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연구의

목적 및 내용

 1. 닭진드기 방제용 천연 살비제 개발

 2. 균주개량을 통하여 살비능을 극대화시킨 돌연변이 진균 3속 3종 

선발

 3. 살비능 식물정유와 돌연변이 균주의 분생포자를 혼합한 친환경 천

연 살비제 개발 

 4. 친환경 천연 살비제의 계사 내 적용기술 개발

 5. 현장적용 매뉴얼 개발

연구개발성과

 1. 닭진드기 방제용 진균의 탐색 및 살비능 평가 : 3종 연구 완료

 2. 닭진드기 방제용 진균 균주 개량 : 1종 완료

 3. 식물 정유의 살비능 평가 및 기작 검증 : 16종 완료

 4. 식물 정유 처리 진균 포자 발아율 조사 : 8종 완료

 5. 살비성 야생형 및 돌연변이 진균 포자와 식물 정유 혼합물의 제조 

: 2건 완료

 6. 혼합제조물의 살비능 평가 : 2건 완료

 7. 유효 진균 대량 배양 조건 확립 : 1건 완료

 8. 유효 진균을 이용한 제형화 개발 및 제제화 공정 확립 : 1건 완료

 9. 최적의 살비제 제형화 확립 : 2건 확립

 10. 시작품 제작 및 안정성⋅안전성 평가 : 시작품 제작 2건 완료, 인

증 5건 완료

 11. 살비제 현장 적용 매뉴얼 확립 : 1건 확립

 12. 고용창출 1건/국내특허출원 7건/학술발표 4건/연구인력양성 2건

연구개발성과의
활용계획
(기대효과)

 1. 진균의 액상 배양을 통한 포자 생산과 분상 제형화 개발 및 오일 

제형에 대한 적절한 유화제 배합 방법 그리고 o/w 제형 개발 노하

우를 확보함에 따라 추후 다양한 제품 개발이 가능함

 2. 본 연구에서 도출된 진균 제형 및 오일 제형을 동물의약외품으로 

등록 추진할 계획임

 3. 타 연구에 응용(농업 분야 살충관련 연구에 응용 : 유기농업자재 

충해관리용 자재 및 토양 개량 및 작물생육용 자재)

국문핵심어

(5개 이내)
닭진드기 친환경 

살비제 살충성 진균 살비성 
식물정유 제형화

영문핵심어

(5개 이내)
red mite eco-friendly 

acaricide
entomopatho
genic fungi

acaricidal 
plant 

essential oil
formulation
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1. 연구개발과제의 개요

1-1. 연구개발 목적

<연구개발 대상 및 기술·제품의 개요>
 ○ 연구개발 개요 : 균주개량을 통하여 살비능이 증강된 진균의 분생포자와 각 대상 균주의 

포자 발아를 촉진하는 식물정유(살비성)를 기반으로 제조한 친환경 천연 살비제 

<제품 개념도>

  

○ 핵심기술(핵심기술의 내용, 용도 등에 대해 세부내용 기술)

[주관연구기관]

- 살비능 진균 개량

⦁균주 개량 기술 :  3속 4종의 대상 균주를 자외선, mutagen 및 자외선 + mutagen을 시간

별로 처리하여 배지에 접종한 후 생존률 10% 이하인 돌연변이 균주를 선발

⦁in vitro 활성 측정 기술 : 배양된 돌연변이 및 야생 균주의 chitinase, protease, lipase 

활성

⦁돌연변이 균주의 유전적 변이 분석 기술: RAPD

⦁닭진드기 표피추출액 분해활성 분석 기술 : 표피추출액을 농도별로 희석 후 배지에 혼

합하여 돌연변이 및 야생 균주의 분해능 분석

⦁살비활성 검증 : laboratory bioassay (포자현탁액 및 cell-free 배양여과액의 살비활성 

검증)

- 살비능 식물정유 선발 기술 
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1-2. 연구개발의 필요성 

