는 T10 처리구에서 69%로 가장 높은 포자발아 억제효과가 있었다. T10의 혼합제형물
에 대해 토마토 유묘에서 200배 희석하여 3일 간격으로 2회 관주한 후 시들음병 방제효과를 조
사하였다(그림 25BC). FOL 포자 발아억제효과의 결과와 같이 MP 배양 상등추출액의 함량이 높
을수록 그 방제효과도 높은 정의 상관관계를 나타냈다. 대조구 대비 30% 함유 혼합율의 처리구
에서는 정상적인 생육과 병징이 거의 나타나지 않았으며, 그 발병도도 0.8로 78.4%의 방제가를 
나타냈다. 15% 처리구에서도 도관부는 약간 갈변되었지만 정상적인 생육으로 1.3의 발병도로 
65%의 방제가를 나타냈다. 하지만 10%의 처리구는 FOL 포자발아억제 결과와 같이 38% 이하의 
방제효과를 나타냈으며, 처리구의 토마토 유묘는 아랫잎 황화현상과 도관부 갈변현상, 그리고 지
상부 생육이 억제되는 병징이 나타났고 2.3의 발병도를 나타냈다. 따라서 균주 배양추출액의 최
소함유비율은 전체 함량 대비 15% 함유비율의 결과를 얻었으며, 이 MP 배양공정에 의한 균주의 
배양 추출과 식물추출 혼합비율을 바탕으로 제1협동과제에서 시제품을 제작하였다. 

그림 25. 식물추출물(2%)와 배양상등추출액 함유량(10~30%)별 FOL 포자발아억제율(A) 및 토마
토 유묘검정(B,C)
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   (2) 최적 혼합제형을 위한 살포농도별 살포회수 결정

     시제품 제작을 위한 MP 공정과 식물추출 혼합물의 점박이응애 방제효과를 조사하였다(그
림 26). 그림 26A와 같이 모든 처리구에서 배양 상등추출액을 전체 함량 대비 30%로 혼합할 경
우 51.9~60.6%로 점박이응애에 대한 사충율을 나타냈다. 15% 함량 처리시 T10 처리구에서 
60%로 가장 높은 사충율을 나타냈으며, 10% 함량 처리시에도 59%의 효과가 있었다. T10 혼합
물을 가지고 농도별과 살포회수별로 점박이응애에 대한 방제효과를 조사하였다(그림 26B). T10 
혼합물의 100~1000배 농도로 희석하여 1번 또는 3일 간격으로 총 2회 살포한 결과 100배로 희
석하여 살포한 처리구에서는 85.9~98.6% 사충율로 높은 방제효과를 나타냈다. 250배 희석농도 
처리시에는 2회 살포할 경우 17.1% 더 높은 85%의 사충율을 나타냈다. 또한 500배 희석하여 2
회 살포할 경우에도 58.4%의 사충율을 보였다.

그림 26. 식물추출물(2%)와 배양상등추출액 함유량(10~30%)별 점박이응애 방제효과 검정. A, 배
양상등추출액 혼합비율별 점박이응애 방제효과. B, T10 혼합물의 살포농도 및 살포회수별 방제
효과

2-6. 시제품의 병해충 방제효과 검정

   (1) 시제품의 토마토 시들음병 방제효과

     1) 시제품 실내 항균활성 및 유묘 검정

     제1협동과제에서 제작한 액상 제형물 TB(T1 혼합물 제형, 균주 배양추출+담배잎 추출 혼
합물)와 NR(T10 혼합물 제형, 균주 배양추출+로테논:님오일 추출 혼합물)을 대상으로 토마토 시
들음병에 대한 항균활성 검정을 실시하였다. 각 시제품에 대한 토마토 시들음병원균의 포자발아
억제 조사를 위한 시험은 병원성 곰팡이균 FOL을 PDA 배지에 접종하여 25℃에서 7일간 배양한 
후 20ml 멸균수를 넣어 포자를 수집하고, 멸균된 cheese cloths를 이용하여 포자현탁액을 회수
하였다. 포자는 hemacytometer (Paul Marienfield GmbH & Co., Lauda-Konigshofen, 
Germany)에서 포자 현탁액 농도를 조절하여 사용하였다. 포자발아억제능력 조사는 12 well 
plate (SPL Life Sciences, Pocheon, Korea)에 각 혼합 제형물 1%와 PDB (Becton 
Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) 10%를 혼합하고 200 ㎕의 포자현탁액(1×104 
spores/㎖)을 제조하여 25℃에서 20시간 동안 120 rpm으로 배양하면서 포자발아억제율을 조사
하였다. 광학현미경하에서 발아관의 길이가 포자 장경의 1/2 이상인 것을 발아한 것으로 계산하
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여 각 반복별 100개의 포자에 대한 발아 유무를 관찰하였으며 3반복으로 조사하였다. 대조구는 
멸균된 10% PDB 배지를 사용하였다. 

     실내 유묘검정은 각 혼합제형물을 200배로 희석하여 4엽기 토마토(Solanum 
lycopersicum L. cv. TenTen) 유묘에 3일 간격으로 2회 20 ㎖씩 관주한 후 3일 후에 병원균
을 접종한 후 생육실 및 온실(25 ± 3℃, 16L : 8D, RH 50 ~ 60%)에서 실시하였다. 병원균 접
종은 토마토 유묘에 지제부에서 1 ㎝ 떨어진 곳에서 45°로 2 ㎝ 깊이의 뿌리에 상처를 주고 
FOL 포자 현탁액 (1×106 conidia/㎖)을 관주한 후 4주 후에 병조사를 하였으며, 처리당 5주씩 
4반복 수행하였다. 토마토 시들음병 병조사는 발병지수에 의해 도관부의 갈변 여부와 생육 상태
로 발병 정도를 조사하였다. 발병 지수는 0 = 건전, 1 = 도관이 갈변되나 지상부의 생육은 정상
인 것, 2 = 도관이 갈변되고 지상부의 생육이 약간 억제된 것, 3 = 도관이 갈변되고 지상부는 
생육이 억제되고 약간 황화한 것, 4 = 생육이 심하게 억제 되고 황화하여 시들고 낙엽된 것, 5 
= 고사 등 6단계로 하였다.

그림 27. 시제품 TB와 NR 제형물의 토마토 시들음병 실내 및 유묘 검정. A,FOL 포자발아 억제
효과. B, FOL 균사 생육 억제효과. C, 토마토 시들음병에 대한 유묘검정. D, 병원균 접종 4주 
후 토마토 유묘사진. To, 담배잎 추출물; Ro:Ne, 로테논(0.05%)과 님오일(0.75%) 혼합물; PPL, 
균주 상등추출액; TB, 시제품; NR, 시제품.

     시제품의 토마토 시들음병원균에 대한 균사생육 및 포자발아 억제 능력을 조사한 결과, 
PDB 배지 대조구와 미생물 및 식물추출물 단독 처리보다 억제효과가 높았다(그림 27AB). 특히, 
NR 처리는 TB 처리보다 병원균의 포자발아를 27.3% 더 억제하였으며, 균주(PPL)과 식물추출물
(To, Ro:Ne) 단독 처리보다 33 ~ 77.1% 높았다. 단독 처리된 각 식물추출물들은 FOL의 포자발
아억제에 영향을 미치지 못했으며, 균주 PPL은 대조구보다 유의적으로 39.6% 더 억제하였다. 
시제품의 토마토 유묘에서 시들음병에 대한 방제효과를 검정한 결과, 병원균 포자억제능력과 유
사한 경향의 결과를 나타냈다(그림 27CD). 두 혼합제형물 모두 PPL 균주 처리를 제외하고 유의
적 차이가 있었으며, NR은 미생물 및 식물추출물 단독 처리구와도 통계적으로 유의하였다. 200
배 농도로 3일 간격, 2회 처리한 혼합제형물 중 NR 처리구의 토마토 유묘는 도관부가 일부 갈
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변되는 현상이 나타났지만, 지상부의 생육은 전체적으로 정상적이었다. TB 처리구도 일부 도관
부에서 갈변현상이 나타나면서 아랫잎이 황화현상이 나타났다. 그러나 식물추출물 단독처리구에
서는 물 처리구(대조구)와 같이 생육이 심하게 억제되고 황화되어 시들고 낙엽지는 현상이 나타
났다. 토마토 유묘검정 결과에서도 식물추출물은 병원균의 식물체 도관부 침입 저지에서 큰 역
할을 하지 못하였다. 이러한 결과들은 시제품에 함유된 균주 추출의 biosurfactant들과 식물추
출물간의 항균활성 작용은 상승작용을 나타내는 결과를 가져왔으며, 토마토 시들음병 방제효과면
에 대해서 TB보다는 NR 혼합제형물에서 그 길항능력이 더 우수하였다. 구성성분이 유사한 혼합
제형물간에서 나타난 식물병원균과 해충에 대한 상승효과의 차이는 님, 로테논과 니코틴 등 식
물추출물 성분은 주로 해충에 대한 섭식 저해, 탈피 억제, 접촉 독성 및 기피제로 잘 알려진 물
질들이기 때문에 방제효과면에서 식물병원균보다는 해충에서 효과가 더 높았다. 또한 식물추출물
은 대부분 약제 특성상 직접 접촉에 의한 독성효과가 높지만 잔효성이 낮아 살포 후 새로운 개
체수 증가 시 살충효과가 낮아지기 때문에 다른 화합물 또는 미생물과 혼용하여 사용할 경우 효
과가 극대화되는 것으로 나타났다. 지금까지 식물병원균에 대한 식물추출물과 미생물과의 혼용살
포 효과는 뚜렷한 보고가 없으며, 그 방제효과도 살균제 및 살충제의 효과만큼 높지 않았다. 따
라서 본 연구결과 보고서에서도 식물추출물의 유사한 경향을 나타냈으며, 병원균에 대한 항균활
성 효과는 식물추출물의 유효성분보다는 미생물의 대사산물에 의한 효과임을 확인하는 결과를 
얻었다. 

     2) 시제품의 온실 토양에서의 토마토 시들음병 방제효과 검정

     온실토양 유묘검정은 전남대학교 농생물관리단의 비닐하우스에서 공시된 토마토 품종(텐텐)
을 파종하여 6주된 유묘를 40 × 35 ㎝ 간격으로 두 줄로 토경재배 하였다. 혼합제형물은 각 처
리구역(200 × 40 ㎝)에 정식 후 30일차에 농도별, 살포회수별로 처리하였고, 각 처리구는 10주
씩 3반복 난괴법으로 실시하였다. 시들음 병원균접종은 혼합제형물을 처리하기 5일 전에 이병토
(FOL 2.1 × 105 conidia/g of soil)를 지면에서 5 ㎝ 깊이에 100 g씩 접종하였다. 처리농도별 
처리는 7일 간격으로 100, 250, 500, 750, 1000배로 희석하여 5회 처리하였고, 살포회수별 처
리는 250배 희석된 각 혼합제형물을 7일 간격으로 1, 3, 5회 처리한 후 병 발생율을 조사하였
다. 병 발생조사는 제형 혼합물 최종 처리 30일 후에 발병 지수를 나타냈으며, 병발생율((∑ (발
병지수 × 평가된 식물수) / 총 식물수 × 5) × 100)은 발병 지수를 기준으로 조사하였다. 본 연
구에서 사용한 모든 방제가(%)는 발병지수에 따른 무처리 대비 발병율로 도출하였다. 

     시제품 2종을 대상으로 살포농도별 및 살포회수별로 처리한 후 토마토 시들음병 발병율을 
조사하였다(그림 28). 온실포장에서 토마토 생육상태는 최종 약제처리 후 10일까지는 모든 처리
구에서 시들음병 증상의 발병도 편차가 크지 않았으나, 20일후부터는 건전 식물체 대비 일부 무
처리구에서는 병발생이 심해지면서 시들음 증상이 높아졌다. 처리농도별로 최종약제 처리 30일 
후에 병 발생율을 조사하였다(그림 28A). NR 250배 처리구의 생육은 정상으로 16 ~ 20%의 발
병율로 80 ~ 75% 이상의 방제가를 나타났고, 그 이상의 희석농도에서는 50% 이하의 방제효과
가 있었다. TB 처리구에서는 100배 처리구에서만 60% 이상의 방제를 나타났고, 그 외 희석농도
에서는 도관부가 갈변되면서 지상부까지 시들음 현상이 나타났으며 50% 이하의 방제효과가 있
었다. 액상 혼합제형에서 250배 희석된 처리구에서 높은 방제효과를 나타낸 것은 균주가 생산한 
fengycin, iturin, surfactin 등과 같은 CLP가 식물병원성 곰팡이에 대한 강한 길항작용 물질로
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서 작용하였고 제형화 후에도 유지되고 있음을 의미한다. 또한 처리회수별 방제효과를 조사하였
다(그림 28B). 모든 처리구에서 무처리구 대비 7일 간격으로 5회 처리한 경우 24 ~ 32% 발생하
였으며 60% 이상의 방제효율을 나타냈다. NR 제형의 3회 처리구도 36%의 병발생율로 55%의 
방제효과가 있었지만, TB 처리구에서는 시들음 증상이 48% 보였으며 40%의 방제효과를 나타냈
다. 종합적으로 본 연구에서 사용한 미생물과 식물추출물 혼합제형물 시제품 2종에 대한 토마토 
시들음병 방제에서 NR과 TB 제형물은 토마토에 7일 간격으로 250배의 희석농도로 3회 이상 관
주하는 제어조건으로 결정하였다. 

그림 28. 시제품의 토마토 시들음병 온실 토양 방제효과 검정. A. TB와 NR의 살포농도별 토마
토 시들음병 방제효과 검정. B. 시제품 살포회수별 토마토 시들음병 온실검정. C. 처리구별 토마
토 관부 절단면.

     3) 시제품의 토마토 시들음병에 대한 시설 포장검정

     시설내 포장검정은 전남 나주와 담양 농가(방울토마토)에서 실시하였다. 6주된 유묘를 160 
× 30 ㎝ 간격으로 두 줄로 토경재배 하였다. 액상 형태의 시제품은 각 처리구역(200 × 40 ㎝)에 
정식 30일 후, 입상 시제품은 정식전 20일 전에 각 농도별로 처리하였다. FOL 병원균은 시제품
을 처리하기 5일 전에 이병토(FOL 1.1 × 106 conidia/g of soil)를 지면에서 5 ㎝ 깊이에 100 
g씩 접종하였다. 입상 시제품은 정식전 각각 20, 15, 10, 5g/m2 토양혼화 처리하였고, 액상 시
제품은 7일 간격으로 250와 500배로 희석하여 처리하였고, 7일 간격으로 3회 처리하였다. 각 처
리구는 20주씩 3반복 난괴법으로 실시하였다. 병 발생조사는 각 시제품 최종 처리 30일 후부터 
7일 간격으로 조사하였으며, 병발생 조사는 발병 지수로 나타내고 발생율((∑ (발병지수 × 평가
된 식물수) / 총 식물수 × 5) × 100)은 발병 지수를 기준으로 조사하였다. 본 연구에서 사용한 
모든 방제가(%)는 발병지수에 따른 무처리 대비 발병율로 도출하였다. 

     시제품 2종을 대상으로 시설 포장내 토마토 시들음병 발병율을 조사하였다(그림 29). 액상 
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시제품에 대한 시설내 포장 토마토 생육상태는 건전 식물체 대비 무처리구에서는 최종 약제처리 
후 20일부터 생육에서 차이가 나타나기 시작하였다(그림 29ABCG). NR 시제품은 각 농도별로 
처리한 후 조사기간 동안 일부 식물체에서 도관이 갈변되는 증상이 나타났으며, TB 처리구는 일
부 도관 갈변 현상과 지상부 생육이 약간 억제되는 증상을 나타냈다. 처리농도별 병발생은 NR 
시제품의 경우 무처리 대비 약 30~34%, TB 시제품은 약 16~28% 감소하였으며. 모든 처리구에
서 500배보다는 250배 농도에서 효과가 더 우수하였다. NR 시제품은 250배 처리농도에서 무처
리 대비 54.8%의 방제가를 나타냈다. 대조구 합성농약(etridiazole(10%)+thiophanate-methy 
(55%))은 14% 병발생율을 나타냈고 무처리 대비 77.4% 방제가를 나타냈다. 입상 시제품의 처리
농도가 높을수록 병발생율은 낮았으며, 액상 시제품처럼 NR 시제품에서 방제효과가 높은 경향을 
나타냈다(그림 29DEFG). 무처리 대비 각 시제품의 병발생율은 NR은 15~41%, TB는 29% 감소
하였으며, 각각 20g/m2 처리시 69.6과 52.1%의 방제가를 나타냈다. 시제품 모두 15g/m2 이상 
처리한 토마토 식물체에서 일부 갈변현상이 나타나기도 하였으나, 지상부의 생육은 시제품 처리
구 모두에서 정상을 나타냈다. 모든 결과에서 시제품에 대한 제어조건을 포장검정에 적용한 결
과 시들음병에 대한 방제효과는 무처리 대비 NR 시제품이 더 우수한 결과를 나타냈다. 

그림 29. 시제품의 토마토 시들음병 시설 포장 검정. 액상 시제품의 살포농도별 토마토 시들음병 
방제효과 검정(ABC). 입상 시제품의 토마토 시들음병 방제효과 검정(DEF). G. 각 시제품 처리구
별 포장 검정 사진. 

