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< 요 약 문 >
사업명 유용농생명자원산업화기술개발사업 총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)
내역사업명
(해당 시 작성)

연구개발과제번호 121046-2

기
술
분
류

국가과학기술
표준분류 1순위 LB0304 50% 2순위 LB0401 30% 3순위 EC0204 20%

농림식품
과학기술분류 1순위 CA0104 50% 2순위 RA0203 30% 3순위 RA0303 20%

총괄연구개발명
(해당 시 작성)

연구개발과제명 미생물 유래 바이오폴리머 생합성 배양기술을 이용한 나노리포좀 캡슐 제제 개발
전체 연구개발기간 2021. 04. 01. - 2022. 12. 31

총 연구개발비 총 570,500 천원  
(정부지원연구개발비: 518,000천원, 기관부담연구개발비: 49,500천원, 지방자치단체: 천원, 그 외 지원금: 천원) 

연구개발단계 기초[  ] 응용[  ] 개발[√] 
기타(위 3가지에 해당되지 않는 경우)[  ] 

기술성숙도
(해당 시 기재)

착수시점 기준()  
종료시점 목표() 

연구개발과제 유형
(해당 시 작성)

연구개발과제 특성
(해당 시 작성)

연구개발 
목표 및 내용

최종 
목표

본 연구는 생분해성 아미노산-당으로 된 고분자 물질을 이용한 지질 반응성 전달시
스템에 의한 미생물 배양 합성 기반의 대사유도체 물질 개발을 목표로 하고 있으며, 
개발 대사유도체 폴리머는 천연물의 유효성분에 의한 직접적인 항균활성 효과와 더
불어 식물과의 상호작용 과정에 의한 면역증진의 간접적인 효과로 벼 도열병을 방제
하는 신개념의 고효율 천연식물보호제를 개발하고 이를 산업화하는데 그 최종목표가 
있음.

전체 
내용

최종 목표를 달성하기 위하여 미생물 배양액 형식의 방제제를 탈피하여 1) 생분해
성 고분자 아미노당과 리포솜-펩타이드 결합체의 친화성에 의한 콜로이드성 입자
간 블록 반응 합체의 미생물 대사유도체 개발과 2)이를 이용한 항진균제의 안정적
인 대량생산을 통한 사업화임. 이를 위하여 생물적 방제능력, 특히 식물 곰팡이병
에 대한 억제 효과가 검증된 특허균주와 기질 특이성에 의한 배양공정기술을 보유
하고 있으면서, 천연 원료에서 순수 유효성분의 분리정제능력과 분석의 노하우를 
지닌 개발팀과 유기농자재의 제형 개발과 농자재 등록 등 산업화와 연구능력을 보
유한 팀으로 구성되어 식물과 상호작용의 통합 시스템에 의한 고분자-지질 블록 
합체 반응 기반의 하이브리드 나노리포좀 캡슐의 천연식물보호제를 개발하고자 
함.

연구개발성과 

m 기질 특이성 미생물 유래 대사유도체 제작 및 생물검정 평가 시스템 구축
  ⚫ 콜로이드성 고분자아미노당, 생합성 바이오폴리머 추출 및 기질 선발

  ⚫ 미생물 유래 대사유도체 제작 및 항진균 활성 평가

  ⚫ 항진균 활성 증진을 위한 최적 혼합 조건별 방제효과 검정

  ⚫ 항진균 선발 화합물의 유효성분 표준 분석법 개발 및 적용
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m 미생물 유래 항진균제 대량 생산 시스템 표준화 확립
  ⚫ 선발된 미생물을 이용하여 지표성분 검정

  ⚫ 벼 도열병에 효능을 가지는 미생물 추출물 유효성분 정량

  ⚫ 유효성분의 항균활성 능력 및 실내 및 소포장 시험을 통한 방제가 확인

  ⚫ 유효성분의 약효 약해 시험 및 시제품 제형화 

m 미생물 유래 대사유도체 및 제형의 물리·화학적 특성 평가
  ⚫ 항진균 활성 증진을 위한 항진균 대사 화합물 생산능력 검정
  ⚫ 혼합 조건별 리포좀 캡슐 제형화 및 대사유도체 함량 분석
  ⚫ 리포좀 캡슐의 형태, DLS 분석, FTIR 등 물리화학적 및 구조적 특성 분석
  ⚫ 리포좀 캡슐화 효율 및 유효물질 방출양상, 물리적 안정성 특성 분석

연구개발성과 
활용계획 및
기대 효과

m 연구개발성과 활용계획
  ⚫ 기질 특이성 이용 미생물 유래 대사유도체 활성물질 특성연구 및 작용기작(논문, 특허)

  ⚫ 개발 시제품의 생산공정 및 제형화 연구(특허)

  ⚫ 개발 시제품의 산업화 관련 언론매체 홍보(언론홍보)

  ⚫ 개발 시제품의 제품화, 유기농자재 인증 및 산업화 공정 개발(기술실시/제품화/산업화) 

   - 제형에 적합한 보조증진제, 분산제, 안정제 등 이용한 시제품 개발
   - 안전성 평가 시험 실시(인축 독성 및 환경독성 시험)
   - 대상 작물 병해충 약효/약해 및 비효/비해 시험 
   - 타작물 병해충 약효/약해 시험
   - 본 시스템의 기술이전 및 농가 보급

 m 연구개발성과 기대효과
  ⚫학문적·기술적 측면  

   - 항진균 생물소재에 의한 벼 도열병 억제기작 구명으로 다양한 식물병 방제제 개발 연구 활성화

   - 나노입자 기반 천연물 활성물질의 식물면역유도 기전 이해를 통한 새로운 연구방향 제시

   - 다양한 식물병원균 억제 연구의 문제점 해결에 응용 및 기회 제공

   - 안정적인 농산물 생산을 위한 주요 병해충 피해경감 방제기술 보급

   - 친환경 및 유기농산물 재배 종합관리 매뉴얼 개발로 현장 애로기술 사항 해결 

   - 항진균 생물소재 개발로 식물병 방제에 관한 농업의 원천기술 확보

   - 병해충 방제효과를 높일 수 있는 사용지침서 보급

  ⚫ 경제적·산업적 측면

   - 병해충관리 농자재 등록을 통한 농업인의 식물병해에 대한 방제제 수요 충족

   - 천연식물보호제 확대를 통한 관련 산업 발전의 토대 마련

   - 농산물 안전 재배를 통한 농산물 수확 증대로 양질의 농산물 공급 확대

   - 고품질 농산물 생산으로 농가 소득 증대가 기대

   - 천연물 유래 식물병 억제 기능규명으로 국내자원 보존 및 우수자원 산업화

   - 농업 현장의 가장 큰 애로사항인 고질적인 식물병 방제용 자재를 개발하여 농가소득 창출 

   - 화학농약 사용량 저감을 통한 환경 개선 효과 및 국민 건강 증진



   - 무분별한 불량 농자재의 사용으로 인한 농가 피해 경감

   - 합성농약 대체물질 사용으로 유기 농산물 생산의 친환경적 관리체계 구축으로 농업 생태계 보호

   - 고품질 안전 유기농산물 생산으로 생산자와 소비자의 요구 충족   

연구개발성과의 
비공개여부 및 사유

연구개발성과의 
등록ㆍ기탁 건수

논문 특허 보고서 
원문

연구
시설
ㆍ장비

기술
요약 
정보

소프트 
웨어 표준

생명자원
화합물

신품종
생명
정보

생물
자원 정보 실물

3 6 1 1

연구시설ㆍ장비 
종합정보시스템 

등록 현황

구입
기관

연구시설ㆍ
장비명

규격
(모델명) 수량 구입 

연월일
구입가격

(천원)
구입처
(전화)

비고
(설치장소)

ZEUS
등록번호

국문핵심어
(5개 이내) 항진균제 바이오폴리머 대사유도체 벼 도열병 배양기질

영문핵심어
(5개 이내)

Antifungal 
agent Biopolymer Metabolic 

derivatives Rice blast Substrate
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1. 연구개발과제의 개요

 (1) 연구개발의 목적 

○ 본 연구는 생분해성 아미노산-당으로 된 고분자 물질을 이용한 지질 반응성 전달시스템에 의한 미

생물 배양 합성 기반의 대사유도체 물질 개발을 목표로 하고 있으며, 개발 대사유도체 폴리머는 천연

물의 유효성분에 의한 직접적인 항균활성 효과와 더불어 식물과의 상호작용 과정에 의한 면역 증진의 

간접적인 효과로 벼 도열병을 방제하는 신개념의 고효율 천연식물보호제를 개발하고 이를 산업화하

는데 그 최종목표가 있음. 

[연구개발 과정의 전체 개요] 

 (2) 연구개발의 범위 

1) 기질 특이성 미생물 유래 대사유도체 제작 및 생물검정 평가 시스템 구축

2) 미생물 유래 항진균제 대량 생산 시스템 표준화 확립

3) 유기농자재 등록 및 포장검정에 의한 방제지침서 개발
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 (3) 연구개발의 필요성 

1) 연구개발 대상의 국내·외 현황 및 문제점과 전망

  - 최근 기후변화로 인해 한반도 전역의 기온이 지속적으로 상승함과 동시에 전에 없었던 강도
와 빈도의 이상 기후 현상이 증가하고 있음(2018~2019 기후보고, 한국기상청). 이러한 기후
현상은 농작물의 생산성뿐만 아니라 수량에 직접적인 영향을 미치는 병해충 발생 양상 변화
가 예상됨.

  - 기후변화로 인한 세계적 피해 규모는 10년내 17조달러(1경8436조원)의 위험비용이 예상되
며, 이중 아시아 지역은 약 8조 5000억달러(9218조원)이 몰릴 것으로 조사되었음(Nikkei 
Asia, 세계자원연구소, 2020). 이와 같은 기후변화로 인한 재해가 계속 늘어나는 이유 중 가
장 큰 요인은 인간의 경제활동에 의한 지구 온실가스 증가로 인한 지구온난화이며, 최근 
2015년부터 현재까지 평균온도는 산업화 이전보다 1.1도 올랐음(2015~2019 지구기후보고
서, 세계기상기구, 2020).

  - 기후변화, 서식지 감소에 의한 곤충 개체수 감소, 농수부족, 침입 외래종 등에 의한 환경 위
기에 따른 대한민국의 경제적 손실은 2050년까지 약 11조8760억의 국내총생산(GDP) 손실이 
예상됨(지구의 미래, 세계자연기구, 2020).

  - 기후변화로 인한 기상조건의 변화는 작물생육에 직접적인 영향을 미치며, 특히 병해충 발생에 
급격한 변화를 주는 가장 큰 요인 중의 하나임. 기후변화로 인한 변동 병해충 종류 변화와 외래 
병해충 출현 및 국내 토착화로 발생빈도, 발생기간, 피해면적 증가로 농업생산에 직간접적으로 
큰 영향을 줄 수 있음. 

  - 급격한 기후변화와 국제 농산물 교역 증대로 외래병해충 유입과 돌발 병해충의 피해가 증가
하면서 안정적인 농산물 생산을 크게 위협하고 있음. 따라서, 전 세계적으로 병해충 방제용 
농약 사용을 절감하여 온실가스 배출을 줄이기 위한 대응이 강구되고 있지만, 급격한 기후변
화 및 기상 이변에 따른 병해충 발생위험이 높아지면서 국가농작물병해충관리체계를 구축하
고 필요한 기초 및 응용 연구와 정보화 기술들을 개발하고 있음 (농림수산식품부, 2020). 

  - 향후 기후변화에 따른 병해충 방제를 위해 저항성을 이용한 방제는 전반적으로 부정적인 영
향을 끼치고, 약제 방제는 작용기작에 따라 긍정적 및 부정적인 영향을 미치고, 생물적 방제
는 긍정적인 영향으로 작용함(한림연구보고서, 2010).

  - 현시점에서 합성농약 시장에 비해 생물농약 시장 규모는 작고 성장률이 낮은 것으로 파악되
나, 생물농약은 친환경 농산물의 생산유통량 증가와 선호도가 높아지는 추세에서 점진적으로 
합성 농약 시장을 잠식하여 대체하고 있음. 
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  - 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 생물농약 및 친환경 농자재들은 가격이 비싸 친환경·유기 농산물의 
가격 경쟁력이 저하되는 주 원인이 되고 있으며, 기존 화학 합성농약에 의해 해결하기 어려
운 각종 식물병을 해결할 수 있는 방안을 제시할 수 있는 소재 개발의 필요성이 증대되고 
있음. 

  - 급격한 기후변화, 잦은 집중 폭우로 인한 일조량 부족, 갑작스런 저온 등으로 최근 벼 도열병의 
피해 면적이 급격히 증가하고 있으며, 침수, 냉해 등 기상여건으로 인한 농업재해로 인정하는 
사례가 증가하고 있음.

  - 2014년 저온 기상여건으로 벼 이삭도열병이 농업재해(전남 나주와 영암)로 최초로 인정받았으
며, 그 당시 전남과 경남지역의 벼 도열병 피해규모가 50ha 이상인 시군만 8개 시군 6,100ha
에 이르고, 농가피해액은 770억원이 넘었음.

지역 병든이삭률
(%)

출수기
(월.일)

일평균기온
(℃)

총강우량
(mm)

강우일수
(일)

평균일조시간
(시간/일)

창원 3.8 8.16 24.1 236.5 7 3.7

밀양 68.8 8.20 24.3 271.5 7 2.6

의령 16 8.22 22.8 334.5 9 1.7

함안 11.5 8.20 22.8 291.5 8 2.2

창녕 5 8.22 23.6 244 8 2.6

산청 2.1 8.20 23.1 235.5 9 3.5

[2014년 8월 벼 이삭도열병 대발생시 발병환경 분석과 도열병 감염 경보 발생일수(2014, 식물병연구)]

  - 2014년 전국적으로 대발생한 도열병은 큰 피해를 주었으며, 이때 8월 중 도열병 감염 경보 발
생일수는 전국적으로 대부분 지역에서 10일 이상 경보발생일수를 나타냄. 특히, 2014년 전남, 
충남, 전북 등과 2018년 제주, 충남, 동해안 지역 등에서 높은 경보 발생일수를 보였음.

  - 2014년 대발생시 경남지역의 벼 예찰포를 대상으로 기상조건에 의한 이삭도열병 발생을 조사
한 결과 출수일과 강우일수에 관계가 없고, 일평균기온이 급격히 낮아지면서 총강우량이 많고 
평균일조시간이 짧았음. 
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병원균
(Magnaporthe grisea) 벼알도열병 잎도열병 이삭도열병 피해포장

  - 매년 벼 도열병 발생은 안정적인 농작물 생산에 가장 큰 위협요인으로 영향을 미치고 있으며, 
농업현장에서는 도열병이 가장 큰 치명적인 장애물로 인해 심각한 문제를 겪고 있으며, 이 문제 
해결을 위해 지난 30여 년 동안 분자 생물학, 유전학 세포생물학 및 생화학 등 도열병 저항성 
기작연구 및 분석이 이루어지고 있지만, 병원균의 변이, 약제 내성, 불규칙한 기후변화 등에 의
해 현재까지 완전히 정복되지 않은 고질적으로 방제하기 어려운 대표적인 식물병원균임.  

  - 벼 도열병 피해는 종종 감염 초기에는 증상이 보이지 않아 크게 피해가 없을 것이라 과소평가 
되고 있지만, 최근에는 급작스런 대발생 또는 다른 병원균들과 복합 감염이 되면서 경제적 손실
이 크게 발생되고 있음.

  - 벼 종자에서부터 수확기까지 전반적으로 발생하는 도열병에 감염될 경우 주로 잎에 방추형 병
반, 이삭목과 이삭가지 마름과 꺽임, 생육멈춤(좌지), 쭉정이 등의 병징을 보이며 최종적으로 생
산물의 수량과 상품 가치를 크게 저하시킴.

[매년 벼 도열병 피해 언론보도]
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  - 도열병은 발병이 되면 확산이 빨라 벼 병해 중 가장 피해가 심하기 때문에 조기예찰에 의한 철
저한 방제를 강조 있으나, 매년 폭우, 침수, 홍수 등 잦은 기상변화 때문에 벼 도열병 주의와 
방제를 당부하는 뉴스가 보도됨. 잎도열병 방제를 소홀히 하면 벼 이삭이 나올 때 병원균에 감
염되어 이삭도열병까지 이어져 쌀 수확 감소로 큰 피해를 줌. 도열병은 벼의 유묘기부터 수확기
까지 전 생육기를 걸쳐 발생하며, 피해부위 또한 잎, 줄기, 목, 가지, 벼알까지 광범위하게 발생
됨.

  - 벼 도열병의 경제적, 사회적 특성상 농업연구기관에서 벼 연구와 관련 연구인력들은 상대적으
로 다른 병을 연구하는 사람들에 비해서 많고, 1970년대 말부터 꾸준히 도열병 방제를 위한 연
구를 하고 있지만, 병원균의 변이, 약제 내성, 불규칙한 기후 변화로 인한 도열병 방제에 어려움
이 있음. 

  - 벼와 관련된 병의 종류는 흰잎마름병, 잎집무늬마름병, 모썩음병, 키다리병, 및 도열병 등이 있
으며, 이들 가운데 도열병은 벼 재배면적과 생산에서 가장 큰 피해를 주는 병임. 도열병은 
Magnaporthe grisea에 의해 발병하며 잎의 경우 암녹갈색의 작은 무늬가 생겨 나중에 긴 타
원형이 되며, 전체의 성장을 저해하기도 함. 벼 도열병균에 의해 연간 최대 30%의 감소 수율이 
보고되어 있으며, 벼 도열병균의 감염을 초기에 억제하면 벼 수율 및 질을 극적으로 개선할 수 
있음.

  - 벼 도열병균을 포함한 병해충 방제를 위해 합성농약을 주로 이용하고 있으며, 합성 농약의 남
용으로 인해 자연 생태계의 파괴는 물론 잔류독성, 인축에 대한 독성, 약제 내성인 새로운 병해
충의 출현 등의 문제가 야기되고 있음. 이를 대체하기 위하여 신소재 천연물질을 이용한 방제제 
개발을 위한 연구가 진행되고 있으나 그 개발속도가 수요를 충족시키지 못하고 있음.

  - 미생물로 방제하는 방법은 여러 가지가 있으나 대표적인 방제방법 중 하나는 미생물 배양액을 
직접 방제에 사용하는 경우임. 미생물 배양액은 미생물이 살아가기 위한 일차대사물 외에 특수
한 목적에 사용되는 이차대사물을 포함하고 있으며, 이와 같은 미생물 배양액이 항균효과를 보
이는 것으로 보고되고 있음. 

  - 벼, 고추 등 국내 주요 작물들을 대상으로 바이러스를 포함한 벼 도열병 저항성 내병성 식물을 
개발을 위해 관련된 유전자 동정 및 기능 연구들이 수행되고 있으나 현실적으로 적용하기에는 
많은 시간과 노력이 필요함.

  - 경제적 피해가 큰 벼 도열병은 대부분 저항성 품종 재배시 포장에서 2~3년내 저항성을 극복하
는 새로운 변이가 출현되어 단일 저항성 유전자보다는 2개 이상의 작용기전이 다른 저항성 유
전자 활용을 하는 연구와 노력이 필요함.

  - 내병성 품종 개발을 위해서는 식물-병원체 상호작용 연구 뿐만 아니라 내병성에 관련된 유전자 
연구 및 식물들을 개발하고 있지만 아직은 상용화된 기술은 미미함.  m 벼 도열병 방제제의 기
능 및 약효에 대한 품질 개선 요구
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  - 현재 국내의 다양한 미생물 및 천연물 소재를 이용한 병충해 방제용 제품들은 대부분 효능 향
상이 요구됨. 이를 위해 배양공정기술, 안정적 효능의 제형화 기술 등 기술개발의 가속화를 위
한 정부와 기업들의 관심이 필요한 상황임.  

