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요 약 문

Ⅰ. 제  목

차세대 생물농약 개발에 관한 연구 (핵심 1과제: 곤충 병원미생물을 이용한 차세대 미생물살

충제 개발, 핵심 2과제: 길항 미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물 소재 개발)

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

 <목적>

지난 20여 년 간 국내 대학 및 연구소에서 수행된 생물농약 관련 기초 및 응용연구 결과와 

관련 산업체에서 제품화를 위하여 국내외에서 획득한 제품의 대량 생산 및 제제화 기술을 바

탕으로 이를 더욱 더 발전시켜 천연식물보호제(생물농약) 제품 생산에 필요한 원천 공정 기

술을 확보하고 동시에 세계적인 차세대 제품을 개발하고자 하였다. 

 <필요성>

국내외적으로 안전 농산물에 대한 소비자들의 관심이 높아지고 국가 간의 자유로운 교역

(FTA)이 확대됨에 따라 우리 농산업의 국제 경쟁력 확보가 어느 때보다도 중요해지고 있다.

현재 정부에서는 안전한 농산물 생산을 통한 농업 경쟁력 제고를 위한 일환으로 제 3차 친

환경농업육성 정책을 추진하고 있다. 따라서 2015년까지 현재의 화학농약 사용량을 15% 감

소시킬 수 있는 대체 천연식물보호제의 개발과 보급이 필수적이다.

최근 바이오 벤처기업과 대학, 연구소를 중심으로 우수한 미생물 또는 신규 미생물 유래 활

성물질이 확보 된 바 있으나 제품화에 필요한 대량생산 및 제형화 등의 기술 축적이 미흡하

고 제품화를 위한 마케팅 능력 부족으로 세계적인 제품 개발에는 아직 성공하지 못하고 있

다. 따라서 세계적인 천연식물보호제 개발과 보급을 위하여 산・학・연 연구 개발 주체 간에

기술 개발 노하우 및 세계 시장 진출에 대한 전략 공유와 역할 분담을 할 수 있는 긴밀한

협조 체계가 필요하다.

병·해충에 의한 국내의 작물 생산 피해는 평균 20-30% 정도로 살충제 및 살균제 시장의

약 60%가 방제가 어려운 흡즙 해충, 토양해충 및 역병, 탄저병 및 흰가루 병 등의 화학농약



- 4 -

이 차지하고 있으며, 주요 방제 대상 해충으로는 진딧물, 응애, 가루이, 굼벵이 등이 있다.

이들 해충과 병원균은 기존 화학약제에 대한 저항성 발현이 빠르고 세대주기가 짧아 방제가

제대로 이뤄지지 않아 종종 작물 생산에 심각한 영향을 미치고 있다. 더구나 이들의 친환경

적인 방제에 사용되고 있는 국내 유통 제품들은 대부분의 원제가 중국산으로 국내 개발 및

사용에 어려움이 많다. 따라서 기존 제품보다 활성이 뛰어나고 적용 스펙트럼도 넓은 우수

한 미생물 또는 미생물 유래 원제의 개발이 절실하다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

<핵심 1과제: 곤충 병원미생물을 이용한 차세대 미생물살충제 개발>

○ 곤충병원성 곰팡이 Metarhizium, HY-2, Paecilomyces HY-4속 균주의 배양특성 분석 및 대량

생산 조건 확립

○ 곤충병원성 곰팡이의 경제적 대량배양 조건 및 균체 수확 기술 확립

○ 방제효과 증진 및 을 위한 제품의 shelf-life 연장을 위한 제제법 개발

○ 개발된 제형의 다양한 조건에서 살충력 및 제형 안정화

○ 포장 약효/약해 평가 및 제품 QC 방법 확립

○ 친환경유기농자재 등록을 위한 안전성, 효능 자료 및 관련 자료 확보

○ 곤충병원성 곰팡이의 살충 기작 연구

<핵심 2과제: 길항 미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물 소재 개발>

○ 신규 세균의 대량 생산을 위한 배지 성분 및 조건 등 생산 공정 개발

○ 세균의 안정성과 방제효과를 높이기 위한 최적 제형 개발

○ 시제품의 병 방제 효과 조사(온실, 포장시험)

○ 선발 세균의 살균 작용기작 연구

○ 선발 세균이 생산하는 항균물질의 분리 및 구조 결정

○ 항균물질 대량 생산 및 관련 유전자 분리 및 분석

○ 미생물 및 천연소재 안정성과 방제효과 증대를 위한 Microencapsulation, Microsphere,

Minigranule 제조

○ 친환경 유기농자재등록을 위한 약효, 약해 시험 및 독성, 안전성 조사
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 성과

<핵심 1과제: 곤충 병원미생물을 이용한 차세대 미생물살충제 개발>

1. 곤충병원성 곰팡이의 대량 생산 공정 개발

미생물 원제인 특허 균주 메타리지움(Metarhizium)속 HY-2와 패실로마이세스

(Paecilomyces) 속 HY-4 균주의 경제적 대량배양 공정을 개발하고 고농도 활성 포자의 생

산 기술을 확보하였다.

가. 메타리지움 속 곰팡이의 대량 생산 방법(특허 출원: 10-2011-0028178)

본 발명은 메타리지움속 HY-2 곰팡이 및 이를 이용한 농업해충 방제용으로 활용하기 위한

산업적 대량생산에 관한 것으로, 메타리지움 곰팡이의 대량생산을 위한 배지 조성, 배양및

포자 생산 방법은 다양한 농업해충의 방제 등 산업적으로 유용하게 이용될 수 있음.

나. 패실로마이세스 속 곰팡이의 대량 생산 방법(특허 출원: 10-2011-0028179)

곤충병원성 곰팡이 패실로마이세스(Paecilomyces) 속 HY-4를 경제적으로 대량 배양 할 수

있는 배지조성, 배양방법 및 포자생산 방법 등으로 이는 농업해충을 친환경적으로 방제할

수 있는 미생물 살충제 등 생물농약 개발에 요긴하게 활용 가능함.

다. 패실로마이세스 속 균주를 이용한 생물농약 제조 방법 (특허 출원: 10-2013-0062878)

본 발명은 해충방제를 위한 패실로마이세스(Paecilomyces) 속 HY-4 균주를 포함하는 해충

방제용 미생물제제의 활성포자를 분산, 현탁, 혼합 등의 방법으로 사용하기 위한 비료, 친환

경유기농자재, 또는 생물농약을 위한 조성물에 관한 것임.

2. 미생물 원제의 대량생산, 제형 개발 및 안전성 조사

위 대량생산 방법을 이용하여 배양 후 곰팡이 포자를 수확, 고농도의 시험원제를 확보 한

후 물리적, 화학적 안정성을 검토하였고, 시험 제형을 개발하였다. 개발한 시험 제형을 이용

하여 친환경유기농자재 목록공시 신청을 위한 공인인증 기관을 통한 급성독성, 꿀벌독성 등 

시험 분석을 실시하였다. 

3. 시험 원제 및 제형의 살충력 검증

흡즙성 난방제 해충인 점박이응애, 복숭아혹진딧물, 담배가루이를 목적 해충으로 설정하여 

실험실내에서의 사육 체계를 확립하였으며, 선정된 3종의 흡즙성 미소 해충에 대한 곰팡이

의 적절한 처리 방법을 조사한 결과, 패실로마이세스(Paecilomyces) 속 HY-4 균주만이 점

박이응애에 병원성이 있었다. 최종적으로 패실로마이세스(Paecilomyces) 속 HY-4 균주를 



- 6 -

이용하여 제조된 패시포라의 다양한 제제를 이용하여 점박이응애에 방제 가능성을 확인하였

다. 오이점박이응애에 대한 약효/약해 시험을 진행하였고, 5종 작물(금관고추, 만풍배추, 귀

공자수박, 금관참외, 매향딸기)에 대한 비해 시험도 수행하였다. 

4. 친환경 유기농자재 시제품 개발

상기의 결과를 바탕으로 관련 기술을 (주)인섹트바이오텍에 기술 이전하고, 시제품 ‘패시포

라(PaeciPora)'를 개발하였다. 현재 곤충병원성 곰팡이를 이용한 친환경유기농자재로 등록

신청 중에 있다.

<핵심 2과제: 길항 미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물 소재 개발>

1. 신규 내생 세균의 분리·동정 및 대량 생산 조건 확립

주요 식물병에 대하여 강한 병원균 억제효과, 기주식물의 병저항성 유도 및 식물생육촉진

효과를 갖는 다기능성 신규 세균 2종 Martelella endophytica YC6887, Bacillus

methylotrophicus YC7007을 분리 동정하고, 대량 생산 조건을 확립하였다.

가. Martelella endophytica YC6887

이 균주는 염생식물 해당화 뿌리 내에서 분리 되었으며 Phytophthora, Pythium 외 여러 주

요 식물병원균에 대한 억제 효과가 뛰어나며, 본 연구 결과 신종으로 확인되어 새로운 이름

을 붙였고, 식물병의 생물학적 방제 효능 외에도 질소 고정 효능을 갖는 다기능성 미생물

임 (특허 출원: 10-2011-0069612).

나. Bacillus methylotrophicus YC7007

이 균주는 논의 식물 뿌리 내에서 분리된 내생세균으로 흰가루병균, 탄저병균, 벼키다리병균

에 대하여 강한 억제효과를 보였으며, 동시에 벼의 식물생육촉진, 유도저항성 효과가 좋은

다기능성 미생물 임 (특허 출원: 10-2013-0046313)

2. 미생물 원제의 제형화 기술 개발

대량생산 된 선발 균주 및 천연항균물질의 고농도 미생물 원제를 확보하여 부제, 계면활성

제 등을 첨가하고 상온 또는 분무건조 방식으로 입제 또는 수화제 형태의 포장 시험 사용에

필요한 제형을 개발하였다.

가. 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 micro-encapsulation 제조

제제 시 키토산-sulfate complex 미세입자 크기는 키토산의 농도 및 분자량이 증가함에 따라 증가

하였고 분자량이 14 kD에서 가장 높은 미세입자 형성 효율을 보였다. Attrition mill의 처리시간 60
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분에서 평균 미세입자 크기는 0.73 um 이었으며, 미세입자 형성 효율은 키토산과 알긴산 농도가 1.5%

와 1.0%에서 극대화 되었고 알긴산을 이용한 minigranule은 미생물 보존력이 8.7x108 cfu/g 에서

3.9x107 cfu/g으로 나타났다.

3. 미생물 및 천연물질 시험 제형의 병 방제효과 조사

개발된 제형을 이용하여 식물 병 중 방제가 어려운 고추역병, 흰가루병(고추, 오이), 벼키다

리병 방제효과를 포장 시험에서 확인한 결과 천연식물보호제 등록에 충분한 평균 60% 이상

의 방제가를 얻었다. 각 제형의 5종 식물에 대한 약해 시험에서도 전혀 약해가 나타나지 않

은 안전한 것으로 확인되었다. Micro-encapsulation 제제는 방제효과 외에도 상추, 배추의 엽장

과 엽폭이 각각 6.22%과 10.04%의 생장 촉진 효과를 나타내었다.

4. 신규 내생세균의 병 억제 작용기작 연구

가. M. endophytica YC6887 생산 항균물질

배양여액에서 분리된 총 6종 화합물들의 항균활성을 조사한 결과 항균 활성이 있는 2종의 화합

물은 각각 p-hydroxybenzaldehyde, phenylacetic acid 기지 물질로 확인되었다.

나. 식물 생육촉진 및 병저항성 유도 효과

M. endophytica YC6887 균주를 애기장대의 근권 처리 시 생장촉진 및 Pseudomonas

syringae DC3000 병원균에 대한 기주 저항성 유도 효과가 있었으며, 관련 유전자인 PR1과

PDF1.2의 발현이 확인되었다. 식물생장 촉진은 이 균에 의하여 애기장대의 곁뿌리털 생육

촉진에 의한 것으로 확인되었으며, 고추의 생장촉진 효과도 발견 되었다.

다. M. endophytica YC6887 균주의 추가 작용 기작 연구를 위하여 full genome sequencing

을 완료 하였으며, genome 크기는 4.8Mb, GC 함량은 62.14%, 총 ORF 수는 4663개 이었다.

5. 미생물 원제의 독성 및 환경 안전성 조사

대량생산 된 선발 균주 및 천연항균물질을 포함한 고농도 미생물 원제 및 시제품의 친환경

유기농자재 목록공시 및 천연식물보호제 등록 신청을 위한 급성독성, 어독성, 꿀벌독성 등 

필요한 안전성 시험을 실시한 결과 등록에는 문제가 없는 것으로 확인되었다.

6. 친환경 유기농자재 시제품 개발 및 등록 신청

상기의 결과를 바탕으로 친환경유기농자재 품질인증 2건 신청(바이탄, 모비탄)과 1건 천연

식물보호제(세머루) 등록을 위한 준비를 진행 중에 있다.
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Ⅴ. 성과활용 계획

1. 친환경유기농자재 등록용 시제품 개발

가. 핵심 1과제의 기술 개발 결과로서 곤충병원성 곰팡이를 이용한 친환경유기농자재 ‘패시

포라(PaeciPora)’를 개발하였다.

나. 핵심 2과제의 연구 개발 결과로서 신규 내생 세균을 이용한 천연식물보호제 후보인 ‘세

머루’를 개발하였고, 천연 물질을 특수제형으로 제제화 한 ‘바이탄’, ‘모비탄’ 2건을 친환경유

기농자재 등록 신청 중에 있다.

2. 개발 기술의 관련 업계 기술 이전  

본 연구에서 개발된 ‘곤충병원성 곰팡이를 이용한 미생물살충제 제조’에 관한 기술을 본 과

제의 참여기업인 (주)인섹트바이오텍으로 기술 이전 계약을 실시하였다. 해당 기술은 미생물

살충제의 원료가 되는 곤충병원성 곰팡이의 고농도 활성포자의 경제적 대량 생산에 관한 것

으로 친환경 유지농자재 개발에 필요한 핵심기술이다. 신규 미생물 분리 탐색 및 micro 제

제화 기술은 향후 관련 산업계와의 기술 공유를 통하여 천연식물보호제 기술 발전에 활용될

것이다.

3. 해외 마케팅 추진

가. BioUSA International Convention인 Bio2013 Chicago에서 개발한 시제품 ‘패시포라

(PaeciPora)'를 홍보하였다. 친환경유기농제품 중에서 미생물 살충제 시장이 큰 브라질, 말레

이시아 등의 국가와 관련 기술에서의 선진국인 현지 특허법인 등과의 기술 마케팅을 실시하

였다.

나. 개발 중인 ‘세머루’는 동부팜한농과 협약을 맺고 향후 국내외 판매를 위한 포장 확인 시

험을 진행 중에 있다. ‘바이탄’ ‘모비탄’은 국내 친환경 농자재 판매사(케이원바이오텍)와 제품 공

급 MOU 체결을 했으며, 대만 및 중국 수출을 위한 대만 농업회사(MasterVet)과 판매 계약 추진중
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SUMMARY

Ⅰ. Title

A Study on the Development of Next-Generation Biopesticides

1. Development of biopesticide using insect pathogenic microorganisms

2. Development of next-generation biomaterials using antagonistic microorganisms

Ⅱ. Purpose and Needs

<Purpose>

The goal of this project is a collection of basic data required for the list disclosure and

registration of new eco-friendly organic materials and biopesticides using insect pathogenic

fungi or antagonistic microorganisms and/or natural materials to plant pathogens as active

ingredients. The final purpose is to develop two next-generation biopesticides hereafter

based on the data obtained from this study. To secure the process, the large-scale

production of microorganisms (insect pathogenic fungal strains and endophytic bacteria)

and the evaluation of the prototype formulations was carried out.

<Needs>

○ Social concern; Consumers have started to concern about production of safe

agricultural crops without chemical pesticides and LOHAS (Life Of Health and

Sustainability) trend is under discussion.

○ Global competition; Through expanded trade that was triggered by FTA, international

competition is becoming fierce. To be competitive in the market, the production of

eco-friendly and safe agricultural crops was inevitable and the reduced use of chemical

pesticides is being drived by government. Ministry of Agriculture, Food and Rural

Affairs has set up the plan "the 3rd Five-Year Plan fostering sustainable agriculture" to

reduce the amount of chemical pesticides by 15% until 2015. It is, therefore, necessary

to develop good and efficient next-generation biopesticides to reach at this goal.

Ⅲ. Research scope and contents

1. Development of biopesticide using insect pathogenic microorganisms

○ Analysis of cultivation characteristics and mass production of Metarhizium, HY-2 and
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Paecilomyces HY-4

○ Establishment of spore harvest system from mass produced Metarhizium sp. HY-2 and

Paecilomyces sp. HY-4 strains

○ Development of formulation techniques to increase the control efficacy and shelf-life of

products

○ Stabilization of the developed formulations for improvement of insecticidal activity under

various conditions

○ Field tests for efficacy and phytotoxicity of the products

○ Development of QC method for a new product

○ Toxicity and safety tests of the product for registration (eco-friendly organic agricultural

materials)

○ Studies on the insecticidal mechanism of insect pathogenic fungi (HY-2, HY-4)

2. Development of next-generation biomaterials using antagonistic microorganisms

○ Establishment of mass production system of novel antibiotic endophytic bacteria

○ Optimization of formulations to increase the control efficacy and shelf-life of products

○ Development of microencapsulation, microsphere and minigranule producing techniques to

enhance the bacterial stability and its control efficacy

○ Investigation on the efficacy and phytotoxic effects of the products (greenhouse & field

tests)

○ Studies on the antagonistic mechanism of endophytic bacteria against plant pathogenic

fungi & bacteria

○ Structure determination of antibiotic compounds produced from novel bacteria

○ Development of QC method for a new product

○ Toxicity and safety tests of the product for registration (eco-friendly organic agricultural

materials)

Ⅳ. Results

1. Development of a biopesticide using insect pathogenic fungi

○ For the production of the Metarhizium sp. HY-2 and Paecilomyces sp. HY-4 conidia,

a widely used biphasic process in which culture is started from liquid broth and
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finished on a solid substrate was applied. Dried powder of silkworm pupa sped up the

sporulation and enhanced spore yields and wheat bran made the softer mattress of

strain colonies. Maximum spore yield of 5.1×109 conidia/g was obtained at 28℃.

○ Solid state fermentation was used for mass production of Paecilomyces sp. HY-4

conidia, the highest spore yield of 2.8×1010 conidia/g was acquired from rice bran under

the appropriate culture conditions

○ Two types of formulations were prepared for further commercialization. Wettable

powder (WP) type was mixing the purified conidia with several carriers to enhance the

control efficiency and to extend the conidial shelf-life. Oil-based emulsifiable suspension

(ES) type was prepared by adding the dry conidial powder to soybean oil including

emulsifier, stabilizing agents, and suspending agents. The concentrations of conidia in

two formulations were estimated using serial dilution and a hemocytometer to yield

8.5×109 conidia/g (WP) and 8.5×109 conidia/ml (ES).

○ Bioassay of Paecilomyces sp. HY-4 against the cotton aphid, Aphis gossypii under

laboratory conditions was conducted. The appropriate concentration of the

entomopathogens to effectively control A. gossypii was evaluated to be ES (emulsifiable

suspension) formulation of 1.0×107 conidia/ml, because the cotton aphids exposed at this

concentration was almost dead after 3 days. The ES formulation had a LC50 of 1.14×106

conidia/ml at 6 days after spraying and the LT50 with 1.0×10
7

conidia/ml was 1.57

days. For the control of the two-spotted spider mite, Tetranychus urticae, the

accumulated mortality caused by HY-4 using SD-tower spray was about 73% at 6

days after inoculation.

○ Baed on the toxicity data of the product ‘PaeciPora’, the product was found to be

enough for registration as an eco-friendly organic agricultural material and is now under

processing for registration.

2. Development of next-generation biomaterials using antagonistic microorganisms

○ Identification and cultivation of two antagonistic endophytic bacteria, Martelella

endophytica YC6887 and Bacillus methylotrophicus YC7007 were carried out. Data for

the optimum culture conditions for two bacteria were investigated. M. endophytica
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YC6887 had very good antifungal activity against important plant pathogens including

Phytophthora, Pythium and other fungal pathogens. B. methylotrophicus YC7007 also

showed strong suppressive activity against powdery mildew, rice bakane and

anthracnose diseases.

○ Formulations of bacterial strains for filed tests were developed. The optimized concentration

of bacteria in the dried wettable powder was in the range of 108 - 9x109 cfu/g. Another

microencapsulation technique was developed to enhance the bacterial stability and its control

efficacy against plant diseases. The average microsphere size according to the attrition mill

operation time was 0.73 um at 60mim. The attrition mill efficacy was maximized at the

concentration of Chitosan and Alginate 1.5% and 1.0%, respectively. The sodium alginate

minigranule showed the bacterial preservation efficacy from 8.7x108 cfu/g to 3.9x107

cfu/g.Chitosan-Sulfate Complex Microsphere size increased with increasing molecular weight of

chitosan and the microsphere formation efficacy was maximized at the molecular weight of

chitosan 14KDa.

○ The efficacy test of bacterial formulations against pepper anthracnose, powdery mildew and

rice bakane diseases showed high control activity with over average 60% control values in field

tests. These formulations also had plant growth promoting activity of 6.2-10% compared to the

control.

○ The novel bacteria M. endophytica YC6887 was found to produce two antifungal

biotics, p-hydroxybenzaldehyde and phenylacetic acid and induced systemic resistance

against bacterial pathogen in Arabidopsis by expression of associated genes PR1 and

PDF1.2. This bacteria showed growth promotion of side root hair of Arabidopsis. For

further elucidation of the bacterial inhibitory mechanism, the full sequencing of M.

endophytica YC6887 was completed. Its genome size is 4.8Mb, GC content 62.14%, the

number of ORF is 4663.

○ Toxicity and safety of one bacteria-(Semeuru) and two natural materials- based(Bitan,

Mobitan) products were investigated. Based on the obtained toxicity data of fish, honey

bee, eye, acute and subacute toxicity, it was found that these three products are enough

for registration as an eco-friendly organic agricultural materials and two products are now

under processing.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절. 연구개발의 목적

○ 지난 20여 년 간 국내 대학 및 연구소에서 수행된 생물농약 관련 기초 및 응용연구 결과

와 관련 산업체에서 제품화를 위하여 국내외에서 획득한 제품의 대량 생산 및 제제화 기

술을 이용하여 세계적인 생물농약 제품을 개발하고 동시에 제품생산에 필요한 원천 공정

기술을 확보하고자 하였다.

○ 이를 위하여 현재까지 세계적으로 생물농약 개발에 사용된 방법과는 다른 새로운 방법

으로 첨단 미생물 살충제를 개발하고, 이미 제품으로 개발되어 사용되고 있는 미생물과는

전혀 다른 종류의 신규 미생물과 대사물질을 이용하여 새로운 형태의 유해 식물병원균

방제용 미생물 신소재를 개발하고자 하였다.

○ 동시에 병해충을 효과적으로 억제하는 미생물 또는 대사물질의 생리・화학적 연구 분석

을 통하여 생물농약 개발에 필요한 원천 제조기술을 확보하고자 하였다. 본 연구개발 사

업을 통해 얻어진 세계적인 생물소재 및 새로운 원천 공정기술은 특허와 산업화를 통하

여 국내 농·생명과학 및 농림바이오산업 기술 발전에 기여할 것이다.

<사업단 최종목표 및 과제> 
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   1. 최종 목표

○ 곤충병원성 미생물을 이용한 차세대 미생물 살충제 1종 개발

○ 길항 미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물 소재 1종 개발

    2. 단계별 목표

   

과제 구분
   1단계

(1-2년: 1차 스타제품 출시) 

2단계

(3년 이후: 2차 제품 출시)

제 1 핵심과제

 곤충 병원미생물을 

이용한 차세대 

미생물살충제 개발

o 곤충 병원성곰팡이 후보균주 스크리닝 

및 기 확보된 천연물질 및 곤충병원성 

곰팡이를 이용한 생물농약의 생산 공정 

개발 및 제형화 확립 (1~2년차)

o 친환경유기농자재 목록공시제 및 

생물농약 등록을 위한 포장약효시험, 

독성평가(1~2년차)

o 생물농약 등록 약효 시험완료 및 

안전성 자료 확보(3년차) 

o 제품판매를 위한 기반 확보  

(3년차)

o 생물농약 등록 및 신제품 

출시(4, 5년차)

o 해외평가(4년차)

o 국내외 특허 등록

제 2 핵심과제

길항 미생물을 이용한 

식물병 방제용 차세대 

미생물 소재 개발

o 길항 세균의 분리 동정, 제품화 제형 

개발 및 효능 확인(1년차) 

o 길항 세균 대량생산 공정 확립 및 항균 

활성 물질의 화학 구조 규명(1, 2년차)

o 항균물질의 작용기작 규명

o 친환경유기농자재 목록공시제 및 생물 

농약 등록을 위한 포장시험, 안전성, 

독성 조사(2년차) 

o 친환경유기농자재 목록 공시제 등록 

추진 및 시제품 출시(3년차)

o 특허 출원(2, 3년차)

o 생물농약 등록 효능시험 및 

안전성 조사 시작(3년차)

o 시제품 판매 확대 및 

생물농약 등록을 위한 

효능시험 및 안전성 조사 

완료(4년차)

o 국제특허 출원, 등록(4년차)

o 해외 기업과 협약 및 기술 

수출 추진(4년차) 

o 미생물 살균제 등록(4년차)

o 국내외 특허 등록

제 3 핵심과제

사업단 연구개발 관리
o 연구개발 관리 지원 o 연구개발 관리 지원

제 2 절. 연구개발의 필요성

 o 안전 농산물에 대한 소비자들의 관심 증대와 FTA에 대비한 국내 농산업의 경쟁력 확보를      

   위하여 친환경농업으로의 전환이 불가피 함

 o 친환경 농산물 생산 10% 확대와 화학농약 사용량 15% 감소를 위하여 생물농약 개발 필수적 

 o 산・학・연의 제품 개발전략 및 노하우 공유 부재로 우수한 생물농약 개발 제품 미흡

 o 세계적 생물농약 개발에 필요한 기술 및 마케팅 전략 공유를 위하여 공동 개발 사업이 필요
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 ○ 최근 안전한 농산물에 대한 소비자들의 관심은 웰빙(Well-Being)을 넘어 로하스(LOHAS,

Life of Health and sustainability)라는 새로운 문화를 형성하고 있으며, 국가 간의 자유로

운 교역(FTA)이 확대되고 있는 현 시점에서 소비자들의 요구에 맞추는 농산물 공급자 간

의 경쟁으로 글로벌 시장에서의 생존 경쟁이 치열해 지고 있다.

○ 우리 농산업의 국제 경쟁력 확보를 위하여 친환경 안전 농산물 생산은 피할 수 없게 되

었다. 이를 위해 반드시 필요한 것이 화학농약을 대체할 수 있는 우수한 생물농약의 개

발과 보급이며, 이것은 정부에서 추진하고 있는 3차 친환경농업육성 5개년 계획의 2015

년까지 친환경농산물의 생산 비중 10% 확대와 화학농약 사용량의 15% 감소를 위하여

필수적이다.

○ 지난 30여 년간 국내의 생물농약 개발 연구는 대학교 및 정부 연구기관 중심으로 꾸준히

진행되어 왔으나 거의 대부분이 초기 단계에 머물러 있고, 아직도 세계적인 제품 개발에

성공하지 못하고 있는데, 이것이 가장 큰 이유는 산・학・연의 제품 개발전략 및 노하우

에 대한 공유 부재 때문으로 생각된다. 따라서 세계적인 생물농약 제품 개발과 보급을

위하여 각 연구 개발 주체의 긴밀한 협조와 체계적인 기술 개발이 필수적이다.

○ 최근 바이오 벤처기업과 대학, 연구소를 중심으로 우수한 미생물 또는 신규 미생물 유래

활성물질이 확보 된 바 있으나 제품화에 필요한 대량생산 및 제형화 등의 기술 축적이

미흡하고 제품화를 위한 마케팅 능력 부족으로 제품화에 실패하고 있다. 따라서 산・
학・연 개발기술의 공유와 이를 통한 효율적 산업화를 위하여 공동개발 연구가 필요하

다.

○ 친환경농업 육성책 추진 목표를 달성하기 위해서는 우수한 생물농약 제품과 동시에 개

발된 제품을 농민에게 효율적으로 보급할 수 있어야 한다. 지금까지 대부분의 생물농약

개발 연구는 개발 기관이 주로 대학교나 연구기관으로 개발 주체 특성상 초기의 기술 개

발 단계에 집중되어 왔으며, 제품화에 필요한 대량생산 및 제형화 등의 기술 축적은 상

대적으로 소홀히 다루어져 왔다. 따라서 세계적으로 생물농약 개발이 본격화되는 현 시

점에서 기술개발 능력과 노하우를 가진 연구기관과 개발 기술의 제품화 능력을 보유한

기업과의 상호 역할 보완이 필수적이다. 따라서 공동 목표 달성을 위한 생물농약 개발

사업이 필요하다.

○ 병·해충에 의한 국내의 작물 생산 피해는 평균 20-30% 정도로 살충제 및 살균제 시장

의 약 60%가 방제가 어려운 흡즙 해충, 토양해충 및 역병, 탄저병 및 흰가루 병 등의 화

학농약이 차지하고 있으며, 주요 방제 대상 해충으로는 진딧물, 응애, 가루이, 굼벵이 등
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이 있다. 이들 해충과 병원균은 기존 화학약제에 대한 저항성 발현이 빠르고 세대주기가

짧아 방제가 제대로 이뤄지지 않아 종종 작물 생산에 심각한 영향을 미치고 있다. 더구

나 이들의 친환경적인 방제에 사용되고 있는 국내 유통 제품들은 대부분의 원제가 중국

산으로 국내 개발 및 사용에 어려움이 많다. 따라서 기존 제품보다 활성이 뛰어나고 적

용 스펙트럼도 넓은 우수한 미생물 원제의 개발이 절실하다.

 제 3 절. 연구개발 범위

 

과제 구분
            내용

 세부과제
기술 개발 내용

제 1 핵심과제

 곤충 병원미생물을 

이용한 미생물 

살충제 개발

제 1 세부과제

(곤충 병원성 

곰팡이를 이용한 

미생물 살충제 

개발)

o 확보된 곤충병원성 곰팡이 Metarhizium, Paecilomyces 속 
균주의 대량 생산 및 균체 수확 조건 확립

o 방제효과 증진을 위한 제제화 방법 확립 

o 포장 약효/약해 평가 및 제품 QC 방법 확립

o 친환경유기농자재 등록을 위한 안전성, 효능 자료 및 
관련 자료 확보

o 제품의 shelf-life 연장을 위한 안정화 제제법 개발

o 곤충병원성 곰팡이의 살충 기작 연구  

제 2 세부과제

(유효곤충병원성 

곰팡이의 대량생산 및 

제형안정화 검정)

 o 곤충병원성 곰팡이 대량배양 및 제형 안정화

 o 유효곤충병원성 곰팡이의 배양특성 분석

 o 곤충병원성곰팡이의 시험용 대량 배양시설 운용 

 o 곤충병원미생물의 경제적 대량배양조건 확립

 o 주관기관에서 개발된 제형의 안정성 강화

 o 다양한 조건에서 살충력 및 제형 안정화

 o 개발 제제의 등록 및 사업화

제 2 핵심과제

길항 미생물을 

이용한 식물병 

방제용 차세대 

미생물 소재 개발

제 1 세부과제

(신규 길항 내생 

세균을 이용한 

새로운 살균 소재 

개발)

o 선발된 신규 세균의 대량 생산을 위한 배지 성분 및 조건 
등 생산 공정 개발

o 세균의 안정성과 방제효과를 높이기 위한 최적 제형 개발

o 시제품의 병 방제 효과 조사(온실, 포장 시험) 

o 시제품의 독성 및 안전성 조사

o 선발 균주의 살균 작용기작 연구

o 선발 세균이 생산하는 항균물질의 분리 및 구조 결정

o 항균물질 대량 생산 및 관련 유전자 분리 및 분석 

제 2 세부과제

(길항 미생물을 

이용한 신규 

식물병 방제제 

개발)

o 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 nano & micro 
encapsulation 제조

o 미생물 방제효과 증대를 위한 microsphere 제조 및 
신 제형 시제품 효능 포장 실험

o 친환경 유기농자재공시를 위한 현장 실험

o 친환경 유기농 자재 제품공시를 위한 신청

o 제품 판매를 위한 마켓팅

제 3 핵심과제

연구개발 관리
o 연구개발 관련 행정 지원
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제 4 절. 연구개발 기관 및 구성

과제 구분 연구 기관 연구 책임자 연구 제목

 

핵심 

1

세부 1 한국생명공학연구원 박 호 용
곤충병원성 곰팡이를 이용한 토양 해충 

방제용 미생물 살충제 개발

위탁 충북대학교 우 수 동 곤충병원성 곰팡이 살충제의 생물 검정

세부 2 (주)인섹트바이오텍 신 동 하
유효 곤충 병원성 곰팡이의 대량 생산 및 

제형 안정화 검정

핵심 

2

세부 1 (주)제일그린산업 정 영 륜
신규 길항 내생 세균을 이용한 새로운 

살균소재 개발

위탁

경상대학교 (1) 박 정 동
내생세균 생산 항균물질의 분리 정제, 

화학구조 결정 및 작용기작 규명

영남대학교 (2) 심 상 희
내생세균 생산 항균물질의 분리 정제 및 

화학구조 결정 

세부 2 (주)이코바이오 오 석 중
길항 미생물을 이용한 신규 식물병 방제제 

개발
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제 2 장   국내외 기술개발 현황
 

 제 1 절. 국내외 생물농약 개발 현황

 

   

 o 현재 화학농약 시장의 5% 미만이나 향후 10% 이상으로 급속히 증가 예상

 o 지난 20년 동안 초기 단계의 연구 결과를 바탕으로 한 제품 개발 기술의 축적 

 o 대학, 중소 산업체의 산발적인 기초 연구와 산업화 전략부재로 인한 제품화 성과 부족  

 o 세계적 제품 개발을 위하여 긴밀한 협력 연구 개발이 필수적

  1. 국내외 생물농약 시장 규모

  ○ 전 세계 생물농약 시장은 2003년 468 million US$, 2005년 672 million US$, 2011년

1,320 million US$로 연평균 약 10%의 성장을 나타내었으며, 2017년 까지 약 3,200

million US$로 연평균 15%이상 성장할 것으로 예상되고 있다. 재배면적은 2001년 53

million ha(hectare)에 2011년 160 million ha로 지속적으로 확대되었다. 친환경 농산물의

급속한 수요확대를 기반으로 화학농약을 대체할 정도의 우수한 생물농약이 개발되면 시

장은 더욱 더 확대될 것으로 생각된다.

     그림 1. 세계 생물농약 시장 현황 

(Global Biopesticides Market, Trends & Forecasts)
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표 1. 세계 생물농약 시장 현황(M US$)

         년도

  구분
2008 2009 2014 연성장율(%)

  생물농약(A) 1,200 1,600 3,300 15.6

  화학농약(B) 38,800 41,200 47,800 3.0

    합 계 40,000 42,800 51,100 3.6

A/B(%) 3.1 3.9 6.9 -
   

                         출처: Biopesticides: The Global Market (BCC Research, 2010)

  ○ 전 세계 110여개 회사 중 3개 회사가 major player 역할을 하고 있으며, 소품목/특화제

품 위주의 사업화를 통하여 major 업체별로 40M US$의 시장을 형성하고 있다.

○ 현재 국내 생물농약 시장은 약 800억 원의 시장을 형성하고 있으며, 친환경농산물 시장

규모는 2009년 3조7,355억 원으로 증가 하였고, 2013년에는 5조 955억 원으로 성장할 것

으로 예상된다. 또한, 2010년부터 저농약 인증의 신규인증이 중단되고, 2015년 완전 폐지

됨에 따라 생물농약에 대한 관심이 더욱 높아질 것으로 예상된다.

        

                   그림 2. 세계 주요 생물농약 개발업체 현황

  



- 23 -

       그림 3. 국내외 생물농약 시장 규모 (The new biopesticide market, Business Comm. 

       Company, Inc., Jan. 2006)

  2. 국내의 기술개발 현황 및 개발 수준

○ 국내의 생물농약(미생물농약과 생화학농약을 포함)에 대한 연구는 1970년대 후반부터 대

학교 및 정부 연구기관에서 산발적으로 시작되었으나 1990년대에 들면서부터 연구개발이

어느 정도 활성화되기 시작하였다. 이후 1997년도 친환경농업육성법이 제정되고 정부의

화학농약 사용량 감소를 위한 친환경농업에 대한 지원이 추진되면서 생물농약(미생물제

제) 개발이 본격적으로 진행되었다.

표 2. 국내 생물농약 개발기술 현황

세 부 기 술
기술 수준(%)

선 진 국 국 내

미생물 탐색 기술 100 90

천적 탐색 기술 100 90

천연물 탐색 기술 100 60

약효 평가 기술 100 95

약해 평가 기술 100 95

방제력 확립기술 100 100

대양배양 기술 (액체, 고체배양) 100 50

대량사육 기술(곤충) 100 50

대량추출 기술(천연물) 100 60

안정화 제제 기술 100 60

효력증진 제제 기술 100 60

약해 경감 기술 100 60

작용기구 구명 기술 100 20

병원성 평가 기술 100 50

     

        출처: 농업/식량 TRM (2003)

○ 연구개발 초기에는 실내 실험 위주로 우수한 미생물 또는 신규 미생물 유래 활성물질의

확보에 중점을 두었으나, 최근 바이오벤처기업을 중심으로 제품화에 필요한 대량생산 및

제형화 기술 등이 축적되고 있다. 그러나 산・학・연의 개발전략 및 노하우에 대한 공유

부재로 아직도 초기 단계의 기술개발에만 머무르고 있으며, 이로 인하여 산업화와 밀접
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하게 관련된 대량생산 및 제형화 기술은 세계적 제품을 만들기에는 미흡한 실정이다.

그림 3. 국내 생물농약 개발기술 분야별 연구 현황

  ○ 또한 생물농약 개발기술에 대한 특허의 대부분이 정부출연기관 및 영세 벤처기업에 집

중되어 있는 현실로 인하여 산업화를 위한 연결고리가 부족한 실정이며, 따라서 산/학/연

의 개발기술의 공유를 통한 산업화를 위한 상호연계가 필요하다.

 그림 4. 국내 기관별 생물농약 특허 보유 현황 (한국특허정보원, 2006)

○ 현재 국내에 등록된 생물농약(천연식물보호제)은 2011년 12월 말 현재 살충제 13 품목,

살균제 21 품목, 제초제 1 품목 등 총 35 품목으로 살균제가 살충제보다 1.6배 정도 높은

개발 현황을 보이고 있다(표 3).

.
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연번 용도
제조

수입

취급 

분야
품목명 등록규격(%)

1 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스디비비1501 수화제 1.0×10^9cfu/g

2 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스디비비1501 입제 1×10^6cfu/g

3 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스시제이-9 액상현탁제 1.0×10^7cfu/ml

4 살균 수입 미생물 바실루스서브틸리스엠비아이600 수화제 2×10^11cfu/g

5 살균 수입 미생물 바실루스서브틸리스와이1336 수화제 1×10^9cfu/g

6 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스이더블유42-1 액상현탁제 1.0x10^7cfu/ml

7 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스제이케이케이238 액상제 5.0x10^7cfu/ml

8 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스지비365 수화제 3.0×10^7cfu/g

9 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스지비365 액상수화제 1.0×10^7cfu/ml

10 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스케이비401 유상현탁제 2.0x10^7cfu/ml

11 살균 제조 미생물 바실루스서브틸리스케이비시1010 수화제 1x10^5cfu/g

12 살균 수입 미생물 바실루스서브틸리스큐에스티713 수화제 5×10^9cfu/g

13 살균 수입 미생물 바실루스서브틸리스큐에스티713 액상수화제 1x10^9cfu/g

14 살균 제조 미생물 바실루스아밀로리퀴파시엔스케이비시1121 수화제 1×10^6cfu/g

15 살균 수입 미생물 바실루스푸밀루스큐에스티2808 액상수화제 1x10^9cfu/g

16 살균 제조 미생물 스트렙토마이세스고시키엔시스더블유와이이324 액제 1×10^5cfu/ml

17 살균 제조 미생물 스트렙토마이세스콜롬비엔시스더블유와이이20 액제 1×10^4cfu/ml

18 살균 제조 미생물 암펠로마이세스퀴스콸리스에이큐94013 수화제 1.0×10^7cfu/g

19 살균 수입 미생물 트리코더마아트로비라이드에스케이티-1 수화제 1×10^8cfu/g

20 살균 제조 미생물 트리코더마하지아늄와이씨459 고상제 1×10^8cfu/g

21 살균 제조 미생물 패니바실루스폴리믹사에이시-1 액상수화제 5×10^6cfu/ml

22 살충 제조 미생물 모나크로스포륨타우마슘케이비시3017 고상제 1.0x10^4cfu/g

23 살충 수입 미생물 뷰베리아바시아나지에이치에이 유상현탁제 1.0×10^8cfu/ml

24 살충 수입 미생물 뷰베리아바시아나티비아이-1 액상제 1.0×10^6cfu/ml

25 살충 수입 미생물 비티아이자와이 액상수화제 8.5BIU/kg

26 살충 수입 미생물 비티아이자와이 입상수화제 35,000DBMU/mg

27 살충 제조 미생물 비티아이자와이엔티423 수화제 1×10^9cfu/g

28 살충 제조 미생물 비티아이자와이엔티423 액상수화제 1×10^8cfu/ml

29 살충 제조 미생물 비티아이자와이지비413 액상수화제 1×10^7cfu/ml

30 살충 제조 미생물 비티쿠르스타키 수화제 16BIU/kg

31 살충 수입 미생물 비티쿠르스타키 액상수화제 10%

32 살충 수입 미생물 비티쿠르스타키 입상수화제 64BIU/kg

33 살충 수입 생화학 아자디락틴 입제 0.15%

34 살충 제조 미생물 패실로마이세스퓨모소로세우스디비비-2032 수화제 5.0×10^7cfu/g

35 제초 수입 생화학 펠라르곤산 유제 53%

 표 3. 국내 주요 친환경 생물농약 등록 현황 (농촌진흥청, 20011년 12말 현재) 
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○ 현재 국내 생물농약 살충제의 개발은 주로 BT제로 아직까지 그 기반이 미흡한 실정이

며, 관련분야의 연구개발에 있어서 다양한 균주의 분리 및 확보와 제형 안정화 등의 연

구개발이 절실하다. 현재 등록된 생물농약 살충제는 16 품목으로 대부분이 Bacillus

thuringiensis 균주가 주 원료이며, 국내에서 판매되는 BT제 중 (주)동부팜한농의 토박이

TM와 그린바이오텍의 솔빛채TM2 품목만이 국내 기술로 개발된 것이다. 토박이TM는

기존의 수입제품 BT제 시장의 80% 이상을 석권하면서 국내 제품 개발 기술의 산업적

우수성을 입증한 바 있다. 이 외의 다른 제품은 모두 원료를 수입하여 제제화 한 것으로

Bt. aizawai와 Bt. kurstaki로 분류되고 있다. 한편 제품 등록 상으로 확인되는 국내 살충

성 생물농약의 곰팡이 제제는 Beauveria sp.와 Paecilomyces sp. 제제의 수입품이 시장

을 구성하고 있다 (표 4).

표 4. 국내 판매중인 생물농약 살충제

구분 상표명 미생물 (학명) 적용 병해충 개발 회사

국내

개발

 솔빛채 

 토박이 WP, SC 

 세레모니 SC

 방시리 WP

 Bacillus thuringiensis aizawai 

 B. thuringiensis aizawai NT0423

 B. bassiana TBI-1

 P. fumosoroseus DBB2032

배추좀나방

배추좀나방

점박이응애

온실가루이

그린바이오텍

(주)동부팜한농

(주)동부팜한농

(주)동부팜한농

해외 

개발

후 

국내 

수입 

및 

등록

 슈리사이드

 영일비리

 스콜피온

 비오칸

 바이오비트

 튠업

 그물망

 임페릴

 비결

 삼공비티

 바이충

 미성살충탄

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis aizawai

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis aizawai

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis

 B. thuringiensis aizawai

복숭아심식나방

나방류

나방류

배추좀나방

나방류

배추좀나방

배추좀나방

배추좀나방

파좀나방

나방류

나방류

나방류

외국 기업

○ 현재 국내 생물농약 살균제로 등록 된 것은 총 21 품목으로 최근 3년간 그 수가 많이

증가 하였으며, 거의 대부분이 Bacillus subtilis, Streptomyces sp. 등 세균이며 곰팡이는

Trichoderma harzianum 등 3 품목으로 되어 있다 (표 3).

  3. 외국의 기술개발 현황 및 개발 수준
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  ○ 외국의 생물농약에 대한 연구는 1930년대의 해충의 병원성 미생물 및 식물병원균 길항

미생물에 대한 기초 연구 이후로 꾸준히 진행되어 왔으며, 1970년대 초부터 토양전염 식

물병의 생물학적 방제 심포지엄을 기점으로 연구가 활발하게 진행되었다. 1980년도 중반

Agrobacterium tumefaciens에 의해 발병되는 포도 근두암종병의 방제를 위하여

Agrobacterium radiobacter를 이용한 최초의 생물농약 제품이 개발된 이후 현재까지 제

품 개발이 지속적으로 진행되고 있다.

