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○ 토마토 병해(풋마름병, 잿빛곰팡이병) 제어용 유용미생물 발굴·

효능 검증 및 특성분석

○ 대량배양·제형화 공정 개발 및 시제품의 효능 검증·안전성 분석

○ 현장적용 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

전체 내용

① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

- 토양, 식물 근권 등 자연계로부터 분리한 600점 이상의 기 확보된 미

생물(Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas 등)의 토마토 병해(풋

마름병, 잿빛곰팡이병)에 대한 길항 능력 조사

- 길항 능력이 우수한 미생물들의 배양 상등액(대사산물)의 항균활성 

확인 후 최종적으로 10종 이상(항세균 활성 5종 이상, 항진균 활성 

5종 이상, 복합기능 2종 이상)의 유용미생물 선발

② 유용미생물의 생물학적 특성 분석, 대량배양 공정·제형화 기술 

개발 및 안전성 분석

- MTT assay, 용혈반응을 이용한 세포독성 평가로 선발된 유용미

생물의 안전성 분석

- pH, NaCl, 온도 등 다양한 배양조건에서 유용미생물의 생육 특성분석

- HPLC, LC-MS 등 분석장비를 활용한 미생물 유래 활성 대사산물의 

정성 분석

- 핵자기공명(NMR)과 LC-MS/MS를 이용한 기능성 대사산물의 분자

구조 결정

- 인공 리포조옴(liposome), 박테리아 세포막을 활용하여 활성

대사산물의 작용기작 구명

- 바이오 리액터와 반응표면분석법을 활용한 대량배양용 저비용·고효율의 

최적 배지 개발(최적 탄소원·질소원·무기염류 성분 및 조성 확립)

- 5∼100L 발효기를 이용한 대량배양 최적 조건 정립, 2∼10톤 규모 

대용량 발효기의 대량배양 scale-up 및 배양 매뉴얼 확립



-  재배 방식(토경, 양액) 및 처리 방법(관주, 엽면시비)에 적합한 제형

(액상, 분상 수화제, 펠렛 등) 공정 및 최적의 배합조건을 갖춘 복합

제제(세균병 제어 미생물 + 곰팡이병 제어 미생물) 개발

③ 시제품의 효능 검증 및 안전성 분석

- 시제품(단일·복합 미생물제제)의 실험실 조건에서 길항작용(항세

균, 항진균 활성) 조사, pot assay를 통한 작물에 대한 병해 제어 

기능 평가 및 현장적용 가능성 검증

- 현장적용 가능성이 검증된 시제품을 대상으로 지정 농가의 재배 방식, 

처리 방법에 따라 농가 현장 활용

- 시제품의 작물에 대한 약해 검증 및 생태독성(어류, 물벼룩 등) 평가 및 

안전성 분석기술정립

④ 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

- 수요자(농가)가 미생물제제를 쉽게 사용할 수 있도록 간편하고 체계

적인 지침서를 제작·보급

- 미생물제제 보관 방법, 사용 방법, 처리 시기, 횟수, 주의사항 등이 기록된 

사용 지침서 제작·보급

- 사용 지침서에는 기존 재배 환경에 미생물제제를 처리했을 경우 

미생물제제의 잔류기간 및 점유율 등을 명시하여 기존 재배 환경에 

미치는 영향을 기재하고 다음 살포시기를 예찰할 수 있는 방법으로 사용

1단계

(해당 시 작성)

목표

내용

n단계

(해당 시 작성)

목표

내용

연구개발성과 

○ 친환경, 고부가가치/선도형 농가를 위한 주요 토마토 병원균 방제 비용 및 부대비용 절감을 

위한 방제 기술 보급

○ 토마토 병원균(풋마름병, 잿빛곰팡이병) 방제 종합관리 매뉴얼 개발에 의한 농업 현장 애로사항 해결
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○ 대량배양 및 제형화 기술 개발을 통한 유용미생물제제의 실용화 시스템 개발

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

○ 토마토 병해 제어용 유용미생물 자원 발굴·효능 검증 및 특성 분석(논문)
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1. 연구개발과제의 개요

 1-1. 연구개발의 개요

  본 연구는 토마토 병해(풋마름병, 잿빛곰팡이병) 방제용 유용미생물 발굴, 효능 검증, 대량배양과 제형

화 공정 정립 및 현장적용을 위한 사용 매뉴얼을 개발하고자 하는 것이다.

 가. 풋마름병

  풋마름병원균(Ralstonia solanacearum)은 그람음성의 간상세균이며 호기성이다, 풋마름병원균

은 세균성 병해로서 지면의 온도가 25℃ 이상일 때 많이 발생하고, 병원균은 토양 속에서 약 4∼5

년간 생존하며 지중 30 cm 이내의 깊이까지 생존한다. 상처가 생긴 뿌리로 침입한 병원균은 도관을 

통해 전신으로 확산되어 증식하고 목질부를 손상시켜 식물을 고사시킨다. 그리고 한번 풋마름병이 

발병한 포장에서는 연작피해가 매우 심한 것으로 알려져 있다.

<그림 1. 토마토, 고추, 감자에 발병한 풋마름병>

 나. 잿빛곰팡이병

  잿빛곰팡이병원균(Botrytis cinerea)은 진균계의 불완전균에 속하며, 분생자경, 분생포자, 균핵을 

형성하며, 20℃ 전후의 저온과 다습한 조건에서 많이 발생한다. 병원균은 균핵이나 분생포자의 형태로 

토양, 병든 식물체에 월동하여 1차 전염원이 되기도 하며, 기주작물의 병반에 형성된 분생포자가 

비산하여 2차 전염을 일으킨다. 특히 잎, 엽병, 줄기 등에도 발병하나 주로 과실에 발병하며, 대표

적으로 겨울철 저온 다습한 조건에서 재배되는 토마토가 병에 매우 취약한 것으로 알려져 있다.

<그림 2. 토마토, 고추, 딸기에 발병한 잿빛곰팡이병>
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 1-2. 연구개발 대상의 국내·외 현황

 가. 국내 기술 수준 및 시장 현황

 ○ 기술현황

  풋마름병원균은 국내에서 경제적으로 매우 중요한 가지과 작물인 토마토, 감자, 고추 등의 작물에 주로 

발생하는 토양 전염성 병원균이며, 재배 지역 및 작형에 무관하게 발생하고 기후변화로 겨울과 이른 

봄 기온이 상승하여 계절에 무관하게 발생한다. 병해 예방을 위해 국내에서는 저항성 대목을 이용한 

접목묘를 정식하여 재배하고 있으나, 재배 년수가 길어짐에 따라 병원균 밀도가 증가하여 병 발생이 

증가하고 있으며 그 전염속도가 매우 빠르다. 또한, 균주 간 상동성이 매우 낮고 복잡해 토양살균이나 

살균제 혹은 마이신계통의 농약을 주기적으로 관주하여도 방제에 어려움이 있다. 더 나아가 화학

농약을 지속적으로 사용하다보면 약제저항성이 발생할 수 있어 병원균 자체를 방제하는 방법이 요구되지만 

현재까지 연구가 미흡한 실정이다. 잿빛곰팡이병원균은 매우 넓은 기주범위를 갖고, 토양에 있는 다른 

유기물에서 부생적으로 생존 할 수 있으며, 대기전염성으로 작물에 도달한 포자가 발아하여 강우, 이슬, 

안개 혹은 관개로부터 자유수가 식물표면에 존재할 때 감염된다. 국내에는 저항성 품종이 없으며 저온 

다습한 온실에서 재배하는 작물에 발병되기 쉽고, 약제저항성이 쉽게 유발되기 때문에 단일 약제

로는 방제가 어렵다. 현재 국내에 등록된 약제는 매우 제한적이며, 병원균 자체를 방제하는 효과적 

방법 연구가 미흡한 실정이다.

적용약제 사용적기
안전사용기준

시기 횟수

보스칼리드수화제 발병초 7일 간격 수확 3일전까지 3회이내

폴리옥신비수화제 발병초 7일 간격 수확 3일전까지 3회이내

펜헥사미드 발병초 7일 간격, 중엽처리 수확 3일전까지 3회이내

테부코나졸수화제 발병초 7일 간격 수확 7일전까지 3회이내

토마토잿빛곰팡이병 방제 등록약제 (농촌진흥청)

 ○ 시장현황

  최근 주요 글로벌 농화학 기업들의 대표 작물보호제 제품에 독성, 저항성문제가 있다는 지적이 

잇따르고 있어, 대안으로 미생물제제와 같은 바이오 작물보호제가 대두되고 있다. 이러한 추세로 국내 

미생물 시장 규모는 ‘18년 기준 약 7,700억 원에 달하며, 그 중 농업용 미생물제제(미생물 농약, 

미생물비료) 시장 규모는 약 650억 원으로 8.4%를 차지하며, 국내에 등록한 농업용 미생물제제는 

‘14년을 기준으로 유기농자재 공시 등록 제품 1,290종과 비료용 300여 종이 등록, 시판 중이다. 바

이오 작물보호제는 상대적으로 시장 예측 리스크가 적고 기간에 따른 기회 손실이 적어 투자 가치가 

있고, 친환경농산물에 대한 소비 요구 증가로 시장이 점차 확대될 전망이지만 꾸준한 수요 증가에도 

불구하고 기존 화학농약에 비해 포트폴리오가 크게 미흡한 실정이다.

 ○ 경쟁기관현황

  국내 작물보호제 기업 수는 약 43개이며, 대표적인 기업으로는 팜한농㈜, ㈜농협케미컬,  ㈜

경농, ㈜동방아그로, 한국삼공㈜ 등이 있다. 글로벌 작물보호제 기업들의 평균 영업이익률이 21%

인데 반해 국내 기업들은 과도한 원제 구입 비용에 의한 제조 원가 상승으로 5∼6%의 낮은 영업이

익률을 보이고 있으며, 연구개발비용 역시 매출액의 평균 2.3%로 글로벌 기업들의 평균 7.1%에 

미치지 못한다. 한국화학연구원과 팜한농㈜, ㈜LG생명과학, ㈜경농, ㈜목우연구소 등의 기업이 자

체투자 및 산업부의 산업핵심기술개발사업 등을 통해 신물질 개발 및 글로벌 사업화를 꾸준히 시도하고 

있으나, 원천기술 개발을 위해 정부 차원에서 전주기적인 R&D 지원이 요구되며 작물보호제 소재 연구

기관 또한 부족한 실정이므로 종합적이고 체계적인 지원전략 수립이 필요하다.
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화합물(상품명) 용도 개발자 현재상태

Pyribenzoxim(피안커) 제초제 ㈜LG생명과학 글로벌 수출중

Ethaboxam(가디언) 살균제 ㈜LG생명과학 일본 기술수출

Flucetosulfuron(플럭소) 제초제 ㈜LG생명과학 일본 출시

Bistrifluron(하나로) 살충제 팜한농㈜ 글로벌 출시

Metamfop(피제로) 제초제 팜한농㈜ 글로벌 출시

Methiozoline(포아박사) 제초제 ㈜목우연구소 국내 출시 및 글로벌 등록 진행

Tiafenacil(테라도) 제초제 팜한농㈜ 독성 Phase Ⅱ 진행

Stylostrobin 살균제 ㈜경농 독성 Phase Ⅱ 진행

국내에서 개발한 신물질 작물보호제 원제 (출처: 한국화학연구원)

 ○ 지식재산권현황

  최근 5년간 작물보호제 관련 특허는 약 516건으로, 이 전 5년에 비해 약 3배가량 증가하였다. 그중에서, 

풋마름병에 관련한 특허는 약 14건, 잿빛곰팡이병 관련한 특허의 경우 약 27건이며, 이 중 Bacillus 속 균주를 

사용한 내용이 대부분을 차지한다. 작물보호제 관련 특허가 증가한 것에 비해 풋마름병 관련 특허는 매우 

저조한 상황이며, 특허 내용 또한 후보 균주 선발과 미생물 배양액 효능 검증 분야에 치중되고 있다. 

모든 포장 내에서도 방제 효과를 보이는 최적 제제화나, 효능 물질 및 대사산물의 대량배양 기법을 확립

하여 실제 현장적용을 위한 사용 매뉴얼 관련 특허가 미흡한 실정이다.