     4) 시설 포장내 시제품 처리에 의한 FOL 병원균 밀도 변화

     시설내 액상 시제품을 예방적 및 치료적 체계처리 후 30일 동안 FOL의 밀도변화를 조사하
였다(그림 30). 예방적 살포는 각 시제품 1회 또는 7일 간격으로 3회 250배 농도로 처리 후 
FOL 병원균을 7일 후에 접종하였으며, 치료적 살포는 병원균 접종 7일 후 1회 또는 3회 살포 
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후 방제효과를 조사하였다. 병발생은 두 시제품 모두 예방적 살포시 정상적인 생육을 나타내면
서 53% 이상의 방제효과를 나타냈으며, 특히 NR 시제품을 3회 예방적으로 살포시 무처리구 대
비 1.3의 발병정도로 정상 생육과 함께 69.2%의 높은 방제가를 나타냈다(그림 30A). 치료적 살
포 처리구는 두 시제품 모두 도관이 갈변되고 지상부 생육이 억제되어 약간의 황화현상을 나타
내면서 40% 이하의 방제가를 나타냈다. 그러나, TB를 병 감염 후 3회 살포시에 지상부의 생육
이 약간 억제되었을 뿐 38.4%의 방제가로 2.7의 발병정도를 나타냈다(그림 30C). 또한 소포장 
하우스내 병원균의 밀도변화를 병원균 접종 후 15일 간격으로 조사하였다(그림 30BD). 포장내 
무처리구의 병원균 밀도는 105 cfu/g soil을 유지하였다. 시제품을 예방적으로 처리시 30일 후
에 밀도는 낮아지는 경향을 나타냈으며, 특히 3회 처리할 경우 시제품 처리구의 밀도는 초기 병
원균 밀도보다 감소율은 더 높았다. 시제품간 처리비교에서 TB 처리구보다는 NR 처리구에서 초
기 2.5 × 105 conidia/g soil에서 9.1 × 103 conidia/g of soil으로 FOL 밀도 증가를 가장 높
게 억제하였다. 치료적 살포에 의한 모든 처리구의 병원균 밀도도 조사기간 동안 105 conidia/g 
soil으로 존재하였으며, 약제 살포 15일 후에는 감소하는 경향이 나타났지만, 30일 후에는 다시 
증가하였다. 모든 처리구의 토마토 식물체는 도관부가 갈변되어 시드는 현상이 나타나고 약간의 
생육이 억제되는 증상이 있었다. 치료적 처리구는 시제품 모두 병원균을 직접적으로 억제시키면
서 밀도를 낮추는 효과가 있었으나, 이미 병원균에 의해 감염된 토마토는 시제품에 의해 FOL의 
밀도를 낮추더라도 병의 진전을 감소시키는 작용에는 큰 영향을 미치지 못했다. 따라서 본 연구
의 시제품은 치료적 살포에 의한 병방제효과 보다는 예방적 살포에 의한 토양내 병원균 밀도 감
소효과에 의한 병방제효과를 확인할 수 있었다. 

그림 30. 액상 시제품의 예방적 및 치료적 체계처리에 의한 시설 토양내 토마토 시들음병 발병 
및 밀도변화. A. 예방적 처리에 의한 토마토 시들음병 발병. B. 예방적 처리에 의한 FOL 밀도변
화. C. 치료적 처리에 의한 토마토 시들음병 발병. D. 치료적 처리에 의한 FOL 밀도변화

     5) 시설 포장의 토양내 미생물상 및 이화학적 특성 조사

     병해충 발생 및 시제품 등 처리에 의한 포장검정을 위한 시설 토양내 미생물상, 토양 특성 
및 화학성 분석을 위한 토양 샘플은 처리 구역당 3반복으로 20cm 깊이의 표토를 채취하였다. 
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미생물상을 조사하기 위하여 200g 토양을 풍건하여 2mm 체를 통과한 후 50g의 토양샘플을 준
비하여 선택배지에서 밀도를 조사하였다(그림 31). 시설내 하우스 A와 B동의 토양내 존재하는 
미생물들의 분포를 조사한 결과 호기성 세균이 69.2~75.4%로 가장 많이 분포해 있었으며, 바실
러스류가 22.4~26.9%를 차지하고 있었다. 그 외에 형광성 세균과 사상균 그리고 방선균 등이 일
부 존재하였다.

그림 31. 병해충 발생 및 시제품 약효검정을 위한 시설 포장의 토양내 미생물상 분포  

     농촌진흥청에서 정한 토양분석 표준분석법에 준하여 토양 이화학성을 분석하였다(그림 32). 
시설내 토양 화학성 분석은 시제품 처리 후 토마토 생육기인 7월에 실시하였으며, 토양의 일반 
화학성 분석항목은 EC, 유기물, 유효인산, 치환성 K, Ca, Mg, Na 등을 분석하였다. 시설 재배
지 A와 B의 토양 pH는 6.7~6.9, 유효인산 381~371 mg/kg으로 농촌진흥청 시설재배의 적정범
위에 분포하였다. 하지만 전기전도도 2.75 dS/m(A 하우스), 토양 유기물 20~21 g/kg, 치환성 
야이온 칼리 0.3, 칼슘 13.7~14.5, 마그네슘 5.9~6.7 cmol+/kg로 조사되어 적정범위의 분포는 
아니었다. 따라서 토마토 생육에 있어서 유기질 비료 등의 시비로 유기물 함량 증가, 유효인산 
증가의 토양 환경 개선이 필요하였으며, 특히 유기질 비료 시비로 인하여 칼리 함량이 낮아지는 
것을 고려하여 토마토 재배시 추가적인 칼리 시비가 필요할 것으로 판단되었다.

그림 32. 시설 소면적 하우스 토양 일반화학성분 특성

  (2) 시제품의 점박이응애에 대한 방제효과

    1) 시제품의 점박이응애 살충효과(실내검정) 

     본 실험에서 사용한 점박이응애는 전남생물산업진흥원의 친환경농생명연구센터에서 분양받
아 25 ± 3℃의 유리온실에서 사육하였다. Petri dish (SPL, Insect breeding dish 90 × 15 
mm, ventilation hole size 40 mm, Pocheon, Korea)에 일정한 크기(5ⅹ5 cm)의 수분이 공
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급된 filter paper와 탈지면을 놓은 후 고추 잎 또는 강낭콩 잎을 놓은 다음 점박이응애를 엽절
편 하나에 각각 20마리씩 접종하고 3반복 3회 검정하였다. Petri dish에 준비된 각 해충에 분무
기로 1 ml씩 약제를 25cm 거리에서 잎 절편에 골고루 묻게 살포한 후. 약제 처리 후 1 시간 
동안 음건하였다. 각 처리구들은 25 ± 3℃ (16L : 8D, RH 50 ~ 60%) 조건에서 보관하면서 생
충수와 사충수를 조사하였다. 치사여부는 가는 붓으로 충체를 접촉하여 반응이 없거나 이동하지 
못하는 개체를 죽은 것으로 판단하였다.

     시제품 NR과 TB의 처리농도별로 딸기의 점박이응애를 대상으로 살충효과를 조사하였다(그
림 33). NR을 처리한 결과 250 ~ 500배 농도까지 70%의 높은 살충율을 나타냈으며, 반수치사
시간일은 3.60 ~ 6.74일이었다. 하지만 750 ~ 1000배 농도까지 희석한 처리구에서는 21 ~ 40% 
이하의 살충효과가 있었다. TB 처리구에서는 500배까지 희석한 처리구에서 58% 이상의 살충율
을 나타냈다. PPL 균주의 상등액을 50배 희석하여 처리한 경우 점박이응애에 대한 살충율은 
28%로 효과가 낮았으나, 시제품 처리구에서는 53%까지 살충효과가 증대되었다. 살포 농도 500
배 이상 처리구의 경우 균주 단독 처리구보다 높은 살충율을 나타냈으며 두 처리간의 통계적으
로 모두 유의한 차이를 나타났다. 균주의 대사물질이 함유된 물질은 점박이응애에 대해서 단독 
처리할 경우 살충율이 낮았으나, 식물추출물과 혼합한 제형들에서는 그 효과가 상승하였다. TB 
처리의 살포농도가 높아질수록 살충율은 더 높아질 것으로 예상하였으나 250배에서 500배 희석
농도에서는 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 또한 NR과 TB의 처리구 모두 각각 750배와 
1000배 농도부터 살충율이 급격히 감소하였다. 따라서 두 시제품 중 방제효과가 우수한 NR은 
MP 공정에 의한 균주 배양액의 대사물질과 님·데리스 추출물을 혼합 제형하여 살포한 결과 500
배 이상의 농도에서는 우수한 살비효과가 있는 것을 확인하였다. 

그림 33. 시제품의 살포농도별 딸기 점박이응애 방제효과 실내검정. 

    2) 시제품의 점박이응애 포장 방제효과 

     시제품 대하여 포장 내 방제효과를 조사하였다. 포장검정은 전남 나주와 담양의 딸기(품종: 
설향) 시설 재배포장에서 수행하였다. 처리약제는 점박이응애 밀도가 반복당 50마리를 초과하였
을 때 처리하였으며, 500배 농도로 7일 간격 2회 잎 뒷면까지 묻도록 엽면살포 처리하였다. 대
조구 약제로는 합성농약 피플루뷰마이드 액상수화제(10%)를 2000배 농도로 2회 살포하였다. 무



- 39 -

처리구는 동일한 방법으로 물만 처리하였다. 시험구는 처리구당 10 m2 씩 난괴법 3반복으로 수
행하였다. 점박이응애 밀도는 구당 30엽을 반복별로 채취하여 아이스박스에 보관하여 실험실에
서 해부현미경을 통해 성충 및 약충 수를 조사하였다. 방제효과 조사는 약제 처리전과 처리 7일 
간격으로 구당 30엽에 대한 생충수를 조사하였고, 실내검정과 동일한 방법으로 사망 유무를 판
단하였다. 방제가(%)는 무처리 대비 [(무처리구 마리수-처리구 마리수)/무처리구 마리수] × 100
으로 산출하였다. 모든 처리의 반복 당 조사 주수는 10주로 하였다.

     시제품 NR과 TB의 처리농도별로 딸기의 점박이응애를 대상으로 시설포장에서 살충효과를 
조사하였다(그림 34). 시제품을 처리하기 전 시설내 처리구의 점박이응애 밀도는 엽당 평균 
51.7~59.7마리로 약효를 검토하기에 충분한 발생을 보였다. 시제품을 처리한 딸기엽에서 7일 동
안 관찰한 결과 약해 증상은 나타나지 않았다. 처리 3일 후 무처리 대비 생충율은 NR 보다는 
TB 처리구가 25.8% 더 높았으며, 방제가는 TB와 NR에서 각각 70.8과 83.9%였다. 또한 TB는 
처리 3일후부터 생충율이 21.6%로 급속히 증가한 후 14일후부터 자연 감소한 반면, NR 처리구
는 처리 7일후부터 18.7% 증가한 후 10일후부터 자연 감소하였다. 따라서 시제품의 포장 방제
효과에서는 NR 시제품이 약효 및 지속성 효과면에서 TB 시제품보다 더 우수한 경향을 나타냈
다. 이에 반해 대조구로 사용된 Pyflubumide는 약효 및 잔류효과에 의한 지속성이 처리 10일후
까지 나타났다. 

그림 34. 시제품 점박이응애 포장 방제효과 검정. A. TB와 NR의 점박이응애 생충율 검정. B. 
시제품 점박이응애 방제가. Pyflubumide(10%), 대조구(점박이응애 방제용 합성농약, 2000배) 

2-7. 시제품 병해충 방제 스펙트럼 검정

   (1) 시제품과 병해충 방제용 제품과의 혼용 가능성 검토 

     시험에 사용한 약제는 총 16종으로 합성농약 8종과 유기농자재 8종을 대상으로 시제품 NR
과 혼용하여 살포한 후 토마토 시들음병에 대한 방제효과를 조사하였다. 시험약제들의 제형은 
수화제를 대상으로 하였고, 살포 희석농도는 추천농도로 혼용하였으며, 유효성분과 목록은 그림 
27과 같다. 시제품과 혼용한 각 처리구들은 본 연구에서 사용한 토마토 유묘검정법으로 처리한 
후 발병지수에 의한 발병율로 방제효과를 조사하였다(그림 35). 

     시제품 NR과 각 합성농약과 유기농자재들과 혼용한 후 토마토에 처리한 결과 14일째까지 
16종 모두에 대해 토마토에 대한 약해 현상은 나타나지 않았다(그림 36). 합성농약과 혼용한 처
리구에서의 토마토 시들음병에 대한 유묘검정 결과, 합성농약 4종은 무처리 대비 50% 이상의 
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방제가를 나타냈으며, NR 시제품 단독 처리보다 더 방제가가 높은 제품은 농3번 약제였으며, 농
1번과 농6번 약제는 시제품의 약효에 영향을 미치지 않았다(그림 36AB). 하지만 나머지 5종 약
제는 시제품의 약효를 감소시키는 결과를 나타냈다. 유기농자재들과의 시제품 혼용 효과는 5종
은 무처리 대비 50% 이상의 방제가를 나타냈다(그림 36CD). 또한 유3번 자재는 방제효과가 NR 
단독처리보다 더 우수하였으며, 유4번, 유5번, 유6번, 유8번은 방제효과가 비슷하여 시제품 약효
에 큰 영향을 미치지 않았다. 하지만 나머지 3종은 시제품 약효를 약 10.9% 감소시키는 결과를 
나타냈다. 따라서 각 합성농약과 유기농자재들과 혼용 사용 측면에서는 시제품의 단독 처리를 
추천하며, 시험약제들에 대해서는 약해 발생은 없었다.  

그림 35. 혼용 사용한 시판 제품. A. 합성농약. B. 유기농자재  

그림 36. 혼용 시판 제품들의 토마토 시들음병 방제효과(유묘검정). 합성농약 혼용 후 방제효과
(A, B). 유기농자재 혼용 효과(C, D)
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   (2) 시제품의 병해충 방제 적용확대

    1) 시제품의 고추 모잘록병과 역병 방제효과검정 

     Rhizoctonia와 Pythium 모잘록병과 Phytophthora 역병균은 PDA에 접종하고 25℃에서 
5일간 배양한 후 균총으로부터 균사조각을 잘라내어 각각의 접종배지(R. solani 왕겨배지, P. 
ultimum 감자배지, P. capsici V8배지)에 10개씩 접종하고 14일간 배양하였다. R. solani와 P. 
ultimum 접종 토양을 준비하기 위하여, 1시간 동안 멸균한 원예용상토에 준비한 병원균 배양체
를 혼합하여 병원균 접종 토양을 만들었다. 60구 연결포트에 준비한 병원균 접종 토양을 넣고 
고추 종자를 각각 구당 2립씩 파종하였다. 병원균 접종 토양에 파종하고 시제품 처리 14일 후에 
무처리구에서 모잘록병이 충분하게 발생하였을 때 병조사 하였다. 발병율(%)은 병조사 시기별로 
(병발생 유묘 개수/각 처리에 사용한 유묘 개수)×100으로 나타냈다. 

그림 37. 시제품의 모잘록병(Pythium ultimum, Rhizoctonia solani)과 역병(Phytophthora 
capsici) 방제에 대한 적용확대 검정. A. Pythium 모잘록병 발생율, B. Rhizoctonia 모잘록병 
발생율. C. P. capsici 병발생율. D. P. ultimum 병발생 사진, E. R. solani 병발생 사진. F. P. 
capsici 병발생율(유묘검정)

     P. capsici의 유주자낭을 형성시키기 위해 잘게 조각낸 균사 부분을 멸균수 20ml에 넣고 
온도변화를 주면서 5일 동안 액상배양하면서 유주자를 유출시켰다. 접종농도는 104 
zoospores/ml으로 맞춘 후 고추묘에 접종하였다. 병발생 조사는 발병지수에 따른 무처리 대비 
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발병율로 도출하였다. 발병 지수는 0 = 건전, 1 = 줄기 갈변하면서 약간 시들음 현상, 2=1~2엽 
탈락과 잘록현상 보이거나 30~50% 고사, 3 = 상위엽 황화 또는 탈락되고 엽병까지 갈변하고 
50~70% 고사, 4 = 갈변현상이 지제부에서 10cm 이상 진전되고 최상위 잎만 남고 모두 탈락되
고 줄기 시들고 70~90% 고사, 5 = 고사 등 6단계로 하였다. 병 발생조사는 제형 혼합물 최종 
처리 30일 후에 발병 지수를 나타냈으며, 병발생율((∑ (발병지수 × 평가된 식물수) / 총 식물수 
× 5) × 100)은 발병 지수를 기준으로 조사하였다. 본 연구에서 사용한 모든 방제가(%)는 발병지
수에 따른 무처리 대비 발병율로 도출하였다. 시제품은 250배와 500배로 희석한 후 3일 간격으
로 2회 관주 처리하였고, 병원균 접종 토양에 종자 파종과 유묘 이식한 직후에 처리하였다. 무처
리구는 증류수를 시제품 처리와 같은 방법으로 처리하였다.

     고추의 모잘록병에서 무처리구는 83.3%와 91.7%의 병발생율을 나타냈다(그림 37AB와 
37DE). 모든 처리구에서 NR 시제품이 TB시제품보다 병발생율이 낮았으며, NR 250배 처리구에
서는 55%의 방제가를 나타냈다. in vitro 결과와 달리 병원균의 직접적인 접촉에 의한 균사생육
억제효과는 높았지만, 토양내 존재하는 모잘록병원균에 대한 효과는 기대만큼 높지 않았다. 또한 
모잘록병원균은 포자를 형성하여 식물체에 침입하는 것이 아니라 균사체 형태로 감염시키기 때
문에, 시제품 유효성분의 포자발아 억제효과를 기대할 수 없었기 때문에 모잘록병에 대한 방제
효과가 다소 낮은 것으로 사료된다. 또한 역병에 대한 무처리구는 85%의 병발생율을 나타냈으며
(그림 37C와 37F), 다른 처리와 유사하게 NR 처리구가 TB 처리구보다 방제효과가 더 우수하였
고, 250배 처리구의 방제가는 61%를 나타냈다. 따라서 시제품의 토양병해 방제를 위한 적용확
대 시험에서 TB 시제품은 모든 처리구에서 방제가 50%를 나타내지 못했으나, NR 시제품은 250
배 농도처리에서 Rhizoctonia 모잘록병을 제외한 Pythium 모잘록병과 역병의 토양병해에 대해 
각각 55%와 61% 이상의 우수한 방제효과를 나타냈다. 

    2) 시제품의 복숭아혹진딧물 살충효과 

     복숭아혹진딧물에 대한 실내검정은 25±3℃ 생육실에서 사육하면서 조사하였으며, Petri 
dish(90 × 15 mm, ventilation hole size 40 mm)에 일정한 크기(5 × 5 cm)의 수분이 공급된 
filter paper와 탈지면을 놓은 후 담배 잎을 놓은 다음 복숭아혹진딧물을 접종하였다. 복숭아혹
진딧물은 무시충을 사용하였으며, 각 해충들을 엽절편 하나에 각각 20마리씩 접종하고 3반복 3
회 검정하였다. Petri dish에 준비된 해충에 분무기로 1ml씩 약제를 25 cm 거리에서 잎 절편에 
골고루 묻게 살포한 후 약제 처리 후 1시간 동안 음건하였다. 각 처리구들은 25±3℃(16L:8D, 
RH 50~60%) 조건에서 보관하면서 생충수와 사충수를 조사하였다. 치사여부는 가는 붓으로 충체
를 접촉하여 반응이 없거나 이동하지 못하는 개체를 죽은 것으로 판단하였다.