○ 2005년 이후 세계적으로 등록된 생물농약이 370여 종으로 알려져 있는데, 이중에서 살충

제가 270여 종으로 전체의 약 75%를 차지하고 있으며, 생물농약의 개발은 비교적 소규

모 회사들을 중심으로 이루어지고 있다는 점과 대부분 미생물에 근간한 미생물 농약 개

발이 주요 특징이라 할 수 있다. 미생물 농약으로 등록되어 이용되는 미생물의 종류를

살펴보면 곰팡이와 세균이 가장 많고 그 다음으로 해충용으로 이용되는 바이러스이다.

미국 EPA에 등록된 1996년 이후의 생물농약(biopesticide) 중 곰팡이를 원제로 한 품목

의 허가 현황은 아래 표와 같다 (미국 EPA 홈페이지). 허가 품목이 인터넷에 게시되는

시점에서 2년간은 공백이었으며, 1998년부터 다시 등록이 되어 2005년까지 꾸준히 증가

하였다 (EPA 홈페이지 자체 조사).

구 분
개발 종 수 (종)

주성분
'98 '02 '05

미생물농약 (Micro-organisms, 

Living Systems)
60 96 112

바이러스, 세균, 곰팡이, 

원생동물, 선충 등

천연물질 (Natural Products) 30 51 58
항생물질, 식물 및 동물성 

추출물 등

천적류 (Macro-organisms, Insect 

Predators)
40 54 127 기생성 및 포식성 곤충류

페로몬 (Semi-chemicals, 

Pheromones)
45 53 56 성교란, 유살 및 예찰 이용

유전자 (Genes) 13 19 20
병, 해충, 제초제 저항성 

유전자

계 158 273 373

표 5. 세계 생물농약 개발 동향 (출처 : The Biopesticide Manual, 영국 BCPC)

○ 선진국에서는 미생물 또는 동・식물유래 생리활성 물질의 분리 및 동정과 같은 대량자

동화 시스템 확보를 발판으로 다양한 신규 천연 생물소재의 탐색과 이를 이용한 대량생

산 및 제형화 기술 등 산업화 기술을 축적하고 있다. 특히 산업화가 용이한 미생물, 천연

활성물질을 대상으로 화학적인 방법을 통한 신규 소재 확보, 생산, 제형화에 대한 연구

성과 및 특허가 전체적으로 균형 있게 개발, 진행되고 있다.
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○ 세계적으로 생물농약에 대한 개발 기술은 대기업보다는 주로 벤처기업이나 중소업체들

에 의해 주도적으로 진행되고 왔는데, 특히 미국의 AgraQuest, Certis USA, Central

Glass 사 등이 각각 년 40 M$ 이상의 시장을 형성하며 기술개발에 집중하고 있다. 그러

나 최근 다국적 기업인 Bayer Crop Science가 AgraQuest를 인수 합병 하였고, BASF

는 Becker Underwood를 인수하였으며, Syngenta도 Novozyme과 생물농약의 판매를 위

한 협약을 체결하는 등 글로벌 다국적 기업들의 자체 기술개발 이 확산되고 있다.

○ 해외에서 개발된 생물농약은 살충제 위주로 살균제에 비해 4.7배 정도의 높은 개발 현황

을 보이고 있으며, 미생물 자체와 미생물 또는 식물에서 유래된 물질로 개발된 생화학

농약이 비슷한 비율로 개발되는 양상을 보이고 있다. 국내와 마찬가지로 방제대상 측면

에서 시장의 요구에 부합되는 살균제 제품의 개발 및 시장형성은 저조한 실정이다.

     

그림 5. 외국 생물농약 특허보유현황 (한국특허정보원, 2006)

표 6. 해외 생물농약 개발현황 (한국기술은행, 2006)

 

대상 생물 살충제 살균제 제초제 생장 조절제 기  타

등록 수 135 29 10 7 7    

    

이용생물 미 생 물 페로몬/생화학 천  적 기  타

등록 수 60 45 40 43

○ 전세계 생물농약 시장에서 살충제의 비율은 약 60% 이상으로 이 중에서 약 BT제와 기

타 미생물제가 약 4:6의 시장비율을 차지하고 있고, 특히 Certis USA, Andermatt,

Ecogen, Troybioscience 사 등이 전체 시장의 약 30% 이상을 점유하고 있다. 주력 제품

군으로 Bt제와 곤충병원성 곰팡이 제품들 있고, 이 중에서 곤충 병원성 곰팡이 제품들의
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주 원료는 Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae가 차지하고 있다(표 7). 그러나

이 제품들은 곰팡이 포자를 이용한 생균제 제품으로서 대부분 생산성, 안정성, 효과 측면

에서 여러 한계를 지니고 있는 실정이다 (표 7, 8).

표 7. 미생물 생물농약의 종류별 매출액 (2010)

종류
매출액 (million US$)

북미 유럽 아시아, 호주 남미 아프리카, 중동 전체

Total Bt 72.00 27.57 74.75 30.19 6.28 210.79

Other bacteria 23.94 6.30 14.05 4.56 0.40 49.25

Viruses 5.57 7.47 23.90 3.80 0.48 41.22

Fungi 15.85 5.64 18.85 35.96 0.78 77.08

Nematodes 9.40 7.50 0.95 0.16 0.13 18.14

Total 126.76 54.48 132.5 74.67 8.07 396.48

* 출처: Trends Biotechnol., 2012 May) 

표 8. 해외에서 개발 판매 중인 곤충병원성 곰팡이 살충제

상품명 병원균 대상 해충 생산 회사 생산국 특성

Naturalis
B. bassiana
B. bassiana

boll weevil

온실가루이

메뚜기

Troy

Bioscience

Mycotech

미국

미국

곤충병원성 

곰팡이

포자

(생균제)

Ostrinal B. bassiana
European

corn borer
Calliope 프랑스

Engerlinspilz B. brogniartii 떡갈잎풍뎅이 Andermatt 스위스

Biopath M. anisopliae 바퀴벌레 EcoScience 미국

Biopath M. anisopliae 흰개미 EcoScience 미국

Biogreen M. anisopliae 떡갈잎풍뎅이 BioCare 호주

Per-97 P. fumosrosseus 온실가루이 Grace 미국

Vertalec V. lecanii 진딧물 Koppert 네덜란드

Mycotal V. lecanii 온실가루이 Koppert 네덜란드

Betel B. brogniartii 풍뎅이 Calliope Reunion

○ 최근 들어 전 세계 생물농약 살균제 개발은 직접적인 병균억제 기작을 가진 Bacillus

subtilis 위주의 시장에서 발전하여 기주 식물에서 병 저항성을 유도하고 생장을 촉진할 수

있는 식물 내생(endophytic) 미생물을 이용한 제품 개발로 전환되고 있다. 특히 이 들 미생

물이 생산하는 활성물질을 이용한 생화학 농약 개발도 다국적 기업을 중심으로 진행되고

있다.
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제 3 장   연구개발 수행 내용 및 결과

 

 제 1 절. 곤충 병원미생물을 이용한 차세대 미생물 살충제 개발

 (제 1핵심 연구과제)

<연구 내용 및 방법>
 

과제 구분 과제 명 연구 내용 및 방법

제1 핵심

1 세부

곤충 병원성 곰팡이

를 이용한 미생물 살

충제 개발

포자 생산을 위한 균주

배양 조건 검토

•Metarhizium sp. HY-2 균주

배양 조건 최적화

•Paecilomyces sp. HY-4 균주

배양 조건 최적화

활성포자 원제의 첨가

부제 및 화학 농약에 대

한 안정성 검토

•포자의 보관기간 및 조건에

따른 생균수 분석

•식물성 오일에 대한 포자 안

정성 분석

•첨가 부제 유화제, 항산화제

에 대한 포자 안정성 분석

•화학 살충제, 살균제, 제초제

대한 compatibilty 분석

포자원제를 이용한 시험

제형 개발

•활성포자의 wetting time 및

suspensibility 분석

•Emulsifiable suspension 용

유화제 조성 검토

해충 령기에 따른 실내

살충력 검정

•점박이응애, 복숭아진딧물, 담

배가루이 등과 같은 난방제 해

충에 대한 활성 분석

•SD spray tower를 이용한 분

무 포자량 분석

•3종 시험제형에 대한 활성포

자의 농도 분석

•시험제형의 살충효능 관찰을

위한 전자현미경 분석

친환경유기농자재 목록

공시 등록을 위한 작물

비해 시험

•5종 작물(금관고추, 만풍배추,

귀공자 수박, 금관참외, 매향딸

기)에 대한 비해 시험

•오이 점박이응애 약제방제 효

과 및 약해 시험

제형화 시료를 이용한

포장 시험

•딸기 시설하우스에서의 친환

경유기농자재 시험 제형을 이용

한 포장시험 수행

•시험제형별 살충효능 분석

•곰팡이 감염사충의 전자현미

경 분석
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제1 핵심

2 세부

유효곤충병원성 곰팡이

의 대량생산 및 제형안

정화 검정

포자원제 생산을 위한

산업용 배양 배지 조건

최적화

•생산수율 향상을 위한 영양원

소 검토

•곡물 부산물을 이용한 산업용

배지조성 검토

•수분함량에 따른 생균수 검토

•Metarhizium sp. HY-2 포자

시험용 원제 생산

•Paecilomyces sp. HY-4 포자

시험용 원제 생산

고농도 활성포자 생산을

위한 대량생산 공정 및

정제 공정 개발

•배양공정 단계별 생산 수율

분석

•활성 포자 harvest 수율 분석

•고농도 활성포자 분급을 위한

분체 공정 개발

활성포자를 이용한 제형

화 및 시제품 개발

•친환경유기농자재 시험제형 3

종 개발 (수화제, 유탁제, 오일

제)

•시험제형별 활성포자의 생균

수 분석

친환경유기농자재 목록

공시

•시험제형의 병원성미생물 공

인기관 분석

•시험제형의 환경독성 시험 의

뢰- 꿀벌 급성접촉 시험 분석

•5개 작물, 3회 이상 약해 시

험성적 의뢰- 식물보호연구소

•시험제형 별 살충효능 분석

<연구 결과>

1. 곤충병원성 곰팡이 균주의 배양조건 검토

가. 곤충병원성 곰팡이 Metarhizium sp. HY-2 포자 원제 생산/회수 배지 최적화

HY-2는 액체배지를 통한 종균배양과 평판배지를 통한 본 배양의 biphasic process(liquid

seed culture and harvest from solid agar plate)로 진행하였다. 실험에 적용한 액체 배지의

조성은 포도당을 탄소원으로 하는 SDY(dextrose 40 g, peptone 10 g, yeast extract 10 g,

H2O 1 L)였고, 배양조건은 28℃에서 180 rpm의 속도로 교반된 진탕배양을 7일간 진행하였다

(그림 1, 표 1~4). 본 배양은 액체배지 성분에 동물성 질소원인 번데기성분이 추가된 평판 고

체배지를 사용하였다. 조성은 SDAY에 0.5%의 pupa powder와 0.5%의 wheat bran을 보강하
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였다. 배양조건은 평판(plate size: 150×25 mm) 당 2 ml의 종균액을 도말하여 28±2℃에서 20

일간 배양하였다. 초기 배양은 암조건, 균사 성장 후 후기 배양은 광조건으로 진행하였으며,

수분, 온도 및 광량 조절이 되는 대형 정치 배양기를 사용하였다. 특히 pupa 분말은 시중에서

구입한 pupa를 오븐 건조시킨 후 믹서로 갈아 60 mesh의 sieve로 입도를 조정하여 밀폐 유리

병에 보관하며 사용하였고, 첨가량은 조사결과, 0.5%가 최대 포자량(0.77∼0.80 g-spore/plate)

을 가져오는 최소 투입량으로 밝혀져서 실험에 적용하였다(표 5, 그림 2).

그림 1. Metarhizium sp. HY-2 균주의 배양조건에서 온도에 따른 영향

표 1. Metarhizium sp. HY-2 균주의 배양조건에서 pH에 따른 영향

pH Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

10.0 0.2098 ± 0.0037 +

4.5 0.2275 ± 0.0035 +

9.0 0.2314 ± 0.0043 ++

8.0 0.2427 ± 0.0044 ++

5.0 0.2450 ± 0.0023 +

6.0 0.2528 ± 0.0033 ++

7.0 0.2557 ± 0.0040 ++
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표 2. Metarhizium sp. HY-2 균주의 배양조건에서 탄소원에 따른 영향

Carbon source Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

Mannitol 0.2085 ± 0.0030 ++

None 0.2088 ± 0.0041 +

Lactose 0.2095 ± 0.0032 +++

Maltose 0.2195 ± 0.0037 +++

Sucrose 0.2199 ± 0.0025 +

Sorbitol 0.2227 ± 0.0045 ++

Glucose 0.2394 ± 0.0048 +++

표 3. Metarhizium sp. HY-2 균주의 배양조건에서 질소원에 따른 영향

Nitrogen source Mean growth rates (cm/day) Degree ofSporulation

None 0.0743 ± 0.0030 -

NaNO3 0.0997 ± 0.0044 ++

CO(NH2)2 0.1199 ± 0.0048 -

(NH4)2SO4 0.1405 ± 0.0033 +

Corn meal 0.1767 ± 0.0041 +

Soybean meal 0.1883 ± 0.0059 +++

Yeast extract 0.2365 ± 0.0052 ++

Peptone 0.2451 ± 0.0053 h -

Tryptone 0.2608 ± 0.0046 i +++

Pupa 0.2613 ± 0.0034 i +++
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표 4. Metarhizium sp. HY-2 균주의 배양조건에서 C/N ratio에 따른 영향

C/N ratio Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

Control 0.0715 ± 0.0049 +

160:1 0.1600 ± 0.0073 +

80:1 0.1933 ± 0.0070 ++

40:1 0.2199 ± 0.0061 +++

20:1 0.2588 ± 0.0032 +++

10:1 0.2605 ± 0.0052 +++

5:1 0.2639 ± 0.0061 +

표 5. Pupa의 배지량과 포자 수득률 최적화

Pupa (%) 0 0.1 0.3 0.5 0.6 0.8 1.0

Yield

(g-spore/plate)
0.15 0.22 0.41 0.77 0.78 0.80 0.79

Pupa(%)
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그림 2. 배지내에 pupa 함량에 따른 포자 수득률

한편, 평판 배지의 특성상 사용 배지의 최적화를 위해 평판 당 배지의 양에 따른 포자 수득률

을 조사하여 30 ml의 배지량으로 생산조건을 결정 하였다. 또한, wheat bran은 HY-2 균사체

mat의 물성을 개선하는 효과가 있음을 실험적으로 확인하였다. 평판에 형성된 균사체로부터

포자를 회수할 때 wheat bran 첨가된 실험구의 포자가 훨씬 쉽게 긁어져서 wheat bran의 포

자의 이탈 회수를 원활하게 하는 역할을 확인하여 전체 실험에 적용하였다.
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표 6. 평판 배지량과 포자 수득률 최적화

Liquid substrate(ml) Total dry mass(g/plate) Conidial yield(g)

15.00 1.28 0.41

20.00 1.70 0.53

25.00 2.22 0.75

30.00 2.55 0.84

35.00 2.98 0.85

Substrate amount(ml/plate)
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그림 3. 기질 함량에 따른 conidia 생산 수율

표 7. Wheat bran에 의한 포자 조작성 증가

Substrate
Plate yield

(g/plate)

Yield

(g·g-1dry

mass)

Conc. of

conidia

(conidia/g)

Viable

counting

(cfu/g)

SDAY 0.15 0.07 3.9×109 4.5×107

SDAY + 0.5% pupa 0.86 0.36 8.7×109 2.3×109

SDAY

+ 0.5% wheat bran
0.53 0.22 9.3×109 3.1×109

SDAY + 0.5% pupa

+ 0.5% wheat bran
0.88 0.35 1.0×1010 3.2×109

나. 곤충병원성 곰팡이 Paecilomyces sp. HY-4 포자 원제 생산/회수 배지 최적화

HY-4는 액체배지를 통한 종균배양과 고체배지를 통한 본배양의 biphasic process(liquid seed
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culture and harvest from solid agar plate)로 진행하였다. 실험에 적용한 액체 배지의 조성은

포도당을 주 탄소원으로 하는 PDB를 사용하거나, 혹은 Czapek-Dox broth를 이용하였으며,

포자생산을 위한 본 배양은 증기가압 살균된 쌀과 밀기울을 사용했다. 배지 구성은

Rice:H2O(1:1)과 Wheat bran:H2O(1:1)이었고, 28℃에서 15days일간 배양하고 팬을 이용한 건

조과정 후 믹서를 이용해 분쇄 및 포자 수확을 하였다(그림 4, 표 8~11).

배지조성 및 배양 조건에 따른 포자생산 최적화는 아래의 결과에 나타내었다(표 12~13).

그림 4. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 배양조건에서 온도에 따른 영향

표 8. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 배양조건에서 pH에 따른 영향

pH values Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

4.5 0.2340 ± 0.0079 ++

5.0 0.3169 ± 0.0083 ++

7.0 0.3747 ± 0.0053 ++

6.0 0.3824 ± 0.0080 ++

9.0 0.3998 ± 0.0050 +++

10.0 0.4084 ± 0.0048 +++

8.0 0.4289 ± 0.0091 +++
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표 9. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 배양조건에서 탄소원에 따른 영향

Carbon sources Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

CK 0.4724 ± 0.0045 -

Glucose 0.4982 ± 0.0042 ++

Maltose 0.5148 ± 0.0050 +++

Sucrose 0.5155 ± 0.0040 +++

Lactose 0.5279 ± 0.0038 +

Mannitol 0.5285 ± 0.0043 +

Sorbitol 0.5406 ± 0.0077 ++

표 10. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 배양조건에서 질소원에 따른 영향

Nitrogen sources Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

NaNO3 0.3233 ± 0.0080 ++

(NH4)2SO4 0.3586 ± 0.0033 +

CO(NH2)2 0.3610 ± 0.0074 ++

Yeast extract 0.3757 ± 0.0033 +

Soybean meal 0.4007 ± 0.0026 +++

CK 0.4283 ± 0.0102 -

Corn meal 0.4362 ± 0.0053 +

Pupa 0.4414 ± 0.0047 +++

Peptone 0.4952 ± 0.0051 +

Tryptone 0.5303 ± 0.0029 +++
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표 11. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 배양조건에서 C/N ratio에 따른 영향

C/N ratios Mean growth rates (cm/day) Degree of sporulation

N=0 0.2838 ± 0.0055 -

160:1 0.4277 ± 0.0046 +

10:1 0.4441 ± 0.0025 +

80:1 0.4449 ± 0.0047 +

5:1 0.4459 ± 0.0050 -

40:1 0.5023 ± 0.0074 +++

20:1 0.5218 ± 0.0047 ++

표 12. 비교 실험에 의한 최적 조건 확인

Condition for HY-4 Optimal Unfavorable

Relative Humidity >75% <70%

Granularity 1-5mm 0.1-0.5mm

Petri dish plastic glass(gap)

Sealing with parafilm unsealed sealed

Temperature 27-31℃ <25℃

Grinding granularity 20-150 µm >500 µm

Capacity 30-35g/plate -

Liquid seed PDB/Czapek 5ml -

 

표 13. HY-4 포자 생산을 위한 배지 최적화

Substrate
Yield

(g/plate)

Yield

(g·g-1drymass)

Conidial conc.

(conidia/g)

Viable

counting

(cfu/g)

Czapek 0.03 0.02 3.2×1010 6.6×109

Czapek+pupa 0.12 0.07 5.7×1010 1.2×1010

Rice 50-60 - 4.0×109 8.3×108

Wheat bran 25-30 - 8.6×109
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다. 곤충병원성 곰팡이 포자 원제의 생산 및 보관

포자의 회수는 후드 내에서 fan에 의해 건조시킨 후, 자외선 및 알코올 살균이 된 무균 상자

안에서 scraper로 긁어서 진행하였다. HY-2는 누적 포자무게 기준 2.0 kg, HY-4는 누적 포

자무게 기준 14.0 kg의 생산량을 확보하여 제형화를 위한 원제 생산을 진행하였다. 회수된 포

자는 밀폐 유리병에 건조제(실리카겔 팩)와 함께 넣어 냉장상태 어두운 조건으로 보관하였다

(표 14, 15).

표 14. 배지조건별 포자원제 생산량

Strain Meduim Harvested

Metarhizium anisopliae

HY-2
SDAY agar c.a. 2 Kg

Paecilomyces lilacinus

HY-4

Cooked rice c.a. 4 Kg

Wheat bran only c.a. 10 Kg

표 15. 배지조건별 포자원제 생균수

Strain
Concentration

Min (conidia/g)

Viability

(germination rate)

Viable counting

Min (cfu/g)

HY-2 5.1×109 >95% 1.0×109

HY-4
3.0×109 >95% 5.0×108

2.5×1010 >95% 8.6×109

HY-2의 포자의 회수 시점부터 6개월간의 경시 변화는 표와 같으며, 저장온도, 빛 차단조건과

아울러 건조상태 등이 보관성에 영향을 주었다.

표 16. Metarhizium sp. HY-2 균주의 생균수 안정성 검토

Storage Temp HY-2, Harvest 1 month … 6 months

Ambient
1.5×109

6.4×108 … 6.4×106-4.1×108

4℃ 1.2×109 … 8.4×108

 

HY-4의 포자는 곡물 및 부산물 고체배지로부터 회수되어 배지류의 혼입으로 인해 회수시점

의 포자농도가 일정치 않았지만, 실온에서의 보관성이 매우 높았고 105일 후의 발아율도 90%

이상으로 유지되었다. 전자현미경 사진에 의하면, 평판배지에 비해 고체 배지에서 생산된
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HY-4 포자의 형태에도 차이를 보여 자연상태의 배양조건이 포자 생존률에 긍정적임을 알 수

있었다.

표 17. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 생균수 안정성 검토

Substrate HY-4, Harvest 1 month 3 months …

Wheat bran 8.6×109 7.5×109 9.0×109 …

Rice 7.8×108 7.4×108 4.5×108 …

  

  

HY-4 from agar plate HY-4 conidiophore and conidia 

HY-4 from wheat bran HY-4 from cooked rice

그림 5. 배지 종류별 Paecilomyces sp. HY-4 균주의 전자현미경 사진

라. 포자원제의 온도 및 pH 조건에서의 발아율

HY-2 포자원제는 배양배지에 따라 발아율의 열안정성에 차이를 보였다. 평판배지에 pupa 및

wheat bran을 첨가시 초기 포자농도뿐 아니라 열안정성도 높아서 노출온도에 따른 경시변화

가 심했지만, pH의 경우 포자의 안정성에 큰 영향이 없었다. (Conidial powder of HY-2 from

different substrates was transferred into test tubes (0.1-0.2 g/tube), samples were kept in

the oven at 60℃, 70℃ and 80℃for various time (0, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min), then

diluted to 1.0×104 conidia/0.1%Tween 80, 200 μl suspension was spread on agar plate
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(SDAY) to test the viability. The average germination percent of control-test maintained

98%. More than 70% conidia of 60℃-20min could germinate and almost no germination of

the 80℃-5min treatment was found, the germination percent of 70℃-5min was about 80%

and 70℃-10min decreased to 10%. It indicated HY-2 wass sensitive to high temperature.)
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한편, HY-4 포자원제는, 70도에서 15분 처리한 포자의 90%이상이 발아하여 열안정성이 높은

것으로 해석되었으며, 이는 점박이 응애의 포장시험 결과와도 일치하고 있었다. 아래의 그림

은 80도에서의 안정성 및 pH의 영향을 도표로 표시하였다.
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2. 포자원제의 경제적 대량생산을 산업용 배양 배지 조건의 최적화

가. Paecilomyces sp. HY-4 균주의 활성포자 생산을 위한 산업용 배지 최적화

대량생산을 위한 Paecilomyces sp. HY-4는 액체배지를 통한 종균배양과 고체배지를 통한 본

배양의 biphasic process(liquid seed culture and harvest from solid agar plate)로 진행하였
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다. 실험에 적용한 액체 배지의 조성은 포도당을 주 탄소원으로 하는 PDB를 사용하거나, 혹

은 Czapek-Dox broth를 이용하였다. 고상발효를 위한 산업용 배지는 밀기울, 쌀겨 및 피 등

을 이용하여 각각의 원료에 대한 생균수를 검토함. 포자생산을 위한 본 배양은 증기가압 살균

된 쌀과 밀기울을 사용하였다. 배지 구성은 Rice:H2O(1:1)과 Wheat bran:H2O(1:1)이었고, 28℃

에서 15일 간 배양하고 팬을 이용한 건조과정 후 믹서를 이용해 분쇄 및 포자를 수확하였다.

각각의 원료에 대한 visible 및 viable cell count를 수행한 결과 밀기울과 쌀겨의 생산성이 매

우 높게 나타났으며, 피를 이용한 부분에서도 밀과 쌀 두 가지를 동시에 활용하였을 경우에도

유의적으로 높은 결과를 나타내었다. 이는 한가지의 원료가 아닌 다양한 곡물 부산물을 이용

하여 대량생산을 할 수 있음을 의미하며, 각각의 원료의 가격 상승에 대비하여 혼합원료를 사

용하는 것도 가격상승에 대한 완충작용을 할 수 있을 것으로 기대한다.

각각의 원료는 입도에 따른 생산성 검토에 있어서, 미세 분말 보다는 거친 분말을 이용하였을

경우 균사의 증식에 도움을 주어 높은 생균수의 포자 원제를 확보할 수 있었으며, 기질과 수

분의 혼합 비율을 검토 한 결과 원료:수분의 비율이 4:3일 경우 가장 높은 생균수의 포자를

확보할 수 있었다(표 24, 25, 26).

표 18. 대량생산을 위한 산업용 배지 조성 검토

Spore yield
Wheat

bran

Rice

bran

Cooke

d rice

Mixed

hulls

Wheat

hull

Rice

hull

Agar

plate

Visible count

(×1010 conidia/g)
2.5 2.8 0.3 2.8 0.6 0.2 5.7

Viable count

(×1010 cfu/g)
0.75 0.77 0.08 0.70 0.15 0.05 1.2

표 19. 기질의 입자 크기에 따른 생균수 비교

Spore yield
Granularity

≥20mesh(sieved) <20mesh(passed) Mixed

Visible count

(conidia/g)
2.8×1010 0.86×1010 1.8×1010

표 20. 기질의 수분 함량에 따른 생균수 비교

Spore yield
Water content (Rice bran : H2O)

2:1 4:3 1:1

Visible count

(conidia/g)
2.0×1010 2.7×1010 1.8×1010
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나. 포자원제 생산을 위한 산업용 배양 배지 조건의 최적화

이와 같은 결과를 바탕으로 각각의 공정단계별 투입 원료 및 수분의 무게를 측정하고 생산되

는 포자원제의 최종 수득율을 계산함. 최초 투입된 쌀겨의 무게를 100% 기준으로 하여 기질

대비 물의 비율을 4:3으로 첨가하여 멸균한 배지의 수분함량은 43.6%로 확인되었고, 5% 종균

(v/w)을 접종하여 측정 한 결과 139%로 증가하였고, 배양 종류 후 건조한 배양물의 무게는

70.3%로 확인함. Spore harvest 전 단계인 milling & sieving 공정을 거친 후 최종 32.0%의

건조 배양물을 확보하였다. 최종 확보한 viable conidia의 농도는 평균 2.0×10
10

cfu/g 생균수

를 나타냄. 이렇게 확보한 원제는 spore harvest를 이용한 분급공정(classification process)를

통하여 고농도의 활성 conidia를 확보할 것으로 판단함. 하지만, 생물제제의 가벼운 무게와 작

은 크기는 기존의 광물질 분급에 이용한 harvest를 이용하였을 경우 수율이 떨어지기 때문에

분급공정에서의 최적화된 조건을 검토할 필요가 있었다.

   

그림 6. 산업화 배지를 이용한 생산 공정 단계별 수율 검토

다. 고농도 활성포자 회수를 위한 분급공정 개발

농업에 사용가능한 고농도의 활성포자를 회수하기 위하여 325 mesh(입도 45 ㎛) 이하의 입도

를 가지는 활성포자의 분급 공정을 검토하였다. 100 ㎛ 이하의 입도를 가지는 미세 분말은 정

전기 발생으로 인하여 분체의 표면 또는 옆면에 부착되어 원료의 손실을 가져오게 된다. 특히

포자와 같은 가벼운 물질들은 더욱 수율이 떨어지는 단점이 있다. 본 연구에서는 이러한 단점

을 개선하기 위하여 분체의 사이즈를 조절하고, 회수율을 향상시키기 위하여 구체(beads)를

이용하서 생산성을 향상시켰다. 기존에 공정에 사용되는 분체기기들 중에서는 이러한 문제를

해결하기 위하여 초음파 진동체도 사용하고 있지만, 가벼운 소재의 경우에는 그 효율이 좋지

않다.

패실로마이세스 속 HY-4 균주의 활성 포자는 크기가 매우 작은 것으로 20, 40, 60, 100, 325

mesh 등 다양한 크기의 분체망를 사용하였고, 또한 이를 단일 또는 이중으로 처리하여 그 수

율을 향상 시킬 수 있었다. 325 mesh의 단일 분체망를 이용하였을 경우, 포자 회수율은

13.48% 였고, 40, 325 mesh 이중 분체공정에서 17.75%의 포자를 회수할 수 있었다(표 21).

분체 수율을 향상시키기 위한 구체(beads)의 크기는 각각 4~10 mm로 서로 다른 사이즈를 이

용하여 25 g glass beads/50 g conidia의 무게비로 수율을 측정한 결과, 8 mm 사이즈의 구체
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가 가장 높은 수율을 나타내었다. 또한, 분체 공정 시간대비 구체의 사용량을 비교한 결과 1:1

비율(구체:conidia)에서 보다 짧은 시간에 높은 수율을 얻을 수 있었다.

분체공정을 통하여 2.0×1010 conidia/g 이상의 활성 포자를 8.0×1010 conidia/g 이상의 고농도

활성포자 미세분말을 확보할 수 있었고, 각각의 분말의 입도와 현탁성을 확인한 결과 제형화

를 위하여 미세분말이 적합함을 알 수 있었다(그림 7, 8).

표 21. 사이즈별 단일 또는 이중 분체망을 이용한 포자의 분급 수율

Sieve Yield (% w/w)

50g conidia

50g glass beads

Time: 60 min

325mesh single 13.48

20+325 double 17.82

40+325 double 17.75

60+325 double 15.13

100+325 double 15.57

40+100+325 triple 14.92
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그림 7. 분체공정에서의 구체의 크기와 사용량에 따른 수율 분석
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활성포자

분말

활성포자

현탁액

활성포자

생균수

검토

그림 8. 활성포자의 harvest 전후의 입도 및 현탁성

3. Paecilomyces sp. HY-4 포자 원제의 안정성 검토

가. 건조 포자원제의 보관기간별 생균수 검토

Paecilomyces sp. HY-4 건조 포자 원제의 보존기간별 생균수의 변화양상을 검토하였다. 건

조 포자원제를 실온(Ambient)과 4℃의 조건에서 가각 보관하면서 시료의 생균수를 비교하였
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다. Paecilomyces sp. HY-4 균주는 4℃에서는 1년 이상의 기간 동안 매우 안정한 상태를 유

지하였고, 실온 보관의 경우에도 7개월 동안 50% 이상의 생균수를 유지하고 있음을 확인하였

다. 향후 실제 유기농자재 개발에 있어서 포자의 안정성은 제품의 품질 유지에 필요한 부분으

로 향후 제형화를 통하여 보존성을 극대화 할 필요가 있다. 또한, 제품의 포장에 산소흡수제

와 수분흡수제를 첨가함으로써 제품의 안정성을 높일 수 있을 것으로 판단된다(그림 9, 표

22).

그림 9.  Paecilomyces sp. HY-4 포자 원제의 보관기간별 생균수 분석

표 22. 보관 조건별 Paecilomyces sp. HY-4 포자의 shelf lives 분석

Time (d) Purified conidia* Conidia with substrate

4℃       Ambient  temperature

0 >90 >90 >90

30 >90 >90 >90

60 >90 >90 >90

90 >90 >90 >90

120 >90 >90 >90

150 >90 78.8 >90

180 >90 53.5 >90

210 >90 50.2 85.3

240 >90 35.7 77.8

* Purified conidia: The air-drying SSF product (MC=7.4%) was milled and sieved to purify aerial conidia from substrate
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그림 10. 다양한 수분 함량에 따른 Paecilomyces sp. HY-4 포자의 온도 저항성

나. Oil 혼합 포자원제의 보존기간별 생균수 검사

Oil 혼합 포자원제는 향후 유제의 개발에 필요한 부분으로 각각의 oil 종류에 따른 포자의 안

정성을 비교하였다. oil의 종류는 시중에서 향후 벌크 포장으로 구입 가능한 corn oil, soybean

oil, grape seed oil, canola oil, 그리고 olive oil을 이용하여 10% dry conidia를 함유하는 oil

혼합제를 조성하였다. 각각의 혼합제는 상온의 암소에 보관하면서 월별로 각각의 생균수를 비

교 검토하였다. 또한, 다양한 항산화제에 대한 안정성을 분석하였다.

HY-4 균주는 각각의 oil에 대한 저해를 받지 않았으며, 3개월 이상 안정한 생균수를 유지하

였다(그림 11, 12).

그림 11. Paecilomyces sp. HY-4 포자 oil mixture의 보관기간별 생균수 조사
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그림 12. Paecilomyces sp. HY-4 포자의 열안정성에 있어서의 oil coating 효과

표 23. 대두유에 코팅된 Paecilomyces sp. HY-4 포자의 항산화제 첨가 효과 

Antioxidants*
Survival rates (%)

30 d 120 d 150 d 180 d 210 d

Conidial powder 94.3 91.8 79.6 58.4 50.6

AO blank 93.5 94.7 90.8 86.8 71.5

TBHQ 92.7 91.5 88.0 85.1 55.9

PG 95.6 93.6 91.7 92.0 84.6

BHT 94.7 95.5 94.1 92.1 88.2

BHA 98.3 93.6 93.0 90.2 69.9

Vitamin C 93.8 92.7 91.4 81.1 63.6

Vitamin E 96.1 94.4 88.5 76.3 56.0

Lecithin 97.0 93.3 92.1 75.6 51.9

Fe2O3 94.6 95.0 89.4 85.7 73.3

*AO blank- oil formulation of conidia without antioxidant.

TBHQ- tertiary butylhydroquinone;

PG- propyl gallate; BHT- butylated hydroxytoluene;

BHA- butylated hydroxyanisole.

      0.02% (w/v) of single antioxidant was added in the soybean oil formulation of  P. lilacinus HY-4, the

conidial viabilities were determined monthly. After 210 d of storage at ambient temperature, BHT was found to

be the most efficient in maintaining the viability.
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그림 13. Paecilomyces sp. HY-4 포자의 안정성에 있어서의 다양한 유화제의 영향

다. Paecilomyces sp. HY-4 포자의 화학농약에 대한 compatibility 검토

생균제제인 곤충병원성 곰팡이 Paecilomyces sp. HY-4 포자의 다양한 화학농약에 대한

compatibility를 검토하였다. 화학농약은 살충제, 살진균제, 그리고 제초제로 구분하여 실시하

였다. 살충제는 시판되고 있는 대표농약들을 비교하였다. 화학농약은 1X(lethal/fatal dose),

0.2X(subfatal dose), 0.1X(low subfatal dose)로 구분하여 Paecilomyces sp. HY-4 포자와 현

탁한 다음, 평판배지 상에서 포자의 발아, 생육도를 측정하였다.

화학살충제의 lethal dose에서는 벼농사의 진딧물 방제에 주로 쓰이는 chlorpyrifos에 의하여

50%의 발아저해를 가졌으나, 나머지 대표 화학살충에 혼용이 가능하고, 0.2X 이하의 subfatal

dose에서는 모두 안정하였다(표 24).

살진균제에 대해서는 대부분의 진균제에 저해를 받았으나, 잿빛 곰팡이병에 사용되는

polyoxin B에 대해서는 저해를 받지 않았다(표 25).

또한, 독성이 강한 다양한 제초제에 대한 영향은 glyphosate를 제외한 나머니 군에서는 높은

저해를 나타내었다(표 26).

이상의 결과를 바탕으로 향후, Paecilomyces sp. HY-4 포자를 이용한 미생물제제의 적용시

에는 현장에서 사용되는 화학제와의 혼용가능성에 대한 부분을 검토하고, 사용 환경에서의 관

리를 통하여 활성유지를 위한 약제의 구분이 필요할 것이다.
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표 24. Paecilomyces sp. HY-4 포자에 대한 chemical insecticide의 compatibility

Active

ingredient

Chemical

class

RC

(ppm)

1

Inhibition rate2

(%)

Germination rate

(%)
Sporulation3

RC
0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC

Abamectin Glycoside 6 18.8 0 0 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Chlorfenapyr Pyrrole 50 3.1 0 0 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Chlorpyrifos Organophosphate 288 51.6 7.8 1.6 85.2 >95 >95 ++ ++ ++

Dinotefuran Neonicotinoid 100 28.1 4.7 1.1 82.4 >95 >95 ++ ++ ++

Etofenprox Pyrethroid 100 9.5 1.5 0 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Imidacloprid Neonicotinoid 50 9.8 3.1 0 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Indoxacarb Oxadiazine 50 25.0 1.7 0 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Methoxyfenozide Diacylhydrazine 105 14.1 0.9 0 >95 >95 >95 + ++ ++

Spinosad Spinosyn 50 29.7 1.4 0.6 >95 >95 >95 ++ ++ ++

1 RC- recommended concentration (field recommended ppm of technical grade).

2 Inhibitory rate=[(colony diameter of control –olony diameter of treated group)/(colony diameter of control)] ×100%

3 Sporulation: (++), normal sporulation; (+), poor sporulation.

4 EC- emulsifiable concentrate; SC- suspension concentrate; WG- water dispersible granule; WP-wettable powder;

EW- emulsion in water
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표 25. Paecilomyces sp. HY-4 포자에 대한 chemical fungicide의 compatibility

Active

ingredient
Chemical class

RC

(ppm)1

Inhibition rate2

(%)

Germination rate

(%)
Sporulation3

RC
0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC

Benomyl Benzimidazole 350 100.0 100.0 100.0 0 0 29.1 - - -

Chlorothalonil Chloronitrile 1275 100.0 100.0 100.0 0 0 0 - - -

Dimethomorph
Cinnamic Acid

 Amide
250 45.3 15.6 4.7 81.6 >95 >95 ++ ++ ++

Fenarimol Pyrimidine 41 90.6 82.8 57.8 9.4 24.2 84.7 - - -

Fludioxonil Phenylpyrrole 40 67.2 60.9 59.4 22.5 27.1 32.7 - - -

Hymexazol Isoxazole 300 56.3 56.3 60.7 >95 >95 >95 + + +

Mancozeb
Ethylene

bisdithiocarbamate
1275 100.0 70.3 18.8 0 24.5 81.4 - + +

Polyoxin B Polyoxin 100 0 0 0 >95 >95 >95 + ++ ++

Tebuconazole Triazole 125 100.0 100.0 93.8 0 0 0 - - -

Tetraconazole Triazole 60 89.1 82.8 53.1 54.7 62.1 75.5 - - +

Thiophanate-

methyl
Carbamate 700 100.0 100.0 100.0 0 0 0 - - -

1 RC- recommended concentration (field recommended ppm of technical grade).

2 Inhibitory rate=[(colony diameter of control –olony diameter of treated group)/(colony diameter of control)] "~100%

3 Sporulation: (++), normal sporulation; (+), poor sporulation; (-), no sporulation.

4 WP- wettable powder; EC- emulsifiable concentrate; FU- fumigant; SL- soluble concentrate; SP- water soluble

powder
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표 26. Paecilomyces sp. HY-4 포자에 대한 chemical herbicide의 compatibility

Active

ingredient
Chemical class

RC

(ppm)1

Inhibition rate2

(%)

Germination rate

(%)
Sporulation3

RC
0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC
RC

0.2×

RC

0.1×

RC

Alachlor Acetanilide 1093 82.8 76.6 51.6 35.9 36.8 80.7 - ++ ++

Butachlor Chloroacetamide 1470 78.1 48.4 37.5 58.6 >95 >95 ++ ++ ++

Glyphosate Glycine 2050 29.7 12.5 9.4 >95 >95 >95 ++ ++ ++

Napropamide Acetamide 1250 100.0 87.5 60.9 0 15.2 77.5 - + ++

S-metolachlor Chloroacetamide 750 78.1 51.6 31.3 24.3 67.5 82.2 + ++ ++

1 RC- recommended concentration (field recommended ppm of technical grade).

2 Inhibitory rate=[(colony diameter of control –olony diameter of treated group)/(colony diameter of control)] "~100%

3 Sporulation: (++), normal sporulation; (+), poor sporulation; (-), no sporulation.

4 EC- emulsifiable concentrate; SL- soluble concentrate; WP- wettable powder

4. 고농도 활성포자를 이용한 제형화 및 시제품 개발

가. Paecilomyces sp. HY-4 포자의 제형화를 위한 wetting time 및 suspensibility 검토

수화제의 경우 180초 이내에 물에 현탁이 되어야 하며, 친유성의 원료는 유화제와 같은 화학

제를 소량 첨가하여 그 물성을 계량하여야 한다. 또한, 포자와 같은 가벼운 물질은 용매에 잘

현탁될 수 있도록 그 제형을 설계해야 그 활성을 유지 또는 균질하게 사용할 수 있다.

Paecilomyces sp. HY-4 활성포자의 안정성 검토 결과 다양한 다당체와 광물질에서 안정하였

고, 이러한 부형제를 이용하여 wetting time을 향상시키기 위하여 그 농도를 분석하였다. 대

표적으로 사용되는 광물질인 bentonite와 kaolin, 그리고 corn starch를 이용하여 포자의 농도

대비 wetting time을 측정하였고, 10%(w/w)의 포자농도에서 corn starch에 대한 bentonite와

corn starch에 대한 kaolin의 비율에 따른 wetting time 과 suspensibility를 측정하였다.

포자 농도에 대한 광물질의 함량은 2:8의 비율에서 wetting time이 감소하였고, corn starch에

대한 bentonite는 2:7, corn starch에 대한 kaolin은 1:8~2:7에서 wetting time 대비 높은

suspensibility를 나타내었다.
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이상의 결과로 bentonite : kaolin : cor starch : HY-4 spore의 비율을 35 : 35 : 20 : 10 으로

하여 wetting time은 164초, suspensibility는 70.2%로 측정되었다(그림 18~20).

그림 14. Paecilomyces sp. HY-4 활성포자 농도별 wetting time 분석

그림 15. Corn starch와 bentonite의 비율에 따른 wetting time과 suspensibility
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그림 16. Corn starch와 kaolin의 비율에 따른 wetting time과 suspensibility

나. Paecilomyces sp. HY-4 포자의 Emulsifiable suspension 제형을 위한 유화제 검토

유탁제 또는 오일제 개발을 위한 유화제를 이용한 계면활성 효과를 검토하였다. 농업용으로

널리 이용되고 있는 유화제는 tween 20, tween 80, span 80, span 85, triton X-100 등의 서

로 다른 hydrophilic lipophilic balance(친수성 친유성 평형)를 가지고 있다. 따라서, 이를 이용

한 emulsion를 위하여 HLB에 따른 함량비를 서로 달리할 수 있다.

Paecilomyces sp. HY-4 포자는 hydrophobic 성질의 것으로 최종 단계에서 물에 현탁하는 제

형을 개발하기 위해서는 유화제의 함량을 조절하여 emulsion 시킬 수 있다. 각종 유화제에 대

한 안정성은 앞에서 언급하였고, 본 실험에서는 high shear emulsifier mixer를 이용하여 유화

제의 적정농도에서 처리 시간에 따른 emulsification ability를 측정하였다.

Paecilomyces sp. HY-4 포자를 이용한 eumlsion을 위한 HLB 레벨은 HLB 11.0으로 조정하

여 유화제 혼합물을 구성하였고, 10%(w/w) 포자농도에서 2.3%(w/w) 유화제 혼함물을

5,000rpm에서 각각의 시간별로 emulsification ability를 측정한 결과 9분 이상에서 90% 이상

의 emulsifiable suspension 조성물을 확인 할 수 있었다(표 27, 그림 17).
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표 27. Emulsifiable suspension 제형을 위한 유화제의 HLB 비교

Surfactant EA (%) HLB APP. Remark

Span 85 43.7 1.8
W/O

Span 80 0 4.3

Triton 61.3 13.0

O/WTween 80 24.0 15.0

Tween 20 30.8 16.7

그림 17. High shear emulsifier mixer를 이용한 시간별 emulsification ability

다. Paecilomyces sp. HY-4 포자를 이용한 수화제, 유탁제 그리고 오일제 제형

상기의 연구결과를 토대로 곤충병원성 곰팡이 Paecilomyces sp. HY-4 활성 포자를 물 또는

유기용매에 쉽게 분산, 현탁, 혼합 등이 용이하도록 하는 친환경유기농자재의 수화제, 유탁제,

오일제 제형을 개발하였다. 다음의 제형을 이용하여 실험실내의 살충효능, 친환경유기농자재

목록공시에 필요한 작물 비해, 약해 시험, 효능 시험 등에 활용하였고, 제품명은 ‘패시포라

(PaeciPora)'로 명명하였다(표 28).
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표 28. P aecilomyces sp. HY-4 포자를 이용한 친환경유기농자재 시험제형

Dosage form Visible count Viable count Ingredient Content %

WP

(Wettable powder)

4.0×10
9

conidia/g

1.5×10
9

cfu/g

Spores 5~10

Corn starch 5~10

Bentonite 30~50

Dextrin 30~50

EC/ES

(Emulsifiable concentrate

/suspension)

3.8×10
9

conidia/ml

1.8×10
9

cfu/ml

Spores 5~10

Vegitable
oil

50~60

Emulsifier 2~5

H2O 30~40

OL

(Oil miscible Liquid)

5.2×109

conidia/ml

1.0×109

cfu/ml

Spores 5~10

Soybean oil 91.2

Emulsifier 2.3

5. 해충령기에 따른 실내 살충력 검증

가. 목적 난방제 해충의 선정 및 실내 사육

농업에서 문제시 되고 있는 여러 가지 해충 중 점박이응애, 복숭아혹진딧물, 담배가루이의 흡

즙성 미소해충들을 방제 대상으로 선정 후 그 실내 사육 체계를 수립하였다.