 ○ 표준화현황

  2001년도에 정부 차원의 육성정책이 도입되어 친환경농업 제1차 5개년 계획을 수립하고 저농약, 무

농약, 전환기 유기농산물, 유기농산물 등 4종류의 친환경농산물 인증제가 시행되었다. 2004년도에 농업

농촌 종합대책과 제2차 친환경농업육성 5개년 계획을 수립하여 토양관리, 친환경 농자재, 생산기반구

축, 기술개발, 소비촉진, 유통구조개선, 인증제도 중장기 제도개선 방향 등 종합육성방안을 마련하였고, 

2007년도에는 정부가 ‘친환경유기농자재 목록 공시제’를 시행하였다. 유기농자재는 유기농수산물을 

생산, 제조, 가공 또는 취급하는 과정에서 사용할 수 있는 허용물질을 원료 또는 재료로 하여 만든 

제품(농약, 비료, 가축사료 첨가제 등)이다. 이에 따른 농촌진흥청에서는 유기농자재가 허용물질을 

사용하여 생산된 자재인지를 확인하여 그 자재의 명칭, 주성분명, 함량 및 사용방법 등에 관한 정보를 

공시하고 있다. 유기농자재의 공시는 유기농산물의 생산을 위해 사용 가능 여부를 검토하기 위한 제도

이며, 유기농자재의 공시 대상은 토양개량용 또는 작물생육용 유기농자재와 병해충 관리용 유

기농자재로 나뉜다(농림축산식품부 소관 친환경농어업 육성 및 유기식품 등의 관리·지원에 관한 법률 

시행규칙 제46조). 유기농자재 공시를 위해서는 ①현장기준, ②원료의 특성 등에 관한 자료, ③이

화학(미생물 검정) 검사적성서, ④식물에 대한 시험성적서, ⑤독성에 대한 시험성적서, ⑥제조공정, 

품질 관리 등에 대한 자료, ⑦포장지 표시사항에 관한 자료 등 7가지 인증기준을 준수해야 한다(친

환경농어업 육성 및 유기식품 등의 관리·지원에 관한 법률 제37조 제3항, 농식품부 소관 친환경농어업 

육성 및 유기식품 등의 관리·지원에 관한 법률 시행규칙 제47조 제1항 및 별표 13 제1호). 이 밖에 

유기농자재를 생산하는데 사용 가능한 허용물질의 종류와 기준은 ‘농식품부 소관 친환경농어업 육성 

및 유기식품 등의 관리·지원에 관한 법률 시행규칙’ 별표 1 제3호에 따른다(농품부 소관 친환경농어업 

육성 및 유기식품 등의 관리·지원에 관한 법률 시행규칙 제3조 제1항).
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 나. 국외 기술 수준 및 시장 현황

 ○ 기술현황

  글로벌 시장의 작물보호제는 16개의 계열로 분류되어 있으며, Strobilurin 계열 21.2%, 

SBI(Sterol biosynthesis inhibitors)-Triazole 계열 22.4%, SBI-azole 계열 7.9%, SDHI(Succinate 

dehydrogenase inhibitors) 계열이 6.7%를 차지한다. 그러나 동일 계통의 작물보호제를 장기간 중복 

사용하여, 기존 약제에 대해 저항성을 갖는 세균병이 점차 증가하는 문제를 해결하기 위해서는 작용

기전(mechanism of action)이 다른 약제를 번갈아 사용해야 하며, 다른 작용기전을 갖는 신규 약제 

개발이 필요하다. 글로벌 시장은 신규 약제 소재 기원의 다양화를 위해 화학합성과 더불어 미생물 혹은 

천연물 및 그 유도체로 범위를 확대하고 있으며, 신규 작용점 스크리닝 기술개발에 힘쓰고 있다.

 ○ 시장현황

<그림 3. 작물보호제 시장규모 (자료: Syngenta Estimates, Dunham Trimmer, 2015)>

  세계의 인구증가, 기후변화, 바이오 에너지 수요증가, 신흥 경제국 소득 증가에 따른 축산물 수요

증가 등의 요인으로 작물보호제 수요가 꾸준히 증가하고 있다. 기존 화학작물보호제가 소비되는 

음식물 뿐만 아니라 생태계에도 잔류할 것이라는 우려가 커지면서 EU를 비롯한 선진국을 중심으로 

관련 규제가 강화되고 있으며, 생물학적 방제를 활용한 종합적 방제(Integrated pest management)에 

대한 관심이 급증하고 있다. 바이오작물보호제는 미생물 또는 자연 유래 추출물을 기반으로 한 살

균제, 살충제, 제초제 등을 말하며, 일반적으로 독성 및 환경 잔류성이 낮고 사용자에게 안전하다는 

장점이 있어 전체 작물보호제 시장에서 빠른 속도의 성장률을 보이고 있다. 지난 10년간 전체 작물

보호제 시장은 5∼6%의 성장률을 보였으나, 바이오작물보호제 시장은 17% 이상의 성장률을 보이며

(LG경제연구원 보고서, 2018), 이는 고품질 작물 생산을 위한 수요증가, 브라질 등의 남미시장 

확대, 작물의 재배면적 증가로 인해 더욱 확대될 전망이다.

 ○ 경쟁기관현황

  글로벌 작물보호제 시장을 주도하는 기업들은 화학, 바이오 기업들이 대부분이며, 상위 10개 기업의 

매출액이 전체 시장 규모의 95.4%를 차지한다(그림 4). 세계 상위 6개 작물보호제 기업의 농업부분 

R&D 투자액은 302억 달러로 전년 대비 9.3% 증가한 수치이며, 미생물, 천연물 및 케미컬 뱅크로부터 

선도물질 선발 및 이를 이용한 글로벌 작물보호제 개발연구를 지속적으로 수행하면서 친환경 신물질 

파이프라인 구축을 강화하고 있다.
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<그림 4. 작물보호제 글로벌 상위 10개 기업의 시장점유율(%)>

Company Syngenta Bayer BASF Dow Monsanto DuPont

매출액(2014) 118 111 72.3 56.9 49 36.9

R&D 8.8 7.6 6.8 3.5 0.55 3

R&D투자 비중 7.4% 6.8% 9.4% 6.2% 1.1% 8.1%

총 매출액(‘05~‘14) 1,170 950 540 510 1,130 800

R&D투자(‘05~‘14) 110 97 70 48 118 83

매출액/R&D투자비율 10.7 9.8 7.7 10.5 9.6 9.6

글로벌 선도기업의 농업부문 R&D 투자액 및 비중 (단위: 억 달러)

 ○ 지식재산권현황

  최근 5년간 작물보호제 관련 특허는 약 15,962건으로, 이 전 5년에 비해 약 6.8배가량 증가하였

으며, 미국이 1,360건으로 가장 많은 특허를 보유, 중국 1,530건, 유럽 901건 보유하고 있다. 풋마름

병에 관련한 특허는 약 17건, 잿빛곰팡이병 관련한 특허의 경우 약 9건으로 작물보호제 관련 특허 

증가율에 비해 풋마름병과 잿빛곰팡이병 관련 특허가 저조한 상황이며, 이 또한 후보 균주 선발과 미생물 

배양액 효능 검증 분야에 치중된다. 따라서 모든 포장 내에서도 방제 효과를 보이는 최적 제제화나 

효능 물질 및 대사산물의 대량배양 기법을 확립하여 실제 현장적용을 위한 사용 매뉴얼은 미흡한 

실정이다.

 ○ 표준화현황

  OECD 주요국가의 유기농 인증기준은 CODEX(국제식품규격위원회), IFOAM(국제 유기농 운동연맹) 

원칙을 준용하여 자국 법령을 제정 운용하고 있다. CODEX는 유기농식품 관련 사항을 ’유기적으로 

생산된 식품의 생산, 가공, 표시 및 유통에 관한 가이드라인‘에서 종합적으로 다루고 있으며, IFOAM은 

유기농식품 관련 사항을 기본규정(Basic Standards for Organic Production and Processing)과 인

증기관인 IFOAM의 인정기준 두 규범에 의해 관리하고 있다. 미국은 연방유기식품생산법의 하위

규정인 국가유기식품프로그램(NOP)을 통해 유기식품의 생산 및 품질규격 기준을 제시하고 있으며, 

일본은 유기 JAS(Japan Agriculture Stadard)법에 의해 유기인증제도를 운영하고 있다. 호주는 ’유기 

및 바이오 다이나믹 제품에 대한 국가 규정‘을 기준으로 하고 있으며, 유럽연합(EU)은 유기농식품 

관련 사항을 EEC No. 2092/91에 의해, 인증기관의 인정과 관련해서는 EN45011(ISO 65)에 의해 

관리하고 있다. 영국은 UKROFS 등 11개 민간인증기관이 있고, 독일의 경우 BSC 등 22개 민간 인증

기관이 있다. 따라서 OECD 주요 국가는 자원의 효율적 이용과 환경오염을 최소화하는 녹색기술 

육성에 국력을 집중하고 있다.
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행내용

 <주관기관 : (재)농축산용미생물산업육성지원센터>

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  자연계로부터 분리·확보한 600점 이상 미생물을 활용하여 토마토 병원성 곰팡이인 잿빛곰팡이병

(Botrytis cinerea)과 병원성 세균인 풋마름병(Ralstonia solanacearum)에 대한 길항 능력을 

조사하였다. 잿빛곰팡이병에 대한 항진균 활성 검정은 잿빛곰팡이가 접종된 Potato dextrose 

agar (Potato 4.0g, Dextrose 20.0g, Agar 15.0g/L)에 균체 도말 후, 25°C에서 5~6일 동안 

배양하여 균사체의 성장 억제 정도를 관찰하였다. 풋마름병에 대한 항균 활성 검정은 Agar 

diffusion method를 이용하여 풋마름병에 대한 길항 능력을 갖는 미생물을 분리하였다.

 

 ② 대량배양용 배지 및 발효조건 최적화

  잿빛곰팡이병 방제용 유용미생물인 Bacillus velezensis GH1-13 균주의 대량생산을 위한 최적

배지 개발을 목적으로 탄소원과 질소원 선발을 수행하였다. Bacillus velezensis GH1-13 균주의 

탄소원을 선발하기 위해 질소원으로 yeast extract 0.8%가 첨가된 기본배지(NaCl 0.15%, 

K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05%, MgSO4·7H2O 0.1%, pH 7.5)에 각각 0.5% 농도의 Glucose, 

Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch를 첨가하여 37℃, 150RPM에서 48시간 진탕배양한 

후 생균수와 내생포자 균수를 측정하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% Glucose가 포함된 

위의 기본배지에 각각 0.8% Yeast extract, Peptone, Tryptone, Soytone, Soy bean flour를 대상

으로 37℃, 150RPM, 48시간 동안 배양 후 전체 생균수와 내생포자 균를 측정하였다. 생균수와 

내생포자(60℃, 1시간 열처리 후) 균수는 연속 희석법으로 TSA 고체배지에 도말하여 48시간 배양 

후 colony 계수를 측정하였다. 최적배지 개발을 위한 대조군으로 TSB(Tryptone 1.7%, Soytone 

0.3%, Glucose 0.25%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.25%)를 사용하였다. 최적배지 개발은 생균수와 

내생포자 형성 및 균체의 활성도를 목표로 수행하였다. 생균수와 내생포자 형성도 비교는 5 L jar 

fermenter와 100L 발효기를 기초로 하여 진행하였으며, 최적 배양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 

통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다.

  또한, 잿빛곰팡이병과 풋마름병을 동시에 방제하는 유용미생물인 Bacillus velezensis JC-6, 

Bacillus siamensis JC-18 균주의 탄소원을 선발하기 위해 위와 같은 방법으로 기본배지(NaCl 

0.15%, K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05%, MgSO4·7H2O 0.1%, pH 7.5)에 탄소원(Glucose, 

Fructose, Sucrose, Maltose, Corn starch), 질소원(Yeast extract, Peptone, Tryptone, 

Soytone, Soy bean flour)를 적용하여 37℃, 150RPM, 48시간 동안 배양 후 전체 생균수와 내

생포자 균수를 측정하였다. Bacillus velezensis GH1-13 균주와 같이 5 L jar fermenter와 100L 

발효기를 기초로 하여 생균수, 내생포자 형성도 비교를 진행하였으며, 최적 배양 조건을 확립하기 

위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다.

 ③ 유용미생물 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작

  유용미생물의 대량배양을 위해 주관기관에서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 활용하여 

대량배양 scale-up과 배양 매뉴얼을 정립하였다. 5 L jar fermenter와 100L 발효기를 기초로 

확립한 대량생산용 최적배지와 상업용 배지인 TSB를 사용하여 1.5톤, 10톤 대용량 발효기 조건에

서 30시간 이상 배양하면서 pH 변화, 총 생균수, 내생포자 균수, 용존산소량을 측정하여 대량생산 

scale-up 공정을 진행하였다. 생균수와 내생포자(60℃, 1시간 열처리 후) 균수는 위와 같이 연속 

희석법으로 TSA 고체배지에 도말하여 48시간 배양 후 colony 계수를 측정하였다.
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 ④ 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효‧약해시험

  Bacillus velezensis GH1-13 시제품의 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효‧약해를 조사하여 제품 

효능을 검정하고자 ㈜현농에 시험 분석을 의뢰하였다. 시험 방법으로는 농촌진흥청 고시 “농약의 

등록기준 약효 및 약해 시험기준과 방법”에 준하였으며, 시험작물 품종은 방울토마토로 선택하였다. 

시험약제로는 Bacillus velezensis GH1-13 시제품과 대조구인 농약 텔도, 그리고 무처리 포함하여 

총 3가지 조건으로 하였으며, 기준량(250배 희석)과 배량(125배 희석)으로 엽면살포 1회 수행하여 

시험하였다. 또한, Bacillus velezensis JC-6 시제품 의 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효를 조사하여 

제품 효능을 검정하고자 시험 분석을 의뢰하였다. 시험작물로는 방울토마토의 TY노나리 품종을 사용

하였으며, 시험약제로는 Bacillus velezensis JC-6 시제품과 무처리 조건으로 기준량(250배 희석)을 

엽면살포 1회 수행하여 시험하였다.

 ⑤ 농가 현장적용 및 시설하우스 토마토 수량 조사

  토마토 잿빛곰팡이 방제용 Bacillus velezensis GH1-13 시제품과 잿빛곰팡이 및 풋마름병 동시

방제용 Bacillus velezensis JC-6 시제품을 C지역 소재 토마토 농가 2곳(A농가 시설하우스 3동, B농가 

시설하우스 2동)에 현장적용을 실시하였다. 대조구로는 C지역 농업기술센터에서 보급하는 Bacillus 

subtilis 시제품과 무처리구를 대조구로 사용하였다. 방울토마토 식재 후 각 시제품 원액을 200배 

희석하여 1~2회/주 관주처리 하였으며, 2~3주 간격으로 토마토 과실, 잎 및 줄기 상태를 확인

하였다.