     복숭아혹진딧물의 처리 결과에서 NR을 1000배까지 희석한 처리구는 91~100%의 우수한 
살충율을 나타냈으며, 반수치사시간은 1.18~4.74일이었다(그림 38). TB에서는 500배까지 희석한 
처리구에서 97%의 높은 살충율을 나타냈으며, 반수치사시간은 1.12~2.57일이었다 1000배 처리
구에서도 87%의 높은 살충율을 나타냈다. 대조구로 사용한 균주 상등액을 50배 희석하여 처리
한 경우 살충율은 79%였으나, 식물추출물과 혼합한 제형물의 처리구는 8~21%의 살충효과가 증
대되었다. 살포농도 1000배 이상 처리구의 경우 균주 처리구보다 높은 살충율을 나타냈으며 두 
처리간의 통계적으로 모두 유의한 차이를 나타났다. NR 시제품의 살포농도가 높아질수록 살충율
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이 더 높아질 것으로 예상하였으나 250배에서 1000배 희석농도에서는 통계적으로 유의한 살충
율의 변화가 없었다. 

그림 38. 시제품의 살포농도별 복숭아혹진딧물 방제효과 검정(실내)

     시제품에 대한 포장검정은 전남대학교 농생물관리단의 비닐하우스에서 공시된 고추(품종:청
양) 재배포장에서 수행하였다. 처리약제는 복숭아혹진딧물 밀도가 반복당 50마리를 초과하였을 
때 처리하였으며, 500배 농도로 1회 잎 뒷면까지 묻도록 엽면살포 처리하였다. 무처리구는 동일
한 방법으로 물만 처리하였다. 시험구는 처리구당 5 m2 씩 난괴법 3반복으로 수행하였다. 방제
효과 조사는 점박이응애 조사방법과 같으며, 약제 처리전과 처리 후 구당 30엽에 대한 생충수를 
조사하였고, 실내검정과 동일한 방법으로 사망 유무를 판단하였다. 방제가(%)는 무처리 대비 
[(무처리구 마리수-처리구 마리수)/무처리구 마리수] × 100으로 산출하였다. 모든 처리의 반복 
당 조사 주수는 5주로 하였다.

그림 39. 시제품의 복숭아혹진딧물 포장방제효과 검정. A, 복숭아혹진딧물의 생충율(500배 희석
농도). B. 복숭아혹진딧물에 대한 방제가. C. 포장 검정 사진
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     또한 시제품의 포장검정은 처리하기 전 엽당 복숭아혹진딧물의 밀도는 평균 98~105마리로 
약효를 검토하기에 충분한 발생을 보였으며, 개체는 시설내 자연발생 조건에서 시험하였다. 고추 
잎에 처리한 7일 동안 뚜렷한 약해 증상은 나타나지 않았다. 조사기간 동안 무처리구의 생충율
은 90~95%를 유지하였다(그림 39). TB 시제품은 처리 후 7일 동안 무처리 대비 방제효과가 
40~55%였으며, NR은 62~77% 나타냈다. 지금까지의 결과처럼 TB의 약효보다는 NR 시제품이 
20~32% 더 우수한 방제효과를 나타냈다. 

2-8. 토마토 시들음병 검출을 위한 특이마커 개발

     토마토 시들음병원균(F. oxysporum f. sp. lycopersici, FOL)을 검출 및 판별할 수 있는 
특이마커를 개발하기 위해 total genomic DNA(gDNA)는 DNeasy Powder soil Pro 
Kit(Qiagen, Germany)를 이용하여 추출하였다. FOL에 대한 동정, 판별마커 검정, 농도별 상관
관계(in vitro) 조사를 위한 FOL의 gDNA는 PDB에서 균사체를 회수하였고, 접종원으로 사용된 
이병토에서는 0.5g을 취한 후 추출하였다. 토마토 시들음병에 감염된 식물체에서는 뿌리를 포트 
및 토마토 근권 토양에서 제거한 후 멸균된 브러쉬로 뿌리에 있는 토양을 조심스럽게 털어서 수
집하였다. 수집된 토양들은 건조시킨 후 샘플 1g당 2ml 튜브에 0.5g씩 취한 후 total gDNA를 
추출하였고, 토양 및 식물체에서 FOL 분리 및 밀도조사는 komada agar 배지를 사용하였다. 
처리당 5주씩 3반복 실시하였다. 모든 샘플들은 bead homogenizer에 의해 분리한 후 gDNA를 
추출하였고, Nanodrop 2000c(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA)을 사용하여 DNA를 
정량하였다. qPCR은 Brilliant SYBR® Green QPCR Master (Agilent)와 qPCR MIx for 
TaqMan(mgmed) 이용하였다. 각 10 pmole primer와 5 pmole probe 농도로 혼합한 후 
Stratagene MX3005P system (Stratagene, CA,USA)에서 수행하였다. 각 유전자의 상대적인 
발현량 분석을 위하여 2-DeltaDeltaCT방법을 사용하였다.

 가. 토마토 시들음병원균 및 이병 식물체 판별 마커 제작

   (1) 토마토 시들음병원균 분리·동정 및 판별마커

     토양내 존재하는 토마토 시들음병원균 (FOL)은 race1, race2, race3 생리형으로 분화되어 
있다. 각 생리형과 토마토 품종 특이성에 따라 병발생율이 다소 차이는 있지만 토마토 정식 후 
뿌리 활착이 되는 시기부터 감염되어 도관부에 피해를 주면서 병원균의 진전이 활발한 온도와 
습도가 되면 병발생이 심해져서 전체적으로 시들음이 발생하게 된다. 최근 전국 토마토 재배지
에서 시들음병 발생이 전체 토마토 재배면적의 11% 면적에서 발생한다(발생면적 2~20%, 최대발
병율 40%, 농촌진흥청). 국내에서 재배되는 토마토 품종은 대부분 race1과 race2에 저항성을 
나타내고 있다. 따라서 본 연구에서 보유하거나 수집・분리한 토마토 시들음병을 일으키는 F. 
oxysporum 생리형을 간이적으로 구별할 수 있는 PCR 기반의 프라이머를 제작하였다. 특이마
커 프라이머는 토마토 시들음병원균 FOL의 polygalacturonase 유전자 pg1과 pgx4의 특이적인 
염기서열을 이용하여 총 3종을 제작하였다. uni primer(670bp)는 FOL 병원균을 검출할 수 있
는 universal primer이며, 각 생리형 race1과 race3을 검출할 수 있는 f13(450bp), race2와 3
의 f23(520bp)을 제작하여 수집분리 균주들을 검정하였다(그림 40와 41). 10개 분리한 병원균을 
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각각 제작한 primer를 이용하여 증폭시킨 결과 race1은 5종, race2는 4종, race3은 6종, 그리
고 1종은 검출되지 않았다.

그림 40. 수집・분리한 토마토 시들음병원균 및 특이마커 이용 race 판별  

그림 41. PCR 이용 특이마커에 의한 FOL race 판별. A. 특이 마커 primer에 의해 생산된 
PCR product. B, 특이 primer의 FOL race 판별표. 

   (2) 토마토 식물체 및 토양에서 병원균 판별 마커 

     그림 41의 특이마커 프라이머는 FOL 병원균의 race 판별 primer이지만, 토마토 식물체 
또는 토양내에서 FOL의 감염여부 및 밀도 확인을 위해 qRT-PCR을 위한 특이마커 primer를 
개발하였다(그림 42AB). 토마토 시들음병원균에 의한 감염여부 판독은 토마토 식물체의 gDNA에
서 토마토에 침입한 FOL의 race를 정확하고 신속하게 판별하기 위하여 사용되었다. FOL 병원
균은 토마토에 감염되는 동안 토마토의 도관부에서 SIX(secreted in xylem)라는 독특한 단백질
을 분비하는데, 이들 중 일부는 병원성을 가지고 있어 병원균의 독성을 촉진시키거나 반대로 시
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들음병에 대한 저항성을 유도하는 단백질로 알려져 있다. 토마토 식물체 면역반응은 병원성 유
전자에 대응하기 위한 내성 유전자를 발현시켜서 병원균에 대한 저항성을 일으킨다. 이러한 병
원성 유전자에 대응하는 비병원성 유전자(Avr) 단백질 Six1-Avr3, Six3-Avr2 및 Six4-Avr1은 
저항성 반응에 관련된 유전자들을 활성화시켜 병원균에 대한 저항성을 일으킨다. SIX 중에서 
FOL 병원성을 인지하기 위해서 토마토에서 분비하는 필수적인 유전자로 Six1, Six3, Six5 등이 
보고가 되어있고, FOL 병원성 인자 중 Six3(Avr2)와 Six5는 그들의 발현을 조절하는 1609-bp 
upstream region을 공유하기 때문에 이런 특징들을 이용하여 primer를 제작하였다. 신속하고 
정확한 race 판별을 위해서 각 마커의 최종합성물 크기는 약 150~200bp로 제작하였다. 각 레이
스 별로 토마토 시들음병을 접종시킨 후 7일 후에 FOL 15011(race 1)에 의해 감염된 토마토 
뿌리, FOL 15008(race 2)과 FOL 15003, 15005(race 3)에 의한 토마토 줄기에서 gDNA를 추
출하여 각 프라이머를 PCR 조건에 의해 생산물을 획득하였다(그림 42C). 그 결과 각 race별로 
접종한 토마토에서 정확하게 검출되었고 판독표에 의해 분류하였다. R1에 증폭된 산물은 FOL 
15001(race 1)만 검출되었지만, race3(13001, 15003, 15005)은 R1은 증폭되지 않았다. 또한 
race 2(FOL 15007)에 의해 감염된 토마토는 R1, R2 R3 모두에서 증폭되었다. 

그림 42. qRT-PCR 이용 토마토 및 토양근권에서 시들음병원균 race별 검출용 특이마커. PCR 
조건 94°C, 2분, 35 cycle: 94°C, 45초-60°C, 45초-72°C, 45초, 72°C, 6분.

그림 43. SIX 단백질의 유전자의 토마토 시들음병원균 및 토양 병원균들에 대한 검출 검정. Rs, 
Rhizoctonia solani; Pu, Pythium ultimum; Fo, Fusarium spp.(비병원성); 46, FOL 
46(race1); 37, FOL 37(race2); 32, FOL 32(race3).

     토마토 시들음병 검출을 위한 특이 primer를 이용하여 이병된 식물체와 다른 토양병원균에 
대해 검출여부를 조사하였다(그림 43). 각 레이스별 토마토 시들음병원균 FOL, 대조구 토양병원
균인 Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, 비병원성 Fusarium spp.의 gDNA를 추출하여 
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특이 프라이며를 이용하여 PCR을 수행하였다. 그 결과 R1과 R2의 토마토 시들음병에 대한 특이 
유전자의 증폭은 FOL의 각 race에 감염된 토마토에서는 증폭된 산물이 검출되었다. 하지만 비
병원 Fusarium spp., R. solani, P. ultimum 처리구는 특이 프라이머에 의해 증폭된 산물이 
없었다. FOL에 접종된 토마토에서의 각 특이 프라이머 특성에 의한 race별로 판별이 가능할 정
도로 PCR 산물이 증폭되었다. 이러한 결과는 토마토 정식 전 또는 정식초기에 토마토 유묘들을 
샘플링하여 토마토 시들음병에 대한 감염여부를 미리 판단하여 수확기에 극심하게 나타나는 시
들음병에 의해 생산량 감소에 의한 경제적 피해를 막는 해결책으로 제시할 수 있는 기술로 사료
된다.

 나. 토마토 시들음병원균 밀도별 검출 발병 예측 및 상관관계

   (1) qRT-PCR을 이용한 FOL DNA 농도와별 병발생 예측 모델(온실 포트검정) 

     FOL 밀도별 시들음병 발병 예측 모델 제작을 위해 SIX5 단백질 유전자를 이용한 특이 마
커와 probe를 제작하여 real-time PCR에 의한 유전자의 발현량을 응용하여 발병 예측을 조사
하였다(그림 36). qPCR을 위해 제작한 SIX5p primer에 의한 합성물은 109bp이며 probe를 포
함하여 제작하였다. 모든 회귀분석은 IBM SPSS Statistics 23.0 software (IBM Co., USA)를 
사용하였고, 회귀분석에 대한 상관관계의 통계적 분석은 R 통계(ver. 3.2.3) 프로그램을 사용하
였다. 

그림 44. FOL DNA 농도별 토마토 시들음병 발생 예측모델 분석(in vitro). FOL에서 추출한 DNA 
농도별 특이마커(SIX5p)(A), FOL 병원균 밀도(C) 및 토마토 시들음병 발병(C) 간의 회귀분석

     우선 FOL DNA 농도별 병원균 밀도 및 토마토 시들음병 발병관계 분석을 위해 접종원으로 
사용된 이병토에서 밀도별 DNA를 추출한 후 각 농도별 병발생과 특이마커에 의한 qPCR 검출
능력을 조사하였다. 또한 이병토를 희석된 농도별로 토마토(품종:텐텐)에 접종하고 14일 후에 뿌
리주변의 근권을 회수하여 FOL의 DNA를 추출하여 분석하였다. 각 이병토의 FOL 밀도는 
6.7×102~3.4×105 CFU/mL로 조사되었으며, FOL 밀도별 DNA 농도는 3.3~28.2 ng/uL로 추출
되었다. 각 농도별 gDNA에서 판별마커에 의한 qPCR에 의한 특이마커의 발현량 표준 증폭곡선
을 설정하였다. 표준 곡선은 역치주기(threshold cycle, Cq) 값에 대한 FOL(race 2) DNA 농도
의 로그를 플로팅하여 설정하였다. Cq 값은 샘플이 SIX5p과 probe에 의해 검출된 형광과 관련
된 배경 형광보다 높게 증가하는 상대적 측정값의 주기 수로 정의되었다. Cq 값은 SiX5p에 의
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해 측정된 FOL DNA 농도의 로그와 반비례하였고, Cq 값이 낮을수록 FOL DNA 양이 높았다
(그림 44A). SIX5p primer와 probe에 의해 증폭된 FOL DNA 샘플들은 Cq 값과 DNA 농도간
의 선형 상관 관계를 보였으며, P<0.001에서 결정계수(R2)는 0.722이고 예측모델식은 y=-0.29χ
+29.87로 설정되었다. FOL DNA 농도와 FOL 밀도간에 선형 관계가 나타났고, R2은 0.825로 
y=1.26χ-7.27의 모델식이 완성되었다(그림 44B). 각 농도별 토마토 유묘에서의 발병율간의 관계
에서 R2은 0.815였으며, 회귀식은 y=2.53χ+16.81 이었다(그림 44C). 이러한 결과들은 각각의 
FOL 농도별 토마토 시들음병원균 농도 및 밀도 검출에 의한 회귀식으로 병발생을 예측할 수 있
는 기초자료를 제공할 수 있게 되었다. 

그림 45. 회귀분석에 의한 토마토 시들음병 발생 예측모델(in vitro)의 통계적 상관관계 분석. 
FOL DNA 농도별 특이마커(SIX5p), 토마토 시들음병 발병 및 FOL 밀도 변화 간의 R 통계 프로
그램에 의한 상관관계 분석

     FOL의 병발생 예측모델간의 회귀분석식에 의한 상호 상관관계를 R 통계 프로그램에 의해 
그 유의성을 분석하였다(그림 45). FOL 밀도와 DNA 농도간의 상호관계는 정의 상관관계를 나
타내었고, 신뢰구간 99.9%(p=0.001)의 유의수준에서 상관계수 0.91로 FOL 밀도가 증가함에 따
라 DNA 농도도 증가하는 것을 확인하였다. FOL 밀도와 DNA 농도간의 관계에서도 특이마커에 
의한 Cq 값의 상관관계도 분석하였다. FOL 밀도에 따른 Cq값은 p=0.01에서 상관계수 0.84로 
부의 상관관계로 통계적으로 유의적이었다. 즉, FOL 밀도가 증가함에 따라 특이마커에 의한 
qPCR에 의한 Cq값은 낮아지는 것이 회귀분석에 의한 결과값이 유의한 것을 확인하였다. 또한 
그 FOL DNA 농도도 Cq값에 의한 검출도 상관계수 0.85(p=0.001)로 부의 상관관계로 FOL밀도 
검출과 같은 결과를 나타냈다. 회귀분석에서 제시한 토마토 뿌리주변의 FOL 밀도에 따른 토마
토 시들음병 발병 예측모델도 상관계수 0.89(p=0.001)로 매우 높은 유의성이 있는 것을 확인하
였다. 각 이병토의 FOL(밀도 6.7×102~3.4×105 CFU/mL)에서 추출된 DNA 농도(3.3~28.2 
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ng/uL)도 토마토 시들음병 발병 예측이 가능한 범위를 제시한 예측모델도 높은 정의 상관관계
(p=0.001, r=0.90)으로 통계적으로도 매우 높은 유의성을 보였다. 따라서 이병토에 의한 포트에
서의 토마토 시들음병 발병을 특이마커로 검출하여 Cq값(r=0.92, p=0.001)으로 제시한 범위로 
발병을 예측할 수 있는 자료를 기초로 포장에서 적용하였다. 

   (2) 토마토 시들음병 발생 예측 모델의 포장검정 적용 

그림 46. 토마토 재배 포장내 특이마커(SIX5p)에 의한 토마토 시들음병 발생 예측모델 적용. 판
별마커와 토양내 병원균 밀도(A), 병발생율(B), 발병지수(C)간의 회귀분석

그림 47. 특이마커(SIX5p)에 의한 토마토 시들음병 발생 예측모델의 통계적 상관관계 분석. 

     포트 검정에 의해 작성된 토마토 시들음병 발병예측 모델을 토마토 재배지의 포장에서 적
용하였다. 토마토 시설 포장에 시들음병 발병을 유도하기 위해 토마토 정식 3개월 전에 이병토
(1.4×104 CFU/g, FOL race 2)를 접종하였다. 토마토 정식 15일전, 정식 후 30일 간격으로 밀
도를 komada 배지에서 조사하면서 토양내 FOL DNA를 추출하여 FOL 검출 primer와 probe
를 이용하여 qPCR로 발현량을 조사한 후 발병예측 모델에 의해 시들음병 발병 예측 구간별로 
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NR 시제품을 250배로 7일 간격으로 3회 살포하면서 밀도변화 및 시들음병 발병을 조사하였다
(그림 46) 토양내 FOL 밀도 1.5×103~4.7×106 CFU/g 범위에서 NR 시제품 적용 후 토마토 발병
은 20~100%까지 발병하였다. 그림 36의 FOL 밀도 발병예측모델에 의해 FOL DNA 15.1 
ug/uL(1.2×105 CFU/mL)에서 토마토 시들음병 발병은 55% 발병이 예측되었는데 실제 포장에
서는 1.1×105 CFU/g soil 밀도에서 약 59% 발병되었다. 또한 토양내 FOL DNA 농도에 따른 
발병예측 모델에 의해 시제품 처리을 처리한 결과 6.7×102 CFU/g soil 이하 밀도에서는 토마토 
시들음병을 100% 방제하여 발병이 되지 않았다. 따라서 이러한 결과들을 바탕으로 포장내 발병
예측 모델에 의한 시제품 처리에 의한 토마토 시들음병 발병관계를 회귀분석에 의한 상관관계를 
분석하였다(그림 47). 발병예측모델을 근거로 시제품 처리 한 포장 검정결과 토양내 밀도별 발병
율은 상관계수 0.50(p=0.01)을 나타냈으며, 특이마커에 의한 토양내 FOL 밀도 검출도 상관계수 
0.78(p=0.001)로 높은 유의성을 확인하였다. 특이마커에 의해 토양내 밀도별 검출에 의한 토마토 
시들음병 발병율도 0.79로 통계적으로 높은 유의성으로 부의 상관관계를 나타냈다. 종합적으로 
토마토 재배 생육기동안 예측모델에 의한 토양내 밀도 및 DNA 농도변화별로 시제품을 예방적으
로 미리 처리함으로써 병발생에 의한 피해를 감소시키는 자료로 충분하였다.