  - 매년 내성이나 저항성 문제와 이를 극복하기 위해서 벼 도열병 방제용 작물보호제(농약)가 출시
되고 있으며, 우수한 약효와 사용 편리성, 안전성 강화의 내용으로 단제 또는 합제 형태로 등록
되고 있음.

  - 미생물 및 식물추출물 성분의 유기농자재 등록 자재들은 병원균 내성 및 저항성 측면에서 합성 
농약에 비해 유효성이 상대적으로 높은 것으로 알려졌지만, 기존 제품들의 효과와 기능면에서
는 보완하거나 향상되어 생산되는 사례는 거의 없음.

  - 최근에는 천연식물보호제 중 미생물 농약 뿐만 아니라 생화학 농약에 대한 연구와 관심이 증가
되고 있으며, 기존 친환경농자재에 대한 관리와 기능적인 효과 저하에 대한 개선을 위해 다양한 
방법으로 접근·시도하고 있음.

  - 효과적인 식물병 방제법을 강구하기 위해서 최근 기술들은 대부분 최신생명공학기술과 다양한 
식물-병원균 상호작용에 대한 연구결과로 식물체내 저항성 유전자나 식물 게놈상의 특정부위 
수정을 통해 형질 개선을 목적으로 식물체내 유전자를 조작하여 저항성 작물을 개발하는데 집
중 되어 있음.

  - 하지만 천적 및 길항미생물과 식물추출물 등 천연물을 이용한 생물적 방제기술과 새로운 생리 
활성물질을 이용한 환경친화성 신농약을 개발하여 농약사용을 절감시키는 방법들의 연구도 병
행 되어야 함. 

  - 천연 고분자 물질, 지질 성분 및 미생물 자원으로부터 유래한 천연물의 대사 반응물을 이용한 
식물병원균에 대한 항진균제 개발은 세계적으로도 미개척 분야에 속하며, 사람 질병을 억제하
기 위한 전달체계 시스템으로 이용되어 약으로 개발된 사례는 있음(스티렌, 조인스정, 푸로스
판, 살사라진, 아피톡신, 편자환 등).  

  - 미생물, 천연물 및 바이오 생합성을 응용한 자원과 신소재 시장이 확대되면서 기능적으로 
생리 활성기능이 증진된 식물, 미생물, 미네랄 및 이들로부터 유래된 소재나 생화학적 기술
이 적용된 천연식물보호제 시장이 형성되고 있음. 

  - 특히, 최근 생화학 농약에 대한 등록기준 마련 등으로 미생물, 천연물질 관련 농업소재들이 
정식으로 등록되면서 친환경 식물보호자재 시장규모도 전문화되고 확대되고 있는 추세이며, 
관련 인프라 개선으로 그 영세성을 탈피하는 방향으로 전환중임.

  - 천연 식물보호제 개발은 지식 집약 고부가 가치 산업으로서 젊고 유능한 인력들이 몰려 있
는 벤처기업들이 대부분 사업을 추진하고 있는바 상당한 개발비 부담을 정부에서 정책적으
로 꾸준히 지원할 경우 이 분야에서 국가경쟁력을 갖게 될 것임.
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  - 기존 천연 작물보호제는 우수한 미생물과 식물자원을 보유하면서 제품개발의 공정개발에 성
공한 반면에, 개발인력의 부족, 제품화와 산업화 연관 기술력의 취약, 상업화 전략의 취약성, 
농민에 대한 기술보급 미흡, 합성농약에 비해 가격 경쟁력의 취약성 등으로 현장에서 충분한 
효과를 발휘하기가 어려운 상황임. 

  - 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.

  - 다양한 학문과 기술들의 융합연구에 의한 합성반응기술은 생명분야 및 광범위한 응용분야에서 
사용되고 있으며, 특히 질병진단 및 신약개발을 위해 합성기술 분야를 적용하여 새로운 도구와 
기술개발을 촉진시키고 있음.

  - 미세입자에 의한 캡슐화 기술 및 마이셀, 리포좀, 지질 성분 기반 나노에멀젼 기술 등은 전달체 
입자를 사용하여 생리활성물질을 포집하고 외부 환경으로부터 보호하며 흡수 및 작용점까지 전
달하여 이들의 안정성과 이용률을 증진시키기 위해 응용되어 이용되고 있음. 

  - 천연 및 합성 폴리머 등의 전달체들은 세포보다 작은 크기의 지름 1~200 nm 사이로서 분해될 
경우 입체의 표면적이 약 1,000만배 증가하여 다양한 물리·화학적 특징(강도, 전도성, 촉매활
성, 광학적 및 자기 특성 등)이 변화되기 때문에 생체분자의 결합을 통한 생물학적 응용 연구들
의 범위에서 사용되고 있음. 

  - 국내외 여러 기관에서 리포좀에 다양한 기능성 물질을 포접하는 기술과 리포좀 자체의 안정성
을 높이는 연구가 진행되고 있음. 하지만 대부분 식품과 의학 분야로서 예를 들어 철분 강화 식
품 첨가제용 리포좀을 제조함으로써 ferrous sulfate와 hemin을 혼합한 철분 함유 리포좀의 
철분 생이용성을 증진하고자 하였음. 이러한 철분 함유 리포좀을 제조하는데 가장 큰 문제점은 
ferrous sulfate의 자체 산화와 ferrous sulfate와 hemin으로 인한 리포좀의 지질산화로 지적
되었고. 최종적으로 리포좀에 ascorbic acid와 토코페롤의 항산화제를 복합하여 사용함으로써 
제품 내에서 철분으로 인한 반응성을 최소화하였음.

  - Ascorbic acid의 불안정성을 극복하기 위하여 탈수화/재수화의 방법을 이용하여 soybean 
phosphatidyl choline으로 제조한 리포좀에 ascorbic acid를 미세캡슐화 하였음. Ascorbic 
acid는 48.6%의 효율로 리포좀 내에 포집되었으며, 리포좀 내에서 ascorbic acid는 수용액에
서보다 안정성이 매우 증대되었음.

  - 나노리포좀을 이용한 astaxanthin의 안정화를 연구에서는 이중결합을 가진 불포화화합물로 제
조나 저장시 열과 산화(빛)에 의해 쉽게 파괴되어 활성이 감소하여 응용범위에 한계가 있는 아
스타잔틴의 안정성 향상을 위하여 나노리포좀 제형기술을 이용하였음. 제형 안정성 평가를 통
하여 리포좀 제조 조건 및 조성비를 확립하였고, 포접 나노리포좀을 제조하여 포접전의 아스타
잔틴과 안정성을 비교 검토하였음.
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  - 생약 추출물인 단삼, 월귤나무 추출물, 황금, 황련, 율무, 백복령, 감잎, 살구씨, 마황 및 이들의 
조합으로 구성된 군으로부터 선택되는 추출물을 안정화한 나노 리포좀을 유효 성분으로 포함하
는 피부 미백용 화장료 조성물을 제조하는 데 사용되었음. 화장료 조성물의 나노 리포좀화는 미
백 효과에 의한 멜라닌 생성의 저해, 티로시나아제 활성의 억제, 항산화 능력을 향상시켰음.

  - 2009년에 미국에서 발표된 한 특허는 수용성 콜라겐을 lipid vesicle에 포집하여 피부건강을 
증진하는 효과를 관찰하였음. 기능성 물질을 리포좀에 포집하여 경구용이 아닌 직접 피부에 적
용하여 그 효능을 연구한 것으로 노화 방지를 위한 미용 제품 제조시 효과적인 공정으로 판단되
었음.

  - 2012년 미국의 한 대학에서는 키토산으로 코팅된 리포좀에 기능성 물질을 포집하고 피부 개선
력 및 피부 내 침투력을 관찰하였음. 키토산 코팅에 의한 리포좀은 저장 안정성이 비교적 약한 
리포좀에 키토산으로 다중층을 형성함으로써 리포좀과 포집된 기능성 물질의 안정성을 한층 증
진시켰음. 
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

  Ⅰ. 미생물 유래 대사유도체 특성 구명 및 시제품 소포장 검정

                                                    (제 1 세부 전남대산학협력단) 

 가. 항진균제 개발을 위한 생물적 방제균 및 기질 특이성에 의한 대사유도체 생산 

         분리·동정된 유용 미생물의 생리활성 물질의 생산성과 병원성 곰팡이에 대한 항진균성
을 검정하고, 시제품 제작을 위한 분리 균주들의 최종 선발을 위한 항진균 활성 증진 및 대
량 배양 시스템 구축을 위한 선발 균주의 기질 특이성 및 유효성분 표준 분석법 개발을 위
한 대사 유도체 추출과 유효물질의 항진균성 평가 및 분석을 수행하였다. 

  (1) 유용 미생물 분리 및 동정

         유용 미생물 원천자원을 확보하기 위하여 토양 및 작물 근권에서 분리 수집한 미생물 
3종에 대하여 분류학적인 동정을 실시하였다. 본 연구에 사용된 공시균주들은 벼 재배지의 
논 토양을 수집한 후 분리하였다. 논에서 채취한 토양 10g을 멸균수를 이용하여 105까지 희
석하고, 각 희석액을 tributyrin agar (KisanBio Co., Ltd., Seoul, South Korea)에서 평
판배지 분리법에 의해 각 희석액을 도말 한 후 28℃에서 3일간 배양하였다. 토양으로부터 
분리된 균주들은 20% glycerol을 첨가하고 -80°C에서 보관하면서 각 균주들의 특성 및 효
소 활성 분석에 사용하였다. 유용 미생물의 동정은 유전적 특성인 16S rRNA 유전자 분석을 
통해 수행되었으며, 최종적으로 계통도를 통해 분류하였다. 각 분리한 유용 미생물들은 
Tryptic soy broth(TSB; Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) 또는 
Luria-Bertani(LB; Becton Dickinson GmbH)를 이용하여 28℃에서 3일 동안 배양한 후 
유전자 염기서열 분석을 위해 genomic DNA를 추출하였다. 각 유용 미생물은 Genomic 
DNA Prep Kit(NanoHelix Co., Ltd, Daejeon, South Korea)를 이용하여 genomic DNA
를 추출하였으며, 추출된 DNA로부터 16S rRNA 유전자 증폭을 위해 PCR을 수행하였다. 
PCR에 사용된 universal primer는 27F(5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3')와 1492R 
(5'-GGATACCTT GTTACGACTT-3')을 이용하였다. 증폭된 1.5 kb 16S rRNA 유전자들의 
염기서열 분석은 Solgent ASSA service (Solgent Co., Ltd, Daejeon, South Korea)에 
의뢰하여 결과를 얻었으며, 각 유용 미생물들의 16S rRNA 염기서열 분석결과는 미국 국립
생물정보센터(National Center for Biotechnology Information)의 자료와 비교하면서 
Molecular Evolutionary Genetics Analysis software 11.0(www.megasoftware.net)으로 
도표화하고 분류 계통도를 구성하였다. 각 계통도는 neighbor joining 알고리즘을 이용하여 
작성하였고, Bootstrapping을 1,000회 반복하여 견고성을 확인하였다.
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Bacillus amyloliquefaciens (Ba)  S2

B. subtilis (Bs) KB21

Paenibacillus polymyxa (Pp) KB16
그림 1. 유용 미생물의 분리 및 동정. 
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. 
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  (2) 선발 균주들의 생장 특성 및 항진균 활성 검정 

  1) 배양 영양원별 각 균주들의 생장 능력 검정

그림 2. 분리 균주들의 배양 배지별 영양세포 생장능력. 

         유용 미생물 3종에 대한 생장능력은 TSB와 LB 배지에서 28℃, 150 rpm 조건에서 7
일 동안 진탕 배양하면서 OD 600 nm에서 생육을 측정하였고, 균주 밀도(colony-forming 
units, CFU)는 TSB agar에서 조사하였다. 그림 2는 TSB 배지와 LB 배지에서 각 균주들의 
생육을 조사한 것을 나타냈다. 각 균주들의 세포 성장 밀도는 TSB agar 배지에서 배양액을 
희석하면서 도말하여 생장한 콜로니들의 CFU로 나타낸 결과, Bs KB21은 TSB 배지 배양에
서 접종 3시간 후에 lag phase (9.3×102 CFU/mL)에 도달하였다. Exponential phase는 
접종 후 9-12시간째에 이르렀다(8.9×106–6.2×107 CFU/mL). TSB 배지에서 24시간 동안 성
장한 후, Bs KB21 성장 곡선의 감소로 표시된 바와 같이 stationary phase(1.8×108 
CFU/mL)에 진입하였다. LB 배지에서 Bs KB21의 성장도 TSB 배양 결과와 유사했으며, 
exponential phase와 stationary phases의 뚜렷한 세포 성장 패턴을 나타냈다. 각 배양 
배지에서 Bs KB21의 생장 능력에서 log phase가 2일 동안 지속되었으며, stationary 
phase는 3일~4일 동안 유지되었다. TSB 배지와 LB 배지 조건에서 9일째 배양에서 영양분 
고갈로 인한 세포 사멸과 대사 산물 축적으로 사멸기가 시작되었지만, 균주의 생장 밀도는 
변화가 있더라도 세포 분열이 지속적으로 일어나고 있는 것을 확인하였다. 또한 TSB 배지에
서 배양된 Pp KB16의 세포 성장은 접종 3 시간 후에 lag phase(8.1×102 CFU/mL)를 거치
면서 생육과정에서 생산되는 대사 산물과 효소들의 합성이 시작되었다. 접종 후 24시간
(6.0×105CFU/mL)에서 균주는 빠른 속도로 성장하고 분열하기 시작하면서 log(exponential) 
phase를 나타냈다. TSB 배지 조건에서 생장한 Pp KB16 균주는 접종 72시간 후에 세포 분
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열과 동시에 세포 사멸이 시작되었으며, 3일째부터 성장 곡선에서 나타난 것과 같이 생육 
감소로 stationary phase(1.1×108 CFU/mL)에 진입하였다. Pp KB16 균주도 TSB 배지 조
건에서 log phase와 stationary phase가 뚜렷한 세포 성장 패턴을 나타냈다. Pp KB16의 
LB 배지 배양에서도 유사한 결과의 경향을 나타냈으며, 배양 4일째에 1.2×108 CFU/mL으
로 가장 높은 밀도를 나타냈다. 하지만 Pp KB16은 TSB와 LB 배지 모두에서 5일 배양 후부
터는 급속히 성장이 감소하고 밀도가 낮아지는 것을 확인하였다. Ba S2는 다른 균주들보다 
모든 배지상태에서 생육 밀도가 낮고 분열 속도도 급속히 감소되는 것을 확인하였다. 특히, 
LB 배지 배양에서는 초기 배양 4일 동안 세포 밀도가 최대 3.9×106 CFU/mL으로 생육 상
태가 다른 균주들에 비해 높지 않았다. 따라서 각 균주들의 장기 보관과 항균성의 유지를 위
해서 이를 보완하고 향상시킬 수 있는 배양 영양 기질 또는 영양원의 선택이 중요한 것을 
확인하는 결과였다. 

  2) 배양 영양원별 각 균주들의 biosurfactant 생산력 검정

   

그림 3. 분리 균주들의 배양 배지별 biosurfactant 생산 능력. 

         각각 배지 조건에서 7일 배양동안 배양 여액 내 biosurfactant 함량을 surface 
tensiometer를 이용하여 surface tension을 측정한 결과, Ba S2 균주를 제외한 모든 균주
들은 TSB와 LB 배지 조건에서 접종 24시간 후부터 평균 29.1~39.1 mN/m으로 급속히 감
소하기 시작하였다(그림 3). 각 균주간의 surface tension 값의 변화는 상당한 차이를 나타
냈으며, Bs KB21은 배지 조건과 상관없이 7일 배양 동안 surface tension 값은 29.9~30.2 
mN/m로 가장 높은 수준으로 감소하였으며 배양기간 동안 값을 일정하게 유지하였다. Bs 
KB21은 접종 24시간 후부터 stationary phase에 진입하였기 때문에 surface tension 수준
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도 다른 균주의 배양조건에서보다 더 낮은 값을 유지하면서 감소되는 속도도 빠르게 나타났
다. 이러한 결과는 Bs KB21는 다른 균주들보다 배양 조건에 관계없이 영양원 이용에 의한 
대사산물 생산 속도가 빠르면서 biosurfactant 생성을 가장 잘 촉진함을 보여주는 결과이
다. Bs KB21에 의한 biosurfactant 생산은 배양 기간 내내 발생하였으며, 잔류 영양소를 
모두 소비한 후에도 계속되었다. 미생물의 log phase와 stationary phase 사이의 성장 기
간 동안 생성 및 축적되는 대부분의 biosurfacatant는 surface tension을 감소시키는 보고
와 일치하는 결과를 나타냈다. Pp KB16 균주도 Bs KB21과 유사한 surface tension 감소
와 값을 나타냈지만, Ba S2는 접종 2일 후부터 surface tension이 감소하기 시작하였으며, 
4일 배양 후부터 평균 35.4~39.4 mN/m으로 일정하게 유지되었다. Ba S2는 배지내 영양분 
흡수가 원활하지 못한 결과 낮은 생육 밀도와 함께 세포 사멸이 진행되었고 biosurfactant 
생산에도 큰 영향을 미쳤다. Ba S2는 일반 액상의 합성배지의 선택보다는 지속적인 생장 환
경을 조성시킬 수 있는 고체형 배지 선택으로 계속적인 영양원 공급이 필요함을 나타낸 결
과였다. 따라서 Ba S2는 고체형 배지에서 우수한 항균 활성을 나타내지만, 대량 배양에 의
한 산업화를 고려하면서 생물공정의 표준화를 위해서 본 연구에서 필요로 하는 균주를 선발
하기 위해서 각 균주들을 이용한 제형화에 대한 항진균 활성 검정을 하였다. 

  3) 각 균주 제형물의 항진균 활성 검정 및 증진제 혼합에 의한 벼 도열병 방제효과 검정

        각 균주 배양액에서 회수된 바이오폴리머의 항진균 활성 검정을 위해 벼 도열병 병원균의 
포자 발아 억제 효과를 검정하였다(그림 4a). 벼 도열병 병원균 포자(2×104 spore/mL)에 대
해 각 균주들의 바이오폴리머(200배)와 바이오폴리머 추출전 회수된 균주들의 상등액(100배)을 
처리한 후 24시간 후 포자 발아 여부를 조사하였다. 평균적으로 바이오폴리머 처리구는 균주들
의 상등액 처리구보다 벼 도열병 병원균 포자 발아에 대해서 7.0~26.8% 더 높은 값으로 억제
효과를 나타냈다. 각 균주들의 상등액은 평균적으로 병원균 포자 발아 억제 효과면에서 
54~56%로 균일한 효과가 있었지만, 균주로부터 회수된 바이오폴리머는 61~82% 이상의 높은 
향상 효과가 있었다. 각 균주 배양액의 바이오폴리머로부터 제작한 제형물의 벼 도열병 병원균
의 포자 발아는 89~82% 이상 억제하는 효과를 나타냈다(그림 4b). 증진제 혼합에 의한 병원균 
포자 발아 억제 효과는 폴리머에 의한 억제보다 5~11% 이상 더 높게 향상시키는 효과를 나타
냈다. 특히, 위의 결과들에서 KB21 균주는 가장 높은 항진균 활성 효과를 나타냈으며, 균주 배
양액으로부터 혼합 증진제를 첨가한 제형물 중에서 항진균 활성 효과가 가장 안정적으로 높게 
증가하였다. 
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그림 4. 균주로 회수된 바이오폴리머 추출물(a)과 증진제 혼합 제형물(b)의 항진균 활성 검정

그림 5. 벼 잎도열병에 대한 균주 배양액 제형물의 방제효과(실내 검정). 