 

 ⑥ 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

  수요자(농가)가 토마토 잿빛곰팡이병과 풋마름병 방제를 위하여 미생물제제를 쉽게 사용할 수 있도록 

간편하고 체계적인 지침서를 제작·보급하였다. 사용매뉴얼 내용으로는 토마토 병해 방제용 미생물제제의 

보관 방법과 사용 방법(희석배수, 횟수 등), 그리고 처리 시기 등의 사용 지침을 전달하였다. 

 <협동기관 : 전남대학교>

 1) 잿빛곰팡이병 제어용

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  국내의 토양 등 다양한 시료로부터 미생물을 분리하여 잿빛곰팡이병(Botrytis cinerea)에 대한 균체의 

항진균 활성을 조사하였다.항 진균 활성 검정은 잿빛곰팡이가 접종된 potato dextrose agar 

(Potato 4.0g, Dextrose 20.0g, Agar 15.0g/L)에 접종원의 중심에서 2.5 cm 떨어진 곳에 약 

2cm 균체 도말 후, 25°C에서 6일 동안 배양하여 균사체의 성장 억제 정도를 관찰하였다.

  

 ② 유용미생물의 동정 및 배양

  선별된 JC-18 균주는 순수하게 분리하여 27F 및 1492R의 유니버셜 프라이머 세트 

(Universal primer set)를 사용하여 16S rRNA 염기서열을 분석하였다. 그 후, 16S rRNA 서열분석을 

기초로 블라스트 프로그램 (Blast program)을 수행하여 JC-18 균주의 분자계통학적 위치를 

확인하다. 

  Bacillus siamensis JC-18 균주는 완전배지인 Tryptic Soy (Soybean-Casein Digest Medium) 

(Tryptone 17.0g, Soytone 3.0g, Glucose 2.5g, Sodium chloride 5.0g, Dipotassium 

phosphate 2.5g/L)에서 30°C, 180RPM, 24시간 동안 종균배양 하였다. 본 배양은 동일 배지에 

1% 접종하여 30°C에서 120RPM으로 48시간 배양하였다.
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 ③ 유용미생물 배양상등액의 안전성 분석

  확립된 배양조건으로 Bacillus siamensis JC-18 균주를 배양하여 적혈구 용혈반응 (Hemolysis) 

평가를 통해 배양상등액의 안전성을 분석하였다. 용혈현상을 측정하기 위해 채취된 sheep blood를 

PBS buffer로 3회 이상 세척하고, 2,000RPM에서 5분간 원심분리하여 혈장을 제거하였다. 채취된 

적혈구는 micro-broth method를 이용하여 96-well plate에 시행하였고, 처리된 샘플은 37°C에서 

60RPM으로 1시간동안 충분히 현탁시켰다. 배양상등액은 균체를 제거 후 10%부터 serial 

dilution 하였고, 양성지표물질로는 Triton X-100을 음성지표물질로는 PBS를 사용하였다. 550nm

에서 흡광을 측정하였으며, 2반복하여 평균값을 구하였다.

 

 ④ 유용미생물의 특성 분석

  Bacillus siamensis JC-18 균주의 항진균 활성 물질을 동정하기 위해 균체를 제거한 배양상등액 

200μL에 1% 트리플루오로아세트산 (Trifluoroacetic acid, TFA)을 포함하고 있는 100% 아세토

니트릴 (acetonitrile, ACN)을 동량 가해 pH 2.0으로 조절하였다. 이 중, 200μL를 취해 Spin-X 

centrifuge tube filter (Costar, 0.22μm pore CA membrane) 한 후 LC-MS 분석용 시료로 사용하였다.

 

 ⑤ 기능성 이차대사산물의 분리·정제

  잿빛곰팡이병 제어용 후보 균주의 배양상등액에 존재하는 기능성 이차 대사산물을 수득하기 

위해 유기용매를 이용한 추출, column chromatography를 이용한 분리·정제를 수행하였다. 먼저, 

배양이 완료된 Bacillus siamensis JC-18 균주를 4,000RPM에서 30분간 원심분리하여 균체를 

제거한 배양상등액을 얻었고, 에틸아세테이트 (Ethyl acetate), 클로로포름 (Chloroform)을 각

각 1:1(v/v) 비율로 첨가하여 추출을 수행하였다. 추출물은 감압 농축하여 100% 메탄올 

(Methanol)에 용해 시킨 후 분석용 시료로 사용하였다. 다음으로, 사이클릭 리포펩타이드 소수성 

(Hydrophobicity)을 이용한 산 침전을 위해 얻어진 배양상등액에 최종 TFA를 1% 첨가한 후 1시간 

이상 4°C에서 충분히 교반하여 원심분리를 통한 침전물을 획득하였다. 추가적으로, 산 침전 후 

원심분리하여 얻은 상등액을 에틸아세테이트와 클로로포름으로 추출하여 분석하였다. 마지막으로, 

C18이 packing 된 Sep-Pak SPE cartridge (Waters, 820mg Sorbent per cartridge, 55-105μm)에 

얻어진 배양상등액 500 mL를 loading 한 후 0%, 5%, 40%, 100% 아세토니트릴 농도구배를 주어 

각각 20 mL 씩 용리하였다. 용리액은 -80°C에 보관 후 동결 건조하였고, 모든 샘플은 LC-MS를 

이용하여 분석하였다. Bacillus velezensis GH1-13 및 Bacillus velezensis JC-6 균주는 

Sep-Pak SPE cartridge를 이용한 분리·정제를 수행하였고, 위와 동일한 방법으로 수행하되 

용리액은 다음과 같았다. (Bacillus velezensis JC-6 : 0%, 5%, 40%, 100% 아세토니트릴/ 

Bacillus velezensis GH1-13 : 0%, 30%, 60%, 90% 아세토니트릴) 

  

 ⑥ 기능성 이차대사산물의 in vitro 효능 검증

  Agar diffusion method와 최저저해농도 (Minimum inhibitory concentration, MIC) 평가를 이용해 

분리·정제된 기능성 이차 대사산물의 잿빛곰팡이병원균 제어 능력을 검증하였다. Bacillus 

siamensis JC-18 균주의 경우, 이투린, 펜기신, 서펙틴을 모두 포함하고 있는 산 침전물 분획의 

항진균 활성 평가를 먼저 진행하였다. 서펙틴은 순수한 물에 용해되지 않기 때문에 100% 메탄올에 

용해하여 agar diffusion method를 이용하여 평가하였다. 용해 시킨 분획을 paper disc 

(ADVANTEC, Japan, 8mm)에 100μL 적하하고 완전 건조 시킨 후 잿빛곰팡이 (B. cinerea 

KACC40574)가 접종된 PDA 배지에 접종원의 중심에서 2.5 cm 떨어진 곳에 올려놓고 25°C에서 

10일간 배양하여 방제 효과를 측정하였다. 다음으로, SPE cartridge를 이용하여 획득한 40% 

아세토니트릴 분획의 항진균 활성 평가를 진행하였고, 이투린을 다량 포함하고 있는 이 분획은 
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물에 쉽게 용해되기 때문에 100% 물에 용해 시킨 후 시험에 사용하였다. Micro-broth method를 

이용해 96-well microtiter plate에 진균의 성장을 저해하는 최저저해농도를 평가하였고, 샘플 

처리농도는 256μg/mL부터 계단희석 (Serial dilution)하여 사용하였으며, 25°C에서 3일간 배양 후에 

성장을 저해하는 최소농도를 설정하였다. 마지막으로, 순수하게 분리·정제된 기능성 이차 대사산물의 

항진균 활성은 64μg/mL부터 계단희석하여 사용하였고, 25°C에서 3일간 배양 후 성장을 저해하는 

최소농도를 설정하였다. Bacillus velezensis JC-6 균주의 경우, 위와 동일한 agar diffusion 

method로 40% 아세토니트릴과 100% 아세토니트릴 분획의 활성을 평가하였다. 

 ⑦ 기능성 이차대사산물의 분자 구조 분석

  잿빛곰팡이병 제어용 기능성 이차 대사산물의 분자 구조를 분석하기 위해 2D Nuclear 

magnetic resonance (NMR) 스펙트럼을 이용하였다. 분석 이차 대사산물은 방제 대상인 잿빛

곰팡이에 대해 강한 항진균 활성을 나타낸 iturin C15이며, 순수하게 분리·정제된 iturin C15 1.9 mg을 

DMSO-d6 600 μl에 용해 (약 3 mM)하였다. VARIAN 600 MHz 장비를 이용하여 298 K에서 측

정하였으며, Double Quantum Filter-correlation spectroscopy (DQF-COSY), Rotating frame 

Overhause Effect Spectroscopy (ROESY), Total Correlation Spectroscopy 

(TOCSY),Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC), Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation (HMBC) 총 5개의 스펙트럼 얻었다.

 ⑧ 기능성 이차대사산물의 작용기작 구명

  구조 분석이 완료된 iturin A C15의 항진균 활성 작용기작 구명을 위해 살아있는 세포 세포막을 

통과하지 못하는 DNA 결합 Propidium iodide (PI), SYTOX Green 형광 dye를 이용한 실험을 수행

하였다. PDA 배지에 10일간 배양한 잿빛곰팡이병원균 (KACC40574)에 iturin A C15를 8μg/mL 

처리한 후 25°C에서 3일간 배양하였다. PI, SYTOX Green 형광 dye를 최종 1 μM 처리하여 

암실에서 10분간 배양한 후, 현미경으로 관찰하였다.

 ⑨ 미생물제제(시제품)의 안전성 분석

  물벼룩을 이용한 미생물제제(시제품)의 생태독성을 평가하고자 하였다. 기능성 이차 대사산물의 

효능까지 평가를 완료한 바실러스 시아멘시스 JC-18 균주를 시제품으로 활용하기 위한 안전성 분석

으로 물벼룩을 이용한 생태독성시험을 시도하고자 하였고, 이에 앞서 TS배지에 대한 생태독성 

시험을 수행하였다. 12-well plate에 TSB 배지를 100%부터 6.25%까지 물벼룩 배양액 (KCl 8mg, 

MgSO4 120mg, NaHCO3 192mg/L)으로 계단희석한 후, 각 well 마다 5마리의 물벼룩을 첨가하였다. 

상온에서 24시간 경과 후 물벼룩의 survival을 관찰하였다.

 2) 풋마름병 제어용

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  Agar diffusion method를 이용하여 국내의 토양 등 다양한 시료로부터 풋마름병 (Ralstonia 

solanacearum)에 대한 길항 능력을 갖는 미생물을 분리하였다.

 ② 유용미생물의 동정 및 배양

  선별된 균주는 순수하게 분리하여 27F 및 1492R의 유니버셜 프라이머 세트 (Universal 

primer set)를 사용하여 16S rRNA 염기서열 분석을 수행하여 블라스트 프로그램 (Blast 

program)을 통해 선별 균주의 분자계통학적 위치를 확인하였다. 

  배지 성분, 배양온도, 배양시간 등의 배양조건 탐색을 통해 선별 균주의 최종 배양조건 확립을 시도
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하였다. 우선 Brevibacillus laterosponus TSA31-5 균주를 완전배지인 Tryptic Soy 

(Soybean-Casein Digest Medium) (Tryptone 17.0g, Soytone 3.0g, Glucose 2.5g, Sodium 

chloride 5.0g, Dipotassium phosphate 2.5g/L)에서 37°C, 180RPM, 24시간 동안 종균배양

하였다. 이를 다시 동일 배지에 1% 접종하여 37°C에서 120RPM으로 48시간 계대배양 후 균체를 

제거하고 배양상등액의 항균 활성을 확인하였다.

 ③ 유용미생물 배양상등액의 안전성 분석

  확립된 배양조건으로 선별 균주 배양하여 sheep blood 적혈구를 이용한 용혈반응 

(Hemolysis) 평가를 통해 배양상등액의 안전성을 분석하였다. 용혈현상을 측정하기 위해 채취된 

sheep blood를 PBS buffer로 3회 이상 세척하고, 2,000RPM에서 5분간 원심분리하여 혈장을 

제거하였다. 채취된 적혈구는 micro-broth method를 이용하여 96-well plate에 시행하였고, 처리된 

샘플은 37°C에서 60RPM으로 1시간동안 충분히 현탁시켰다. 배양상등액은 배양이 완료된 

Brevibacillus laterosponus TSA31-5를 4,000RPM에서 30분간 원심분리 후 균체를 제거하여 

2.5%부터 serial dilution 하였고, 양성지표물질로는 Triton X-100을 음성지표물질로는 PBS를 

사용하였다. 550nm에서 흡광을 측정하였으며, 2반복하여 평균값을 구하였다.

 ④ 유용미생물의 특성 분석

  선별 균주의 이차대사산물 탐색을 위해 균체를 제거한 배양상등액에 1% 트리플루오로아세트산 

(Trifluoroacetic acid, TFA)을 포함하고 있는 100% 아세토니트릴(acetonitrile, ACN)을 동량 가해 

pH 2.0으로 조절하고 Spin-X centrifuge tube filter(Costar, 0.22 μm pore CA membrane) 한 

후 LC-MS를 이용해 분석하였다. LC-MS의 분석조건은 하기 표에 나타내었으며, mass는 positive 

mode에서 측정하였다.