 다. 시제품 이용 토마토 시들음병 방제력 작성

그림 48. 시제품 이용 토마토 시들음병 방제력 작성. 

     토마토 재배기간 동안 시제품 체계처리에 의한 시들음병 발병과 토양내 밀도를 예측하면서 
방제할 수 있는 방제력을 작성하였다(그림 48). 토마토 정식전부터 수확기간동안 시제품을 이용
한 방제 매뉴얼은 지금까지의 결과들을 종합적으로 고려하여 작성되었다. 토마토 시들음병은 육
묘장에서부터 감염되어 오는 경우보다는 시설내 포장의 병원균 밀도에 의해 발병되는 경우가 대
부분의 사례이다. 따라서 병원균의 밀도변화를 예측할 수 있는 모델을 근거로 발병율을 예측하
고, 액상 및 입상 시제품의 사용방법에 따라 토마토 시들음병을 방제하였다. 우선 정식전에는 입
상 시제품을 최소 정식전 15일전까지 10~20 kg/㎡ 토양혼화하여 처리하였으며, 정식 이후에는 
액상 시제품을 7~10일 간격으로 3~5회 관주처리하였다. 또한 토양내 병원균 밀도가 103 
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conidia/g soil 이상이 되면 반드시 처리하여 주어야 한다. 토마토 근권의 토양내에서 FOL 
DNA를 추출하여 제시한 발병율 및 밀도 예측모델을 이용하여 액상 시제품을 처리하여 주었다. 
포장내 종합적인 관리를 위해서는 본 연구과제에서 제시된 유기농자재 및 합성농약에 준하여 혼
용처리가 가능하며, 시설 내 휴경기 동안에는 유채, 클로버 등의 녹비작물 등의 유기물을 토양내 
공급하여 FOL 병원균의 후막포자가 생성되는 것을 차단하면 입상 및 액상 시제품으로 병원균 
포자를 억제하는 효과를 높일 수 있다. 

2-9. 시제품 처리에 의한 병저항성 관련 식물면역기능 활성 조사

그림 49. quantitative RT-PCR에 사용된 병저항성 관련 유전자 primer

     식물은 옥신(IAA), 지베렐린(GA), 살리실산(SA), 에틸렌(ET), 자스모닉산(JA) 등을 포함한 
호르몬을 생산하는데, 이들은 상승적 또는 길항적 방식으로 작용하여 식물 면역 반응 메커니즘에 
관련된 스트레스 반응 유전자의 발현을 조절한다. SA 의존성 신호전달체계는 일반적으로 활물기
생균 또는 반활물기생균에 대한 내성과 연관되어 있지만, JA와 에틸렌은 상승적으로 사물기생균
에 대한 방어를 조절한다. 이러한 신호전달체계에 관한 광범위한 상호작용은 식물이 생물체들로
부터 가장 적절한 방어 체계로 전환하고 다른 유형의 병원균과 해충들로부터 면역체계를 조절할 
수 있게 된다. 본 연구에서 개발한 미생물과 식물추출물은 병 저항성에 관련되어 있다면 병원균
에 대한 직접적인 독소로서 작용과 함께 식물체에는 간접적으로 면역반응을 유도하는 기능을 동
시에 수행하여 병방제효과를 더욱 더 상승시킬 수 있다. 따라서 시제품 처리에 의한 토마토 식물
체에서 병 저항성 관련 유도반응은 특정 유전자에 의한 발현양상을 qRT-PCR을 이용하여 조사
하였다. 처리구는 MP 공정에 의한 Ba 상등추출액(대조구), FOL 단독 처리(대조구), 액상 시제품
(TB, NR)을 250배 농도 희석하여 관주 처리하였다. 시제품 처리 24시간 후 FOL을 접종하고 7
일후에 토마토 유묘 잎을 수집하였다. 각 샘플들의 total RNA은 NucleoZOL reagent 
(Macherey–Nagel, Düren, Germany)를 이용하여 회사의 protocol에 따라 분리하였다. DNase 
Ⅰ(Qiagen Inc., Hilden, Germany)을 처리한 2 ㎍의 총 RNA는 Oligo dT primer와 moloney 
murine leukemia virus reverse transcriptase(MMLV-RT, Enzynomics, Daejeon, Korea)를 
이용하여 cDNA를 합성하였다. qRT-PCR은 QuantiTect SYBR Green RT-PCR(Qiagen Inc.,)의 
qPCR Master Mix(2X), 각 0.2uM primer, 1 ul의 cDNA를 혼합한 총 20 ul 사용하여 
Stratagene MX3005P system (Stratagene, CA,USA)에서 수행하였다. 최초 95°C 10분간 반응
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시키고, 95℃에서 30초, 60°C 에서 55초, 72°C에서 30초간의 cycle을 40회 증폭시켜 각 3회 반
복으로 실시하였다. 각 유전자의 상대적인 발현량 분석을 위하여 2-DeltaDelta CT방법을 사용하였
다. 각 primer는 그림 49와 같다. 

그림 50. 시제품 처리에 의한 병저항성 관련 유전자 발현양상 

     토마토 시들음병에 대해 방제효과가 있는 MP 배양공정에 의한 상등추출액과 시제품의 토
마토 병 저항성과 면역기능활성에 관련된 PR-1, PR-2, PR-3, lipoxygenase (LOXD), 
phenylalanine ammonia-lyase(PAL) 유전자의 발현을 qRT-PCR을 통해 수행하였다(그림 50). 
JA 생합성과 관련된 LOXD는 Ba 상등추출액+FOL을 처리하였을 때 FOL 병원균만 처리하였을 
때보다 3.4배 더 높게 발현되었다. NR+FOL 처리구도 상대적으로 FOL 처리보다 3.6배 발현이 
증가하였지만, TB+FOL은 FOL 단독 처리구보다 유전자 발현이 낮았다. 이러한 결과는 MP 공정
에 의한 Ba 미생물에 의해 생산된 병저항성 유도물질들은 대부분 JA 신호전달체계와 관련이 있
는 LOXD의 발현을 증가시켰으며, NR 시제품 구성성분인 로테논:님오일 성분도 Ba 유효성분과 
함께 JA 관련 식물면역반응에서 상승적으로 작용한다는 것을 확인하였다. PAL은 병원체, UV 및 
저온과 같은 biotic/abiotic 스트레스에 반응하는 유도인자로서 식물 방어작용에 있어서 중요한 
역할을 하고 있다. 이러한 PAL은 NR+FOL 처리시 FOL과 비교해서 20.8배의 유전자 발현이 증
가하였지만, 다른 처리구에서도 FOL 단독 처리보다 발현량이 높지 않았다. PAL은 식물의 전신
획득저항성(SAR)에 관련된 필수 신호전달자인 SA 생합성에 관여하며, 병원균 감염, 상처, 영양
분의 불균형, UV, 온도 스트레스 같은 다양한 스트레스에 반응시 PAL 유전자는 발현하게 된다. 
따라서 Ba 균주는 JA와 SA 신호전단체계에 의한 식물 병저항성 반응을 유도하지만 로테논:님오
일의 식물추출물이 병저항성에 관련된 식물면역반응에서 상승작용으로 역할을 하는 것을 확인하
였다. 식물체는 스트레스에 관련된 유전자의 활성화를 통해 병원균의 공격에 대한 여러 저항성 
및 방어 메커니즘을 유도시켜 과민감반응(HR), 파이토알렉신 생산, 세포벽의 리그닌화와 강화, 
PR 단백질의 생합성 반응을 통해 면역반응을 일으킨다. 따라서 FOL 병원균 감염에 따른 3종의 
PR 유전자의 반응을 조사하였다. qRT-PCR 결과 PR-1은 FOL 단독 처리와 비교해서 시제품  
처리구에서 상대적으로 감소하였다. PR-2 유도체 β-glucanase는 모든 처리구에서 증가하였으
며, 특히 NR 시제품 처리구에서는 30.7배로 가장 높게 증가하였다. PR3(acidic)에서는 시제품의 
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모든 처리구에서 FOL 대비 0.3~1.8배 증가하였다. 따라서 MP 배양공정에 의한 Ba 추출 유효성
분은 식물체의 병 저항성 관련 식물면역 기능을 유도하였다. 특히, NR 시제품의 구성성분인 로
테논:님오일은 JA와 SA 신호전달체계에 Ba 추출 유효성분과 상승작용 역할을 하였ㅇ며, 그 결과 
식물의 면역기능을 활성시킴으로써 토마토 시들음병 방제효과에도 큰 영향을 주는 것으로 나타
났다. 

제 1 협동과제 : 기능성 복합제형에 의한 병해충 복합 방제제 실용화 및 제품화

가. 대량배양을 위한 배양공정별 유효성분 분석

1. 선발균주 Ba(균주2)의 기능 및 유효성분 탐색 및 분석 

     시제품 제작을 위한 Ba 균주의 대량배양조건을 확립하기 위해서 각 공정별 영양원에 따른 
유효성분인 리포펩타이드(iturin과 fengycin)의 생산량을 조사하고 그 상대적인 함량을 탐색 및 
분석하기 위하여 조건 설정을 하였다(그림 1). 제1세부과제에서 개발한 Ba 균주의 MP 공정에서 
유효성분 생산 및 함량에 영향을 미치는 주요 영양원을 조사하기 위해 각 구성원별 배양에 의한 
추출물들을 분석하였다. 모든 공정에서 Ba 균주의 배양조건은 녹두추출물과 난황을 기본으로 마
니톨과 펩톤 함유비율을 조정하면서 28℃, 180rpm 조건에서 5일간 또는 배양일별로 배양한 후 
각 추출용매에 의해 유효성분 함유물질을 추출하였다. 대조 배양 배지는 TSB 배양액을 사용하였
다. 각 배양액 또는 제형물은 원심분리를 통하여 상층액을 회수한 후 각 추출용매별로 
n-butanol, ethylacetate, hexane 등을 이용하여 유효성분이 함유되어 있는 biosurfactants 층
을 분리하였다. 유기용매 분획층은 진공농축장치로 40℃에서 완전 농축하여 최종 methanol로 
녹인 후 보관하면서 물질을 분석하였다. 각 추출물질은 0.2 μm syringe filter (Whatman, 
PTFE)로 여과하여 LC-MS/MS 분석을 위해 사용하였다. LC-MS/MS (Simadzu LC8040) 분석
에 사용된 컬럼은 SHISEIDO C18(2.7um, 2.1 mm * 150 mm)이며, Column temperature은 
40℃이며 Flow rate는 0.3 ml/min이었다. 분리용매는 A (0.1% acetic acid in water)와 B 
(0.1% acetic acid in Acetonitrile)를 사용하였다. 모든 화합물은 ESI (electro spray 
ionization) 및 positive mode에서 이온화하였다. Biosurfactant의 표준용액은 Sigma-Aldrich
에서 구입하였다: fengycin (CAS Number 102577-03-7), surfactin (CAS Number 
24730-31-2), iturin A (CAS Number 52229-90-0). 각 분석값의 검출농도에 의한 상대적인 
정량은 다음과 같이 수행하였다. 구입한 표준용액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정한 후 
얻어진 크로마토그램상의 peak 면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 표준품을 각각 용매에 용
해하여 1,000 mg/L의 stock solution을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 0.01, 
0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 working solution을 조제하여 각각 LC-MS/MS로 측정 후 얻
어진 크로마토그램상의 peak면적을 기준으로 검량선을 작성하였다. 검출농도는 다음과 같이 계
산하여 표기하였다. 

검출농도  기기검출량 ×시료량 
추출용매량 

×분취량 
희석부피 

×분취량 
희석부피 
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A. Iturin standard calibration

B. Fengycin standard calibration
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그림 1. Iturin/fengycin standard calibration

표 1. 영양원 구성비율별 배양기간에 따른 유효성분 생성량 분석

Media Condition Iturin(mg/kg) Fengycin(mg/kg)

3일 배양
녹두추출물+난황
(0.4%+0.1%, v/v) 

마니톨:펩톤=1:0% 0.084 0.393

마니톨:펩톤=0:1% 2.791 4.482

마니톨:펩톤=1:1% 2.492 12.931

5일 배양
녹두추출물+난황
(0.4%+0.1%, v/v)

마니톨:펩톤=1:0% 0.094 1.988

마니톨:펩톤=0:1% 3.580 12.422

마니톨:펩톤=1:1% 2.186 14.434

5일 배양 TSB(대조) 일반합성배지 5.458 0.593

     MP 공정에 의한 각 영양원의 구성비율별 배양기간에 따른 유효성분 생산과의 관계를 설정
하기 위하여 배양일별 유효성분의 함유량을 조사하였다(표 1). MP 배양공정 중 녹두추출물+난황
(0.4%+0.1%, v/v)은 기본 영양원으로 함유하면서 마니톨, 펩톤의 구성비율별 3일과 5일 동안 배
양하면서 유효성분의 생산량을 분석하였다. 배양기간에 따른 유효성분 fengycin의 생산은 모든 
배양공정에서 3일 보다는 5일 배양에서 더 높게 검출되었으며, iturin도 마니톨:펩톤= 1:1 배양
액을 제외하고는 배양일에 따라 생산량이 증가하였다. 탄소원의 비율을 1:1로 사용한 배양원의 
fengycin 생산의 경우 대조구로 사용된 일반 합성배지보다 138.4 mg/kg 더 많이 생산하였으며, 



- 56 -

마니톨의 함량보다 펩톤의 함량이 fengycin 생산에 영향을 미치는 것으로 확인되었다. 결과적으
로 MP 공정에 의한 배양조건은 TSB 대조구에 비해 iturin 생산은 낮았지만, fengycin 함량은 
높아지는 영양원의 구성성분임을 확인하였다.

표 2. MP 배양공정에서 주요 구성성분의 유효성분 생산에 미치는 영향 분석

Media Condition 추출용매
Iturin 

(mg/kg)
Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

난황(0.1%, v/v) 
부탄올 0.025 0.019 0.044

에틸아세테이트 0.038 0.008 0.046
녹두추출물+난황
(0.4%+0.1%, v/v) 

부탄올 0.046 0.028 0.074
에틸아세테이트 0.043 0.021 0.064

녹두추출물+난황+식물성오일
(0.4%+0.1%+0.5%, v/v) 

부탄올 0.043 0.071 0.114
에틸아세테이트 0.058 0.039 0.097

     제 1세부과제에서 개발한 MP 공정 배양배지의 영양원인 난황, 녹두추출물, 식물성오일이 
Ba 균주의 유효성분 생산에 미치는 영향을 조사하였다(표 2). 각 추출용매별로 난황, 녹두추출물
+난황, 녹두추출물+난황+식물성오일의 구성 영양원에서 5일 배양된 Ba 균주의 상등액을 추출하
여 LC-MS/MS로 분석하였다. 각각의 영양원 구성비율에 대한 추출용매별 iturin과 fengycin은 
에틸아세테이트 추출방법 보다는 부탄올을 이용한 유효성분 추출방법이 검출량 분석을 위해 더 
효과적인 것을 확인하였다. 또한 영양원 구성성분별 유효성분 분석은 난황 단독 배양보다는 녹두
추출물을 함유한 배양조건에서 더 높은 양으로 검출되었다. 또한 식물성오일 첨가도 녹두추출물
과 함께 iturin A과 fengycin 생산을 높이게하는 주요 구성성분임을 확인하였다.

표 3. 식물성오일 영양원이 유효성분 생산에 미치는 영향 분석
식물성오일 

(v/v)
추출용매

Iturin 
(mg/kg)

Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

0.3%

헥산 0.003 0.149 0.152
부탄올 0.017 0.257 0.274
에틸아세테이트 0.013 - 0.013

총량 0.03 0.41 0.44

0.5%

헥산 0.002 0.047 0.049
부탄올 0.052 0.285 0.337
에틸아세테이트 0.016 - 0.016

총량 0.07 0.33 0.40

1%

헥산 0.012 0.212 0.224
부탄올 0.032 0.424 0.456
에틸아세테이트 0.016 - 0.016

총량 0.06 0.64 0.70
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     표 2의 녹두추출물(0.4%, v/v)+난황(0.1%)+식물성오일의 구성배지에서 식물성오일의 첨가
에 의한 유효성분 생산 변화량을 조사하였다(표 3). 각각의 식물성오일 함유량에 따라 Ba 균주를 
28℃에서 5일간 배양 후 배양 상등액을 회수하여 LC-MS/MS에서 유효성분을 분석하였다. 
0.3~1% 식물성오일 함유농도 범위의 배양배지에서 생산한 유효성분 iturin은 0.3%보다는 농도
가 높을수록 그 생산량도 상대적으로 높아지는 경향을 확인하였다. 부탄올 추출방법에 의한 
fengycin 검출은 0.3~1% 오일의 농도변화에 따라 생산량도 정의 비례관계를 나타냈다. 이 결과
들은 표 2의 결과처럼 식물성오일은 유효성분 생산에 영향을 미치는 배양 조건임을 확인하였고, 
대량배양 조건에서는 iturin과 fengycin의 균형적인 생산을 고려해서 식물성오일은 0.5%가 적정
농도로 설정되었다. 따라서 MP공정에 의한 대량배양에서 구성성분으로 식물성오일을 첨가함으로
써 fengycin의 생산을 조절할 수 있는 조건을 확립하였다.  