<연구개발 기술·제품의 필요성>

닭진드기
⦁학명 : Dermanyssus gallinae; 영명: Red Mite; Chicken Mite; 일본명: ワ

クモ
분류 응애목, 중기문아목, 진드기과

문제점

⦁최근 시스템화 된 계사구조의 도입에 따라 일상관리가 기계화되었고 또

한, 계사내부의 온·습도환경은 연간 일정하게 되었음

⦁이와 같은 배경으로 닭 진드기의 증식이 계절에 상관없이 증식하고 있

음

⦁특히 6월이 되면 계사 내 기온이 상승함에 따라 폭발적으로 증식함

⦁더욱이 약제에 대한 저항성을 나타내는 닭 진드기의 출현이나 예외적인 

사용허가약품에 의해서는 방제가 곤란한 상황임

⦁흡혈을 안해도 수개월 이상 생존함 

⦁2017년 살충제 계란 파동(2017 Fipronil eggs contamination)은 유럽에

서 피프로닐에 오염된 계란과 난제품이 유통된 사건으로서 2017년 8월 

대한민국에서 생산된 계란에서도 피프로닐에 오염된 계란이 발견되어 소

비자들의 불안감이 증폭하면서 계란 및 난제품들의 매출이 급격히 하락

하여 국가적으로 일대 파동이 있었음

⦁국립축산과학원의 한 연구에 따르면 국내 산란계 농가의 닭진드기 감염

률이 94%로 추정함

숙주범위

⦁인수공통 기생충이며 광범위한 숙주범위(가금류, 야생조류, 조류숙주가 

없을 경우에는 개, 고양이, 설치류, 말, 인간 등)를 나타냄

⦁체외기생충(ectoparasite)으로서 가금류의 건강에 심각한 문제를 야기함  

형태 및 

life cycle 

⦁부화 후 어린 진드기는 체장 0.5㎜정도이고 다리가 3쌍이며, 성충 진드

기는 체장 1㎜에 다리는 4쌍임

⦁평소에는 백·회·흑색으로 보이나 흡혈 후 몸이 붉은 적색으로 보임

⦁알에서 성충까지 7~9일 소요되며, 유충은 1∼2일에 부화하여 탈바꿈한 

⦁농도별 처리 : 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1%, 2%, 5% 각각 24 시간 처리하여 치사율 결정  

⦁살비활성 및 살충활성 기작 검증 : 침지처리, 분무처리, 훈증처리

- 살비능 식물정유의 진균에 대한 독성 측정 : 탁월한 살비능을 가진 식물정유라 하더라도 

대상 균주의 포자발아 및 균사체 성장에 독성을 나타낸다면 제외함  

[참여기관]

- 유효 진균의 대량배양 기술 :  탄소원, 질소원, 배양온도 및 시간

- 살비능 진균과 식물정유 혼합기술: 역유화(inverted emulsion) 

- 제형화 기술 : 부착성, 안정제 및 유화제 시험

- 제형 안정화 기술 : 산화방지제

- 시작품에 대한 살비시험 : laboratory bioassay 

- 현장 적용 살비시험 : 닭진드기 트랩을 이용한 치사율 검증
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후 숙주(닭)를 먹이로 하는 애벌레로 변태하고, 애벌레는 2번 탈바꿈한 

후 성충이 되어 흡혈ㆍ산란을 반복함(수명은 90일)

서식처

⦁진드기가 닭에 기생하여 흡혈하는 것은 주로 야간으로, 낮 동안은 그늘

진 부분, 계사의 틈새 혹은 이음새, 계분 혹은 급이기통 밑에 몸을 숨기

고 있어 발견하기 어렵고, 알아차렸을 때에는 이미 다량으로 발생된 경우

가 많음

흡혈에 의한 

산란계 피해

⦁한 마리 당 흡혈량은 미량이지만 대량 발생한 농장에서는 닭이 빈혈로 

집단 폐사되어 양계농가에 심각한 경제적 손실을 초래함

⦁산란계의 영양결핍, 발육지연, 수면장애 및 영양흡수장애를 일으켜 탈색

란 발생 혹은 산란계에 스트레스를 유발시켜 장기간에 걸쳐 산란율이 저

하시킴 

⦁살모넬라, 가금티프스, 가금콜레라, 스피로헤타의 수평감염을 가속화시킬 

뿐만 아니라, 백혈병 및 뉴캣슬병 등과 같은 바이러스 질병을 전파하는데 

중요한 매개체 및 보균체 역할을 수행함 
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 1-3. 연구개발 범위