 ⑤ 기능성 이차대사산물의 분리·정제

  선별 균주의 배양상등액에 존재하는 기능성 이차대사산물을 수득하기 위해 유기용매를 이

용한 추출을 시도하였다. 배양 완료된 Brevibacillus laterosponus TSA31-5 균주를 4,000RPM에서 

30분간 원심분리하여 균체를 제거한 후, 배양상등액에 에틸아세테이트와 클로로포름을 각각 1:1 

(v/v) 비율로 첨가하여 추출한 추출물을 감압 농축하여 100% 증류수와 메탄올에 각각 용해 시킨 

후, 항균 효능을 평가하였다. 기존의 방제 대상이었던 식물병원성 박테리아인 풋마름병원균 (R. 

solanacearum)에 대한 활성을 평가해야 하나, 본 균주는 생화학무기금지법에 따라 특별 관리되는 미

생물로 분양 및 취급이 어려웠다. 따라서, 그람음성균인 풋마름병원균 (R. solanacearum)을 대

체하여 취급 가능한 대장균 (Escherichia coli)으로 효능을 평가하였고, 항균 활성의 선택성을 확인

하기 위해 그람양성균인 황색포도상구균 (Staphylococcus aureus)에 대한 효능 또한 평가하였다. 

상기에 기술한 에틸아세테이트와 클로로포름 추출물은 시험 균주에 대해 항균 활성이 없음을 확인

하였다. 이어서, 고상추출법을 이용하여 기능성 이차대사산물의 추출을 시도하였다. C18이 

packing된 Sep-Pak SPE cartridge (Waters, 820 mg Sorbent per cartridge, 55-105 μm)에 

배양상등액 500mL를 loading 한 후 0%, 30%, 60%, 100% 아세토니트릴까지 농도구배를 주어 

각각 20mL 용리하였다. 용리액은 –60°C에 보관 후 동결건조하였고, 다시 멸균수에 10,000 μg/mL 

농도로 용해한 뒤 agar diffusion method를 이용하여 항균 활성을 확인하였다. 시험 균주가 평

판도말 (Spreading)된 배지에 용해된 분획을 paper disc에 20μg/mL, direct 10μg/mL 적하한 후 

건조시켜 18시간 37°C에서 배양하였다.



- 11 -

 ⑥ 기능성 이차대사산물의 in vitro 효능 검증

  분리·정제된 기능성 이차대사산물의 풋마름병원균 제어 능력 효능을 검증을 위해 Agar 

diffusion method와 최저저해농도 (Minimum inhibitory concentration, MIC) 평가를 시도하였다. 

최저저해 농도는 Micro-broth method를 이용해 96-well microtiter plate에 균의 성장을 저해하는 

최저저해농도를 평가하였다. 처리농도는 128 μg/mL부터 계단희석하여 사용하였으며, 37 °C에서 

18시간 배양 후 시험균의 성장을 저해하는 최소농도를 설정하였다. 

 ⑦ 기능성 이차대사산물의 분자 구조 분석

  그람음성균에 강한 항균 활성을 나타내는 compound A의 분자 구조를 규명하기 위해 

ESI-MS/MS와 2D Nuclear magnetic resonance (NMR) NMR 스펙트럼을 측정하였다. 

ESI-MS/MS는 compound A 1.0mg을 증류수 1mL에 용해하여 (1000μg/mL) 100μg/mL의 농도가 

되도록 희석시킨 후, API 3200 Q TRAP 장비를 이용하여 tandem mass spectrometry를 

500°C에서 100-1600 Da의 range로 5분간 측정하였다. 2D NMR은 compound A 3.0mg을 

DMSO-d6 658.4μL에 용해하여 (약 3mM) VARIAN 600 MHz 장비를 이용, 298 K에서 측정하

였으며 Total Correlation Spectroscopy (TOCSY), Double Quantum Filter-correlation 

spectroscopy (DQF-COSY), Nuclear overhauser enhancement spectroscopy (NOESY), 

Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC), Heteronuclear Multiple Bond 

Correlation (HMBC) 5개 스펙트럼을 얻었고, 현재 분자 구조 분석을 진행하였다.

 ⑧ 기능성 이차대사산물의 작용기작 구명 및 안전성 분석

  기능성 이차 대사산물의 항균 작용기작 구명을 위해 fluorescent dye를 이용한 실험을 진행하였다. 

우선 세포막에 대한 영향을 연구하기 위해 막탈분극 (Membrane depolarization)을 이용한 형광

실험을 진행하였다. 시험균으로 그람음성균인 E. coli와 그람양성균인 S. aureus를 사용하였고, 

대조군으로 세포막을 파괴하는 멜리틴 (Melittin) 펩타이드를 사용하였다. 대조군 펩타이드의 경우, 

최저저해농도의 2배를 처리하였을 때 두 균에서 모두 세포막이 파괴되어 형광 세기가 증가하는 

것을 확인하였다. 하지만 Compound A의 경우에는 그람음성균인 E. coli에 대해 최저저해농도 1x, 

2x, 4x 농도를 처리하여도 막탈분극이 일어나지 않는 것으로 보아 세포막에 직접적인 영향을 

주지 않는다는 것을 확인하였다. 그람양성균인 S. aureus에 대해 E. coli 처리농도 중 가장 높은 

농도인 4μg/mL를 처리하였고, 형광의 세기가 증가하지 않는 것으로 보아 세포막에 영향을 주지 

않음을 확인하였다.

 ⑨ 기능성 이차대사산물의 안전성 분석

  순수하게 분리·정제된 compound A의 안전성을 sheep blood 적혈구의 용혈현상 이용해 분석

하였다. 용혈현상을 측정하기 위해 채취된 sheep blood를 PBS buffer로 3회 이상 세척하고, 

2,000RPM에서 5분간 원심분리하여 혈장을 제거하였다. 채취된 적혈구는 micro-broth 

method를 이용하여 96-well plate에 시행하였고, 처리된 샘플은 37°C에서 60RPM으로 1시간

동안 충분히 현탁시켰다. Compound A는 동결건조된 powder를 멸균수에 용해한 후 512μg/mL

부터 계단희석하여 사용하였으며 양성지표물질로는 Triton X-100을 음성지표물질로는 PBS를 

사용하였다. 550nm에서 흡광을 측정하였으며, 2반복하여 평균값을 구하였다.
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

 <주관기관 : (재)농축산용미생물산업육성지원센터>

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  자연계로부터 분리·확보한 600점 이상 미생물을 활용하여 토마토 병해 중 잿빛곰팡이병, 

풋마름병에 대한 항균 활성을 수행하여 상대적으로 잿빛곰팡이병에 대한 항균활성이 우수한 

16종과 풋마름병에 대한 항균활성이 우수한 10종 균주를 선발 및 확보 하였다.

<그림 5. 잿빛곰팡이병 방제용 16종 선발>

  

<그림 6. 풋마름병 방제용 10종 선발·확보>

  잿빛곰팡이병 항균활성이 상대적으로 우수한 균주 중 최대 활성 우수 균주 5종을 선발하여 

㈜마크로젠에 16s rRNA sequencing을 의뢰하여 동정한 결과 Bacillus velezensis GH1-13, 

Bacillus siamensis JC-18, Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis BC-6, Bacillus 



- 13 -

 velezensis TSA34-9 균주로 확인되었다. 풋마름병 항균활성이 상대적으로 우수한 균주 중 

최대 활성 우수 균주 5종을 선발하여 ㈜마크로젠에 16s rRNA sequencing을 의뢰하여 동정한 

결과 Bacillus siamensis JC-18, Bacillus siamensis JC-20, Brevibacillus laterosponus 

TSA31-5, Bacillus velezensis JC-6, Bacillus velezensis TSA34-9 균주로 확인되었다.

 

연번 균주 분리원 연번 균주 분리원

1 GH1-13 논토양 9 ISP34-12 황토

2 BC-1 논토양 10 ISP34-9 황토

3 BC-6 논토양 11 ISP35-1 황토

4 TSA34-9 황토 12 JC-6 잡초 근권

5 TSA32-1 황토 13 JC-14 잡초 근권

6 SSI-1 논토양 14 JC-15 잡초 근권

7 SSI-5 논토양 15 JC-18 잡초 근권

8 TSA31-11 황토 16 JC-25 잡초 근권

[잿빛곰팡이병 방제용 균주 목록]

 

연번 균주명 분리원

1 Bacillus velezensis GH1-13 논토양

2 Bacillus siamensis JC-18 잡초 근권

3 Bacillus velezensis JC-6 잡초 근권

4 Bacillus siamensis BC-6 논토양

5 Bacillus velezensis TSA34-9 황토

[잿빛곰팡이병 방제용 우수 균주 목록]

연번 균주 분리원 연번 균주 분리원

1 BC-1 논토양 6 TSA34-9 논토양

2 SSI-1 논토양 7 JC-6 잡초 근권

3 ISP35-1 황토 8 JC-18 잡초 근권

4 TSA16-19 황토 9 JC-20 잡초 근권

5 TSA26-3 황토 10 TSA31-5 황토

[풋마름병 방제용 균주 목록]

연번 균주명 분리원

1 Bacillus siamensis JC-18 잡초 근권

2 Bacillus siamensis JC-20 잡초 근권

3 Brevibacillus laterosponus TSA31-5 황토

4 Bacillus velezensis JC-6 잡초 근권

5 Bacillus velezensis TSA34-9 황토

[풋마름병 방제용 우수 균주 목록]
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  이 중 잿빛곰팡이병 방제용 유용미생물 중 최고의 항균활성을 보인 Bacillus velezensis 

GH1-13와 Bacillus velezensis JC-6 균주를 선발하였고, 풋마름병 방제용 유용미생물 중 최고의 

항균활성을 보인 Bacillus siamensis JC-18와 Bacillus velezensis JC-6 균주를 선발하였다. 

Bacillus siamensis JC-18와 Bacillus velezensis JC-6 균주의 경우에는 풋마름병 방제와 더불어 

잿빛곰팡이병에도 탁월한 방제 효과가 보이는 것으로 확인되었다. 

  향후 16S rRNA 유전자 염기서열 뿐만 아니라 전체적인 Genome 분석을 통한 동정 자료를 

보완할 필요가 있다고 판단된다.

 ② 대량배양용 배지 및 발효조건 최적화

  잿빛곰팡이병 방제용 유용미생물 Bacillus velezensis GH1-13 균주의 대량배양용 배지 및 발효

조건을 최적화하기 위해 아래와 같은 연구를 수행하였다. 먼저 Bacillus velezensis GH1-13 균주의 

대량배양용 저비용·고효율의 최적 배지 개발을 위해 바이오리액터 및 반응표면분석법(RSM)을 

이용하였다.   

<그림 7. 잿빛곰팡이병 방제용 미생물 배지 최적화>

  Bacillus velezensis GH1-13 균주의 대량생산을 위한 최적배지 개발을 목적으로 탄소원과 질소원 

선발을 수행하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% Glucose가 포함된 기본배지에 5종류

(Yeast extract, Peptone, Tryptone, Soytone, Soy bean flour)의 질소원을 각각 0.8% 첨가

하여 48시간 배양 후 최종 질소원을 선발하였고, 최적 탄소원 선발은 질소원으로 0.8% 

Yeast extract가 포함된 기본배지에 5종류(Glucose, Fructose, Sucrose, Maltose, Corn 

starch)의 탄소원을 각각 0.5% 첨가하여 48시간 배양 후 최종 탄소원을 선발하였다.

탄소원 질소원

Glucose Yeast extract

Fructose Peptone

Sucrose Tryptone

Maltose Soytone

Corn starch Soy bean flour

  바이오리액터와 반응표면분석법을 활용하여 생균수 및 내생포자 형성률을 비교한 결과

Bacillus velezensis GH1-13 균주의 최적 질소원은 Soy bean flour로 선발하였고, 최적 탄소원은 

Maltose가 생균수와 내생포자 형성률에서 가장 높게 나타났으나, 대량생산 측면에서 비용과 
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 균수 생산성을 고려하였을 때 Glucose를 최적 탄소원으로 선발하였다. Bacillus velezensis 

GH1-13 최적 배지 조성은 다음과 같다.

[Bacillus velezensis GH1-13의 탄소원, 질소원에 따른 총 생균수, 내생포자 수 및 형성 비율]

탄소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Glucose 3.9×108 3.2×108 81.4

Fructose 1.8×108 2.3×106 1.3

Sucrose 4.2×108 1×107 2.4

Maltose 6.8×108 5.6×108 82.4

Corn starch 2.4×108 1.9×107 7.6

질소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Yeast extract 3.9×108 3.2×108 81.4

Peptone 4.5×107 2.6×107 57.8

Tryptone 4.0×107 9.0×106 22.5

Soytone 2.5×108 2.0×108 80.0

Soy bean flour 9.0×108 8.1×108 90.0

[Bacillus velezensis GH1-13 균주의 최적 배지 조성 확립]

조 성 % g/L

Soy bean flour 0.8 8

Glucose 0.5 5

NaCl 0.15 1.5

K2HPO4 0.25 2.5

Na2CO3 0.05 0.5

MgSO4 0.1 1

  Bacillus velezensis GH1-13 균주의 저비용·고효율 최적 배지를 기반으로 주관기관에서 보유한 5 L 

jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 생균수, 내생포자 형성도를 비교하였다. 그리고 최적 

배양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다. 

  5 L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 탐색한 결과 배양온도 37℃, 

통기량 0.4vvm, 교반속도 120RPM, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 7.0~8.0, 접종량 1%로 최적 

배양조건을 확립하였다.

<그림 8. 5~100L 발효기를 이용한 대량배양 조건 탐색>
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[Bacillus velezensis GH1-13 균주의 5L, 100L 발효기를 이용한 최적 배지 조성 확립]

균 주 배양 조건

Bacillus velezensis GH1-13

배양온도 37℃

교반속도 120RPM

통기량 0.4vvm

내부압력 0.4kg/cm2

pH 7.0~8.0

접종량 1%

  잿빛곰팡이병 및 풋마름병 동시 방제용 유용미생물인 Bacillus velezensis JC-6, Bacillus 

siamensis JC-18 균주의 대량배양용 배지 및 발효조건을 최적화하기 위해 아래와 같은 연구를 

수행하였다. 먼저 Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 대량배양용 저

비용·고효율의 최적 배지 개발을 위해 바이오리액터 및 반응표면분석법(RSM)을 이용하였다. 