        각 균주 배양액의 바이오폴리머로부터 제작한 제형물의 벼 도열병에 대한 방제효과를 검
정하였다(그림 5). 각 제형물은 M. oryzae에 의해 발병된 벼 잎도열병 방제효과 검정 결과, 
무처리구 벼 잎에 M. oryzae 포자를 접종한 지 5일 후 발병도(0-5), 4.3으로 전형적인 도열
병 병반이 나타났으며, 90%의 발병율을 나타냈다. 각 균주로부터 제조된 제형들 중 KB21 
제형물은 20% 발병율로 78% 이상의 방제효과를 나타냈다. 또한 다른 제형 처리구들도 
26~30%의 발병율을 나타냈으며, 모두 66% 이상의 높은 방제효율을 나타냈다.  

       균주 배양액의 바이오폴리머로 제형물의 살포 농도별 벼 도열병에 대한 방제효과 검정을 
온실에서 검정하였다(그림 6, 그림 7). 사용된 호평벼 종자는 2%(w/v) 차아염소산나트륨 용액
에서 살균 처리한 후 온실 내에서 플라스틱 포트에 파종하고 28±5°C에서 발아시키면서 유
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묘를 관리하였다. 제형물의 살포 농도는 200배와 500배의 희석범위에서 벼 도열병에 대한 
방제효과를 평가하였다. 각 제형물은 200배와 500배 농도로 희석한 후 벼 유묘에 살포하고 
병원균의 포자 현탁액(5×104 spore/mL)을 접종하여 상대 습도 90% 이상과 26℃를 유지하
면서 온실에서 병 방제효과를 조사하였다. 각 처리별 벼 도열병 발병 조사는 위의 그림 6과 
같은 방법에 의해 평가하였다. 무처리구 벼 잎에 M. oryzae 포자를 접종한 지 3일 후부터 
1mm 미만의 갈색 또는 회색 반점(발병도, 1~2)이 나타났으며, 7일 후에 5mm 이상 진전되
면서 전형적인 도열병 병반과 함께 일부 고사하였으며, 무처리 대조군의 발병도는 3.5~3.6을 
나타냈다. KB21와 KB16 제형물을 200배로 살포한 경우 도열병은 29%와 34% 발생하였고 
59%와 52% 이상의 방제효과를 나타냈다(그림 6). 하지만 500배 희석농도 살포 조건에서는 
도열병이 43% 이상 발생하였으며, 39% 이하의 방제 효과를 나타냈다(그림 7). S2 처리구에
서 200배로 처리할 경우 도열병은 55% 발생하였으며, 23% 이하의 낮은 방제효과를 나타냈
다. 

그림 6. 벼 잎도열병에 대한 균주 배양액 제형물의 온실 방제효과(200배). 

그림 7. 벼 잎도열병에 대한 균주 배양액 제형물의 온실 방제효과(500배). 
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  (3) Bs KB21과 Pp KB16 균주의 배양 기질 특이성에 의한 대사 유도체 생산 

  1) CS 기질에 의한 생장능력 분석

그림 8. 배양 기질 첨가에 의한 균주 생장능력. 

 

        TSB 배지에서 배양된 두 균주는 5일 배양까지 생장 밀도가 4.82×109~5.12×108 

CFU/mL 까지 증가하였으며, 7일 배양부터 생장 밀도가 감소하였다(그림 8). CC를 첨가한 
후 배양한 조건에서의 생장 능력은 CC 기질을 첨가하지 않은 배양의 생장 밀도보다 높은 
생장 능력을 나타냈다. CC 함유한 배양 조건에서 모두 3일 배양 시 가장 높은 생장 밀도를 
나타냈으며, 5일 배양부터 밀도가 감소하였다. 

  2) CS 기질에 의한 항균활성 능력 분석

[Rs 균사 생장 억제율] [Fo 균사 생장 억제율]

그림 9. 배양 기질 첨가에 의한 균주의 항균 활성능력. 
       Rs, Rhizoctonia solani; Fo, Fusarium oxysporum 
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        CC 기질이 함유된 TSB 배지에서 5일 배양된 Bs KB21과 Pp KB16의 식물 병원성 곰
팡이균에 대한 항진균 활성을 평가하였다 (그림 9). 병원균 균사체 생장 억제율(%)은 대조군 
PDA의 Rs와 Fo 균사체 생장 대비 Bs KB21과 Pp KB16 배양액의 Rs/Fo 균사체 생장 억제
를 측정하였다. 각 처리구 중에서 CC 함유 배양 조건의 균주 처리구에서 Rs/Fo 병원균의 
균사 생장 억제 효과가 더 높았다. Rs 균사 생장 억제에서 CC 함유 배양 조건의 균주들은 
4.1~5.3% 더 높은 항진균 활성을 나타냈으며, Fo 균사 생장 억제력에서는 3.5~8.8% 더 높
았다.

  3) CS 기질에 의한 biosurfactant 생산 분석

         CC 기질이 함유된 TSB 배지에서 Bs KB21과 Pp KB16는 생장 능력과 식물 병원성 곰
팡이균에 대한 항진균 활성을 향상시키는 결과를 나타냈다. 각 배양액 내의 주요 생리활성 
물질의 biosurfactant 유효성분을 분석하기 위해 TLC(thin layer chromatography) plate
를 이용하여 분석하였다. 표준물질의 Bacillus의 항균 대사물질 중 cyclic lipopeptide(LP) 
종류인 fengycin(CAS Number 102577-03-7), surfactin(CAS Number 24730-31-2), 
iturin A(CAS Number 52229-90-0) 등을 Sigma-Aldrich에서 구입하여 사용하였다. TLC 
plate에 전개된 biosurfactant들은 우선 알려진 표준물질의 Rf 값과 비교해서 KB21 균주는 
surfactin, iturin A, fengycin LP들과 그 외 biosurfactant들이 검출되었다. 하지만, KB16 
균주는 KB21 균주와 다르게 surfactin LP외에는 다른 종류의 Bacillus LP는 검출되지 않았
으며, LP 표준물질 외의 다수의 biosurfactant들이 검출되었다. 기질 함유 조건의 TSB 배
양액 내에 생산된 biosurfactant들은 많은 종류의 물질들이 생산되었으며, 각 생산된 
biosurfactant 생산 수준도 훨씬 높은 수준으로 검출되었다. KB21 균주에서 생산된 LP 중
에서 CS 함유된 조건에서 surfactin, fengycin과 iturin A는 상당히 높은 수준으로 검출되
었다. 특히, iturin과 fengycin LP는 2 또는 3 type의 homologue가 검출되어 TSB 배양 
조건에서 생산되지 않았던 biosurfactant가 CS 기질 배양 조건에서는 LP homologue type
이 증가하였다.

  4) CS 기질의 가수분해 효소의 activity staining 분석

         Bs KB21과 Pp KB16는 TSB 배지 생육상에서 CC 기질의 항진균 대사물질 생산 유도
에 영향을 미쳤다. TSB 배양 조건에서 각 균주들의 기질 이용에 관여하는 가수 분해 효소의 
생산 수준을 SDS-PAGE에서 분리하였다 (그림 11). TSB 배지와 기질 함유한 TSB 배지에서 
7일 배양된 배양 상등액 내 조효소액을 SDS-PAGE gel에서 분리하여 가수분해 효소인 
chitosanase 생산의 전기영동 패턴을 조사하였다. 전기영동은 Bio-Rad Mini-PROTEAN 시
스템(80 × 73 × 1.5 mm)을 이용하여 수행하였으며, chitosanase의 activity staining은 
0.01% glycolchitosan(G7753, Sigma-Aldrich, USA)이 포함된 10% polyacrylamide gel
을 이용하여 수행하였다. 분리된 gel은 1%(v/v) Triton X-100 및 1% skim milk가 포함된 
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50mM sodium acetate buffer (pH 5.0)에서 37°C에서 반응시켰다. 0.01% Calcofluor 
White M2R(F3397, Sigma-Aldrich)이 포함된 500mM Tris-HCl (pH 8.9) 용액을 이용하여 
염색 후 lysis zone을 확인하였다. 

그림 11. 배양 기질 가수분해 효소 생산 능력 분석. 

         각 균주의 TSB 배지 내 0.1% CC 기질 함유 배양 조건은 surface tension 값과 
biosurfactant 수준 및 패턴 검정에서 나타난 것과 같이 생육 과정에서 대사 물질 유도에 큰 
영향을 미치는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 기질 특이성에 의한 대사물질의 유도 생산과 화
합물 비율 형성에 관련해서 생육 조건별 대사유도 가수분해 효소의 발현을 조사하였다(그림 
12). 그 결과 KB21은 7일 동안 배양한 각 조건에서 CS 기질 분해에 관여하는 chitosanase는 
SDS-PAGE gel에서 일정하게 생산되는 것을 확인하였으며, 0.1% CS가 함유된 경우 3일 배양
까지 chitosanase 활성은 낮았다. 5일 배양에서 chitosanase 활성이 가장 높은 수준으로 증가
하였으며, 7일부터는 다시 감소하였다. 또한 Pp KB16은 TSB 배양에서는 chitosanase 활성이 
거의 없었지만, CS 기질이 함유된 경우에는 5 종류의 chitosanase 패턴을 나타내면서 그 활성
은 증가하였다. 이러한 결과는 KB21 균주는 생육 과정에서 TSB 배지 내 영양원을 우선으로 
이용하면서 대사 물질을 생산하였으며, 5일째 stationary phase 이후 영양원 고갈 시 CS 기질
을 이용하여 대사 물질의 생산을 유도하였다. 또한 KB16은 TSB 배지 내 일반 영양원과 같이 
CS 기질을 동시에 이용하는 영양 생리적인 특성을 나타내었다. 이러한 결과들은 두 균주 생육
별 세포 밀도 등 생장 능력의 결과들을 뒷받침해 주는 결과이다. 따라서 본 연구에서는 기질 
특이성 배양에 의한 미생물 생장 능력과 대사 유도체 생산 능력 등을 고려하여 나노리포좀 캡
슐 제작을 위한 미생물로 Bs KB21을 대상으로 제형화하였다.  
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 나. Bs KB21 유래 대사 유도체 제작 및 최적 혼합 조건별 물리·화학적 특성 평가

  (1) 항진균 활성 증진을 위한 Bs KB21 유래 항진균성 대사 화합물 생산 

        TSB 배지 배양에 의한 각 균주들로부터 바이오폴리머를 추출하여 증진 혼합제 첨가에 의
한 제형물을 제조하였다(그림 4). KB21과 KB16 균주의 배양 영양원에 의한 배양액의 상등액과 
S2 균주의 고체 배양 배지로부터 회수율에서는 KB21이 가장 높았으며, 각 대사유도체 물질들
을 고형화한 후 증진제들을 혼합한 후 최종적으로 제형물을 제작하였다. 

  (2) Bs KB21 유래 대사 유도체 화합물의 혼합 조건별 리포좀 캡슐(CCL) 제형화

그림 13. 미생물 유래 바이오폴리머 화합물의 리포좀 캡슐(CCL) 제조 및 제형별 항균활성 검정
  

       CS 기질 특이성에 의해 생산된 미생물 유래 대사 유도체를 포집하기 위해 리포좀을 이용하
여 캡슐화하였다. 나노리포좀 캡슐화를 위한 blank 리포좀 제조를 위해, 레시틴을 ultrasonic 
bath를 사용하여 에탄올에 용해 시켰다. 이 과정에서 시스템의 40°C 온도 및 자기 교반을 유
지하면서 레시틴을 완전히 분산시킨 후, 미생물 유래 대사 유도체 용액을 레시틴 상에 첨가하
고 균일한 혼합물이 얻어질 때까지 교반하면서 리포좀에 유효 성분들을 포집하였다. 생성된 물
질을 에탄올 중 레시틴 분산액과 혼합 과정 후, 형성된 대사 유도체가 로딩된 리포솜을 함유하
는 최종 생산물은 에탄올 증발과 함께 구조적인 안정성 향상을 위한 합성을 위해 4°C에서 냉각
시켰다. 미생물 유래 대사 유도체가 로딩된 리포좀은 단층 리포좀으로 양친매성 지질의 혼합물
로 둘러싸인 구형 리포좀으로 내부에 미생물 유래 대사 유도물질의 수용액을 포함하고 있지만, 
구조적으로 안정성을 향상시키기 위해 CS로 외부 코팅을 하였다. 따라서 제조된 리포좀 현탁액
을 동일한 부피의 CS 용액과 혼합하여 제조하였다. CS 용액을 제조하기 위해 CS powder를 
아세트산(1% v/v)에 녹이고 25℃에서 16시간 동안 교반하여 1%(w/v) 용액을 제조하였다. 이
어서, 미생물 유래 대사 유도물질이 로딩된 리포좀을 실온에서 30분 동안 교반하면서 제조된 
CS 용액에 첨가한 다음 4℃에서 보관하였다. 최종적으로 제조된 미생물 유래 대사 유도물질을 
포집한 리포좀을 CS 폴리머로 코팅하여 캡슐화(CCL)한 제형을 제조하였다(그림 13). 제조 과정
의 용액 pH 값은 NaOH(1M) 및 HCl(1M)로 조정하였다. 미생물 유래 바이오폴리머의 함유 및 
제형 형태별로 10종의 시제품을 제작하여 식물 병원균에 대한 항균활성 검정을 수행하였다. 시
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제품 제형을 200배 농도로 처리한 각 처리구에서 식물 병원균의 균사 생육을 가장 강하게 억
제하는 제형과 미생물을 선발한 후 본 연구과제에서 사용하였다.

  (3) CCL 캡슐 제형의 바이오폴리머 혼합 조건별 대사유도체 함량 분석 

  1) Bs KB21 유래 바이오폴리머 혼합 조건별 CCL 제형의 surface tension 분석

 그림 14. CCL 제형의 surface tension. 
The values followed by different letters in a column were significantly different at P< 
0.05 by Duncan’s multiple range test.

  

      제조된 CCL 제형의 항진균성 대사 유도 물질의 함량 분석은 surface tension(mN/m) 
값의 변화와 LC-MS/MS에 의해 Bacillus lipopeptide(LP) 함량을 분석하였다. 그림 14에 
나타난 바와 같이, surface tension은 KB21 균주의 배양 여액(culture filtrate) 33.0 
mN/m 수준에 비해 0.5% 농도의 CS로 코팅된 CCL(0.5% CCL) 제형은 26.2 mN/m으로 
낮았다. 일정한 수준의 레시틴이 함유된 리포좀에 CS 코팅 농도가 증가할수록 CCL 제형의 
surface tension은 감소하였다. 0.2%와 0.5% 농도의 CS로 코팅된 CCL은 배양 여액
(culture filtrate)과 CS가 코팅되지 않은 리포좀(0% CCL)에 비해 현저히 감소하였다. 이러
한 감소는 LP를 포집하고 있는 리포좀 사이에 CS가 코팅되어 나노리포좀의 형성을 나타낸 
결과이며, 이는 캡슐화된 나노리포좀을 성공적으로 형성하기 위한 완전한 혼성화를 나타낸
다. 또한 이것은 CS 코팅이 리포좀 내에서 분자의 구조 전이로 인해 수소 결합과 소수성 및 
정전기적 상호 작용과 같은 분자 내 또는 분자간 상호 작용의 변화를 일으킨 것을 확인할 
수 있었다. 

  2) 바이오폴리머 혼합 조건별 CCL 제형의 대사 유도체의 유효성분 함량 분석

         Bs KB21은 대사 산물로서 surfactin, iturin, fengycin LP들을 생산하여 강력한 항진
균 활성을 나타낸다. 따라서 CCL 제형에 함유된 KB21의 항진균성 대사 유도물질인 LP의 
함량을 분석하기 위해 LC-MS/MS를 이용하였다(그림 15). Biosurfactant LP의 표준용액은 
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Sigma-Aldrich에서 구입하였다: fengycin (CAS Number 102577-03-7), surfactin (CAS 
Number 24730-31-2), iturin A (CAS Number 52229-90-0). 각 분석값의 검출농도에 의
한 상대적인 정량은 다음과 같이 수행하였다. 구입한 표준용액을 농도별로 희석하여 
LC-MS/MS로 측정한 후 얻어진 크로마토그램상의 peak 면적을 검량선과 비교하여 정량하
였다. LP 정량 결과, 리포좀 내의 인지질 농도와 상관없이 0~0.5% 농도 범위에서 CS 코팅
에 의해 평균 LP 함량이 증가하였다(그림 15). 0.5% CCL의 경우, LP 수준은 surfactin, 
iturin A, fengycin LP를 포함하여 총 500.8 mg/kg이었다. 제작된 CCL 제형에서 분석된 
각각의 LP 총 평균 함량은 surfactin 125.2–235.4 mg/kg, iturin A LP 49.4–141.9 
mg/kg, fengycin LP 34.2–123.6 mg/kg를 함유하고 있었으며, surfactin LP가 모든 CCL 
제형의 LP 함량 중 가장 높았다. 

그림 15. 바이오폴리머 함량 조건별 CCL 제형의 LP 함량 분석.

  (4) CCL 캡슐 제형의 바이오폴리머 혼합 조건별 물리·화학적 및 구조적 특성 분석 

         나노리포좀 캡슐 제형 CCL의 DLS 분석 결과와 캡슐화 효율화를 표 1에서 정리하였
다. 입도 분석기에 의한 CCL 제형의 입자 크기 분포 분석 결과, 0.5% CCL에서 Z-average
은 121.67±2.23 nm이었고(그림 17), PDI는 0.25±0.02, 제타 전위 값은 −10.47±0.44 mV
을 나타냈다(표 1). 0.5% CCL의 Z-average 값은 코팅되지 않은 CS(0% CCL)에 비해 증가
하였다. CCL 제형의 경우 CS 코팅된 리포좀 제형의 PDI는 0.29 미만이지만, 코팅되지 않은 
샘플은 0.38 이상으로 PDI 값이 CS가 코팅되지 않은 리포좀보다 낮았다. 따라서 본 연구의 
결과에서 주목할 만한 특성으로 나노리포좀 캡슐 제형은 CS 코팅이 증가할수록 제타 전위의 
절대값 감소에도 불구하고 나노리포좀 캡슐의 안정성과 monomodal 입자 크기 분포를 나타



- 22 -

내는 PDI를 나타낸 것이다. 본 연구 개발은 CS 코팅층을 추가할수록 제타 전위가 일정한 수
준으로 증가하였다(표 1). 

  표 1. 0.5% CCL 제형의 평균 직경, polydispersity index, 제타 전위

Treatment Z-average (nm) Polydispersity 
index 

Zeta potential 
(mV)

Blank liposomes 72.83±4.72c 0.22±0.04d −44.10±2.50c

0% CCL 83.45±3.21b 0.38±0.02c −27.30±1.48b

0.2% CCL 118.47±6.38a 0.29±0.03b −11.77±0.71a

0.5% CCL 121.67±2.23a 0.25±0.02a −10.47±0.44a

그림 17. 나노리포좀 캡슐의 입자 크기 분포(평균 직경). BLK NLs, Blank liposome.
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  2) 푸리에 변환 적외선 분광 광도(FTIR spectroscopy)에 의한 CCL 제형의 유효성분 결합반
응 분석

그림 18. CCL 나노리포좀 제형의 푸리에 변환 적외선 분광 광도 분석

         FT-IR 분광법을 사용하여 구성 요소와 나노복합체의 물리 화학적 구성 및 구조적 변
화 특성을 분석하였다(그림 18). 결과는 Bs KB21의 LP와 로딩된 리포좀, 그리고 CS에 의해 
코팅된 최종적인 CCL 제형을 비교하였을 때 고유 특성의 피크 변화가 확인되었고, 공정 중 
각 물질들간 물리 화학-구조적 변화가 있었음을 확인하였다. 따라서 FTIR의 분석 결과는 최
종적으로 LP가 로딩된 지질 리포좀에 CS 코팅이 효율적으로 캡슐화 되었음을 보여준다.