(1) 점박이응애(Tetranychus urticae, two-spotted spider mite)

- 연 10～11회 발생되는 빠른 세대수로 인하여 점박이응애는 화학 살비제에 대하여 빠른 저

항성 획득과 모든 절화류 및 관엽류에 큰 피해를 주는 난방제 해충이다.

- 기주범위가 넓어 기주를 구하기 쉬우며 대표적인 사육기주로 사용되는 강낭콩은 다른 기주

들 보다 잎면적이 넓어서 사육하는데 용이하였다.

- 25℃상대습도 70%, 12L:12D 조건으로 실내 사육하였다(그림 18A).

(2) 복숭아혹진딧물(Myzus persicae, green peach aphid)

- 복숭아혹진딧물은 세계적으로 분포되어 여름, 겨울기주로 전환하면서 배추, 고추, 복숭아,

귤나무 등 66과 300여 종의 작물에 피해를 입히는 중요한 해충이다.

- 복숭아혹진딧물 사육은 대체적으로 사용되는 기주인 배추의 공급만 원활하면 사육에 큰 어
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려움이 없었다.

- 배추 기주, 25℃상대습도 70%, 16L:8D 조건으로 실내 사육하였다(그림 18B).

(3) 담배가루이(Bemisia tabaci, sweet-potato whitefly)

- 담배가루이가 시설 하우스에서 번식을 시작하면 작업이 불편할 정도로 큰 피해를 입히는

세계 전 지역의 온실에서 문제가 되고 있으며 빠른 세대증식으로 인해 저항성이 문제되는 심

각한 해충이다.

- 담배가루이는 적정 사육온도인 24℃～27℃에서 기주 식물인 토마토를 이용하여 사육시 원

활하게 사육이 가능하였다(그림 18).

(A) (B) (C)

그림 18. 점박이응애(A), 복숭아혹진딧물(B), 담배가루이(C)의 사육 모습 

선정된 3종의 난방제 해충들은 모두 빠른 세대수와 화학 농약에 대한 빠른 저항성 획득으로

전 세계적으로 문제시 되는 해충인 만큼 다른 나방류 해충들에 비해 먹이식물과 온도만 적정

수준으로 유지해주면 쉽게 계대사육이 가능함으로써 실험해충으로 이용하는데 어려움이 없었

다.

가. 난방제 해충별 최적의 곰팡이 처리 방법 결정

(1) 문헌의 조사 및 처리 방법 결정

- 침지법 : 곰팡이 포자현탁액에 곤충자체를 침지시키는 방법

- 분무법 : 곰팡이 포자현탁액을 대상 곤충 위에서 분무하는 방법으로 주로 미소 곤충을

시험하는데 이용됨

본 연구에서 설정된 해충은 미소해충이기 때문에 침지 그 자체로 인한 사충이 많이 생겨나

본 실험에는 부적합한 것으로 판단되었다. 그에 비해 분무법은 미소해충에 대한 곤충병원성

곰팡이의 생물검정에 이미 많은 연구자들에 의해 사용되고 있는 것으로 조사되었으며 또한

실제 제제 개발시 침지법 보다는 분무법이 현실적인 방법으로 판단됨으로써 본 실험에서는
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분무를 이용한 생물검정 방법을 병원성 곰팡이의 생물검정방법으로 결정하였다 (Shan &

Feng, 2010; Shapiro-Ilan 등, 2008; Shi 등 2008).

(2) 곰팡이 분무를 위한 간이 tower sprayer 의 제작 및 평가

실제 곰팡이제제의 분무법에 이용되는 분무기는 온실 및 야외환경에서 대량의 시료에 대한

처리방법으로써 실내 생물검정법에 이용하기에는 부적합한 것으로 판단되었다. 이를 대신하기

위하여 많은 연구자들이 수동형 소형 간이 스프레이방법을 이용하고 있으나 이 방법의 경우

모든 시료에 대한 정량의 분무가 어렵고 그에 따라 실험오차가 많이 발생하는 문제점이 있다.

이를 해결하기 위하여 일반적으로 미소 해충에 대한 병원성 곰팡이의 생물검정에 자주 이용

되는 potter tower sprayer가 이용되고 있으나 고가의 장비로 인해 많은 연구자들이 이용하기

에는 부적합한 문제점이 있었다. 이러한 문제를 해결하기 위하여 potter tower spray를 모방

하여 저가의 에어브러쉬와 콤푸레샤로 구성된 간이 장비(에어브러쉬 (노즐: 0.2 mm), 소형 콤

푸레샤(분사압력: 15 psi), 원통 케이지)를 자체 제작하고 SD tower sprayer 라 명하고 그 성

능을 조사하였다 (그림19).

그림 19. 제작된 SD spray tower 모습

제작된 SD tower sprayer 밑에 hemocytometer를 놓고 1ml(1×108 conidia/ml) 포자 현탁액을

스프레이한 후 면적당 떨어지는 포자량을 계산하고, 기 보고된 potter tower sprayer 이용한

포자량과 비교하였다(Shan & Feng, 2010). 그 결과, 제작된 SD tower sprayer 는 상용화된

potter tower sprayer 에 비해 오히려 포자 손실률이 적게 나왔으며(표 29) 또한 이를 이용하

여 직접 점박이응애에 스프레이 했을 시 24시간 동안 사충이 관찰되지 않음으로써 분무된 용

액의 수용성 및 물리적 충격으로 인하 피해가 없는 것으로 확인되어 곰팡이의 처리에 적합한

것으로 판단되었다.
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표 29. SD spray tower와 Potter spray tower의 면적당 떨어지는 포자량 비교

사용된 타워 사용된 포자량 cm2 당 떨어진 포자량 손실률 (%)

SD tower sprayer 1×108 conidia 5.8±1.4×105 conidia 99.4

potter spray tower 1×108 conidia 1.1±0.4×104 conidia 99.9

나. 곰팡이의 배양액 및 제형에 따른 살충력 비교

주관과제에서 개발한 여러 가지 배양액을 이용하여 배양된 곰팡이 배양액 및 제제를 공급받

아 3가지 목적 해충에 대한 곰팡이의 살충력을 비교 평가하였다.

(1) 곰팡이 제제의 포자 활성 검정

제제화된 곰팡이(표 30) 포자들의 활성을 확인하기 위해서 각각의 제형들을 0.05% tween80을

이용하여 현탁액을 만들었으며, 만들어진 현탁액을 10배, 100배 희석하여 PDA 배지에 도말하

여 생성되는 균총의 수로 활성포자의 수를 확인하였다. 활성 포자 확인에 있어 희석에 의한

오차와 오류를 줄이기 위해서 각각의 현탁액의 포자농도를 hemocytometer를 이용하여 확인

하였으며 각기 실험을 3반복 실험하였다(그림 20).

표 30. 생물검정에 사용된 균주 및 제제 상태

균주 표기명 포자농도

Metarhizium anisopliae HY-2 original 5 × 109 conidia/g

M. anisopliae HY-2 10% WG-1 1.7 × 109 conidia/g

M. anisopliae HY-2 10% WG-2 1.6 × 109 conidia/g

M. anisopliae HY-2 10% WP 1.1 × 109 conidia/g

Paecilomyces lilacinus HY-4
substrate:

rice
3 × 109 conidia/g

P. lilacinus HY-4
substrate:

wheat bran
2.5 × 1010 conidia/g
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그림 20. 각각의 제형에 따른 활성포자를 확인하기 위한 모식도 및 Metarhizium anisopliae 

HY-2 original 의 활성포자 농도

그 결과, 활성포자 확인을 위한 포자현탁액의 희석에 있어서 포자농도는 희석배수에 맞게 희

석된 것을 현미경적으로 확인하였으며, PDA 배지를 이용한 각각의 균주 및 제형들의 활성포

자률은 0.025%~12.14%로 실제 포자수에 비해 매우 낮게 나타났다(표 31).

표 31. 각 제형에 따른 포자 생존률

균주 표기명 포자생존률(%)

Metarhizium anisopliae HY-2 original 13.63

M. anisopliae HY-2 10% WG-1 -

M. anisopliae HY-2 10% WG-2 0.24

M. anisopliae HY-2 10% WP -

Paecilomyces lilacinus HY-4
substrate:

rice
14.22

P . lilacinus HY-4
substrate:

wheat bran
40.74

이러한 결과는 두 균주 모두 안정성이 매우 낮은 곰팡이 균주임을 보여주는 결과였으며, 제제

화 과정을 거칠 경우 그 생존율은 현저히 낮아짐을 지적하는 결과였다. 일반적으로 곤충 병원

성 곰팡이의 포자는 안정성이 높지 않은 것으로 나타나며, 이를 보완하기 위해서 제형 개발시
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여러 가지 첨가제 의한 보완이 필수적이므로, 현재의 제형에 대해서는 가능한 범위내에서 개

선이 필요함을 지적해주었다.

(2) 점박이응애에 대한 살충력 검정

90 mm dish에 과습된 탈지면을 깔고 그 위에 지름 20 mm 원형의 강낭콩 잎을 놓은 후 점박

이응애 성충 15마리를 옮겨 놓았다. 그 후 각기 다른 배지로 배양된 균주들의 포자현탁액 1

ml (1 × 10
7

conidia)을 SD spray tower를 이용하여 스프레이하여 생물검정 하였다(3반복).

그 결과, Paecilomyces lilacinus HY-4 균주에서 70% 이상의 살비률이 나타났으며 사충도 전

형적인 곰팡이병 증상을 보였다(그림 21). 또한 Metarhizium anisopliae HY-2 균주를 이용한

배양액에서는 약 80% 살비률을 보인 10% WP를 제외하고 다른 배양액에서는 무처리구와 비

슷한 살비률이 나타났다(그림 22). 그러나 10% WP에서 사멸한 점박이응애에서는 곰팡이병증

상을 발견할 수 없어 곰팡이에 의한 사멸인지 배양액 성분에 의한 사멸인지 확인은 할 수 없

었다.

그림 21. Paecilomyces lilacinus HY-4 배지별 포자현탁액 처리에 따른 점박이응애 살비률 

(A)과 곰팡이병증상으로 사멸한 점박이응애(B)
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그림 22. Metarhizium anisopliae HY-2 배지별 포자현탁액 처리에 따른 점박이응애 살비률 

(A)과 사멸한 점박이응애 (B)

(3) 복숭아혹진딧물에 대한 살충력 검정

1.5% agar가 포함된 90 mm petri dish에 60 mm로 잘린 배추 잎을 놓고, 그 위에 복숭아혹진

딧물 성충 20마리를 조심스럽게 올려놓았다. 그 후 각 배양액에서 배양된 각 균주들의 포자현

탁액 1 ml(1 × 107 conidia)을 SD spray tower를 이용하여 스프레이하여 생물검정하였다(3반

복). 그 결과, 두 곤충병원성 곰팡이 모두 대조구와 유사한 살충력을 보임으로써 복숭아혹진딧

물에 대한 살충력은 확인할 수 없었다(자료 미 제시).

(4) 담배가루이에 대한 병원성 검정

증류수로 적신 거즈가 얇게 깔린 90 mm petri dish에 담배가루이 2령 약충 20마리가 고착되

어 있는 토마토 잎을 올려놓은 후, 각 배양액에서 배양된 각 균주들의 포자현탁액 1 ml(1 ×

107 conidia)을 SD spray tower를 이용하여 스프레이하여 생물검정하였다(3반복). 그 결과, 두

곤충병원성 곰팡이 모두 대조구와 유사한 살충력을 보임으로써 담배가루이에 대해서도 병원

성을 확인할 수 없었다(자료 미 제시).

(5) SD tower sprayer 효능 평가

배양액 및 균주에 따라 각기 다른 살충력이 확인됨에 따라 실험에 이용된 곰팡이 배양액의

실제 옆면 포자 낙하량을 비교 검정하였다.

- SD tower sprayer를 이용하여 서로 다른 배양액에서 배양된 각 균주의 활성포자를 생물검

정에 이용된 동일한 량인 1 ml(1 × 107 conidia)로 스프레이 했을 시 면적당 떨어지는 활성포

자량은 표 28와 같았다.
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표 32. 각 배양액 및 균주의 활성포자률에 따른 면적(cm2)당 낙하 활성포자량

균주 표기명 활성포자수/cm2

Metarhizium anisopliae HY-2 original 754

M. anisopliae HY-2 10% WG-1 -

M. anisopliae HY-2 10% WG-2 145

M. anisopliae HY-2 10% WP -

Paecilomyces lilacinus HY-4
substrate:

rice
870

P. lilacinus HY-4
substrate:

wheat bran
2320

두 가지 곤충병원성 곰팡이 M. anisopliae HY-2와 P. lilacinus HY-4을 이용하여 3종의 해충

에 생물검정한 결과, M. anisopliae HY-2 균주를 처리한 점박이응애 처리구는 무처리구와 비

슷한 살비률을 보였으며, 곰팡이병증상으로 사멸한 점박이응애를 발견할 수 없어 M.

anisopliae HY-2는 점박이응애에 대해 살충성이 낮을 것으로 판단되어졌다. 그리고 P.

lilacinus HY-4 균주를 처리한 점박이응애 처리구는 실제 처리된 활성포자수가 낮음에도 불

구하고 무처리구에 비해 높은 살비율을 보였으며, 사멸한 점박이응애 대다수가 곰팡이병증상

을 나타냄에 따라서 P. lilacinus HY-4는 점박이응애를 생물학적으로 방제하는데 큰 도움이

될 것이라고 생각되어 더 자세한 제제화 실험에 이용 하였다.

다. 미생물 제제 패시포라의 활성 검정

(1) 곰팡이 제제의 포자 활성 검정

미생물제제 패시포라(Paecipora)(그림 23)의 활성포자량을 확인하기 위해서 제제 0.1 g을

0.05% tween-80 10 ml에 희석하여 현탁액을 만들고, 만들어진 현탁액의 포자량을

hemocytometer로 개수하여 포자의 함량을 계산하였다. 활성포자 확인은 현탁액을 희석하여

SDA 배지에 도말하여 생성되는 균총의 수로 활성포자의 수를 확인하였다.
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그림 23. 패시포라 (Paecipora) 제제

표 33. 시험제형의 활성 포자량

제제 균주 활성포자량

패시포라(Paecipora)
Paecilomyces

lilacinus HY-4
9 ± 0.7 × 108 cfu/g

그 결과, 미생물제제 패시포라(Paecipora)의 활성포자량은 9 ± 0.7 × 108 cfu/g으로 기 제시된

농도(5 × 108 cfu/g이상)를 상회 하는 것으로 확인되었고(표 34), 생물검정에 앞서 미생물제제

패시포라(Paecipora)의 희석방법, 희석액의 예상되는 활성포자 농도 및 제제상태를 관찰하였다

(표 34, 그림 24, 그림 25).

표 34. 생물검정에 사용된 희석방법 및 희석액의 활성포자 농도

배수
사용된 제제

무게 (g)

사용된 0.05%

tween 80 양(ml)

활성포자농도

(conidia/ml)

10배 1 10 9 × 107

50배 0.2 10 4.5 × 107

100배
10배 희석액을 10배 희석하여

사용함
9 × 106

(A) (B) (C)

그림 24. 미생물제제 패시포라(Paecipora)를 0.05% tween80에 10배(A) 50배(B) 100배(C) 

희석하여 5분간 vortexing 한 상태
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그림 25. 미생물제제 패시포라(Paecipora) 100배 희석액을 관찰한 결과

그 결과, 미생물제제 패시포라(Paecipora)는 0.05% tween 80에 쉽게 현탁되며(그림 5), 현미경

관찰 결과, 제제의 구성된 여러 물질들이 P. lilacinus HY-4 포자에 골고루 분포되어 있는 것

을 확인할 수 있었다(그림 25).

(2) 점박이응애 성충에 대한 병원력 검정

강낭콩 잎의 빠른 건조를 막기 위해 1.5% agar가 포함된 90 mm petri dish에 45 mm로 잘린

강낭콩 잎을 놓고, 그 위에 점박이응애 성충을 15～20 마리를 조심스럽게 올려놓고, 미생물제

제 패시포라(Paecipora)(0.05% tween 80에 희석된 50배, 100배 희석액) 1 ml 을 SD tower

sprayer를 이용하여 스프레이하여 생물검정하였다(3반복).
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그림 26. 미생물제제 패시포라(Paecipora) 희석배율에 따른 점박응애에 살비률와 곰팡이병 

증상으로 죽은 점박이응애

그 결과, 미생물제제 패시포라(Paecipora)는 control 대비 50배 처리구에서 약 40% 정도의 살

비률을 보였다(그림 26).

(3) 점박이응애 알에 대한 병원력 검정

점박이응애 알에대한 병원력 검정은 과습된 탈지면이 포함된 55 mm dish에 12 mm로 잘린

강낭콩 잎을 놓고, 그 위에 점박이응애 성충을 15～20 마리를 조심스럽게 접종하고 약 4시간

동안 산란을 유도 후 성충을 제거하였다. (한 처리구당 알의 숫자는 약 30개). 그 후, 미생물

제제 패시포라(Paecipora) (0.05% tween 80에 희석된 50배, 100배 희석액) 1 ml 을 SD tower

sprayer를 이용하여 스프레이하고 (3반복), 5일 뒤 부화된 유충 수를 관찰하였다. 그 결과,

미생물제제 패시포라(Paceipora) 처리구는 control 과 같이 약 90% 이상 부화율을 보였고, 부

화되지 않은 알에서도 진균병 증상을 확인할 수 없었다. 결과적으로, 패시포라 제제는 점박이

응애 알에 대해선 병원성이 없는 것으로 확인되었다.

(4) 미생물제제 패시포라의 해충에 대한 부착능

P. lilacinus HY-4 균주의 해충에 대한 살충성을 유추하기 위한 간접적인 방법으로 P.

lilacinus HY-4의 원제를 목적 해충에 spray후 포자의 해충에 대한 부착 여부를 주사전자현

미경으로 관찰하였다. 1 ml(1.5 × 106 conidia)의 P. lilacinus HY-4 포자를 점박이응애와 복숭

아혹진딧물 성충에 SD tower sprayer 를 이용하여 spray한 후 이를 fume hood에서 30분간

말렸다. 전자현미경 관찰을 위한 시료의 전처리는 2.5% glutaraldehye, 2% paraformaldehyde

가 포함된 용액으로 24시간 고정한 후, 유기용매 치환법으로 10, 20, 30, 50, 70, 90 및 100%의

ethanol로 차례로 30분간씩 통과시켜 탈수하였고, 탈수가 끝난 시료는 air dry후 금으로 코팅

하고 주사전자현미경(Carl Zeiss LEO-1530)으로 관찰하였다(Asensio 등, 2005).



- 68 -

그림 27. P. lilacinus HY-4 균주 포자가 점박이응애 성충에 부착되어 있는 모습(화살표)을 

주사전자현미경으로 관찰한 모습

그 결과, P. lilacinus HY-4 균주의 포자가 점박이응애 성충에 부착한 것을 확인할 수 있었고

(그림 27), 복숭아혹진딧물에서는 점박이응애와 같이 P. lilacinus HY-4 균주의 포자가 부착되

어 있는 것을 확인할 수 없었다(자료미제시). 이러한 결과는 미생물제제 패시포라(Paecipora)

가 복숭아혹진딧물에 병원성을 나타내지 못한 원인중의 하나로써 포자가 진딧물에 부착되지

못한 것이 원인일 가능성을 제시하는 것으로 여겨진다. 따라서, 목적 해충에 대한 부착능력을

향상시킬 수 있는 제형개발에 더욱 중점을 두고 진행하여야 할 것으로 판단된다.

라. 패시포라 제형에 따른 살충력 비교 검정

(1) 점박이응애에 대한 살충력 검정

주관과제에서 패시포라를 수화제, 유제 및 오일제 형태로 각각 제형화한 시료(그림 28)를 이

용하여 제제를 50배, 100배, 200배 및 500배로 각각 희석하여 점박이응애에 대한 생물검정을

실시하였다.
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그림 28. 패시포라 제제 (수화제, 유제, 오일제)

점박이 응애 생물검정은 강낭콩 잎의 빠른 건조를 막기 위해 증류수로 적신 탈지면을 깔고,

90 mm petri dish에 60 mm로 잘린 강낭콩 잎을 놓은 뒤, 그 위에 점박이응애 성충 10～15

마리를 조심스럽게 올려놓았다. 그 후 패시포라 각 제제를 희석배수에 맞춘 뒤(표 35), 1 ml

씩 SD tower sprayer 를 이용하여 스프레이 방법으로 생물검정하였다(3반복)(그림 29).

그림 29. 생물검정에 사용한 leaf disk와 SD tower sprayer 을 사용하여 접종하는 모습



- 70 -

표 35. 생물검정에 사용된 희석방법

제제 유형 배수 사용된 제제 양 (g or ul) 사용된 증류수 양 (ml)

수화제

50배 0.2 10

100배 0.1 10

200배 100배 희석액을 2배 희석하여 사용함

500배 50배 희석액을 10배 희석하여 사용함

유제

50배 200 ul 9

100배 100 ul 9

200배 100배 희석액을 2배 희석하여 사용함

500배 50배 희석액을 10배 희석하여 사용함

오일제

50배 200 ul 9

100배 100 ul 9

200배 100배 희석액을 2배 희석하여 사용함

500배 50배 희석액을 10배 희석하여 사용함

그림 30. 패시포라 각 제형에 대한 생물검정 결과

 

그 결과, P. lilacinus HY-4의 3가지 제제 중에서 오일제가 가장 좋은 살비성을 보였고(그림

30), 그 후 처리구 사충으로부터 2차 감염이 가능한 포자가 생성되는지를 확인하기 위해 습실

처리하여 25℃ 암조건에 보관 후 관찰하였다.
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그림 31. 패시포라 각 제형에 대한 mycosis 발생률

그림 32. 패시포라에 의해 사멸한 점박이응애 

그 결과, 각각의 제제에서의 진균병 발생율은 실제 살비율과 동일하게 오일제에서 높게 나타

났으며(그림 31), 사충의 모습도 전형적인 곰팡이 사충의 모습을 보이는 것을 관찰할 수 있었

다(그림 32).

이상의 결과로, P. lilacinus HY-4를 이용한 패시포라의 수화제, 유제, 오일제 3가지 제형을

이용한 점박이응애 방제는 오일제가 살비율이 가장 높게 나타났으며, 2차 감염이 가능한 진균

병징도 오일제에서 가능 높게 나타남에 따라, 점박이응애 방제를 위한 패시포라의 제형은 오

일제가 가장 효율적으로 판단되었다. 이러한 곤충병원성 곰팡이를 이용한 제제는 현재 전 세

계적으로 약 171개의 상품이 다양한 균주를 이용하여 생산되어 이용되고 있으며, 균주의 특성

과 목적 해충의 특성에 맞게 수화제, 유제, 오일제 등으로 제조되고 있다(de Faria &

Wraight, 2007). 비록 본 실험에서 점박이응애에 대해 약 50% 의 살비율을 보였지만 이는 제

제 1 ml을 사용한 결과이며, 실제 농가에서 사용시 약량이 높게 처리되기 때문에 패시포라 P.

lilacinus HY-4 의 제형은 실제 점박이 응애 방제에 큰 효과를 줄 것으로 기대된다. 또한 본
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연구에서 다양한 제제로 개발된 P. lilacinus 균주는 Beauveria bassiana 와 Metarhizium

anisopliae 균주와 마찬가지로 해충 방제에 널리 이용되는 곤충병원성 곰팡이며, 곤충이외에

선충류, 응애류, 진딧물 등 다양한 무척추동물에 대하여 넓은 기주 범위를 가진다고 알려져

있다(Fiedler & Sosnowska, 2007). 따라서 현재 본 연구에 사용된 P. lilacinus HY-4 균주는

점박이응애만을 대상으로 친환경방제제로서의 연구를 진행하였지만, 다른 다양한 해충에 적용

시켜 그 기주 범위를 확인한다면 점박이이응애 뿐만 아니라 동시에 여러가지 해충 방제에 이

용할 수 있을 것으로 기대되어진다.

6. 친환경유기농자재 목록공시

가. 시험 제형의 포장 비해 시험

Paecilomyces sp. HY-4 균주를 이용한 시험제형 ‘패시포라’의 친환경유기농자재 목록공시를

위하여 5종 이상의 작물에 대한 비해 시험을 수행함. 시험작물은 고추(금관고추), 배추(만풍배

추), 수박(귀공자수박), 참외(금관참외), 그리고 딸기(매향)로 선정하였고, 희석배수는 추천량

(100배)과 배량(50배)의 농도로 희석하여 유모기 경엽살포 방법에 따라 5반복 수행하였다. 비

해 시험은 4회에 걸쳐 비해 유무를 판단 조사하였고, 해당 시험은 공인인증기관인 식물보호연

구소(경기도 김포 소재)에 의뢰하여 진행하였다(표 36, 37).

표 36. 비해 시험 처리 조건

제제명
유효성분

함량

처리시기

및 방법

희석배수

추천량 배량

패실로마이세스

리라시누스 HY-4 수화제

(패시포라)

5.0×108 cfu/g
유모기

경엽살포
100배 50배

표 37. 비해 시험 판정 결과

작물 품종
비해정도 (0~9)

비해판정
추천량 배량

고추 금관고추 0 0 비해없음

배추 만풍배추 0 0 비해없음

수박 귀공자수박 0 0 비해없음

참외 금관참외 0 0 비해없음

딸기 매향 0 0 비해없음
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시험현장 금관고추

만풍배추 귀공자 수박

금관 참외 매향 딸기

그림 33. 패시포라(Paecipora)의 작물 비해시험 현장

상기의 비해 시험 결과를 바탕으로 패실로마이세스 리라시누스 HY-4 수화제(패시포라)의 친

환경유기농자재 목록공시를 신청하였으며, 약제방제 효능 평가 및 추가 제형의 안정화를 통한

유기농자재 등록을 추진하였다.
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가. 오이 점박이응애 약제방제 효과시험

생물학적 제제를 이용한 유기농자재의 약제효능에 대한 품질인증을 받기 위해서는 제형의 안

정화와 타 작물에 대한 비해 시험, 약제효능 시험 등의 많은 자료를 요구하고 있다. 또한, 농

업환경에서의 효능을 안정적으로 유지하기 위해서는 많은 현장평가가 필요함. 실험실규모에서

의 살충효과를 현장에서 그대로 나타내기 위해서는 다양한 제형에 대한 검토가 필요하고, 약

효 및 약해시험을 통한 안정한 제형을 찾아내기 위해서 약제방제 시험 ㈜한국식물환경연구소

에 의뢰하여 수행하였다.

1차 시험제형을 점박이응애(Tetranychus urticae)에 대한 효능을 검토하기 위하여, 오이(백다

다기)를 작물로 하여 평가를 수행함. Paecilomyces sp. HY-4 균주를 이용한 시험제형 ‘패시

포라’를 표 38의 방법에 따라 약효 및 약해 시험을 수행하였으며, 경종방법에 있어서는 표.

와 같이 수행하였고, 약효 및 약해 3반복으로 각각 진행함. 약효시험은 3회에 걸쳐 약제처리

전 및 약제처리 3, 7일 후 구당 50엽에 대한 생충수를 조사하였고, 약해시험은 3회에 걸쳐 약

제처리 3, 5, 7일 후 경엽에 대한 약해유무를 조사하였다 (표 39).

표 38. 패시포라(Paecipora)의 약효 및 약해시험 처리조건

시 험 약 제

(상 표 명)

주성분

함 량

(%)

약 효 시 험 약 해 시 험

희석배수

및

사용량

처리시기

및 방법
기준량 배 량

패실로마이세스 리라시누스
HY-4 (패시포라)

100배

한 잎당 2∼3마리

발생시 경엽처리

(6.15)

100배

(6.15)

50배

(6.15)

아조사이클로틴 수화제

(대조)
25 1,500배 〃 - -

무처리 - - - - -

표 39. 대상 작물의 경종 방법

재배방법 설치시설 정식시기
이랑폭

(㎝)

재식거리

(㎝)

시설재배 양액관수 3월 15일 120 15×15

농약등록시험 기준과 방법에 의거, 오이 점박이응애 약제방제 효과시험의 약제처리 후 무처리

구 생충수 50개체 이상의 기준에 따라 공시약제에 대한 실용성을 평가했으며, 본 시험에서 약

제처리 7일 후 무처리구 평균 발생밀도가 278.3 개체로 약제를 평가하기에 충분한 조건이다.

본 시험을 종합한 결과, 시험약제인 패실로마이세스 리라시누스 HY-4(상표명: 패시포라)의
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오이 점박이응애에 대한 방제효과가 약제처리 3일 후 56.0%, 7일 후 53.6%로 나타났으며, 기

준량 및 배량에서 약해가 나타나지 않았다. 따라서 시험약제인 패시포라(상표명)는 오이 점박

이응애에 대해 작물충해관리용 친환경유기농자재로써 실용성이 있다고 판단된다(표 40, 41,

42, 그림 34).

표 40. 오이 점박이응애에 대한 약제방제 효과(약제처리 후 3일차)

시험약제

약제처리전

밀 도

(마리/구)

생충률(%)
유의차

(DMRT)

방제가

(%)
Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평 균

패실로마이세스
리라시누스 HY-4

(패시포라)

263.3 43.5 37.7 61.6 47.6 b 56.0

아조사이클로틴 수화제

(대조)
272.0 8.2 8.5 9.8 8.8 a 91.9

무처리 247.0 105.7 102.7 116.2 108.2 c -

표 41. 오이 점박이응애에 대한 약제방제 효과(약제처리 후 7일차)

시험약제

약제처리전

밀 도

(마리/구)

생충률(%)
유의차

(DMRT)

방제가

(%)
Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평 균

패실로마이세스
리라시누스 HY-4

(패시포라)

263.3 54.9 44.7 57.9 52.5 b 53.6

아조사이클로틴 수화제

(대조)
272.0 11.3 4.4 7.5 7.7 a 93.2

무처리 247.0 108.4 108.9 122.1 113.1 c -

표 42. 오이에 대한 약해시험(약제처리 후 3, 5, 7일차 조사)

시험약제 시험작물
약해정도(0～5)

비 고
기준량 배 량

패실로마이세스
리라시누스 HY-4

(패시포라)

오이(백다다기) 0 0 약해없음
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시험포장 전경 약제처리 7일 후 무처리구

약제처리 7일 후 공시약제 처리구 약제처리 7일 후 대조약제 처리구

그림 34. 패시포라(Paecipora)의 오이 점박이응애 시험 현장

7. 친환경유기농자재 시험제형을 이용한 포장시험 수행

패실로마이세스 속 HY-4 균주를 이용한 시험제형(패시포라)의 딸기 점박이응애, 진딧물 등에

대한 효능을 검토하기 위하여 충남 논산시 부적면에 위치한 시설하우스를 임차하여 2013년 2

월 4일부터 4월 30일까지 12주 동안 포장 시험을 수행하였다.

논산 지역에서 재배되는 품종은 장희(아끼히메)를 모본으로 하고 육보(레드펄)을 부본으로

1998년에 육성하여 농가실증 결과 세력이 우수, 다수 및 대과성 등의 우수성이 인정되어 2005

년 12월 품종심의에 의하여 설향(雪香, Seolhyang)으로 명명되었다.

해당 품종은 촉성재배에 적합하고, 뿌리 발달이 좋으며, 저온 신장성이 우수한 특징을 가지며,

흰가루병에 매우 강하며 친환경재배에 매우 적합하여 논산농업기술센터의 지도를 통하여 논

산 지역에 주로 재배되고 있다(그림 35).



- 77 -

[논산 딸기농장 사진 1] [논산 딸기농장 사진 2]

[설향 1] [설향 2]

그림 35. 논산 시설하우스 포장 시험 현장

시험제형은 수화제(WP, wettable powder), 유탁제(ES, emulsifiable suspension)-1, 2 세가지

를 사용하였고 활성 포자수는 1.0×109~2.0×109 cfu/ml로 하여 200배 희석하여 주 1회, 경엽처

리하였고, 대조구는 무처리구(p-control)와 물(n-control)로 나누어서 처리하였다 (표 43, 그림

36).
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표 43. 패시포라의 포장 시험을 위한 시험 제형의 처리방법

시험제형
주성분

함량(%)

활성포자수

(cfu/ml 이상)
희석배수 처리시기 및 방법 비고

WP

(Wettable

powder)

10.0 2.0×10
9

200 배 주 1회, 경엽처리

ES-1

(Emulsifiable

suspension-1)

5.0 1.0×109 200 배 주 1회, 경엽처리

ES-2

(Emulsifiable

suspension-1)

5.0 1.0×10
9

200 배 주 1회, 경엽처리

그림 36. 포ᄌᆞᆼ 시험을 위한 시험구의 배치 및 난괴법(4반복)

시설하우스를 이용한 현장평가는 각각의 주차별로 작물의 비해시험을 위하여 개화수와 열매

수를 측정하였고, 진딧물과 응애 등의 해충발생 현황을 표본조사하였다. 현장의 온도는 20℃

로 조절되고 있었으나, 실제 현장에서 측정한 결과 주간 최대 온도는 18~34℃로 큰 차이를 나

타내었고, 습도역시 35~65% 내외로 측정되었다.

실험 3주차부터 해충이 발생하기 시작하였고, 초기 온도는 18℃내외 습도 65%를 유지하였으

나, 3월 이후에는 최대 34℃, 습도 35% 내외로 일조량에 따른 해충 발생에 적합한 환경이었

다. 해충은 잎 뒷면의 해충개수를 직접 표본조사하는 방식으로 진행하였고, 결과는 ANOVA

분석(SPSS) 시스템을 이용하여 효능을 분석하였고 신뢰수준은 P<0.05이하 (Sig. =0.001)의 결

과를 나타내었다(그림 37, 38, 표 44, 그림 39).

각각의 제형별 효능에 있어서는 대조구 대비 수화제는 유의적인 차이를 나타내지 못하였으나,

유탁제의 경우는 우수한 효능을 확인할 수 있었다. 수화제는 온도 및 습도 환경이 열악한 환

경에서 제형의 안정성이 떨어지는 것을 확인하였고, 유탁제는 제형의 안정화로 인하여 고온과

저습의 열악한 환경에서도 우수한 살충효능을 나타내었다. 이와 같은 결과는 미생물제제의 특
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성상 제형의 안정화가 제품의 품질과 효능에 중요한 요소임을 확인하게 하였고, 이번 유탁제

의 제형 안정성을 입증하는 것으로 판단된다.

1주차

3주차

그림 37. 주차별 시설하우스 포장 시험 현장(1~3주차)
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5 주차

7 주차

9 주차

11 주차

무처리구 유탁제 처리구

그림 38. 주차별 시설하우스 포장 시험 현장(5~11주차)
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표 44. 시험제형별 해충발생 빈도표

Time

(weeks)
Control WP ES-1 ES-2

BLOCK 1

3

7

9

0

0

15

0

3

3

0

0

0

0

0

7

BLOCK 2

3

7

9

0

7

48

0

6

54

3

9

11

1

15

27

BLOCK 3

3

7

9

9

60

60

0

37

60

0

18

18

0

32

24

BLOCK 4

3

7

9

13

60

60

42

60

60

7

7

17

18

38

27

그림 39. 시험제형별 효능 분석 결과(ANOVA analysis)
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가. 실험실내에서의 살충효능 분석

시설하우스에서 확보한 해충에 감염된 딸기 잎을 이용하여 실험실 내에서 해충에 대한 살충

력을 분석하였다. 감염된 잎에서 분리한 진딧물 유충을 각각의 실험군에 102개가 되도록 점적

한 다음, 수화제와 유탁제 각각의 활성포자 농도에 따라 분무하였다. 시험제형의 처리후, 대조

구와 실험 20℃, 65%의 습도에서 매일 사충의 개수를 측정하였다 (그림 40).

그림 40. 실험실내에서의 각각의 제형별 사충효능 분석

각각의 제형별, 농도별 사충활성은 활성포자 그 자체로 분무하였을 경우보다, 제형화를 통한

안정화 시료가 높은 효능을 나타내었고, 특히 유탁제의 효능이 우수한 것을 확인하였다. 활성

포자만을 분무한 경우 6일 동안 최대 37마리의 진딧물이 죽었고, 수화제는 1.0×107 cfu/plate

이상의 농도에서 4일부터 50% 이상의 살충효능을 나타내었다. 유탁제는 1.0×106 cfu/plate의

농도에서 4일만에 50% 이상, 1.0×107 cfu/plate의 농도에서는 2일만에 50% 이상, 4일만에

100% 살충효능을 나타내었고, 1.0×108 cfu/plate의 농도에서는 1일만에 50%, 3일만에 100%

살충효능을 나타내었다 (그림 41, 표 45).

진딧물이나 응애의 경우에는 농장에서 발병후 급속도로 확산되는 특징을 가지고 있으며, 약제
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에 내한 내성도 강하기 때문에, 화학제를 처리하는 경우에도 농도와 종류를 달리하여 집중방

제하여하 하는 난방제 해충이다. 따라서, 유탁제의 높을 활성은 해충발병시에 집중처리하여

그 살충효능을 극대화할 수 있을 것으로 판단된다.

그림 41. 패실로마이세스 속 HY-4 균주에 감염된 진딧물
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표 45. 각각의 제형의 활성포자의 농도별 사충효능

Formulation
Concentration

(cfu)

Number of death

(102 aphids/treatment)

1d 2d 3d 4d 5d 6d

Control H2O 0 0 2 4 5 5

ES

(Emulsifiable
suspension)

1.0×108 58 89 102 102 102 102

1.0×10
7

38 51 84 102 102 102

1.0×106 14 25 38 57 67 72

WP

(Wettable powder)

1.0×108 17 24 42 61 65 68

1.0×107 11 13 25 53 54 57

1.0×106 7 8 15 24 33 37

Aerial conidia

1.0×108 16 16 23 28 36 37

1.0×107 12 12 15 22 33 35

1.0×106 5 5 6 7 15 31

시험제형을 이용하여 살충효능을 분석하고 사충 시료를 이용하여 곰팡이 감염유무를 전자현

미경으로 관찰하였다. 분리한 사충시료를 2.5% paraformaldehyde-glutaraldehyde(4℃,

phosphate buffer, pH 7.2) 고정액에서 2시간 전고정하고, 완충액(0.1 M phosphate buffer, pH

7.2)으로 10분씩 3회 세척한 후, 1% OsO4(25℃, 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2)에서 2시간

동안 후고정하였다. 고정이 끝난 재료는 동일 완충용액으로 수회 세척한 후, ethanol 농도 상

승순으로 탈수시켜 isoamyl acetate로 치환하고 critical point dryer로 건조시킨 후, SC502

sputter coater를 이용하여 20 nm 두께로 도금한 후, 한국생명공학연구원내에 설치되어있는

FEI Quanta 250 FEG(FEI, USA) 주사전자현미경으로 10 kV에서 관찰하였다.

사진 판독 결과, 감염초기(1~2일) 사충은 표면에 균주의 균사가 자라고 있는 것을 확인 할 수

있었고, 감염 4일 이후의 시료는 사충 표면 전체를 균사가 뒤덮고 있는 것을 확인할 수 있었

다 (그림 42).
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곰팡이 감염 사충사진 1 (60X) 곰팡이 감염 사충사진 2 (150X)

곰팡이 감염 사충사진 3 (150X) 곰팡이 감염 사충사진 4 (450X)

그림 42. 패실로마이세스 속 HY-4 균주가 감염된 진딧물 사충의 전자현미경 사진

곰팡이 감염 사충사진 1과 2는 사충의 분리 사진, 곰팡이 감염 사충사진 3과 4는 딸기 잎에서

사충사진

8. ‘패시포라’의 독성시험

친환경유기농자재 시험제형을 이용하여 ‘농촌진흥청고시 제 2010-29호(2010. 10. 13)’에 준하여

독성시험을 실시하였다.

가. 마우스 급성독성시험

(1) 마우스 급성경구독성 시험

공인기관인 한국생물안전성연구소에 의뢰하여 급성경구독성시험을 위하여 ICR 계통의 마우스

를 공시하여 1회 경구투여한 후 14일 동안 관찰하였다. 기초시험의 투여약량 수준인 2,500

mg/Kg에서 치사동물은 없었다. 또한 일반중독증상은 관찰되지 않았고, 부검소견에서도 특이

한 증상이 없었다. 분석결과, 암·수 모두에 대하여 LD50 값은 2,500 mg/Kg 이상으로 농약관리
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법에 의거 독성을 구분하면 Ⅳ급(저독성)으로 분류되었다.

(2) 마우스 급성경피독성 시험

공인기관인 한국생물안전성연구소에 의뢰하여 급성경피독성시험을 위하여 S.D. 계통의 마우

스를 공시하여 1회 약제 처리후 14일 동안 관찰하였다. 기초시험의 투여약량 수준인 2,000

mg/Kg에서 암수 각 한 마리의 치사가 있었다. 또한 일반중독증상은 관찰되지 않았고, 부검소

견에서도 특이한 증상이 없었다. 분석결과, 암·수 모두에 대하여 LD50 값은 2,500 mg/Kg 이상

으로 농약관리법에 의거 독성을 구분하면 Ⅳ급(저독성)으로 분류되었다.
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나. 잉어 급성 어독성시험

(1) 잉어 급성 어독성시험

‘패시포라(PaeciPora®)'의 잉어(Cyprinus Carpio)에 대한 급성어독성시험을 공인기관인 한국생

물안전성연구소에서 실시하였다. 96시간 동산 치사수와 일반중독증상을 조사한 결과, 특이증

상은 관찰되지 않았다. 따라서, 본 시험물질의 48시간 및 96시간 반수치사농도(LC50)는 모두

10 ㎎/ℓ이상으로서 농약관리범에 의거 독성을 구분하면 Ⅲ급으로 분류되었다.
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다. 꿀벌 급성접촉독성시험

(1) 꿀벌 급성접촉독성시험

‘패시포라(PaeciPora®)'의 꿀벌(Apis mellifera)에 대한 급성접촉독성시험을 공인기관인 한국

화학융합시험연구원에서 실시하였다. 48시간 동안 약량당 노출꿀벌 30마리에 대한 치사수 및

일반중독증상을 관찰, 조사하였다. 시험약량은 유효성분기준으로 100 ㎍a.i./bee 의 설정약량

(normal dosage)로 하여 시험을 실시한 결과 일반중독증상 및 특이증상은 관찰되지 않았다.