  

<그림 9. 잿빛곰팡이병, 풋마름병 동시 방제용 미생물 배지 최적화>

  Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의  대량생산을 위한 최적배지 개발을 

목적으로 탄소원과 질소원 선발을 수행하였다. 최적 질소원 선발은 탄소원으로 0.5% Glucose가 

포함된 기본배지에 5종류(Yeast extract, Peptone, Tryptone, Soytone, Soy bean flour)의 

질소원을 각각 0.8% 첨가하여 48시간 배양 후 최종 질소원을 선발하였고, 최적 탄소원 선발은 

질소원으로 0.8% Yeast extract가 포함된 기본배지에 5종류(Glucose, Fructose, Sucrose, 

Maltose, Corn starch)의 탄소원을 각각 0.5% 첨가하여 48시간 배양 후 최종 탄소원을 선발하였다.

  바이오리액터와 반응표면분석법을 활용하여 생균수 및 내생포자 형성률을 비교한 결과 

Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18  균주의 최적 탄소원은 Glucose, 질소원은 

Yeast extract로 선발하였다. 

[Bacillus velezensis JC-6의 탄소원, 질소원에 따른 총 생균수, 내생포자 수 및 형성 비율]

탄소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Glucose 4.6×109 3.8×109 82.6

Fructose 3.8×109 1.9×109 5.1

Sucrose 2.7×109 1.4×109 5.2

Maltose 3.0×108 2.6×108 86.7

Corn starch 1.0×109 1.1×108 11.0
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질소원 총 생균수 (cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Yeast extract 4.6×109 3.8×109 82.6

Peptone 1.5×107 2.8×107 18.7

Tryptone 9.5×107 1.3×107 13.7

Soytone 6.4×109 4.4×109 70.9

Soy bean flour 8.8×108 7.1×108 80.7

[Bacillus siamensis JC-18의 탄소원, 질소원에 따른 총 생균수, 내생포자 수 및 형성 비율]

탄소원 총 생균수(cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Glucose 3.7×109 3.0×109 81.1

Fructose 1.6×109 1.8×108 11.3

Sucrose 3.0×108 2.9×107 9.7

Maltose 3.5×109 2.8×109 81.2

Corn starch 1.2×109 1.7×108 14.8

질소원 총 생균수 (cfu/ml) 내생포자 생균수(cfu/ml) 내생포자 형성률(%)

Yeast extract 3.7×109 3.0×109 81.1

Peptone - -

Tryptone 9.0×107 1.5×107 15.8

Soytone 1.1×109 8.2×108 74.5

Soy bean flour 1.8×109 9.7×108 53.9

[Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 최적 배지 조성 확립]

조 성 % g/L

Yeast extract 0.8 8
Glucose 0.5 5

NaCl 0.15 1.5
K2HPO4 0.25 2.5
Na2CO3 0.05 0.5
MgSO4 0.1 1

  Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 저비용·고효율 최적 배지를 기반으로 

5L jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 생균수, 내생포자 형성도를 비교하였다. 그리고 최적 

배양 조건을 확립하기 위해 배양온도, 통기량, 교반속도, pH 등을 설정하였다. 5 L jar fermenter와 

100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 탐색한 결과 배양온도 37℃, 통기량 0.3vvm, 교반

속도 120RPM, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 6.8~8.0, 접종량 1%로 최적 배양조건을 확립하였다.

[B. velezensis JC-6, B. siamensis JC-18 균주의 5L, 100L 발효기를 이용한 최적 배지 조성 확립]

균 주 배양 조건

Bacillus velezensis JC-6

Bacillus siamensis JC-18

배양온도 37℃

교반속도 120RPM

통기량 0.3vvm

내부압력 0.4kg/cm2

pH 6.8~8.0

종균 접종량 1%
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 ③ 유용미생물 대량배양 scale-up, 제형화 및 시제품 제작

  잿빛곰팡이병과 풋마름병 방제용 유용미생물의 대량배양 scale-up 및 배양 매뉴얼 정립을 

위해 주관기관에서 보유한 1.5톤, 10톤 규모 대용량 발효기를 이용하였다. 

<그림 10. 1.5톤(좌), 10톤(우) 대용량 발효기를 이용한 유용미생물 대량생산>

  Bacillus velezensis GH1-13, Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 5 L 

jar fermenter와 100L 발효기를 활용하여 최적 배양 조건을 바탕으로 1.5톤, 10톤 규모 대용량 

발효기의 대량배양 scale-up 최적 배양 조건을 탐색한 결과, Bacillus velezensis GH1-13 균주는 

배양온도 35℃, 배양시간 38시간, 교반속도 100RPM, 통기량 0.3vvm, 내부압력 

0.4kg/cm2, pH 7.0~8.0, 접종량 1%로 최적 배양조건을 확립하였고, Bacillus velezensis 

JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 경우 배양온도 30℃, 배양시간 36시간, 교반속도 

100RPM, 통기량 0.3vvm, 내부압력 0.4kg/cm2, pH 6.8~8.0, 접종량 1%로 최적 배양조건을 

확립하였다.

  Bacillus velezensis GH1-13, Bacillus velezensis JC-6, Bacillus siamensis JC-18 균주의 

1.5톤 대용량 발효기로 배양하여 생균수와 내생포자 형성률을 확인할 결과, 모두 1×109 이상의 

생균수와 90% 이상의 내생포자 형성률을 확인하였다.

[B. velezensis JC-6, B. siamensis JC-18 균주의 1.5톤, 10톤 발효기를 이용한 최적 배지 조성 확립]

균주명 배양 조건 균주명 배양 조건

Bacillus velezensis 

GH1-13

온도 35℃

Bacillus velezensis 

JC-6

Bacillus siamensis 

JC-18

온도 30℃

배양시간 38시간 배양시간 36시간

교반속도 100 RPM 교반속도 100 RPM

통기량 0.3 vvm 통기량 0.3 vvm

내부압력 0.4 kg/cm2 내부압력 0.4 kg/cm2 

pH 7.0~8.0 pH 6.8~8.0

종균 접종량 1% 종균 접종량 1%

 ④ 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효‧약해시험

  Bacillus velezensis GH1-13 시제품의 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효‧약해를 조사하여 

제품 효능을 검정하고자 ㈜현농에 시험 분석을 의뢰한 결과, 무처리구의 이병주율이 90%로 

토마토 잿빛곰팡이병의 약효를 조사하기에 충분하였으며, Bacillus velezensis GH1-13은 
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 무처리 대비 66.8%의 방제 효과를 보였으며 대초구로 사용한 농약(텔도)의 방제가

(85.3%) 보다는 다소 낮으나 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효는 뚜렷이 확인되었다. 경엽의 

반점 및 반문의 유무, 황변 또는 엽소여부, 경엽의 위조여부, 경엽의 고사여부, 낙엽 여부 등을 

최종 약제 처리 후 7일간 육안으로 달관 조사 결과 해당 약해사항이 없는 것으로 조사되었다.

[처리내용]

시험약제료 (주성분 함량) 기준량 배량 처리시기 및 방법

Bacillus velezensis GH1-13 (1×108cfu/ml) 250배 125배 엽면살포 1회

대조구, 텔도(펜헥사미드, 50%) 1,000배 - -

무처리 - - -

[조사방법]

구분 조사항목 조사횟수 조사방법

약효 이병주율 1 약제처리 7일 후 구당 이병주율 조사

약해 외관상 약해유무 3
약제처리 3,5,7일 후 경엽의 외관상 

약해 유무 달관조사

[약효시험 성적]

시험약제
이병주율(%) 유의차

(DMRT)

방제가

(%)1반복 2반복 3반복 평균

Bacillus velezensis GH1-13 

기준량
25.0 35.0 30.0 30.0±2.89 b 66.8

Bacillus velezensis GH1-13 

배량
25.0 20.0 15.0 20.0±2.89 c 77.6

대조구(텔도) 10.0 15.0 15.0 13.3±1.67 d 85.3

무처리 85.0 95.0 90.0 90.0±2.89 a -

[약해시험 성적]

시험약제 조사일자
약해정도(0~5)

비고
기준량 배량

Bacillus velezensis GH1-13

약제처리 3일 후 0 0 -

약제처리 5일 후 0 0

약제처리 7일 후 0 0 -
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<그림 11. Bacillus velezensis GH1-13의 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효‧약해 검정>
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  또한, Bacillus velezensis JC-6 시제품 의 토마토 잿빛곰팡이병에 대한 약효를 조사하여 제품 

효능을 검정하고자 시험 분석을 의뢰한 결과, 무처리구의 이병엽율이 53.3%로 잿빛곰팡이의 

약효를 조사하기에 충분하였으며, Bacillus velezensis JC-6은 무처리 대비 66.6%의 방제 

효과를 확인하였다.

[처리내용]

시험약제 (주성분 함량) 기준량 처리시기 및 방법

Bacillus velezensis JC-6 (1×109cfu/ml) 250배 분무 접종

무처리 - -

[조사방법]

구분 조사항목 조사횟수 조사방법

약효 이병주율 1 병원균 접종 5일 후 구당 이병율 조사

[약효시험 성적]

시험약제
이병주율(%) 유의차

(DMRT)

방제가

(%)1반복 2반복 3반복 평균

Bacillus velezensis JC-6 16.7 16.7 20.0 17.8 b 66.6

무처리 50 56.7 53.3 53.3 a -

<그림 12. 토마토 잿빛곰팡이병 접종 후 처리구별 사진>
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 ⑤ 농가 현장적용 및 시설하우스 토마토 수량 조사

  토마토 잿빛곰팡이 방제용 Bacillus velezensis GH1-13 시제품과 잿빛곰팡이 및 풋마름병 

동시방제용 Bacillus velezensis JC-6 시제품을 C지역 소재 토마토 농가 2곳에 현장적용을 실시

하였다. Bacillus velezensis GH1-13 경우 4번에 걸쳐 총 4톤을 공급하였으며, Bacillus 

velezensis JC-6 시제품의 경우 2번에 걸쳐 총 2톤을 현장적용 농가에 공급하였다. 추가로 주관기관

에서 보유한 작물생육촉진용 광합성세균 Rhodobacter sphaeroides 액상 1톤을 생산하여 2농가에 

추가적으로 공급하여 연구기간동안 총 7톤의 유용미생물제를 C지역 소재 현장적용 농가에 

공급하였다.

일자 현장적용 A농가 (총 4.2톤) 현장적용 B농가 (총 2.8톤)

2020. 06. 09. GH1-13(20L×30통) GH1-13(20L×20통)

2020. 07. 09. 광합성세균(20L×30통) 광합성세균(20L×20통)

2020. 09. 15. GH1-13(20L×30통) GH1-13(20L×20통)

2021. 03. 18. GH1-13(20L×30통), JC-6(20L×30통) GH1-13(20L×30통), JC-6(20L×30통)

2021. 08. 19. GH1-13(20L×30통), JC-6(20L×30통) GH1-13(20L×30통), JC-6(20L×30통)

현장적용 농가 공급

  

2020. 06. 09. 2020. 07. 09

   

2020. 09. 15. 2021. 03. 18.

 

2021. 08. 19
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  현장적용 토마토 농가 수량 조사를 위해 2021년 7월 30일경 방울토마토 식재를 기준으로  

생장조사를 실시하였다. Bacillus velezensis GH1-13 시제품과 Bacillus velezensis JC-6 시제품을 

해당 농가 2곳에 관주처리 하였고, 20일 간격으로 줄기, 잎, 과실 등 전반적인 상태를 조사하였다. 

조사 결과, A농가에 경우 식재 초기부터 무처리구 대비 Bacillus velezensis GH1-13, Bacillus 

velezensis JC-6 시제품을 적용한 처리구에서 육안으로도 생장의 차이를 확인할 수 있었다.  

  B농가에 경우에도 무처리구 대비 Bacillus velezensis GH1-13, Bacillus velezensis JC-6 시제품을 

적용한 처리구에서 약간의 생장의 차이를 확인할 수 있었다.

농가 현장적용 사진(A농가)
무처리구 처리구(농축산용미생물센터)

2021. 08. 19.

2021. 09. 09.

2021. 10. 28.
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농가 현장적용 사진(A농가)
무처리구 처리구(농축산용미생물센터)

2021. 08. 19.

2021. 09. 09.

2021. 10. 28.
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농가 현장적용 사진(B농가)
무처리구 처리구(농축산용미생물센터)

2021. 08. 19.

2021. 09. 09.

2021. 10. 28.
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농가 현장적용 사진(B농가)
무처리구 처리구(농축산용미생물센터)

2021. 08. 19.

2021. 09. 09.

2021. 10. 28.
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  현장적용 시설하우스의 방울토마토 수량을 조사하기 위해 방울토마토 하단부(밑→위) 4단을 

 기준으로 실시하였으며 토마토 10주당 1주의 과실을 개수하여 시설하우스내 전체적인 수량을 

계산하였다. A농가에 경우 무처리구에서 1주당 75.8개, C지역 농업기술센터에서 보급한 

미생물제 처리구에는 1주당 86.2개, 농축산용미생물센터에서 보급한 시제품에서는 1주당 

128.0개로 조사되었으며, 현장적용 시설하우스 1동 전체 방울토마토를 계산한 결과, 무처리구 

36,384개, C지역 농업기술센터에서 보급한 미생물제 처리구는 41,376개, 농축산용미생물센터

에서 보급한 시제품은 61,440개로 무처리구 대비 약 41%, C지역 농업기술센터 보급 미생물제 

대비 약 33%의 생산량이 증가함을 확인하였다. B농가에 경우 무처리구에서 1주당 90.8개, 

농축산용미생물센터에서 보급한 시제품에서는 1주당 100.4개로 조사되었으며, 현장적용 시설

하우스 1동 전체 방울토마토를 계산한 결과, 무처리구 94,432개, 농축산용미생물센터에서 

보급한 시제품은 104,416개로 무처리구 대비 약 10%의 생산량이 증가함을 확인하였다. 