 다. CCL 나노리포좀 캡슐의 항진균 활성 평가

  (1) 항진균 활성 증진을 위한 최적 혼합 조건별 방제효과 

  1) CCL 나노리포좀 제형의 식물 병원균 곰팡이 균사 생육 억제 검정

         0.5% CCL 나노리포좀 제형은 벼 도열병 병원균 M. oryzae의 균사 성장을 대조구 대
비 통계적으로 유의하게 억제하였다(그림 19). 벼 도열병의 병원균 생장억제 검정에서 TSB 
배양된 Bs KB21 세포 처리구가 병원균 균사 성장 억제 효과에서 가장 높았고, 0.5% CCL 
나노리포좀 제형 처리도 70.8% 이상으로 M. oryzae의 균사 성장을 강력하게 억제하였다. 
0.5% CCL 제형 처리의 균사 생장 억제 효과는 대조군에 비해 66.2% 더 높았으며, 0% 
CCL 제형, KB21 배양 여액 처리보다 13~15% 더 높은 억제 효과를 나타냈으며, 통계적으로
도 유의한 차이(P < 0.05)를 나타냈다. 0.5% CCL 나노리포좀 제형의 균사 생장 억제효과와 
비교해서 각 제형물 요소인 0.1% CS, 리포좀 현탁액, 배양 배지액에서는 항균활성 효과가 
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나타나지 않았다. 

그림 19. CCL 나노리포좀 제형의 벼 도열병 병원균 생장 억제효과. 
The values followed by different letters in a column were significantly different at P< 
0.05 by Duncan’s multiple range test.

  2) CCL 나노리포좀 제형의 식물 병원균 곰팡이 포자 발아 억제 검정

그림 20. CCL 나노리포좀 제형의 벼 도열병 병원균 포자 발아 억제효과. 
The values followed by different letters in a column were significantly different at P< 
0.05 by Duncan’s multiple range test. 
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         0.5% CCL은 대조군에 비해 포자 발아에 의한 균사 성장을 통계적으로 유의하게 억제
하였다(그림 20). 접종 후 18시간 후, 무처리 대조군의 발아율은 PDB 배지에서 91.7%였다. 
0%, 0.2%, 0.5% 농도별 CCL 나노리포좀 제형의 포자 발아율은 무처리 대비 최대 68.9%에
서 50.4%를 나타냈다. 0.5% CCL은 배양 여액 처리구보다도 22.3% 더 높은 포자 발아 억
제 효과를 나타냈으며, 무처리 대비 63.7% 높게 억제하였다. 각 제형 농도별 포자발아에 의
한 균사억제효과도 그림 18b에 나타난 것처럼, 0.5% 처리구에서는 다른 처리구보다 포자 생
육을 강하게 억제하는 것을 확인하였다. 

  (2) CCL 나노리포좀 제형 시제품의 벼 도열병에 대한 방제 효과 검정 

  1) 시제품의 벼 도열병 방제 효과(실내 검정)    

그림 23. 벼 잎에서 벼 도열병에 대한 나노리포좀 시제품의 방제효과. 
The values followed by different letters in a column were significantly different at P< 
0.05 by Duncan’s multiple range test.

  

        M. oryzae에 의해 발생되는 벼 도열병에 대한 CCL 나노리포좀 제형의 방제효과 검정
은 온실에서 재배된 벼 잎에서 수행하였다(그림 23). 무처리구 벼 잎에 M. oryzae 포자를 
접종한 지 24시간 후 핀헤드 크기(발병도(0-5), 1) 또는 갈색 반점(발병도, 2)이 나타났다. 5
일 후에 5mm 이상 진전되면서 전형적인 도열병 병반이 나타났다. 접종 6일 후 무처리 대조
군의 발병도는 4.4였으며, 5% CCL과 아족시스트로빈·프로피코나졸 농약 처리와 달리 무처
리구에서의 병 발생율은 88.3%로 가장 높은 발병을 나타냈다. 5% CCL 나노리포좀 캡슐 제
형으로 처리한 벼 잎은 23.1%의 발병율을 나타냈고, 이는 24% 발병한 살진균제 대조군과 
통계적으로 유의하게 유사한 발병율을 나타냈다. 또한 벼 도열병에 대한 5% CCL 처리구의 
병 발생율은 Bs KB21 배양 여액 처리구보다 34.5% 더 낮았으며, 5% CCL과 KB21 배양 여
액 처리구의 방제효과은 각각 73.9%와 61.4%로 높은 방제효율을 나타냈다.  
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  2) 시제품의 처리농도별 벼 도열병 방제 효과(온실 검정)

       본 연구에서 사용된 벼(Oryza sativa L. cv. 호평)는 2%(w/v) 차아염소산나트륨 용액에
서 10분 동안으로 표면 살균한 후 사용하였다. 소독한 종자는 온실내에서 플라스틱 포트에 
파종하고 28±5°C에서 발아시키면서 유묘를 관리하였다. 

그림 24. 나노리포좀 캡슐 시제품의 살포농도별 벼 도열병 방제효과(온실 검정). 
The values followed by different letters in a column were significantly different at 
P<0.05 by Duncan’s multiple range test.

       시제품의 살포 농도를 확립하기 위해 500배~4000배의 희석범위에서 벼 도열병에 대한 
방제효과를 조사하였다(그림 24). 처리구에서 가장 높은 농도인 500배로 살포할 경우 도열병
은 14%만 발생하였고 83% 이상의 방제효과를 나타냈다. 또한 800배 희석농도 살포시에는 
도열병은 22% 발생하였으며, 72% 이상의 높은 방제 효과를 나타냈다. 하지만 1000배~4000
배 희석 처리구에서는 도열병은 44% 이상 발생하였으며, 45% 이하의 방제효과를 나타냈다. 
위의 결과에서 벼 도열병에 대한 나노리포좀 시제품 제형의 살포농도는 500배~800배에서 
60% 이상의 방제효과를 나타냈기 때문에 온실 및 포장 검정을 위한 살포농도로 결정하였다.  

  3) 처리농도별 시제품의 벼 잎도열병 방제 효과(밭못자리 포장 검정) 

그림 25. 벼 잎도열병에 대한 시제품의 살포농도별 포장 방제효과(밭못자리 검정). 
The values followed by different letters in a column were significantly different at P< 
0.05 by Duncan’s multiple range test.
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       본 연구에서 사용된 벼(Oryza sativa L. cv. 호평)는 2%(w/v) 차아염소산나트륨 용액에
서 10분 동안으로 표면 살균한 후 사용하였다. 파종 3주후에 시제품을 농도별로 살포하였으
며, 병 발생은 자연 발생을 유도하였다. 시제품 살포 7일 후부터 잎도열병 이병도에 의한 발
병율과 함께 방제효과를 조사하였다(그림 25). 시제품 제형의 밭못자리 포장 검정 결과, 300
배 희석 살포 처리구는 14.7% 병발생으로 84.2%의 높은 방제효과를 나타냈다. 또한 시제품
의 표준 살포 농도인 500배 처리구에서는 55.3% 발생하였으며, 40% 이상의 방제효과를 나
타냈다. 

  4) 시제품의 벼 잎도열병 방제 효과(포장 검정) 

         나노리포좀 캡슐화에 의한 시제품을 벼 재배지 포장에서 벼 잎도열병에 대한 방제효과
를 검정하였다. 

그림 26. 나노리포좀 캡슐 시제품의 벼 도열병 방제효과 검정 포장(2021년~2022년 전남 강진). 

         시제품은 500배와 1000배 농도로 7일 간격으로 3회 살포하였으며, 최종 살포 15일 후
에 벼 잎도열병 발병율과 표장 방제효과를 조사하였다(그림 27). 시제품의 벼 잎도열병 방제
효과 검정을 위해 사용된 대조구는 미생물 배양 여액(50배) 대조구, 농약(아족시스트로빈·프
로피코나졸) 대조구, 무처리 대조구와 비교하면서 평가하였다. 
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그림 27. 벼 잎도열병에 대한 나노리포좀 캡슐 시제품의 살포농도별 포장 방제효과(포장 검정). 
시험포장 1의 벼 잎도열병 발생율 및 방제효과(a)와 발병지수(b). 시험포장 2의 벼 잎도열병 발생
율 및 방제효과(c)와 발병지수(d). The values followed by different letters in a column 
were significantly different at P< 0.05 by Duncan’s multiple range test.

         벼 잎도열병에 대한 약효 평가는 최소 처리구당 30주를 대상으로 3 반복으로 병반면
적을 조사하였으며, 조사주수에 대한 병반면적율의 총합에 대한 발병율로 표기하였다. 시험
포장 1과 시험포장 2의 무처리 대조구에서 발생한 벼 잎도열병은 각각 평균 77%와 86%로 
시제품의 약효 평가를 위해 충분하였다. 최종 처리 후 무처리구에서는 벼 잎도열병에 의해 
하위엽 2~3매가 고사되었고 보통 한 잎에 5~6개 정도의 대형 병반이 산재하였다. 각 시험포
장에서 시제품 500배로 처리한 구에서 벼 잎도열병은 27%~38% 발생하였으며, 1000배 농도
로 처리한 구에는 41%~54% 발생하였다. 시험 포장 1과 시험 포장 2에서의 시제품의 벼 잎
도열병에 대한 방제 효과는 500배 처리구에서는 65%~53%를 나타냈다. 또한 1000배 농도 
처리구에서는 평균적으로 각각 47%와 33% 이상 나타냈다. 시제품 500배 처리구에서 벼 잎
도열병 증상은 벼 하위엽에서 대형 병반은 2개 이하 또는 소형 병반이 10개 이내 발생하였
으며, 1000배 처리구에서는 평균적으로 하위엽에 대형 병반 2~5개 또는 대형 병반 주위에 
소형 병반이 40개 이하로 산재되어 있었거나, 하위엽 1~2매가 병반으로 거의 덥히거나 대형
병반이 주로 하엽에 산재되어 있었다. 본 연구에서 개발한 시제품(타지마)은 2021년부터 
2022년까지 실내 검정을 통한 온실 및 포장 검정을 한 결과, 평균 50% 이상의 방제 효과를 
나타냈다. 따라서 위의 결과들을 통해서 Bs KB21 유래 나노리포좀 캡슐 시제품은 벼 잎도
열병에 대해 방제 가능한 제품임을 충분한 검정을 통해서 평가 완료하였다.
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 라. 시제품의 병해충 방제 스펙트럼 검정 및 사용지침서 작성

  (1) 시제품의 병해충 방제용 제품과의 혼용 가능성 검토 

       시험에 사용한 벼 도열병 방제용 합성농약과 생물농약 7종을 대상으로 시제품과 혼용한 
후 벼에 살포한 후 벼 도열병에 대한 방제 효과를 조사하였다(그림 28). 시험 약제들의 제형
은 수화제와 유제를 대상으로 하였고, 살포 희석농도는 추천농도로 혼용하였으며, 유효성분
과 목록은 그림 31a와 같다. 시제품과 혼용한 각 처리구들은 본 연구에서 사용한 벼 온실 
유묘 검정법에 의해 처리한 후 발병도에 의한 발병율로 방제 효과를 조사하였다. 합성농약과 
생물농약을 혼용한 처리구에서 벼 잎도열병에 대한 유묘 검정 결과, 합성농약 6종과 생물농
약 1종은 무처리 대비 60% 이상의 방제 효과를 나타냈다(그림 31b). 시제품 단독 처리보다 
방제 효과가 더 높은 제품은 4종이 있었으며, 나머지 3종 약제는 시제품과 혼용할 경우 벼 
잎도열병에 대한 약효가 감소되는 것을 확인하였다. 시제품과 혼용한 미생물농약은 벼 잎도
열병 방제에서 일반 합성 농약의 방제효과보다 낮아지는 결과를 얻었지만, 50% 이상의 방제 
효과를 나타냈다. 시험 약제 목록 중에서 벼 잎도열병 방제 약제로 등록된 약제와 혼용하여 
살포할 경우 벼에 나타나는 약해 여부를 검정하였다. 따라서 위의 결과를 통해서 시제품과 
벼 잎도열병에 대해 등록되어 있는 약제들과 혼용하여 살포하는 방법도 가능한 것을 확인하
였다.

  (2) 시제품의 벼 깨씨무늬병 방제 적용 확대 검정(포장 검정) 

       나노리포좀 캡슐 시제품의 병해충 방제를 위한 적용 확대 검정을 위해 벼 재배지 포장에
서 벼 깨씨무늬병을 대상으로 방제효과를 검정하였다. 

그림 28. 시제품의 병해충 방제용 제품과의 혼용 후 벼 잎도열병에 방제 효과(온실 검정). 
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그림 29. 벼 깨씨무늬병에 대한 나노리포좀 캡슐 시제품의 살포농도별 포장 방제효과(포장 검정). 
시험포장 1의 벼 깨씨무늬병 발생율 및 방제효과(a). 시험포장 2의 벼 깨씨무늬병 발생율 및 방제
효과(b). 각 처리구별 벼 깨씨무늬병 발생 및 포장사진(c). 500X, 500배 농도 처리구; 1000X, 
1000배 농도 처리구; Control, 무처리 대조구; Fungicide, 농약(아족시스트로빈·프로피코나졸) 
대조구. The values followed by different letters in a column were significantly different 
at P<0.05 by Duncan’s multiple range test.

      시험포장 1과 시험포장 2의 무처리 대조구에서 발생한 벼 깨씨무늬병은 각각 평균 62.7%와 
66.7%로 시제품의 약효 평가를 위해 충분하였다. 무처리구에서 벼 깨씨무늬병은 묘령이 증가
할수록 병반면적율이 증가하였으며, 출수기 이전까지는 벼의 하엽에 주로 발생하였다. 벼 깨씨
무늬병은 수확기경에는 지엽에 이르기까지 다수 나타났다. 각 처리구 중 시제품 500배 처리구
에서 벼 깨씨무늬병은 27%~41% 발생하였으며, 무처리 대비 방제효과는 56%~38%를 나타냈
다. 시제품 1000배 농도 처리구에서는 각 포장에서 벼 깨씨무늬병은 53%~50% 발생하였으며, 
50% 이하의 방제효과를 나타냈다. 또한 농약 대조구의 각 포장에서는 벼 깨씨무늬병에 대해 
33%~43% 발생하였으며, 50% 이하의 방제효과를 나타냈다.  따라서 위의 결과들을 통해서 Bs 
KB21 유래 나노리포좀 캡슐 시제품의 벼 깨씨무늬병에 대해 적용 확대 가능성을 포장에서 검
정한 결과 500배 처리구에서 50% 이상의 방제효과를 나타내었으며, 벼 잎도열병과 깨씨무늬병
에 대한 동시 복합적인 병 방제 가능성을 충분한 검정을 통해서 평가 확인하였다. 

  (3) 시제품의 벼 잎도열병 방제를 위한 사용지침서 작성 

       벼 생육기간 동안 발생하는 병해충 발생 및 개발된 시제품을 이용한 벼 잎도열병 방제를 
위한 살포시기를 작성하였다(그림 30). 벼 병해충 발생은 본 과제 수행 중 발생한 주요 병해
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충 발생을 조사한 결과를 근거로 작성하였으며, 벼 잎도열병 방제를 위한 시제품의 살포시기
는 화살표로 표기하였다. 시제품의 사용 방법은 모내기 이후 출수전 또는 벼 잎도열병 발생
전에 500배 권장농도로 7~10일 간격으로 2~3회 살포하면 50% 이상의 방제 효과를 얻을 수 
있다. 위의 방법에 의한 시제품의 살포 방법의 적용은 벼 잎도열병 외에 본 연구에서 검정한 
벼 깨씨무늬병에 대한 발생 밀도도 감소시킬 수 있다. 또한 시제품 사용에 의한 벼 병해충에 
대한 종합적인 관리를 위해서 본 연구과제에서 제시된 합성농약에 준하여 혼용 처리가 가능
하며, 농약 사용에 의한 벼 잎도열병 방제에 대한 방제효과를 향상시킬 수 있다. 

그림 30. 벼 잎도열병 방제를 위한 시제품 사용지침서 작성

 마. 나노리포좀 캡슐 제형 화합물의 유효성분 표준 분석법 개발 및 적용

  (1) 시제품의 미생물 유래 활성물질 유효성분 탐색 및 분석 

  1) 대량 생산 표준화를 통한 제품 안정성과 품질 QC를 위한 유효 성분 분석(TLC 전개법)  

        기질 특이성 배양에 의한 KB 21 균주의 상등액과 이를 이용한 나노리폼좀 시제품에 함
유되어 있는 미생물 유래 활성물질의 유효성분을 탐색하기 위해 TLC plate를 사용하여 추
출물을 전개시켰다. KB 21 균주의 항진균에 관련된 활성물질의 주요 유효성분은 surfactin, 
iturin, fengycin 등의 Bacillus lipopeptide(LP)로 확인되었다(그림 31). 시제품에서 유효물
질을 추출하여 분리한 결과 BuOH와 EtOAc 추출물은 iturin과 fengycin LP가 높은 수준의 
양으로 검출되었으며, Hexane 추출물은 surfactin, iturin, fengycin LP가 검출되었으나 검
출량은 다소 감소하였다. KB21 유래 대사유도체 물질을 이용한 시제품은 제조 과정에서 
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surfactin 함량은 감소하였지만, 항진균 활성이 강력한 iturin과 fengycin의 함량은 증가한 
것을 TLC 분석을 통해 확인하였다. 따라서 KB21을 이용한 나노리포좀 캡슐 제형 과정에서 
유효성분의 표준 분석법으로 TLC plate를 이용한 biosurfactant LP 검출 방법을 적용하였
다. 또한 위의 분석 방법을 적용하여 대량 생산 표준화를 위한 안정성과 품질 QC 검사를 통
해 제품 보완을 수행하였다.  

그림 31. 시제품의 미생물 유래 유효 활성물질 분석(TLC plate). 

  2) 시제품 대량 생산 표준화에 의한 유효 성분 함량 분석(LC-MS/MS)  

       시제품의 Bacillus LP의 검출값은 iturin, surfactin, fengycin LP 표준물질 peak값과 
추출물질의 크로마토그램 peak 값 비교를 통해 실시하였다. iturin과 surfactin LP 표준물
질과 시제품의 유효 물질은 단일 peak로 검출되었으며, 유효 검출 시간은 각각 6.4~8.9분과 
14.3~15.3분이었다. 또한 fengycin LP는 7.9~11.7분으로 3개의 peak가 검출되었다. 

그림 32. LC-MS/MS MRM transition. a)Quantitation ion, b)Declustering potential, 
c)Entrance potential, d)Collision energy
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그림 33. LC-MS/MS에 의한 Bacillus biosurfactant LP 표준시료 정량 검출값.  