따라서, 본 시험물질의 48시간 반수치사농도(LD50)는 10 ㎎/ℓ이상으로 확인되었다.
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제 2 절. 길항 미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물 소

재 개발 (제 2핵심 연구과제)

    

  <연구 내용 및 방법>

과제 구분 과제 명 연구 내용 및 방법

제2 핵심

1 세부

신규 길항 내생 세균

을 이용한 새로운 살

균 소재 개발

신규 세균의 대량 생산을

위한 배지 성분 및 조건

등 생산 공정 개발

•분리된 후보 미생물 중 신규

세균 및 우수 활성 세균 선정

•길항 미생물 조합의 배양기내 대

사물질 효능 확인

•내구성을 증진하는 포자 및 균체

의 대량 생산을 위하여 배지 성분

및 배양 조건 결정

세균의 안정성과 방제효

과를 높이기 위한 최적

제형 개발

•미생물에 적합한 처리 방법 별

제형 소재 선발

•미생물의 안정성을 높이기 위한

최적 제형 개발

•제형내 미생물 생존율 조사

시제품의 병 방제 효과

조사(온실, 포장 시험)

•최소 3개 지역 포장에서 대상

식물병(역병, 흰가루병, 탄저병)에

대한 약효, 약해 조사

•토양병에 대한 포장 방제효과 조

사

시제품의 독성 및 안전

성 조사

•생물농약 등록시 필요한 독성

시험(급성 경구, 경피, 안점막,

어독성, 꿀벌 독성 등)

•제품, 원제의 이화학성, 유해

물질 분석

•미생물의 경시변화 조사

•농촌진흥청 지정 시험기관에

서 수행

미생물의 살균 작용기작

연구

•미생물의 살균 활성, 유도저항성

및 기타 활성 여부 조사

•미생물의 물질 생산 관련 유전자

분석

•미생물의 생육촉진 효과 조사

선발 미생물이 생산하는

항균물질의 분리 및 구조

결정

•순수 분리 및 spectroscopy

이용 화학구조 결정

•관련 유전자 분리 및 분석
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과제 구분 과제 명 연구 내용 및 방법

제2 핵심

2 세부

길항 미생물을 이

용한 신규 식물병

방제제 개발

미생물 안정성과 방제효

과 증대를 위한 nano &

micro encapsulation 제조

(제품화 제형 개발)

•안정성과 방제효과 증대를 위한

microencapsulation 제형 개발

•분자량 조절을 통한 나노 및

마이크로 입자 조절

•Outer shell & Inner shell

material 선별

•미생물Encapsulation efficacy

및 adsorption rate 결정

•Encapsulation 방법에 따른

microorganism stability 측정

미생물 방제효과

증대를 위한

microsphere 제조 및

신 제형 시제품 효능

포장 실험

• Attrision mill을 이용한

chitosan, alginate microsphere

제조

• 미생물 안정성 증대를 위한

미생물 함유 minigranule 제조

• Mingranule 함유 완제품

제형의 미생물 안정성 검증

•Attrision mill에 의한

microsphere 시제품 작물 성장

평가 시험

친환경 유기농자재

제품 공시를 위한

현장실험

•흰가루병 및 진딧물등

살충제제의 효능 검증을 위한 30개

농가에서 오이, 딸기, 토마토등

다양한 작물에 적용시험

친환경 유기농 자재

제품공시를 위한 신청

• 2품목(병충해 제품) 신청서

제출

•2품목의 공인 독성시험

완료(한국 생물 안정성 센터)

•2품목에 대한 작물 약해시험

완료(전남대학교 농과대학)

제품 판매를 위한

마켓팅

•국내 친환경 농자재 판매사

(케이원바이오텍)와 제품 공급

MOU 체결

•대만 및 중국 수출을 위한 대만

농업회사(MasterVet)과 판매 계약

추진중
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<연구 결과>

1. 신규 길항미생물을 이용한 식물병 방제용 차세대 미생물소재 개발

<재료 및 방법>

가. 염생식물에서 신규 길항 내생세균의 분리·동정 및 특성 조사

(1) 식물 내생세균의 분리

식물병원균인 난균류 Phytophthora capsici와 Pythium ultimum에 길항적인 내생세균을 분리

하기 위하여 남해섬 개펄에서 자라는 6가지 종류의 염생식물 Rosa rugosa, Vitex

rotundifolia, Suarex scabrifolia, Glehnia littoralis, Elymus mollis의 뿌리를 채취하였다. 채취

한 뿌리를 수돗물에 세척한 후 뿌리를 작은 조각으로 절단하여 조각부분을 1% NaOCl에 10

분간 담구었다가 건져서 다시 살균수로 씻어 표면 살균하였다. 표면 살균이 제대로 되었는지

확인하기 위하여 살균된 조각을 1/10 TSA배지에 올려 3일간 오염세균의 생장 유무를 확인하

였다. 세균이 전혀 생장하지 않는 뿌리 부분의 1.0 g을 취하여 고압멸균 처리된 여과된 바닷

물(AFS) 9.0 ml에 넣고 살균된 주발과 절구로 갈았다. 이 마쇄된 액 0.1 ml를 취하여 살균된

바닷물 0.9 ml에 넣어 10-3∼10-5까지 10배씩 희석한 후 여과된 바닷물(FS)을 사용한 1/10

R2A 배지에 도말하였다. 다른 곰팡이의 오염을 줄이기 위해 배지 분주 전에 cycloheximide

50 μg/ml를 첨가하였다. 배양기를 28℃에서 2-3주 동안 배양한 후 단일 균총을 분리하였고,

분리한 균주들은 15%(v/v) glycerol을 포함한 FS를 사용한 1/10 R2A 배지에 현탁하여 -70℃

에 저장하여 사용하였다.

(2) 내생세균의 병원균에 대한 길항력 조사

내생세균들의 항균활성은 난균류 병원균인 고추 역병균(P. capsici)과 모잘록병원균(Py.

ultimum)에 대한 대치배양법으로 균사생장 억제 정도를 조사하여 확인하였다. P. capsici와

Py. ultimum 배양은 각각 V8 juice agar(V8 juice 100 ml, agar 17.0 g, CaCO3 1.0 g, D.W. 1

L, pH 6)와 potato dextrose agar(PDA; Difco)에서 배양하였다. 분리 균주들의 길항력 확인은

PDA 와 V8 배지[여과한 바닷물(FS) 1 L에(half-strength (1/2) PDA 와 half-strength (1/2)

R2A (yeast extract 0.25 g, proteose peptone No.3(Difco) 0.25 g, casamino acid 0.25 g,

dextrose 0.25 g, soluble starch 0.25 g, sodium pyruvate 0.15 g, K2HPO4 0.15 g, MgSO4

0.03 g)를 보충한 V8 juice agar]에서 필터페이퍼 평판디스크를 이용하여 균사생장 억제능력

을 시험하였다. 종이 디스크는 배양기의 똑같은 거리(가장자리로부터 1 cm)에 놓았고 배양 균

주의 희석현탁액 100 ㎕를 종이 디스크에 충분히 스며들게 하였다. 그리고 PDA배지(Py.

ultimum)와 V8 주스 한천배지(P. capsci)에서 4일 동안 자란 병원균 균사의 6 mm 디스크를

앞의 배양기 가운데 놓고 28℃에서 4-6일간 배양하였다. 길항력은 세균 균총 주위의 병원균

균사의 생장억제 범위를 측정하여 평가하였다.
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(3) 내생세균의 동정

분리된 세균들의 동정을 위하여 16S rDNA의 염기서열 분석 및 생리생화학적 특성을 조사하였다. 염기

서열 결정을 위해 genomic DNA extraction kit (Intron Biotech, Seoul, Korea)를 이용하여 각 균주들의

genomic DNA를 추출하였다. 약 1.5 kb의 16S rDNA 조각을 증폭하기 위해 세균 동정에 사용되는

universal primer set 27F/1492R (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'/

5'-GGTTACCTGTTACGACTT-3')을 사용하였다. 반응조건은 94℃ 5분후, denaturation, annealing,

extension은 각각 94℃ 1분, 58℃ 50초, 72℃ 1분간의 반응을 30회 반복한 수 72℃에서 10분간

반응시켜 16S rDNA를 증폭시켰다. 이렇게 얻은 PCR product는 PCR purification kit (Intron

Biotech)를 이용하여 순수분리하여 전기영동을 통해 증폭유무 및 크기를 확인하여 sequencing

하였다(GenoTech, Daejeon). Data 검색은 NCBI network service의 BLAST program 및

EzTaxon server (http://www.eztaxon.org/)를 이용하여 수행하였다. 계통학적 분석은 분리된

세균의 16S rDNA 염기서열 결과를 Geneback Data base를 사용하여 이들 염기서열과 유사

한 균주와 다중 정렬하여 유사도(similarity)를 얻었으며, 염기서열을 이용하여 계통수를 작성

하였다. 분석을 위해 PHYLIP package를 사용하였고, unrooted tree 모양은 neighbor-joining

방법에 의한 연산을 기준으로 bootstrap 분석법으로 작성하였다. 생리·생화학적 특성 조사는

Smiber & Krieg가 제안한 방법에 따라 oxidase, catalase, urease, casein, starch hydrolysis

방법 등을 시행하였다. 그 외 중요한 생리·생화학적 특성을 조사하기 위하여 API (Analytic

Profile Index) ID 32E, 20E, 20NE kit 및 API ZYM kit (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,

France)를 사용하였다.

(4) 내생세균의 곰팡이 세포벽 분해효소의 생산 조사

분리된 내생세균의 길항작용을 알기 위하여 곰팡이의 세포벽을 분해하는 것으로 보고된 효소

들의 생산여부를 조사하였다. Cellulase 활성은 분리한 균주들을 0.5%의 carboxylmethyl

cellulose가 첨가된 배지에 배양한 후 Congo Red (1%) 용액으로 염색하고 1 M NaCl 용액으

로 탈색하여 균총 주변에 생성된 투명환의 크기를 조사하여 각 균주의 분해활성을 측정하였

다. Chitinase 활성은 0.5%(w/v) colloidal chitin을 포함한 1/2 R2A 배지에 각 균주들을 28℃

에서 7일간 배양한 후 균총 주변의 투명환의 크기로활성 정도를 확인하였다. Protease 활성은

0.5%(w/v) skim milk가 포함된 1/2 R2A배지에서 28℃, 5일간 배양한 후 균총 주변의 투명환

의 생성을 통해 확인하였다. β-1,3-glucanase의 생산은 0.2%(w/v) pachyman과 0.005%(w/v)

aniline blue를 포함하는 1/2 R2A배지에서 배양한 후 균총 주변에 투명환의 생성여부로 효소

분비 여부를 판단하였다.

(5) 내생세균의 식물생장촉진 특성 조사

인산분해 촉진 활성(phosphate solubilization activity)은 inorganic tricalcium phosphate를 포
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함하는 배지(agar 15 g, glucose 10 g, NH4Cl 5 g, NaCl 1 g, MgSO4·7H2O 1 g, Ca3(HPO4)2

0.8 g, yeast extract 0.5 g, pH7.2)에서 phosphate를 용해하는 내생세균을 확인하기 위해 사용

하였다. 균주는 28°C에서 10-12일간 배양하면서 균총 주변에 투명환 생성 여부를 통해 무기

인산 용해를 조사하였다. 대조구로 인산을 포함하는 배지에 균주를 접종하지 않고 비교하였으

며, 모든 실험은 3 반복으로 수행하였다. 내생세균들이 siderophore를 생성하는지 여부를 조사

하기 위해 Perez-Miranda 등이 제안한 O-CAS assay를 수행하였다. CAS agar plates에 순수

하게 분리된 균주를 28°C에서 2-3일간 배양 후 영양분이 없는 CAS medium 10 ml을 배양된

균주위에 부어준다. 최대 30-50분 이후에 siderophore 생성 균주의 경우, 위에 부어준 배지에

서 색깔변화를 통해 생성유무를 관찰하였다. Indole-3-acetic acid(IAA) 생성여부는 Gordon

and Weber’s colorimetric assay를 통해 확인하였다. 균주를 2% tryptic soy broth(TSB)에서

28°C에서 130 rpm으로 48 시간동안 암상태에서 배양하여 이 배양액 5%(v/v)를 tryptophan

(200 µM)이 포함된 같은 배지에 접종하여 30°C에서 72시간 동안 진탕배양 하였다. 배양 후

9,000 g, 4°C에서 10분 동안 원심분리한 후 그 상등액(1 ml)에 Salkowsky’s reagent (2 ml of

0.5 M FeCl3 with 49 ml of 35% [v/v] HClO4) 1 ml을 첨가한 후 상온에서 30분간 반응시킨

다. IAA 생성은 분홍색으로 변하는지 확인하여 결정하였다. 균주의 nitrate 환원능력을 결정하

기 위해 Smibert & Krieg가 제안한 nitrate reduction 배지를 사용하였다. 식물의 생장촉진 활

성은 Arabidopsis thaliana(Col-0) 종자를 사용하였는데, 종자를 70% ethanol 1분, 1% NaOCl

3분 동안 표면살균한 뒤 살균 증류수에 여러 번 세척하였다. 종자를 4°C에서 2일간 둔 뒤,

MS 배지를 포함하는 배양기에 심고 21°C 배양 상에서 12시간 간격으로 빛과 어둠을 주면서

배양하였다. 두 가지 균주 YC6887, YC6898은 Marine broth(Difco)에 30°C에서 밤새 키운 뒤,

9,000 g로 10분간 원심분리하여 세포를 10 mM MgSO4 용액에 현탁하여 세포농도를 107

colony forming units(cfu)/ml로 맞추었다. 2주 배양된 Arabidopsis를 살균토양 1 kg과 균주

현탁액 100 ml을 섞어 만든 배양토가 들어 있는 포트에 옮겨 심었다. 대조구는 같은 양의 10

mM MgSO4 용액만 첨가하였다. 세균 접종 2주 후에 동일한 방법으로 두 번째 세균 현탁액을

처리하여 Arabidopsis 근권이 흠뻑 젖게 하였다. 각각 처리는 3반복으로 하고 반복당 20주의

식물이 사용되었고 모든 실험은 두 번씩 조사하였다.

(6) 내생세균에 의한 병원균 균사의 주사전자현미경 관찰

내생세균 YC6887 균주에 의한 P. capsici의 균사 집적효과를 조사하기 위하여, V8 juice agar

를 포함하는 배양기에서 6일 자란 6 mm 직경의 균사 덩어리를 내 직경이 3 cm인 페트리디

쉬로 옮겼다. 이 균사 덩어리에 YC6887 균주의 현탁액(104 cfu/ml) 2 ml를 가하고 균사와 상

호작용 하도록 12시간 동안 놓아두었다. 이 균사 덩어리를 살균되고 이온화하지 않은 물로 부

드럽게 세 번 씻고 2% glutaraldehyde를 포함하는 인산 완충액에 3시간 동안 고정시킨 후 전

자현미경으로 전처리 후 관찰하였다.
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(7) 내생세균의 식물내 집락형성 확인

내생세균 YC6887 균주의 식물체 내생 특성을 확인하기 위하여 형광유전자(plasmid

pRK415-GFP)를 YC6887 균주에 전이시켜 담배식물 내에 접종 후 집락형성을 조사하였다.

YC6927 균주의 competent 세포를 준비하여 Unge 등이 제안한 방법으로 electroporate하였다.

형광유전자를 지닌 변형체는 tetracycline 50 ㎍을 포함하는 Luria-Bertani(LB) agar 배지상에

서 선발하였고 배양한 담배식물에 접종하여 집락형성을 기간별로 확인하였다.

(8) 내생세균에 의한 유도저항성(induced systemic resistance, ISR) 조사

내생세균 YC6887 균주가 식물 내에서 저항성을 유도하는지 확인하기 위하여 유전자 avrRpt2

를 포함하는 plasmid를 지닌 병원성이 없는 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 균주

를 병균 접종원으로 시험에 사용하였다. 이 균주는 King’s B 액체배지에서 28℃로 하루 밤

동안 배양하였고, 병원성이 없는 DC3000 병원균 plasmid를 선발하기 위하여 King’s B 액체배

지에 tetracycline 20 mg/L를 첨가하였다. YC6887 균주는 Trypic soy broth(TSB)에서 28℃로

24시간 배양하였다. 9,000 g에서 10분 동안 원심분리 한 후 계면활성제인 Silwet L-77(van

Meeuwen Chemicals BV, Weesp, The Netherlands) 0.01%를 함유하는 10 mM MgSO4 용액

에 최종 농도가 107 cfu/ml(OD600=0.4)이 되도록 재현탁 하여 A. thaliana 식물 잎에 가압 침투

시켰다. A. thaliana의 종자는 표면살균 한 후 위에 기술한 대로 재배하였다. Swanson 등이

제안한대로 바늘이 없는 1 ml 주사기를 이용하여 10 mM MgSO4 용액에 107 cfu/ml 농도의

avrRpt2를 지닌 병원성이 없는 P. syringae pv. tomato 병원균을 각 식물의 3엽 이하 잎에

가압 침투로 접종하기 전에 전신획득저항성(systemic acquired resistance, SAR)을 3일 동안

유도하였다. Pieterse 등에 의해 제안한 대로, 식물 묘를 심기 바로 직전 토양에 YC6887 세균

의 농도가 최종 107 cfu/g이 되도록 현탁액을 혼합 처리하였다. 유도저항성을 평가하기 위하

여, 계면활성제를 함유하는 10 mM MgSO4용액에 최종 농도가 107 cfu/ml인 병원성이 있는

P. syringae pv. tomato DC3000용액을 제조하여 5주 지난 식물 잎을 2초 동안 잠기게 했다.

병균 접종 하루 전에 식물을 100% 상대습도가 유지되는 습실 상에 두었다. 병균 접종 4일 후

에 각 발병된 식물의 잎 면적 비율을 정함으로 발병도를 평가하였는데 괴저 현상이나 탈색주

위가 무른 부위가 보이면 발병으로 기록하였다. 발병된 잎과 건전한 잎의 수를 기초로

Swanson 등이 기록한 대로 각 식물(20반복)의 발병지수를 계산하였다.

(9) 식물병 저항성 관련 유전자 조사

저항성 유전자 조사는 RT-PCR 분석을 이용하여 수행하였다. 전체 RNA 추출을 위하여 처리

와 무처리구의 A. thaliana 잎을 채취하여 액체질소 하에서 동결시키고 0.5 g의 동결된 잎을

살균된 주발과 절구를 이용하여 균일하게 마쇄하였다. 이 시료 분말을 polypropylene관에 옮

겨서 미리 50℃가 되게 가온한 TriZol 시약(Life Technologies, Rockville, MD) 5 ml를 넣고

vortex로 30초 동안 진탕하여 균질화 후 4℃에서 10분 동안 원심분리(10,000 g) 하였다. 이 상
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등액에 chloroform- isoamylalcohol(24:1) 2 ml를 가하고 혼합한 후 4℃에서 10분 동안 원심분

리 하였다. 여기에 0.6배 분량의 isopropanol을 넣은 수용성 상태에서 4℃로 10분 동안 다시

원심분리(10,000 g) 하여 전체 RNA의 침전물을 얻었다. 이 침전물을 70% ethanol로 씻고 말

린 다음 diethyl pyrocarbonate를 처리한 증류수의 적당한 량에 녹였고, 회사에서 제공된 지침

에 따라, oligo(dt)15, M-MLV reverse transcriptase(Promega)를 이용하여 RNA 2 ㎍에서

cDNA가 전사되었다. Taq DNA polymerase 1 ㎕가 존재하는 상태에서 전체 4 ㎕의 cDNA가

PCR 증폭에 사용되었다. PCR 증폭 조건은 94℃(5분), 94℃(1분), 68℃(1분) 30회 반복, 72℃(1

분), 최종 72℃(5분) 이었다. Negative control로 GAPDH(58℃, 25반복)이 수행되었다. 사용된

유전자-specific primer PDF1.2와 PR-5 이었고, 증폭된 PCR 산물은 1.2% agarose gel로 분석

하였다.

(10) 내생세균의 최적 배양 조건 조사

내생세균의 생장과 항균물질의 대량 생산에 필요한 최적 조건을 알기 위하여 YCS 배지를 포

함한 10가지의 세균 배양용 배지를 선발하여 세균을 배양하면서 시간별로 세균밀도 및 배양

여액의 항균 활성을 조사하였다. 우선 항균물질 생산은 세균이 바닷물 속에 사는 식물의 뿌리

조직에서 분리되었으므로 R2A 바닷물 복합배지를 이용하였다. 여러 다른 배지를 이용하여 시

험한 결과 YCS 배지(yeast extract 8.0, Casein 2.0, 콩가루 5.0, Dextrose 10, MgSO4 4.0,

MgCl2 2.0 g/증류수 1 L)를 기본배지로 선정하였다. 최적 생산조건은 이 배지를 이용하되 다

른 모든 요소는 고정하고 한번에 한 요소만 변경하는 방식으로 실험을 수행하였다. 배지에서

항균물질 생산에 관여하는 조성 성분의 효과는 생산배지의 조성 성분을 하나씩 제거하는 시

험을 통하여 수행하면서 항균효과를 조사하였다. 그리고 영양분에 의한 항균 활성증가와 억제

효과를 알아보기 위하여 여러 가지 탄소와 질소원을 생산배지에 각각 1.0%와 0.1%씩 보충하

면서 실험하였다. 온도별 배양조건은 20-40℃의 범위에서 검정하였다. 배양 시간별 밀도 변화

와 항균 물질의 생산은 YCS배지에서 28℃, 120 rpm으로 진탕배양기에서 96시간 배양하면서

측정하였다.

(11) 항균물질의 대량생산

항균물질의 대량생산을 위한 배양은 YCS배지를 사용하여 bench scale 발효기에서 최적 발효조

건을 미리 조사하여 그 조건으로 실시하였다. 본 배양은 500 L의 발효기에 200 L 배양액을

넣고 수행하였으며, 배양 동안의 가동 조건은 온도 28℃, 교반 속도 110 rpm, 환기 속도 0.6

VVM, 그리고 pH는 6.8-7.2로 유지하였다. 배양기에 넘쳐 흐르는 거품을 포집하는 배기 가스

관을 설치하였고, 60시간 후 액체배지를 원심분리 하여 상층액을 모았다.

나. 항균 활성물질의 순수 분리 및 구조 결정

(1) 항균 활성물질의 순수 분리
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위 조건으로 500 L 발효기에서 배양된 세균(YC6258) 배양액 300 L를 원심분리하여 세균 세

포를 제거한 후 상등액을 동량의 ethyl acetate로 두 번 추출하고 감압 증류하여 활성물질 농

축액 4.9g을 얻었다. 이 추출물을 CHCl3/EtOAc의 용매로 open column chromatography를 실

시하여 총 23개의 분획 (ME1~ME23)을 얻었다. 이 분획 중 가장 활성이 좋은 분획 ME22

(2.2 g)을 EtOAc/MeOH 용매로 open column chromatography를 실시하여 전부 21개의 소분

획을 얻었고, 그 중 활성이 좋은 소분획 ME22-19에 대하여 semi-preparative HPLC를 실시

하여 화합물 1 (활성이 가장 좋은 물질) 6.2 mg을 분리하였다. 다른 활성을 나타내지 않는 소

분획들에 대하여서도 open column chromatography 및 HPLC를 실시하여 전부 6종의 화합물

을 분리하였다(그림 1). 다른 균주(YC6887)가 생산하는 항균 물질의 대량생산을 위한 배양은 1

차년도 bench scale 발효기 실험에서 확립된 배지(proteose peptone no.3 12 g, yeast extract

2 g, glucose 10 g, MgSO4 4 g, MgCl2 2 g, NaCl 5 g, K2HPO4 1 g, sucrose 10 g)를 사용하

여 최적 발효조건으로 실시하였다. 본 배양은 500 L의 발효기에 200 L 배양액을 넣고 수행하

였으며, 배양 동안의 가동 조건은 온도 28℃, 교반 속도 110 rpm, 환기 속도 0.6 VVM, 그리

고 pH는 6.8-7.2로 유지하였다. 배양기에 넘치는 거품을 포집하는 배기 가스관을 설치하였고,

60시간 후 액체배지를 원심분리 하여 상등액을 모았다. 항균 물질의 순수 분리를 위하여 상등

액을 동일한 부피의 ethyl acetate로 2번 추출한 후 진공감압농축기를 이용하여 농축하였다.

농축된 추출물 7.8 g에 대하여 Hexane/EtOAC의 용매로 Silica gel open column

chromatography를 시행하여 총 27개의 분획(Fr. 1∼Fr. 27)을 얻었다. 그 중 fraction 11(47.4

mg)을 물과 메탄올을 사용하여 C18 open column chromatography를 진행하여 10개의 소분획

(Fr. 11-1∼Fr. 11-10)을 얻었다. Fr. 11-2 (6.3 mg)을 Luna 5u C18 100A column(250×10.0

mm, 5 µM, Phenomenex)를 사용하여 물 및 ACN gradient 용매 조건으로 HPLC를 실시하여

Compound 1(2 mg)을 분리하였다. Fr. 14 (127 mg)에 대해 물, 메탄올 조성으로 C18 open

column chromatography를 진행하였고, 그 결과 얻어진 5개의 subfraction 중 14-3을 재결정

의 방법으로 Compound 2 (2 mg)를 분리하였다. 또한 Fr. 15(124 mg)에 대하여 methylene

chloride 및 Ethyl acetate 조성으로 silica gel open column chromatography를 시행하여 총

14개의 subfraction을 얻었고, subfraction 15-4(21.2 mg)와 15-5(7.5 mg)에 대해서 Luna 5u

C18 100A column (250×10.0 mm, 5 µM, Phenomenex)를 사용하여 물 및 ACN gradient 용매

조건으로 각각 HPLC를 실시하여 각각 Compound 3(11 mg) 및 Compound 4(1.2 mg)를 분리

하였다. Fr. 16(599.3 mg)에 대해서도 chloroform 및 methanol 조성으로 silica gel column

chromatography를 시행하여 총 23개의 소분획을 얻었고 그 중 subfraction 20을 Luna 5u

C18 100A column(250×10.0 mm, 5 µM, Phenomenex)를 사용하여 물 및 ACN gradient 용매

조건으로 HPLC를 실시하여 Compound 5(4.7 mg)를 분리하였다. Fr. 25는 MeOH 용매로 재

결정을 실시하여 Compound 6(3 mg)을 얻었다(그림 2).
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그림 1. YC6258 균주로부터 활성물질 분리 과정

그림 2. YC6887 균주로부터 활성물질 분리 과정

(2) 분리된 화합물의 구조 결정

분리과정에서 화합물들의 활성 검정을 통하여 활성물질로 확인된 단리된 화합물의 구조는

NMR, MS 등의 spectroscopic data를 해석함으로써 이루어졌다.
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다. 미생물 대량 배양 공정 확립 및 시제품 제형 개발

(1) 사용 균주 및 대량 배양 공정

제형 개발에 사용된 균주는 1차 년도에 분리되어 방제 효과가 좋았던 신규 내생세균

Martellea endophytica YC6887 및 형광단백질(GFP)이 표지된 YC6887 균주였다. 균 대량 배

양을 위하여 여러 종류의 배지 조성 별 균배양을 실시한 결과 가장 배지 가격이 저렴하고 세

균 밀도가 높게 나오는 적정한 M10 배지(Yeast extract 10 g, MgSO4 4 g, MgCl2 2 g, NaCl

5 g, sucrose 10 g, K2HPO4 1 g/ 1 L 증류수)를 개발하였으며, 이 배지 5 ml 에서 seed

culture(28℃, 120 rpm, 24 hr) 한 뒤 250 ml의 M10 배지에 종균 1 ml를 접종하여 shaking

incubator에서 60시간 배양(28℃, 120 rpm) 하였다. 대량배양을 위하여 50 L 용량의 fermentor

에 30 L의 배지를 채운 뒤 antifoam 30 ml를 넣고 멸균하고(121℃, 20 min) 60시간 배양한

YC6887 종균 배양액 250 ml를 접종한 후 60 시간 동안 배양(28℃, 120 rpm, pH 7.0, 0.6

vvm, ps 0.4) 하였다. pH는 1 M HCl 용액과 3 M NaOH 용액으로 조절 하였다. 배양 후 균

체 수확을 위하여 배양액을 원심분리 장치를 이용하여 균체만을 수확 후 시제품 제제화에 사

용하였다.

(2) 내생세균의 액제형 제제화

제제화는 액제형과 고상형 제제로 구분하여 제조하였는데, 세균의 보존 기간을 길게 하기 위

하여 액제형 제제에는 trehalose를 0%, 5%, 10%(무게/부피) 섞어 넣었다. 멸균된 M10 배지에

서 배양된 YC6887 균체 및 GFP-YC6887 균체 100 ml와 10 mM MgSO4 용액 150 ml을 각

각 혼합하여 총 부피가 250 ml이 되게 해주었다. 이 액형 제제를 실온에서 보관하면서 0, 1,

2, 4, 8, 16주에 단계별로 희석하여 세균 세포 밀도(cfu/ml)를 측정하였다. YC6887 균주는 최

초 분리 장소가 갯벌 식물의 뿌리 이므로 바닷물을 이용한 액체 제제화를 시도하였다. 배양액

으로부터 확보된 균체 100 ml를 멸균(121℃, 15 min)시킨 바닷물 100 ml와 섞어 실온에 보관

하며 0, 2, 5, 11주에 단계별 희석하여 생균수(cfu/ml)를 측정하였다. 처리는 바닷물 대신

MgSO4 buffer, M523 배지, marine broth를 이용하거나 바닷물에 5% trehalose(g/v)를 첨가하

여 생균수를 측정 비교하였다.

(3) 내생세균의 고상형 제제화

YC6887의 고상형 제제화 실험을 위해 rice husk와 peat를 유리 배양기에 100 ml씩 깔아주고

멸균 한 뒤 균체를 각각 200 ml씩 섞어 주었다. 균체를 실온에 보관하면서 0, 1, 4, 8주 째 건

중량 5 g을 멸균 증류수 45 ml에 넣고 100 rpm에서 10분간 진탕 한 뒤 단계별로 희석하여

생균수(cfu/g)를 측정 하였다. 다른 처리로 균체 생존력을 높이기 위하여 동결 건조를 이용하

였는데, 균체 10 L에 72℃ dry oven에서 1시간 열처리 한 탈지분유 1 kg(10%, g/v), 멸균

처리(121℃, 15 min) 한 trehalose 500 g(5%, g/v)을 넣어준 뒤 흔들어 잘 섞어주고 멸균 처리

한 동결건조 tray에 부어 –70℃에서 하룻밤 동안 동결시켰다. 동결된 균체를 대용량 동결 건
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조기에 넣고 3일간 동결 건조 하였다. 동결 건조된 균체를 부드럽게 분쇄 후 보관 비닐 백에

나눠 담은 뒤 실온에 보관하면서 0, 1, 4, 8주 별로 희석하여 생균수(cfu/g) 변화를 측정하였

다.

라. YC6887 균주의 방제 효능 및 약해 평가

(1) YC6887 처리에 의한 고추 역병 방제 효과 및 생육, 수확량 조사

YC6887 균주의 고추 역병 방제 효과 및 생육, 수확량 증가 효과를 알아보기 위하여 2011년 4

월 21일부터 국립경상대학교 실험 농장(진주시 대곡면)에서 포장실험을 수행하였다. 시험 처

리구는 무처리, YC6887 균주처리, 화학농약 처리구로 나누어서 완전임의배치법으로 4반복으

로 설정하였다. 고추 모종 식재는 4월 21일 농가에서 구입한 모종(cv. 금수강산)을 주 당 거리

45 cm, 처리구 당 10주, 골 당 폭 50 cm 간격으로 심어주었다. YC6887 균주는 균체 액제를

500배 희석하여 8x105 cfu/ml 농도로 주 당 125 ml 씩 4월 21일, 5월 6일 2회 관주 처리하였

다. 실험 기간 중 기타 약제 처리는 표 1과 같이 시행하였다.

표 1. YC6887 균주의 고추 재배 포장실험 처리 내용.

Date
Treatment

Control(1) YC6887(2) YC6258/TORY(3) Chemicals(4)

2011. 4. 21
Water

(125ml/plant)

8 x 10
5
cfu/ml

(125ml/plant)

2.28 x 10
4
cfu/ml

(125ml/plant)

Water

(125ml/plant)

2011. 5. 6
Water

(125ml/plant)

8 x 10
5
cfu/ml

(125ml/plant)

1.4 x 10
4
cfu/ml

(125ml/plant)

Water

(125ml/plant)

2011. 5. 23 Water Water

T. harzianum

 (450ml/plant)

5 x 10
4

cfu/ml

Insecticide

(Konido 10g/20L)

2011. 6. 21 -
T. harzianum

1 x 10
5
cfu/ml

T. harzianum

1 x 10
5
cfu/ml

-

2011. 6. 29 -
Fungicide

(Casting 20g/20L)

Fungicide

(Casting 20g/20L)

Fungicide

(Casting 20g/20L)

2011. 7. 18 -
T. harzianum

1 x 105cfu/ml

T. harzianum

1 x 105cfu/ml

Fungicide

(Casting 20g/20L)

2011. 8. 4 -

T. harzianum

1 x 10
5
cfu/ml

Insecticide

(Nabangen  
20ml/20L)

T. harzianum

1 x 10
5
cfu/ml

Insecticide

(Nabangen  
20ml/20L)

Fungicide

(Casting 20g/20L)

Insecticide

(Nabangen
20ml/20L)

고추 역병 발병률 조사를 위해 각 처리구 당 감염된 고추 주수를 세어 발병률을 계산 하였다

(이병주 수*100/총 주 수). 병 조사는 2011년 7월 4일, 7월 14일, 8월 4일, 8월 14일 총 4회, 4
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반복으로 실시하였다. 고추 생육 조사는 식부 91일 후인 2011년 7월 21일에 각 처리구 당 임

의로 5주를 선택하여 초장(cm, 땅 표면에서 가장 높은 곳까지 길이), 경태(cm, 땅 위 5cm 줄

기의 직경), 주경장(cm, 땅 표면에서 1차 분지점까지 길이)을 측정하였고, 모든 조사는 4반복

으로 실시하였다. YC6887 처리에 따른 고추 수확량 증가 효과를 알기 위하여 각 처리구 10주

중에서 5주를 임의 선택하여 표시한 뒤 선택한 5주의 홍고추를 수차례 모두 수확 합산하였다.

고추 수확은 동일한 방법으로 식부 100일 후인 2011년 7월 30일, 8월 9일, 8월 18일 총 3회에

걸쳐 실시하였으며, 모든 조사는 4반복으로 실시하였다. 수확한 홍고추는 실험실에서 생과중

을 측정하여 생과중(g)/주수로 계산 표시 하였다.

(2) YC6887 처리에 의한 콩 생육 촉진 효과

YC6887 균주 처리에 의한 콩 생육 효과를 조사하기 위하여 2011년 7월 5일 처리구와 무처리

구로 나누고(완전임의배체법) 각 처리구 당 콩 종자(Glycine max) 30개씩을 파종한 후 동결

건조 된 YC6887 균체를 500배 희석하여(2×106 cfu/ml) 주 당 300 ml씩 관주하였다. 2주 후에

1차와 동일한 방법으로 균체 희석액을 다시 300 ml씩 관주하였다. 무처리구에는 동결 건조에

사용된 분산매의 영향을 고려하여 사용된 분산매인 탈지분유의 동일한 양을 500배 희석하여

300 ml씩 관주하였다. 실험 후 초장, 분지수, 경중, 협수, 입수, 입중, 수량지수, 백립중을 조사

하였다. 실험은 국립경상대학교 가좌동 캠퍼스농장에서 실시되었으며 6반복으로 실시하였다.

(3) YC6887 처리에 의한 작물병 방제 효과(폿트 실험)

YC6887 균주의 병 방제 스펙트럼 확인을 위하여 한국화학연구원에 의뢰하여 7종의 주요 작

물병에 대한 방제 효과를 조사하였다. 대상 식물병은 벼도열병(병원균: Magnaporthe oryzae),

벼잎집무늬마름병(병원균: Rhizoctonia solani), 토마토잿빛곰팡이병(병원균: Botrytis cinerea),

토마토역병(병원균: Phytophthora infestans), 밀붉은녹병(병원균: Puccinia recondita), 보리흰

가루병(병원균: Blumeria graminis f. sp. hordei) 및 고추탄저병(병원균: Colletotrichum

coccodes)이었다. 처리 방법은 엽면 살포 및 관주 처리 두 가지 방법으로 실시하였다. 시료

접종 1일 전에 식물병 당 식물 2포트씩을 회전판 위에서 회전시키면서 spray gun(압력: 1

kg/cm2)으로 식물체 전체에 골고루 약제가 부착되도록 살포하였다. 관주 처리는 의뢰한 시료

를 접종 7일 전에 식물병 당 식물 3포트에 약제 용액을 포트 당 5 ml씩 관주 후 온실에서 1

주일 동안 수분을 공급하면서 재배하였다. 각 병원균의 접종 및 발병 조건은 한국화학연구원

에서 이미 확립되어 있는 다음 조건 이용하였다.

벼도열병(RCB)은 병원균인 Magnaporthe grisea KJ201 균주를 쌀겨 한천배지에 접종하여

25oC 배양기에서 2주간 배양하여 형성된 포자를 살균증류수로 수확하여 일정농도의 포자현탁

액 (3x105 spores/ml)을 준비하였다. 이를 약제 처리된 낙동 벼 (본엽 3~4엽기)에 흘러내릴 정

도로 충분히 분무하였다. 접종된 벼는 습실상에서 암상태로 24시간 배양한 뒤에 상대습도

80% 이상이며 온도가 26oC인 항온항습실에서 4일간 발병시킨 후 병반면적율을 조사하였다.



- 102 -

벼잎집무늬마름병(RSB)은 적당한 양의 밀기울을 1 L 배양병에 넣고 멸균한 후 병원균인

Rhizoctonia solani AG1 균주를 접종한 후 25oC 배양기에서 7일간 배양하였다. 병 접종은 배

양된 균사덩어리를 적당하게 잘게 마쇄하여 약제 처리된 4~5엽기의 낙동 벼가 자란 폿트에

고르게 접종하여 습실상(25oC)에서 7일간 배양하여 발병을 시킨 후 병 조사는 잎집(sheath)에

형성된 병반면적율을 조사하였다. 토마토잿빛곰팡이병(TGM)은 병원균인 Botrytis cinerea를

감자한천배지에 접종하여 25oC 항온기에서 배양하여 형성된 포자를 접종원으로 사용하였다.

병 접종은 포자를 수확하여 혈구계를 사용하여 포자농도를 3x10
5

spores/ml로 만든 후 약제가

처리된 토마토 유묘(2~3엽기)에 분무접종 하였다. 접종된 토마토 유묘는 20oC 습실상 (상대습

도 95% 이상)에 넣어 3일간 발병을 유도시킨 후 병반면적율을 조사하였다. 토마토 역병

(TLB)은 병원균인 Phytophthora infestans 균주를 오트밀 배지에 접종하여 20oC 배양기에서

배양하여 유주자낭을 형성시켰다. 병원균 접종은 형성된 유주자낭을 살균증류수를 첨가하여

수확하고 포자농도가 3x104 sporangia/ml인 포자현탁액을 만들었다. 이들을 냉장고에 넣어 저

온처리하여 유주자를 유출시켜 유주자 현탁액을 준비하였다. 이를 약제 처리된 토마토 유묘

(2~3엽기)에 분무접종 하였다. 병원균을 접종한 토마토 유묘는 20oC 습실상에서 2일간 습실처

리 하고 항온항습실에서 발병시켜 접종 3일 후에 잎에 발생한 병반면적율을 조사하였다. 밀붉

은녹병(WLR)은 병원균인 Puccinia recondita는 활물기생균이므로, 실험실에서 식물체에 직접

계대배양하면서 밀 유묘에 형성된 하포자(urediniospores)를 접종원으로 사용하였다. 균주의

약효조사를 위하여 일회용 폿트(직경: 4.5 cm)에 5립 씩 밀 종자(품종: 은파)를 파종하여 온실

에서 8일간 재배한 1엽기 유묘에 약제를 처리하고 1일 후에 접종원 (포자 0.11 g/L)을 분무접

종 하였다. 접종된 밀 유묘는 20oC의 습실상에서 1일간 습실처리한 후에 상대습도가 70%인

20oC의 항온항습실로 옮겨서 발병을 유도하고 접종한지 7일 후에 병반면적율을 조사하였다.

보리흰가루병(BPM)은 병원균인 Blumeria graminis f. sp. hordei는 활물기생균이므로, 실험

실에서 보리 유묘로 계대배양하면서 보리에 형성된 포자를 접종원으로 사용하였다. 약효 조사

는 일회용 폿트 (직경: 4.5 cm)에 5립씩의 보리 종자 (품종: 동보리)를 파종하여 온실에서 8일

간 재배한 1엽기 유묘에 약제를 살포하고 온실에서 풍건시킨 후 약제 처리된 보리에 흰가루

병 포자를 털어 접종하였다. 접종된 보리 유묘는 20~23oC, 상대습도 60% 정도의 항온항습실

에 두어 7일간 발병시킨 후 병반면적율을 조사하였다. 고추 탄저병(RPA)은 병원균인

Colletotrichum coccodes를 오트밀 배지에 접종하고 25oC에서 10일 동안 배양하여 형성된 포

자를 수확하고, 포자 농도를 ml 당 2x105 spores가 되도록 조정하여 포자현탁액을 준비하였

다. 약제를 처리한 고추 유묘(3~4엽기)에 준비한 포자현탁액을 분무접종하고 이를 습실상

(25oC)에 넣고 2일 동안 습실처리한 후에 항온항습실(25oC, 75% RH)에서 발병시켰다. 접종 3

일 후에 고추 잎에 형성된 병반의 면적율을 조사하였다. 병 조사로부터 얻은 병반 면적율은

다음과 같은 계산식에 따라 계산하여 방제가를 산출하였다.

방제가 (%) = (1 - 처리구의 병반면적율/무처리구의 병반면적율) × 100
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마. YC6887 균주의 작용기작 규명

(1) 항균 물질의 구조 결정 및 활성 조사

순수 분리된 물질의 화학 구조 결정은 C13 NMR, Proton NMR, M/S 등 분석적인 방법을 이

용하였다. 분리 물질의 항균 활성은 식물 병원균 Colletotrichum acutatum, Pythium ultimum,

Phytophthora capsici, Burkholderia glumae에 대한 대치배양 검정(confrontation bioassay)으로 균

생장 억제정도를 조사하였다. C. acutatum과 P. ultimum은 potato dextrose agar (PDA; Difco)

에서 배양하였고 P. capsici와 B. glumae는 각각 V8 juice agar(V8 juice 100 ml, agar 17.0 g,

CaCO3 1.0 g, D.W. 1 L, pH 6)와 half-strength tryptic soy agar(TSA; Difco)에서 종이디스

크 측정법(paper disc method)을 이용하여 생장 억제를 조사하였다. 순수 분리된 화합물

Compound 1, 2와 Compound 6은 각각 methanol과 dimethyl sulfoxide(DMSO)로 녹인 후 농

도를 1000 ppm(㎍/ml)으로 조절하여 200 ㎕씩을 종이 디스크에 충분히 스며들게 한 후 완전

히 말렸다. 대조로는 methanol과 DMSO 200 ㎕만을 종이 디스크에 스며들게 하여 사용하였

다. 그리고 PDA배지(P. ultimum)와 V8 주스 한천배지(P. capsci)에서 4일 동안 자란 균류 병

원균 균사의 각 6 mm 디스크를 배지 가운데 놓고 28℃에서 4-6일간 배양하였다. B. glumae는

half-strength tryptic soy broth(1/2TSB)에서 30°C에서 130 rpm으로 14 시간 동안 암상태에서

배양시킨 균액을 흡광측정기로 600 nm에서 흡광도 0.5가 되도록 희석시켰다. 이어서 희석된

균액 50 ㎕를 1/2TSB 한천 배지에 spreading 후 순수 분리된 물질을 스며들게 한 종이 디스

크를 그 위에 올렸다. 이 배양기를 30°C에서 14 시간 배양 후 종이 디스크 주위에 생성된 억

제 투명환의 크기를 조사하여 억제 활성을 평가하였다.

(2) YC6887 균주의 작용 기작 규명

YC6887 균주가 식물생장촉진(plant growth promotion)과 유도저항성(induced systemic

resistance, ISR) 효과가 있는지 알기 위하여 애기장대(Arabidopsis thaliana)를 이용하여 실험

하였다. 먼저 애기장대 종자를 70% ethanol과 1.2% NaOCl에 각각 1분간 표면살균한 후 살균

증류수로 여러 번 세척한 후 MS(Murashige and Skoog medium) 배지가 들어 있는 배양기에

심고 22-24oC의 식물 생육상에서 (16시간 빛, 8시간 암조건) 배양하였다. YC6887 균주는 28oC

에서 36-48시간 진탕 배양 후 배양액을 원심분리 하여 세포를 10 mM MgSO4로 재현탁 하고

그 농도를 106, 107과 108 cfu/ml로 각각 조절하였다. 파종 후 2주 된 애기장대를 각 농도의 현

탁액이 포함된 토양에 옮겨 심었다. 2주 후에 다시 식물뿌리에 YC6887 세균 현탁액을 관주하

였다. 애기장대는 2주 후에 수확하였고 식물의 biometrical parameters를 조사하였다.

유도저항성 조사는 4주간 재배한 애기장대(Col-o)를 병저항성 검정을 위해 사용하였다. 이 실

험은 M. endophytica YC6887, Martellela mediterranea, BTH(benzothiadiazole), 대조구(무처

리)와 대조구(water-control)로 5개의 처리로 하였다. 미생물을 처리한 식물은 106 cfu/ml로

세포농도를 조절하여 각 균주 현탁액 10 ml씩을 토양에 관주하였다. BTH를 처리한 식물은

1.2 mM BTH(sigma aldrich)를 분무 하였고, 대조군으로 같은 양의 물과 10 mM MgSO4를
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사용하였다. 모든 식물은 5일 후에 잎에 물방울이 생성될 때까지 108 cfu/ml농도의

Pseudomonas syringae DC 3000을 접종하였다. 모든 식물에 병원균을 처리한 후에 배양기의

뚜껑을 덮고 식물생육상에 3일간 두었다. 병원균 처리 5일 후에 발병률은 식물 당 증상이 있

는 잎과 증상이 없는 잎의 비율을 측정함으로써 비교하였다.

RT-PCR을 사용한 유전자 발현분석은 애기장대에 병원균인 Pseudomonas syringae DC 3000

을 접종하고 0, 6, 12, 24, 48 과 72시간 뒤 YC6887 균주를 처리한 애기장대를 채취하였다.

Total RNA는 RNA extraction kit(Qiagen RNeasy: plant minikit)를 사용하여 YC6887을 처리

한 샘플과 처리하지 않은 샘플에서 추출하였다. Complementary DNA는 PR1과 PDF1.2 유전

자 발현을 분석하기 위해 1 µg 의 RNA를 사용하여 만들었다.