표 4. 난황 영양원이 유효성분 생산에 미치는 영향 분석
난황 함유량 

(v/v)
추출용매

Iturin 
(mg/kg)

Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

0.1%

헥산 0.003 0.023 0.026
부탄올 0.014 0.401 0.415

에틸아세테이트 0.014 - 0.014
총량 0.03 0.42 0.46

1%

헥산 0.001 0.013 0.014
부탄올 0.014 0.672 0.686

에틸아세테이트 0.02 - 0.02
총량 0.04 0.69 0.72

     또한 표 2의 녹두추출물(0.4%)+난황+식물성오일(0.5%)의 구성배지조건에 난황 비율에 의한 
유효성분 생산량을 조사하였다(표 4). 0.1%와 1% 난황 함유농도 조건에서 0.5% 식물성오일과 
혼합한 현탁액을 제조한 후 각 배지 조건의 영양원 함유량에 따라 Ba 균주를 28℃에서 5일간 배
양 후 상등액을 회수하여 LC-MS/MS에서 유효성분을 분석하였다. 난황 함유농도에 따른 iturin
의 상대적인 변화량은 낮았지만, fengycin 생산은 0.1% 난황 함유 배양보다 1% 함유에서 더 많
이 생산하였다. 난황 함유농도는 유효성분 iturin 생산보다는 fengycin 생산에 상대적으로 더 큰 
영향을 미치는 것을 확인하였다.
     MP 공정 구성성분인 녹두추출물+난황현탁액+식물성오일(0.4+0.1+0.5%, v/v)이 포함된 기
본 배지와 각각의 영양보조제 0.1%(v/v)를 추가하여 28℃에서 5일간 배양한 추출액의 유효성분 
생산량을 조사하였다(표 5). 각 첨가 영양원별 유효성분의 총 생산량은 tryptone이 함유된 추출
물에서 가장 높게 검출되었으며, casamino acid, glucose와 yeast extract도 다른 영양원 대비 
생산량이 높았다. 추출용매에 의한 유효성분 추출은 에틸아세테이트에서보다는 부탄올에서 검출
량이 높았으며, 일부 추출물의 경우 에틸아세테이트 추출방법에 의한 유효성분 중 fengycin은 
검출되지 않았다. MP 공정에 의한 배양조건에서 영양 보조제 첨가 조건에 의한 유효성분 생산 
증가 효과에 영향을 미치는 것을 확인하였다. 이러한 결과들은 제품 개발을 위해 보조 영양원의 
첨가로 유효성분의 생산을 효율적으로 증가시켜 대량배양 조건으로 적합하였다. 따라서 대량배양
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에 의한 제품 생산 및 생산 단가 측면에서 tryptone과 casamino acid 보다는 yeast extract, 
sucrose, glucose가 더 알맞은 첨가제로 적합한 조건임을 확인하였다. 

표 5. 영양 보조제 첨가에 의한 유효성분량 분석
Source

(0.1%, v/v)
추출용매

Iturin 
(mg/kg)

Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

sucrose 부탄올 0.238 0.797 1.04
에틸아세테이트 0.262 0.009 0.27

glucose 부탄올 0.337 1.084 1.42
에틸아세테이트 0.282 0.013 0.30

tryptone 부탄올 1.012 3.303 4.32
에틸아세테이트 0.430 - 0.43

fructose 부탄올 0.183 0.547 0.73
에틸아세테이트 0.225 0.017 0.24

casamino acid 부탄올 0.663 2.678 3.34
에틸아세테이트 0.391 - 0.39

yeast extract 부탄올 0.671 0.544 1.22
에틸아세테이트 0.365 - 0.37

표 6. MP 배양공정 개량의 유효성분 생산효과 분석

Media Condition 추출용매
Iturin 

(mg/kg)
Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

녹두추출물+난황현탁액+
마니톨+펩톤

헥산 - 0.013 0.013
부탄올 1.502 10.109 11.611
에틸아세테이트 0.663 0.034 0.697

총량 2.17 10.16 12.32

TSB
헥산 - - 0
부탄올 1.933 5.168 7.101
에틸아세테이트 0.657 0.021 0.678

총량 2.59 5.19 7.78

     Ba 균주 배양공정 개량에 의한 MP 공정 구성성분인 녹두추출물+난황현탁액+마니톨+펩톤
(0.4+0.1+1+0.5%, v/v)이 함유된 영양원을 이용하여 28℃에서 5일간 배양된 배양액과 일반 합성
배지 배양액의 유효성분의 생산량을 비교하였다(표 6). MP 공정에 의한 iturin의 생산 총량은 통
계적인 유의성 없이 일반합성배지가 높았지만, fengycin 함량은 일반합성배지 생산량의 2배 이
상이 검출되었다. 전체적인 유효성분 생산 총량에서도 1.5배 이상 개발 배지가 우수하였다. 식물
성오일이 포함되지 않은 배양공정에서도 fengycin 생산능력이 TSB 배양조건보다 높게 생산되었
으며, 대량배양을 위한 구성성분 비율도 알맞은 조건으로 확립되었다. 또한 추출용매별로 검출량
도 헥산, 에틸아세테이트 추출방법보다 부탄올에서 검출되는 함량이 더 높은 것 결과도 확인되었
다. 이러한 결과는 제 1세부과제에서 개발한 배지성분과 구성비율 조합이 본 과제의 병해충 방제
에 주 유효성분 생산에 적절하였으며, 생산단가 측면에서 고려해볼 때 충분히 대량배양을 위한 
배양원으로 가능성이 있는 것을 확인하였다. 
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표 7. MP 공정(녹두추출물+난황현탁액+마니톨+펩톤) 배양액의 유효성분량 분석

추출성분 추출용매
Iturin 

(mg/kg)
Fengycin
(mg/kg)

총량
(mg/kg)

상등액

헥산 - 0.02 0.02
부탄올 1.654 9.856 11.51
에틸아세테이트 0.514 - 0.514

총량 2.168 9.876 12.044

균체

헥산 - - 0
부탄올 3.565 5.965 9.53
에틸아세테이트 1.293 0.044 1.337

총량 4.858 6.009 10.867

     시제품을 제작을 위해 Ba 균주 배양 상등액을 회수한 후 추출가공하여 제품을 제작하는데 
그 수율을 높이기 위해서 상등액 회수 후 남은 균체를 활용하고자 각각 유효성분 함량을 분석했
다. 녹두추출물+난황현탁액+마니톨+펩톤(0.4+0.1+1+0.5%, v/v) 구성성분의 MP 공정에 의해 Ba 
균주를 28℃에서 5일간 배양 후 4000rpm에서 30분간 원심분리한 후 상등액과 균체를 분리하여 
각각 유효성분의 함유량을 조사하였다(표 7). iturin은 상등액보다는 균체에 함유된 양이 높았으
나, fengycin은 회수된 균체보다는 상등액에서 더 높게 존재하는 것을 확인하였다. 추출방법별 
유효성분 검출량을 비교한 결과 부탄올 용매에서 상등액과 균체 모두 높게 검출되었다. 대량배양 
후 제품 제조를 위해 상등액 회수 후 남은 균체를 현탁액으로 제조한 후 멸균하여 2차 가공에 
의한 부수물로 제형에 활용 가능할 수 있는 결과이다. 이러한 결과는 유효성분의 이용성과 대상
병해충에 대한 방제효과를 고려하여 제품 개발에 있어서 균체 또는 상등추출액의 회수율과 제형
화 등 측면에서 유용하게 응용될 수 있는 결과를 얻었다.    

2. 후보균주 Pseudomonas fluorescens(Pf, 균주1) 생산하는 유효성분 탐색 및 분석

     Pf 균주1의 영양원과 배양배지에 의한 유효성분인 2,4-diacetylphloroglucinol(DAPG)의 
생산과 그 변화량을 분석하기 위하여 LC-MS/MS를 이용하여 분석하였다(그림 2). 각 배양액의 
상층액을 ethylacetate를 이용하여 물질분해층을 분리하였고, 유기용매 분획층은 진공농축장치로 
완전 농축하여 methanol로 녹인 후 0.2 μm syringe filter (Whatman, PTFE)로 여과하여 
LC-MS/MS 분석을 위해 사용하였다. LC-MS/MS (Simadzu LC8040) 분석에 사용된 컬럼은 
SHISEIDO C18(2.7um, 2.1mm× 150mm)이며, Column temperature은 40℃이며 Flow rate는 
0.6 ml/min이었다. 분리용매는 A (0.1% acetic acid in water)와 B (0.1% acetic acid in 
Acetonitrile)를 사용하였다. 모든 화합물은 ESI (electro spray ionization) 및 positive mode
에서 이온화로 분석하였다. 표준용액은 Santa Cruz Biotechnology에서 구입하였다(CAS  
2161-86-6). 각 표준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 
peak 면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 표준용액을 각각 용매에 용해하여 1,000 mg/L의 
stock solution을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 
mg/L의 working solution을 조제하여 각각 LC-MS/MS로 측정 후 얻어진 크로마토그램상의 
peak면적을 기준으로 검량선을 작성하였다. 각 표준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정
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한 후 얻어진 크로마토그램상의 peak 면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 표준품을 각각 용
매에 용해하여 1,000 mg/L의 stock solution을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 
0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 working solution을 조제하여 각각 LC-MS/MS로 측정 
후 얻어진 크로마토그램상의 peak면적을 기준으로 검량선을 작성하였다. 검출농도는 그림 1과 
같이 계산하여 표기하였다. 

그림 2. 2,4-DAPG standard calibration

        Pf 균주의 대량배양 조건을 확립하기 위해 MP(녹두추출물+난황현탁액=0.4+0.1%, v/v) 
기본 구성성분 공정을 적용하였다(표 8). 대조 배양배지로 King’B(KB, Proteose 
Peptone#3+K2HPO4+MgSO4+Glycerol)배지를 사용하였다. KB 구성성분에서 glycerol 대신 
sucrose와 마니톨을 1% 농도로 대체하였고, MP 공정에서는 두 영양원을 1% 첨가하여 Pf 균주
의 주요 유효성분 생산을 대조구와 상대적으로 비교 분석하였다. KB 배양배지의 마니톨 대체 상
등추출액에서 19.81 mg/kg의 DAPG를 생산하였다. 하지만 배양공정을 개량한 MP 공정에 마니
톨을 첨가한 배양 상등추출액은 30.1 mg/kg로 DAPG 생산량이 가장 많이 생산되었다. 이러한 
결과는 제 1세부과제의 개량한 공정을 Pf 균주 대량배양 조건으로 충분한 적용 가능성을 확인하
였다. 
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표 8. 다양한 배지 조건별 2,4-DAPG 생성량 분석

Media Condition 2,4-DAPG (mg/kg)

KB+sucrose 11.01
KB+mannitol 19.81
MP+sucrose 15.74
MP+mannitol 30.09
KB(control) 25.78

표 9. MP 공정의 탄소원별 2,4-DAPG 생성량 분석

Source (1%, v/v) 2,4-DAPG (mg/kg)
frutose 7.00
glycerol 50.32
sucrose 60.33
glucose 10.26

mannitol 80.49

      Pf 균주의 탄소원별 배양에 의한 DAPG 생산을 분석하기 위해 MP(녹두추출물+난황현탁액
+펩톤=0.4+0.1+0.5%, v/v) 기본 구성성분 공정을 적용하였다(표 9). 각 배양공정에 의해 Pf는 
28℃ 5일 배양한 후 상등추출액을 LC-MSMS로 분석한 결과, 1% 마니톨이 첨가된 공정에서 
80.5 mg/kg 으로 가장 많은 함유량이 검출되었으며다. 또한 sucrose와 glycerol도 50 mg/kg 
이상으로 검출되었으나, fructose와 glucose는 DAPG 생산에서 다른 구성 탄소원에 비해 낮은 
수준으로 검출되었다. 따라서 Ba 균주에서 적용한 MP 공정에서 마니톨의 구성은 Pf에서도 유효
성분 생산에 영향을 미치는 중요한 탄소원으로 역할을 하였다. 

표 10. 녹두추출물과 펩톤 영양원이 2,4-DAPG 생산에 미치는 영향 분석  

Media Condition 2,4-DAPG (mg/kg)
녹두추출물:펩톤 = 0.4:1 119.00

녹두추출물:펩톤 = 0.4:0.1 17.87

녹두추출물:펩톤 = 4:1 451.18

녹두추출물:펩톤 = 4:0.1 44.58

     제 1세부과제에서 녹두추출물과 난황추출물 영양원 배양 공정이 FOL 병원균 포자발아를 
억제하는 효과가 높았기 때문에 영양원의 DAPG 생산에 미치는 영향을 조사하였다(표 10). 0.1% 
난황현탁액을 기본으로 녹두추출물과 펩톤의 구성비율별 DAPG 생산량을 조사하였다. 녹두추출
물:펩톤의 구성비율이 높을수록 DAPG의 생산량은 높은 수준으로 검출되었고, 펩톤보다는 녹두추
출물의 함량이 유효성분 생산에 더 큰 영향을 미쳤다. 1%의 동일 함량의 펩톤이 포함된 조건에
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서 녹두추출물을 0.4%와 4% 함유비율로 비교한 결과 4% 함유 배양추출에서 약 332 mg/kg 더 
높은 수준으로 검출되었다. 따라서 Pf의 대량배양조건에서 마니톨 탄소원과 함께 녹두추출물도 
유효성분 생산에 있어서 중요한 구성성분임을 확인하였다.   

표 11. 배양일별 MP 공정에 의한 영양원이 2,4-DAPG 생성량에 미치는 영향 분석

Media Condition 2,4-DAPG (mg/kg)

3일 배양
녹두추출물+난황현탁액

(0.4+0.1%) 

마니톨:펩톤=1:0% 165.1

마니톨:펩톤=0:0.5% 141.1

마니톨:펩톤=1:0.5% 231.2

KB(대조) 마니톨=1% 139.6

5일 배양
녹두추출물+난황현탁액

(0.4+0.1%) 

마니톨:펩톤=1:0% 208.0

마니톨:펩톤=0:0.5% 164.5

마니톨:펩톤=1:0.5%  239.1

KB(대조) 마니톨=1% 175.7

     Pf 균주는 MP 공정에서 마니톨과 녹두추출물을 이용하여 DAPG 유효성분을 생산하는데 중
요한 영양원으로 사용하였다. Ba 균주의 대량배양을 위해 탄소원 마니톨과 펩톤이 동시에 사용
되는 공정이 사용되었으나, Pf 균주 대량배양에 있어서도 같은 공정이 적용되는지 조사하였다. 
녹두추출물과 난황현탁액을 포함하는 MP 기본구성과 마니톨과 펩톤의 구성비율을 조정하면서 유
효성분 생산량을 비교분석하였다(표 11). 최종 5일 배양된 후 DAPG의 검출생산량은 Ba 균주 대
량배양조건의 MP공정과 같이 마니톨과 펩톤을 1:0.5% 비율로 함유된 공정에서 가장 높은 수준
으로 생산되었다. 또한 마니톨만 포함된 조합에서도 KB 대조구와 비교해서 33 mg/kg 더 높은 
수준으로 유효성분을 생산하였다. 이 결과들은 마니톨과 펩톤의 탄소원 중에서 마니톨은 DAPG 
생산에 있어서 중요한 영양원인 것을 재확인하였다. 또한 배양일에 따른 DAPG의 생산량을 비교
한 결과 3일 배양의 함량이 5일 함량에 비해 생산 수준 차이가 유사한 경향을 나타냈다. 따라서 
Pf에 대한 MP 공정의 적용은 녹두추출물과 마니톨을 기본 영양원으로 하면서 3일 배양공정에서
도 높은 수준의 유효성분을 획득할 수 있는 조건을 확립하였다. 

나. MP 배양공정별 배양추출물의 식물체 약해검정

     MP 공정의 구성성분과 함량에 의해 배양한 추출물들을 기준량과 배량으로 식물체에 살포
하여 약해검정을 수행하였다. 약해검정에 사용된 각 공정별 구성성분은 표 12와 같다. 최종 선발
균주와 후보균주는 각 배지배양공정 구성성분에 따라 제조한 후 28℃에서 5일 배양한 후 상등추
출액을 회수한 후 기준량(200배)과 배량(100배)으로 희석하여 5종의 식물체에 대해 관주 및 엽면 
살포하였다. 약해검정은 각 상등추출물 100mL을 처리한 후 1, 3. 7일 후에 식물체 경엽의 외관
상 이상 유무를 조사하였다.   
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표 12. MP 공정에 의한 배양추출물의 약해검정을 위한 구성성분 및 함량 

(1) 시험작물

부라보 고추
(아시아 종묘)

청농 치마 아욱
(청농 종묘)

웰빙청치마 상추
(삼성 종묘)

방울 토마토
(아시아 종묘)

백침다다기오이
(다농 종묘)

(2) 약해 대조 : 무처리구를 대조구로 사용
(3) 살포 농도 : 100배, 200배 희석
(4) 토양 정보 : 원예용 상토 60% + 수도용 상토 40%
(5) 시험내용 
- 고추, 아욱, 상추, 토마토, 오이 종자: 포트(14cm × 13cm) 사용, 각 처리구별 6개체 3반복
(6) 시험방법 : MP 배양공정별 배양추출액을 기준량 및 배량으로 100ml씩 토양관주 및 엽면살포  
(7) 시험법 
-  시험작물 재배 : 유리온실에서 포트 재배
-  약제처리방법 : 기준량으로 조제된 약제를 토양 관주 처리 및 엽면살포

처 리 구 시 험 
약 제 처리시기 및 방법 약 해

살포농도 및 살포량

공시시료 
처리구 MP1 외 정식 후 토양관주

 및 엽면살포 

기준량:200배, 배량:100배
-토양관주 : 100ml
-엽면살포 : 100ml

무처리 무처리 -

  - 시험구 배치 : 완전임의배치법 

구   분 시험 작물수 처리구  반복수 반복당 포트수 총 포트수
약   해 5 13 3 6 1170

균주 시험약제 
구성성분(%, v/v)

녹두추출물 난황 마니톨 펩톤 식물성오일
yeast 

extract

Ba
MP1 0.4 0.1 1 1 0.3 0.5
MP2 0.4 0.1 1 1 0.5 0.5
MP3 0.4 0.1 1 1 1 0.5

Pf
MP4 0.4 0.1 1 0.1 0.5 -
MP5 0.4 0.1 1 0.5 0.5 -
MP6 0.4 0.1 1 1 0.5 -
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(8) 약해조사 : 공시시료 처리 후 7일간 육안으로 달관 조사 실시
(9) 약해조사기준

 
(10) 처리 결과
1) 처리내용

시험작물
약 해 시 험

시험약제
기준량/배량(처리일)

 고추, 아욱, 
상추, 토마토, 오이

200배/100배(10/08) MP1 외

- 무처리

2) 약제 살포 전후 기상상황 : 실내에서 시험을 진행하였기 때문에 영향을 받지 않았으며, 약해
판정에 영향을 줄 기상변화는 없었음.