[시설하우스 내 1주당 방울토마토 개수(하단부 4단기준)]

A농가

무처리 C지역 농업기술센터 보급 농축산용미생물센터 보급

75.8±16.5 86.2±20.1 128.0±23.6

B농가

무처리 농축산용미생물센터 보급

90.8±24.1 100.4±31.2

[시설하우스 동별 방울토마토 개수(하단부 4단기준)]

A농가 (480주)

무처리 C지역 농업기술센터 보급 농축산용미생물센터 보급

36,384 41,376 61,440

B농가 (1,040주)

무처리 농축산용미생물센터 보급

94,432 104,416

  Bacillus velezensis GH1-13, Bacillus velezensis JC-6 시제품 처리에 따른 현장적용 농가 시설

하우스내 미생물 분석을 실시한 결과, A, B농가 모두 농축산용미생물센터 시제품 처리구에서 

Bacillus velezensis 균주가 우점하고 있음을 확인하였다.  

토양시료 균주명

A농가

무처리
Bacillus stratosphericus

Bacillus sp.

농축산용미생물센터
Bacillus velezensis(≧107)

Bacillus circulans

C지역 농업기술센터
Paenibacillus glycanilyticus

Bacillus altitudinis

B농가
무처리

Bacillus sp.
A.ureafaciens 16S

농축산용미생물센터
Bacillus velezensis(≧107)

Bacillus simplex
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 ⑥ 사용 매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅

  수요자(농가)가 토마토 잿빛곰팡이병과 풋마름병 방제를 위하여 미생물제제를 쉽게 사용할 

수 있도록 간편하고 체계적인 지침서를 아래와 같이 제작·보급하였다. 유용미생물 사용법은 

관주 처리와, 엽면 처리로 구분하였으며, 미생물제제 액상 원액을 각각 200배, 100배 희석

하여 1~2회/주 이른 아침 또는 해질녘 사용을 권장하여 매뉴얼을 보급하였다.

  또한, 교육 및 컨설팅의 경우 2년 동안 총 9회를 실시하였으며, 균주 보급 및 중간 점검을 

통해 농가 현장적용에 대한 애로사항을 청취하고 이에 따른 문제점들을 해결하였다.

사용 매뉴얼 보급

     

농가 현장 교육 및 컨설팅

2020. 05. 12. 2020. 09. 03.

2020.11.19 2021. 05. 12.
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  위의 결과를 바탕으로 ⌜바실러스 벨레젠시스 JC-6 균주, 이를 유효성분으로 하는 식물병 방제용 

조성물 및 이의 제조방법⌟으로 특허 출원 하였다.
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 <협동기관 : 전남대학교>

 1) 잿빛곰팡이병 제어용

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  국내 토양 등의 다양한 시료로부터 미생물을 분리하여 잿빛곰팡이병(Botrytis cinerea)에 

대한 균체의 항진균 활성을 조사한 결과, 잿빛곰팡이병에 우수한 길항 능력을 나타내는 16종

((재)농축산용미생물산업육성지원센터 11종, 전남대학교 5종)을 선발하였고, 그중에서 

JC-6, JC-18, GH1-13 균주를 잿빛곰팡이병 제어용 후보 균주로 선발하였다.

     <그림 13. 선행연구를 통해 선별된 JC-18 균주>

 ② 유용미생물의 동정

  선별된 잿빛곰팡이병 제어용 후보 균주는 순수하게 분리하여 27F 및 1492R의 유니버셜 

프라이머 세트 (Universal primer set)를 사용하여 16S rRNA 염기서열을 분석하여 16S 

rRNA 서열분석을 기초로 블라스트 프로그램 수행하여 분자계통학적 위치를 확인한 결과, 

JC-18 균주는 기존 Bacillus siamensis 종과 99% 상동성을 나타내었고, JC-6 및 GH1-13 균주

는 Bacillus velezensis 종과 99% 상동성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 이렇게 동정된 

각각의 균주를 바실러스 시아멘시스 (Bacillus siamensis) JC-18, 바실러스 벨레젠시스 

(Bacillus velezensis) JC-6, 바실러스 벨레젠시스 (Bacillus velezensis) GH1-13로 명명하고 

기관에 기탁하였다.

<그림 14. 16S rRNA 서열분석을 통한 최종 선별 균주 계통도의 예>
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 ③ 유용미생물의 배양

  모든 잿빛곰팡이병 제어용 후보 균주는 완전배지인 Tryptic Soy (Soybean-Casein Digest 

Medium) (Tryptone 17.0g, Soytone 3.0g, Glucose 2.5g, Sodium chloride 5.0g, 

Dipotassium phosphate 2.5g/L)에서 30°C, 180RPM, 24시간 동안 종균배양하여 동일 배지에 

1% 접종하였고, 30°C에서 120RPM으로 48시간 본배양하였다.

 ④ 유용미생물 배양상등액의 안전성 분석

  확립한 배양조건으로 각각의 잿빛곰팡이병 제어용 후보 균주를 배양하고, 적혈구의 용혈반응 

(Hemolysis) 평가를 통해 배양상등액의 안전성 분석 결과, 용혈반응을 이용한 Bacillus 

siamensis  JC-18, Bacillus velezensis JC-6 균주 배양상등액의 안전성 평가 결과 처리 최대 

농도인 10% 배양상등액을 처리하여도 각각 음성지표물질과 유사한 0.049%, 1.5517%의 

용혈현상을 나타내 독성이 거의 없음을 확인할 수 있었다.

[Bacillus siamensis JC-18 균주 용혈활성]

[Bacillus velezensis JC-6 균주 용혈활성]

<그림 15. 용혈반응을 이용한 선별 균주 배양상등액의 안전성 분석>

 ⑤ 유용미생물의 특성 분석

  LC-MS를 이용한 Bacillus siamensis JC-18 배양상등액의 정성분석 결과, 항진균 활성 물질인 

사이클릭 리포펩타이드 (Cyclic lipopeptide) 이투린 (Iturin), 펜기신 (Fengycin), 서펙틴 

(Surfactin)이 기능성 이차 대사산물로 생성됨을 확인할 수 있었다. 또한,Bacillus velezensis 

JC-6 및 Bacillus velezensis GH1-13 균주의 경우, 바실로마이신 D (Bacillomycin D), 서펙틴

등이 기능성 이차 대사산물로 생성됨을 확인할 수 있었다.

Operating condition

LC-MS system Shimadzu 10AD/AB Sciex API 2000

Column Sunfire C18 (4.6 × 250㎜)

Solvent
A:100% H2O containing 0.05% TFA

B:100% ACN containing 0.05% TFA

Method 5-95% for 45min

Detector UV230 nm

Flow rate 1mL/min
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<그림 16. 바실러스 시아멘시스 JC-18 배양상등액의 LC-MS 분석 결과>

 ⑥ 기능성 이차대사산물의 분리·정제

  LC-MS로 분석 결과, 바실러스 시아멘시스 JC-18 균주의 경우 유기용매를 이용하여 얻은 

추출물에서는 기능성 이차 대사산물의 분자량이 검출되지 않는 것을 확인하였고, 산 침전 후 

원심분리하여 얻어진 상등액을 유기용매로 추출한 추출물 또한 기능성 이차대사산물의 분자량은 

검출되지 않는 것을 확인하였다. 하지만, 산 침전 후 원심분리하여 얻은 침전물에서 머무름

시간 (Retention time) 순으로 1043.6, 1057.6 m/z의 이투린과 1464.5, 1479.3, 1491.9 

m/z의 펜기신과 1009.0, 1023.1, 1037.3, 1045.5 m/z 서펙틴의 분자량이 검출되는 것을 

확인할 수 있었고, 마지막으로 Sep-Pak SPE cartridge에서 40% 아세토니트릴 용리액에 이

투린이, 100% 아세토니트릴 용리액에 펜기신과 서펙틴이 다량 함유됨을 확인할 수 있었다. 또한, 

바실러스 벨레젠시스 JC-6 균주는 40% 아세토니트릴 용리액에 바실로마이신 D, 100% 아세토

니트릴 용리액에 서펙틴이 다량 함유됨을 확인할 수 있었다.

  먼저, 산 침전을 이용하여 획득한 분획에서 기능성 이차 대사산물의 순수 분리·정제를 시도하였다. 

고성능 액체크로마토그래피 (High-performance liquid chromatography, HPLC)를 이용하여 단일

물질로 분리·정제를 시도하였고, 본 분획에서는 fengycin C16 [M+H]+ 1464.5, fengycin 

C17 [M+H]+ 1477.9, fengycin C18 [M+H]+ 1492.0 등의 펜기신계가 다량 포함되어 있었

으며, 분획물로부터 총 2종의 펜기신을 약 10mg 이상 순수하게 분리·정제하였다. 다음으로, 

Sep-Pak SPE cartridge를 이용하여 획득한 40% 아세토니트릴 분획에서는 iturin C14 

[M+H]+ 1043.6, iturin C15 [M+H]+ 1057.8의 이투린계가 다량 포함되어 있었으며, 총 2종의 

이투린을 약 10mg 이상 순수하게 분리·정제하였고, 모든 분리·정제는 하기 표의 조건에 따라 

수행되었다. 

 [바실러스 시아멘시스 JC-18 균주의 이차 대사산물 분리정제 scheme]
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[바실러스 벨레젠시스 GH1-13 균주의 이차 대사산물 분리정제 scheme]

<그림 17. 잿빛곰팡이병 제어용 기능성 이차 대사산물의 분리·정제를 위한 Scheme>

<그림 18. JC-18 균주의 유기용매 추출물 HPLC chromatogram>

<그림 19. JC-18 균주의 산 침전 후 유기용매 추출물 HPLC chromatogram>

  <그림 20. JC-18 균주의 산 침전물의 기능성 이차 대사산물 HPLC chromatogram>



- 34 -

  

<그림 21. JC-18 균주의 SPE cartridge를 이용하여 획득한 기능성 이차 대사산물 HPLC 

chromatogram>

<그림 22. JC-6 균주의 SPE cartridge를 이용하여 획득한 기능성 이차 대사산물 HPLC chromatogram>

Operating condition

HPLC system Waters HPLC

Column X-bridge C18 OBDTM (19 × 250㎜, 5μm)

Solvent
A:95% H2O, 5% ACN containing 0.05% TFA

B:95% ACN, 5% H2O containing 0.05% TFA

Method 43-68% for 30min

Detector UV230 NM

Flow rate 10mL/min

<그림 23. 산 침전을 이용하여 획득한 기능성 이차대사산물의 순수 분리·정제 HPLC chromatogram>
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<그림 24. 순수하게 분리·정제된 사이클릭 리포펩타이드 fengycin C16>

<그림 25. 순수하게 분리·정제된 사이클릭 리포펩타이드 fengycin C18>

<그림 26. Cartridge를 이용하여 획득한 기능성 이차대사산물의 순수 분리·정제 HPLC chromatogram>

<그림 27. 순수하게 분리·정제된 사이클릭 리포펩타이드 iturin C14>
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<그림 28. 순수하게 분리·정제된 사이클릭 리포펩타이드 iturin C15>

 ⑦ 기능성 이차대사산물의 in vitro 효능 검증

  항진균 활성 평가 결과, 다양한 사이클릭 리포펩타이드를 포함하고 있는 JC-18 균주의 산 

침전물은 잿빛곰팡이의 생육을 강하게 억제하는 것을 확인하였다. 다음으로, 이투린을 포함

하고 있는 40% 아세토니트릴 분획 또한 매우 강력한 최저저해농도 (32μg/mL)를 가지는 것을 

확인하였고, 이투린을 포함하고 있는 40% 아세토니트릴 분획은 잿빛곰팡이 외 다양한 식물성 

병원균에 대해서도 강한 항진균 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 마지막으로, 순수하게 

분리·정제된 이차 대사산물인 iturin C15는 방제 대상인 잿빛곰팡이에 대해 8μg/mL의 매우 

강한 최저저해농도를 나타냈으며, 40% 아세토니트릴 분획 활성에 비해 4배 증가된 활성을 확인할 

수 있었다. JC-6 균주의 경우, 바실로마이신 D를 포함하는 40% 아세토니트릴 분획보다 서펙틴을 

포함하고 있는 100% 아세토니트를 분획에서 더 강한 항진균 활성이 나타남을 확인할 수 있었다.