YC6887에 의한 애기장대의 곁뿌리(lateral root)의 발달 관찰은 애기장대(Col-0)의 종자를 표

면살균 후 MS배지를 포함하는 배양기에 파종하고 22-24
o
C의 식물생육상에서 빛 16시간, 암

6시간 조건으로 배양하였다. 6일 배양한 애기장대를 YC6887 접종지점에서 5 cm 간격으로

MS 배지에서 한 면과 가까이 일렬로 줄 세웠다. 그 후, 이 배양기 식물 생육상에서 8일간 더

배양한 뒤 곁가지 발달정도와 생중량(fresh weight)을 측정하였다.

YC6887에 의한 고추의 생장촉진활성을 알기 위하여 고추종자를 70% ethanol로 표면살균하고

28oC의 식물생육상에서 위와 같은 조건으로 배양하였다. 세균은 28oC에서 36-48시간 동안 진

탕배양한 후 원심 분리하여 균체를 모아 10 mM MgSO4 용액에 현탁하여 농도를 108 cfu/ml

로 조절하여 폿트에 혼합하였다. 그리고 세균이 접종된 토양(108 cfu/g soil)에 2주 지난 고추

모를 옮겨 심었다. 2주 재배 후 고추 근권에 세균 현탁액을 2회에 걸쳐 접종하였다. 생육 2주

후 식물을 수확하였고 biometrical parameters를 기록하였다.

애기장대 잎에 병원균인 P. syringae DC3000의 개체수 밀도를 계산하기 위하여 먼저 YC6887

처리 5일후 DC3000을 접종하였다. 접종 0, 1, 2, 3, 4, 5 일 후에 잎을 1 g씩 모은 뒤, 70% 에

탄올에 30초간 표면 살균하고 멸균 증류수에 30초간 담궈 두었다. 샘플들은 막자사발과 막자

를 이용하여 10 mM MgSO4로 잘 갈았다. 그 후 연속적으로 10배씩 희석하여 rifampicin을 함

유하고 있는 kings B배지에 접종한 뒤, 28oC에서 48시간 배양하였다. 배양 후, 콜로니의 수는

잎의 생중량 g당 CFU로 측정하였다.

YC6887 균주에 의한 기주저항성 유도 경로를 더 자세히 알기 위해 애기장대의 변이체 jar1,

JA/ET가 결여된 etr1-3와 SA가 결여된 NahG 변이체(transgenic line)를 테스트 하였다. 애기

장대의 종자들 Col-0, NahG유전자를 발현하는 Col-0와 변이체(signaling mutant) npr1, etr1,

jar1의 종자들은 표면살균한 후 MS 배지에서 키웠다. 2주간 키운 후 멸균된 토양(autoclaved

soil)을 포함하는 포트에 옮겨 심은 뒤 23oC에서 16시간 명기, 8시간 암기로 growth chamber

에서 배양하였다. 세균과 화학처리를 위해 4주간 키운 식물을 사용하였다. 접종 5일 후에

DC3000을 처리한 후, mock 처리군 식물과 YC6887 균주 처리군 식물, 애기장대 Col-0와 변이

체들 NahG, NahG, npr1, Jar1와 etr1-3의 발병율을 조사하였다. 병원균의 개체군 농도는 잎

생중량의 g당 CFU로 계산하였다. 각 처리를 위해 24개의 식물들이 사용되었고, 수치는
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standard error로 평균을 냈다. 앞서 순수 분리된 YC6887의 6종의 화합물중 compound

2(phenylacetic acid)를 이용하여 배양기내 항세균 활성항균활성을 조사하였다. Phytopthora

capcisi, Pythium ultimum, Botrytis cinerea, Alternia panax와 Pyricularia grisea의 균사디

스크를 compound 2를 0, 10, 100, 500 ppm 포함하는 PDA배지의 중앙에 둔다. 곰팡이의 생장

억제는 다음 식[1-(처리된 배지plate에서 균사생장 지름/ 처리하지 않은 대조구 배지에서 균

사생장의 지름)] x 100으로 계산하여 표현하였다. 배지는 28oC에 두었고 곰팡이의 생장은 5일

에서 7일까지 분석하였다.

(3) YC6887 균주의 full genome sequencing

M. endophytica YC6887 균주가 갖고 있는 항균활성 물질 생산, 식물생육촉진, 병저항성 유도

기작 등 작용의 정확한 파악을 위하여 전체 유전자 염기서열 결정을 실시하였다. Wizard

Genomic DNA purification Kit(Promega)를 사용하여 total genomic DNA를 추출하였고,

DNA의 정량은 Quant-iTTM PicoGreen dsDNA Assay Kit(P-11496, Invitrogen)을 이용하여

TBS-380 Mini- Fluorometer(Turner BioSystems)로 실시하였다. 전체 분석은 서울대학교 내

㈜Chunlab Inc.에서 수행하였다. DNA를 이용하여 paired-end library를 구축하여 Illumina

GAIIX 와 Roche 454 Titanium을 이용하여 sequencing을 수행하여 염기서열 정보를 획득하

였고, 획득한 whole genome을 assembly 한 후 남아있는 contig 및 scaffold 등 gap을 sanger

sequencing 프로세스를 통해 complete whole genome sequence를 확보하였다. RAST server

와 GLIMMER3 프로그램을 활용하여 tRNA와 rRNA prediction, SEED, COG를 통한

functional annotation 수행하였다. 방대한 생물정보 데이터베이스 및 알고리즘을 기반으로 하

는 genomics 분석 프로그램인 CLgenomics software를 이용하여 그 결과를 분석하였다.

바. 논토양 식물 근권에서 길항 내생세균 YC7007 균주의 분리 동정 및 방제 효과 조사

(1) YC7007 균주의 분리 및 동정

YC7007 균주는 진주시 경상대학교 시험포장의 논토양에서 자라는 식물 뿌리 내부조직에서

분리되었다. 식물 내생세균을 분리하기 위하여 뿌리 절단 조각의 표면을 1% 차아염소산나트

륨(NaOCl) 용액에 10분간 담궈 표면을 살균하였다. 이 조각들을 1/10TSA 배지(Tryptic Soy

Broth 3 g, 한천 16 g/ 증류수 1 L)에 올려놓고 2-3일 정도 배양하면서 표면에서 세균 생장

여부를 관찰하면서 표면 살균여부를 확인하였다. 조각의 표면 살균이 확인 된 뿌리 조각 1.0

g을 취하여 고압멸균기에서 살균된 증류수 9.0 ml를 넣어 살균된 주발과 절구로 갈았다. 이

마쇄된 액 0.1 ml를 취하여 살균된 증류수 0.9 ml에 넣어 10배씩 희석하였고(10-3, 10-4와 10-5)

희석액을 1/10TSA 배지에 고르게 3차 까는 방법으로 놓았다. 이 배양기를 28oC에서 2-3주

동안 배양하고 생육된 단일집락을 순수하게 분리, 배양하였다. 분리된 내생세균 균주들의 병

원균에 대한 길항 효과는 가 (1), (2)와 같이 수행하였다. 분리된YC7007 균주의 동정을 위하

여 16S rRNA 증폭 및 염기서열 결정을 위한 primer들은 universal primer set 27F/1492R
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(가, (3))을 사용하였다. PCR 조건은 initial denaturation이 94oC에서 5분, 30회 반복되는 과정

인 denaturation, annealing, extention은 각각 94oC 1분, 58oC 50초, 72oC 1분, 마지막으로

final extention은 72oC 10분간 반응시켜 증폭시켰다. 증폭 후 PCR 산물은 PCR purification

kit (Intron Biotech)를 사용하여 얻었다. 이렇게 얻은 PCR 산물은 1% LE agarose gel

(Seakem)을 이용하여 증폭유무 및 크기를 관찰하였고, PCR 산물을 Geno Tech Inc.

(Daejeon)에 보내어서 automatic sequencer를 통하여 16S rRNA gene 염기서열 분석을 실시

하였다. Database 검색은 EzTaxon-e (http://eztaxon-e. ezbiocloud.net/)를 이용하였다. 계통

학적 분석은 분리된 세균의 16S rDNA 염기서열 결과를 Geneback Data base를 사용하여 이

들 염기서열과 유사한 균주와 다중 정렬하여 유사도(similarity)를 얻었으며, 염기서열을 이용

하여 계통수를 작성하였다. 분석을 위해 PHYLIP package를 사용하였고, unrooted tree 모양

은 neighbor-joining방법에 의한 연산을 기준으로 bootstrap 분석법으로 작성하였다.

(2) YC7007 균주의 토양 전염병(벼 키다리병) 방제 효과 조사

벼의 키다리병 발생을 위한 키다리병균(Gibberella fujijuroi)의 토양 접종량을 결정하기 위해

상토 kg당 병원균 접종량을 각각 0, 5, 8, 10, 15, 20 g을 섞어 병발생 지수를 조사하였다. 멸

균한 토양(autoclaved soil)과 멸균하지 않은 토양에서 YC7007 균주에 의한 생물학적 방제는

식물을 키운 지 14일 후 접종 3일 전에 YC7007 균주의 세포현탁액을 흡광도 600 nm에서

OD값을 재어 농도를 조절하였다. OD값이 각각 0.03일 때 5.65x105, 0.07일 때 3.63x106, 0.1일

때 2x107 cfu/ml였다. 세포 현탁액 15 ml (10% v/w basis)을 멸균한 흙과 하지 않은 흙 각각

150 g에 뿌렸다. 세포현탁액은 10 mM MgSO4로 현탁하였다. 발병 지수(severity index)는 접

종 10일 후에 disease rating scale을 사용하여 0-5까지 측정하였다. 병 방제가(%Disease

reduction)는 대조구 식물(Mock/+ plants)과 비교하여 계산하였다. 대조구 처리의 식물들은

YC7007 균주의 처리 없이 10 mM MgSO4를 처리한 것이다. 처리당 10개의 식물들을 3반복으

로 사용하였다.

YC7007 균주의 처리에 의한 키다리병 방제 효과는 병균을 접종 한 뒤, YC7007 균주를 각각

105, 106, 107 cfu/ml 농도로 처리하고 10일, 20일, 30일 후 발병 지수를 조사하였다. YC7007

균주의 처리 농도별 벼의 chlorophyll양 비교는 YC7007 균주를 각각106, 107 cfu/ml농도로 조

절하여 처리했을 때 각각 처리구별로 잎의 g당 chlorophyll의 mg을 측정하였다. Chlorophyll

의 양은 Lichtentthaler에 의해 보고된 식을 사용하여 계산된다. Total chlorophyll = (7.15 *

A663.2 + 18.71 * A646.8)/1000/(fresh weight of leaves); 계산된 값은 생중량 g당 chlorophyll

의 mg을 나타낸다. 그림에 나타난 수치±Se는 SPSS statistical software에 의한 Duncan's

multiple Range Test에 의해 유의하게 다르다(P < 0.05). 바 그래프는 Sigma Plot version 12

를 사용하여 그렸다. ‘+’ 는 kg당 G. fujikuroi를 10 g 접종한 것을 의미하고 Mock은 접종하지

않은 것을 의미한다. 각 처리 당 10개의 잎을 사용하여 3반복 수행하였다. 잎은 접종한 후 20

일이 지난 후에 모아서 실험을 진행하였다.
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벼 절단 잎에서의 YC7007균주의 세포현탁액과 배양여액방제 효과 조사를 위하여 벼 절단 잎

의 1cm까지 낮은 부위를 YC7007균주의 세포현탁액(2x107 cfu/ml, A600=0.1)에 30초간 담궈 둔

뒤, 28oC 에서 24시간 유지하였다. 60시간 배양한 YC7007 균주의 배양여액을 10 mM MgSO4

을 이용하여 1:10 비율로 희석한 뒤, 잎에 분무하고 28oC 에서 5일간 유지하였다. 그 후 잎당

2개의 곰팡이 disk를 접종하고, 다시 28oC 에서 5일간 유지시켰다. 발병율은 병원균 접종 7일

후에 병 발생지수(0-5)를 사용하여 측정하였다. Mock 처리군은 한천만을 접종하여 유지시켰

다. 20개의 잎을 사용하여 3반복 수행하였다. 벼 유묘의 토양, 뿌리, 지상부 부분에서 병원균

농도 조사는 G. fujikuroi를 위한 선택 배지(2.5 ppm Malachite green+1% PDB+ 1.5% 한천)

를 이용하였으며, YC7007 균주를 각각 10
6
, 10

7
cfu/ml 농도로 처리 후 20일이 지나서 유모의

토양, 뿌리, 지상부 부분에서의 병균 개체수를 측정하였다.

사. YC7007 균주의 대량 배양 및 제제화

YC7007 균주의 대량배양을 위해 배지조성과 배양시간을 달리하여 배양한 결과 건조 전후의

생균수 변화가 가장 적은 배지(glucose 0.25 g, NaCl 0.5 g, Pancreatic digest of Casein 1.7

g, K2HPO4 0.25 g, Peptic Digest of Soybean Meal 3.0 g, 1 L 증류수)를 개발하였다. 개발한

배지 50 ml에 28oC, 120 rpm 조건으로 24시간 동안 초기배양을 한 뒤 50 L fermenter에 30 L

의 배지를 멸균하고 접종하였다. 배양 조건은 28oC, pH7.0, 120 rpm, 0.5 vvm, ps 0.5으로 72

시간 동안 배양하였다(F26). 대량배양을 위해 500 L fermenter에 200 L 배지를 멸균하고 24시

간 배양한 배양액 20 L를 접종한 후 72시간 배양(28oC, pH7.0, 70 rpm, 200 vvm, ps 0.5)하였

다(F27). 제제화를 위해 배양액과 혼합물질배합과 실온건조, 분무건조의 조건을 최적화 하기

위해 여러 번의 시험을 시도한 결과 72시간 배양된 배양액에 계면활성제와 부자재를 혼합하

여 분무건조한 후 이 원제와 광물질을 함께 혼합하였을 때 가장 최적화 되었다(표2).

표 2. 대량 배양과 제제화를 위한 세균 밀도 분석
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No.
총배양액

(L/No.)
배양시간(H) 방 법 결 과

F1-F9 30 68 분무건조. 실온건조 건조실패, 오염

F10-F13 1 48
광물질과 부재 혼합 후

실온건조
용해도가 떨어짐

F14 2 48
광물질과 부재 혼합비율

조절 후 실온건조
용해도 양호함

F15-F20 2 67 실온건조 밀도가 균일하지 않음

F21 2 62 F11-F15 재실험 field test에 사용함

F22 3 55 분무건조 실내효과 실험

F23-F24 3 54
분무건조와 실온 건조시
광물질과 계면활성제

첨가 비교

계면활성제의 첨가시
용해성 높음

균밀도 : 4.0x108cfu/g

F25 30 72
광물질과 계면활성제

첨가 분무건조
균밀도 : 4.4x108cfu/g

F26 30 72
부재와 계면활성제 첨가

분무건조 후 광물질 혼합
균밀도 : 2.6x10

8
cfu/g

F27 200 72
부재와 계면활성제 첨가

분무건조 후 광물질 혼합
균밀도 : 9.2×109cfu/g

아. YC7007 처리에 의한 작물병 방제 효과

(1) 방제 효과 및 스펙트럼 조사 (폿트 실험)

YC7007 균주의 병 방제 스펙트럼 확인을 위하여 한국화학연구원에 의뢰하여 7종의 주요 작

물병에 대한 방제 효과를 조사하였다. 대상 식물병은 벼도열병(병원균: Magnaporthe oryzae),

벼잎집무늬마름병(병원균: Rhizoctonia solani), 토마토잿빛곰팡이병(병원균: Botrytis cinerea),

토마토역병(병원균: Phytophthora infestans), 밀붉은녹병(병원균: Puccinia recondita), 보리흰

가루병(병원균: Blumeria graminis f. sp. hordei) 및 고추탄저병(병원균: Colletotrichum

coccodes)이었다. 처리 방법은 엽면 살포 및 관주 처리 두 가지 방법으로 실시하였다. 시료

접종 1일 전에 식물병 당 식물 2포트씩을 회전판 위에서 회전시키면서 spray gun(압력:

1kg/cm2)으로 식물체 전체에 골고루 약제가 부착되도록 살포하였다. 관주 처리는 의뢰한 시료

를 접종 7일 전에 식물병 당 식물 3포트에 약제 용액을 포트 당 5 ml씩 관주 후 온실에서 1

주일 동안 수분을 공급하면서 재배하였다. 각 병원균의 접종 및 발병 조건은 한국화학연구원

에서 이미 확립되어 있는 다음 조건 이용하였다.
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벼도열병(RCB)은 병원균인 Magnaporthe grisea KJ201 균주를 쌀겨 한천배지에 접종하여

25oC 배양기에서 2주간 배양하여 형성된 포자를 살균증류수로 수확하여 일정농도의 포자현탁

액(3x105spores/ml)을 준비하였다. 이를 약제 처리된 낙동 벼(본엽 3~4엽기)에 흘러내릴 정도

로 충분히 분무하였다. 접종된 벼는 습실상에서 암상태로 24시간 배양한 뒤에 상대습도 80%

이상이며 온도가 26oC인 항온항습실에서 4일간 발병시킨 후 병반면적율을 조사하였다. 벼잎집

무늬마름병(RSB)은 적당한 양의 밀기울을 1 L 배양병에 넣고 멸균한 후 병원균인

Rhizoctonia solani AG1 균주를 접종한 후 25
o
C 배양기에서 7일간 배양하였다. 병 접종은 배

양된 균사덩어리를 적당하게 잘게 마쇄하여 약제 처리된 4~5엽기의 낙동 벼가 자란 폿트에

고르게 접종하여 습실상(25
o
C)에서 7일간 배양하여 발병을 시킨 후 병 조사는 잎집(sheath)에

형성된 병반면적율을 조사하였다. 토마토잿빛곰팡이병(TGM)은 병원균인 Botrytis cinerea를

감자한천배지에 접종하여 25
o
C 항온기에서 배양하여 형성된 포자를 접종원으로 사용하였다.

병 접종은 포자를 수확하여 혈구계를 사용하여 포자농도를 3x105 spores/ml로 만든 후 약제가

처리된 토마토 유묘(2~3엽기)에 분무접종 하였다. 접종된 토마토 유묘는 20oC 습실상(상대습

도 95% 이상)에 넣어 3일간 발병을 유도시킨 후 병반면적율을 조사하였다. 토마토 역병

(TLB)은 병원균인 Phytophthora infestans 균주를 오트밀 배지에 접종하여 20oC 배양기에서

배양하여 유주자낭을 형성시켰다. 병원균 접종은 형성된 유주자낭을 살균증류수를 첨가하여

수확하고 포자농도가 3x104 sporangia/ml인 포자현탁액을 만들었다. 이들을 냉장고에 넣어 저

온처리하여 유주자를 유출시켜 유주자 현탁액을 준비하였다. 이를 약제 처리된 토마토 유묘

(2~3엽기)에 분무접종 하였다. 병원균을 접종한 토마토 유묘는 20oC 습실상에서 2일간 습실처

리 하고 항온항습실에서 발병시켜 접종 3일 후에 잎에 발생한 병반면적율을 조사하였다. 밀붉

은녹병(WLR)은 병원균인 Puccinia recondita는 활물기생균이므로, 실험실에서 식물체에 직접

계대배양하면서 밀 유묘에 형성된 하포자(urediniospores)를 접종원으로 사용하였다. 균주의

약효조사를 위하여 일회용 폿트(직경: 4.5 cm)에 5립 씩 밀 종자(품종: 은파)를 파종하여 온실

에서 8일간 재배한 1엽기 유묘에 약제를 처리하고 1일 후에 접종원(포자 0.11 g/L)을 분무접

종 하였다. 접종된 밀 유묘는 20oC의 습실상에서 1일간 습실처리한 후에 상대습도가 70%인

20oC의 항온항습실로 옮겨서 발병을 유도하고 접종한지 7일 후에 병반면적율을 조사하였다.

보리흰가루병(BPM)은 병원균인 Blumeria graminis f. sp. hordei는 활물기생균이므로, 실험

실에서 보리 유묘로 계대배양하면서 보리에 형성된 포자를 접종원으로 사용하였다. 약효 조사

는 일회용 폿트(직경: 4.5 cm)에 5립씩의 보리 종자(품종: 동보리)를 파종하여 온실에서 8일간

재배한 1엽기 유묘에 약제를 살포하고 온실에서 풍건시킨 후 약제 처리된 보리에 흰가루병

포자를 털어 접종하였다. 접종된 보리 유묘는 20~23oC, 상대습도 60% 정도의 항온항습실에

두어 7일간 발병시킨 후 병반면적율을 조사하였다. 고추 탄저병(RPA)은 병원균인

Colletotrichum coccodes를 오트밀 배지에 접종하고 25oC에서 10일 동안 배양하여 형성된 포

자를 수확하고, 포자 농도를 ml 당 2x105 spores가 되도록 조정하여 포자현탁액을 준비하였

다. 약제를 처리한 고추 유묘(3~4엽기)에 준비한 포자현탁액을 분무접종하고 이를 습실상
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(25oC)에 넣고 2일 동안 습실처리한 후에 항온항습실(25oC, 75% RH)에서 발병시켰다. 접종 3

일 후에 고추 잎에 형성된 병반의 면적율을 조사하였다. 병 조사로부터 얻은 병반 면적율은

다음과 같은 계산식에 따라 계산하여 방제가를 산출하였다.

방제가 (%) = (1 - 처리구의 병반면적율/무처리구의 병반면적율) × 100

(2) 딸기 흰가루병 약효, 약해 시험 (포장시험)

YC7007 균주의 딸기 흰가루병 효능 및 방제 효과를 알아보기 위하여 국립경상대학교 실험 농장 하우스

(진주시 대곡면)와 경북 경주시 내남면 하우스 2곳의 포장에서 실험을 수행하였다. 대곡면에서 실시한

시험은 3월 22일부터 4월 12일까지 실시하였으며, 딸기의 품종은 매향이다. 대곡면의 시험 처리구는 무

처리, YC7007 균주 처리구로 나누어서 난괴법으로 3반복으로 설정하였다. 약효 시험의 경우 총 구수는

6구, 구당 면적 5 m2, 소요면적은 30 m2였고, 약해 시험의 경우 총 구수는 6구, 구당 면적은 1 m2, 소요

면적은 6 m2이었다. YC7007 균주는 균체 액제를 500배 희석하여 1x108 cfu/g 농도로 발병 초 7일

간격으로 3월 22일, 3월 29일, 4월 5일 3회 경엽 처리하였다. 딸기 흰가루병 발병률 조사를 위

해 각 처리구 당 발병된 딸기 개수를 세어 발병률을 계산하였다(이병과일 수*100/총 조사 과

일 수). 약해조사는 약해 유무를 달관조사 하였다. 약효 조사는 2013년 3월 29일, 4월 5일, 4월

12일 총3회 3반복으로 실시하였으며, 약해 조사는 3월 25일, 3월 27일, 3월 29일 총 3회 3반복

으로 실시하였다. 내남면에서 실시한 시험은 4월 4일부터 4월 25일까지 실시하였으며, 딸기의 품종은

장희이다. 내남면의 시험 처리구는 무처리구, YC7007 균주 처리구, 트리플루미졸 수화제 처리구로 나누

어서 난괴법으로 3반복으로 설정하였다. 약효 시험의 경우 총 구수는 12구, 구당 면적 10 m2, 소요면적

은 120 m2였고, 약해 시험의 경우 총 구수는 15구, 구당 면적은 2 m2, 소요면적은 30 m2였다. YC7007

균주는 균체 액제를 250배, 500배 희석하여 1x108 cfu/g 농도로 발병 초 7일 간격으로 4월 4일, 4

월 11일, 4월 18일 총 3회 경엽 처리하였다. 대조구인 트리플루미졸 수화제는 주성분 함량

30%로 4000배 희석하여 사용하였다. 약효 조사는 2013년 4월 24일 3반복으로 실시하였으며,

약해 조사는 4월 7일, 4월 9일, 4월 11일 총 3회 3반복으로 실시하였다.

<실험 결과>

가. 신규 길항 내생세균의 분리·동정 및 특성 조사

(1) 난균류에 길항적인 내생세균의 분리

남해개펄에서 자라는 6종류의 염생식물의 뿌리에서 각기 다른 균총 모양을 가진 256종의 내생세균을 분

리하였다. 모든 분리한 세균은 필터로 멸균여과된 바닷물을 이용한 1/10 R2A배지에서 배양하였으며, 균

총의 크기가 아주 작은 미생물은 2-3주간 배양하였다. 순수 배양 후 P. ultimum과 P. capsici와의 대치

배양을 통해 억제력이 좋은 24종의 내생세균을 선발하였다(표 3).

(2) 분리된 내생세균의 항균력 조사
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Origin/

Strains

number

Antagonistic

activity against
a Enzyme production

b

Closely related

type strains

%

identity

P .

ultimum

P.

capsici
Cellulase Chitinase Protease

β-1,3

glucanas

e

Rosa rugosa

Martelella mediterranea

MACL11TYC6887 98.3 +++ ++ ++ - - +

P seudomonas koreensis

선발된 내생세균들 중에서 YC6890, YC6891, YC6892, YC6904는 P. ultimum 과 P. capsici에 대해 4-5

mm의 균사 생장억제 효과가 있었으며, YC6888, YC6889, YC6893, YC6900, YC6901, YC6902,

YC6905, YC6907, YC6909, YC6911는 3 mm 이하의 약한 억제효과를 보였다. 또, YC6894,

YC6895, YC6896, YC6897, YC6898, YC6906와 YC6910 균주는 한 종류 병원균에 대해 강한

억제효과를 보였지만, 다른 한 가지 병균에 대해서는 약한 억제효과를 나타냈다. 가장 억제효

과가 우수한 균주는 YC6258, YC6887, YC6897 균주로 6-7 mm의 강한 억제효과가 있었다.

(3) 길항력을 가진 내생세균의 16S rDNA 염기서열 분석

선발된 24종 내생세균의 16S rDNA 유전자 염기서열을 결정한 결과, Bacillus species가 총 8종으로 가

장 많았으며, 그 다음으로 Pseudomonas(3종), Stenotrophomonas(3종), Staphylococcus(2종),

Microbacterium(2종) species로 나타났다. 길항력이 가장 좋았던 YC6887과 YC6897 균주는

각각 Martelella mediterranea MACL11T, Stenotrophomonas maltophilia ATCC13637T와

98.3%, 98.8%의 유사도를 보였다. 또 YC6258 균주는 Saccharospirillum impatiens와 91.2%의

낮은 유사도를 보였다. 또 길항력을 가지면서 유사도가 낮은 균주는 YC6898로 Hoeflea

alexandrii AM1V30T와 95.9%의 유사도를 나타냈다.

(4) 세포벽 분해효소의 생성 조사

24종의 내생세균이 생산하는 곰팡이의 세포벽 분해 효소인 cellulase, chitinase, protease, β-1,

3 glucanase의 생성여부를 조사하였다. phylum Firmicutes에 속하는 길항 세균 YC6889,

YC6893, YC6894, YC6902, YC6905, YC6906은 상대적으로 높은 cellulase 활성을 보였다.

YC6897 균주는 강한 길항력 뿐 아니라 강한 cellulase 활성도보였다. 또한 YC6258 균주도 P.

ultimum, P . capsici에 6-7 mm의 억제효과를 나타냈을 뿐 아니라 강한 cellulase 활성을 보였

다. Actinomycetes에 속하는 균주들 YC6895, YC6896, YC6901는 chitinolytic 활성을 보였고,

단백질 분해활성은 Firmicutes, Actinomycetes, γ-Proteobacteria에 속하는 그람양성 내생세

균들인 YC6889, YC6894, YC6896, YC6897, YC6901, YC6810에서만 나타났다. β-1,3

glucanase 활성은 하나의 그룹에 집중되지 않고 다른 여러 종류의 균주들에서 나타났다.

표 3. 남해개펄에 서식하는 염생식물에서 분리한 내생세균의 계통분류 유사도, 길항력 및 

세포벽 분해효소 생산 여부
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YC6888 Ps 9-14T 99.1 + + - - - +

Bacillus gibsonii DSM

8722T
YC6889 99.5 + + + - + -

P seudomonas brenneri

CFML 97-391
T

YC6890 99.4 ++ ++ - + - -

Stenotrophomonas

rhizophila e-p10T
YC6891 98.8 ++ ++ + - - +

Vitex rotundifolia

Bacillus stratosphericus

41KF2a
T

YC6892 100 ++ ++ - - - +

Staphylococcus

saprophyticus GTC 843T
YC6893 98.2 + + + - - -

Staphylococcus

epidermidis ATCC 14990T
YC6894 99.8 ++ + + + + -

Micrococcus

endophyticus YIM 56238
T

YC6895 99.2 ++ + - + ++ -

Microbacterium

arborescens DSM 20754T
YC6896 100 ++ + - + + +

Stenotrophomonas

maltophilia ATCC 13637T
YC6897 98.8 +++ + +++ - + -

Suaeda maritima

Hoeflea alexandrii

AM1V30
T

YC6898 95.9 ++ + + - - +

P aenibacillus

barcinonensis BP-23T
YC6900 98.8 + + - - - +

Microbacterium

laevaniformans IFO 15234T
YC6901 99.6 + + - + - +

Mycobacterium

frederiksbergense DSM

44346TYC6902 99.2 + + + - - +

Carex scabrifolia

Saccharospirillum

impatiens EL-105T
YC6258 91.2 +++ +++ +++ - - -

Bacillus safensis FO-036b
T

YC6904 100 ++ ++ - - + +

Bacillus aerius 24KT

YC6905 100 + + + - - -

Glehnia littoralis

Bacillus gibsonii DSM

8722
T

YC6906 99.7 ++ + ++ - - -

Bacillus thioparans

BMP-1T
YC6907 99.8 + + - - - +

P seudomonas koreensis

Ps 9-14T
YC6908 99.3 + + + - - -

Stenotrophomonas

maltophilia ATCC 13637TYC6909 99.1 + + + - - -

Elymus mollis

Bacillus stratosphericus

41KF2aTYC6910 100 ++ + - ++ - -

Bacillus pumilus DSM 27T

YC6911 99.8 + + - - ++ -
a
세균의 길항력은 28°C에서 4-6일간 배양 후 균사생장 억제정도를 측정하였다: +, <3 mm; ++, 4-5 mm; +++, 6-7 mm.

b
효소활성은 내생세균 균총 주변의 투명환의 크기를 측정하여 조사하였다: -, Negative; +, <3 mm; ++, 4-5 mm; +++, 6-7 mm.
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Strain no

Closely

related type

strain

Growth promotion characteristics

Phosphate

solubilization

IAA

production

Siderophore

producction

Nitrate

reduction

Growth

promotion

YC6887 Martelella

mediterranea

++ + - + +

YC6898 Hoeflea

alexandrii

+ + + - -

(5) 식물생장촉진 특성 조사

16S rDNA 염기서열 분석을 통하여 새로운 종으로 확인된 YC6887, YC6898 균주를 식물생장 촉진

에 관여하는 인자들인 인산용해, IAA 및 siderophore 생산, 질산환원과 같은 조사를 위해 선

발하였다. 선발된 2 균주는 α-Proteobacteria 그룹에 속하여 각각 남해개펄에 서식하는 염생

식물인 R. rugosa, S. maritima에서 분리되었다(표4). 식물생장촉진조사에서 2균주 모두

tricalcium phosphate를 용해하였고, IAA를 생산하는 것으로 나타났다. Siderophore 생산은

YC6898 균주에서만 확인되었고 nitrate reduction 능력은 YC6887에서만 관찰되었다(표 4). 또

한, YC6887균주는 A. thaliana의 배양 4주 뒤 대조구에 비해 뿌리와 줄기의 생장이 촉진되는

것을 확인하였다.

표 4. 남해 개펄에 서식하는 염생식물에서 분리한 내생세균의 식물생장 촉진 요소 

(6) YC6887 균주의 동정

YC6887 균주는 Gram 음성이었고 운동성이 없었으며, 세포는 막대형(넓이 0.8 ㎛, 길이

1.2-2.3 ㎛)이었고 포자는 형성하지 않았다. 혐기성 조건에서는 생장하지 않았다. YC6887 균

주의 생리학적 그리고 생화학적 특성들은 종 기술과, 연관형태의 종들과 선택특성의 비교표에

요약하였다(표 5). 주 지방산은 C18:1ω7с(57.1%), C19:0ω8с cyclo(7.6%)으로 Martelella 속의 형

태종의 지방산 구성과 유사하였다. 그러나 YC6887 균주는 iso- C17:03-OH, C16:0그리고 C18:0의

비율이 달라서 Martelella 속의 형태종의 지방산과 구분되었다(표 6). 그리고, 이 균주가 다른

유사한 종들과 다른 점은 aesculin, β-1,3 glucanase, casein, CMC의 가수분해와 탄소원으로

caproate와 adipate를 이용하는 것이다. YC6887 균주의 주 호흡 quinone은 Q-10 이었고, 16S

rDNA 서열의 비교분석 결과 Martelella mediterranea MACL11T와의 유사도가 98.3%로

Martelella속에 속하였으며, Rhizobium 속의 종들과는 91.6-93.6%, Aurantimonas coralicida

DSM14790T과는 92.1%, Brucella 속의 종들과는 92.4% 이었다. 근연 계통발생 가계도(그림 3)

에서 높은 bootstrap value(100%)를 나타낸 것을 볼 때, YC6887 균주는 Martelella

mediterranea MACL11T와 가장 가까운 집단을 형성했다. 이와 같이 16S rDNA 서열의 유사

성, 계통발생학적 분석과 지방산분석 결과로 볼 때 YC6887 균은 Martelella속에 속하는 것으

로 나타났다. YC6887 균은 Martelella 속과 여러개의 표현형 특징이 있는 다른 가까운 속들
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과 구별되었다(표 5). 그러므로 이 다양한 분류학적 실험을 근거로 볼 때, YC6887 균주는

Martelella속의 새로운 종임이 분명하므로 이 균의 이름을 Martelella endophytica sp. nov.로

제안하였다.

Rhizobium etli CFN42T (U28916)

Rhizobium leguminosarum ATCC1004T (U29386)

Rhizobium rhizogene IFO13257T (D14501)

Rhizobium tropici CIAT 899T (U89832)

Rhizobium alamii LMG 24466T (AM931436)

Rhizobium daejeonense KCTC 12121T (AY341343)

Rhizobium larrymoorei ATCC 51759T (Z30542)

Rhizobium rubi DSM 6772T (AY626395)

Fulvimarina pelagi KACC 12056T (AY178860)

Aurantimonas ureilytica DSM 18598T (DQ883810)

Aurantimonas coralicida KACC12050T (AY065627)

Aurantimonas frigidaquae KCTC 12893T (EF373540)

Aurantimonas altamirensis LMG 23375T (DQ372921)

Martelella mediterranea MACL11T (AY649762)

Martelella endophytica YC 6887T (HM800924)

Caulobacter vibrioides DSM 9893T (AJ227754)

99

87

100

59

100

99

98

100

76

71

98

86

0.01

Aurantim
onadaceae

Rhizobiaceae

그림 3. YC6887 균주의 다른 근연종들 사이의 연관을 나타내는 16S rDNA 서열로 만든 계통

수. 교점 숫자는 1000반복에서 나온 bootstrap value를 나타낸다(50%이상의 수치가 근연집

단에 주어진다). 괄호 안에 있는 숫자는 GenBank/EMBL/DDBJ 접근 수치다. 가로줄, 

nucleotide 위치 당 0.01 치환.
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표 5. YC6887 균주의 근연종과 구별되는 특성. 

균종: 1, YC6887T; 2, M. mediterranea DSMZ 17316T; 3, F. ulvimarina pelagi KACC 

2056T; 4, Aurantimonas coralicida KACC 12050T.

Characteristic 1 2 3 4

Isolation source Halophyte Lakewater Seawater Coral

Growth without NaCl + + - +

Salt range(%) 0-9 0-6 1-8 0-10

Temperature range

(°C)
4-40°C 4-37°C 4-37°C 4-40°C

Catalase + + + +

Oxidase + + + +

Production of pigment - - + +

Nitrate reduction + + - -

Hydrolysis of:

Aesculin + + - -

β-1,3 glucanase + - - -

Casein + - - -

CMC + - - -

Acid from carbohydrate

Glucose + + + +

Rhamnose + - + -

Melibiose + - + +

Mannose - - - +

Sucrose + - - -

Amygdalin + - - -

Arabinose + - - +

Utilization of carbon source

Glucose + + + +

Arabinose + - + +

Mannose + - + +

Gluconate - + + -

Malate - + + -

Mannitol + + - +

Maltose + + - +

Caproate - - - -

Adipate - - - +
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표 6. YC6887 균주의 다른 근연종들과 구별되는 세포질의 지방산 함량. 

균종 : 1, YC6887; 2, M. mediterranea DSMZ 17316T; 3, Fulvimarina pelagi KACC 2056T; 

4, Aurantimonas coralicida KACC 12050T. 자료는 합계 지방산의 백분율로 표시하였다. tr, 

1.0%이하 ; -, 검출되지 않았음.

Fatty acid 1 2 3 4

C12:0 tr - - -

C16:0 2.4 12 2.6 6.7

C17:0 - tr - tr

C18:0 2.2 tr 8.2 1.5

C16:1 ω7c - tr - 1.3

C18:1 ω7c 57.1 21.6 82.9 76.9

C16:0 3-OH tr tr - -

C18:1 2-OH - tr tr 2

C18:0 3-OH 1.7 tr tr

iso-C17:0 3-OH 7.4 tr - -

C19:0ω8c cyclo 7.6 41.4 2.6 10.5

C19:0 10-methyl 2.6 tr - -

C18:1ω7c 11-methyl tr 8.8 - -

Summed feature 2 5 7.6 - -

Summed feature 3 1.3 tr - -

Summed feature 7 tr - - -

Martelella endophytica YC6887 sp. nov.에 대한 개요:

Martelella endophytica (en.do.phy’ti.ca.그리스 접두어 endo- 안에; 그리스 중성명사 phyton-

식물; 새 라틴어 형용사 endophytica –식물안에 있는, 원래 식물 조직에서 분리한 것과 관

련). 세포는 Gram 음성, 포자는 형성하지 않는 막대형(0.5-0.8 ㎛ × 1.2-2.3 ㎛). Marine agar

2216에서의 개체는 불투명하고, 둥글고, 가장자리가 매끄럽고, 가운데가 볼록하고 매끄럽다.

대사는 임의 호기성이고 Oxidase와 catalase는 양성이다. 생장에 NaCl은 필수적이지는 않으나

NaCl 농도 9%(w/v)까지 생장한다. Indole 생산, arginine deaminase 활성, aesculin 가수분해

는 양성이고 반면에 gelatin 가수분해와 ONPG 반응은 음성이다. Voges-Proskauer 반응은 양

성이다. 이 균은 단일 탄소원으로 glucose, arabinose, mannose, mannitol 그리고 maltose를

이용한다. 지배적인 지방산은 C18:1ω7с(57.1 %), C19:0ω8сcyclo(7.6 %)이다. 주 호흡 quinone은

Q-10이다. YC6887 균주는 대한민국 남해섬 해안가에서 자라는 Rosa rugosa Thunb. ex
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Murray 의 뿌리 내부 조직에서 분리하였다.

(7) YC6887 균주의 병원균 억제 효과(in vitro, in vivo 활성)

YC6887 균주의 고추 모잘록병균(P. ultimum)과 역병균(P. capsci)의 균사생장 억제효과를 배

양기내에서 검정한 결과 역병균 보다는 모잘록 병균에 대한 억제효과가 더 좋았다. YC6887의

역병 방제효과를 고추모종을 이용하여 온실에서 조사하였는데, 고추 묘를 세균 현탁액에 담근

후 포트에 이식하고 역병균의 유주자를 접종한 후 병 발생 정도를 평가하였다. 그 결과 역병

균 만을 접종한 대조구에서는 접종 후 일주일 내에 암색 갈반 병반이 줄기에 나타났고 27일

이 되면서 그 병반은 급속히 확대되어 잎들이 시들고 떨어지며 줄기가 꺾이면서 식물의 다른

부분으로 전파되었다. 내생 길항 균주인 YC6887을 처리한 고추에서는 병 발생이 70% 정도로

대조구에 비하여 유의성 있게 낮았다(그림 4). 그러나 병원균 접종 농도를 5.0 × 10
4

유주자

/ml 정도로 높이면 억제효과가 감소하였다(그림 5a). 동시에 길항 내생 세균 YC6887은 고추

의 생장촉진 효과도 있어 세균이 처리된 고추의 주경장, 엽장 및 뿌리의 길이는 무처리의 고

추보다도 길었다(그림 5b)

그림 4. YC6887 균주의 고추 역병 방제효과 
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그림 5. YC6887 균주 처리에 의한 고추 역병의 방제 효과. (a) YC6887 균주의 처리와 

병원균의 5.0 × 104 유주자/ml 접종: 1-2, 역병균만 접종; 3-8, 역병균+YC6887.  (b); 1-2, 

대조구; 3-4, YC6887 세균처리. (c); 1-2, 역병균 처리; 3-4, 역병균+YC6887).

(8) YC6887 균주의 역병균 생장 억제 및 균사 형태 변형

고추 역병균의 균사에 YC6887이 유도한 형태 변형을 조사하기 위하여 SEM을 사용하였다.

이 분석의 결과, 영향 받은 균사는 정상적인 균사와는 달리 공통적으로 균사 주위에 많은 소

낭들이 돌출하고 불규칙적인 부풀림과 기형이 확인되었다(그림 6). 동시에 시간이 더 경과될

수록 세포질 분출과 멀리 떨어진 균사에서도 괴저가 관찰되었다.

그림 6. 고추 역병 균사의 주사전자현미경 사진(a)과 YC6887균 처리 12시간 후(b).
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(9) YC6887 균주의 식물생장촉진 작용의 특성 및 기주 식물내의 집락 형성

YC6887 균주는 질산염 환원작용을 가지고 있고 siderophore는 생산되지 않았으며, IAA를 생

산하고 인산염을 용해할 수 있었다. YC6887 균주를 고추 뿌리에 처리하였을 경우 고추 뿌리

와 줄기 길이의 신장을 보였고(그림 7a와 b), A. thaliana의 경우에는 무처리에 비해 엽면적을

증가시켰다(그림 7c와 d). 이 균주의 식물 조직 내에서의 집락 형성 관찰을 위하여 형광유전

자가 삽입된 균주 YC6887(pRK415-GFP)를 담배 잎에 침투시키고 접종 3일 후 잎의 절단부위

를 관찰하였다. 식물 세포의 형광을 형광현미경으로 관찰한 결과 담배 잎의 내부조직에서 작

은 집락의 형성이 관찰되었다(그림 8). 이는 이 균주의 식물체 내의 생존을 확인하는 것이다.

그림 7. YC6887 균주의 고추(a, b)와 A. thaliana (c, d)에 대한 식물생장촉진효과
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그림 8. 담배 잎의 표면형광현미경 하에서의 YC6887 균주 집락. 화살은 gfp가 붙어 있는 

YC6887 균주의 위치를 나타낸다.

(10) YC6887 균주에 의한 Arabidopsis에서의 전신 저항성 유도

YC6887 균주를 Arabidopsis에 처리할 경우 유도되는 저항성 경로가 Jasmonate/ethylene 경로

인지 혹은 salicyclic acid 경로인지를 조사하기 위하여 Arabidopsis 묘를 YC6887 균을 처리한

토양에 심었다. 이식 후 5주 된 묘에 병원성이 있는 균주와 병원성이 없는 P. syringae pv.

tomato 균주를 접종하였다. 대조구로 병원균을 접종하기 4일, 7일 전에 10 mM MgSO4 용액

을 식물에 토양관주 처리하였다. 4일 후 YC6887 균주를 처리한 토양에서 자란 식물이 무처리

그리고 병원성과 비병원성균을 처리한 식물보다 약간 컸다(그림 9a-d). P . syringae 병원성

균을 처리한 식물의 잎은 광범위하게 퍼지는 탈색현상에 둘러 싸여 괴저병해가 나타난 반면

YC6887을 미리 처리 했거나 비병원성 균을 처리한 식물에서는 현저히 적은 증상을 보였다(그

림 9c-d). 무처리인 대조구 식물은 아무런 증상이 없었다. 전신 저항성의 다른 경로의 활성이

각 경로에 대한 유전자 표지를 이용하여 확인되었다. 저항성 유도 처리 후 서로 다른 시점에

서 수확한 유도된 식물과 유도되지 않은 식물의 잎에서 PR 유전자 발현을 조사하였다.

RT-PCR 분석 결과 P. syringae 균의 침윤 접종 2일 후 PR-5 transcript 축적을 알 수 있었

다(그림 10a). 이에 비해 YC6887로 침윤된 잎에서는 PR mRNA의 국부 축적은 관찰되지 않

았다. YC6887 처리가 알려진 jasmonate 혹은 ethylene유도 반응인지를 조사하기 위하여,

jasmonate 유도 유전자인 항 진균 단백질을 입힌 식물 방어 유전자 PDF1.2를 조사하였고

MeJA 와 ACC 모두 잎에서 PDF1.2 transcript 축적을 유도하였다. YC6887을 처리한 식물의

잎에서는 PDF1.2 의 transcript 수준이 증가하는 것이 관찰되었는데(그림 10b), 이는 YC6887

의 균주 처리에 의한 유도저항성 발현이 jasmonate와 ethylene 반응의 결과임을 알 수 있었

다.
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그림 9. A. thaliana의 반응. (a)무처리, (b)YC6887 균주 처리, (c) 비병원성 P. syringae pv. 

tomato(Pst) 처리, (d) 병원성 Pst 처리, 발병심도가 화살표로 표시됨, (e) YC6887 균주의 

전처리 후 병원성 Pst균을 접종한 것은 화살표로 표시된 무처리 식물보다 Pst균 발병정도가 

적었다.