3) 조사방법

구  분 조 사 항 목 조사회수 조 사 일 자 조  사  방  법

비  해 외관상 비해유무 3 10/09, 11, 15 약제처리 후 1, 3, 7일 후 경엽의 
외관상 약해 유무 달관조사

4) 시험성적

시험약제 시험작물
약해정도 (0～5)

비  고
기 준 량 배  량

MP1 외

고추
아욱
상추

토마토
오이

0
0
0
0
0

0
0
0
0
0

약해없음

약해정도 약해증상

0
1
2
3
4
5

육안으로 약해가 인정되지 않음
아주 가벼운 약해로서 작은 약반이 약간 인정됨
처리된 잎이 적은 부분에 약해가 인정됨
처리된 잎의 50%정도 약해가 인정됨
상당한 피해를 받고 있으나 아직 건전한 부분이 남아있음
심한 약해를 받고 고사상태임
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5) 엽수 조사

시험약제 시험작물 엽수 (처리후 7일) 비  고기 준 량 무처리

MP1 외

고추
아욱
상추

토마토
오이

4
4
5
2
2

4
4
5
2
2

무처리구 
대비 엽수 
차이없음

※ 처리사진
[고추]

[상추]
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[아욱]

[오이]
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다. 대량배양에 의한 시제품 제작 및 유효성분 분석

1. 균주 대량배양에 의한 시제품 제작을 위한 소포장 액상 제형 제조 

    제 1세부과제에서 개발한 균주의 유효성분 물질인 DAPG와 리포펩타이드가 생산되는 대량배
양 공정에 맞춰 소포장 제작하였다. 유효성분의 대량배양과 추출을 위해 수용해도가 수ppm 정
도로 낮은 원제를 물에 미립자형태로 분쇄 또는 현탁시킨 액상의 제형화 공정에 준해서, 배양조
성의 주성분인 마니톨, 난황 현탁액, 녹두 추출물이 포함된 MP 배양공정을 사용하였다. 또한 유
박추출물은 대량배양공정에서 쉽게 이용할 수 있는 펩톤으로 대체하였으며, 그 외 분산/습윤제 
적량, 저온 안정성 확보를 위한 동결방제제 일부, 유효성분의 층분리 방지를 위해 증점제를 사용
하였다. 이외에 거품 발생을 방지하기 위해 소포제 일부, 부패방제를 위한 방부제를 사용하여 생
물검정을 위한 기초 제형을 제작하였다(표 13).  

표 13. 개발 균주의 대량배양에 의한 액상 제형 제조 처방전

Role Composition Input(%) Form
원제 균주 배양추출액 60.0 황색/우윳빛 액상

계면활성제 습윤/분산제 3.0 무색 액상

보조제
보존제

rest
연황색 분상

부동제 무색 액상
증점제 황색 분상

Total 100.0 -

균주 제형 제조 공정도 제형 사진
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2. 균주 대량배양 추출물과 식물추출물 혼합에 소포장 액상 제형 제조 

    균주 배양추출물과 식물추출물을 혼합한 제형 제조를 위해 두 원제간 혼합 후 계면활성제를 
물에 충분히 분산 후 유효성분을 혼합한 후 부동제에 증점제를 균일하게 분산시킨 다음 방제제 
및 물을 사입 후 최종적으로 원제 혼합부:식물추출물을 60:10으로 혼합한 후 제형을 검토하였다
(표 14).

표 14. 균주 배양추출액+식물추출물 소포장 액상 제조 처방전 

Role Composition Input(%) Form

원제
균주 상등추출액 60.0 황색 액상

식물추출물 10.0 갈색 액상
계면활성제 습윤/분산제 3.0 무색 액상

보조제
보존제

rest
연황색 분상

부동제 무색 액상
증점제 황색 분상

Total 100.0 -

균주 배양추출물+식물추출물 제형 제조 공정도 균주 배양추출물+식물추출물 제형

3. 최종 후보물질 추출조건에 의한 액상 시제품 제작

     제 1세부과제에서 개발한 배양공정에 의한 배양된 균주2의 상등추출 농축현탁액과 로테논:
님오일 또는 담배잎차(니코틴)과 혼합하여 액상 형태의 시제품 2종과 입상 형태의 시제품 2종을 
제작하였다. 액상 시제품 2종은 녹두추출물:펩톤:레시틴:마니톨+오일+1% yeast extract을 주 영
양원으로 5일 배양된 Ba 균주의 상등추출 농축현탁액 30%와 10%의 담배잎차 추출물을 혼합한 
TB와 균주 상등추출 농축현탁액 30%와 10% 로테논:님오일 혼합한 NR을 제작하였다(표 15). 균
주와 식물추출물의 원제 혼합을 위해 계면활성제를 물에 충분히 분산 후 유효성분을 혼합한 후 
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부동제에 증점제를 균일하게 분산시킨 다음 방제제 및 물을 사입 후 최종적으로 원제 혼합부:식
물추출물을 30:10으로 혼합한 후 제형을 검토하였다. 원제들과 보조제 혼합 후 증점제를 혼입하
여 최종적으로 액상 시제품을 제작하였다. 

표 15. 균주 배양추출액+식물추출물 액상 시제품 제형 제조 처방전 

Role Composition Input(%) Form

원제
Ba 상등추출액 30.0 황색 액상

식물추출물 10.0 갈색 액상
계면활성제 습윤/분산제 5.0 무색 액상

보조제
보존제 1.5 연황색 분상
부동제 5.0 무색 액상
증점제 0.2 황색 분상

증량제 증량제 rest 무색 분상
Total 100.0 -

균주 배양추출물+식물추출물 제형 제조 공정도 균주 배양추출물+식물추출물 제형

4. 최종 후보물질 추출조건에 의한 입상 시제품 제작

     입상 시제품 2종의 시제품을 제작하기 위해서 MP 공정에 의한 녹두추출물:펩톤:레시틴:마
니톨+오일+1% yeast extract을 주 영양원으로 5일 배양된 Ba 균주의 상등추출액을 사용하였다. 
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상등추출액은 동결건조에 의한 농축과정을 통해 현탁액 제조로 사용하였다. 미생물 농축현탁액 
15%와 5%의 담배잎차 추출물을 혼합한 TB와 로테논:님오일 추출물을 혼합한 NR을 최종적으로 
검토하였다(표 16). 입상의 기본재료는 제올라이트를 사용하였으며, 액상 시제품의 공정과 달리 
각 원제들의 함유량을 50% 반감함으로써 입상 제품의 제조함량 비율을 조절하였다. 혼합과정에
서 증량제 10%를 최종적으로 혼입함으로써 제품을 제작하였다.

표 16. 균주 배양추출액+식물추출물 입상 제형 제조 처방전 

Role Composition Input(%) Form

원제
Ba 상등추출액 15.0 황색 액상

식물추출물 5.0 갈색 액상
보조제 제올라이트 70.0 회색 고상
증량제 증량제 rest 무색/백색 분상

Total 100.0 -

입상 시제품 제형 제조 공정도 입상 시제품 제형

5. 액상 시제품의 약해시험

     액상 시제품 2종에 대해 약해를 검정하기 위하여 5작물 (배추, 상추, 시금치, 알타리무, 아
욱) 종자를 70% 에탄올에 소독 후 멸균상토에 파종하였다. 발아된 각 유묘를 포트에 정식한 후 
2~3 엽기에 공시시료를 희석 농도별로 엽면살포 처리한 후 1, 3, 7일 후 경엽의 외관상 약해유
무를 달관 조사하였다(표 17, 그림 3). 액상 시제품 2종의 약해를 검정하기 위하여 5작물 (배추, 
상추, 시금치, 알타리무, 아욱)에 대하여 약해 검정을 한 결과 NR 액상 100배액으로 희석하여 
살포한 모든 처리구에서 약해 증상은 없었으며, 그 외 250배와 추천 사용농도 500배에서도 전혀 
약해가 발생하지 않았다. TB 액상 시제품은 100배에서도 식물체에 약해 발생은 없었다.
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표 17. 액상 시제품의 식물체에 대한 약해 조사

시험약제 시험작물
희석농도별 약해정도 (0～5)

100배 250배(배량) 500배(기준)

NR 액상 

배추

상추

시금치

알타리무

아욱

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

TB 액상 

배추

상추

시금치

알타리무

아욱

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

 

그림 3. 액상 시제품의 식물체에 대한 약해 조사

6. 입상 시제품의 약해시험

     입상 시제품 2종에 대해 약해를 검정하기 위하여 5작물 (배추, 상추, 시금치, 알타리무, 아
욱) 종자를 70% 에탄올에 소독 후 멸균상토에 파종하였다. 발아된 각 유묘를 포트에 정식한 후 
2~3 엽기에 공시시료를 포트에 정식하였다. 정식할 때 공시시료를 각 처리농도별로 토양과 혼화
처리한 후 5, 10, 15일 후 경엽의 외관상 약해유무를 달관 조사하였다(표 18, 그림 4). 입상 시
제품 2종의 약해를 검정하기 위하여 5작물 (배추, 상추, 시금치, 알타리무, 아욱)에 대하여 약해 
검정을 한 결과 NR과 TB 입상 시제품 기준량과 배량, 반량 모두 약해가 발생하지 않았다. 

표 18. 입상 시제품의 식물체에 대한 약해 조사
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시험약제 시험작물
희석농도별 약해정도 (0～5)

4.5g/m2(반량) 9.0g/m2(기준) 18g/m2배(배량)

NR 입상 

배추

상추

시금치

알타리무

아욱

0
0

0

0
0

0
0

0

0
0

0
0

0

0
0

TB 입상 

배추

상추

시금치

알타리무

아욱

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

0

0

0
0

0

그림 4. 입상 시제품의 식물체에 대한 약해 조사

7. 시제품의 유효성분 함량 분석

(1) Iturin A 유효성분 분석

◯ 유효성분 분석 조건 (Iturin)
LC-MS/MS analysis
Instrument: Simadzu LC8040
Column: SHISEIDO C18(2.7um, 2.1 mm * 150 mm)
Column temperature : 40℃
Mobile phase:
    Pump A: 0.1% acetic acid in water
    Pump B: 0.1% acetic acid in Acetonitrile
Isocratic elution (A:B=60:40, v/v) for 20 min 
Injection vol.: 5ul
Flow rate: 0.3 ml/min
Precursor : 1044.45
Product-1 : 747.85
Product-2 : 253.95
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그림 5. Iturin standard calibration

     각 표준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 peak 
면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 표준품을 각각 용매에 용해하여 1,000 mg/L의 stock 
solution을 조제하였다. 이를 단계별로 희석하여 0.005, 0.01, 0.02, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/L의 
working solution을 조제하여 각각 LC-MS/MS로 측정 후 얻어진 크로마토그램상의 peak면적
을 기준으로 검량선을 작성하였다. 검출농도는 다음과 같이 계산하여 표기하였다. 

검출농도  기기검출량 ×시료량 
추출용매량 

×분취량 
희석부피 

×분취량 
희석부피 

표 19. 시제품의 유효성분 Iturin 함량 분석

NR 액상 TB 액상 NR입상 TB입상

Iturin(mg/kg) 0.303 0.292 0.131 0.132

     각 시제품 제형들의 유효성분인 iturin을 LC-MS/MS로 분석하여 검출량을 계산한 결과 농
축현탁액에 의한 식물추출물 혼합 제형에서 각 시제품간에 평균적인 함량이 검출되었다(표 19, 
그림 6, 그림7). 또한 액상 시제품에서 입상 시제품보다 검출량이 더 높은 결과가 나타났다.
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그림 6. NR 시제품 액상의 iturin 함량 분석

그림 7. TB 시제품 액상의 iturin 함량 분석
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(2) Fengycin 유효성분 분석

◯ 유효성분 분석 조건 (Fengycin)
LC-MS/MS analysis
Instrument: Simadzu LC8040
Column: SHISEIDO C18(2.7um, 2.1 mm * 150 mm)
Column temperature : 40℃
Mobile phase:
    Pump A: 0.1% acetic acid in water
    Pump B: 0.1% acetic acid in Acetonitrile
Isocratic elution (A:B=60:40, v/v) for 20 min 
Injection vol.: 10ul
Flow rate: 0.3 ml/min
Product-1 : 1489.8
Product-2 : 746.45

그림 8. Fengycin STD Calibration
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표 20. 시제품에서 유효성분 Fengycin 함량 측정

NR 액상 TB 액상 NR입상 TB입상

Fengycin(mg/kg) 8.4 8.6 1.6 1.2

     각 표준액을 농도별로 희석하여 LC-MS/MS로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 peak 
면적을 검량선과 비교하여 정량하였다. 각 시제품 제형들의 유효성분인 fengycin을 LC-MS/MS
로 분석하여 검출량을 계산한 결과 입상 시제품은 액상 시제품보다 fengycin의 함량이 더 낮았
다(표 20, 그림 9). 또한 TB 액상 시제품보다는 NR 액상 시제품이 더 낮은 결과가 나타났지만, 
각 시제품별 평균적인 함량이 검출되었다.

[시제품 NR 액상] [시제품 TB 액상]

그림 9. 시제품의 Fengycin 함량 분석

라. 시제품 병해충 방제효과 포장 검정 

1. 시제품 방제효과 검정 포장내 병해충 수집 및 토양내 밀도변화 조사
   
     전남 담양, 광주 등 토마토, 딸기 재배농가 일대를 중심으로 시들음병, 점박이응애 등을 수
집하였고, 토양에서 시들음병원균의 유무를 조사하고자 Komada배지에서 병원균을 분리하였다. 
토양내 미생물상 조사와 이병식물에 대해 병원균을 분리는 다음과 같다.
   
①토양 미생물상 조사 : 포장당 3지점에서 샘플링한 토양을 건조한 후 10g을 멸균수 100ml에 
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희석하여 10배씩 희석한 후 Fusarium spp. 선택배지인 komada 배지에서 도말하여 26℃, 72시
간 배양 함.

Ingredient 1 L 500 ml 
Part 1

Distilled water 1000 
ml 500 ml 

Na2B4O7 ● 10H2O 1 g 0.5 g 
K2HPO4 1 g 0.5 g 
KC1 0.5 g 0.2 g 
MgSO4 ● 7H2O 0.5 g 0.25 g 
Fe-Na-EDTA 0.01 g 0.005 g 
D-Galactose 20 g 10 g 
L-Asparagine 2 g 1 g 
Agar 15 g 7.5 g 

Part 2
PCNB (Pentachloronitrobenzene)(Terraclor 75%) 1 g 0.5 g 
Oxgall (Bile Bovine) 0.5 g 0.25 g 
Streptomycin sulfate 0.3 g 0.15 g 

② 균주 확보
 : 배양된 각 균주들에서 병원균을 분류 및 동정하기 위해 plate에서 생장한 우점 균주를 PDA배
지에서 순수 분리하였으며 26℃, 72시간 배양하여 순수한 균주만 획득하였음.

③ Total DNA추출 
 : Genomic DNA extraction kit를 이용한 Total DNA 추출

④ 18S rRNA 증폭
    ⅰ 18S rRNA 부위의 primer를 이용한 PCR 증폭
    ⅱ primer sequence
       - Forward : 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
       - Revers : 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'
    ⅲ PCR program
       - 94℃ : 30초
       - 55℃ : 30초
       - 72℃ : 1분,      30 cycle

 ⑤ PCR product cloning
  : PGEM-T easy vector를 이용한 cloning 후 E.coli에 transformation
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 ⑥ Plasmid 추출
  : E.coli를 재배양한 후 plasmid 추출

 ⑦ 염기서열 분석 및 균주 동정
  : 자동 염기서열 분석기(Automatic DNA sequencer : ABI prism 377)를 이용한 18S rRNA 

염기서열 분석 의뢰
  : NCBI의 유전자 data base를 이용한 염기서열 상동성 분석
  : DNA STAR program을 이용한 Gene identity와 Phylogenic tree를 분석하여 유사도 측정

(1) 전남 담양 토마토 농가

그림 11. 전남 담양군 시들음병 발생 토양에서 병발생 원인균의 동정 (Fusarium oxysporum)

그림 10. 전남 담양군 시들음병 발생 토마토 포장에서 미생물상 조사
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(2) 광주광역시 토마토 농가

그림 13. 광주광역시 시들음병 발생 토양에서 병발생 원인균의 동정 (Fusarium solani)

(3) 토마토 시들음병 토양내 병원균 밀도 조사

- 대상병해충 : 토마토 시들음병
- 조사내용 : 토양내 병원균 밀도변화 및 작물생육기별 병해 발생조사
- 조사지역 : 전남 담양, 광주 

그림 12. 광주광역시 시들음병 발생 토마토 포장에서 미생물상 조사
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     토마토 시들음병 발생농가(광주, 담양)에서 작물 생육기별 토양을 채취한 후 65도 Dryoven
에서 3일동안 건조시켰다. 건조된 10g의 토양을 멸균수에 희석한 후 Fusarium 선택배지인 
komada 배지에 도말 후 26도 5일 배양하여 해당병원균의 cfu를 측정하였다(그림 14). 각 포장
에서 측정된 병원균의 밀도는 정식 후 생육기 동안에 밀도가 증가하였으며, 수확기 후반에는 밀
도가 감소하는 경향을 나타냈다.  

그림 14. 시험포 토양내 토마토 시들음병 밀도조사
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2. 시제품 방제효과 적용확대 검정   

(1) 고추 모잘록병에 대한 시제품 효과검정

   액상 시제품 2종과 입상 시제품 2종의 고추 모잘록병에 대한 효능을 포트에서 검정하였다(그
림 15). 고추 종자(품종: 청양)를 70% 에탄올에 종자소독을 하고 멸균된 상토에 파종 후 14일 후 
발아된 유묘를 4x4 tray에 정식하였다. 정식 전에 입상 시제품 제형은 9g/m2 로 토양혼화 처리
하였으며, 액상 시제품 제형은 고추 유묘에 500배 농도로 희석하여 주당 10ml씩 관주 처리하였
다. 병원균인 Pytium ultimum은 PDA에서 7일간 배양한 후 5×5mm의 agar plug들을 상토와 
혼합하였다. 병원균이 첨가된 상토를 25℃에서 2일 동안 보관한 후 트레이에 옮긴 후 발아된 고
추 유묘를 트레이에 정식하였다. 각각의 제형 시제품을 처리 후 5~10일 뒤 모잘록 이병주율을 
검정하였다. 각 처리는 8주씩 3반복 실시하였다.