<그림 29. 잿빛곰팡이에 대한 JC-18 균주 생성 사이클릭 리포펩타이드의 항진균 활성>

Fungi
MIC (μg/mL)

Crude substances

Botrytis cinerea (KACC 40574) 32

Fusarium solani (KACC 44891) 64

Fusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersici (KACC 40031) 128

Phytophthora capsici (KACC 40483)  >256

Colletotrichum gloeosporioides (KACC 40690) 64
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Fungi

MIC (μg/mL)

Crude 

substances
Iturin C15

Botrytis cinerea (KACC 40574) 32 8

Fusarium solani (KACC 44891) 64 16

Fusarium oxysporumf. sp. radicis-lycopersici (KACC 40031) 128 32

Phytophthora capsici (KACC 40483)  >256 -

Colletotrichum gloeosporioides (KACC 40690) 64 16

<그림 30. 잿빛곰팡이에 대한 JC-6 균주 생성 사이클릭 리포펩타이드의 항진균 활성>

 ⑧ 기능성 이차대사산물의 분자 구조 분석

  잿빛곰팡이병 제어용 기능성 이차 대사산물의 분자 구조를 분석하기 위해 2D Nuclear 

magnetic resonance (NMR) 스펙트럼을 이용하였다. 분석 이차 대사산물은 방제 대상인 잿빛

곰팡이에 대해 강한 항진균 활성을 나타낸 iturin C15이며, 순수하게 분리·정제된 iturin C15 

1.9 mg을 DMSO-d6 600 μl에 용해 (약 3 mM)하였다. VARIAN 600 MHz 장비를 이용하여 

298 K에서 측정하였으며, Double Quantum Filter-correlation spectroscopy (DQF-COSY), 

Rotating frame Overhause Effect Spectroscopy (ROESY), Total Correlation 

Spectroscopy (TOCSY),Heteronuclear Single Quantum Coherence (HSQC), 

Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) 총 5개의 스펙트럼 얻었다.

<그림 31. 측정된 iturin C15의 2D NMR 스펙트럼>
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<그림 32. 1H-1H ROESY 스펙트럼을 이용한 정제된 iturin A C15의 sequence-specific assignment>

  얻어진 1H-1H TOCSY와 1H-1H DQF-COSY 스펙트럼을 통해 모든 proton의 chemical 

shift를 확인하였고, 1H-1H ROESY 스펙트럼을 통해 sequence-specific assignment를 진행

하였다. 정제된 iturin은 Ans1-Tyr2-Ans3-Gln4-Pro5-Asn6-Ser7-fatty acid 다음 아미노산 

서열을 갖는 iturin A type의 사이클릭 리포펩타이드이며, fatty acid는 saturated carbon 15개를 

갖는 것으로 확인되었다. 다음으로, 1H-13C HSQC 스펙트럼을 통해 모든 carbon의 

chemical shift를 확인하였고, 1H-13C HMBC 스펙트럼을 통해 carbonyl group 및 fatty acid 

형태를 확인하였다. 정제된 iturin C15는 기존에 보고된 iturin A type의 아미노산 서열을 갖지만, 

현재까지 밝혀지지 않은 fatty acid 형태 (하기 그림 Bold 표시)를 가지는 것으로 확인되었다. 

Gln4의 carbonyl group을 제외한 모든 carbon의 chemical shift assignment 완료하였고, 2D 

NMR 분석을 통한 iturin A C15의 chemical shift는 하기 표에 나타내었다. (ND, not detected)

<그림 33. 새로운 fatty acid 형태를 갖는 iturin A C15의 구조>
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 ⑨ 기능성 이차대사산물의 작용기작 구명

  구조 분석이 완료된 iturin A C15의 항진균 활성 작용기작 구명을 위해 현미경으로 관찰한 

결과, 펩타이드를 처리하지 않은 경우, 균일한 형태의 균사가 관찰되며 세포막 손상으로 인한 

형광은 관찰되지 않았다. Iturin A C15를 처리한 경우, 세포벽이 손상되어 부푼 형태가 관찰

되었으며, 세포막의 손상에 의한 형광이 강하게 관찰되었다. 따라서, iturin A C15는 잿빛곰팡이

병원균의 세포벽 손상과 세포막 파괴를 일으키는 기작으로 항진균 활성을 나타내는 것으로 

추정되었다. 

<그림 34. 잿빛곰팡이병원균에 대한 iturin A C15의 작용기작 구명>

 ⑩ 미생물제제(시제품)의 안전성 분석

  물벼룩을 이용한 미생물제제(시제품)의 생태독성을 평가하고자 기능성 이차 대사산물의 효능까지 

평가를 완료한 Bacillus siamensis  JC-18 균주를 시제품으로 활용하기 위한 안전성 분석으로 물

벼룩을 이용한 생태독성시험을 시도한 결과, TSB 25%까지 물벼룩이 생존할 수 없음을 확인하였고, 

배지의 농도를 10%부터 0.625%까지 물벼룩 배양액으로 계단희석하여 생태독성을 재평가하였다. 
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 재시험 결과 TSB 5%부터 물벼룩의 생존이 가능함을 확인하였지만, Bacillus siamensis  

JC-18 균주를 배양하는 TSB 배지에 대한 독성이 높아 해당 균주에 대한 선택적인 생태독성 

확인 및 평가에 어려움이 있음을 확인하였다.

<그림 35. 물벼룩을 이용한 배양 배지의 생태독성 시험>

  위의 결과들은 ⌜바실러스 시아멘시스 JC-18 균주 또는 이의 배양액을 포함하는 식물병 방제용 

조성물⌟로 특허 출원 하였으며, ㈜마이크로자임과 기술이전(통상실시권, 기술료 30백만원)을 실시

하였다.
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 2) 풋마름병 제어용

 ① 유용미생물 발굴 및 효능 검증

  분리한 미생물 중 풋마름병 (Ralstonia solanacearum)에 활성이 있는 9종((재)농축산용미

생물산업육성지원센터 6종, 전남대학교 3종)을 우선 선발하였고, 풋마름병원균에 활성이 가장 

뛰어난 TSA31-5 균주를 최종 선발하였다.

<그림 36. 선행연구를 통해 선별된 풋마름병 제어용 TSA31-5 균주>

 ② 유용미생물의 동정

  선별된 균주는 순수하게 분리하여 27F 및 1492R의 유니버셜 프라이머 세트 (Universal 

primer set)를 사용하여 16S rRNA 염기서열 분석을 수행하였으며 분석된 결과를 기초로 

블라스트 프로그램 (Blast program)을 통해 선별 균주의 분자계통학적 위치를 확인한 결과, 

최종적으로 선별된 균주는 Brevibacillus laterosponus 종과 99%의 상동성을 나타냈다.
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<그림 37. 16S rRNA 서열분석을 통한 최종 선별 균주의 계통도>

 ③ 유용미생물의 배양

  배지 성분, 배양온도, 배양시간 등의 배양조건 탐색을 통해 선별된 균주의 배양상등액 항균 

활성을 확인한 결과, 기능성 이차 대사산물의 발현 재현성이 매우 낮은 것을 확인하였다. 이에 

배양온도를 30°C로 재설정하고, optical density (OD, 600 nm) 1.0 균주를 1% 접종하여 최대 

96 시간까지 기능성 이차 대사산물의 발현 여부를 스크리닝한 결과 배양상등액의 pH가 약 7 

(Foam 생성)일 때, 기능성 이차대사산물의 발현 정도가 최대이며 pH 증가에 따라 점차적으로 

항균력이 감소하는 것을 확인하였다.

  최종적으로, Brevibacillus laterosponus TSA31-5 균주를 TS배지 30°C에서 180RPM으로 24시간 

종균배양하고, O.D.(600 nm) 1.0으로 맞춰 동일 배지에 1% 접종한 후 30°C에서 120RPM으로 

40시간 본 배양하였다.

<그림 38. 기능성 이차대사산물의 발현 여부 스크리닝 결과>

 ④ 유용미생물 배양상등액의 안전성 분석

  확립된 배양조건으로 선별 균주 배양하여 sheep blood 적혈구를 이용한 용혈반응 

(Hemolysis) 평가를 통해 배양상등액의 안전성을 분석한 결과, 용혈반응을 이용한 

Brevibacillus laterosponus TSA31-5 균주의 안전성 평가 결과 2.5%의 배양상등액을 처리하여도 

용혈현상이 거의 일어나지 않아 독성이 낮다고 판단하였다.
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<그림 39. 용혈반응을 이용한 유용미생물 배양상등액의 안전성 분석>

 ⑤ 유용미생물의 특성 분석

  LC-MS의 분석조건은 하기 표에 나타내었으며, mass는 positive mode에서 측정한 결과, 

LC-MS를 이용한 정성분석 결과, 기존 보고된 항균 활성 물질의 특정 분자량이 검출되지 않았다.

Operating condition

LC-MS system Agilent 1100 series/API 3200 Q TRAP

Column XBridge C18 (2.1 x 100mm, 3.5μm) 

Solvent
A:100% H2O containing 0.05% TFA

B:100% ACN containing 0.05% TFA

Method 5-95% for 40 min

Detector UV230 nm

Flow rate 0.2mL/min

<그림 40. Brevibacillus laterosponus TSA31-5 배양상등액의 LC-MS 분석 결과>

 ⑥ 기능성 이차대사산물의 분리·정제

  시험균주에 대해 0, 30, 60% 아세토니트릴 용리액에서 항균 활성이 관찰되었고, 특히 30, 

60% 용리액이 강한 clear zone을 생성하는 것을 확인하였다. 해당 분획을 LC-MS로 분석한 

결과 230 nm에서 강한 흡광을 보이는 피크를 확인하였고, 이를 기능성 이차대사산물 후보

물질로 설정하였다. 선정된 기능성 이차대사산물 후보 물질(30, 60% 용리액)을 단일물질로 

분리·정제하기 위해 고성능 액체크로마토그래피 (HPLC)를 이용하였고 operating 조건은 하기 

표에 나타내었다. 각 분획은 동결건조 후 멸균수에 용해시켜 그람음성균인 풋마름병원균 대체 

균주로 E. coli와 그람양성균인 S. aureus에 대해 항균 활성을 확인한 결과 4, 6, 8, 9 분획이 

기능성 이차대사산물임을 확인하였으며 4, 6번 분획은 E. coli에, 8, 9번 분획은 S. aureus에 

선택적인 항균 활성을 나타내었다. 풋마름병원균과 동일한 그람음성균에 가장 강한 활성을 나타

내는 분획인 6번을 compound A, 그람양성균에 선택적 활성을 나타내는 8번을 compound B로 

설정하고 분리·정제를 시도하였고, 이를 위한 HPLC 조건은 하기 표에 나타내었다.
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<그림 41. 풋마름병 제어용 기능성 이차대사산물의 분리·정제를 위한 Scheme>

   

<그림 42. 유기용매를 이용해 추출한 추출물의 항균활성 평가>

  

<그림 43. SPE cartridge 용리액의 항균활성 평가>

<그림 44. SPE cartridge를 이용하여 획득한 (a) 30%, (b) 60% 아세토니트릴 용리액의 HPLC chromatogram>



- 45 -

Operating condition

HPLC system Waters HPLC

Column X-bridge C18 OBDTM (19 × 250㎜, 5μm)

Solvent
A:95% H2O, 5% ACN containing 0.05% TFA

B:95% ACN, 5% H2O containing 0.05% TFA

Method 5-45% for 40min

Detector UV230nm

Flow rate 10mL/min

   

<그림 45. 30% 아세토니트릴 용리액의 HPLC chromatogram>

<그림 46. 30% 아세토니트릴 용리액의 HPLC chromatogram>

  

Operating condition

HPLC system Waters HPLC

Column X-bridge C18 OBDTM (19 × 250㎜, 5μm)

Solvent
A:95% H2O, 5% ACN containing 0.05% TFA

B:95% ACN, 5% H2O containing 0.05% TFA

Method 25-45% for 20min

Detector UV230nm

Flow rate 10mL/min
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<그림 47. 순수 분리·정제를 위한 HPLC chromatogram (a) 30%, (b) 60% 아세토니트릴 용리액>

<그림 48. 순수하게 분리·정제된 compound A의 LC-MS chromatogram>

<그림 49. 순수하게 분리·정제된 compound B의 LC-MS chromatogram>

 ⑦ 기능성 이차대사산물의 in vitro 효능 검증

  분리·정제된 기능성 이차대사산물의 풋마름병원균 제어 능력 효능을 검증을 위해 Agar 

diffusion method와 최저저해농도 (Minimum inhibitory concentration, MIC) 평가를 시도한 

결과, 그람음성균인 풋마름병원균 대체 시험균 E. coli에서 compound A의 최저저해농도가 1μ

g/mL으로 매우 강한 활성을 나타냈으며, compound B는 그람양성균에서 2μg/mL의 최저저해

농도를 가지는 것을 확인하여 각각의 compound는 강한 항균 활성과 뛰어난 선택성이 있다고 

판단하였다. 차후 구조 분석 및 작용기작 실험은 그람음성균인 풋마름병원균 대체 시험균 

E. coli에 강력한 활성을 나타내는 compound A에 대해 진행하였다.
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Strain
MIC (μg/mL)

A B Melittin

Bacteria (Gram-negative) 　 　 　

Escherichia coli (KCTC 1682) 1 8 8

Escherichia coli (ML 35) 1 8 8

Pseudomonas aeruginosa (KCTC 1637) 1 64 16

Bacteria (Gram-positive)

Bacillus subtilis (KCTC 3068) 16 2 4

Staphylococcus aureus (KCTC 1621) >128 2 4

 ⑧ 기능성 이차대사산물의 작용기작 구명 및 안전성 분석

  기능성 이차 대사산물의 항균 작용기작 구명을 위해 fluorescent dye를 이용한 실험을 진

행한 결과,Compound A는 세포막에 영향을 미치지 않았기 때문에, DNA binding 여부를 판단

하기 위해 SYTOX green uptaken assay를 추가적으로 진행하였다. 시험균으로는 그람음성

균인 E. coli와 그람양성균인 S. aureus를 사용하였고, 대조군으로 세포막을 파괴하는 멜리틴 

펩타이드를 사용하였다. 대조군 펩타이드의 경우, 최저저해농도의 2배를 처리하였을 때 핵산과 

빠르게 결합하여 형광의 세기가 증가하는 것을 확인하였다. 또한, Compound A를 E. coli에 

대해 최저저해농도 1x, 2x, 4x 농도로 처리 시 농도 dependent 경향성을 보이며 형광 세기가 

증가하는 것을 확인하였다.