  (2) 시제품 나노리포좀 캡슐화 효율 및 유효물질 LP의 방출양상 분석 

 1) 시제품의 나노리포좀 캡슐화 효율

         시제품 나노리포좀 제형의 캡슐화 효율은 총 LP 함량에서 LP 잔류량을 백분율로 계산
하였다. 시제품 나노리포좀 제형의 캡슐화 효율 분석은 다음 공식을 사용하여 캡슐화에 사용
된 LP의 총량과 캡슐화된 현탁액을 원심분리 후 상등액에 존재하는 잔류 LP 함량 사이의 
차이로 계산되었다.          

         iturin, surfactin, fengycin 잔류 LP는 시제품 제형을 원심분리(8,000×g, 10분, 4°C)
한 후 분리된 상등액에 캡슐화되지 않은 LP와 코팅되지 않은 CS를 제거하기 위해 100 kDa 
AMICON® Ultra-15 centrifugal filter (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)를 사용하여 
여과하였다. iturin, surfactin, fengycin LP를 LC-MS/MS에서 동시에 검출하기 위해 
gradient mode에서 이원 용매 시스템으로 실행했다. 모든 화합물은 MRM (multiple 
reaction monitoring) 모드에서 분석되었다(그림 32). 그 결과 LP 및 CS 코팅 농도가 증가
함에 따라 캡슐화 효율도 향상되었다(표 2). 

    표 2. 시제품 제형의 리포좀 캡슐화 효율

     

Treatment Encapsulation efficiency (%)

0% CCL 54.0 b

0.2% CCL 63.4 b

0.5% CCL 82.5 a
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         0.5% CCL 시제품 제형의 LP 캡슐화 효율은 82.5%로 제형화 된 모든 제제 중에서 가
장 높았다. 하지만 CS를 최종적으로 코팅하지 않은 리포좀 시제품은 54% 캡슐화를 나타내
었으며, CCL 리포좀 제형에 CS 코팅화는 시제품의 효율성에 큰 영향을 미치는 것을 확인하
였다. 이러한 결과는 CS 코팅 때문에 LP 화합물이 리포좀에 효율적으로 로딩되었음을 보여
주는 결과다. 

그림 34. 시제품 나노리포좀 제형의 LP 캡슐화 효율.
The values followed by different letters in a column were significantly different 
at P< 0.05 by Duncan’s multiple range test.

       나노리포좀 캡슐 제형별로 각각의 biosurfactant LP 함량을 분석했다. 리포좀 캡슐의 
CS 코팅 함량이 높을수록 iturin과 fengycin LP 포집율은 증가하였고, surfacting LP 함량
은 감소하였다(그림 34). 0.5% CS 함량의 시제품 제형은 fengycin LP(85.7%)과 iturin 
LP(81.7%)가 surfactin LP보다 더 높은 포집율로 캡슐화되었다. 또한, CCL 시제품 제형 과
정에서 fengycin LP는 CS 코팅 농도가 증가함에 따라 KB21 미생물에서 유래한 
bioisurfactant LP 중에서 가장 높은 포집율의 리포좀 캡슐화 효율을 보였다. 따라서 본 연
구 개발은 KB21 유래 대사 유도체 바이오폴리머에 대한 CS 코팅을 통한 표면 나노 공학이 
리포좀의 안정성을 더욱 더 향상시키는 결과를 나타냈으며 이러한 개선된 공정으로 나노리
포좀 캡슐 제형을 완성시키는 제조 과정을 완성 시킬 수 있었다.
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  2) CCL 시제품 나노리포좀 제형의 LP 방출 양상 분석

그림 35. CCL 시제품 나노리포좀 제형의 CS 코팅 농도별 LP의 방출 양상

         CS 코팅 농도에 따라 제조된 시제품 CCL에서 리포좀 내 포집된 KB21 유래 
biosurfactant LP의 방출양상을 조사하였다. CS 농도별로 제조된 CCL 시제품 제형의 
biosurfactant LP의 방출율을 in vitro에서 측정하기 위해 CCL 시제품을 PBS(pH 7.4)에 
현탁 시키고 37°C에서 활성을 조사하였다(그림 35). 그림 35에서처럼, CS가 코팅되지 않은 
리포좀(0% CCL)내 존재하는 LP는 3시간 후에 연속적으로 방출되면서 약 47.5%가 방출되었
다. 24시간 후에는 총 포집된 LP량의 약 84.8%가 방출되었다. 하지만, 0.5% CCL 시제품 
제형은 검출 시간의 다른 제형들보다 포집된 LP 방출이 낮았으며 72시간 내에 97% 이상이 
방출되었다. 0.5% 시제품 제형은 3시간 후부터 총 LP량은 약 22.4% 방출되었으며 24시간
에는 약 71%이상 방출 양상을 나타냈다. 또한 0.2% CS 코팅에 의한 리포좀 제형과 LP 방
출변화 비교에서는 0.5% CS 코팅 제형은 3시간 후 11.1%와 24시간 후 6.9%로 0.2% CS 
코팅 제형보다 방출된 LP량과 속도에서 낮았다. 따라서 LP가 로딩된 리포좀에서 CS 코팅 
농도가 증가할수록 LP 방출 속도는 감소하였으며, 리포좀 캡슐에 대한 CS 코팅은 LP의 용
해 및 방출 속도에 상당한 영향을 미치는 것을 확인하였다. 60 시간째에 모든 리포좀 캡슐 
제형은 총 LP의 90% 이상이 방출되었다. 따라서 이러한 결과는 CS 코팅에 의한 리포좀은 
구조적 및 물리·화학적 안정성이 비교적 약한 리포좀 제형의 단점을 CS 코팅의 다중층 형성
으로 리포좀과 포집된 기능성 유효 물질의 캡슐화 안정성을 한층 증진시키는 제형 기술을 
완성하였다.
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  (3) 시제품 나노리포좀 캡슐 제형의 물리적 안정성 특성 분석 

         미생물 KB21 유래 바이오폴리머를 이용한 리포좀 캡슐화에 의해 제조된 시제품 제형
의 물리적 특성의 안정성을 분석하였다. 리포좀 캡슐 제형 제작을 위해 바이오폴리머 함유 농
도별 시제품을 12주 동안 4℃에서 보관하면서 평균 크기 분포의 변화와 유효 성분 
biosurfactant LP의 포집 효율 등을 모니터링하면서 물리적 안정성을 분석하였다. 장기 보관
하면서 4, 8, 12주 간격으로 각 시제품들로부터 분산된 리포좀들의 평균 직경을 측정하고, 각 
제형들로부터 리포좀 캡슐 내 LP 함량을 분석 그 포집량을 LC-MS/MS로 정량 분석하여 캡슐 
효율을 통하여 안정성을 분석하였다. 

그림 36. 장기 보관 시 CCL 시제품 제형의 크기 변화(a) 및 캡슐화된 LP의 손실량 분석(b)

         장기 보관 시 CCL 리포좀 캡슐 제형의 안정성을 평가하기 위해 4℃, 12주 동안 제형
의 크기 분포 변화를 모니터링하였다(그림 21a). 나노리포좀 캡슐 제형들을 12주 동안 저장
한 결과 모든 제형들은 평균 크기가 증가하였다. 그러나, CS가 코팅된 CCL 제형의 저장 전·
후 크기는 통계적인 유의미한 차이를 나타내지 않았다. 12주 보관 후 0% CCL의 크기는 보
관 전보다 16.1% 더 커졌으나 0.5% CCL은 3.4% 커지는 분포상을 나타냈다. 각 제형들은 
저장 4주 후에는 모두 일시적으로 크기가 줄어드는 분포 변화를 나타냈으나, 계속적인 저장 
기간 동안에 리포좀 캡슐 크기는 증가하였다. 같은 조건에서 각 제형들을 보관하면서 제형들
로부터 유출된 LP의 손실량도 측정하였다(그림 21b). 0% CCL의 대부분 LP 손실은 CS 코
팅이 안된 리포좀의 인지질 이중층을 통한 확산으로 장기간 보관시 손실율이 높았다. CS의 
첨가에 의한 리포좀 코팅은 4℃에서 12주 동안 저장하는 동안 리포좀 제형 캡슐 현탁액을 
안정화시켰으며, 제형의 직경과 유효성분 LP를 리포좀 내에서 장기간 유지할 수 있었던 능
력은 CS 코팅 때문으로 확인할 수 있었다. 
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  Ⅱ. 시제품 대량 생산 시스템 구축에 의한 제품화

                                                              (제 1 협동 ㈜현농)

  가. 미생물 유래 활성 화합물의 대량 생산 시스템 및 생산공정 확립

         제 1 세부(전남대학교 산학협력단)에서 개발한 나노 리포좀 캡슐 제조를 위해 미생물 
유래 대사 산물 biosurfactant LP의 대량 생산을 위하여 제 1 협동((주)현농)에서 대량 배양 
공정 개선으로 생산 공정을 확립하였다. 

 가. 유효성분의 대량 생산 배양 공정 확립

  (1) 선발된 미생물의 배지 조건 설정

  1) 탄소원 선택  

         Yeast extract 0.3%, KH2PO4 0.03%, K2HPO4 0.03%, MgSO4 0.03%, 의 기본 조건에 
탄소원은 Glucose, Sucrose, Mannitol을 시험하였으며 질소원은 Yeast extract와 soybean 
flour, urea를 이용하여 32도 150rpm에서 72시간 동안 균주를 배양하여 가장 균수가 높게 
나오는 조건을 선발하였다. 탄소원의 농도는 1%로 설정하여 그림1과 같이 glucose, sucrose, 
mannitol을 각각의 탄소원으로 배지를 조성하였다. Bacillus amyloliquefaciens 균주를 
각각의 배지에 접종 후 32도 150rpm에서 72시간 배양한 후 균수를 측정하였다. 탄소원으로 
glucose를 이용하였을 때 1.2E+08을 나타냈으며 mannitol을 이용하여 1.17E+08의 균수가 
측정되었다. sucrose를 탄소원으로 이용하였을 때 2.43E+08로 균수가 가장 높게 측정되는 
것을 확인하고 시제품 제작 시에 탄소원은 sucrose로 선택하였다. 

그림 1. 탄소원별 Bacillus amyloliquefaciens 균수 측정
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 2) 질소원 선택  

그림 2. 질소원별 Bacillus amyloliquefaciens 균수 측정

  

         앞서 선택 된 Sucrose 1.0%를 탄소원으로 하고 KH2PO4 0.03%, K2HPO4 0.03%, 
MgSO4 0.03%를 기본배지로 조제한 후 질소원 농도을 0.3%로 설정하여 각각의 질소원으로 배
지를 조성하였다.  Bacillus amyloliquefaciens 균주를 32도 150rpm 3일 배양한 후 CFU 측정
하였다. 그 결과 질소원을 urea를 이용하였을 때 1.53E+08의 균수를 보였으나 yeast extract
와 soybean flour을 이용하였을 때 각각 2.63E+08 와 2.37E+08로 urea를 사용했을 때 보다 
높은 균수가 확인되었다(그림2). 두 가지의 질소원은 유의성 있는 범위 내에서 균수가 확인되었
으나 단가 부분을 고려하였을 때 soybean flour이 경쟁력이 있기에 질소원으로는 soybean 
flour를 선택하였다.

  3) 탄소원/ 질소원의 비율 선택

그림 3. 탄소원/질소원 비율별 Bacillus amyloliquefaciens 생장 능력
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         탄소원은 Sucrose로 선택 후 함유량을 0.5%, 1.0%, 2%로, 질소원은 Soybean flour 
으로 선택하고 함유량을 0.3%, 0.5%, 0.8%로 각각의 배지를 조성하여 균수를 측정하였다. 그 
결과 그림 3에서 보는 바와 같이 Sucrose1.0%, Soybean flour 0.5%일때  Bacillus 
amyloliquefaciens 균주가 가장 잘 자라는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 해당 비율로 최종 
배양배지 조건을 확립하였다.

 나. 선발된 미생물을 이용하여 지표성분 및 유효성분 검정

           Bacillus amyloliquefaciens의 지표성분을 검정하기 위해 선택배지(Yeast extract 
0.3%, KH2PO4 0.03%, K2HPO4 0.03%, MgSO4 0.03%, Sucrose 1%, soybean flour 0.5%)
에 32도 150 rpm 에서 72시간 배양 후  10분 동안 4000rpm에서 centrifuge를 통해 상등액을 
분리하여 100% MeOH을 이용하여 용매 추출하였다. 지표성분과 유효성분의 항생물질을 검정
하기 위해 Agilent 1100 series, API 3200 Q TRAP 의 장비를 사용하였으며  Column은 
X-Bridge (2.1 x 100mm, 3.5 μm, C18)를 이용하였다. 분석 방법은 다음과 같이 적용하였다. 
5-95% (45 min), 500-1700 Da/Buffer A : 100% H2O + 0.05% TFA / Buffer B : 100% 
ACN + 0.05% TFA / Flow rate : 0.2 mL/min / Injection volume : 5 μL 

  (1) 선발된 미생물을 이용하여 지표성분 검정
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         Bacillus amyloliquefaciens의 지표 성분을 검정하기 위해 폴리펩타이드를 분석한 결과 
Iturin, Fengycin 그리고 surfactin의 황균활성 물질이 생성됨을 확인하였다. 각각의 항생물질
들을 LC-MS를 이용해 측정한 결과 위와 같은 결과를 얻을 수 있었다(그림4).

  (2) 벼 도열병에 효능을 가지는 미생물 추출물 유효성분 정량

         선발되어진 배양배지 조건을 기본으로 하고 0.07%의 레시틴과 4%의 키토산 콜로이달을 
0.1% 첨가하여 최종으로 선택한 배지에서 배양한  Bacillis amyloliquefaciens 배양액과 배양
액에 보조 증진제를 첨가하여 만든 시제품에서 생성된 항균물질들을 정량하여 그 값을 확인하였
다. 선발된 배지에서 72시간동안 배양된 균주와 시제품의 상등액을 분리하여 solid-phase 
extraction한 후 100% MeOH에 녹여 시료를 준비하였다.  Agilent 1100 series, API 3200 Q 
TRAP 의 장비로 분석하였으며 Column은 X-Bridge (2.1 x 100mm, 3.5 μm, C18)를 사용하였
다. 5-95% (45 min), 500-1700 Da/Buffer A : 100% H2O + 0.05% TFA / Buffer B : 100% 
ACN + 0.05% TFA / Flow rate : 0.2 mL/min / Injection volume : 5 μL의 분석방법을 사
용하였다. 그 결과 Bacillus amyloliquefaciens 배양액에서 Iturin은 546.4 µg/mL, surfactin
은 6259.3µg/mL의 값을 나타내었다. 시제품에서는 surfactin의 함량이 90739µg/mL의 값을 
나타내었다. 

 다. 유효성분의 항균활성 능력 및 기내시험을 통한 방제가 확인

         유효 성분 중의 하나인 surfactin을 농도별로 첨가한 배지를 만들어 각각의 병원성 곰팡
이의 생육저해 능력을 확인하였다. Surfactin의 농도별로 PDA 배지에 1000~3000ppm의 농도
를 넣고 패트리디쉬에 부은 후 하루 뒤에 배지 중앙에 곰팡이균을 접종하여 항생물질이 들어가
지 않은 PDA 배지와 비교하여 곰팡이 균의 생장을 비교하였다. 곰팡이균은 26도에서 3일에서 
7일 동안 배양하였으며 활성 검정 곰팡이병원균으로 Collectotrichum cocodes, 
collectotrichum accutatum,  Rhizoctonia solani, pythium ultimum을 사용하였다. . 탄저
병을 일으키는 collectotrchum cocodes, Collectotrichum acutatum, 모잘록병을 유발하는 
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum에 대해 항균활성 능력을 검정하였다. 그 결과 
surfactin 1,000ppm의 농도에서 탄저병균에 대해 50%의 방제가를 보였으며 2,000ppm이상의 
농도에서는 collectotrchum cocodes 병원균에 대해서 100%의 방제능력을 나타내었다.  

그림 4. Bacillus amyloliquefaciens에 의해 생성되는 항균물질 분석
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Rhizoctonia solani에 대해서는 1,000ppm부터 77% 이상의 방제가를 보였으나 Pythium 
ultimum에 대해서는 3,000ppm이상의 농도에서 52%의 방제가가 나타남을 알 수 있었다(그림
5).

그림 5. 유효성분의 병원성 곰팡이균에 대한 농도별 항균활성 능력 검정
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 라. 유효성분의 약효 약해 시험

  (1) 시제품의 기내 약효 검정

       선발된 배지 조건에서는 유효성분의 종류인 Surfactin이 가장 많이 나오는 조건이 확인되어 
항균활성 능력검정에서 가장 방제가가 높게 나온 고추 탄저병을 대상으로 기내 약효 시험을 진
행하였다. 시제품(타지마)의 정량은 500배 희석액으로 결정하였으며 배량은 250의 농도로 시험
하였다. 시험작물의 품종은 청양이었으며 파종 후 잎이 4엽이 나왔을 때 시험약제를 250배, 500
배 희석액을 각각 처리하였으며 (-)control은 물만 처리하여 24시간 후 Collectotrchum 
cocodes 1*106spore/ml을 분무 접종한 후 26도 100% 습실 조건에서 72시간동안 처리 후 병
반 면적율을 조사하였다. (+)control로 병원균을 처리하지 않은 대조구를 설정하여 고추 탄저병
에 대한 방제능력을 비교분석하였다. 그 결과 무처리구와 비교하여 정량에서는 50.2%의 방제가
를 보였으나 250배에서는 66.7%의 방제가로 유의성 있는 효과가 있음을 확인할 수 있었다(그림
6).

  (2) 시제품의 약해 시험

        최종시제품의 작물체 유묘에서 약해유무를 알아보고자 5작물 유묘 약해시험을 진행하였다. 
소독된 고추, 당근, 시금치, 상추 종자를 발아시킨 후, 본엽 1~2엽 전개 된 유묘를 멸균된 원예
용 상토를 담아 10cm×10cm 이색 원형포트에 정식하였다. 벼는 새청무 종자를 소독하여 최아
시킨 뒤 모판에 파종하여 10일 동안 육묘한 유묘를 수도용 상토가 담긴 25x30cm 와그너포트에 

그림 6. 시제품의 고추 탄저병에 대한 방제가 검정
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이식하였다. 최종시제품 타지마를 기준량 500배와 배량 250배액으로 조제하여 분무살포 하였으
며 처리 후 3, 5, 7일날 반점, 위조, 고사 등 외관상 약해유무를 육안으로 관찰하였다. 그 결과 
5작물 모두 기준량, 배량에서 무처리 대비 약해 증상이 없음을 확인하였다(그림7).
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 마. 시제품의 살포농도 및 횟수 결정

  (1) 최종시제품 희석배수별 도열병균에 대한 항균활성 측정

      

         최종시제품을 이용하여 10배~3000배까지 희석배수별로 PDA 배지를 만든 후 1일 건조시
켜 배지 중앙에 도열병균 plug를 치상하여 항생물질이 들어가지 않은 PDA 배지와 비교해 도열
병균의 생장을 비교하였다. 도열병균은 26도에서 7일 동안 배양하였으며 활성 검정은 도열병균
의 지름을 측정하여 항균활성능력을 산출하였다(그림8). 그 결과 최종시제품의 10배 희석액에서 
97.8%의 항균활성을 확인하였으며 100배 희석액에서 83.7%, 250배에서 71.9%, 500배에서 
55.5%의 항균활성이 확인되었으며 희석배수가 커질수록 항균활성도가 낮아지는 것을 확인하였
다. 500배 희석 이상에서는 항균활성이 낮아져 1000배 희석액에서는 24.4%, 2000배 희석액에
서는 7.3%로 항균활성이 거의 미미한 수준임을 확인하였다. 위 결과를 토대로 최종시제품의 실
제 사용농도는 항균활성이 50% 이상인 500배 희석으로 설정하였다.