그림 10. YC6887 균주 처리에 의한 A. thaliana 식물의 방어 관련 유전자의 발현. 표지 

유전자의 transcript 수준 (a) PR-5와 (b) PDF1.2는 각 유전자에 맞는 prime을 사용한 

RT-PCR로 분석하였다. 구조적으로 발현된 GAPDH를 RT-PCR분석의 대조로 사용하였다. M, 

무처리; Avr, 비병원성균 처리; B, YC6887 균주 처리; Vr, 병원성균 처리. 나. 신규 길항 

내생세균의 최적 배양 조건 조사 및 항균물질의 대량생산
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나. 항균 활성물질의 순수 분리 및 구조 결정

(1) 내생세균의 항균물질 생산 최적 배양 조건 조사

항균 물질의 생산을 위하여 서로 다른 여러 배지에서 시험한 결과 바닷물을 이용한 R2A 배

지 조성을 수정한 배지에서 좋은 효과가 있었다. 바닷물이 없는 상태에서 항균 물질 생산을

확인하기 위하여 여러 다른 배지들을 시험하였고, 최종적으로 P. capsici, P . ultimum을 잘 억

제하는 한 개의 배지를 선정하였다. 최종 선정된 배지를 최적화 하기 위하여, 다른 탄소원, 질

소원과 염분 등의 다른 농도로 시험을 실시하였다. 탄소원으로는 dextrose를 사용하였을 때

가장 높은 효율이 관찰되었으나 전분과 설탕을 사용할 경우에는 생산 효율이 가장 낮았다. 복

합 질소원 사이에서는 peptone과 효모 추출물이 항균 물질의 생산을 높이는 반면 casein 또는

tryptone은 생산을 저하시켰다. 그리고 초기 배지의 pH를 6.8로 하였을 때 높은 항균 물질 생

산이 관찰되었다. 결과적으로 대량으로 항균 물질 생산 할 때의 최적 온도는 28℃, 배양 시간

은 60시간으로 나타났다. 다른 탄소원과 질소원들을 지닌 시험 배지 중에서 수정된 YCS 배지

에서 YC6887 균주를 배양하여 추출한 물질이 고추 역병균과 모잘록병원균 억제에 가장 효과

가 높게 나타났다(그림 11). YC6887 균주의 배양 여과액(50 L)으로부터 여러 chromatography

의 과정을 거쳐 분획된 것을 ethyl acetate로 추출하였다. 농축된 ethyl acetate 추출물은 C18

reversed-phase flash chromatography를 이용하여 단계적인 수용성 메탄올로 정제하여 24개

활성분액을 회수하였다. 이 분액들을 CH2Cl2에 녹여서 고추 모잘록병균을 사용하여 대치배양

법에 의하여 생물검정한 결과 2개의 분획만이 disk 주위에 저지원을 형성하였다. 현재 이 두

분획을 정제하여 구조를 밝히기 위한 실험을 진행 중에 있다.

그림 11. YC6887 균주의 배양 여액에 의한 고추 모잘록병원균의 억제. (a) YCS 배지균배양 

여액, (b) Silica gel column으로 분획된 13분획과 (c) 14분획.

(2) YC6258 균주로부터의 활성물질 구조 결정

YC6258 균주의 배양액에서 활성검정을 거쳐 최종 분리된 화합물 1의 경우, 1H-NMR

spectrum에서 δ 3.53 ~ 6.02의 영역에서 ribose의 특징적인 signal들이 나타났다. 또한 δ 8.08

및 8.11에서 aromatic sp2 proton signal들이 나타나 이 화합물이 핵산 유도체임을 추정할 수
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있었다. 13C-NMR spectrum에서, 12개의 탄소를 확인할 수 있었으며, δ 125.6 및 152.7에서

aromatic sp2 carbon을 확인할 수 있었다. HMBC spectrum에서, δH 8.13이 ribose의 anomeric

carbon과 correlation 하는 것을 확인하였고, cyan group의 carbon과도 correlation하는 것을

확인하여 ribose 및 cyanyl group과 이웃함을 확인할 수 있었다. 이상의 결과를 문헌과 비교

하여 이 화합물을 4-amino-5-cyano-7-(β

-D-robofuranosyl)pyrrolo[2,3-d]pyrimidine-3-N-oxide (Toyocamycin-3-N-oxide)로 확인하였

다(그림 12). Toyocamycin은 항바이러스, 항암 효과가 좋은 물질로 방선균에서 분리 보고된

바는 있으나, Toyocamycin-3-N-oxide의 경우 합성된 경우는 있으나 천연에서 분리, 보고된

바는 없다.

Toyocamycin-3-N-oxide; 흰색 무정형 분말. ¹H-NMR (300 MHz, DMSO-d₆) δ: 8.11 (1H, s,

H-2), 8.08 (1H, s, H-2), 6.03 (1H, d, J = 6.0 Hz, H-1'), 5.38 (1H, d, J = 6.0 Hz, OH), 5.13

(1H, d, J = 4.8 Hz, OH), 5.10 (1H, t, J = 6.0 Hz, OH), 4.35 (1H, q, J = 6.0 Hz, H-2'),

4.10 (1H, q, J = 4.2 Hz, H-3'), 3.92 (1H, q, J = 4.2 Hz, H-4'), 3.65, 3.56 (each 1H, dt, J =

4.2, 12 Hz, H-5'); ¹³C-NMR (75 MHz, DMSO-d₆) δ: 166.3 (C-6), 158.0 (C-4), 152.7 (C-2),

150.8 (C-5), 125.6 (C-8), 110.9 (C-10), 87.2 (C-1'), 85.2 (C-4'), 73.8 (C-2'), 70.5 (C-3'),

61.8 (C-5').

N

N N

CN
NH2

O

O

OHHO

HO

그림 12. YC6258 균주 생산 항균활성 물질의 구조(Toyocamycin-N-oxide) 

(3) YC6887 균주로부터의 활성물질 구조 결정

YC6887 균주의 배양액에서 활성검정을 거쳐 최종 분리된 화합물 6종 중 2종의 화합물의 구

조가 결정되었고, 나머지 화합물들은 구조 결정 중에 있다. 화합물 1의 경우, 1H-NMR

spectrum에서, δ 9.86에서 aldehyde의 특징적인 signal을 확인할 수 있었고, δ 6.95 및 7.80에

서 A2B2 system의 aromatic ring의 proton signal을 확인할 수 있었다. 화합물 2의 경우,

1H-NMR spectrum에서 δ 7.30 영역에서 benzenoid proton들을 확인할 수 있었고, δ 3.67에서

methoxy기를 확인할 수 있었다. 3C-NMR spectrum에서, δ 177의 에스터 carbon을 포함하여

8개의 탄소를 확인하고 문헌과 비교하여 이 화합물은 methyl benzoate로 확인하였다. 2종의
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화합물은 식품 또는 화장품 등에 사용되는 일반적인 항균물질로는 알려져 있으나 아직 농업

용으로는 알려진 바가 없다.

- Compound 1 연한 갈색분말, ¹H-NMR (600MHz, CDCl₃); δ 6.95 (2H, d, J = 8.4 Hz),

7.80 (2H, d, J = 8.4 Hz), 9.86 (1H, s); ¹³C-NMR (600MHz, CDCl₃) ; δ 115. 92, 130.13,

132.39, 161.15, 190.87

- Compound 2 무색 고체, ¹H-NMR (600 MHz, CDCl3); δ 3.67 (3H, s, H-8), 7.30 (5H, m,

H-2 ~ H-6) ; ¹³C-NMR (150 MHz, CDCl3); δ 40.90 (C-8), 127.35 (C-4), 128.65 (C-3 and

C-5), 129.35 (C-2 and C-6), 133.23 (C-1), 177.04 (C-7); EI-MS m/z 136 [M]
+

COOCH3

Compound 2

그림 13. YC6887 균주 생산 항균활성 물질의 구조

다. 미생물 대량 배양 공정 확립 및 시제품 제형 개발

(1) YC6887 균주의 액제형 제제화

M10 배지에서 YC6887 wild strain은 생균수가 상온에서 초기 1×108 cfu/ml을 유지하다가 2주

후에는 2×104 cfu/ml으로 감소하였다. 반면에 표지로 형광단백질 GFP이 첨부된 GFP-YC6887

의 밀도는 접종 초기에 1×108 cfu/ml 에서 4주 후에 1×109 cfu/ml으로 상승하였다가, 16주 후

에 3×105 cfu/ml로 감소하였다(그림 14). MgSO4 buffer에서 생균수 측정치는 접종시 2×108

cfu/ml을 유지하였으나 trehalose를 5%, 10% 첨가한 완충용액에서는 4주 후 각각 1×107

cfu/ml, 6x106 cfu/ml 까지 감소하였다가 8주후에는 균총 형성을 관찰할 수 없었다. M10

broth와 trehalose를 포함하지 않은 MgSO4 완충용액에 보관 하였을 때도 8주 후 각각 8×105

cfu/ml, 1×105 cfu/ml 까지 감소하였다(그림 15). 이 결과로 볼 때 이 균주의 액제형 제제는

실용화를 위하여 최소한 보존 기간인 약 6개월 동안 균 밀도 유지가 어려워 적절하지 못한

것으로 생각된다.
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그림 14. YC6887 균주 wild strain 및 형광단백질 표지 strain의 액제형 제제 중 

균밀도 변화.

그림 15. 액제형 제제 중 trehalose 첨가가 YC6887 균주 밀도에 미치는 영향.

(2) YC6887 균주의 바닷물 처리 제제화

멸균시킨 바닷물에 보관한 균주의 경우 접종 시 2×108 cfu/ml, 2주 후 1×108 cfu/ml, 5주 후

8×107 cfu/ml, 11주 후 1×107 cfu/ml까지 큰 변화 없이 유지되는 것을 관찰할 수 있었다. 또한

균체가 뭉치지 않고 흔들어 주었을 때도 액체 중에 잘 분산 되었다. Trehalose를 5%(g/v) 포

함한 바닷물과 MgSO4 완충용액에서는 2주 후 급격한 밀도 감소를 보였다. 반복 실험에서도

바닷물에서 YC6258 균체를 보관 하였을 때, 접종시, 1주, 2주 후에 각각 3x108, 9x106, 2x106

cfu/ml 정도로 밀도가 유지되었으나 M523 배지에 보관된 처리는 균총 형성이 관찰되지 않았

다(그림 16). 이 결과로 보아 본 균주의 액제형 제제에는 바닷물 성분을 이용한 제제화가 안
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정적인 생균수 유지에 적절한 것으로 생각된다.

그림 16. 바닷물 이용 액제형 제제 중 YC6887 균주의 밀도 변화.

(3) YC6887 균주의 고상형 제제화

Peat와 왕겨를 이용한 제제에서는 접종 초기 각각 2×108 cfu/ml, 9×107 cfu/ml 밀도가 4주 후

에는 균총이 발견되지 않았다. 동결건조 처리한 YC6887 균주는 초기 1×109 cfu/ml에서 1주

후 8×107 cfu/ml 을 유지하고 8주까지 2×107 cfu/ml 밀도가 유지되었다(그림 17). 고상형 제제

중 균체를 동결 건조 시켜 제제화 한 것이 가장 높은 생존을 보였으나, 실용화를 위해서는 동

결 건조 시 경제적인 부분의 최적화가 필요하다.
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그림 17. 고상형 제제 중 YC6887 균주의 밀도 변화.

라. YC6887 균주의 제품 등록용 방제 효능 및 약해 평가

(1) YC6887 처리에 의한 고추 역병 방제 효과

경상대학교 대곡농장에서 실시한 포장시험 결과 고추 역병 발생률은 2011년 7월 4일 조사에

서 무처리구 25%, YC6887 처리구 7.75%, 화학농약 처리구 13%의 발병률을 보였고, 7월 18일

조사에서는 무처리구 30%, YC6887 처리구 8%, 화학농약 처리구 16%를 보였으며, 2011년 8

월 4일 조사에서는 무처리구 35%, YC6887 처리구 18%, 화학농약 처리구 16%의 발병율 나타

내었다. 3회 조사 결과 무처리구에 비하여 미생물제 처리는 화학농약 처리구와 유의적인 차이

가 없이 유사한 방제 효과를 보였다. 오히려 7월 중에는 화학농약보다도 방제 효과가 더 좋은

경향을 보였다. 그러나 8월 초순경부터 계속적인 폭우가 쏟아져 8월 초순까지는 미생물제 처

리나 화학농약 처리구가 무처리에 비하여 병 방제 효과가 유지되었으나 8월 14일 조사에서는

무처리구 68%, YC6887 처리구72%, 화학농약 처리구 59%의 발병율을 보여 모든 처리구에서

방제효과를 인정할 수 없었다(그림 18).
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그림 18. YC6887 균주 처리에 의한 고추 역병 방제 효과.

(2) YC6887 처리에 의한 고추 생육 및 수확량 조사

처리구별 고추 생육은 무처리구는 초장 98.55 cm, 경태 1.07 cm, 주경장 23.45 cm, YC6887

처리구 초장 100.35 cm, 경태 1.13 cm, 주경장 24.45 cm, 화학농약 처리구 초장 96.35 cm, 경

태 1.20 cm, 주경장 24.00 cm를 보였으며, 각 처리별로 유의적인 차이는 인정할 수 없었다(표

7). 수확량은 2011년 7월 30일 조사에서는 무처리구 421.9 g, YC6887 처리구 487.5 g, 화학농

약 처리구 501.9 g, 2011년 8월 9일 조사에서는 무처리구 567.5 g, YC6887 827.5 g , 화학농약

처리구 672.5 g, 2011년 8월 18일 조사에서는 무처리구 1142.5 g, YC6887 처리구 1142.5 g, 화

학농약 처리구 1520 g를 보였으며, 3번 수확 평균값은 무처리구 710.6 g, YC6887 처리구

912.5 g, 화학농약 처리구 898.1 g를 보였다. 전체적으로 YC6887 처리는 8월 초기까지는 무처

리구에 비하여 화학농약 처리구와 유사한 정도의 수확량을 가져왔으나 폭우가 계속적으로 온

8월 중순 이후에는 무처리구와 큰 차이가 없었다(그림 19). 이 결과로 볼 때 생육 초·중기 까

지는 미생물제 처리로써 역병 방제가 가능하지만 폭우가 지속되는 중기 이후에는 농약처리를

1회 정도 추가하면 전체적으로 화학농약 사용량을 반 이상 줄이는 것이 가능할 것으로 생각

된다.

표 7. YC6887 균주 처리가 고추 생육에 미치는 영향.

Treatment
Plant

height (cm)
Stem

diameter (cm)
Main stem
length (cm)

Control 98.55a 1.07a 23.45a

YC6887 100.35a 1.13a 24.45a

YC6258 / TORY 96.90a 1.08a 23.60a

Chemicals 96.35a 1.20a 24.00a

* Means with the same letter are not significantly different (p=0.05).
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그림 19. YC6887 균주 처리가 고추 수확량에 미치는 영향.

(3) YC6887 처리에 의한 콩 생육 촉진 효과

YC6887을 처리한 콩의 생육은 초장 52.7 cm, 분지수 6.7개, 경중 116.4 g, 협수 69.6개, 입수

62.7개, 입중 16.5 g, 수량지수 244 kg, 백립중 26.3 g 이었으며 무처리구의 생육은 초장 62.3

cm, 분지수 5.5개, 경중 74 g, 협수 62.3개, 입수 62.3개, 입중 15.4 g 수량지수 228 kg, 백립중

26.1 g 이었다. 조사된 생육지표 중 경중과 수량지수에서 유의적인 차이를 나타 내었으며, 수

량지수의 경우 미생물 처리구가 무처리구에 비해 7% 더 높게 조사되었다(표 8).

표 8. YC6887 균주 처리가 콩 생육에 미치는 영향.

초장

(㎝)

분지수

(개/주)

경중

(g/주)

협수

(개/주)

입수

(개/주)

입중

(g/주)

수량지수

(㎏/10a)

백립중

(g)

무처리 62.3 5.5 74.0 62.3 62.3 15.4 228(100%) 26.1

YC6887 52.7 6.7 116.4 69.6 62.7 16.5 244(107%) 26.3

LSD.05 3.8 0.6 19.3   9.1 ns ns

* 경상대학교 가좌동 농장 (2011, 6-10. 농학과 심상인 교수 실험)

(4) YC6887 처리에 의한 작물병 방제 효과(폿트 실험)

YC6887 균주 제제의 병 방제 스펙트럼 확인을 위하여 국내외적으로 중요한 식물병원균 7종

에 대한 방제효과를 2가지 처리 방법으로 실험하였다. 엽면 살포는 액제형 제제를 500배 희석

시켜 병균 접종 1일 전에 처리하여 방제가를 조사하였다(표 9). 미생물 제제의 방제가는 벼잎

집무늬마름병 12%, 토마토잿빛곰팡이병 31%, 토마토역병 8%, 고추탄저병 72%의 효과를 나
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타내어 탄저병에 좋은 효과가 있음이 확인되었다. 100배 희석 처리에서도 유사한 경향으로 벼

잎집무늬마름병 18%, 토마토잿빛곰팡이병 50%, 토마토역병 8%, 밀붉은녹병 20%, 보리흰가루

병 50%, 고추탄저병 81%의 방제가를 보였다. 관주 실험구에서는 100배 희석액을 처리하였는

데 조사 식물 병원균에 대해 벼 도열병 4%, 토마토잿빛곰팡이병 7%, 토마토역병 19%의 낮은

방제가를 보였다. 앞의 포장 실험에서 고추역병 결과와 다르게 나온 것은 아마도 폿트 실험은

미생물 처리 후 경과 기간이 짧아 식물체가 면역반응을 나타 내지 못하여 그런 것이 아닌가

생각된다.

표 9. YC6887 균주 처리의 주요 식물병 방제 효과.

Treatment Dilution Factor RCB
a

RSB TGM TLB WLR BPM RPA

Spray x500 0
b

12 31 8 0 0 72

Spray x100 0 18 50 8 20 50 81

Drench

(5ml/pot)
x100 4 0 7 19 0 0 0

a
RCB: 벼도열병, RSB: 벼잎집무늬마름병, TGM: 토마토잿빛곰팡이병, TLB: 토마토역병, WLR: 밀붉은녹병, BPM: 보리흰

가루병, RPA: 고추탄저병, b방제가, %

마. YC6887 균주의 작용기작 규명

(1) YC6887 균주로부터의 활성물질 구조 결정

YC6887 균주 배양여액에서 분리된 화합물들의 항균활성을 조사한 결과 화합물 #1은 항진균 활성은

없었으며, 벼알마름병균인 Burkholderia glumae를 배양한 배지상에서 4 mm 이상의 생장 억제가 관찰

되었다. #2는 P. capsici와 B. glumae의 생장을 동시에 억제하였으며, #3은 P. capsici와의 대치배양에서

4 mm 이상의 억제 저지대를 관찰하였다(그림 20).

cp3 cp5

con

con

cp1 cp2

con

cp1

cp2

P. capsici P. capsici B. glumae

cp3 cp5

con

cp3 cp5

con

con

cp1 cp2

con

cp1 cp2

con

cp1

cp2con

cp1

cp2

P. capsici P. capsici B. glumae

그림 20. YC6887 균주 생산 항균활성 물질의 병원균 생장 억제. 

분리된 총 6종의 화합물의 구조를 NMR, MS 등의 분광학적 자료를 분석하여 결정 하였는데, 그 중 항
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균 활성이 있는 2종의 화합물 #1, #2은 각각 p-hydroxybenzaldehyde, phenylacetic acid로 확인되었으며,

활성이 없는 #4, #6은 각각 vanillic acid, 5-methyluracil로 결정되었다(그림 21).

CHO

OH

p-hydroxybenzaldehyde

Compound 1 Compound 2

CH2COOH

phenylacetic acid

Compound 6Compound 4

CHO

OH

p-hydroxybenzaldehyde

Compound 1 Compound 2

CH2COOH

phenylacetic acid

Compound 6Compound 4

그림 21. YC6887 균주 생산 항균활성 물질의 구조 

(2) YC6887 균주의 작용기작

M. endophytica YC6887 균주가 식물생장촉진 활성을 나타내어 이를 효과적으로 확인할 수

있도록 각각 다른 세포농도에서 애기장대의 생장을 비교하였다. 세포 농도를 106 cfu/ml으로

조절하여 처리하였을 때 총장(plant height), 생중량, silique(장각과)의 수가 대조군과 다른 농

도보다도 유의성 있게 증가하였다(표 10, 그림 22).

표 10. YC6887 균주의 애기장대 생장에 미치는 효과

Characteristics
Concentration (cfu/ml)

control 2 x 106 4.6 x 107 7.5 x 107 4.5 x 108

Fresh weight

(g)
1.27± 0.4 1.56 ± 0.34 1.43 ± 0.23 1.09 ± 0.27 0.84 ± 0.35

Plant height

(cm)
21.23 ± 2.5 24.01 ± 2.4 20.8 ± 2.7 19.58 ± 5.2 16.16 ± 8.7

No of silique 15.13 ± 7.6 22.53 ± 10.52 14.26 ± 11.22 13.8 ± 10.57 10.2 ± 7.9

* Values are the means of five replicates. Means ± standard deviation within columns followed by different letters are

significantly difference test at P<0.05.
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5 x 107 8 x 1072 x 106Control 5 x 1085 x 107 8 x 1072 x 106Control 5 x 108

그림 22. YC6887 균주 농도별 애기장대 생장에 미치는 효과

Arabidopsis(Col-0)에서 P. syringae DC3000에 대한 YC6887 균주의 유도저항성을 평가하였

다. BTH(benzothiadiazole)는 전신획득저항성(systemic acquired resistance, SAR)을 유발하는

양성 대조군(positive control)으로 사용하였고 P. syringae DC3000 처리 5일 후에 발병률을조

사하였다. YC6887 균주를 토양에 처리한 식물들은 무처리군과 M. mediterranea 처리군과 비

교하여 발병률이 유의적으로 감소한 것으로 나타났다(그림 23).

그림 23. YC6887 균주 처리에 의한 Arabidopsis(Col-0)의 세균병균(P. syringae DC3000)에 

대한 저항성 유도 효과. 무처리는 10 mM MgSO4, M. mediterranea (5×106 cfu/ml)와 M. 

endophytica YC6887(106 cfu/ml) 처리구와 1.2 mM의 BTH를 처리하였다. 처리 5일 후 잎에 

DC3000 세포현탁액(3×108 cfu/ml)을 분무하였다. Different letters indicate statistically 

significant differences between treatments (LSD p≤0.05). 

RT-PCR을 사용한 유도 저항성 관련 유전자 발현분석: YC6887 균주를 단독 처리한
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Arabidopsis(Col-0)에서 defense관련 유전자인 PR1과 PDF1.2의 발현을

Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)을 통하여 분석하였다. 이들 유전

자들의 전사체(transcripts)는 처리 0, 6, 12, 24, 48 과 72 시간 후의 잎에서 축척되었다. 두 개

유전자의 발현은 Mock 처리군 식물체와 비교하여 24와 48 시간에서 높았다(그림 24A).

DC3000을 단독 접종한 Arabidopsis(Col-0)와 YC6887, DC3000을 함께 처리한 식물에서 이

유전자들의 발현을 분석하였다. PR1 유전자는 DC3000을 48, 72시간 후에 단독 접종한 식물

에서 발현된 반면 YC6887와 DC3000을 함께 처리한 식물에서는 12, 24, 48과 72시간 후 샘플

에서 발현되었다(그림 24B). PDF1.2의 발현은 DC3000만을 처리한 식물에서 6시간 샘플에서

만 확인된 반면 YC6887과 DC3000을 함께 처리한 식물에서는 6, 24시간 샘플들에서 발현을

확인하였다(그림 24B). 이 결과로 볼 때 YC6887이 식물의 방어시스템을 전형적인 방법으로

활성화 시킨다고 볼 수 있다.

YC6887 균주의 애기장대 뿌리구조(root system architecture, RSA)에 미치는 효과: 세균 농도

를 2x106 cfu/ml로 조절하여 식물에 20, 50, 100 과 150 µl 접종하였고 배양 8일 이후에 생중

량, 주요 뿌리 길이 와 곁뿌리의 수를 조사 하였다(그림 25A-D). 대조군과 다른 접종원에 비

교하여 50 µl의 세균 현탁액을 처리한 애기장대의 생중량과 곁가지 수가 증가되는 것을 확인

하였다(그림 25B, C). 그러나 모든 처리에서 주 뿌리 길이는 별 차이가 없었다(그림 25D).

그림 24. YC6887 단독 처리 및 DC3000과 함께 처리 접종 시 Arabidopsis (Col-0)에서의 

PR1과 PDF1.2 유전자의 발현. A, YC6887 단독 처리와 대조구 잎에서의 두 유전자 발현. B, 

YC6887과 DC3000을 함께 처리한 Arabidopsis(Col-0)의 잎에서의 두 유전자 발현.
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A

B C D

그림 25. YC6887 처리가 애기장대의 뿌리구조에 미치는 영향. A, Arabidopsis 묘와 

YC6887의 공동배양. B, 묘의 생중량에 미치는 공동배양의 효과. 

C, 곁뿌리의 수. D, 주요 뿌리 길이. 

YC6887 균주와 다른 균주가 애기장대 뿌리구조에 미치는 효과 비교: 이 균주와 16S rRNA

유전자 염기서열이 가장 유사한 M. mediterranea, 또 다른 대조군으로 E. coli비를 이용하여

뿌리구조에 미치는 효과를 비교 조사하였다. YC6887을 처리했을 때는 식물체의 생중량과 곁

가지 수가 증가되었으나 다른 균주는 그러한 효과를 보이지 않았다(그림 26). 이 결과로 보아

YC6887 균주만이 Martelella 속의 세균에서는 유일하게 식물생장을 촉진시킴을 알 수 있다.

A
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B C D

그림 26. YC6887 처리가 애기장대의 뿌리구조에 미치는 영향. A, 애기장대 묘와 YC6887의 

공동배양. B, 애기장대 묘의 생중량에 미치는 공동배양의 효과. C, 곁뿌리 수. D, 주 뿌리 길

이.

YC6887 균주의 고추 생장촉진 효과: 균주를 처리한 고추는 처리하지 않은 고추와 비교하여

생중량과 총장이 모두 증가 되었는데, 생중량과 총장은 각각 35.53 g 과 55.44 cm 이었다(그

림 27, 표 11).

표 11. YC6887의 고추 생장에 미치는 효과

Treatment
Plant height

(cm)

Fresh weight

(g/plant)

Control 52.92 ± 5.94 32.15 ± 3.42

YC6887 55.44 ± 5.90 35.53 ± 5.38

 그림 27. YC6887 처리가 고추 생육에 미치는 영향
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(3) YC6887 균주의 full genome sequencing

본 연구 분석을 통해 complete whole genome sequencing 및 gap finishing을 통하여 YC6887

균주의 full genome map을 얻었다. 이 균주의 총 genome 크기는 4,817,335 bp, G+C ratio는

62.14% 이었으며, 총 open reading frame의 수는 4,663개 이었다(표 12). 유전자를 완전 해독

하여 기능적인 분류가 가능하였다(그림 28, 표13). 현재 본 연구의 목적인 항균활성 생산 관련

및 병 저항성유도, 생육촉진 관련 유전자 분석을 진행하고 있다.

표 12. YC6887 균주의 full genome sequencing 결과 요약

Name YC6887

Genome size 4,817,335 bp

GC ratio 62.14%

Number of contigs 1

Number of Scaffold 0

Number of rRNA genes 9

Number of tRNA genes 51

Number of ORFs 4663

그림 28. YC6887 균주의 full genome map
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표 13. YC6887 균주의 COG에 기초한 기능적 분류

COG Description Count %
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 164 4.39%
K Transcription 353 9.45%
L Replication, recombination and repair 153 4.10%
D Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 19 0.51%
O Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 133 3.56%
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 181 4.85%
N Cell motility 5 0.13%
P Inorganic ion transport and metabolism 236 6.32%
T Signal transduction mechanisms 123 3.29%
C Energy production and conversion 222 5.95%
G Carbohydrate transport and metabolism 474 12.69%

E Amino acid transport and metabolism 476 12.75%

F Nucleotide transport and metabolism 97 2.60%
H Coenzyme transport and metabolism 108 2.89%
I Lipid transport and metabolism 118 3.16%
Q Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 33 0.88%
R General function prediction only 428 11.46%

S Function unknown 411 11.01%

Total 3734 100%

COG Description Count %
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 164 4.39%
K Transcription 353 9.45%
L Replication, recombination and repair 153 4.10%
D Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 19 0.51%
O Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 133 3.56%
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 181 4.85%
N Cell motility 5 0.13%
P Inorganic ion transport and metabolism 236 6.32%
T Signal transduction mechanisms 123 3.29%
C Energy production and conversion 222 5.95%
G Carbohydrate transport and metabolism 474 12.69%

E Amino acid transport and metabolism 476 12.75%

F Nucleotide transport and metabolism 97 2.60%
H Coenzyme transport and metabolism 108 2.89%
I Lipid transport and metabolism 118 3.16%
Q Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 33 0.88%
R General function prediction only 428 11.46%

S Function unknown 411 11.01%

Total 3734 100%

바. YC6887 균주의 기주 병저항성 유도 경로

(1) YC6887 균주의 저항성 유도 기작 규명

병원균 P. syringae DC3000 접종 후 애기장대 잎에 남아있는 시간별 개체수 측정: YC6887

균주 처리군 식물과 mock처리군 식물들 잎에서 DC3000의 개체수의 변화를 5일간 관찰하였

다. M. endophytica YC6887 균주 처리군 식물은 mock처리군 식물과 비교하여 DC3000의 생

장을 억제하는 것을 확인하였다 (그림 29).

그림 29. YC6887 처리에 의한 병원균 접종 후 시간별 애기장대 잎에 남아있는 

DC3000의 개체수 측정. 수치는 생중량 g당 CFU로 나타낸다.
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YC6887 균주에 의해 병저항성 유도 경로를 자세히 알기 위해 애기장대의 변이체 jar1,

JA/ET가 결여된 etr1-3와 SA가 결여된 NahG 변이체(transgenic line)를 테스트하였다. 변이

체 jar1, etr1-3에서 발병된 것을 관찰하였고, 변이체 NahG는 YC6887 균주 처리군 식물에서

는 병의 확산이 mock처리한 대조군의 식물과 비교하여 유의하게 낮아진 것을 확인하였다. 그

러나, npr1변이체의 경우는 병의 확산(proliferation)이 YC6887 균주 처리군 식물과 mock 처

리군 식물에서 유의하게 같았다(그림 30, A). 부가적으로 접종 5일후에 DC3000의 개체군의

농도를 모든 변이체에서 결정하였다. 모든 변이체의 개체군 농도는 대조군보다 YC6887 균주

를 처리한 식물의 잎에서 유의하게 낮은 것을 확인하였다. 그러나 변이체 npr1에서 개체군 농

도는 대조군과 비교할 때 유의하게 같은 수준으로 관찰하였다(그림 30, B). YC6887 균주를

먼저 처리한 애기장대의 잎에 관찰된 DC3000의 개체군은 Col-0, etr1-3, jar1와 NahG에서는

각각 잎의 생중량 g당 3x10
6

CFU/g, 3x10
7

CFU/g, 6x10
7

CFU/g, 4x10
7

CFU/g였다. 그러나,

변이체 npr1은 8x108 CFU/g로 mock을 처리한 npr1과 개체수가 유의하게 같은 수준이었다.

그림 30. 접종 5일 후에 DC3000을 처리한 후, mock 처리군 식물과 YC6887 균주 처리군 식

물 애기장대 Col-0와 변이체들 NahG, NahG, npr1, Jar 1 와 etr1-3의 반응. A, 애기장대 변

이체에서 병 감소. B, 병원균을 처리한 5일 후에 YC6887 균주와 mock 처리군 식물의 변이

체 잎에서 병원균의 개체군 농도. 병원균의 개체군 농도는 잎 생중량의 g당 CFU로 계산하였

다. 회색 막대는 mock을 처리한 식물군을 나타내고, 검정색 막대는 YC6887 균주 처리군 식

물을 가리킨다. 각 처리를 위해 24개의 식물들이 사용되었고, 수치는 standard error로 평균

을 냈다. Different letters indicate statistically significant differences between treatments 

(LSD p≤0.05). 

YC6887 균주의 항균활성물질의 하나인 phenylacetic acid를 사용하여 다른 곰팡이에 대해 억

제 테스트를 하였다. Compound 2(phenylacetic acid)를 10, 100, 500 ppm을 포함하는 PDA 배

지에 곰팡이 생장을 관찰한 결과, 테스트한 모든 곰팡이를 50%까지 억제하였다(그림 31,
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A&B).

그림 31. 다른 곰팡이들에 다른 농도로 사용된 활성분획의 배양기내 활성. 

A, 500 ppm에서 다른 곰팡이의 생장을 억제하는 대표적인 사진들. B, 다른 농도의 활성분획

을 포함하는 PDA에서 곰팡이로 완전히 덮힌 대조군의 PDA 배지와 비교하여 생장을 측정하

였다. 수치는 곰팡이 생장의 억제율을 표시하였다.   

사. 논토양 근권 세균 YC7007 균주의 동정

YC7007 균주의 16S rRNA 유전자 염기서열을 EzTaxon-e에서 검색한 결과, YC7007 균주는

Bacillus methyloptrophicus CBMB205T와 99.65%의 유사도를 보였다. YC7007 균주는

Bacillus siamensis KCTC13613T, Bacillus amyloliquefaciens subsp. platarum FZB42T,

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB3610T 각각 99.4%, 99.3%, 99.4%유사도를 보였다. 최종

적으로 YC7007균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석 결과 B. methyloptrophicus와 가장

유사한 것으로 확인되었으나, 여러 가지 생리·화학적 특성을 비교한 결과 이 균주와는 상당한

차이가 보여 추가 실험을 통하여 새로운 균주 여부를 확인할 필요가 있다(그림 32).

TGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGA

GCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
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GTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACTGGATGGTT

GTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGAC

CCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCC

GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA

GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTC

AAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG

CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCT

CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATT

GGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTG

ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC

CGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACG

CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA

CCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAG

TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA

CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTA

AGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA

AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT

TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAAC

CTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACACGT

AACCGTA

 

그림 32. YC7007균주의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석
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그림 33. YC7007균주의 다른 근연종들 사이의 연관을 나타내는 16S rDNA 서열로 만든 계통

수. 교점 숫자는 1000반복에서 나온 bootstrap value를 나타낸다(50%이상의 수치가 근연집

단에 주어진다). 괄호 안에 있는 숫자는 GenBank/EMBL/DDBJ 접근 수치다. 가로줄, 

nucleotide 위치 당 0.01 치환.

아. YC7007 처리에 의한 작물병 방제 효과

(1) YC7007 균주의 벼 키다리병 방제 효과

벼의 키다리병 발생을 위한 키다리병균의 토양 접종량 결정을 위하여 병원균의 토양 접종원

을 상토의 kg당 soil inocula를 각각 0, 5, 8, 10, 15, 20 g을 섞어 병발생 지수를 조사하였다.

Soil inocula의 접종량이 많아질수록 병발생 지수가 증가하는 것을 확인하였다(그림 34).
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처리구
a

발병율b %방제가c

멸균 토양
멸균하지 않은

토양
멸균 토양

멸균하지 않은

토양

Mock /- 0.07 ± 0.03 d 0.73 ± 0.03 e - -

Mock /+ 3.5 ± 0.06 a 2.93 ± 0.12 a 0 0

YC7007 10
5
/+ 1.7 ± 0.06 b 2.3 ± 0.06 b 51 22

YC7007 10
6
/+ 0.9 ± 0.12 c 1.93 ± 0.07 c 74 34

YC7007 10
7
/+ 0.77 ± 0.12 c 1.57 ± 0.19 d 78 46

그림34. 벼의 키다리병 발생을 위한 토양 접종량 결정

멸균한 토양과 멸균하지 않은 토양에서 B. methyloptrophicus YC7007균주에 의한 생물학적

방제: YC7007 균주를 각각 105, 106, 107 cfu/ml농도로 조절하여 멸균한 토양과 멸균하지 않은

토양에서 키다리병에 대한 방제율을 조사하였다. YC7007의 접종농도가 105, 106, 107 cfu/ml로

높아질수록 멸균된 토양에서는 방제가가 각각 51, 74, 78%였고, 멸균되지 않은 토양에서는

22, 34, 46%로 높아지는 것을 확인하였다(표14). 또한 YC7007을 처리했을 때 멸균된 토양에

서 멸균되지 않은 토양보다 방제율이 높았다.

표14. 멸균한 토양과 멸균하지 않은 토양에서 B. methylotrophicus YC7007에 의한 

생물학적 방제

a식물을 키운지 14일 후 접종 3일전에 B. methylotrophicus YC7007의 세포현탁액을 흡광도 600 nm에서 OD값을 재어 농도를 조

절하였다. OD값은 각각 0.03일 때 5.65x105, 0.07일 때 3.63x106, 0.1일 때 2x107 cfu/ml였다. 세포 현탁액 15 ml (10% v/w basis)

을 각각 멸균한 흙과 하지 않은 흙 150 g에 뿌렸다. 세포현탁액은 10 mM MgSO4로 현탁하였다. b병지수(severity index)는 접종

10일 후에 disease rating scale을 사용하여 0-5까지 측정하였다. c 병방제가(%Disease reduction)는 mock 처리군 식물(Mock/+

plants)과 비교하여 계산하였다. ‘+’는 G. fujikuroi을 접종한 것을 의미하고, ‘-’는 접종하지 않은 것을 가리킨다. Mock 처리군 식

물들은 YC7007 균주의 처리없이 10 mM MgSO4를 처리한 것이다. Different letters indicate values that are significantly

different (P < 0.05) by Duncan's multiple Range Test by the student’s T test. 처리당 10개의 식물들을 3반복으로 사용하였

다.
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키다리병균 접종 후 시간 별 B. methylotrophicus YC7007의 처리에 의한 키다리병 방제 효과

는 병균을 접종 한 뒤, 10일, 20일, 30일 후 YC7007의 농도별 처리 시 20일 후에 가장 병 발

생이 심했으며 YC7007 균주의 처리농도가 각각 105, 106, 107 cfu/ml 높아질수록 병 발생이 감

소하는 것을 확인하였다(그림 35).

그림 35. 접종 후 시간 별 YC7007의 처리에 의한 키다리병 방제

YC7007 균주의 처리 농도별 chlorophyll 양 비교: chlorophyll과 chlorosis를 위한 대표적인 증

상 그림을 나타낸다(그림 36, A). YC7007 균주를 각각 106, 107 cfu/ml 농도로 조절하여 처리

했을 때 각각 처리구별로 잎의 g당 chlorophyll의 mg을 측정하였다. 106, 107 cfu/ml농도로 처

리했을 때 모두 Mock처리구의 chlorophyll의 양과 유의한 차이가 없었던 반면 YC7007 균주

를 처리하지 않았을 때는 chlorophyll의 양이 0.05 mg이하로 최저임을 확인할 수 있다(그림

36).
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그림 36. YC7007의 처리농도별 chlorophyll 양 비교

YC7007의 벼 절단 잎 처리에 의한 키다리병균(G. fujijuroi)의 억제: G. fujijuroi 접종 전에

YC7007 균주의 세포 현탁액과 세포 여액을 처리했을 때 병 발생 비율은 병발생지수가 4에

해당되는 식물의 수가 더 감소하고 3에 해당되는 식물의 수가 더 증가한 것을 확인하였다. 또

한, YC7007 균주의 세포 현탁액보다 세포 여액을 처리했을 때 방제 효과가 더 좋았다(그림

37, A). 벼의 잎을 이용한 detached bioassay에서는 YC7007의 세포 현탁액과 세포 여액을 처

리했을 때 60% 정도의 방제가를 보였으며 처리구 사이에는 유의한 차이가 없었다(그림 37,

B). 처리한 벼 잎의 샘플을 triphan blue로 염색을 한 뒤, 현미경으로 관찰하였다. YC7007 균

주를 처리했을 때 G. fujikuroi균사가 YC7007을 처리하지 않은 대조구에 비해 균사 pegging

에 의해 얇아진 것을 관찰할 수 있었다(그림 37, C).
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그림 37. Detached bioassay에 의한 YC7007의 G. fujijuroi 의 억제

벼 유묘의 토양, 뿌리, 지상부 부분에서 G. fujikuroi의 농도 측정: YC7007 균주를 각각 106,

107 cfu/ml농도로 조절하여 처리했으며 접종 20일이 지난 후 유모의 토양, 뿌리, 지상부 부분

에서의 G. fujikuroi의 개체수를 측정하였다. 대조군에 비하여 YC7007을 처리했을 때 G.

fujikuroi의 농도가 유묘의 토양, 뿌리, 지상부 부분 전부에서 감소한 것을 확인하였다(그림

38).

그림 38. YC7007을 처리했을 때 벼 유묘의 토양, 뿌리, 지상부 부분에서 G. fujikuroi의 

개체수 측정

(4) YC7007 균주의 배양 기간 중 및 제제의 세균 밀도변화

F26은 초기 접종액을 접종한 후 개체수가 1.4×107 cfu/ml로 측정되었고 24시간, 48시간, 72시
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간 배양 후에 각각 1.2x108 cfu/ml, 8.5x108 cfu/ml, 3.4×108 cfu/ml의 개체수를 확인하였다(그

림 39). F27에서는 20 L 배양시 초기 접종후 개체수가 2.0×107 cfu‘/ml로 측정되었고 24시간

후에 5.9x108 cfu/ml까지 증가하였다. 200 L 대량배양시에는 배양 24시간 후에는 4.6x108

cfu/ml, 48시간 후에는 7.7x108 cfu/ml, 72시간 후에는 2.6×109 cfu/ml의 개체수를 확인하였다

(그림 39). 표2의 방법으로 제제화 된 F26과 F27의 밀도는 각각 2.6x108 cfu/g과 9.2×109

cfu/g이었고 매달마다 밀도를 측정했을 때 3개월 간 밀도변화가 없었다.

그림 39. YC7007 균주의 대량 배양 중 균 밀도 변화.

(5) YC7007 처리에 의한 작물병 방제 효과(폿트 실험)

YC7007 균주 제제의 병 방제 스펙트럼 확인을 위하여 국내외적으로 중요한 식물병원균 7종

에 대한 방제효과를 2가지 처리 방법으로 실험하였다. 엽면 살포는 액제형 제제를 100배, 250

배 희석시켜 병균 접종 1일 전에 처리하여 방제가를 조사하였다(표 15). 미생물 제제를 250배

희석했을 때 보다 100배 희석했을 때 방제가가 더 좋았다. 100배 희석했을 때 미생물 제제의

방제가는 벼도열병 69%, 벼잎집무늬마름병 6%, 토마토잿빛곰팡이병 36%, 토마토역병 31%,

밀붉은녹병 83%, 보리 흰가루병 72%, 고추탄저병 71%의 효과를 나타냈다. 250배 희석 처리

는 벼도열병 13%, 벼잎집무늬마름병 6%, 토마토역병 8%, 밀붉은녹병 67%, 보리흰가루병

72%, 고추탄저병 58%의 방제가를 보였다. 관주 실험구에서는 100배 희석액을 처리하였는데

조사 식물 병원균에 대해 벼 도열병에만 29%의 방제가를 보였다.

표 15. YC7007 균주 처리의 7가지 식물병 방제 효과

Treatment Dilution Factor RCB
a

RSB TGM TLB WLR BPM RPA

Spray x250 13
b

6 0 8 67 72 58

Spray x100 69 6 36 31 83 72 71

Drench

(5ml/pot)
x100 29 0 0 0 0 0 0
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aRCB: 벼도열병, RSB: 벼잎집무늬마름병, TGM: 토마토잿빛곰팡이병, TLB: 토마토역병, WLR: 밀붉은녹병,

BPM: 보리흰가루병, RPA: 고추탄저병,
b
방제가, %

(6) YC7007 미생물 제제 처리에 의한 딸기 흰가루병 방제 효과 (포장 실험)

딸기 포장시험에서 흰가루병의 병징을 관찰하였다(그림 40, E&F). B. methylotrophicus

YC7007 미생물 제제 처리시, 무처리시 발병한 딸기의 개수를 세어 발병과율을 측정하였다

(그림 40, A&C). 진주시 대곡면의 딸기 포장실험에서 B. methylotrophicus YC7007 미생물 제

제를 500배 희석하여 딸기 흰가루병에 대한 방제효과를 조사하였을 때 3회 처리 7일 후

66.2%의 방제효과를 나타냈다(표 16). 경주 내남면의 포장실험에서 500배와 250배 희석 처리

했을 때 딸기흰가루병에 대하여 각각 90.1%, 94.8%의 방제효과를 나타냈다(표 16). 이는 화학

약제를 사용한 대조구인 트리플루미졸 수화제의 방제가의 95.8%에 준하는 효과로 딸기 흰가

루병 방제 제제로 실용성이 있다고 판단된다. 두 지역모두 기준량, 배량에서 약해증상은 나타

나지 않았다.