그림 15. 고추 모잘록병에 대한 액상 및 입상 시제품의 효능 효과 검정

     액상 및 입상 시제품의 고추 모잘록병에 대한 효능을 검정한 결과 NR 액상 시제품의 경우 
무처리구와 비교하여 14.5%의 발병율로 약 72.2%의 방제효과가 있었다. TB 액상은 모잘록병에 
대해 12.5% 발병하였으며 75.9%의 방제가를 얻었다. 두 결과간 통계적인 유의성은 없는 것으로 
판단되어 진다. NR 입상시제품의 경우 무처리구와 비교하여 20.8% 발병하였으며, 약 60.2% 방
제효과가 있었다. TB 입상시제품은 18.7% 발병하였으며 63.9%의 방제가를 나타내었으나 두 결
과에서도 서로간의 유의성이 없음을 확인하였다. 시제품 입상과 액상의 고추 모잘록병에 대한 방
제효과는 입상보다는 액상 시제품의 방제효과가 더 높았음을 확인하였다. 
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(2) 제형별 시제품의 살포농도 및 회수별 방제효과 검정

     액상 시제품 2종에 대한 고추 모잘록병에 대하여 방제 회수별 방제효과를 검정하기 위하여 
위의 검정방법과 같이 70% 에탄올에 종자소독을 하고 멸균된 상토에 파종 후 7일 후 발아된 유
묘를 4x4 tray에 정식하였다(그림 16). 정식 때부터 공시시료들을 500배 농도 희석액을 주당 10 
ml씩 2일 간격 3회 관주처리 하였으며, 병원균인 P. ultimum은 PDA에서 7일간 배양한 후 구당 
5x5mm의 agar plug를 상토에 첨가시킨 후 고추 유묘를 정식하였다. 정식 후 10일 후부터 이병
율 및 방제가를 조사하였다. 

그림 16. 고추 모잘록병에 대한 시제품의 방제 회수별 효능 효과 검정

     제작된 시제품의 고추 모잘록병에 대한 효능을 처리 횟수별로 검정한 결과 1회 처리시 NR 
액상의 경우 무처리구와 비교하여 약 72.2%, TB액상의 경우 76.4%의 방제가를 나타내었으나 두 
결과간 유의성은 없었다. 2회 처리시 NR액상의 경우 무처리구와 비교하여 약 80.1%, TB액상의 
경우 84.3%의 방제가를 나타내어 1회 처리보다는 유의성 있는 수준에서 방제가가 향상되었음을 
확인하였으며, 최종적으로 3회 처리시 NR액상의 경우 무처리구와 비교하여 약 82.2%, TB액상의 
경우 81.9%의 방제가를 나타내어 2회 처리시와 비교하여 증진 효과는 없었다. 
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(3) 딸기 시들음병에 대한 시제품 효과검정

     액상 시제품 2종과 입상 시제품 2종의 딸기 시들음병에 대한 효능을 검정하기 위하여 설향 
유묘를 구입하여 검정하였다(그림 17). 액상 시제품 제형 처리는 딸기 자묘 설향을 각 4×4 포트 
트레이에 정식한 후 500배 희석농도로 주당 10 ml씩 관주처리 하였다. 입상 시제품 제형은 각 
포트에 상토와 9g/m2 로 토양혼화 처리한 후 효과를 검정하였다. 병원균인 F. 
oxysporium(solani)은 PDA에서 7일간 배양한 후 10×10mm의 agar plug를 상토와 혼합하였
다. 병원균이 첨가된 상토를 25℃에서 7일 동안 보관한 후 트레이에 옮긴 후 딸기 자묘를 트레
이에 정식하였다. 각각의 제형 시제품을 처리 후 20~30일 후에 이병주율을 검정하였다.

그림 17. 딸기 시들음병에 대한 액상 및 입상 시제품의 효능 효과 검정

     액상 및 입상 시제품의 딸기 시들음병에 대한 효능을 검정한 결과 NR 액상 시제품의 경우 
무처리구와 비교하여 10.4%의 발병율로 약 74.6%의 방제효과가 있었으며, TB 액상은 75.4%의 
방제가를 얻었다. 두 결과간 통계적인 유의성은 없었다. NR 입상시제품의 경우 무처리구와 비교
하여 12.5% 발병하였으며, 약 70.7% 방제효과가 있었다. TB 입상시제품은 69.9%의 방제가를 
나타내었으나 두 결과에서도 서로간의 유의성이 없음을 확인하였다. 시제품 입상과 액상은 딸기 
시들음병에 대하여 모두 약 70% 이상의 방제효과를 나타냈다. 
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3. 시제품 방제효과 포장 검정 및 약해 검정   

(1) 딸기 시들음병 포장 검정(시험포 1)

공시시료 :  NR 액상, TB 액상, NR 입상, TB 입상
시험포 : 전남 보성군 득량면
작물(품종) : 딸기(설향)
대상병해 : 딸기 시들음병
정식일자: 2019.09.02
처리구 : NR 액상, TB 액상, NR 입상, TB 입상, 무처리구, 대조구(코퍼)
처리 면적 : 20㎡, 3반복
처리 방법 : 입상-정식시 공시시료(9g/m2) 토양혼화처리(9월 2일), 액상- 정식시 7일간격 500배
액 2회 관주처리, (9월 2일, 9일)
조사 일자 : 2019/09/ 09. 16, 23,  조사 방법 : 구당 60주 이병주율 조사

그림 18. 시제품의 딸기 시들음병 농가 실증 시험(시험포 1). A, 처리별 발병율. B, 방제가. C, 
시험포장 및 약제처리 사진.
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표 21. 시제품의 딸기 시들음병에 대한 농사 실증 시험 결과

구 분 9월 9일 9월 16일 9월 23일

무처리구
이병율 16.7±1.9 24.4±1.5 31.7±1.0

방제가 - - -

NR 액상
이병율 4.4±0.6 4.4±0.6 5.6±0.6

방제가 72.5±5.2b 81.6±2.8b 82.3±82.3b

TB 액상
이병율 3.9±0.6 4.4±0.6 5.0±1.0

방제가 76.7±1.7b 82.0±1.4b 84.3±2.9b

NR 입상
이병율 5.6±0.6 5.6±0.6 7.8±0.6

방제가 65.8±4.6a 77.2±2.3a 75.5±1.2a

TB 입상
이병율 5.6±0.6 6.1±0.6 7.2±1.1

방제가 65.0±7.6a 74.6±3.5a 77.0±4.0a

대조구
이병율 0.6±0.6 0.6±0.6 0.6±0.6

방제가 97.2±2.8c 97.9±2.1c 98.3±1.7c

(2) 시제품의 딸기 시들음병 포장 검정(시험포 2)

공시시료 :  NR 액상, TB 액상, NR 입상, TB 입상
시험포 : 전남 장성군 황룡면 
작물(품종) : 딸기(설향)
대상병해 : 딸기 시들음병
정식일자: 2019.09.23
처리구 : NR 액상, TB 액상, NR 입상, TB 입상, 무처리구, 대조구(코퍼)
처리 면적 : 20㎡, 3반복
처리 방법 : 입상-정식시 공시시료 (9g/m2)토양혼화처리(9월 23일), 액상- 정식시 7일간격 
500배액 2회 관주처리, (9월 23일, 30일)
조사 일자 : 2019.10.7, 2019.10.14
조사 방법 : 구당 60주 이병주율 조사
평가항목 : 딸기 시들음병 방제가
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그림 19. 시제품의 딸기 시들음병 농가 실증 시험(시험포 2). A, 처리별 발병율. B, 처리별 방제
가. C, 시험포장 및 약제처리 사진.

표 22. 시제품의 딸기 시들음병에 대한 농사 실증 시험 결과

구 분 9월 30일 10월 7일 10월 14일

무처리구
이병율 23.3±1.0 31.1±1.1 41.7±1.0

방제가 - - -

NR 액상
이병율 8.9±0.6 9.4±0.6 11.1±0.6

방제가 61.9±1.3b 69.6±1.6b 73.3±01.5b

TB 액상
이병율 7.8±0.6 8.3±1.0 9.4±1.1

방제가 66.7±1.4b 73.3±2.3b 77.2±3.2b

NR 입상
이병율 9.4±0.6 11.1±0.6 12.8±0.6

방제가 59.6±1.3a 64.3±1.6a 69.3±1.5a

TB 입상
이병율 8.9±0.6 9.4±0.6 11.1±0.6

방제가 61.9±1.3a 69.6±1.6a 73.3±1.5a

대조구
이병율 2.8±0.6 3.3±0.0 4.4±0.6

방제가 87.9±2.7c 89.3±0.4c 89.3±1.4c
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(3) 시제품의 딸기 점박이응애 포장 검정

공시시료 :  NR 액상, TB 액상
시험포 : 전남 담양군 봉산면 
작물(품종) : 딸기(죽향)
대상병해충 : 딸기 점박이응애
정식일자: 2019.09.27
처리구 : NR 액상, TB 액상, 무처리구
처리 면적 : 20㎡, 3반복
처리 방법 : 정식시 발생초기 500배액 2회 엽면살포
조사 일자 : 2019.10.7, 2019.10.14
조사 시기 : 약제 처리 전 및 처리 7, 14일 후
평가항목 : 30엽 이상 생충수 측정

그림 20. 시제품의 딸기 점박이응애 농가 실증 시험
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마. 등록 제품(파워백신)의 병해충 방제효과 포장 검정 및 약해검정

1. 등록제품의 토양병해에 대한 포장방제효과 

(1) 토마토 시들음병 방제효과
약효 검정 항목 : 토마토 시들음병 
공시시료 :  파워백신           
작물(품종) : 방울토마토(미니마루)
대상병해 : 토마토 시들음병
정식일자 : 2020. 03. 02
멀칭일자 : 2020. 03. 06
처리구 : 무처리구,  공시시료(파워백신), 대조구(메트코나졸)
처리 면적 : 20㎡, 3반복
처리 방법 : 정식 후 7일간격 500배액 2회 관주처리 (3월 9일, 16일)
조사 일자 : 2020.05.01
조사 방법 : 구당 60주 이병주율 조사           

  그림 21. 토마토 시들음병 방제효과 검정 (전남 나주)
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       개발되어진 제품인 파워백신의 효능을 검정하기 위해 토마토 정식 후 500배 희석하여 7
일 간격으로 2회 관주 처리하였다. 약효 검정은 처리 후 2달(60일) 후에 이병주율을 조사하였다. 
그 결과 무처리구 18.3%의 이병주율에 비해 파워백신 처리구는 3.3%의 이병주율을 보여 현저히 
감소되는 것을 확인할 수 있었다. 대조구인 농약 메트코나졸의 방제가가 87.5%의 효과를 보였으
며, 파워백신 처리구에서 80.7%의 우수한 방제 효과를 나타내었다. 농약과 유의성에 있어서 차
이를 보이지 않는 효과가 있음을 확인할 수 있었다.

(2) 고추 모잘록병 방제효과

약효 검정 항목 :고추 모잘록병
공시시료 :  파워백신
작물(품종) : 고추(청양)
대상병해 : 고추 모잘록병
정식일자 : 2020. 04. 22
처리구 : 무처리구, 공시시료(파워백신), 대조구(에트리디아졸)
처리 면적 : 20㎡, 3반복 
처리 방법 : 정식 직후 7일 간격 500배액 2회 관주처리 
조사 일자 : 약제살포 후 7일 간격 4회 조사
조사 방법 : 구당 40주 이병주율 조사

그림 22. 고추 모잘록병 방제효과 검정 (전남 나주)



- 90 -

        개발제품 파워백신의 고추 모잘록병에 대한 방제 효과를 검정하기 위해 500배 희석액으
로 7일 간격 2회 관주처리 후, 7일 간격으로 4회 이병주수를 조사하였다(그림 22). 모잘록병은 
정식 초기에 발생이 많아 정식 후에 처리구당 40주씩 이병주수를 조사하였다. 정식 후 28일까지 
무처리구는 잘록병이 계속 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 무처리구는 정식 초기에는 13.3%의 
이병주율을 보였으나 4주 후에는 23.3%까지 증가하는 것을 볼 수 있었다. 하지만 파워백신 처리
구에서는 정식초기에 4.2%의 이병주율을 보였으나 더 이상 증가하지 않음을 확인할 수 있었다. 
이는 파워백신 처리구는 무처리구와 비교하여 82.2%의 방제가를 보이며 대조구인 에트리디아졸
과 비슷한 수준의 방제효과를 가지고 있음을 보여주었다.

2. 등록제품의 딸기 점박이응애에 대한 포장방제효과 

(1) 딸기 점박이응애 방제효과(전남 담양)

약효 검정 항목 :딸기 점박이 응애
공시시료 : 파워백신
작물(품종) : 딸기(죽향)
대상병해충 : 딸기 점박이 응애
정식일자: 2020.09.17
처리구 :  파워백신, 무처리구, 대조구(사이에노피라펜)
처리 면적 : 20㎡, 3반복
처리 방법 : 500배액 2회 엽면살포(11월 6일, 11월 13일)
조사 시기 : 약제 처리부터 7일 간격 4회 (11월 6일, 13일, 20일, 27일)
평가항목 : 30엽 이상 생충수 측정

그림 23. 딸기 점박이 응애 방제효과 검정 (전남 담양)
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       개발제품 파워백신의 딸기 점박이 응애에 대한 방제효과를 검정하기 위해 전남 담양에서 
시험을 진행하였다. 딸기 점박이응애 다발생기인 30엽 이상에서 생충수가 100마리 이상일 때 약
효를 검정하기 위해 500배 희석액을 2일 간격으로 2회 경엽 살포하였다(그림 23). 딸기 점박이 
응애의 사전밀도는 처리구당 115마리로 약효검정 하기에 충분한 생충수였다. 무처리구는 115마
리에서 174바리로 점진적으로 증가하는 반면 파워백신 1회 처리시 생충수는 40.3 마리 , 2회 처
리시 37.3 마리로 무처리구 대비 개체수가 감소하는 것을 확인할 수 있었고 2회 처리 일주일 뒤
에도 41마리로 살충력은 계속 유지되는 현상을 보였다. 무처리구와 비교하여 처리 일주일 후에는 
70.5%, 2주 후에는 76.4%의 높은 방제가를 보이는 것을 확인할 수 있었다.

(2) 딸기 점박이응애 방제효과(전남 곡성)

약효 검정 항목 :딸기 점박이 응애
공시시료 : 파워백신
작물(품종) : 딸기(죽향)
대상병해충 : 딸기 점박이 응애
정식일자: 2020.09.17
처리구 :  파워백신, 무처리구, 대조구(사이에노피라펜)
처리 면적 : 20sq.m, 3반복
처리 방법 : 500배액 2회 엽면살포(11월 6일, 11월 13일)
조사 시기 : 약제 처리부터 7일간격 4회 (11월 6일, 13일, 20일, 27일)
평가 항목 : 30엽 이상 생충수 측정

그림 24. 딸기 점박이 응애 방제효과 검정 (전남 곡성)
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       개발제품 파워백신의 딸기 점박이 응애에 대한 방제효과를 검정하기 위해 전남 곡성에서 
2회차 시험을 진행하였다. 딸기 점박이응애 다발생기에 30엽 이상에서 생충수가 100마리 이상일 
때 약효 검정하기 위해 500배 희석액을 2일 간격으로 2회 경엽 살포하였다. 딸기 점박이 응애의 
사전밀도는 처리구당 108.7마리로 약효검정 하기에 충분한 생충수였다. 무처리구는 108.7마리에
서 28일 후 163.7마리로 점진적으로 증가하는 반면 파워백신 1회 처리시 생충수는 38 마리, 2회 
처리시 38 마리로 무처리구 대비 개체수가 감소하는 것을 확인할 수 있었고 2회 처리 일주일 뒤
에도 44.7마리로 살충력은 계속 유지되는 현상을 보였다. 무처리구와 비교하여 처리 일주일 후에
는 70.5%, 2주 후에는 73.9%의 높은 방제가를 나타냈다.

3. 등록제품의 약해검정

파워백신 제품 작물재배시험(약해시험) 성적서
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바. 시제품의 제품화 및 유기농자재 등록 

1. 시제품의 상표화에 따른 제품화 및 유기농자재 등록 

파워백신 상표 및 제품화 유기농업자재 신청서

유기농업자재 공시 생산계획서
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제품 이화학적 분석 성적서

제품 잔류농약 검사성적서 제품 약해시험 성적서
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제품의 벼 도열병 적용확대를 위한 벼 약해검사성적서
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제품의 Rat에 대한 급성경구 독성시험 성적서
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제품의 Rat에 대한 급성경구 독성시험 첨부 보고서

제품의 Rat에 대한 급성경피 독성시험 성적서
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제품의 Rat에 대한 급성경피 독성시험 첨부 보고서
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제품의 어류에 대한 급성독성시험 성적서
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제품의 어류에 대한 급성독성시험 첨부 보고서
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제품의 병원성 미생물 검사 시험성적서
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제품의 병원성미생물 검사시험 첨부 보고서

제품의 유해중금속검사 시험성적서
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도
 3-1. 목표
가. 연구개발 목표

 3-2. 목표 달성여부
가. 정성적 목표

구분 내용
최종목표 유용 미생물과 식물추출물 혼합 제형에 의한 다기능 고효율의 복합 작물보호제 개발

세부목표

○ 미생물 대사물질과 천연 혼합물에 의한 병해충 복합 방제제 개발
  - 기질을 토대로 한 배양공정개량으로 특허미생물의 강력한 항균・항충물질 생산
  - 생리대사물질과 혼합 가능한 식물추출 유래 물질 이용 대상 병해충 복합 방제
  - 병해충 복합 방제제의 제형별 방제효과 검증
○ 신속 정확한 병해충 분자진단법 및 작물 면역기능 증진에 의한 예방적 효과검정
  - 병원균 특이 마커에 의한 신속한 분자 진단  
  - 식물체내 면역 기능 활성 증진을 통한 작물의 병해충 예방적 방제 효과 
  - 토양내 생태환경 조성에 의한 병원균 밀도변화와 최소저해농도 및 살포량 결정
○ 유기농자재 등록 및 분자 진단 통합시스템에 의한 방제지침서 개발
  - 병해충 발생별 진단 결과을 수식화하여 약제 살포시기 결정 
  - 유기농자재 등록을 위한 독성 및 약효 시험을 통한 포장검정
  - 현장 진단 결과 값을 기초로 방제 지침서 및 매뉴얼 작성

연구목표 개발 내용 및 범위 달성도(%)
배양 개량공정에 의한 

항균・살충 기능성 물질 
활성 조건 확립 및 특성 

조사

○항진균 및 살충 활성 증진을 위한 배양개량공정 최적화 및 진단 특이 마커 개발
▸기 분리된 균주의 살균 및 살충 대사물질 최적 조건 확립
▸미생물 추출물과 식물추출물의 혼합 효과 검정
▸미생물 및 병원균 특이 마커 개발 및 QC

100

선발된 미생물 및 식물 
추출물의 대량 추출방법 

검정 및 병해충 
발생조사

○미생물 및 식물추출물의 대량배양 및 추출법 확립 및 효과검정
▸선발 유효성분의 대량배양 및 추출 조건방법 확립
▸방제매뉴얼 작성을 위한 병해충 발생 및 병원균 수집
▸선발 미생물과 식물추출물 제형의 약해검정

100

미생물과 식물추출물의 
혼합에 의한 병해충 

복합 방제 및 
식물면역증진 검정

○미생물과 식물추출물 혼합 제형의 병해충 복합방제제 개발 및 식물면역 
기능에 미치는 영향 조사
▸항균력 및 살충력 증진을 위한 최적 혼합 조건별 방제효과 검정
▸토양병해의 예방・치료적 효과 증진을 위한 토양생태환경개선과 병원균 
특이마커에 의한 분자진단 이용 개발 추출 혼합물 효과 검정

100

후보 물질 혼합에 의한 
시제품 제작

(액상 및 입상 제형화) 

○시제품 제작 및 효과검정
▸후보 물질 혼합물의 제형화 및 효과검정(포트 및 실내유묘검정)
▸시제품 소포장 검정 및 약해검정(하우스 포장 검정)
▸방제 매뉴얼 작성을 위한 작물 생육기별 병해충 발생 조사

100

분자진단 통합시스템에 
의한 병해충 복합 방제 

시제품의 방제지침서 개발

○분자진단 통합시스템과 방제지침서에 의한 방제매뉴얼 개발과 기존 유기
농자재와의 혼용가능성 검토
▸특이마커 분자진단에 의한 방제 시스템 개발
▸개발 제품의 농가 사용 방법 개발

100

제형 제품화 및 포장 
실증에 의한 방제매뉴얼 

개발

○제품화 및 방제매뉴얼 작성
▸제형 제품의 병해충별 포장 방제효과검정
▸포장 방제 매뉴얼 개발
▸시제품 제품 안전성 및 유기농자재 등록

100
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나. 정량적 목표
(단위 : 건수, 백만원, 명)

다. 관련분야 기여도
(1) 기술적 측면
○ 기존 작물보호제와는 달리 생물적 방제 미생물의 유효성분과 식물추출물을 제형화함으로써, 

난방제성인 토양병해와 점박이응애를 복합적으로 방제할 수 있는 작물보호제를 개발함.
○ 대상 병해충에 대한 살균 및 살충성분을 분석한 후, 미생물의 배양공정을 개량하여 특정 유효

성분을 대량으로 추출할 수 있는 공정을 개발함.
○ 특이마커에 의한 토양병해 진단 및 방제를 위한 통합시스템을 적용하여 개발 제품의 과학적

인 접근방법에 의한 신속·정확한 진단과 방제 효율을 높이는 기술적인 활용범위를 넓힘.
(2) 경제·산업적 측면
○ 특정 병해충에 대한 방제물질로서 과학적이고 명확한 유효성분을 근거로 개발 제품의 상용화

에 대한 국내 및 국제적인 시장 진출을 가능케 함.
○ 난방제성 병해충에 대한 환경친화적인 작물보호제의 원천기술을 확보함으로써 작물보호 시장

의 국제 경쟁력 확보가 가능해짐.
○ 기존 병해충 발생 진단 및 방제에 대한 과학적인 접근과 환경친화적인 작물보호제 개발에 관

한 노하우 확보 및 국가적인 연구경험 인력의 원활한 확보 시스템을 구축함.