그림 7. 시제품의 5작물 유묘 약해 검정

그림 8. 최종시제품의 희석배수별 도열병균에 대한 항균활성 검정
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 (2) 최종시제품 희석배수별 식물병원균에 대한 항균활성 측정

    표 1. 최종시제품 희석배수별 식물병원균에 대한 항균활성 및 방제가

그림 9. 최종시제품의 희석배수별 식물병균에 대한 항균활성 검정
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         도열병균에 대한 항균활성뿐만 아니라 여러 가지 식물병원균에 대하여 농도별 항균활성시
험을 진행하였다(그림9). 시험방법은 도열병 항균활성측정 방법과 동일하게 진행하였다. 대상 
식물병원균으로는 잿빛곰팡이경을 일으키는 Botrytis cinerea, 탄저병을 일으키는 
Collectotrichum cocodes, 점무늬병을 일으키는 Cladosporium sp., 시들음을 유발하는    
Fusarium oxysporum, 잘록병을 일으키는 Pythium ultimum과 Rhizoctonia solani를 사용
하였다. 26도에서 7일 동안 배양한 뒤 항균활성을 측정한 결과, Botrytis cinerea, 
Collectotrichum cocodes, Cladosporium sp., Fusarium oxysporum에 대해서는 500배 희
석액에서 42.5~63.6%의 수치의 항균활성을 나타내었고, Pythium ultimum과 Rhizoctonia 
solani에 대해서는 최종시제품 100배 희석액에서 동일 수준(47.4%, 45.9%)의 항균치를 확인하
였다. 이로써 제작된 최종시제품은 도열병뿐만 아니라 여러 식물병원균에 대해서도 500배 희석
액에서 항균효과가 있다는 것을 확인하였으며 잘록병균에 대해서는 5배 정도 더 높은 농도가 요
구된다는 것을 확인하였다(표1).

 바. 농약/유기농업자재/영양제와의 혼용 가능 여부 확인

  (1) 농약 혼용 후 Iturin과 Surfactin 함량 분석

         최종시제품의 농약 혼용 시 제품 안정성 시험을 위해 살충제와 살균제 혼합 후 유효성분
인 Iturin과 Surfactin 함량 변화 여부를 측정하였다. Iturin과 Surfactin 함량분석은 시마즈 
LCMS-8050으로 분석하였으며 자세한 분석조건은 그림10과 같다. Iturin과 Surfactin 
standard는 시그마 시약(S3523 & I1774, Sigma)을 구매하여 사용하였으며, 분석에 사용된 각 
표준물질정량곡선의 R2값은 0.99 이상임을 확인하였다.(그림11).

그림 10. 유효성분의 LC-MSMS 분석 조건
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        혼용 약해시험에 사용된 살충제와 살균제는 에토펜프록스 10%(명타자)와 플루디옥소닐 
20%(사파이어) 품목을 사용하였으며 타지마 시제품 250배와 해당 농약 추천사용량으로 혼합하
여 상온에 일주일 방치 후 유효성분인 Iturin과 Surfactin의 함량을 측정하였다. Control로 사
용된 타농약과 혼용하지 않은 시제품 250배에서는 surfactin 함량이 477.3ppm, Iturin함량이 
42.9ppm이 검출되었고, 살충제인 etofenprox와 혼용구에서는 surfactin  481.1ppm, Iturin
함량이 36.9ppm이 검출되었으며 살균제 fludioxonil과의 혼용구에서는 surfactin  473.0ppm, 
Iturin 43.4ppm이 검출되었다. 이로써 살충제와 살균제 혼용구 모두에서 Iturin과 Surfactin의 
함량이 안정적으로 유지되는 것이 확인되었으며 실제 상용화 시 에토펜프록스와 플루디옥소닐 
품목과 혼용 가능할 것으로 사료된다(표2, 그림12).

그림 11. 유효성분의 표준물질 검량 곡선
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    표 2. 농약 혼용 후 Iturin 및 Surfactin의 유효성분 함량

그림 12. 농약 혼용 후 Iturin 및 Surfactin의 크로마토그램
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 (2) 유기농업자재 및 영양제 혼용 후 물리적 성상 분석

         최종시제품과 영양제와의 혼용가능성을 확인하기 위하여 칼슘제, 규산제, 미량요소복합
비료, 아미노산제를 시제품과 혼용하여 7일간 상온에 정치 후 물리적 성상을 조사하였다. 그 결
과 수화성은 99% 이상으로 조사되었으며 침강성은 관찰되지 않았고 hard caking 및 결정이 
생성되지 않아 영양제와 혼용이 가능함을 확인하였다(그림13).

 사. 유통 및 보관상의 유용성 검정 및 화학적 안정성 확인

그림 13. 유기농업자재 및 영양제 혼용후 물리적 성상 비교

그림 14. 유기농업자재 및 영양제 혼용후 물리적 성상 비교
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         유통 및 보관상의 유용성 검정 및 화학적 안정성 확인을 위하여 최종시제품을 250배 희석
하여 4도 2주, 54도 2주간 온도처리 후 유효성분인 Iturin과 Surfactin의 함량을 측정하였다(그
림14). 그 결과 두 온도 조건 모두에서 Surfactin의 함량은 477.3ppm에서 499.4ppm 이 확인
되었으나, Iturin의 함량이 54도에서 20% 이하로 낮아지는 것으로 보아 Iturin 성분이 고온에 
민감하게 작용하여 분해되는 것으로 추정되며 시제품 유통·보관 시 서늘한 음지에서 이루어져야 
할 것으로 판단된다(표3).

 아. 방제 매뉴얼 작성 및 포장에서의 방제가 검정

  (1) 벼 도열병에 대한 약제방제효과 시험

표 4. 최종시제품 처리횟수 및 농도별 벼 도열병 병반면적 증가율

표 5. 최종시제품 처리횟수 및 농도별 벼 도열병에 대한 약제 방제 효과

         최종시제품의 처리농도와 처리횟수별 벼 도열병에 대한 약제방제효과를 알아보고자 담양
에서 필드시험을 진행하였다. 2022년 8월 1일부터 8월 11일까지 5일 간격 3회 경엽살포 하였
고, 약효조사는 1차 약제살포 후 5일부터 3차 약제처리 후 5일 뒤인 8월 16일까지 5일 간격 총 
4회 병반면적을 측정하였으며 처리 시마다 병반 면적 증가율을 측정하였다. 병반면적 증가율은 
시제품 처리전 0day의 병반면적을 측정한 뒤 약효조사 시마다 증가되는 병반면적을 측정하였고 
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그 차이를 초기 병반면적으로 나누어 백분율로 환산하여 최종 병반 면적 증가율을 산출하였다.
(그림15). 그 결과 최종 약효조사 시 병반면적 증가율을 조사하였을 때 무처리구는 약제 처리 
전보다 328%로 증가한 반면 정량 1회, 2회, 3회 처리구는 112.6% ~ 77.9%로 처리 횟수가 증가
함에 따라 병반면적 증가폭이 감소하는 경향치를 보였고 배량 1,2,3회 처리구는 52.3%~39.0%
로 정량 처리구보다도 병반면적 증가폭이 낮았으며 정량구와 마찬가지로 처리회수가 증가함에 
따라 그 수치가 줄어드는 것을 확인하였다(표4). 방제가로 환산하였을 때 정량 처리구는 65.7% 
~ 76.3%의 방제가를 보여주었으며 배량처리구는 무처리구 대비 84.0~88.1%의 높은 방제율을 
보여주었다(표5). 

그림 15. 최종시제품의 벼 도열병에 대한 약제방제효과시험
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  (2) 최종시제품 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과 시험

 표 6. 최종시제품 처리횟수 및 농도별 벼 잎집무늬마름병 피해도

         최종시제품의 처리농도와 처리횟수별 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과를 알아보
고자 담양에서 필드 시험을 진행하였다. 2022년 8월 4일부터 8월 24일까지 10일 간격 3회 경엽
살포 하였고, 약효조사는 1차 약제살포 후 10일부터 3차 약제 처리 후 10일 뒤인 9월 3일까지 
10일 간격 총 4회 피해도를 측정하였다(그림16). 피해도 조사방법은 「농약 및 원제의 등록기준, 
고시 제2021-33호」의 고시 방법에 따라 산출하였으며 총 100개의 경수를 조사하였고, 발병도
를 지엽, 차엽, 3엽까지 발병한 3단계로 나누어 백분비로 산출하였다. 그 결과, 최종 약효조사 
시 피해도가 무처리구는 30.3%인 반면 정량 1회, 2회, 3회 처리구는 23.7%, 14.3%, 13.0%로 
처리 횟수가 증가함에 따라 피해도가 감소하는 경향치를 보였고 배량 1, 2, 3회 처리구는 
21.0%~11.0%로 정량 처리구보다도 피해율이 낮았으며 정량구와 마찬가지로 처리 횟수가 증가
함에 따라 그 수치가 줄어드는 것을 확인하였다(표6). 방제가로 환산하였을 때 정량 처리구는 
21.8% ~ 57.1%의 방제가를 보여주었으며 배량 처리구는 무처리구 대비 30.7%~63.7%의 높은 
방제율을 보여주었다(표7).     

표 7. 최종시제품 처리횟수 및 농도별 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과
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그림 16. 최종시제품의 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과시험

  (3) 최종시제품 벼 흰잎마름병에 대한 약제방제효과 시험

         최종시제품의 처리농도와 처리횟수별 벼 흰잎마름병에 대한 약제방제효과를 알아보고자 
장성에서 필드시험을 진행하였다. 2022년 8월 19일부터 9월 2일까지 7일 간격 3회 경엽살포 하
였고, 약효조사는 1차 약제살포 후 7일부터 3차 약제처리 후 7일 뒤인 9월 2일까지 7일 간격 
총 4회 발병도를 측정하였다. 발병도 조사방법은 「농약 및 원제의 등록기준, 고시 제2021-33
호」의 고시 방법에 따라 산출하였으며 반복구당 10엽을 조사하여 총 조사엽수에 대한 발병도에 
따른 발병엽수의 합을 백분비로 산출하여 발병도를 표시하였다. 그 결과 최종 약효조사 시 발병
도가 무처리구는 39.0%인 반면 정량 1회, 2회, 3회 처리구는 25.7%, 20.0%, 18.6%로 처리 횟
수가 증가함에 따라 발병도가 감소하는 경향치를 보였고 배량 1,2,3회 처리구는 19.5%~12.9%
로 정량 처리구보다도 발병율이 낮았으며 정량구와 마찬가지로 처리회수가 증가함에 따라 그 수
치가 줄어드는 것을 확인하였다. 방제가로 환산하였을 때 정량 처리구는 34.1% ~ 52.4%의 방
제가를 보여주었으며 배량 처리구는 무처리구 대비 50.0%~67.0%로 비교적 높은 방제율을 보여
주었다(그림17). 
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(4) 최종시제품 벼 모썩음병에 대한 약제방제효과 시험

       최종 시제품의 벼 모썩음병에 대한 약제방제효과를 검정하였다. 모썩음 병원균인 Pythium 
ultimum을 1/2 PDA에 7일간 배양하여 1×1cm로 자른 mycelia plug를 수도용 상토와 
1plug/g로 혼합하여 이병토를 만들어 모판에 담은 후, 최종시제품 500배 희석액 1L를 관주처
리하였고, 소독 후 최아시킨 벼 종자(새누리)를 이병토에 파종하여 28도, 70% humidity, 14시
간 2500LUX 조건에서 25일간 모썩음병 진전도를 관찰하였다. 그 결과 파종 15일, 20일, 25일 
뒤 모썩음 이병주를 조사하였을 때 무처리구 32.7%, 43.5%, 61.8%로 이병율이 증가하는 반면, 
최종 시제품 처리구는 15일 4.8% 수준의 이병율이 25일까지 유지되어 더 이상 발병이 진행되지 
않은 것을 확인하였다(그림18).

그림 17. 최종시제품의 벼 흰잎마름병에 대한 약제방제효과시험
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 자. 유기농업자재등록 시험

  (1) 약효약해 시험

  1) 벼 도열병에 대한 약제방제효과시험(전남 영암)

         최종시제품의 도열병에 대한 약제방제효과 시험을 전남 영암 신북면에서 실시하였다. 시
험방법 및 결과는 아래와 같다.

-------------------------------------------------------------------------------

1. 시험 개요

1.1 시 험 기 관 : ㈜현농

1.2 시 험 년 도 : 2021년

1.3 시험 책임자 : 한송희

1.4 시 험 장 소 : 전남 영암군 신북면 학동리 ***

1.5 시험입지조건(토성) : 미사질양토

그림 18. 최종시제품의 벼 모썩음병에 대한 약제방제효과시험
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2. 시험목적 

 (주)현농 의뢰제품인 「타지마」의 벼 잎도열병에 대한 약효·약해를 검토하여 유기농업자재 
공시자료로 활용하기 위함.

3. 시험방법

3.1 대상충해 : 벼 잎도열병 (Magmaporthe grisea)

3.2 시험작물(품종) : 벼(호평)

3.3 대상병해 발생상황 :무처리구에서 병반면적율이 4.4%로 약효를 조사하기에 충분하였음. 

3.4 처리내용

시험 약제명
주원료

투입비율(%)

약 효 시 험 약 해 시 험
희석배수 및 

사용량
처리시기 및 방법 기준량 배 량

타 지 마 미생물 추출액(100%) 500배
발생 초 1회 

경엽살포
(7/14)

500배
(7/14)

250배
(7/14)

무 처 리 - - - - -

3.4.1 시험약제 처리 내용

3.4.1.1 시험약제

  - 타지마

3.4.1.2 시험약제의 조제

- 약효시험 – 약제 20ml, 물 10L, 전체약량 30L

- 약해시험(정량) - 약제 4ml, 물 2L 전체약량 6L

- 약해시험(배량) - 약제 8ml, 물 2L 전체약량 6L 

3.4.1.3 시험구당 처리 약제의 양 : 처리구당 10L(약효), 2L(약해) 살포

3.4.1.4 분무기(살포기) 제원 : SUN전동분무기/신일종합농기계, 2구 노즐

3.5 경종개요
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3.5.1 재배방법

재배조건 재식간격 이앙일자 기타

영암 노지재배 20x20cm 2020.06.03 타약제 처리하지 않음

3.6 시험구배치 및 면적 : 난괴법 3반복

구  분 처리수 반복수 총구수 구당면적 소요면적 총소요면적

약  효 2 3 6 30m2 180m2

225m2

약  해 3 3 9 5m2 45m2

3.7 약제처리(살포) 전후 기상상황 : 약제처리나 약효조사에 영향을 끼칠 큰 기상변화 없었음.

월/일 강우량(mm) 최고/최저 기온(℃) 평균기온(℃)

7/13 - 32.9/24.6 28.4

7/14 - 31.4/24.8 27.5

7/15 - 32.7/23.4 27.7

 ※처리일자, 기상정보 :강진(무) 기상관측소

4. 조사방법

구분 조사항목
조사
횟수

조사일자 조사방법

약효
시험

병반면적율(%) 1회 8/04
최종 약제처리 21일 후 구당 30주당 병반
면적율 조사

약해
시험

외관상 약해유무 3회 7/17, 7/19, 7/21
최초 약제처리 7일 이내 3회(약제처리 후 
3,5,7일) 외관상 약해유무 달관조사

5. 시험성적

 5.1 약효시험

 5.1.1 벼 잎도열병에 대한 약제방제 효과(최종약제처리 21일 후)
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시험약제
병반면적율(%) 유의차

(DMRT) 방제가(%)
Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평균

타지마 1.2 1.0 1.1 1.1 b 75.0

무 처 리 4.3 4.6 4.4 4.4 a -

    CV(%)-7.1

5.2 약해시험 : 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 낙엽여부 등 약해 증상 없음.

조사일 무처리 기준량 배량

3일후
(7/17)

5일후
(7/19)

7일후
(7/21)

6. 결과요약

 6.1 약효
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  ○ 타지마 제품은 벼 잎도열병에 대하여 75.0%의 우수한 방제효과를 나타냄. 

 6.2 약해

  ○ 타지마 제품을 기준량, 배량 처리 후 7일간 약해 조사 결과 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 
낙엽여부 등 약해 증상 관찰되지 않음.

7. 시험담당자 의견

○ 타지마 제품은 벼 잎도열병에 대하여 우수한 방제효과를 나타내고, 약해증상도 발견되지 
않아 벼 잎도열병 방제 약제로 사용 가능할 것으로 판단됨.

8. 시험적합성 증빙자료

 8.1 시험약제

 8.2 시험포장

그림 1. 시험포 전경 및 공시시료 처리 사진

타지마
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-------------------------------------------------------------------------------

  2) 벼 도열병에 대한 약제방제효과시험(전북 순창)

         최종시제품의 도열병에 대한 약제방제효과 시험을 전북 순창 유등면에서 실시하였다. 시
험방법 및 결과는 아래와 같다.

-------------------------------------------------------------------------------

1. 시험 개요

1.1 시 험 기 관 : ㈜현농

1.2 시 험 년 도 : 2021년

1.3 시험 책임자 : 한송희

1.4 시 험 장 소 : 전북 순창군 유등면 오교리 ****

1.5 시험입지조건(토성) : 양토

2. 시험목적 

(주)현농 의뢰제품인 「타지마」의 벼 잎도열병에 대한 약효·약해를 검토하여 유기농업자재 
공시자료로 활용하기 위함.

3. 시험방법

3.1 대상충해 : 벼 잎도열병 (Magmaporthe grisea)

3.2 시험작물(품종) : 벼(호평)

무처리구 공시시료 처리구
그림 2. 약효 조사 결과
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3.3 대상병해 발생상황 :무처리구에서 병반면적율이 5.0%로 약효를 조사하기에 충분하였음. 

3.4 처리내용

시험 약제명
주원료

투입비율(%)

약 효 시 험 약 해 시 험
희석배수 및 

사용량
처리시기 및 방법 기준량 배 량

타 지 마 미생물 추출액(100%) 500배
발생 초 1회 

경엽살포
(7/13)

500배
(7/13)

250배
(7/13)

무 처 리 - - - - -

3.4.1 시험약제 처리 내용

3.4.1.1 시험약제

  - 타지마

3.4.1.2 시험약제의 조제

- 약효시험 – 약제 20ml, 물 10L, 전체약량 30L

- 약해시험(정량) - 약제 4ml, 물 2L 전체약량 6L

- 약해시험(배량) - 약제 8ml, 물 2L 전체약량 6L 

3.4.1.3 시험구당 처리 약제의 양 : 처리구당 10L(약효), 2L(약해) 살포

3.4.1.4 분무기(살포기) 제원 : SUN전동분무기/신일종합농기계, 2구 노즐

3.5 경종개요

3.5.1 재배방법

재배조건 재식간격 이앙일자 기타

순창 노지재배 20x20cm 2020.06.08 타약제 처리하지 않음

3.6 시험구배치 및 면적 : 난괴법 3반복
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구  분 처리수 반복수 총구수 구당면적 소요면적 총소요면적

약  효 2 3 6 30m2 180m2

225m2

약  해 3 3 9 5m2 45m2

3.7 약제처리(살포) 전후 기상상황 : 약제처리나 약효조사에 영향을 끼칠 큰 기상변화 없었음.