 <그림 50. Compound A의 (a) E. coli (b) S. aureus에 대한 membrane depolarization assay>

Operating condition

Instrument HITACHI F-4500 FL spectrophotometer

Cuvette Hellma. 101. 650QG

Buffer 1xPBS

Dye 0.1 μM SYTOX green nucleic acid stain 
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<그림 49. Compound A의 (a) E. coli (b) S. aureus에 대한 SYTOX green uptake assay>

 ⑨ 기능성 이차대사산물의 안전성 분석

  순수하게 분리·정제된 compound A의 안전성을 sheep blood 적혈구의 용혈현상 이용해 

분석한 결과, Compound A의 안전성 평가 결과 512μg/mL의 농도까지 처리하여도 용혈현상이 

일어나지 않아 세포독성이 없음을 확인하였다.

<그림 51. 용혈반응을 이용한 compound A의 안전성 분석>
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  (2) 정량적 연구개발성과

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명
2019~2021 계

가중치

(%)

연구개발과제 특성 반영 지표

특허출원
목표(단계별) 2 2 20

실적(누적) 2 2 20

특허등록
목표(단계별) 1 1 20

실적(누적) 0 0 0

기술이전
목표(단계별) 1 1 30

실적(누적) 1 1 30

기술료
목표(단계별) - - -

실적(누적) 30,000천원 30,000천원 -

학술발표
목표(단계별) 4 4 10

실적(누적) 4 4 10

인력양성
목표(단계별) 2 2 10

실적(누적) 2 2 10

홍보전시
목표(단계별) 1 1 10

실적(누적) 1 1 10

계
목표(단계별) 11 11 100

실적(누적) 11 10 80

  (3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

 

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
2020 한국생물공학회 

춘계학술발표대회 및 국제심포지엄
서선일 2020.06.25

수원컨벤션센터

(e-컨퍼런스)
대한민국

2
2020 한국생물공학회 

춘계학술발표대회 및 국제심포지엄
김주은 2020.06.25

수원컨벤션센터

(e-컨퍼런스)
대한민국

3 제48회 한국미생물생명공학회 서선일 2021.06.23 부산 BEXCO 대한민국

4 제48회 한국미생물생명공학회 김정은 2021.06.23 부산 BEXCO 대한민국

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

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

1 Bacillus siamensis JC-18 KCTC14159BP 한국생명공학연구원 2020

2 Bacillus velezensis JC-6 KACC92358P 국립농업과학원 2021

  [기술적 성과]

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

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1 특허출원 대한민국

이철원 

김주은 

김평일 

서선일

2020.

04.03

10-2020-

0040685
- - - - 100 -

2 특허출원 대한민국

김평일

서선일

이철원

김주은

김정은

2021.

09.06

10-2021-

0118614
- - - - 100 -
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  [경제적 성과]

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1 통상실시권

바실러스 시아멘시스 

JC-18 균주 또는 이의 

배양액을 포함하는 

식물병 방제용 조성물

㈜마이크로자임 2021.07.30. 30,000,000원 -

 

  [사회적 성과]

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 김주은 2020
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1 1 1

2 김예지 2020
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1 1 1

  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

1 지방일간지 광주타임즈
(재)농축산용미생물센터-전남대, 바실러스 

시아멘시스 JC-18 균주 최초 분리
2021.09.07.

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항 – 해당사항 없음

 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 유용미생물 발굴·효능검증 ○ 잿빛곰팡이 및 풋마름 병해 제어용 각각 5종 이상, 

복합제어용 2종 이상
100%

○ 유용미생물 안전성 및 특성 분석 ○ 시제품의 병해 제어 효능 및 약해·독성 검증 100%

○ 대량배양용 배지 및 발효조건 

최적화

○ 바이오리액터를 이용한 최적배지 개발 및 5L, 100L 

발효기를 이용한 대량배양 조건 확립
100%

○ 유용미생물 대량배양, 제형화 

및 농가 현장적용

○ 1.5톤, 10톤 대용량 발효기를 활용한 대량배양 

scale-up 및 춘천 소재 토마토 농가 현장적용 
100%

○ 사용매뉴얼 제작·보급 및 교육·

컨설팅

○ 희석배수, 처리 시기·방법·횟수, 보관방법 등 미생물

제제 사용 매뉴얼 보급 및 교육·컨설팅
100%

4. 목표 미달 시 원인분석

 ○ 정량적 성과 중 2차년도 특허등록 1건(바실러스 시아멘시스 JC-18 균주 이의 배양액을 

포함하는 식물병 방제용 조성물)이 특허청 등록을 위한 최종 심사가 지체되어 연구기간 내 

등록 불가, 연구종료후 성과로 등록할 예정
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5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

○ 친환경, 고부가가치/선도형 농가를 위한 주요 토마토 병원균 방제 비용 및 부대비용 절감을 위한 방제 

기술 보급

○ 토마토 병원균(풋마름병, 잿빛곰팡이병) 방제 종합관리 매뉴얼 개발에 의한 농업 현장 애로사항 해결

○ 친환경 미생물제제의 사용으로 포괄적이며 지속 가능한 농업으로 발전하기 위한 원천기술 확보

○ 기능성 미생물제제의 방제 및 활성 기작 구명을 통한 효과적인 병원균 방제 방법 개발

○ 대량배양 및 제형화 기술 개발을 통한 유용미생물제제의 실용화 시스템 개발

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획
구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE

비SCIE

계

국내논문

SCIE

비SCIE

계

특허출원

국내

국외

계

특허등록

국내 1

국외

계 1

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

상품출시

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용
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자체평가의견서
1. 과제현황

과제번호 319110-2

사업구분

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 농축산물안전유통소비기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
토마토 병해 예방·방제용 미생물제제 대량생산 

및 현장적용 기술 개발
과제유형 개발

연구개발기관 2019.09.25.~2021.09.24 연구책임자 김평일

연구기간

연구개발비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도
2019.09.25.~

2020.09.24.
75,000 75,000 150,000

2차년도
2020.09.25.~

2021.09.24.
75,000 75,000 150,000

계 150,000 150,000 300,000

참여기업 -

상 대 국 - 상대국연구개발기관 -

※ 총 연구기간이 5차년도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2021. 11. 19.

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

(재)농축산용미생물산업육성지원센터 기획실장 김평일

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약

하며, 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 토마토 병해(잿빛곰팡이병, 풋마름병) 방제를 위한 기능성 미생물제제 개발 및 현장적용을 통해  

친환경 농업의 저변 확대, 신뢰도 제고 및 농가 소득증대에 기여할 괄목할 만한 성과를 도출함

○ 또한 개발한 연구성과의 기술이전으로 관련 분야 기업체의 매출 증대에도 기여할 것으로 판단됨

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 토마토 잿빛곰팡이 및 풋마름병 방제를 유용미생물의 선발, 효능검증, 성분 및 구조분석, 

기작 구명 등 학술적 가치가 매우 큼

○ 기능성 미생물에 대한 지적소유권 확보, 기술이전 및 향후 제품등록을 통한 매출 증대로 

관련 분야 산업체의 매출 증대에 기여할 것으로 예상됨

○ 화학농약 대체제로서 기능성 미생물제제의 활용을 통한 친환경 농업 발전에 기여함으로써 

사회적 측면에 부합됨

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 기능성 미생물에 대한 학술적 가치를 통한 교육 활용자료, 지식재산권 획득 및 기술이전을 

통한 제품등록으로 산업체의 매출 증대에 기여, 토마토 병해(잿빛곰팡이병/풋마름병) 동시 

방제를 통한 농가의 비용 절감 및 소득증대 기여함

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 토마토 병해 방제용 기능성 미생물 선발, 효능검증, 대량배양 최적화, 시제품 제작 및 현장

적용 등 본 연구의 당초 계획대로 성실히 수행하였음

○ 또한 본 연구의 계획서에 제시한 정성·정량적 성과목표를 달성하였음

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히불량)

○ 본 연구를 통해 특허출원 2건, 등록 예정 1건, 논문 게재 예정 1건, 기술이전 1건(정액기술료 

30,000천원) 등 우수한 성과를 도출함.
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

유용미생물 발굴·효능검증 15 100

- 기능성 미생물 10종 이상 발굴·효능 검증

- 풋마름병 및 잿빛곰팡이 제어용 각각 5종 

이상, 복합 제어용 2종 이상

유용미생물 안전성 및 특성 분석 20 100
- 생육 특성 및 대사산물 분석

- 시제품의 병해 제어 효능 및 약해·독성 검증

대량배양용 배지 및 발효조건 최적화 20 100

- 바이오 리액터와 반응표면분석법 이용 저비용·

고효율 최적배지 개발

- 5∼100L 발효기 활용 대량배양 조건 최적화

유용미생물 대량배양, 제형화 및 

농가 현장적용
30 100

- 2∼10톤 발효기 활용 대량배양 scale-up 및 

최적화

- 최적 제형(액상, 분상 수화제 등) 개발

- 시제품 제작 3건 이상(세균병 제어, 곰팡이병 

제어, 복합기능 각각 1건 이상)

사용매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅 10 100
- 유용미생물제제 사용 매뉴얼 1권

- 희석 배수, 처리 시기·방법·횟수, 보관 방법 등

합계 100점 100

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

○ 본 연구를 통한 토마토 병해 방제용 미생물(잿빛곰팡이 대상 5종, 풋마름병 대상 5종, 복합기능 2종) 

선발, 선발된 주요 미생물의 대사물질(유효성분) 분석 및 안전성 검증, 기작 구명, 구조분석 등 

학술적 가치를 달성함

○ 주요 선발 미생물에 대한 대량생산용 최적 배지 및 발효공정 확립, 시제품 3종(잿빛곰팡이 방제용, 

풋마름병 방제용, 생육촉진용) 개발을 통한 농가 현장적용을 통한 토마토 생산량(수확량) 증대 기여함

○ 특허출원 2건, 등록 예정 1건, 기술이전 1건(정액기술료 30,000천원) 등 연구 성과물을 기반으로 

향후 산업체의 제품등록 및 매출 신장에 기여할 것으로 판단됨

○ 또한 미생물제제를 활용한 토마토 병해 방제 등 친환경 농업 저변 확대, 비용 절감, 농가 소득증대 등 

경제적/사회적 측면에서 크게 기여할 것임

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

○ 기능성 미생물제제를 활용한 생물학적 방제로 토마토 병해 및 타 작물로의 스펙트럼 확대

○ 지식재산권의 통상실시로 관련 분야 다수의 산업체에 기술이전 및 맞춤형 제형개발을 통해 다양한 

제품개발 및 매출증대에 기여할 것임

Ⅳ. 보안성 검토 – 해당사항 없음
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연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태  □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야

연 구 과 제 명 토마토 병해 예방·방제용 미생물제제 대량생산 및 현장적용 기술 개발

주관연구개발기관 (재)농축산용미생물산업육성지원센터 주관연구책임자 김평일

연 구 개 발 비

정부지원

연구개발비
기관부담연구개발비 기타(농협-역매칭) 총연구개발비

150,000,000원 - 150,000,000원 300,000,000원

연구개발기간  2019. 09. 25 - 2021. 09. 24 (24개월)

주요활용유형
 ■산업체이전         ■교육 및 지도         □정책자료         □기타(          )

 □미활용 (사유:                                                             )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

①유용미생물 발굴·효능검증
- 잿빛곰팡이병 제어용 16종, 풋마름병 제어용 10종, 

복합제어용 2종 선발

②유용미생물 안전성 및 특성 분석
- 생육 특성 및 대사산물 분석

- 시제품의 병해 제어 효능 및 약해·독성 검증

③대량배양용 배지 및 발효조건 최적화

- 바이오 리액터를 이용한 저비용·고효율 최적배지 개발

- 최적 탄소원, 질소원 및 배양조건 확립

- 5L, 100L 발효기 활용 대량배양 조건 최적화

④유용미생물 대량배양, 제형화 및 농가 현장적용

- 1.5톤, 10톤 대용량 발효기를 활용한 대량배양 scale-up

- 최적 제형(액상) 개발

- 시제품 제작 3건 이상(세균병 제어, 곰팡이병 제어, 

복합기능 각각 1건 이상)

- 춘천 소재 토마토 농가 현장적용

⑤사용매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅
- 희석 배수, 처리 시기·방법·횟수, 보관 방법 등 미생물

제제 사용매뉴얼 제작·보급 및 교육·컨설팅
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3. 연구목표 대비 성과 

(단위 : 건수, 백만원, 명)

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

①

②

③

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복    제

외국기술

소화ㆍ흡수

외국기술

개선ㆍ개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로 

해    결

정책

자료
기타

①의 기술

②의 기술

③의 기술

 * 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

②의 기술

③의 기술

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 20 20 30 - 10 10 10

최종

목표
2 1 1 4 2 1

당해

년도

목표 2 1 1 4 2 1

실적 2 - 1 30 4 2 1

달성률

(%)
100 - 100 100 100 100
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7. 연구종료 후 성과창출 계획

(단위 : 건수, 백만원, 명)

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 바실러스 시아멘시스 JC-18 균주 또는 이의 배양액을 포함하는 식물병 방제용 

조성물

이전형태 □무상  □유상 기술료 예정액 천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간 실용화예상시기3)

기술이전시 선행조건4)

 

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 20 20 30 10 10 10

최종목표 2 2 2 4 2 1

연구기간내 

달성실적
2 - 1 4 2 1

연구종료후 

성과장출 

계획

- 2 1 - - -
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전생산유통관리기술개발사업의 연구보고서입

니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 농축산물안전생산유통관

리기술개발사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

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