 3-3. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등) : 해당사항없음

4. 연구결과의 활용 계획 

 4-1. 활용방안
가. 개발 기술 성과물 활용방안
○ 본 연구개발 성과물로 유기농자재 공시인증을 받은 “파워백신” 제품은 개발 연구 중에도 매

출액이 발생할 정도로 효과면에서 우수성을 인정받았으며, 추후 농자재 도매회사 및 농협과 

성과목표

사업화지표 연구기반지표
지식

재산권
기술
실시
(이전)

사업화
기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

건
수

기
술
료

제
품
화

매출액
수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 논
문
평
균 
IF

학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SCI 비
SCI

단위 건 건 건 건 백만
원 건 백만원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 5 5 10 30 20 25 3 1 1
최종목표 2 1 1 1 170 1 6 3 1

연구기간내 
달성실적 3 2 1 5 1 134.13 2 1 2 2 5.0 10 2 2

종료1차년도 50 1 1
종료2차년도 50
종료3차년도
종료4차년도
종료5차년도
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연계하여 판매 협정을 체결함으로써 국내 판매량을 확장할 계획임
○ 또한 개발 제품은 각 농업기술원과 농업기술센터 등과의 시범사업을 실시함으로써 홍보와 교

육을 강화하고 판매의 다양화를 갖출 계획임
○ 자체 홍보 및 판매망 구축을 위해 총판 구성, 인터넷 쇼핑몰 구축, 컨설팅을 통한 가맹 농가 

등 단지화를 통해 마케팅 전략을 계획함
○ 해외 거점구축과 수출을 위해 중국 및 동남아 현지법인을 통한 판매망 구축과 해외 KOTRA 

협조에 의한 해외 진출 방안도 모색함.

나. 제품 대량생산을 위한 생산공정 설비 구축
○ 2020년부터 사업화 구축을 통한 계획을 수립하였으며, 본격적으로 2021년부터는 마케팅과 홍

보 전략을 기본으로 제품의 대량생산 설비 구축 완료화함으로써, 생산 공정 확충하고 보완할 
계획임

○ 2019년부터 판매망을 구축한 개발제품을 유기농자재 인증에 따라 안전적인 제품 판매가 가능
해졌으며, 그에 따른 판로가 더 확대되어 꾸준한 매출액 발생이 기대됨

  
 4-2. 사업화 계획
가. 산업화 방향
○ 기질 특이성을 이용한 배양공정 개량으로 기능성 미생물과 식물추출물을 혼합한 병해충 방제

제로 유기농자재 등록으로 인증된 제품을 대량 생산할 계획임
○ 기존 병해충 방제에 관련된 환경친화적인 제품들은 지상부의 흰가루병과 진딧물 방제 위주의 

제품이 생산되거나 농업현장에서 가장 필요한 토양 병해와 점박이응애에 대한 방제제가 전무
하여 유기농산물 생산 증대와 고품질 생산에 대한 가장 큰 애로사항을 해결할 것으로 기대됨.

○ 따라서 선진국을 중심으로 이들 친환경 유기 농산물을 생산하기 위한 필수적인 요소인 생물
농약 수요가 급증하고 있으므로, 친환경 농산물을 생산하기 위해 반드시 필요한 병해충 복합 
방제가 가능한 제품 사용으로 고품질 농산물 생산에 대한 큰 수요가 있을 것으로 기대됨. 

나. 산업화를 통한 기대효과
(단위 : 백만원)

산업화 기준

항 목 
1차년도 2차년도 3차년도 4차년도 5차년도 계

직접 경제효과 100 200 300 500 500 1,600

경제적 파급효과 200 300 500 700 700 2,400

부가가치 창출액 100 300 400 500 800 2,100

합   계 400 800 1,200 1,700 2,000 6,100

  1) 직접 경제효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통해 기대되는 제품의 매출액 추정치
  2) 경제적 파급효과 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통한 농가소득효과, 비용절감효과 등 추정치
  3) 부가가치 창출액 : 본 연구과제 개발기술의 산업화를 통해 기대되는 수출효과, 브랜드가치 등 추정치
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maize fungal pathogen Rhizomucor variabilis. Front. Microbiol. 8, 850.
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<별첨작성 양식>

[별첨 1]

연구개발보고서 초록

과 제 명

 (국문)배양공정개량에 의한 마이크로바이옴 분리한 균주와 식물추출물 혼합에 의한 토양 
병해와 점박이응애 방제제 개발
 (영문)Development of control agents for soil-borne diseases and two spotted 
spider mite using biocontrol bacteria and plant extract mixture by 
improvement of culture process

주관연구기관  전남대학교 산학협력단 주 관 연 구
책   임   자

 (소속)전남대학교
참 여 기 업  (주)현농  (성명)강범용

총연구개발비

(601,000천원)

      계 601,000 총 연 구 기 간  2018. 04 26.～2020. 12 31.(2년9개월)
  정부출연

연구개발비
450,000

총 참 여
연 구 원 수

총 인 원 14

  기업부담금 151,000 내부인원 11
연구기관부담금 - 외부인원 3

 ○ 연구개발 목표 및 성과
   본 연구는 생태학적 변화에 의한 작물재배환경 개선을 통한 토양내 미생물상 변화 조성으로  병원균 
밀도 감소를 유도하면서 작물 마이크로바이옴 기반 식물과 미생물의 상호작용과정을 통한 식물면역증진
에 의한 예방적 효과와 더불어 병해충에 대해 직접적인 살균・살충효과를 나타내는 식물추출물을 혼합
한 기존 작물보호제로 방제하기 어렵고 방제방법이 없는 시들음병과 점박이응애를 방제할 수 있는 다기
능 고효율의 복합 작물보호제를 개발하고 이를 산업화 구축을 하는데 그 최종목표가 있음 

 ○ 연구내용 및 결과
   - 미생물 대사물질과 천연소재 혼합물에 의한 시들음병, 점박이 응애 병해충 복합 방제제 개발

  ⚫ 기질을 토대로 한 배양공정개량으로 2종 특허미생물의 강력한 항균・항충 대사물질 추출 및 생산

  ⚫ 항균・항충물질과 혼합 가능한 3종 선발 식물추출 유래 물질 이용 대상 병해충 복합 방제

  ⚫ 병해충 동시 방제제의 액상 및 입상 형태별 제형화 후 방제효과 검증

   - 신속 정확한 병해충 분자진단과 재배환경 개선을 통한 작물 면역기능 증진에 의한 예방적 효과검정

  ⚫ 토양 및 식물체내 병원균 특이 마커에 의한 신속한 분자진단 및 방제시기 결정

  ⚫ 식물체내 면역 기능 활성 증진을 통한 작물의 병해충 예방적 방제 효과 

  ⚫ 특이 마커 이용 병원균 밀도변화와 개발 제품의 최소저해농도 및 살포량 결정

   - 유기농자재 등록 및 분자 진단 통합시스템에 의한 방제지침서 개발

  ⚫ 지상부와 지하부의 병해충 발생별 진단 결과을 수식화하여 약제 살포시기 결정 

  ⚫ 유기농자재 등록을 위한 독성 및 약효 시험을 통한 포장검정

  ⚫ 현장 진단 결과 값을 기초로 방제 지침서 및 매뉴얼 작성

 ○ 연구성과 활용실적 및 계획
  - 기술성과 : 특허 출원(3건) 및 등록(2건), 제품화(1건), 기술이전(1건), 방제매뉴얼 및 QC 마커(2건)
  - 학술성과 : 국내 및 국외 학술발표(10건), 논문 게재(SCI 2건, 비SCI 2건) 
  - 교육성과 : 농업대학 및 농업현장 교육지도와 컨설팅(2건)
  - 홍보성과 : 언론 홍보 및 전시(2건)
  - 사업성과 : 과제기간내 병해충 방제 기술관련 상품화를 통한 매출액 134.13백만원 창출
  - 고용창출 : 병해충 효과검정 및 제형연구 관련 전문인력 고용 창출(2명)
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[별첨 2]
자체평가의견서

1. 과제현황
과제번호 118025-3

사업구분 농림축산식품 연구개발사업
연구분야

과제구분
단위

사 업 명 농축산자재산업화기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
배양공정개량에 의한 마이크로바이옴 분리한 균주와 식물추출물 

혼합에 의한 토양병해와 점박이응애 방제제 개발
과제유형 (개발)

연구기관 전남대학교 연구책임자 강범용

연구기간
연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차연도
2018.04.26.-2018.12

.31
124,000 41,600 165,600

2차연도
2019.01.01.-2019.12

.31
163,000 54,700 217,700

3차연도
2020.01.01.-2020.12

.31
163,000 54,700 217,700

4차연도 - - - -
5차연도 - - - -

계
2018.04.26.-2020.12

.31
450,000 151,000 601,000

참여기업 ㈜현농

상 대 국 - 상대국연구기관 -

2. 평가일 : 2021. 1. 20 

3. 평가자(연구책임자) :
소속 직위 성명

전남대학교 연구교수 강범용

4. 평가자(연구책임자) 확인 :
본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확
약하며, 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약 강범용
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Ⅰ. 연구개발실적

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 아주우수

   본 연구를 통해 미생물 대사물질과 천연 혼합물에 의한 병해충 복합 방제제 개발이 우수한 성적과 기
존 방제제와는 다른 방법의 접근방식에 의한 제형화는 혁신적이고 독창적이었음.
   또한 특이마커를 이용한 토양내 병원균의 밀도를 파악하고 식물체의 병발생을 예측함으로써 개발한 
제품의 사용방법 매뉴얼까지 개발한 결과들은 방제효율성을 높이는 우수 결과물임.

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 아주우수

개발 제품과 사용지침서에 의한 현장 적용은 단일 제품으로 병해충을 복합적으로 방제할 수 있는 경제성
과 효율성면에서 아주 우수한 결과물임 

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 아주우수,

기존 농자재 개발 방식에서 벗어나 합성농약처럼 대상 병해충 방제를 위한 적용확대가 가능하게 되는 효
과가 있음

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 아주우수

최종 목표를 달성하기 위해 연구기관간에 체계적인 연구방법 및 접근으로 연구수행을 원활하게 진행한 
결과 우수한 결과물들이 목표 대비 초과 달성의 결과가 나오게 함

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 아주우수

국내외 논문게재 및 학술발표, 지적소유권, 홍보 및 교육을 통한 제품 개발 및 제품화에 대한 목표대비 
초과 달성한 연구성과가 우수함.
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Ⅱ. 연구목표 달성도
세부연구목표

(연구계획서상의 목표)
비중
(%)

달성도
(%)

자체평가

배양 개량공정에 의한 항균・살충 기능성 
물질 활성 조건 확립 및 특성 조사

20 100 특허출원 1건(초과달성), 논문발표 2건, 
국제논문게재 1건(초과달성)

선발된 미생물 및 식물 추출물의 대량 
추출방법 검정 및 병해충 발생조사

20 100 논문발표 3건

미생물과 식물추출물의 혼합에 의한 
병해충 동시 방제 및 식물면역증진 검정

20 100 특허출원 2건, 논문게재 2건, 논문발표 3건

후보 물질 혼합에 의한 시제품 제작
(액상 및 입상 제형화) 

20 100
사업화(매출액 25백만원, 초과달성), 고용창출 

1명(초과달성), 교육 및 컨설팅 1건, 홍보 
1건(초과달성), 국제박람회 전시회 1건

분자진단 통합시스템에 의한 병해충 동시 
방제 시제품의 방제지침서 개발

10 100
기술실시 및 사업화, 특허등록 2건(초과달성), 
국제논문게재 1건, 논문발표 2건(초과달성), 

장려논문상 수상
제형 제품화 및 포장 실증에 의한 

방제매뉴얼 개발
10 100

사업화(제품화, 매출액 109.13백만원, 초과달성), 
유기농자재 공시인증(초과달성), 고용창출 1명, 

교육 및 컨설팅 1건

합계 100점 - -

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

- 본 연구과제는 미생물 대사산물 및 균체성분과 식물추출물의 유효성분을 혼합한 제형화 연구과제로서 
토양병과 난방제성 해충을 방제할 수 있는 복합 방제방법을 찾기위해 제형화를 통한 제품화로 소포장 
및 현지포장에서 각 과제 연구원들이 계획적으로 충실히 수행하였으며, 제품의 유기농자재 등록 완료함 

- 예산 집행은 3년차 연구 기간동안 계획적으로 잘 집행되었음

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

해당사항 없음

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

향후 제품의 지속적인 적용확대를 통한 병해충 방제에 대한 다양화로 사업화 확대가 기대됨

Ⅳ. 보안성 검토 : 해당사항 없음



- 120 -

[별첨 3]
연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태  ■자유응모과제   □지정공모과제 분 야

연 구 과 제 명 배양공정개량에 의한 마이크로바이옴 분리한 균주와 식물추출물 혼합에 의한 
토양 병해와 점박이응애 방제제 개발

주관연구기관  전남대학교 산학협력단 주관연구책임자 강범용

연 구 개 발 비
정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

450,000,000 151,000,000 - 601,000,000

연구개발기간  2018. 04. 26. - 2020. 12. 31 (33개월)

주요활용유형
 ■산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타(          )
 □미활용 (사유:                                                              )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 지식재산권  특허출원(3건), 특허등록(2건) 
② 학술성과  국내외 논문(4건) 및 학술발표(10건) 
③ 기술실시(이전)  기술실시(1건)
④ 교육지도  교육지도(2건) 
⑤ 사업화  제품화(1건), 고용창출(2건), 매출액(134백만원) 
⑥ 기술인증  유기농자재 공시인증 (공시-2-4-176호)
⑦ 홍보/전시  신문(1건), 전시회(1건) 

3. 연구목표 대비 성과 

성과
목표

사업화지표 연구기반지표
지식

재산권
기술
실시
(이전)

사업화 기
술
인
증

학술성과 교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

건
수

기
술
료

제
품
화

매출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 논
문
평
균 
IF

학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SC
I

비
SC
I

단위 건 건 건 건
백
만
원

백
만
원

백만원
백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 5 5 10 30 20 25 3 1 1
연구기간 내 
달성실적 3 2 1 5 1 134.13 2 1 3 2 5.0 10 2 2

달성율(%) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 유효성분에 의한 제형화 및 병해충 방제효과 검정
② 분자진단 마커 개발에 의한 통합 시스템 개발
③ 제품 유효성분 대량생산을 위한 배양공정기술

④ 특정 병해충 방제를 위한 생리활성물질 분리 및 분석 

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료 기타

①의 기술 √ √ √ √ √ √
②의 기술 √ √ √ √
③의 기술 √ √ √ √ √ √
④의 기술 √ √ √ √ √ √

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술 지식재산권, 국제논문발표, 사업화, 홍보/전시
②의 기술 지식재산권, 국제논문발표, 사업화 홍보/전시
③의 기술 사업화
④의 기술 지식재산권, 국제논문발표

7. 연구종료 후 성과창출 계획

성과목표

사업화지표 연구기반지표
지식

재산권
기술실시
(이전)

사업화
기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기
타
(타 
연
구 
활
용 
등)

특
허
출
원

특
허
등
록

품
종
등
록

건
수

기
술
료

제
품
화

매
출
액

수
출
액

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 논
문
평
균
IF

학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SC
I

비
SC
I

단위 건 건 건 건 백만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명

가중치 5 5 10 30 20 25 3 1 1
최종목표 2 1 1 - 1 17

0 1 - 1 2 - 6 3 1
연구기간 내
달성실적 3 2 1 5 1 134

.13 2 1 3 2 5.0 10 2 2

연구종료 후
성과창출 

계획
65 1 1
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8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) Bacillus 균주 배양 공정기술 및 제형 조건 노하우

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 5,000천원

이전방식2)      □소유권이전     □전용실시권     ■통상실시권     □협의결정 
     □기타(                                                     )

이전소요기간 6개월 실용화예상시기3) 2021년 1월

기술이전시 선행조건4) 대량배양 생산시설

 1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성
 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리
 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등
 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등 기술이전 

전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농축산자재산업화기술사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농축산자재산업화

기술사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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