월/일 강우량(mm) 최고/최저 기온(℃) 평균기온(℃)

7/12 - 33.4/23.8 28.0

7/13 - 33.7/23.0 28.5

7/14 - 32.5/24.0 27.8

  ※순창(무) 기상관측자료

4. 조사방법

구분 조사항목
조사
횟수

조사일자 조사방법

약효
시험

병반면적율(%) 1회 8/03
최종 약제처리 21일 후 구당 30주당 병반
면적율 조사

약해
시험

외관상 약해유무 3회 7/16, 7/18, 7/20
최초 약제처리 7일 이내 3회(약제처리 후 
3,5,7일) 외관상 약해유무 달관조사

5. 시험성적

 5.1 약효시험

 5.1.1 벼 잎도열병에 대한 약제방제 효과(최종약제처리 21일 후)

시험약제
병반면적율(%) 유의차

(DMRT) 방제가(%)
Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평균

타지마 1.2 1.2 1.3 1.2 b 76.0

무 처 리 5.0 4.8 5.1 5.0 a -

    CV(%)-4.9

5.2 약해시험 : 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 낙엽여부 등 약해 증상 없음.
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조사일 무처리 기준량 배량

3일후
(7/16)

5일후
(7/18)

7일후
(7/20)

6. 결과요약

 6.1 약효

  ○ 타지마 제품은 벼 잎도열병에 대하여 76.0%의 우수한 방제효과를 나타냄. 

 6.2 약해

  ○ 타지마 제품을 기준량, 배량 처리 후 7일간 약해 조사 결과 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 
낙엽여부 등 약해 증상 관찰되지 않음.

7. 시험담당자 의견

○ 타지마 제품은 벼 잎도열병에 대하여 우수한 방제효과를 나타내고, 약해증상도 발견되지 
않아 벼 잎도열병 방제 약제로 사용 가능할 것으로 판단됨.
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8. 시험적합성 증빙자료

 8.1 시험약제

8.2 시험포장

-------------------------------------------------------------------------------

타지마

그림 1. 시험포 전경 및 공시시료 처리 사진

무처리구 공시시료 처리구
그림 2. 약효 조사 결과
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  3) 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과시험

         최종시제품의 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제효과 시험을 전남 담양에서 실시하였다. 
시험방법 및 결과는 아래와 같다.

-------------------------------------------------------------------------------

1. 시험 개요

 1.1 시 험 기 관 : ㈜현농

 1.2 시 험 년 도 : 2022년

 1.3 시험 책임자 : 한송희

 1.4 시 험 장 소 : 전남 담양 대덕면 비차리 ***

 1.5 시험입지조건(토성) : 미사질양토

 2. 시험목적 

  ㈜현농 의뢰제품인 「타지마」의 벼 잎집무늬마름병에 대한 약효약해를 검토하여 유기농업자재 
공시자료로 활용하기 위함.

3. 시험방법

 3.1 대상병해 : 벼 잎집무늬마름병(Rhizoctonia solani)

 3.2 시험작물(품종) : 벼(신동진)

 3.3 대상병해 발생상황 : 무처리구에서 피해도가 32.6% 이상으로 약효를 조사하기에 
충분하였음. 

 3.4 처리내용

시험 
약제명

주원료투입비율
약 효 시 험 약 해 시 험

희석배수 및 
사용량

처리시기 및 방법 기준량 배 량

타지마 미생물추출물(100) 500배
유수형성기 및 수잉기 각 

1회 경엽처리
(7/6, 8/1)

500배
(7/6)

250배
(7/6)

무 처 리 - - - - -

 3.4.1 시험약제 처리 내용

 3.4.1.1 시험약제  
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  - 타지마

3.4.1.2 시험약제의 조제

- 약효시험 – 약제 10ml, 물 5L, 전체약량 15L

- 약해시험(정량) - 약제 2ml, 물 1L, 전체약량 3L

- 약해시험(배량) - 약제 1ml, 물 1L, 전체약량 3L

3.4.1.3 시험구당 처리 약제의 양 : 처리구당 5L(약효), 1L(약해) 살포

3.4.1.4 분무기(살포기) 제원 : SUN전동분무기/신일종합농기계, 2구 노즐

3.5 경종개요

3.5.1 재배방법

재배조건 재식간격 이앙일자 출수일자 기타

노지재배 25cm×25cm 5/25 8/14 타약제 처리하지 않음

3.6 시험구배치 및 면적 : 난괴법 3반복

구  분 처리수 반복수 총구수 구당면적 소요면적 총소요면적

약  효 2 3 6 30m2 180m2

225m2

약  해 3 3 9 5m2 45m2

3.7 약제처리(살포) 전후 기상상황 : 약제처리나 약효조사에 영향을 끼칠 큰 기상변화 없었음.

월/일 강우량(mm) 최고/최저 기온(℃) 평균기온(℃)

7/5 7.3 32.0/25.2 27.4

7/6* - 34.5/25.0 29.1

7/7 4.9 33.0/26.0 28.8

7/31 26.4 28.5/25.3 26.4

8/1* 1.5 30.0/25.5 27.6

8/2 1.7 31.4/25.4 28.0
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 4. 조사방법

구분 조사항목
조사
횟수

조사일자 조사방법

약효
시험

피해도 1회 9/3 출수 20일 후 구당 30주 피해도 조사

약해
시험

외관상 약해유무 3회 7/9, 7/11, 7/13
약제처리 7일 이내 3회(약제처리 후 3, 
5, 7일) 외관상 약해유무 달관조사

5. 시험성적

 5.1 약효시험

 5.1.1 벼 잎집무늬마름병에 대한 약제방제 효과(출수 20일 후)

시험약제
피해도(%) 유의차

(DMRT) 방제가(%)
Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평균

타지마 14.4 13.6 13.8 13.9 b 57.4

무 처 리 34.4 31.1 32.2 32.6 a -

5.2 약해시험 : 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 낙엽여부 등 약해 증상 없음.

조사일 무처리 기준량 배량

3일후
(7/9)

5일후
(7/11)

7일후
(7/13)
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6. 결과요약

 6.1 약효

  ○ 타지마는 벼 잎집무늬마름병에 대하여 57.4%의 방제효과를 나타냄. 

 6.2 약해

  ○ 타지마를 기준량, 배량 처리 후 7일간 약해 조사 결과 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 
낙엽여부 등 약해 증상 관찰되지 않음.

7. 시험담당자 의견

○ 타지마는 벼 잎집무늬마름병에 대하여 우수한 방제효과를 나타내고, 약해증상도 발견되지 않아 
벼 잎집무늬마름병 방제 약제로 사용 가능할 것으로 판단됨.

8. 시험적합성 증빙자료

 8.1 시험약제

8.2 시험포장

그림 1. 시험포 전경 및 공시시료 처리 사진

무처리구 공시시료 처리구
그림 2. 약효 조사 결과

타지마
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  4) 벼 흰잎마름병에 대한 약제방제효과시험

         최종시제품의 벼 마름병에 대한 약제방제효과 시험을 전남 장성에서 실시하였다. 시험방
법 및 결과는 아래와 같다.

-------------------------------------------------------------------------------

1. 시험 개요

1.1 시 험 기 관 : ㈜현농

1.2 시 험 년 도 : 2022년

1.3 시험 책임자 : 한송희

1.4 시 험 장 소 : 전남 장성군 삼계면 상도리 ***

1.5 시험입지조건(토성) : 양토

2. 시험목적 

㈜현농 의뢰제품인 「타지마」의 벼 흰잎마름병에 대한 약효약해를 검토하여 유기농업자재 
공시자료로 활용하기 위함.

3. 시험방법

3.1 대상병해 : 벼 흰잎마름병(Xanthomonas campestris)

3.2 시험작물(품종) : 벼(강대찬)

3.3 대상병해 발생상황 :무처리구에서 발병도가 19.2%로 약효를 조사하기에 충분하였음. 

3.4 처리내용

시험 
약제명

주원료투입비율(%)

약 효 시 험 약 해 시 험
희석배수 

및 
사용량

처리시기 및 방법 기준량 배 량

타지마 미생물추출물(100) 500배
발병직전 7일 간격

2회 경엽처리
(8/26, 9/02)

500배
(8/26)

250배
(8/26)

무 처 리 - - - - -
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3.4.1 시험약제 처리 내용

3.4.1.1 시험약제

  - 타지마

3.4.1.2 시험약제의 조제

- 약효시험 – 약제 10ml, 물 5L, 전체약량 15L

- 약해시험(정량) - 약제 2ml, 물 1L, 전체약량 3L

- 약해시험(배량) - 약제 1ml, 물 1L, 전체약량 3L

3.4.1.3 시험구당 처리 약제의 양 : 처리구당 5L(약효), 1L(약해) 살포

3.4.1.4 분무기(살포기) 제원 : SUN전동분무기/신일종합농기계, 2구 노즐

3.5 경종개요

3.5.1 재배방법

재배조건 재식간격 이앙일자 출수일자 기타

노지재배 25cm×25cm 2022.06.03 2022.08.15 타약제 처리하지 않음

3.6 시험구배치 및 면적 : 난괴법 3반복

구  분 처리수 반복수 총구수 구당면적 소요면적 총소요면적

약  효 2 3 6 30m2 180m2

225m2

약  해 3 3 9 5m2 45m2

3.7 약제처리(살포) 전후 기상상황 : 약제처리나 약효조사에 영향을 끼칠 큰 기상변화 없었음.

월/일 강우량(mm) 최고/최저 기온(℃) 평균기온(℃)
8/25 - 29.9/21.8 24.9
*8/26 - 29.9/21.0 24.5
8/27 - 26.8/19.0 22.8
9/01 - 26.4/20.2 22.6
*9/02 - 27.1/20.1 23.1
9/03 0.0 28.9/21.9 24.9
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 4. 조사방법

구분 조사항목
조사
횟수

조사일자 조사방법

약효
시험

발병도(%) 1회 9/09 최종약제처리 7일 후 
구당 30주에 대한 발병도 조사

약해
시험

외관상 약해유무 3회 8/29, 8/31, 9/2
약제처리 7일 이내 3회(약제처리 후 3, 
5, 7일) 외관상 약해유무 달관조사

  ○ 타지마는 벼 흰잎마름병에 대하여 53.6%의 방제효과를 나타냄. 

 6.2 약해

  ○ 타지마 시료를 기준량, 배량 처리 후 7일간 약해 조사 결과 경엽의 위조, 고사, 반점, 황변, 
낙엽여부 등 약해 증상 관찰되지 않음.

7. 시험담당자 의견

○ 타지마는 벼 흰잎마름병에 대하여 우수한 방제효과를 나타내고, 약해증상도 발견되지 않아 벼 
흰잎마름병 방제 약제로 사용 가능할 것으로 판단됨.

8. 시험적합성 증빙자료

  8.1 시험약제

 8.2 시험포장
타지마

그림 1. 시험포 전경 및 공시시료 처리 사진
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구  분 조 사 항 목 조사회수 조 사 일 자 조  사  방  법

약  해 외관상 약해유무 3

고추 10/09, 10/11, 10/13

경엽의 외관상 약해 
유무 달관조사

당근 10/16, 10/18, 10/20
배추 10/04, 10/06, 10/08
상추 10/05, 10/07, 10/09
시금치 10/07, 10/09, 10/11

(4) 시험성적

시험약제 시험작물
약해정도 (0～5)

비  고
기 준 량 배  량

타지마

고추

당근

배추

상추

시금치

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

약해없음

(5) 엽수 조사

시험약제 시험작물
엽수 (처리후 7일)

무 처 리 기 준 량 배  량

타지마

고추

당근

배추

상추

시금치

4

3

4

4

4

4

3

4

4

4

4

3

4

4

4

(6) 초장 조사

무처리구 공시시료 처리구
그림 2. 약효 조사 결과
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시험약제 시험작물
초장 (처리후 7일)

무 처 리 기 준 량 배  량

타지마

고추

당근

배추

상추

시금치

9

12

8

8

7

9

12

8

8

7

9

12

8

8

7

(7) 처리구별 전경

      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

당근
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      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

배추

나. 공시시료 처리 후 5일째 유식물체 생육모습

      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

배추
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      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

상추

      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

시금치

다. 공시시료 처리 후 7일째 유식물체 생육모습
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      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

고추

      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

당근
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      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

배추

      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

상추
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      처리구

 작물
무처리구 추천구 배량구

시금치

(9) 결과요약

  공시시료의 처리에 의한 약해 발생 유무를 조사하기 위하여 공시시료를 정량, 2배량으로 나누 어 
작물 약해 시험을 실시하였다. 각각의 농도를 정식 후 엽면살포 처리하여 생육장해 및 피해 증상
을 달관 조사한 결과, 2배량은 물론 추천 배율에서도 약해가 발생하지 않음을 확인하였다.

(10) 시험담당자 의견

     본 공시시료에 대한 작물의 약해 발생 유무를 분석하기 위하여 공시시료 정량, 2배량을 엽면살
포처리 후 3, 5, 7일간 관찰한 결과 모든 처리구에서 약해가 발생하지 않았다.
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  (3) 시제품 유효물질 성분의 이화학적 분석 성적서

         시제품 타지마의 유효물질 검출에 대한 이화학적 분석 성적서는 강원대학교 산학협력
단의 친환경농산물안전성센터에서 분석하였으며 분석결과 성적서는 다음과 같다. 

이화학적 분석 성적서
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유효물질의 농도별 표준물질 검량

시제품 유효물질 분석 결과
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  (4) 유해 성분 분석 시험 및 성적
       시제품에 대한 유해 중금속 8종 분석을 통하여 안전성을 검사하였다. 분석 결과에 대한 성적서는 

다음과 같다.

유해 성분 분석 성적서

 

  (5) 병원성 미생물 분석 시험 성적서

          시제품의 병원성 미생물 5종에 대한 분석 결과에 대한 성적서는 다음과 같다.
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병원성 미생물 분석 시험성적서
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  (6) 잔류농약분석 시험

        시제품의 유기농업자재 공시 및 안전성 검사를 위해 잔류농약성분에 대한 분석 검사를 
실시하였으며 분석 결과 성적서는 다음과 같다.

잔류농약 322 성분 잔류농약 464 성분

잔류농약 분석 성적서

  (7) 토끼를 이용한 시제품의 피부자극성 시험
        시제품의 뉴질랜드 white계 토끼를 이용한 피부자극성에 대한 시험 분석을 의뢰 실시

하였으며 분석 결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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시제품의 토끼를 이용한 피부자극성 시험 성적서
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  (8) 토끼를 이용한 시제품의 안점막 자극성 시험

        시제품의 뉴질랜드 white계 토끼를 이용한 안점막 자극성에 대한 시험 분석을 의뢰 실
시하였으며 분석 결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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  (9) 랫드를 이용한 시제품의 급성 경구 독성시험
        시제품의 랫드를 이용한 급성 경구 독성에 대한 시험 분석을 의뢰 실시하였으며 분석 

결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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  (10) 랫드를 이용한 시제품의 급성 경피 독성시험

        시제품의 랫드를 이용한 급성 경피 독성에 대한 시험 분석을 의뢰 실시하였으며 분석 
결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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  (11) 꿀벌을 이용한 시제품의 급성 접촉 독성시험
        시제품의 꿀벌(Apis mellifera)를 이용한 급성 접촉 독성에 대한 시험 분석을 의뢰 실

시하였으며 분석 결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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  (12) 담수어류를 이용한 시제품의 급성 독성시험
        시제품의 담수어류 잉어(Cyprinus carpio)를 이용한 급성 독성에 대한 시험 분석을 

의뢰 실시하였으며 분석 결과 최종 보고서는 다음과 같다.
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

가. 연구개발 목표

구분 내용

최종목표 미생물 유래 바이오폴리머 생합성 배양기술을 이용한 나노리포좀 캡슐 제제 개발

세부목표
○ 콜로이드성 입자 기반의 천연생물소재에 의한 벼 도열병 방제제 개발
○ 미생물 유래 대사유도체의 대량생산 시스템 공정 확립
○ 유기농자재 등록 및 포장검정에 의한 방제지침서 개발

나. 정성적 연구개발 성과

연구범위 세부 개발 내용 및 성과

생물적 방제균 유래 
대사유도체 생산

▸유용 미생물 3종 분리 및 동정과 생장 특성에 의한 항진균 활성 검정
  - B. subtilis, P. polymyxa, B. amyloliquefaciens 
  - 배양 24시간 생장밀도: 1.2~1.8×108 CFU/mL
  - biosurfactant 생산 능력검정: 29.1~39.1 mN/m surface tension 유지 
  - 추출된 바이오폴리머의 벼 도열병균에 대한 항진균 활성 증가: 5~10%
  - 벼 도열병 실내검정: KB21 균주 우수(78% 방제효과)
  - 벼 잎도열병 온실 방제효과(200배): KB21 균주 우수(59% 이상)
▸배양 기질 특이성에 의한 대사유도체 생산 및 항진균 활성 검정
  - 배양 기질: 키토산(CS) 분말 형태와 콜로이드 형태 사용
  - 균주 생장밀도 증가: 5일 배양시 4.82×109~5.12×108 CFU/mL
  - 항진균 활성 증가: R. solani(4.1~5.3%), F. oxysporum(3.5~8.8%)
  - biosurfactant 생산 증가: surfactin, fengycin, iturin 생산량 증가
  - 배양 기질 가수분해 효소 생산능력 증가: chitosanase 활성 증가 

미생물 유래 
대사유도체에 의한 
제형 및 최적 혼합 
조건별 물리·화학적 

특성 평가

▸항진균 활성 증진을 위한 항진균 대사 화합물 생산능력 검정
  - 바이오폴리머 생산 및 추출 능력 검정: Bs KB21균주 우수
  - 추출 조건 확립: supernatant:ethanol(1:3), 2.5% organic acid 등
▸ 제형물의 혼합 조건별 리포좀 캡슐 제형화: 10종 제형화 및 항균활성 검정
  - 바이오폴리머의 리포좀 제형화: homogenization 방법에 의한 레시틴 이용 리포좀 제형  
  - 리포좀 제형의 CS 캡슐화(CCL): 0.5% CS 코팅시 surface tension(26.2mN/m) 우수 
▸CCL 혼합조건별 대사유도체 함량 분석
  - 코팅농도별 유효물질 분석 조건 확립: LC-MS/MS 이용 함량분석
  - 유효물질 분리 및 정제 조건 확립: iturin, fengycin, surfactin
  - 0.5% 코팅 CCL 조건: 유효물질 총량 500.8 mg/kg 우수하며 함량 안정적 유지
▸CCL 물리·화학적 및 구조적 특성 분석
  - CCL 형태 관찰: FETEM
  - 0.5% CCL DLS 분석: Z-average(121.67nm), PDI(0.25), 제타 전위(-10.47mV)
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  - FTIR 분석: 고유 특성의 피크 변화와 공정 중 각 물질들간 물리화학 구조적 변화 확인
▸리포좀 캡슐화 효율 분석
  - CS 코팅 농도별 캡슐화 효율: 0.5%(82.5%) >0.2%(63.4%) 
  - 캡슐 코팅에 의한 유효물질 함량 증가: 0.5% 코팅 농도 증가
  - 유효물질별 성분함량 포집율: fengycin(85.7%), iturin(81.7%) > surfactin
▸리포좀 제형의 유효물질 방출 양상 분석
  - 코팅 농도별 방출 양상(37℃, 6시간후): 0%(58.7%) > 0.2%(48.5%) > 0.5%(34.5%) 
▸리포좀 제형 시제품의 물리적 안정성 특성 분석
  - 시제품의 코팅 농도별 구조적 형태 분석: TEM 분석
  - 장기보관시 리포좀 크기 변화(4℃ 12주): 0.5% 3.4% 증가로 안정적(0% 16.1%)
  - 장기보관시 유효물질 손실량: 0% CCL(89.3%) > 0.5% CCL(29.9%) 