표16. YC7007 미생물 제제 처리에 의한 딸기 흰가루병 방제 효과

시험

장소
시험약제

발병과율 (%) 유의차

(DMRT)

방제가

(%)Ⅰ반복 Ⅱ반복 Ⅲ반복 평 균

진주시

대곡면

YC7007
(500배)

2.3 13.3 16.2 10.6 b 66.2

무처리 18.1 32.9 42.9 31.3 a -

경주시

내남면

YC7007
(500배)

2.0 2.5 1.8 2.1 a 90.1

YC7007
(250배)

1.6 1.3 0.4 1.1 a 94.8

트리플루미
졸 수화제

(대조)
1.8 0.4 0.6 0.9 a 95.8

무처리 24.1 21.7 18.0 21.3 b -
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그림 40. 진주 대곡면의 YC7007 미생물 제제 처리, 무처리 비교 사진

(진주시 대곡면 포장시험)
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자. YC7007 미생물 제제(세머루)의 독성 검사

(1) YC7007 미생물 제제(세머루)를 이용한 급성 경구투여 독성/병원성 시험
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(2) YC7007 미생물 제제(세머루)를 이용한 급성 경피독성 시험
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(3) YC7007 미생물 제제(세머루)의 토끼를 이용한 안점막 자극시험
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(4) YC7007 미생물 제제(세머루)의 토끼를 이용한 피부자극시험
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2. 길항 미생물을 이용한 신규 식물병 방제제 개발

<재료 및 방법>

가. 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 micro encapsulation 제조.

(1) Chitosan coated Liposome Microsphere 제조

① Liposome 제조방법

Liposome제조를 위한 lipid는 cholesterol과 레시틴을 사용하였다. Cholesterol 50 mg과

chloroform 50 mg을 용기에 넣어 완전 혼합이 되도록 믹싱을 하였다. 회전농축기(rotary

evaporator)에 혼합 용액이 들어있는 용기를 장착하고, 진공펌프를 이용하여 진공상태를 만들

어 주었다. 진공상태에서 chloroform이 완전히 제거되면 thin film이 형성되고, 2-4시간 정도

진공상태에서 계속 건조를 시키면 잔여 chloroform이 제거된다. 회전농축기로부터 용기를 제

거하고, thin film이 있는 용기에 thin film과 증류수의 비율이 1:10정도로 증류수를 첨가하여

hydration을 시킨다. 이러한 hydration과정을 통해 구형 Liposome이 형성된다. 구형 Liposome

을 항온 초음파 세척기에 1/3 정도 잠기도록 넣은 후, 40℃에서 20 분간 초음파 환경에 노출

시켜 소형 unilamella liposome을 형성한다.

만들어진 초기 리포좀 용액은 200 nm 기공 크기를 갖고 있는 필터(Satorius)를 통과시켜, 리

포좀의 크기를 균일하게 하였다.

그림 1. 리포좀 형태

➁ Chitosan coated Liposome microsphere 제조방법

키토산 용액은 10 g의 키토산(와이비바이오, 한국)을 500 mL 증류수에 첨가, 그리고 acetic

acid 5 mL을 첨가하여 키토산을 완전히 용해시킨다. 분자량 조절을 위해 chitosanase를 상기

키토산용액에 소량첨가한 후 온도를 40℃ 유지한 체 가수분해를 진행한다. 가수분해의 종료는

키토산용액의 온도를 90℃에 유지하여 chitosanase의 활성을 중지 시킨다. 키토산 용액 냉각

후 5 um MF를 이용하여 불순물을 제거한다. Chitosan 분자량의 liposome microparticles

coating 영향을 보기 위해 다양한 분자량을 지닌 chitosan을 사용하였다.

Chitosan-coated liposomes은 50 mL 균질화된 liposome에 상기 키토산용액에 50 mL첨가하여
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10℃에서 2시간 항온조건을 유지하여 제조한다. 필요시 미생물균체는 liposome에 먼저 봉입한

후 키토산용액을 첨가한다.

그림. 2. 키토산 코팅 리포좀 microsphere 제조

(2) Chitosan coated Silica Microsphere 제조

Silica Microsphere에 미생물균체를 봉입하기 위해 1% SiO2 microparticles을 0.5 M NaCl용액에

현탁시킨 후 미생물균체를 첨가하여 4시간 보관한다. SiO2 microparticles을 3회 수세한 후 잉

여 미생물 균체를 제거하기 위해 원심분리를 하여 상등액을 제거한다.

SiO2 microparticle를 0.2 M acetate buffer (pH 3.5)에 재현탁한 후 0.5% chitosan 용액 혼합

한 후 교반을 한다. Chitosan 분자량의 SiO2 microparticles coating 영향을 보기 위해 다양한

분자량을 지닌 chitosan을 사용하였다. 8시간 후 잉여 chitosan용액은 원심분리후 상등액을 통

해 제거된다. SiO2 microparticle은 0.002 M acetate buffer (pH 3.8)로 수세하고 증류수로 3회

수세를 한다. SiO2-coated chitosan microsphere는 실온에서 4시간 동안 2.5% glutaraldehyde

(pH 4)에 의해 cross-linked되어진다. 잉여 glutaraldehyde는 증류수로 SiO2-coated chitosan

microsphere를 수세하여 제거한다.
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그림 3. 키토산 코팅 실리카 microsphere 제조

(3) Chitosan-Sulfate Complex Microsphere 제조

1% chitosan solution에 다양한 비율의 sodium sulfate 용액을 첨가한 후 격렬한 교반을 1시간 진행하여

Chitosan-Sulfate Complex Microsphere을 형성한다. 그리고 균질기를 사용하여 microsphere의 사이즈를

균질화 시킨다. 필요시 미생물균체는 sodium sulfate 첨가 전 chitosan용액에 첨가한다. 형성된

microsphere는 원심분리를 통해 분리된다.

그림. 4. 키토산-Sulfate Complex Microsphere 제조

나. 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 micro encapsulation 제조

(1) Attrition Mill을 이용한 Microsphere 제조

나노 또는 마이크로 단위 bead 제조시 attrition mill을 널리 사용한다. 그림 5와 같이

stirred-ball attrition mill[KMD-3BS, KMDC]시스템을 사용하였다. 시스템은 attrition mill 몸
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체, stainless steel에 테프론이 코팅된 분쇄실(grinding tank)가 분쇄실에 수직으로 위치한 5핀

의 임펠러, 슬러리를 순환시키는 순환펌프, 모터 그리고 온도를 조절하기위한 냉각 순환기로

구성되어있다. 분쇄실의 부피는 10L이고 온도를 조절하기 위하여 더블자켓을 이용하여 물을

순환시켰다. 지르코니아 볼을 분쇄 실용량의 50% 투입하고, 볼은 임펠러를 회전시키면서 투

입하였다. 임펠러의 회전속도는 0-800rpm 범위까지 가능하나, 효율적인 분쇄가 가능한

650rpm을 사용하였다. 투입한 용액은 0.5~2%키토산과 0.5%~2% 알긴산을 사용하였다.

첫 번째 키토산 microsphere제조는 0.5%~2% 키토산 용액을 분쇄실에 넣기 전에 NaSO4을 일

정비율로 혼합하여 슬러리 상태로 만들고, 20분동안 강력하게 교반하였다. 분쇄시간은 1시간

으로 고정시킨 다음 10분마다 실린지를 사용하여 분쇄된 키토산시료를 채취하였다. 채취한 시

료는 입자크기 분포를 측정하였다.

두 번째 알긴산 microsphere제조는 0.5%~2% 알긴산 용액을 분쇄실에 넣기 전에 CaCl2을 일

정비율로 혼합하여 슬러리 상태로 만들고, 20분 동안 강력하게 교반하였다. 분쇄시간은 1시간

으로 고정시킨 다음 10분마다 실린지를 사용하여 분쇄된 알긴산시료를 채취하였다. 채취한 시

료는 입자크기 분포를 측정하였다.

그림 5. Attrition Mill 모형

(2) 미세 입상조립기(Minigranulator)을 이용한 Minigranule 제조

① 미세 입상조립기(Minigranulator)을 이용한 Minigranule 제조방법

입상 조립기는 맨 처음 비료공업과 제약에서 시작되어 powder의 입상 또는 정제화에 활용되었다. 본

실험에 사용된 조립기는 압출(extrusion)에 의한 방법으로 그림 6에 나타나 있다. 사용된 압출 Dome

die 공극은 0.5 mm을 사용하였다. 이때 extrusion screw rpm은 40으로 하였다. 조립시 사용된

formula는 다음과 같다. 각 formula에서 균체를 포집하기 위한 다당류의 종류만 달리하였다.

다당류 선택한 이유는 실리카등의 무기물인 경우는 입자 강도가 강해 extrusion시 마찰력에 의해 균

체에 손상을 주어 균체수가 감소하는 경향을 보았다. 그래서 입자 강도가 약하면서 입자내 공극이 많

은 식물성 다당류를 선택하였다. 다당류중 chitosan등은 항균력을 가지고 있어 제외 시켰으며 경제성
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을 고려하여 음이온 다당류(sodium alginate, Carboxyl methyl cellulose)와 중성다당류(Guar gum)을

선택하였다. Minigranule이 함유된 완제품에 대한 제품 stability을 확인하기 위해 첨가량 및 부형제,

포장방법을 선정하여 균체 보존성을 살펴보았다. 최종제품은 각각 formula에 의해 만들어진

minigranule 10%에 무수포도당(anhydrous dextrous) 90%을 첨가하여 완전 혼합 후 진공 포장한다.

실험에 사용된 미생물 균체는 PSB균인 Rodobacter sphaeroide를 사용하였다.

표 1. Minigraulation 성분 구성표

(A)

성분명 함 량 (%)

Sodium Alginate 85%

미생물 균체 10%

글리세린 5%

(B)

성분명 함 량 (%)

Carboxyl Methyl

Cellulose
85%

미생물 균체 10%

글리세린 5%

(C)

성분명 함 량 (%)

Guar Gum 85%

미생물 균체 10%

글리세린 5%

그림 6. Migranulator와 minigranule 형태
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② Minigranule을 이용한 미생물 안정성 실험

미생물균체를 minigranule내에 포집한 후 실온과 40℃에서 장기간 보관하면서 미생물 균체수 변화를

살펴보았다. 그리고 미생물 균체 포함 minigranule을 무수포도당에 혼합하여 진공포장한 제품 역시

실온과 40℃에서 장기간 보관하면서 미생물 균체수 변화를 살펴보았다.

다. Micro encapsulation 제제의 효능실험

(1) Micro encapsulation 제제 포장 실험

① Attrition Mill에 의한 microsphere 제제 효능 실험 (상추재배시험)

- 시험장소

실증 포장 : 전남 곡성군 입면 창전리 272 곡성 생물방제 센터 실험포장 (비닐하우스)

- 공시작물 : 상추

- 공시제제 : 미생물 함유 microsphere 제제

- 시험구분

㉮ 포장 시험 : 상추의 최종 수확량 및 생육 조사

- 엽장 및 엽폭 조사

- 건물중 및 생체중 분석

㉯ 약해 시험 : 공시 시료의 농도별 약해 발생 유무 분석

- 처리구별 살포농도 및 면적

* 무처리구 : 물처리

* 공시시료 추천구 : 200배 희석액

* 공시시료 배량구 : 100배 희석액

* 처리구 면적 : 가로 1.2 m × 세로 10 m = 12 m2

- 실험 방법

㉮ 상추 종자 파종

◦ 종자 소독 : 상추 종자를 70% 에탄올과 2% NaOCl을 이용하여 종자 소독 한 후 멸

균수를 이용하여 충분히 wash 하였다.

◦ 종자 파종 : 멸균된 상추 종자를 멸균된 MS 배지에 파종 한 후 최아된 종자를

12well plate에 옮겨 1차 파종을 실시하였다.

◦ 생육 환경 : 종자 발아 및 1차 생육은 무균 조직배양실에서 실시하였으며 생육온도는

25℃를 유지하였다.

㉯ 상추 정식 및 공시시료 처리

◦ 1차 포트 이식 : 12well plate에서 본 엽이 나온 어린 묘를 1차 소형 pot에 이식하였

다. 이식 토양은 상토와 버뮤큘라이트 및 펄라이트를 5:1:1로 혼합한 토양을 사용하였다.

◦ 2차 토양 정식 : 소형 포트에서 활착을 완료한 모종 중 생육이 균일한 모종을 선발
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하여 온실내 본토양 (처리구당 12 m2)으로 이식한 후 생장률 분석을 실시하였다.

㉰ 생육 조사

◦ 조사 방법 : 종자 파종 후 3회에 걸쳐 공시시료를 처리하고 65일째 되는 날 수확하

여 배추잎의 길이(엽장)와 지름(엽폭)을 측정하였으며 엽록소 함량 및 생체중과 건물중

을 측정하였다.

◦ 조사 항목

- 엽장 조사 : 각 처리구당 Random sampling을 통하여 배추 외부 잎의 전체 길이를

측정하여 유의성 분석을 실시하였다.

- 엽폭 조사 : 엽장 조사를 위해 sampling된 잎의 가장 넓은 부위를 대상으로 지름을

측정하여 유의성 분석을 실시하였다.

- 생체중 조사 : 각 처리구당 식재한 배추를 모두 수확하여 각 배추 개체 하나당 생체

중을 측정하고 유의성 분석을 실시하였다.

- 건물중 조사 : 생체중을 측정한 배추를 60℃ Dry oven에 3일간 건조한 후 건물중을

조사하고 유의성 분석을 실시하였다.

② Attrition Mill에 의한 microsphere 제제 효능 실험 (배추재배시험)

- 시험장소

실증 포장 : 광주 북구 용봉동 300 전남대학교 농업과학대학 실험포장 (비닐하우스)

- 공시작물 : 배추

- 공시제제 : 미생물 함유 microsphere 제제

- 시험구분

㉮ 포장 시험 : 배추의 최종 수확량 및 생육 조사

- 엽장 및 엽폭 조사

- 건물중 및 생체중 분석

㉯ 약해 시험 : 공시 시료의 농도별 약해 발생 유무 분석

- 처리구별 살포농도 및 면적

* 무처리구 : 물처리

* 공시시료 추천구 : 200배 희석액

* 공시시료 배량구 : 100배 희석액

* 처리구 면적 : 가로 1.2m × 세로 10m = 12m2

- 실험 방법

㉮ 배추 종자 파종

◦ 종자 소독 : 배추 종자를 70% 에탄올과 2% NaOCl을 이용하여 종자 소독 한 후 멸균
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수를 이용하여 충분히 wash 하였다.

◦ 종자 파종 : 멸균된 배추 종자를 멸균된 MS 배지에 파종 한 후 최아된 종자를 12well

plate에 옮겨 1차 파종을 실시하였다.

◦ 생육 환경 : 종자 발아 및 1차 생육은 무균 조직배양실에서 실시하였으며 생육온도는

25℃를 유지하였다.

㉯ 배추 정식 및 공시시료 처리

◦ 1차 포트 이식 : 12well plate에서 본 엽이 나온 어린 묘를 1차 소형 pot에 이식하였

다. 이식 토양은 상토와 버뮤큘라이트 및 펄라이트를 5:1:1로 혼합한 토양을 사용하였다.

◦ 2차 토양 정식 : 소형 포트에서 활착을 완료한 모종 중 생육이 균일한 모종을 선발하

여 온실내 본토양 (처리구당 12m2)으로 이식한 후 생장률 분석을 실시하였다.

㉰ 생육 조사

◦ 조사 방법 : 종자 파종 후 3회에 걸쳐 공시시료를 처리하고 65일째 되는 날 수확하여

배추잎의 길이(엽장)와 지름(엽폭)을 측정하였으며 엽록소 함량 및 생체중과 건물중을

측정하였다.

◦ 조사 항목

- 엽장 조사 : 각 처리구당 Random sampling을 통하여 배추 외부 잎의 전체 길이를 측

정하여 유의성 분석을 실시하였다.

- 엽폭 조사 : 엽장 조사를 위해 sampling된 잎의 가장 넓은 부위를 대상으로 지름을

측정하여 유의성 분석을 실시하였다.

- 생체중 조사 : 각 처리구당 식재한 배추를 모두 수확하여 각 배추 개체 하나당 생체중

을 측정하고 유의성 분석을 실시하였다.

- 건물중 조사 : 생체중을 측정한 배추를 60℃ Dry oven에 3일간 건조한 후 건물중을

조사하고 유의성 분석을 실시하였다.

라. 유황함유 Micro encapsulation 제제의 흰가루병 방제 효능 실험

(1) 유황 함유 Micro encapsulation 제제의 흰가루병 방제 포장 실험

(가) 유황함유 Micro encapsulation 제제 (바이탄) 제조

- 유황분말을 NaOH 20%용액에 30% 유황농도가 되게 녹인다.

- 용해된 액상유황에 식이유황인 MSM을 녹인다.

- 습윤제와 전착제로서 계면활성제를 첨가하여 최종 제품인 바이탄을 제조한다.

(나) 바이탄 제제

유황: 5%

식이유황: 10%

계면활성제: 5%

키토산 microsphere: 15%
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➂ 농도별 오이 흰가루병 발병 억제 효과 검정

전남 나주시 노안면 소재의 오이 시설하우스에서 난괴법으로 실험하였으며, 처리구의 모든 반

복에서 25주의 이를 사용하였다. 시험에 사용한 유황 제제(바이탄)는 발생초기인 2012년 9월

10일부터 500배, 1,000배, 2,000배로 희석하여 10일 간격으로 총 3회 처리하였으며, 발병 조사

는 마지막으로 유황 제제를 처리하고 10일 후에 최상위엽에서 부터 총 10개의 오이 잎에 발

생한 흰가루병의 발병 지수를 조사하였다. 발병 지수는 흰가루병이 발병하지 않았을 때 0, 엽

당 병반면 적률이 1에서 5%의 발병 지수를 1로 하고, 병반면적률이 5.1에서 25% 정도일 때의

발병지수를 2, 25.1에서 50%일 경우를 3, 50% 이상일 때를 4로 결정하였다. 조사한 오이 한

주의 발병도는 아래 식을 이용하여 구하고 무처리구의 발병도와 비교하여 방제가를 계산하였

다.

발병도 (%) =
발병지수×계수 

×

발병지수 0: 발병무

1: 엽당 병반면적률 1 - 5%

2: 엽당 병반면적률 5.1 - 25%

3: 엽당 병반면적률 25.1 - 50%

4: 엽당 병반면적률 50.1% 이상

N: 병반면적률을 조사한 잎 수

방제가(%) = 무처리구의 발병도
유황제제 처리구의 발병도

×



- 171 -

전남 나주시 노안면 소재의 오이 시설하우스

➃ 처리시기에 따른 오이 흰가루병 발병 억제 효과 검정

전남 담양군 월산면 소재의 오이 시설하우스에서 난괴법으로 실험하였으며, 모든 처리구의 반

복에는 30주의 오이를 사용하였다. 유황 제제(바이탄)는 병 발생의 시기를 달리하여 처리 하

였는데, 포장에서 병 발생 정도가 1% 미만이 되는 발생 초기와, 5%에서 10% 사이의 발병도

를 보이는 발병 중기, 그리고 25%의 발병도를 보이는 발병 후기로 임의로 구별하여, 각각의

시기에 오이의 잎에 충분히 묻도록 유황 제제를 총 4회 살포하였다. 각각의 발병 시기에 유황

제제를 처리할 때에 는 처리 간격을 5일, 7일, 10일 간격으로 조정하여 처리하였으며, 발병 조

사는 각 처리구마다 마지막 처리를 하고 10일 후에 위와 같은 방법으로 잎에서의 발병도를

조사하여 방제가를 계산하였다.

마. 식물추출물함유 Micro encapsulation 제제의 진딧물 방제 효능실험

(1) 식물추출물함유 Micro encapsulation 제제의 진딧물 방제 효능실험

① 식물추출물 Micro encapsulation 제제 (모비탄) 제조

고삼추출물: 3%

님추출물: 7%

파라핀 오일: 5%

계면활성제: 5%

알긴산 microsphere: 15%
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➁ 식물추출물함유 Micro encapsulation 제제의 진딧물 살충 효과검증

식물추출물(모비탄)을 500배, 1000배 희석하여 leaf disk법을 사용하여 복숭아흑 진딧물에 대한 살출율

을 조사하였다. Petri dish(90x15 mm)에 젖은 흡습지를 깔고 5x5 cm의 배춧잎을 그위에 얹은 후 복

숭아흑진딧물 약충 10씩 옮겨 놓은 후 준비된 식물추출물을 30 cm 거리에서 spray로 5초간 분사하여

포화습도를 유지시킨 상태에서 1일, 2일 후에 살충율(mortality)을 계산하였다. 생사 판별은 해부 현미

경하에서 붓으로 충체를 접촉하여 몸 길이 정도를 이동하지 못하는 개체는 죽은 것으로 간주하였다.

<연구 결과>

가. 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 micro encapsulation 제조

(1) Chitosan coated Liposome Microsphere 제조

① Liposome Formation

Cholesterol과 레시틴을 사용하여 liposome을 제조하였다. TEM으로 liposome의 형성의 유무를 측정하였

다. 그림 7과 같이 lipid의 종류에 따라 큰 변화는 없었고 가운데 검은색 부분의 기공이 형성된 것으로

liposome 형성된 것으로 확인되었다.

(a) Liposome made with cholesterol
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(b) Liposome made with lecitin

(c) Liposome made with mixture of cholesterol and lecitin

그림 7. 리포좀 형태(TEM)

② Chitosan coated Liposome microsphere 제조

그림 8은 chitosan이 liposome에 coating 되므로써 liposome의 surface가 검게 나오는 것으로 chitosan

coated liposome이 형성되었음을 확인 할 수 있었다.

표 2은 chitosan의 분자량에 따른 liposome size 및 surface charge의 영향을 나타낸다. 표 2과 같이

chitosan이 coating됨에 따라 liposome의 size는 증가하지만 분자량의 크기와는 관계가 없는 것으로 확

인되었으며 surface charge를 나타내는 zeta potential은 chitosan 분자량이 증가함에 따라 zeta potential

이 negative에서 positive로 증가하는 것으로 확인되었다. 이것은 chitosan이 positive charge를 가지고

있어 negative charge인 liposome의 표면을 coating함으로써 surface charge가 변했음을 알 수 있다.

표 3는 chitosan의 농도에 따른 liposome size 및 surface charge의 영향을 나타낸다. 표 3과 같이

chitosan의 농도가 증가됨에 따라 liposome의 size는 증가하지만 농도 증가폭에 비해 liposome의 size

증가폭은 미미한 것으로 확인되었으며 zeta potential은 chitosan 농도가 증가함에 따라 zeta potential 역

시 positive로 증가하는 것으로 확인되었다. 이것은 고농도의 chitosan이 liposome의 표면을 coating함으

로써 surface charge가 더욱 더 positive로 변함을 알 수 있다.

표 4은 chitosan의 분자량에 따른 liposome의 미생물 균체 entrapment의 영향을 나타낸다. 표 4과 같이

chitosan이 coating됨에 따라 liposome의 entrapment는 감소하였으며 분자량이 커지면 entrapment가 증

가함이 확인되었으나 chitosan이 coating되지 않은 liposome entrapment 효율보다는 작음을 확인하였다.

표 5는 chitosan의 농도에 따른 liposome의 미생물 균체 entrapment의 영향을 나타낸다. 표 5와 같이

chitosan의 농도가 0.2%, 0.3%에서 liposome의 미생물 균체 entrapment 효율이 최대로 되나 0.4%, 0.5%

에서는 liposome의 미생물 균체 entrapment효율이 급격히 감소함을 확인 하였다.

이상의 결과로 liposome의 미생물 균체 entrapment를 위한 chitosan의 규격은 분자량은 120kDa그리고
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농도는 0.2%가 가장 적절함을 알 수 있었다. 이와 같은 chitosan의 조건으로 미생물균체가 chitosan

coated Liposome microsphere에서 release 되는 profile을 구하였다. 이때 사용한 미생물 균체는 PSB균

인 Rodobacter sphaeroide를 사용하였다. 그림. 9와 같이 chitosan coated Liposome microsphere

에 encapsulation된 미생물균체는 50시간 이후 초기 균체수 3.5x106 cfu/g에서 1.5x106 cfu/g가 release되

어 chitosan uncoated Liposome microsphere의 3.0x106 cfu/g보다 훨씬 적은량이 release되는 것을 확인

하여 chitosan coated Liposome microsphere가 미생물균체의 좋은 encapsulation 소재임을 확인하였다.

그러나 liposome은 미생물 오염에 아주 취약하여 target 미생물 균체를 봉입할 시 잡균에 의해 아주 쉽

게 오염이 됨을 확인하였다. 이를 해결하기 위해서는 방부제를 첨가해야 하나 첨가된 방부제가 target

미생물 균체에 손상을 주기에 chitosan coated liposome microsphere는 미생물 균체를 encapsulation하

는 것에는 실제 공정에는 적절하지 않음을 알 수 있었다.

그림 8. 리포좀의 Transmission electron microscopy 사진 

(A) 코팅되지 않은 리포좀 (B) 키토산 코팅 리포좀 

표 2. 키토산 분자량이 리포좀의 크기와 제타포텐설에 미치는 영향

Mw Zeta potential/mV Size/um

Uncoated -2.9 10.2

6kDa 4.9 26.2

14kDa 5.0 23.0

56kDa 5.5 19.7

120kDa 6.7 23.4
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표 3. 키토산 농도가 리포좀의 크기와 제타포텐설에 미치는 영향

Concentration Zeta potential/mV Size/um

0.1% Ch120 kDa 6.2 18.1

0.2% Ch120 kDa 6.7 22.4

0.3% Ch120 kDa 7.3 22.1

0.4% Ch120 kDa 10.5 23.2

0.5% Ch120 kDa 17.0 24.3

표 4. 키토산 분자량에 따라 코팅된 리포좀의 봉입효과

Mw Entrapment efficiency/%

Uncoated 81.6±2.4

6kDa 69.7±5.1

14kDa 71.2±3.6

56kDa 75.8±4.3

120kDa 75.9±4.9

표 5. 키토산 농도에 따라 코팅된 리포좀의 봉입효과

Concentration Entrapment efficiency/%

0.1%Ch120kDa 58.5±3.4

0.2%Ch120kDa 75.9±4.9

0.3%Ch120kDa 74.6±4.7

0.4%Ch120kDa 59.3±3.1

0.5%Ch120kDa 56.2±2.6
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그림 9. 키토산 코팅 리포좀에 봉입된 세균의 분출 경향

(2) Chitosan coated Silica Microsphere 제조

그림 10과 11에서 보는 것과 같이 SiO2 microparticle에 chitosan을 coating했을 경우 SiO2

microparticle의 surface에 chitosan coating layer가 형성되는 것을 TEM과 SEM으로 확인 할

수 있었다.

표 6는 chitosan의 분자량에 따른 SiO2 microparticle size 및 surface charge의 영향을 나타낸다. 표 6

와 같이 chitosan이 coating됨에 따라 SiO2 microparticle의 size는 분자량의 크기따라 2배 이상 증가하

는 것이 확인되었으며 surface charge를 나타내는 zeta potential은 chitosan 분자량이 증가함에 따라

zeta potential이 negative에서 positive로 증가하지만 14 KDa이상은 zeta potential의 큰 증가는 보이지

않았다. 이것 역시 chitosan이 positive charge를 가지고 있어 negative charge인 SiO2 microparticle의

표면을 coating함으로써 surface charge가 변했음을 알 수 있다.

표 76는 chitosan의 농도에 따른 SiO2 microparticle size 및 surface charge의 영향을 나타낸다. 표 7

과 같이 chitosan의 농도가 증가됨에 따라 SiO2 microparticle의 size는 증가하지만 농도 증가폭에 비

해 liposome의 size 증가폭은 크지 않은 것으로 확인되었으며 zeta potential은 chitosan 농도가 증가함

에 따라 zeta potential 역시 positive로 증가하는 것으로 확인되었지만 농도 증가폭에 비해 zeta

potential의 증가폭 역시 크지 않은 것으로 확인되었다.

표 8은 chitosan의 분자량에 따른 SiO2 microparticle의 미생물 균체 entrapment의 영향을 나타낸다.

표 8과 같이 chitosan이 coating됨에 따라 liposome의 entrapment는 급격히 감소하였으며 분자량이 커지

면 entrapment가 더욱 더 감소됨을 확인되었다. 이것은 chitosan이 SiO2 microparticle surface를

coating을 하지만 상당량이 SiO2 microparticle pore로 유입되어 미생물 균체를 pore에서 밀어

내는 영향을 주는 것으로 사료된다.

이상의 결과로 SiO2 microparticle의 미생물 균체 entrapment를 위한 chitosan의 규격은 분자량은

6kDa그리고 농도는 0.03%가 가장 적절함을 알 수 있었다. 이와 같은 chitosan의 조건으로 미생물균체가
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chitosan coated silica microsphere에서 release 되는 profile을 구하였다. 이때 사용한 미생물 균체는

PSB균인 Rodobacter sphaeroide를 사용하였다. 그림. 12와 같이 chitosan coated silica

microsphere에 encapsulation된 미생물균체는 50시간 이후 초기 균체수 5.5x106 cfu/g에서 1.5x106 cfu/g

가 release되어 chitosan uncoated Liposome microsphere의 5.1x106 cfu/g보다 훨씬 적은량이 release되

는 것을 확인하였다. 그러나 표 8의 결과와 같이 chitosan이 coating됨으로써 entrapment 효율이 최대

32% 밖에 되지 않아 효율면에서 chitosan coated silica microsphere는 미생물균체의 좋은 encapsulation

소재로서 적용하기 위해서는 entrapment의 효율을 증대시키는 것이 필요함이 사료된다.

그림. 10. SiO2의 Transmission electron microscopy(TEM) 사진  

(a) 무코팅 SiO2 (b) SiO2코팅 키토산 입자 

그림. 11. SiO2의 Scanning Electron Microscope(SEM) 사진  (a) 무코팅 SiO2

   (b) SiO2코팅 키토산 입자. (cross-linking agent: glutaraldehyde)

표 6. 키토산 분자량이 실리카의 크기와 제타포텐설에 미치는 영향

Mw Zeta potential/mV Median Size/um

Uncoated -8.5 21

6kDa 2.5 24

14kDa 6.8 35

56kDa 7.1 41

120kDa 7.2 48
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표 7. 키토산 농도가 실리카의 크기와 제타포텐설에 미치는 영향

Concentration Zeta potential/mV Size/um

0.01% Ch120 kDa 6.5 18.1

0.02% Ch120 kDa 6.7 42

0.03% Ch120 kDa 7.3 45

0.04% Ch120 kDa 7.2 48

0.05% Ch120 kDa 7.5 51

표 8. 키토산 분자량에 따라 코팅된 실리카의 봉입효과

Mw Entrapment efficiency/%

Uncoated 75.6±4.5

6kDa 32.7±4.2

14kDa 26.8±5.6

56kDa 25.8±4.2

120kDa 22.3±3.6

그림. 12. 키토산 코팅 실리카에 봉입된 세균의 분출 경향

(3) Chitosan-Sulfate Complex Microsphere 제조

그림. 13은 Chitosan-Sulfate Complex Microsphere의 Scanning Electron Microscope(SEM)

analysis이다. SEM 사진과 같이 원형의 그리고 표면에 porosity가 많은 Chitosan-Sulfate
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Complex Microsphere이 형성되었음을 알 수 있다.

표 9은 chitosan의 분자량에 따른 Chitosan-Sulfate Complex Microsphere size 및 microsphere

formation efficacy의 영향을 나타낸다. 표 8과 같이 chitosan의 분자량이 6 KDa와 같이 작은때는

microsphere formation efficacy가 72%이지만 14 KDa는 96%로 가장 높게 나왔다. 그러나 분

자량이 120 KDa 처럼 아주 커질 경우 microsphere formation efficacy가 낮아 짐을 볼 수 있

었다. Microsphere size는 분자량이 증가함에 따라 급격히 증가하는 것을 볼 수 있다.

표 10는 chitosan과 NaSO4 ratio에 따른 Chitosan-Sulfate Complex Microsphere size 와

microsphere formation efficacy의 영향을 나타낸다. 표 10와 같이 chitosan과 NaSO4 ratio가

증가하여 1:1이 될 경우 가장 높은 microsphere formation efficacy를 얻을 수 있었다. 그러나

chitosan과 NaSO4 ratio가 Chitosan-Sulfate Complex Microsphere size에 미치는 영향은 미미

하였다. 표 11은 chitosan의 분자량에 따른 chitosan-sulfate microsphere의 미생물 담체에 대한

entrapment efficiencies의 영향을 나타낸다. 표 11과 같이 chitosan의 분자량이 아주 작거나

아주 크면 entrapment efficiencies가 감소하고 chitosan의 분자량이 14 KDa와 같이 low

molecule인 경우 entrapment efficiencies가 90% 이상으로 높게 나왔다. 이상의 실험결과로

chitosan-sulfate microsphere에 의한 미생물 담체 encapsulation은 chitosan과 NaSO4 ratio가

1:1, chitosan의 분자량은 14 KDa이 가장 좋은 조건임을 알 수 있었다.

그림. 13. 키토산-sulfate 입자의 Scanning Electron Microscope(SEM) 사진
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표 9. 키토산 분자량에 따른  키토산-sulfate 입자 크기와 생성효율, 

Chitosan/NaSO4 ratio (1:1)

Mw

Chitosan-Sulfate

microsphere

Formation Efficacy/%

Median Size/um

6 kDa 72 10

14 kDa 96 15

56 kDa 92 49

120 kDa 74 89

표. 9. 키토산/NaSO4 비율에 따른 키토산-sulfate 입자 크기와 생성효율, 

키토산 분자량(14 KDa)

Chitosan/NaSO4 ratio

Chitosan-Sulfate

microsphere Formation

Efficacy/%

Size/um

1:0.2 68 10

1:0.4 78 12

1:0.6 84 14

1:0.8 91 15

1:1 96 15

표 11. 키토산 분자량에 따른  키토산-sulfate 입자의 봉입 효율. 

Chitosan/NaSO4 ratio (1:1)

Mw Entrapment efficiency/%

6 kDa 58

14 kDa 94

56 kDa 86

120 kDa 75

나. 미생물 안정성과 방제효과 증대를 위한 micro encapsulation 제조

(1) Attrition Mill을 이용한 Microsphere 제조

① 분쇄시간에 따른 입자크기 변화

분쇄시간에 따른 키토산 및 알긴산 microsphere의 평균입자크기 변화는 표 12과 13에 나타내었다. 키토

산과 알긴산 microsphere 모두의 크기는 10분후 급격히 줄어들었으나 30분 후 부터는 서서히 감소되고
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50분 이후부터는 거의 감소되지 않음을 확인하였다. 이와 같은 변화는 두 가지로 해석할 수 있다. 하나

는 분쇄된 키토산과 알긴산 microsphere의 입자가 너무 작기 때문에 이 시스템에서 사용한 지르코니아

볼과 사용한 분쇄조건으로는 더 이상 입자크기를 줄일 수 없으며, 다른 하나는 attrition mill로 분쇄하는

동안 키토산과 알긴산 microsphere가 재 응집 할 수 있을 것으로 해석 할 수 있다. 그림 14은 키토산

microsphere의 attrition mill 분쇄 전후 입자 모양을 SEM으로 관찰하였다. 분쇄에 의해 키토산

microsphere pore가 선명하고 아주 작아졌음을 확인 할 수 있었다. 그림 15는 키토산 microsphere의

attrition mill 분쇄 전후 용액의 사진이다. 사진과 같이 분쇄 후 입자가 나노 입자화되어 수용액에서

suspension된 것을 볼 수 있었다.

표 12. 분쇄시간에 따른 키토산 입자의 평균크기

Grinding Time (min) Mean Particle Size (μm)

0 51.9

10 15.4

20 6.5

30 3.5

40 1.2

50 0.75

60 0.73

표 13. 분쇄시간에 따른 알긴산 입자의 평균크기

Grinding Time (min) Mean Particle Size (μm)

0 85.3

10 12.5

20 8.5

30 2.9

40 0.95

50 0.85

60 0.84
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(A) (B)

그림 14. 키토산 입자 Scanning Electron Microscope(SEM) 사진

(A) attrition mill 처리 전, (B) attrition mill 처리 후

(A) (B)

그림 15. 키토산 microsphere 용액 

(A) attrition mill 처리 전, (B) attrition mill 처리 후

② Chitosan 및 Alginate 농도에 따른 분쇄효율

Chitosan 및 Alginate 농도가 분쇄효율에 미치는 영향을 그림 16와 17에 나타내었다. Chitosan 및

Alginate 농도가 낮을 경우에는 분쇄효율이 우수하지만 Chitosan 및 Alginate 농도가 증가할수록 분쇄

효율이 떨어지는 것을 확인 할 수 있었다. Chitosan 농도가 2%, Alginate 농도가 1.5%이상 되면 슬러리

의 농도가 너무 높아 일부분은 분쇄실 벽과 임펠러 부분에 달라붙어 분쇄효율이 감소됨을 확인 하였으

나 Chitosan 농도가 1.5%, Alginate 농도가 1.0%이하일 때 대부분 볼과 슬러리는 소용돌이 흐름을 나타

내어 분쇄효율이 우수함을 알 수 있었다.
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그림 16. 키토산 농도에 따른 평균입자크기

Time (min)

0 10 20 30 40 50 60 70

M
ea

n 
pa

rti
cl

e 
si

ze
(u

m
)

0

20

40

60

80

100

2%
1.5%
1.0%
0.5%

그림 17. 알긴산 농도에 따른 평균입자크기
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③ 장시간 보관에 따른 입자크기의 변화

Attrition mill에서 분쇄한 키토산과 알긴산 microsphere의 제형 안정성을 확인하였다. 장시간 보관에 따

른 키토산과 알긴산 microsphere의 입자크기 변화를 확인하였으나 결과는 그림 18에 나타나있다. 16주

동안 40℃ 항온기에서 보관하여도 키토산과 알긴산 microsphere 입자크기 변화는 없어 제형 안정성이

아주 우수함을 확인하였다. 그림 19은 16주 후 키토산 microsphere용액이 여전히 suspension되어 있는

것을 보여주고 있으며, 온도에 따른 갈변화에 따라 키토산 microsphere의 색상이 약간 갈색으로 변화된

것을 볼 수 있다.
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그림 18. 장기간 보관에 따른 평균입자크기 변화

(A) (B)

그림 19. 장기간 보관 키토산 microsphere 용액

(A) 저장 전, (B) 16주 저장 후
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(2) 미세 입상조립기(Minigranulator)을 이용한 Minigranule 제조

① Minigranule을 이용한 미생물 안정성 실험

그림20은 실온에서 16주간 각각 formula에 따른 minigranule내 포집되어 있는 미생물 균체수의 변화를

나타내었다. 그림20와 같이 음성 다당류인 sodium alginate minigranule은 초기 균체수가 8.7x108 cfu/g

에서 3.9x107 cfu/g로 감소하여 minigranule이 균체 보존에 효과가 있음을 확인하였다. 반면에 carboxyl

methyl cellulose과 guar gum minigranule은 초기 균체수 8.1x108 cfu/g에서 각각 1.5x105 cfu/g, 8.7x106

cfu/g,로 감소하여 minigranule이 균체 보존에 효과가 크지않음을 확인하였다.

그림21은 고온(40℃)에서 8주간 다당류 종류에 따른 minigranule내 포집되어 있는 미생물 균체수의 변

화를 나타내었다. Sodium alginate minigranule은 초기 균체수가 8.37x10
8

cfu/g에서 1.1x10
8

cfu/g로 감

소하여 minigranule이 균체 손실이 미미하여 실온 실험결과와 같이 균체 보존에 효과가 있음을 확인하

였다. 반면에 carboxyl methyl cellulose과 guar gum minigranule은 초기 균체수 8.2x10
8

cfu/g에서 각

각 1.8x103 cfu/g, 1.2x102 cfu/g,로 급격히 감소하여 실온 실험결과와 같이 minigranule이 균체 보존에

효과가 크지 않음을 확인하였다.
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그림 20. 실온에서 장기간 보관 후 minigranule내 미생물의 생존율 시험
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그림 21. 40℃에서 장기간 보관 후 minigranule내 미생물의 생존율 시험

② 완제품의 미생물 안정성 실험

그림22는 sodium alginate minigranule이 함유된 완제품에 대한 실온과 40℃에서 12주 및 8주간

minigranule내 포집되어 있는 미생물 균체수의 변화를 나타내었다. 그림22과 같이 sodium alginate

minigranule은 실온에서는 초기 균체수가 8.3x107 cfu/g에서 1.3x102 cfu/g로 급격히 감소하였으며 40℃

에서도 minigranule내 균체 수가 1.8x101 cfu/g로 급격히 감소하였다. 이러한 결과는 현재의 부형제 및

포장방법에 있어서 균체 보존에 효과가 없음을 확인하였고 향후 이 부분에 있어서 부형제 및 포장방법

에 대한 추가적인 실험이 이루어져야 한다.
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그림 22. 40℃에서 장기간 보관 후 minigranule내 미생물의 생존율 시험

다. Micro encapsulation 제제의 효능실험

(1) Micro encapsulation 제제 포장 실험

(가) Attrition Mill에 의한 microsphere 제제 효능 실험 (상추재배시험)

① 상추 수확 후 생육 조사

표14, 15와 같이 재배시험 기간 중 공시시료를 처리한 추천구와 배량구에서는 무처리구와 비

교해서 엽장은 약 6.93%, 6.88%의 길이 증대 효과를 나타내었으며 엽폭 측정에서도 약

11.30%, 12.29%의 엽면적 확대 효과를 나타내었다. 최종 수확량에 있어서는 생체중 조사를 통

해 공시시료 처리구는 무처리구에 비해 약 5.65%, 4.80%의 수확량 증대 효과를 보여 주었으

며, 건물 무게에서도 6.22%, 10.04%의 차이를 나타내었다.

표14. Microsphere 제형의 상추 성장에 미치는 영향

처리구
엽장 엽폭

길이(cm) 지수(%) 길이(cm) 지수(%)

대조구 20.05a 100 10.09a 100

추천구 21.44b 106.93 11.23b 111.30

배량구 21.43b 106.88 11.33b 112.29

*DMRT at 5% level
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표15. Microsphere 제형의 상추 성장에 미치는 영향

처리구
생체중 건물중

생체량(g) 지수(%) 건물량(g) 지수(%)

대조구 35.42a 100 1.93a 100

추천구 37.42b 105.65 2.05b 106.22

배량구 37.12
b

104.80 2.13
b

110.04

*DMRT at 5% level

② 공시시료의 작물에 대한 약해 조사

공시시료의 처리에 의한 약해 발생 유무를 조사하기 위하여 공시시료를 추천량 및 배량으로

나누어 공시작물인 상추를 대상으로 작물 약해 실험을 실시하였다. 표16과 같이 각각의 농도

를 살포한 처리구에서 생육장해 및 피해 증상을 달관조사를 통하여 분석하였으나 어떠한 처

리구에서도 약해가 발생하지 않음을 확인하였다

표. 16 Microsphere 제형의 작물약해 결과

시험약제 시험작물
약해정도 (0 - 5)

비고
무처리구 추천량 배량

공시시료 상추 0 0 0 약해 없음

(나) Attrition Mill에 의한 microsphere 제제 효능 실험 (배추재배시험)

① 배추 수확 후 생육 조사

표 17, 18과 같이 재배시험 기간 중 공시시료를 처리한 추천구와 배량구에서는 무처리구와 비

교해서 엽장은 약 9.41%, 11.50%의 길이 증대 효과를 나타내었으며 엽폭 측정에서도 약

9.36%, 9.415의 엽면적 확대 효과를 나타내었다. 최종 수확량에 있어서는 생체중 조사를 통해

공시시료 처리구는 무처리구에 비해 약 6.68%, 9.79%의 수확량 증대효과를 보여주었으며, 건

물 무게에서도 11.54%, 15.81%의 차이를 나타내었다.
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표17. Microsphere 제형의 배추 성장에 미치는 영향

처리구
엽장 엽폭

길이(cm) 지수(%) 길이(cm) 지수(%)

대조구 23.48a 100 13.14a 100

추천구 25.69b 109.41 14.37b 109.36

배량구 26.18b 111.50 14.42b 109.41

*DMRT at 5% level

표. 18 Microsphere 제형의 배추 성장에 미치는 영향

처리구
생체중 건물중

생체량(g) 지수(%) 건물량(g) 지수(%)

대조구 68.54a 100 2.34a 100

추천구 73.12b 106.68 2.61b 111.54

배량구 75.25b 109.79 2.71c 115.81

*DMRT at 5% level

② 공시시료의 작물에 대한 약해 조사

공시시료의 처리에 의한 약해 발생 유무를 조사하기 위하여 공시시료를 추천량 및 배량으로

나누어 공시작물인 배추를 대상으로 작물 약해 실험을 실시하였다. 표 19와 같이 각각의 농도

를 살포한 처리구에서 생육장해 및 피해 증상을 달관조사를 통하여 분석하였으나 어떠한 처

리구에서도 약해가 발생하지 않음을 확인하였다

표. 19 Microsphere 제형의 작물약해 결과

시험약제 시험작물

약해정도 (0 - 5)

비고

무처리구 추천량 배량

공시시료 배추 0 0 0 약해 없음
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라. 유황함유 Micro encapsulation 제제의 흰가루병 방제 효능실험

(1) 유황 함유 Micro encapsulation 제제의 흰가루병 방제 포장 실험

(가) 농도별 오이 흰가루병 발병 억제 효과 검정

최종적으로 유황제제(바이탄)을 처리하고 10일 후에 조사한 무처리구에서의 흰가루병 발병도

는 그림 23과 같이 52.5%로, 시험에 사용한 시료의 효과를 판단하기에 충분한 발병도를 보였

다. 유황제제를 농도별로 엽면시비 처리한 처리구에서의 발병도와 방제가를 보면, 500배로 희

석하여 처리한 경우 발병도은 2.5%이었으며 이에 따라 방제가는 95.2%로 나타났다. 1,000배와

2,000배로 희석하여 유황 제제를 처리한 처리구에서도 발병도와 방제가가 3.4%와 93.5%, 그리

고 15.4%와 70.6%로 나타났다. 세 가지의 처리 농도에서 2,000배로 희석하여 처리하였을때의

방제 효과는 다른 두 처리 농도에 비하여 현저히 낮았으며 500배와 1,000배 희석 처리구의 결

과에서는 유의성 있는 차이가 나타났기 때문에 농가에서 직접 사용하는 경우 경제성을 고려

하여 1,000배의 희석 농도가 적합할 것으로 사료된다.