대량생산 시스템 
및 생산공정 
확립에 의한 
시제품 제작

▸미생물 대량 생산 조건 확립
  - 대량 배양 조건: 32℃ 150rpm, 3~5일 배양
  - 탄소원(sucrose), 질소원(soybean flour) 선발: 2.4~2.6×108CFU/mL
  - 영양원 혼합 비율: sucrose:soybean flour=1%:0.5%시 3.0×108CFU/mL
▸증진제 혼합 조건
  - 배양 영양원 첨가: lecithin(0.07%), CS(0.1%)
  - 지표 성분(surfactin) 함량 증가: 첨가후(90739μg/mL) > 첨가전(6259.3μg/mL) 
▸대량배양에 의한 시제품 제작
  - 대량배양(500mL->50L->5톤), 생물전환(리포좀 포집), 혼합반응(코팅), 샘플링(QC),포장
  - 시제품 제조 처방전 작성: 원제 66%, 보조제 및 기타 함유한 액상 시제품 제작

CCL 나노리포좀 
캡슐 시제품의 

항진균 활성 평가 및 
사용지침서 작성

▸CCL 나노리포좀의 외부 코팅 제형 농도별 항진균 활성 실내검정
  - 균사 생장억제효과: 70.8%(배양여액보다 13~15% 더 우수)
  - 포자 발아억제효과: 68.9%(배양여액보다 22.3% 더 우수) 
  - CCL 처리시 포자 형태 변화: 비정상 모양, 소포 형성, 뒤틀림, 균사체에 세포질이 없는 빈 세포 형성 
▸살포농도별 벼 도열병 방제효과 검정
  - 균사생육 억제: 10×(97.8%)>100×(83.7)>250×(71.9)>500×(55.5)>1000×(24.4)>2000×(7.3) 
▸리포좀 캡슐 코팅 농도별 및 살포농도별 벼 도열병 방제효과 검정
  - 리포좀 캡슐 시제품 제작 및 대량 배양 생산 조건 확립: 0.2%~0.5% CCL 제형
  - 0.5% 제형의 도열병 방제 실내 검정: 73.9% 방제효과(배양여액보다 12.5% 더 우수)
  - 0.5% 제형의 살포농도별 온실 검정: 500~800배 농도시 83~72% 방제효과
  - 0.5% 제형의 잎도열병 밭못자리 검정: 500~800배 농도시 84.2~55.3% 방제효과
▸시제품의 벼 도열병 병반 진전 억제 효과(포장 병반면적율 검정)
  - 500배 살포회수별 병반 증가율: 3회(46%) > 2회(38%) > 1회(75.2%), 무처리(195%)  
  - 250배 살포회수별 병반 증가율: 3회(12%) > 1회(26%) > 2회(32%) 
  - 방제효과: 250배 평균 84.6%, 500배 평균 74.4% 
▸시제품의 벼 잎도열병 포장 방제효과
  - 500배 살포 포장검정(전남 강진): 1포장 65%, 2포장 53% 방제효과
▸벼 잎도열병 대상 시제품 사용지침서 작성
  - 사용시기: 출수전 또는 병발생초
  - 권장농도 및 살포방법: 500배, 7~10일 간격 2~3회 살포

시제품 유효성분 
표준 분석법 개발 

▸시제품 활성물질 유효성분 탐색 및 분석
  - 추출방법: BuOH, EtOAc, hexane 등 이용 추출 정제법 확립 
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및 품질 관리, 
유통·보관상 
유용성 검정

  - 분석방법: TLC 전개법 및 LC-MS/MS 분석 조건 확립
  - 유효성분 탐색: KB21 균주의 itrurin, fengycin, surfactin 검출 
▸지표성분 검출 및 분석
  - LC-MS 분석 조건 확립
  - 지표성분 검출: fengycin > iturin > surfactin, Bacillonycin 검출 안됨 
  - 제품 QC: 지표성분 surfactin 이용
▸시제품 지표성분 농도별 약효 검정
  - 대상병원균: 탄저병(C. cocodes, C. acutatum), 모잘록병(R. solani, P. ultimum)
  - surfactin 1,000ppm : 균사 생장 41~77% 억제     
  - surfactin 2,000ppm : 균사 생장 58~100% 억제   
  - surfactin 3,000ppm : 균사 생장 82% 이상 억제  
▸시제품 지표성분 약효 및 약해 검정(온실 검정)
  - 고추 탄저병 방제효과: 250배(66.7%), 500배(50.2%) 농도 우수
  - 약해 검정: 고추, 당근, 시금치, 상추 유묘에 대한 250배와 500배 농도 약해없음
▸유통 및 보관상 유효물질의 유용성 및 화학적 안정성 검정
  - 유통기한 검정(54℃, 2주 보관): surfactin 477 ppm 함량 유지, iturin 감소
  - 유통기한 검정(4℃ 2주 보관): surfactin, iturin 함량 유지

시제품 병해충 
방제 스펙트럼 

검정 및 타 제품 
혼용가능성 평가

▸시제품의 항균활성 스펙트럼 검정
  - 대상병원균: B. cinerea, C. cocodes, Cladosporium sp., F. oxysporum, P. ultimum, R. solani
  - 살포농도별 균사억제: 10×(94~73%), 100×(83~45%), 500×(64~13%), 1000×(25~4%)
▸시제품의 방제 스펙트럼 적용 확대 검정(포장검정) 
  - 벼 깨씨무늬병 포장 방제효과: 500배 처리시 56% 이상 방제효과
  - 벼 잎집무늬마름병 포장 방제효과: 250배 3회(62%) > 500배 3회(56%)
  - 벼 흰잎마름병 포장 방제효과: 250배 3회(60%) > 500배 3회(50%)
  - 벼 모썩음병 포장 발생율: 500배 3회(4.8%), 무처리(32.7%) 
▸시제품의 농약 및 농업자재 혼용에 의한 유효성분 함량 변화 분석
  - 시제품 지표 유효성분 함량 분석: LC-MS
  - 농약(에토펜프록스(10%), 플루디옥소닐(20%)): 혼합전 iturin/surfactin 함량 유지 
  - 유기농자재/영양제(4종): 경시적 변화, 화학적 결정 등 외관상 물리화학적 변화 없음 
▸시제품의 타 제품 혼용에 의한 약효 평가 및 방제효과
  - 벼 대상 합성농약 6종: 무처리 대비 60% 이상 방제효과, 약해 증상 없음 

시제품 
유기농업자재 등록 

및 시험

▸시제품 제품화 및 유기농업자재 등록 
  - 2종 상품화: 타지마(신규), 바이오스트롱(기존 제품 공정 개선)
  - 주성분: surfactin
▸시제품 약효 및 약해 시험 성적서
  - 벼 도열병 방제효과: 전남 영암(75%), 전북 순창(76%) 
  - 벼 잎집무늬마름병 방제효과: 전남 담양(57.4%)
  - 벼 흰잎마름병 방제효과: 전남 장성(53.6%)
▸작물 5종 약해 시험 성적서  - 고추, 당근, 배추, 상추, 시금치: 약해 없음 
▸유효물질 성분의 이화학적 분석 성적서  - surfactin: 평균 39.06mg/kg
▸유해 성분 분석 시험 성적서  - 유해 중금속 8종: 불검출
▸병원성 미생물 분석 시험 성적서
  - 병원성 미생물 5종: 불검출
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  (2) 정량적 연구개발성과

▸잔류 농약분석 시험 성적서
  - 322 성분 및 464 성분: 불검출
▸독성 시험 성적서
  - 피부자극성(토끼), 안점막자극성(토끼), 급성경구독성(랫드), 급성경피독성(랫드), 급성
접촉독성(꿀벌), 담수어류 급성독성(잉어)

< 연구개발성과 성능지표>

평가 항목

(주요성능)
단위

전체 

항목에서 

차지하는 

비중2」(%)

세계 최고
연구개발 전

국내 성능수준
연구개발 목표치

목표설정 

근거보유국/보유

기관
성능수준 성능수준 1단계(2021~2022)

1 지표성분 종 20 독일/바스프
천연물 지표성분 기

준(식약처)
1종의지표성분 확보 공인성적서

2 유해성분 % 20  
미국/FMC 기준치의1/3이하 허용기준 이하 중금속 기준치 이하 공인성적서

3 잔류농약 % 20 독일/바이엘 기준치이하 기준치 이하 0.05ppm이하 공인성적서

4 약효.약해 방제가 % 20 독일/바이엘 50% 무처리 대비 50% 무처리 대비 50% 공인성적서

5 안전성 평가 종 20 미국 Food-Grade4급이하 저독성 3급이하 저독성 3급이하 공인성적서

< 정량적 연구개발성과표>
(단위 : 건, 백만원)

  연도

성과지표명
1단계

(2021~2022)
계 가중치(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 

지표

특허출원
목표(단계별) 2 2 20

실적(누적) 6 6

학술발표
목표(단계별) 4 4 5

실적(누적) 13 13

논문(SCI)
목표(단계별) - - -

실적(누적) 2 2

논(비SCI)
목표(단계별) 1 11 -

실적(누적) 1

논문평균 

IF

목표(단계별) - - -

실적(누적) 5.189 5.189

연구개발과제 특성 반

영 지표

기술실시

(건수)

목표(단계별) 1 1 20

실적(누적) 1 1

기술료

(백만원)

목표(단계별) 8 8 10

실적(누적) 10 10

제품화

(건수)

목표(단계별) 1 1 20

실적(누적) 2 2

매출액

(백만원)

목표(단계별) 300 300 10

실적(누적) 341.56745 341.56745

고용창출
목표(단계별) 2 2 10

실적(누적) 2 2

기술인증
목표(단계별) 1 1 3

실적(누적) 1 1

홍보전시
목표(단계별) 1 1 2

실적(누적) 1 1

인력양성
목표(단계별) - - -

실적(누적) 5 5

계
목표(단계별) 321 321 100

실적(누적) 391 391
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  (3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Effect of Chitosan Coating for Efficient 
Encapsulation and Improved Stability 
under Loading Preparation and Storage 
Conditions of Bacillus Lipopeptides

Nanomateri

als
강범용 12(23) 국외 MDPI

SCI

5.719

2022.

11.25

2079-49

91
100

2

Target Mechanism of Iturinic Lipopeptide 
on Differential Expression Patterns of 
Defense-Related Genes against 
Colletotrichum acutatum in Pepper

Plants 박준성 11(9) 국외 MDPI
SCI

4.658

2022.

5.9

2223-77

47
100

3

Antifungal Improvement Effect by Metabolic 
Induction Mechanism of Chitosan, a Culture 
Nutrient, in Bioprocess Productivity of 
Paenibacillus polymyxa KB16

Journal of 

Chtin and 

Chitosan

강범용 27(4) 국내

한국키틴

키토산학

회

비SCI
2022.

12.15

1229-41

60
100

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
2022 추계 한국식물병리학회
Effect of polymer coating on the properties and the antifungal activity 
of Bacillus extract loaded liposomes

류광록,최준석,

신혜민,강범용
2022.10.18

전남 

순천대학교

대한

민국

2
2022 추계 한국식물병리학회
Antifungal activity of iturin lipopeptides isolated from Bacillus subtilis 
KB21 against pepper anthracnose

류광록,최준석,

신혜민,강범용
2022.10.18

전남 

순천대학교

대한

민국

3
2022 추계 한국식물병리학회
Differential expression of bioactive metabolites produced by 
polysaccharide polymers-based Bacillus amyloliquefaciens fermentation

강범용,류광록 2022.10.18
전남 

순천대학교

대한

민국

4
2022 춘계 한국식물병리학회
Biocontrol efficacy of the liposomal nanovesicles systems based the 
antimicrobial agents and antibiotic delivery platforms to plant protection

강범용,류광록,

박준성
2022.4.20

전북 변산 

소노벨

대한

민국

5
2022 춘계 한국식물병리학회
Antifungal active of iturin lipopeptides isolated from Bacillus subtilis KB21 
against pepper anthracnose disease

류광록 

박준성,강범용
2022.4.20

전북 변산 

소노벨

대한

민국

6
2022 춘계 한국식물병리학회
Antifungal activities of the extracts and constituents fractionated from 
Rheum undulatum against phytopathogenic fungi.

강범용,최준석,

신혜민,류광록,

정우진

2022.4.20
전북 변산 

소노벨

대한

민국

7
2021 추계 한국식물병리학회
Antifungal activity of liposomal nanovesicles based the antimicrobial 
peptide conjugate produced by Bacillus amyloliquefaciens

강범용,정우진,

박준성
2021.11.10

온라인 

학술대회

대한

민국

8
2021 추계 한국식물병리학회
Effect of lecithin-induced fengycin lipopeptides produced by Bacillus 
amyloliquefaciens against Cucumber mosaic virus on pepper plant

강범용,박준성 2021.11.10
온라인 

학술대회

대한

민국

9
2021 한국응용화학회 및 국제심포지엄
Multifunctional biocontrol of fengycin-type lipopeptides produced by 
Bacillus amyloliquefaciens

강범용,전승표,

정우진
2021.8.23

제주 라마다

플라자

대한

민국

10
2021 한국응용화학회 및 국제심포지엄
Antibiotic activity of microbial-derived polysaccharide polymer-coated 
liposomal peptide conjugate

강범용,전승표,

정우진
2021.8.23

제주 라마다

플라자

대한

민국

11
2021 한국유기농업학회 상반기
Evaluation of Bacillus velezensis CE100 Formulation Against Red Pepper 
Anthranose (Colletotrichum acutaum)

강범용,전승표,

김길용,정우진
2021.6.30

온라인 

학술대회

대한

민국

12
2021 한국유기농업학회 상반기
Antifungal Improvement Effect of Microbial Derived Polymer-coated 
Peptide Conjugate

강범용,정우진 2021.6.30
온라인 

학술대회

대한

민국

13
2021 한국유기농업학회 상반기
Analysis of antifungal activity and active substance by Bacillus strain 
culture

강범용,전승표,

정우진
2021.6.30

온라인 

학술대회

대한

민국
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  □ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일 출원 번호
등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1
키토산으로 코팅된 고리형 리포펩타이
드 도입 리포좀을 포함하는 항생제 조
성물 및 이의 제조 방법

대한

민국

강범용,

정우진
2023.01.27

10-2023-

0010476
100

2 대황을 이용한 식물병 방제제
대한

민국

강범용,

김철홍,

한송희,

박주연

2022.10.7
10-2022-

0128425
100

3 고삼을 이용한 식물병 방제제
대한

민국

강범용,

김철홍,

한송희,

박주연

2022.10.7
10-2022-

0128427
100

4 정향을 이용한 식물병 방제제
대한

민국

강범용,

김철홍,

한송희,

박주연

2022.10.7
10-2022-

0128426
100

5
대황추출물을 이용한 벼 도열병 방제

제

대한

민국

강범용,

김철홍,

한송희,

박주연

2021.11.29
10-2021-

0166641
100

6
정향추출물을 이용한 고추 탄저병 방

제제

대한

민국

강범용,

김철홍,

한송희,

박주연

2021.11.29
10-2021-

0166642
100

   ㅇ 지식재산권 활용 유형

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

1 √

  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등) : 해당사항 없음

  □ 신기술 지정 : 해당사항 없음 
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  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

1 농자재 인증 강원대학교산학협력단 유기농자재 공시 공시번호:2-4-120 2022.11.24 대한민국

2 농자재 인증(등록중) 강원대학교산학협력단 유기농자재 공시 대한민국

  □ 표준화 : 해당사항 없음

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

1 HN_타지마 2022.1 ㈜현농 전남 장성 병해충 관리 2년

2 HN_바이오스트롱 2022.11 ㈜현농 전남 장성 병해충 관리 2년
유기농업자재

공시기관
2022.11.24

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1
노하우 

기술이전
나노 플랫폼 기반 미생물 유래 대
사물질 전달운반체 제형 노하우 ㈜현농 2022.9.20 10,000,000원 10,000,000원

  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식
사업화 형태 지역 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명국내

(천원)

국외

(달러)

1 기술이전 신제품 개발 국내
식물병 방제제 

제품화
제품 판매 ㈜현농 180,000 2022

2 자기실시 기존 공정 개선 국내
식물병 방제제 

제품화
제품 판매 ㈜현농 161,600 2022

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

식물병 방제제 제품화 2022 341,567 341,567 제품 판매액

합계 341,567 341,567
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  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

성과 신제품 및 기존 공정 개선 제품화

사업화 계획

사업화 소요기간(년) 3년

소요예산(천원)

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

300,000 500,000 800,000

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내 10 15 20

국외

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

수출

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
2021년 2022년

1 식물병 방제제 제품화 ㈜현농 1 1 2

합계 1 1 2

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력 7

생산인력

개발 후
연구인력 9

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계

  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도
식물병 방제제 

제품화
300,000 2

기대 목표
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  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 학사학위 2022
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

2 2 2

2 석사학위 2023 2 1 1 2

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용
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  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

1 박람회
국제 바이러스 · 박테리아 

산업 박람회

친환경 살균제, 살충제, 

영양제 등 제품 전시 
2022.7.18

  □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항

○ 전문연구인력 양성 

 - 학사 학위: 2022년도 기준 학사학위 2명

 - 석사 학위: 2023년도 기준 석사학위 2명

 - 관련분야 전문인력 양성으로 사회적 가치 및 성과 활용에 기여함

 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 미생물 유래 대사유도체 제작 및 

평가시스템 구축

 

▸배양 기질 추출 및 조건 확립

▸배양 기질 특이성 대사 유도체 제작  

▸활성 검정 시스템 확립 및 평가 완료

▸100

▸100

▸100  

○ 유효 항진균제 선발 및 표준분석법 

연구

▸나노 캡슐 약해 안전성 검정

▸우수 혼합 화합물 선발

▸화합물 표준 분석법 개발

▸100

▸100

▸100

○ 생산공정시스템 확립 및 제형 개발 ▸최적 혼합 조건별 효과검정

▸대량 생산시스템 및 생산공정 확립

▸대량 생산 표준화 및 제형 개발

▸100

▸100

▸100

○ 시제품 활성 평가 및 활성 물질 검정 ▸시제품 효과검정 및 사용지침서 작성

▸시제품 안정성 및 안전성 검정

▸활성 물질 유효물질 및 작용기작 구명

▸100

▸100

▸100

○ 제형 제품화에 따른 현장 적용 평가 

및 등록

▸벼 병해 관련 항진균제 스펙트럼 분석

▸포장 방제 매뉴얼 작성

▸시제품 제품화 및 유기농자재 등록 

▸100

▸100

▸100
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4. 목표 미달 시 원인분석: 해당사항 없음

5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

총괄과제명 세부과제명 기관명 유형
총 연구
개발비

(A)

정부지원 
연구개발비

(B)

정부지원
연구개발비 

비율
(C=B/A)

성과
유형

기술기여도

산정
근거 비율

미생물 유래 
바이오폴리머 

생합성 
배양기술을 

이용한 
나노리포좀 

캡슐 제제 개발

미생물 유래 
대사유도체 특성 
구명 및 시제품 

소포장 검정

전남대산
학협력단

대학
(비영리)

348 348 1.000
신규 

기술개발
해당
없음

-

시제품 대량 생산 
시스템 구축에 의한 

제품화
㈜현농

중소기업
(영리)

222.5 170 76.4
신규 

기술개발
-① 76

계 570.5 518 - - - -

(단위 : 백만원, %)

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

< 연구개발성과 활용계획표>

구분(정량 및 정성적 성과 항목)
연구개발 종료 후 5년 이내

2023 2024 2025 2026 2027

특허출원
국내

국외

특허등록
국내 1

국외

인력양성

학사

석사 2

박사

사업화

시제품개발

상품출시

기술이전

공정개발

매출액(단위 : 천원) 300 400 450 500 550

기술료(단위 : 천원)
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[뒷면지]

주   의
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2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 유용농생명자원산업화기술

개발 사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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