그림 23. 유황제제 농도에 다른 오이 흰가루병 발병 억제 효과

(나) 처리시기에 따른 오이 흰가루병 발병 억제 효과 검정

표 20과 같이 무처리구에서 오이 흰가루병의 발병도는 62.1%로 유황제제(바이탄)의 효과를

판단하기에 충분하였다. 유황 제제를 흰가루병이 발생하기 시작한 초기에 처리한 경우에 방제

효과가 94.4%에서 92.3%로 나타났다. 하지만 유황 제제를 처리하는 시기가 늦어질수록 방제

가 역시 감소하였으며, 포장에 이미 흰가루병이 발생하여 발병도가 30% 이상일 경우에는 유

황 제제의 방제가가 63.8%에서 57.3% 로 나타났다. 병 발생 시기별로 유황 제제를 5일, 7일,

10일간으로 처리 간격을 다르게 하여 처리하였을 때, 유황제제의 흰가루병에 대한 방제 효과

는 5일간격이 10일간격 보다는 높게 나왔지만 흰가루병에 대한 방제 효과간에는 유의성은 없



- 191 -

었다. 이 결과는 포장에서 유황제제를 사용하여 오이 흰가루병을 방제하기 위해서는 처리하는

간격보다는 포장에서 흰가루병이 발생하기 직전에 예방 처리를 하거나, 또는 병이 발생하기

시작하는 초기에 처리하는 것이 방제에 성공할 수 있는 방법이라는 것을 보여주고 있다.

표 20. 유황제제의 처리시기에 따른 오이 흰가루병 발병 억제 효과 

Treatment Disease-develping

stage

Period

(days)

Disease

incidence(%)

Control

efficacy(%)

Sulfur

formular

the early stage

5 3.5 9.4.4

7 3.7 94.0

10 4.8 92.3

the middle stage

5 15.2 75.6

7 16.5 73.4

10 17.5 71.8

the latter stage

5 22.5 63.8

7 22.8 63.2

10 26.5 57.3

control 　-　 -　 62.1 -

마. 식물추출물함유 Micro encapsulation 제제의 진딧물 방제 효능실험

(1) 식물추출물함유 Micro encapsulation 제제의 진딧물 방제 효능실험

(가) 식물추출물 제제(모비탄)의 진딧물 살충 효과검증

식물추출물 (모비탄)제제의 복숭아흑 진딧물에 대한 살충력을 시험하여 그 결과를 그림24에 나타내었

다. 살충력은 희석배수가 낮은 250배에서 가장 우수하였으며 희석배수가 높은 1,000배에서 가장 낮게

나왔다. 대부분 시험 3일째부터 100%의 살충력을 보였다. 다만 희석 배수 1,000배에서는 4일 이후에

도 살충력이 87%로 나타났다.
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그림 24. 식물추출물 제제(모비탄)의 진딧물 살충 효과검증(Leaf disk법)

(나) 농가 검증 시험(흰가루병, 진딧물 방제)

이상의 현장 검증 및 시험실 실험을 통하여 검증된 두 가지 제품(바이탄, 모비탄)에 대한 지속적인 농

가실험을 실시하고 있다. 시기별, 작목별, 지역별 등을 고려하여 현재 30여 농가에서 흰가루병 방제
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및 살충 효과를 검증하여 제품의 완성도 및 적용점을 극대화 시키고 있다. 표 21은 현재 진행중인 농

가들의 상황을 기록한 것이며 그에 따른 시험현황 및 사진을 첨부하였다.

표 21. 현재 진행중인 농가 적용실험 현황

■ 시험내역

- 작물: 딸기 (전남 담양군, 친환경 농법 농가)

- 희색배수: 1,000배

- 처리 횟수: 15일 간격 3회

- 목적: 흰가루병 예방 (흰가루병 발병 전에 바이탄 처리)

- 결과: 70일 경과후에도 흰가루병 발병하지 않음
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■ 시험내역

- 작물: 애호박 (전남 장성군, 친환경 농법 농가)

- 희색배수: 500배

- 처리 횟수: 흰가루병 발병 직후 2회 (5일간격) 처리

- 목적: 흰가루병 치료

- 결과: 흰가루병 방제 성공

방제後

■ 시험내역

- 작물: 오이 (전남 나주시, 친환경 농법 농가)

- 희색배수: 500배
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- 처리 횟수: 흰가루병 발병 직후 2회 (5일간격) 처리

- 목적: 흰가루병 치료

- 결과: 흰가루병 방제 성공

Before After

■ 시험내역

- 작물: 호박

- 희색배수: 500배

- 처리 횟수: 진딧물 기주에 옮긴 후 1회 처리

- 목적: 진딧물 치료

- 결과: 진딧물 살충 95% 이상 (진딧물의 색상이 검게 변화고 움직임이 없을시 사멸로 간주)

처리전 처리후 1일 처리후 2일



- 196 -

바. 친환경 유기농자재 제품 공시

(1) 친환경 유기농자재 제품 공시 신청서

(가) 바이탄

친환경유기농자재 제품
[ √ ]공시
[ ]품질인증 신청서

접수번호 접수일자 처리기간

90일 

신청인

①업체명      (주)이코바이오 ② 법인등록번호 또는 
  사업자등록번호    409-81-43675

③대표자 성명     김  광  윤 ④ 생년월일     1961년 09월 15일

⑤소재지

본 사    광주광역시 북구 용봉로 77
      전남대학교 창업보육센터 804호

전화번호
         062) 530-0749

제조장 및 보관창고  

     광주광역시 광산구 비아동 664-2

전화번호
         062) 952-5218

신청내

용

⑥생산

  구분

[ √ ]국내

[  ]수입

수입국

제조회사명

제조장소재지

수입상표명

인증기관

⑦주원료

원료명  유황

조성비  유황 5%, 식이유황 10%

보증성분  황(S) 4.66%

⑧상표명  바이탄

⑨ 자 재

 의 종 류

[   ]토양개량 및 작물생육용 자재

[ √ ]작물병해충 관리용 자재

⑩ 세부

   내역
 별첨

  「친환경농업육성법」 제20조의6제1항 및 같은 법 시행규칙 제30조제1항에 따라 친환경

유기농자재 제품의 공시(또는 품질인증)를 위와 같이 신청합니다.

2013 년   05 월  02 일

신청인               김  광  윤   (서명 또는 인)

농촌진흥청장 또는 공시 및 

품질인증기관의 장
귀하
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친환경유기농자재 제품

[ √ ]공시

[ ]품질인증 생산계획서

1. 신청업체명: (주)이코바이오       (서명 또는 인)

2. 신청 제품명: 바이탄

3. 제품별 생산시설(㎡): 49.50m2

4. 제품별 생산설비: 교반기, 충진기, 포장기, 저장조

5. 제품별 생산 계획량(kg/연): 10,000kg/년

6. 원료 수급계획: 수시

7. 원료 품질관리 계획: 

       가. 품질검사 항목 : 유황

       나. 시험기관 : 농업기술실용화재단

       다. 횟수 : 년 1회

8. 제품별 제조공정

      : 유황을 가성소다를 이용하여 녹인 다음, 식이유황(MSM)과

       NP-8을 첨가하여 유화시킨다.

9. 품질관리 인력ㆍ시설ㆍ장비 등 확보 계획

       : 자사 부설연구소에서 관리.

10. 품질관리 주기 및 방법 계획:

       가. 품질검사 항목 : Sulfur

       나. 시험기관 : 농업기술실용화재단

       다. 횟수 : 년 1회
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(나) 모비탄

친환경유기농자재 제품
[ √ ]공시
[ ]품질인증

신청서

접수번호 접수일자 처리기간

90일 

신청인

①업체명      (주)이코바이오 ② 법인등록번호 또는 
  사업자등록번호    409-81-43675

③대표자 성명     김  광  윤 ④ 생년월일     1961년 09월 15일

⑤소재지

본 사    광주광역시 북구 용봉로 77
      전남대학교 창업보육센터 804호

전화번호
         062) 530-0749

제조장 및 보관창고  

     광주광역시 광산구 비아동 664-2

전화번호
         062) 952-5218

신청내

용

⑥생산

  구분

[ √ ]국내

[  ]수입

수입국

제조회사명

제조장소재지

수입상표명

인증기관

⑦주원료

원료명  고삼 추출물, 님 추출물

조성비  고삼 추출물 3%, 님 추출물 7%

보증성분  Matrine 0.047%, Azadirachtin 0.025%

⑧상표명  모비탄

⑨ 자 재

 의 종 류

[   ]토양개량 및 작물생육용 자재

[ √ ]작물병해충 관리용 자재

⑩ 세부

   내역
 별첨

  「친환경농업육성법」 제20조의6제1항 및 같은 법 시행규칙 제30조제1항에 따라 친환경

유기농자재 제품의 공시(또는 품질인증)를 위와 같이 신청합니다.

2013 년   05 월  02 일

신청인               김  광  윤   (서명 또는 인)

농촌진흥청장 또는 공시 및 

품질인증기관의 장
귀하
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친환경유기농자재 제품

[ √ ]공시

[ ]품질인증 생산계획서

1. 신청업체명: (주)이코바이오       (서명 또는 인)

2. 신청 제품명: 모비탄

3. 제품별 생산시설(㎡): 49.50m2

4. 제품별 생산설비: 호모믹서, 교반기, 충진기, 포장기, 저장조

5. 제품별 생산 계획량(kg/연): 15,000kg/년

6. 원료 수급계획: 수시

7. 원료 품질관리 계획: 

       가. 품질검사 항목 : 고삼추출물, 님추출물

       나. 시험기관 : 농업기술실용화재단

       다. 횟수 : 년 1회

8. 제품별 제조공정

      : 정제수에 고삼, 님 및 Tween 80을 교반시키면서 유동파라핀을

       첨가하여 제조한다.

9. 품질관리 인력ㆍ시설ㆍ장비 등 확보 계획

       : 자사 부설연구소에서 관리.

10. 품질관리 주기 및 방법 계획:

       가. 품질검사 항목 : Matrine, Azadirachtin

       나. 시험기관 : 농업기술실용화재단

       다. 횟수 : 년 1회
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(2) 친환경 유기농자재 제품 공시를 위한 독성실험

(가) 바이탄
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요 약 (Summary)

바이탄의 꿀벌에 대한 급성접촉독성시험을 수행한 결과 치사수(Table 1.)와 이상증상은

다음과 같다.

∘ 주요 이상증상은 관찰되지 않았다.

∘ 시험기간 중 평균온도는 25.5℃(20.5 ~ 28.9)이었다.

∘ 시험기간 중 평균상대습도는 69.1 %(27.0 ~ 90.0)이었다.

Table 1. 바이탄의 급성접촉독성시험 결과

처리농도(μg/bee) 생물수
누적 치사수

4 hr 24 hr 48 hr

100.0 30 0 0 6

음성대조군 30 0 0 0

용매대조군(acetone) 30 0 0 0

이상의 시험결과 바이탄의 꿀벌에 대한 24시간 및 48시간 반수치사약량(LD50)은 주원료

의 투입비율기준으로 100.0 μg/bee 이상 이었다.

5. 시험결과

5.1. 시험환경 조건

시험기간 동안 꿀벌실험실의 실내온도는 평균 25.5℃ (20.5 ~ 28.9) 그리고 상대습도

는 평균 59.1%(27.0 ~ 90.0) 이었다. 시험실내환경이 일부시간대에서 시험가이드라인

의 범위(온도 ; 23 ~ 27℃ , 습도 ; 50 ~ 70%)를 이탈하였으나 그 시간이 길지 않고

음성대조군에 미치는 영향이 없는 것으로 보아 시험물질 처리군에 대한 영향은 적

은 것으로 판단된다.

5.2. 관찰 및 급성접촉독성결과

관찰시 48시간 동안 시험군과 음성대조군 모두에게서 어떠한 중독증상이 관찰되지

않았다.

이상의 시험결과 바이탄의 꿀벌에 대한 24시간 및 48시간 반수치사약량(LD50)은 주

원료투입비율(10%)기준으로 100.0 μg/bee 이상 이었다.
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(나) 모비탄
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요 약 (Summary)

친환경유기농자재 모비탄의 잉어(Cyprinus carpio)에 대한 급성어 독성시험을 96시간 동

안 실시하여 치사수(Table 1)와 일반중독증상을 관찰하고 체중 및 전장을 조사한 결과는

다음과 같다.

∘ 일반중독증상 및 다른 특이증상은 관찰되지 않았다.

∘ 전장은 평균 4.27±0.35 cm, 체중은 평균 0.92±0.20 g 이었다.

∘ pH는 평균 7.37(7.32 ~ 7.43) 이었고, DO는 평균 90.0 %sat(85.7 ~ 97.3) 이었다.

∘ 시험기간의 평균 수온은 23.5 ℃(23.2 ~ 23.6) 이었다.

Table 1. 모비탄의 잉어에 대한 급성독성시험결과

농도

(mg/L)

잉어수

(마리)

누적치사수(마리)

3 hr 24 hr 48 hr 72 hr 96 hr

10.0
10

0 0 0 0 0

음성대조군 0 0 0 0 0

이상의 시험결과, 친환경유기농자재 모비탄의 잉어에 대한 48시간 및 96시간 반수치사농

도(LC50)는 모두 10.0 mg/L이상으로서 농약관리법에 의거 독성을 구분하면 Ⅲ급으로 분

류되었다.

3. 시험결과

모비탄의 잉어에 대한 급성어독성시험결과, 48시간 및 96시간 반수치사농도(LC50)는

모두 10.0 mg/L 이상으로서 농약관리법에 의거 독성을 구분하면 Ⅲ급으로 분류되었

다. 이상증상 관찰은 시험농도인 10.0 mg/L에서 중독증상이 관찰되지 않았으며 음성

대조군에서도 특이한 증상은 관찰되지 않았다.

Table 2. 시험물질처리 후 경과시간별 치사수

농도

(mg/L)

잉어수

(마리)

누적치사수(마리) 치사율(%)

24 hr 48 hr 72 hr 96 hr 48 hr 96 hr

10.0 10 0 0 0 0 0 0
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Table 3. 시험물질의 LC50 및 중독증상

구 분
LC50(mg/L) 중독증

상
전장(cm) 체중(g)

48 hr 96 hr

음성대조군

(20130502)
- - NOR

4.04±0.193

) 0.75±0.14

모비탄 > 10.0 > 10.0 NOR 4.27±0.35 0.92±0.20

양성대조군

(KTF-1301)1)

0.131

(0.114~0.152)
2)

0.108

(0.093~0.124)

SUR

LOE
4.58±0.15 1.27±0.14

※ 중독증상 : NOR(Normal), SUR(Fish mainly at the surface), LOE(Loss of equlilbrium)

1)양성대조구 시험기간 : 2013. 01. 07 ~ 2013. 01. 11

2)95% 신뢰한계

3)평균 ± 표준편차
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요 약 (Summary)

모비탄의 꿀벌에 대한 급성접촉독성시험을 수행한 결과 치사수(Table 1.)와 이상증상은

다음과 같다.

∘ 주요 이상증상은 관찰되지 않았다.

∘ 시험기간 중 평균온도는 25.5℃(20.5 ~ 28.9)이었다.

∘ 시험기간 중 평균상대습도는 69.1 %(27.0 ~ 90.0)이었다.

Table 1. 모비탄의 급성접촉독성시험 결과

처리농도

(μg/bee)
생물수

누적 치사수

4 hr 24 hr 48 hr

100.0 30 0 0 0

음성대조군 30 0 0 0

이상의 시험결과 모비탄의 꿀벌에 대한 24시간 및 48시간 반수치사약량(LD50)은 주원료

의 투입비율기준으로 100.0 μg/bee 이상 이었다.

5. 시험결과

5.1. 시험환경 조건

시험기간 동안 꿀벌실험실의 실내온도는 평균 25.5℃ (20.5 ~ 28.9) 그리고 상대습도

는 평균 59.1%(27.0 ~ 90.0) 이었다. 시험실내환경이 일부시간대에서 시험가이드라인

의 범위(온도 ; 23 ~ 27℃ , 습도 ; 50 ~ 70%)를 이탈하였으나 그 시간이 길지 않고

음성대조군에 미치는 영향이 없는 것으로 보아 시험물질 처리군에 대한 영향은 적

은 것으로 판단된다.

5.2. 관찰 및 급성접촉독성결과

관찰시 48시간 동안 시험군과 음성대조군 모두에게서 어떠한 중독증상이 관찰되지

않았다.

이상의 시험결과 모비탄의 꿀벌에 대한 24시간 및 48시간 반수치사약량(LD50)은 주

원료투입비율(10%)기준으로 100.0 μg/bee 이상 이었다.
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(3) 친환경 유기농자재 제품 공시를 위한 식물 약해 실험

(가) 바이탄

바이탄에 대한 약해 효과 검정 시험에서 시험작물(토마토, 고추, 상추, 배추, 오이)의 약해 증

상을 관찰하였다. 바이탄 제제 처리시, 무처리시 경엽의 외관상 약해 유무 달관조사를 하였다.

전남대학교 식물병리학실험실 온실에서 바이탄 제제 기준량, 배량을 작물 정식 10일 후 엽면

살포 하였으며, 7일간 3회 조사하였을 때 약해증상은 나타나지 않았다(표22). 이는 시험약제

“바이탄”이 기준량, 배량에서 무처리구 대비 약해증상이 없다고 판단되며, 약해시험 성적서 원

본을 아래에 첨부한다.

표22. 바이탄 제제 처리에 대한 약해시험

시험장소 시험약제
시험작물

( 품 종 )
조사방법 조사회수

약해정도 (0-5)

비 고

바이탄 배량

전남대학교

식물병리학

실험실

바이탄

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

경엽의

외관상

약해 유무

달관조사

3 0 0
기준량, 배량

약해 없음
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약 해 시 험 성 적 서

공시시료의 약해시험

2013년 02월 28일

시험기관 : 전남대학교 생물공학연구소
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약해 시험 성적서

연구과제명 : ㈜이코바이오 제품 바이탄에 대한 약해 효과 검정

시험기관 : 전남대학교 생물공학연구소 시험연도 : 2012. 12. 15 ~ 2013. 01. 28

담 당 자 : 김 영 철 시험장소 : 전남대학교 식물병리학실험실 온실

시험입지조건 (토성) : 온 실 (양질토)

1. 시험목적 : 약해를 조사하여 친환경유기농자재 목록공시제 등록자료로 활용하고자 함.

2. 시험방법

가. 대상시험 : 약해 유무 조사

나. 시험작물 : 토마토(뽀또, 농우바이오), 고추(부강,흥농씨앗), 상추(청치마, 아시아종묘),

배추(휘모리, 아시아종묘), 오이(백록다다기, 아시아종묘)

다. 처리내용

처 리 구
시 험

약 제
처리시기 및 방법

약 해
의뢰

회사기준량

(처리일자)

배량

(처리일자)

공시시료

처리구
바이탄

작물 정식 10일

후 엽면 살포

160kg/300평

(2013. 01. 15)

320kg/300평

(2013. 01. 15)

이코바이오

무처리 무처리 - -

라. 시험구 배치 및 면적 : 난괴법 3반복

구 분 시험 작물수 처리구 반복수 총구수 구당면적 총소요면적

약 해 5 3 3 45 2.16 m
2

97.2 m
2

마. 약제살포 전후 기상상황 : 비닐하우스에서 시험을 진행하였기 때문에 기상의 영향을

받지 않았으며, 약해판정에 영향을 줄만한 큰 기상변화는 없었음.
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3. 재배방법

시험작물

( 품 종 )
재배방법 파종일시 정식일시

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

12월20일

12월20일

12월20일

12월20일

12월20일

1월5일

1월5일

1월5일

1월5일

1월5일

4. 조사방법

구 분 조 사 항 목 조사회수 조 사 일 자 조 사 방 법

약 해 외관상 약해유무 3 1/18, 1/20, 1/22 경엽의 외관상 약해 유무 달관조사

5. 시험성적

가. 약해시험 (시험약제 처리 후)

시 험 약 제
시험작물

( 품 종 )

약 해 정 도 (0-5)

비 고

기준량 배량

바이탄

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

0 0
기준량, 배량

약해 없음

6. 결과요약

가. 약해 : 시험약제 “바이탄”은 기준량, 배량에서 무처리구 대비 약해증상이 없었음.

7. 시험담당자 의견 : 시험약제 “바이탄”은 기준량, 배량에서 약해 증상 없었음.

2013년 2월

전남대학교 생물공학연구소
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첨부사진

고추

상추

 

배추
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오이 

토마토
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(나) 모비탄

모비탄에 대한 약해 효과 검정 시험에서 시험작물(토마토, 고추, 상추, 배추, 오이)의 약해 증

상을 관찰하였다. 모비탄 제제 처리시, 무처리시 경엽의 외관상 약해 유무 달관조사를 하였다.

전남대학교 식물병리학실험실 온실에서 모비탄 제제 기준량, 배량을 작물 정식 10일 후 엽면

살포 하였으며, 7일간 3회 조사하였을 때 약해증상은 나타나지 않았다(표2). 이는 시험약제

“모비탄”이 기준량, 배량에서 무처리구 대비 약해증상이 없다고 판단되며, 약해시험 성적서 원

본을 아래에 첨부한다.

표23. 모비탄 제제 처리에 대한 약해시험

시험장소 시험약제
시험작물

( 품 종 )
조사방법 조사회수

약해정도 (0-5)

비 고

바이탄 배량

전남대학교

식물병리학

실험실

모비탄

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

경엽의

외관상

약해 유무

달관조사

3 0 0
기준량, 배량

약해 없음
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약 해 시 험 성 적 서

공시시료의 약해시험

2013년 02월 28일

시험기관 : 전남대학교 생물공학연구소
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약해 시험 성적서

연구과제명 : ㈜이코바이오 제품 모비탄에 대한 약해 효과 검정

시험기관 : 전남대학교 생물공학연구소 시험연도 : 2012. 12. 15 ~ 2013. 01. 28

담 당 자 : 김 영 철 시험장소 : 전남대학교 식물병리학실험실 온실

시험입지조건 (토성) : 온 실 (양질토)

1. 시험목적 : 약해를 조사하여 친환경유기농자재 목록공시제 등록자료로 활용하고자 함.

2. 시험방법

가. 대상시험 : 약해 유무 조사

나. 시험작물 : 토마토(뽀또, 농우바이오), 고추(부강,흥농씨앗), 상추(청치마, 아시아종묘),

배추(휘모리, 아시아종묘), 오이(백록다다기, 아시아종묘)

다. 처리내용

처 리 구
시 험

약 제
처리시기 및 방법

약 해
의뢰

회사기준량

(처리일자)

배량

(처리일자)

공시시료

처리구
모비탄

작물 정식 10일

후 엽면 살포

160kg/300평

(2013. 01. 15)

320kg/300평

(2013. 01. 15)

이코바이오

무처리 무처리 - -

라. 시험구 배치 및 면적 : 난괴법 3반복

구 분 시험 작물수 처리구 반복수 총구수 구당면적 총소요면적

약 해 5 3 3 45 2.16 m
2

97.2 m
2

마. 약제살포 전후 기상상황 : 비닐하우스에서 시험을 진행하였기 때문에 기상의 영향을

받지 않았으며, 약해판정에 영향을 줄만한 큰 기상변화는 없었음.
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3. 재배방법

시험작물

( 품 종 )
재배방법 파종일시 정식일시

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

온실내 대형포트

12월20일

12월20일

12월20일

12월20일

12월20일

1월5일

1월5일

1월5일

1월5일

1월5일

4. 조사방법

구 분 조 사 항 목 조사회수 조 사 일 자 조 사 방 법

약 해 외관상 약해유무 3 1/18, 1/20, 1/22 경엽의 외관상 약해 유무 달관조사

5. 시험성적

가. 약해시험 (시험약제 처리 후)

시 험 약 제
시험작물

( 품 종 )

약 해 정 도 (0-5)

비 고

기준량 배량

모비탄

고추 (부강)

상추 (청치마)

배추 (휘모리)

오이 (백록 다다기)

토마토 (뽀또)

0 0
기준량, 배량

약해 없음

6. 결과요약

가. 약해 : 시험약제 “모비탄”은 기준량, 배량에서 무처리구 대비 약해증상이 없었음.

7. 시험담당자 의견 : 시험약제 “모비탄”은 기준량, 배량에서 약해 증상 없었음.

2013년 2월

전남대학교 생물공학연구소
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첨부사진

고추

상추 

배추
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오이 

토마토
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제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제1절. 연구개발 목표의 달성도

과제구분 핵심연구목표
달성도

(%)
연구개발 수행내용

제1핵심

1세부

다양한 시험제형에 대한

활성 포자 검토 및 효능

분석

100

- 제형성상(WP, EU, OL)에 따른 생

균수 안정성 분석

- 시험제형의 살충력 극대화를 위한

안정성 개선 제형 개발

화학농약과 혼합사용 등

생물학적, 화학적 안정성

분석

100
- 살충제, 항곰팡이제, 제초제 등 화

학제와의 compatibility 검토

시험제형의 실내 살충력

검정 및 효능 분석
100

- 시험제형의 실내 살충력 스펙트럼

확인

- 점박이 응애, 온실가루이, 복숭아

진딧물 등 대상 해충에 대한 실내

살충력 검증

친환경유기농자재 개발

제형을 활용한 약해,

약효 분석

100

- 친환경유기농자재 목록공시를 위한

오이 점박이응애를 이용한 약해,

약효 시험

- 딸기, 참외, 수박 등 시설재배

작물을 이용한 시험제형의 비해

시험 수행

제1핵심

2세부

대량 생산을 위한

산업용 배지조건 확립

및 생산 수율 검토

100

- 산업적 포자 원제 확보를 위한

산업용 배지 조성 실험 및 배양

공정 최적화 실험

- 다양한 산업용 배지 및 공정별

수율 분석

- 산업용 배지 조성, 배양 환경 및

공정에 대한 경제성 분석을 통해

최적의 배지조성 및 공정 확립

고농도 활성 포자의

회수 및 포자 원제 생산

공정 개발

100

- 고농도 포자 원제 확보를 위한

공정 개발.

- 고농도 세포배양에 대한 원제

안정성 향상 공정 개발

시험제형의 안정성 검토

및 시험제형 개발
100

- 원제, 시험제형의 생균수 검토 및

보관 기간별 균주 안정성 검토

친환경유기농자재

목록공시를 위한

독성분석

100

- 친환경 자재의 환경에 대한

마우스 독성, 잉어독성, 꿀벌

등에 대한 독성 자료 확보

- 중금속, 생균수 등에 대한 공인

국가기관 및 시험 방법을 통한

공인시험성적서 확보
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과제구분 핵심연구목표
달성도

(%)
연구개발 수행내용

제2핵심

1세부

길항 세균의 분리 동정,

대량생산 공정 확립 및

제품화 제형 개발

100

- 분리된 신규 2 균주(YC6887,

YC7007)의 동정, 배양 최적 조건

조사

- 각 균주의 대량 배양 용 배지 조성

및 생산 공정 확립

- 제품화를 위한 입제, 수화제 조성

용 첨가부제 확정 후 제형화

항균 활성 물질의 화학

구조 및 길항 미생물의

작용기작 규명

100

- 길항 내생 세균 YC6887이

생산하는 항균물질 2종

p-hydroxybenzaldehyde, phenyl

acetic acid 구조 결정

- YC6887 균주의 병 저항성 유도

관련 유전자 발현 확인 및 full

genome sequencing 완료

- 애기장대 돌연변이주를 이용하여

균주의 식물생육촉진 작용기작을

규명

친환경유기농자재 목록

공시제, 생물농약 등록을

위한 포장 효과 시험

100

- 시제품의 친환경유기농자재 목록

공시 등록을 위하여 딸기

흰가루병 포장 시험 완료

- 향후 생물농약 등록을 위하여

고추탄저병, 벼 키다리병 등 포장

시험 진행 중

생물농약, 친환경유기농

자재 목록 공시제

(생물농약) 등록 용

안전성, 독성 조사

100

- 시제품의 친환경유기농자재

등록용 급성, 아급성, 안점막

자극성, 어독성 등 안전성 자료

확보

- 유해 미생물 분석 공인시험성적서

확보

제2핵심

2세부

미생물소재의 효능

증대를 위한 신 제형

개발

100

- 방제 효능 증대를 위한 Attrision

mill을 이용한 chitosan, alginate

microsphere 제조 및 대량 생산 공

정 체계 확립

친환경 유기농자재 제품

공시를 위한 포장 시험
100

- 흰가루병 및 진딧물등 친환경 소재

의 효능 검증을 위한 30개 농가에

서 오이, 딸기, 토마토 등 다양한

작물에 적용 시험

- 2품목에 대한 작물 약해 시험

완료(전남대학교 농과대학)

친환경 유기농 자재

제품 공시를 위한 신청
100

- 2품목의 독성시험 완료(한국 생물

안정성 센터) 후 제품공시를 위한

신청서 제출

제품 판매를 위한

마켓팅 추진
100

- 친환경 농자재 판매사

(케이원바이오텍)와 제품 공급

MOU 체결

- 중국 수출을 위하여 대만 농업회사

(MasterVet)과 판매 계약 추진 중
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제2절. 연도별 목표 달성도

과제구분 개발 기술

목표(수준, 성능, 품질)

1차년도

(2010)

2차년도

(2011)

3차년도

(2012)

제1핵심

1세부

o 친환경유기농자재 3종(WP, ES, OL)의

시험 제형 개발

o Top spray법을 이용한 실내 살충력 검증

기술

o 시설하우스 현장 시험을 통한 친환경유기

농자재의 효능 분석

수화제(WP)

시험 제형

개발

유탁제, 오일제

(ES, OL) 시험

제형 개발

제1핵심

2세부

o 곤충병원성 곰팡이의 산업적 대량 배양

생산 기술 확보

o 고농도 활성 포자의 생산 공정 개발

o 친환경유기농자재 목록공시 신청 (1차

작물보호제로 신청, 2차 병해충관리제로

변경 신청)

작물보호제

목록 공시

신청(‘패시포라,

PaeciPora
®
)

병해충관리제

목록 공시

신청, 진행 중

제2핵심

1세부

o 길항 세균의 분리, 대량 생산 공정 확립

및 제품화 제형 개발

o 항균 활성 물질의 화학 구조 및 길항

미생물의 작용기작 규명

o 친환경유기농자재 목록 공시제, 생물농약

등록을 위한 포장 효과 시험

o 생물농약, 친환경유기농 자재 목록

공시제 (생물농약) 등록 용 안전성, 독성

조사

신규 세균

분리 동정,

대량 배양

조건 확립

기주의 병

저항성 유도

기작 확인

입제, 수화제

제형 개발 및

포장 시험

항균물질 구조

결정 결과

기지 물질로

확인

시제품의

수화제 독성

조사 결과

안전성 판명

병해충관리제

목록 공시

(‘세머루’

Semeuru®)

신청 준비 중

제2핵심

2세부

o 미생물소재의 효능 증대를 위한 신 제형

개발

o 친환경 유기농자재 제품 공시를 위한

포장 시험

o 친환경 유기농자재 목록공시 신청 (2종

병해충관리제)

chitosan,

alginate

microsphere

제조

천연물질의

신규 제형을

이용한 포장

시험

병해충관리제

목록 공시

(‘바이탄’

Vitan
®
:살균제,

‘모비탄’

Mobitan
®
:충제

) 신청 중
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제 5 장   연구개발 성과 및 성과활용 계획

제 1 절 연구개발 성과

1. 연차별 연구 성과

(단위 : 건수)

과제
구분

구분

특허 신품종

유전자원
등록

논문

출원 등록
품종

명칭등록

품종생산
수입판매

신고

품종보호
SCI 비SCI

출원 등록

제1

핵심

1차

년도

목표 1 0 0 1

달성 2 0 0 1

2차

년도

목표 2 0 0 1

달성 0 0 0 0

3차

년도

목표 2 1 1 1 2

달성 1 0 0 0 1

제2

핵심

1차

년도

목표 2 0 1 3

달성 2 0 2 0

2차

년도

목표 2 0 3 3 3

달성 0 0 4 2 0

3차

년도

목표 2 2 3 3 3

달성 3 0 3 5 0

계
목표 11 3 7 7 13

달성 8 0 7 9 2

2. 연구종료 후 연구결과 활용 목표

(단위 : 건수)

구분 기술실시(이전) 상품화 정책자료 교육지도 언론홍보 기타

활용건수
목표 0 2

달성 1 3

* 기술명: 곤충병원성 곰팡이를 이용한 미생물살충제 제조 (실시기간: 2011.11.10-2031.11.10(20년)

실시기업: (주)인섹트바이오텍

* 상품명: 친환경유기농자재 병해충 관리제 (‘패시포라, PaeciPora
®
등록 후 제품 판매)

실시기업: (주)인섹트바이오텍

* 상품명: 친환경유기농자재 병해충 관리제 (‘바이탄’ Vitan
®
: 살균제, ‘모비탄’ Mobitan

®
: 살충제, 등록

후 제품 판매), 실시기업: (주)이코바이오

* 상품명: 친환경유기농자재 병해충 관리제 (‘세머루’ Semeuru®, 등록 후 제품 판매), 실시기업:

(주)제일그린산업
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3. 논문게재 성과

게재연도 논문명

저자

학술지명 Vol.(No.)
국내외

구분
SCI구분

주저자
교신저

자
공동저자

2011

Preliminary
Evaluation of
Paecilomyces

lilacinus HY-4 to
Control

Tetranychus
urticae

신태영 우수동
박호용,
손광희

International
Journal of
Industrial

Entomology

22 (1) 국내 비SCI

2011

Sphingomonas
oryziterrae sp.

nov. and
Sphingomonas

jinjuensis sp. nov.
isolated from

rhizosphere soil
of rice (Oryza

sativa L.).

정유진 정영륜 5

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

61(10) 국외 SCI

2012

Diversity and
Characterization
of Endophytic

Bacteria
Associated with
Tidal Flat Plants

Antagonistic..

페미다
비비

정영륜 4
Plant

Pathology
Journal

28(1) 국내 SCIE

2012

Chitinophaga
oryziterrae sp.
nov., isolated

from the
rhizosphere soil
of rice (Oryza

sativa L.)

정유진 정영륜 4

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

62(12) 국외 SCI

2013

온실가루이
병원성 곰팡이의
특성 및 살충제

개발을 위한 평가

윤휘건 우수동 6
Korean

Journal of
Microbiology

49(1) 국내 비SCI

2013

Mucilaginibacter
jinjuensis sp.

nov., with xylan
degrading

activity

하지칸 정영륜 5

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

63(4) 국외 SCI

2013

Hoeflea suaedae
sp. nov., an
endophytic
bacterium

isolated from the
root of a

halophyte, Suaeda
maritima

정유진 정영륜 6

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

63(6) 국외 SCI

2013

Martelella
endophytica sp.

nov., an
antifungal
bacterium

associated with a
halophyte

페비다
비비

정영륜 5

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

2013 Jan
25.

국외 SCI

2013

Mucilaginibacter
gynuensis sp.
nov., isolated

from
rotten-wood

하지칸 정영륜 4

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

2013 Mar
8.

국외 SCI

2013

Amorphus suaedae
sp. nov., a novel

bacterium
isolated from the

root of a tidal
flat plant

황정문,
정유진

정영륜 6

International
Journal of
Systematic

&
Evolutionary
Microbiology

2013 May
17 국외 SCI
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4. 특허 성과

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원연도 특허명 출원인 출원국 출원번호 등록연도 특허명 등록인 등록국 등록번호

2011

식물병의
생물학적 방제
효능 및 질소
고정 효능을

갖는
마르테렐라

엔도파이티카
ＹＣ6887
균주를

함유하는
다기능성

미생물 제제

제일그린
산업·경상

대
대한민국 10-2011-00

69612

2011

식물병의
생물학적 방제
효능 및 질소
고정 효능을

갖는 다기능성
미생물 제제

(상동)

제일그린
산업·경상

대
PCT

PCT/KR2
011/00630
0

2011

HY-2의
대량생산을
위한 신규한
배양방법

한국생명
공학연구

원
대한민국

제2011-
0028178호

2011

HY-4 의
대량생산을
위한 신규한
배양방법

한국생명
공학연구

원
대한민국

제2011-
0028179호

2013

패실로마이세

스 속 균주를

이용한

생물농약

제조방법

한국생명
공학연구

원
대한민국

제2013-
0062878호

2013

식물 내생세균
바실러스

메칠로트로피
쿠스 YC7007
균주 및 이를
이용한 다기능
생물농약 및
미생물비료

개발

제일그린
산업·경상

대
대한민국

10-2013
-0046313

2013

식물 내생세균
바실러스

메칠로트로피
쿠스 YC7007
균주 및 이를
이용한 다기능
생물농약 및
미생물비료

개발

제일그린
산업·경상

대
PCT

PCT/KR2
013/00401
2

2013

액상유황
함유 작물

보호제
제조방법

(주)이코
바이오

대한민국
제2013-

0089470호
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5. 실용화 및 산업화 계획

가. 기술이전

(1) 기술명 : 곤충병원성 곰팡이를 이용한 미생물살충제 제조 기술

- 실시기업 : (주)인섹트바이오텍

- 계약일 : 2011년 11월 10일

- 선급실시료 : 32,200,000원

- 경상실시료 : 순 매출액의 3%

나. 산업화 계획

(1) 제품 정보

<2013년 후반기 제품 출시>

- (주)인섹트바이오텍 : 친환경유기농자재 목록공시 병해충 관리제/ 패시포라(PaeciPora®)

- (주)이코바이오 : 친환경유기농자재 목록공시 병해충 관리제/ 바이탄(Vitan®), 모비탄

(Mobitan®)

<2014년 전반기 제품 출시>

- (주)제일그린산업 : 친환경유기농자재 목록공시 병해충 관리제/ 세머루 (Semeuru®)

1단계 등록 후 제품 판매)

<2015년 후반기 제품 출시>

- (주)제일그린산업 : 천연식물보호제/ 세머루 (Semeuru®) 등록 추진

(2) 사업화 추진 상황

- 궁극적으로 다양한 제형화 기술을 바탕으로 현장에 적합한 제품을 출시하여 화학농약 대체

가능한 친환경식물보호제로 등록 사업화

- 국내 시장 진입 후 외국 수출 전략: 국내 시장은 약 800억 원 이상의 규모로 추정(2011년

기준). 전 세계 생물농약 시장은 1,320 million US$ 규모

- 과제 종료 5년 후 국내 150억 원, 해외 50억 원 매출을 목표 함

- 국내 2012년 6월 이후 친환경유기농자재 목록공시 관련 규정의 수정으로 인하여 제품의 품

질인증 기간 지연

다. 추가 연구개발 계획

(1) 개발한 시험제형의 고도화

- 효능이 차별화된 시험제형에 대한 메커니즘 연구

- 제형 연구는 향후 관련 연구 분야의 기초자료로 활용 가능함

- 미생물제제의 안정성 향상을 통한 다양한 미생물 제제에 적용 가능함

(2) 친환경유기농자재 품질 인증

- 개정된 친환경유기농자재법 시행 규칙에 따라 1차적으로 품질인증을 거쳐 궁극적으로는 천
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연식물보호제로 등록: 추가 독성 및 포장 시험 평가 계획

(3) 시장(판매자)/환경(소비자)에 적합한 제품 개발

- 친환경유기농자재는 환경적 특성을 고려할 필요가 있음

- 제품의 적용 시기, 작물, 환경 특성에 적합한 다양한 제품화

(4) 해외 마케팅을 위한 다국적 기업과의 협력

-해외 제품 진출을 위하여 국내외 대기업, 다국적 기업과의 공동 마케팅 전략 추진

6. 홍보 및 기술 확산

가. 국제전시 및 기술 마케팅

(1) Bio2013 International Convension & Exibition (2013년 4월 22일 ~ 26일, 미국 시카고)

- Bio2013 행사기간 동안 기술마케팅 실시하였음

- 브라질, 말레이시아, 미국 등 현지 특허 법인 및 해외 바이어 상담

(2) 2012 생명산업과학기술대전 참가

- 농림수산식품부 주관 (2012년 9월 20~23일 양재동 AT 센터)

- 기술사업화지원사업 성과발표회

- 생명자원관 전시부스 운영
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제 6 장   연구개발 과정에서 수집한 해외 과학기술 정보

    o 세계 천연작물보호제시장은 OECD국가를 중심으로 한 친환경농업정책으로 2013년에는

전체 농약시장의 약 15%인 45억 달러에 달할 것으로 추정되며 (Santander

Investment), 이웃 중국에서는 2013년 국가적 차원으로 친환경농업과 식품 안전 문제

를 선택하였으며, 미생물 기반 천연물농약의 급속한 시장 확대가 예상딘다.

o 최근 들어 OECD 국가를 중심으로 한 친환경농업정책 추진으로 다국적기업인 Bayer

Crop Science, Novartis, Syngenta 사 등이 천연작물보호제 개발에 적극 나서고 있으

며, Bayer Crop Science사의 경우 2012년도 7월에 미국의 벤처기업 Agraquest사(2009

년도 1억 달러 매출 달성)를 4.5억불에 인수하여 개발 기술 확보하였다.

o 미국의 경우 천연작물보호제 개발은 최근 새로운 개념의 세균에 의한 기주식물 전신저

항성 유도(Induced Systemic Resistance, ISR) 결정인자에 대한 연구에 주력 하고 있으며,

현재까지 유도저항성을 기반으로 상품화된 미생물 유래 제품은 미국 Bayer에서 개발

한 Yield Shield가 유일하게 출시되어 있어 앞으로 기술 경쟁이 치열할 것으로 예상된

다.

o 유럽은 세계 다른 지역보다 천연작물보호제 개발에 더 많은 시간과 비용이 소요되는

지역으로 최근 들어 독성자료 제출의 요구 수준이 높아지고 있다. 다국적 기업인

Novartis (현 Syngenta)는 유도저항성 연구 결과 salicylic acid의 다양한 유도체를 합성하

여 BTH (acibenzolar-S-methyl)를 선발, 개발하여 유럽, 미국 등에서 시판 하였으나

포장에서 사용 시 작물 생장과 수확량이 감소되는 문제가 발생되어 제품 확대가 주춤

한 상황이다.

o 종합적으로 현재 등록된 제품에 뒤이어 2017년까지 전 세계적으로 미생물/생화학 중심

의 천연작물보호제 연구 및 이를 이용한 제품 개발이 급속히 늘어 날것으로 예상된다.

특히 최근 문제시 되고 있는 꿀벌의 집단 폐사와 관련하여 많은 연구가 진행되고 있

다. 2012년 4월 이탈리아 연구진은 Neonicotinoids 계열의 농약이 꿀벌의 집단폐사를

유발한다는 연구를 Environmetal Science & Technology 연구지에 발표하였고, 2012년

말, 영국의 스털링 대학 연구진도 Science 지에 Neonicotinoid 계열의 살충제인

imidacloprid가 꿀벌의 군집에 negative effect를 주었고, 여왕벌의 생산에 영향을 주었

다고 발표하였다.

o EU 식품안전청(European Food Safety Authority, EFSA)은 2012년 4월 EU 집행위로

부터 clothianidin, imidacloprid와 thiamethoxan의 영향에 대하여 조사요청을 받았고,

2013년 1월에 Neonicotinoids의 사용이 90년대 초부터 전 세계의 농업에 막대한 영향

을 준 꿀벌 폐사의 주요 요인이며, 꿀벌에 대한 강한 급독성 영향을 끼치고 있다고 조

사결과를 발표하였다. 따라서, EU 집행위는 Neonicotinoids를 단계적으로 사용을 금지

할 것을 강력히 권고하였다. 따라서, 전 세게적으로 화학농약을 천연물 또는 미생물을

이용한 친환경유기농자재 또는 생물농약으로 서서히 전환하여 그 비중이 축소될 것으

로 예상된다.
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그림. EFSA 가 발표한 neonicotinoids의 위험성에 대한 공지.
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