<연구개발의 목표 및 개발 범위>

가. 최종목표

목표 내용

1 닭진드기 방제용 천연 살비제 개발

2 균주개량을 통하여 살비능을 극대화시킨 돌연변이 진균 3속 3종 선발

3
살비능을 가진 식물 정유와 돌연변이 균주의 분생포자를 혼합한 친환경 천연 살

비제 개발 

4 친환경 천연 살비제의 계사 내 적용기술 개발

5 살비제 현장 적용 매뉴얼 확립

나. 세부목표

세부목표 내용

1 닭진드기 방제용 진균의 탐색 및 살비능 평가

2 닭진드기 방제용 진균 균주 개량 : UV, mutagen 및 UV + mutagen 처리 

3 식물 정유의 살비능 평가 및 기작 검증

4 식물 정유 처리 진균의 포자 발아율 조사

5 살비성 야생형 및 돌연변이 진균 포자와 식물 정유 혼합물의 제조 

6 혼합제조물의 살비능 평가

7 유효 진균 대량 배양 조건 확립

8 유효 진균을 이용한 제형화 개발 및 제제화 공정 확립

9 최적의 살비제 제형화 확립

10 시작품 제작 및 안정성 ∙ 안전성 평가

11 살비제 현장 적용 매뉴얼 확립

 다. 연차별 개발목표 및 내용

  <1차년도>

- 주관연구기관(배재대학교) 

목표 내용

1 닭진드기 방제용 진균의 탐색 및 살비능 평가

2 닭진드기 방제용 진균 균주 개량 : UV, mutagen 및 UV + mutagen 처리 

3 식물 정유의 살비능 평가 및 기작 검증

4 식물 정유 처리 진균의 포자 발아율 조사
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- 협동연구기관(제노바이오) 

목표 내용

1 유효 진균 대량 배양 조건 확립

2 유효 진균을 이용한 제형화 소재 개발 및 제제화 공정 확립

 

  <2차년도>

- 주관연구기관(배재대학교) 

목표 내용

1 살비성 돌연변이 진균 포자와 선택된 식물 정유 혼합물의 제조(세부과제 1) 

2 혼합제조물의 살비능 평가(세부과제 2)

 - 협동연구기관(제노바이오) 

목표 내용

1 최적의 살비제 제형화 확립

2 시작품 제작 및 안정성 평가

3 시작품의 포자생존률 및 살비성 분석

4 시작품의 현장 적용 매뉴얼 학립
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2. 연구수행 내용 및 결과

1절. 대상 균주 선정

1. 균주의 살비활성 검증

가. 균주 분양 및 배양

   현재 농업용 진균 살충제로 활용되고 있는 대표적인 진균인 백강균(Beauveria bassiana)및 

녹강균(Metarhizium anisopliae)등을 활용하여 닭진드기 살비제의 후보 진균으로 선정하였으며, 

Cordyceps militaris 는 사료첨가할 수 있는 진균으로써 선정하였다. Beauveria bassiana 

KACC40224, Cordyceps militaris ATCC26848, Metarhizium anisopliae KCTC 327를 농촌진흥청 

국립농업과학원 농업생물부에서 분양받았다. 각 진균을 PDA 배지 및 25℃ 조건에서 배양하였

다.

나. 진균 3종의 닭진드기 살비 테스트

  실험에 필요한 닭진드기를 충북 보은군 Y 농장에서 채집하였다. Insect petridish의 바닥에 

filter paper를 놓고 채집된 닭진드기 dish당 400~500마리를 분주하였다. 각 진균 3종을 25℃ 조

건에서 7일간 배양한 후 원심분리를 통해 분리하고 PBS를 이용하여 세척하였다. 그 후, 각 진

균 3종을 증류수를 이용하여 표 1에 명시된 포자 수 만큼 희석하여 2 mL씩 분무 살포하였다. 

각 표에 기재된 날짜 간격으로 닭진드기 생존율을 확인하였다. 

  진균 3종을 농도별로 최초 분무 살포하고 12일 후에 닭진드기에 대한 살비효과를 확인한  

결과, B. bassiana 1 X 108에서 94.13%의 살비효과를 나타낸 반면, C. militaris와 M. anisopliae

에서는 최대 37.58%,  49.76%의 낮은 살비효과가 관찰되었다(그림 1). 따라서 본 연구는 가장 

살비효과가 뛰어난 B. bassiana를 선택하여 돌연변이 균주 개량 및 제형화를 진행하였다.

   곤충병원성 곰팡이는 곤충과의 접촉에 의해 감염이 시작되고 물리 화학적으로 표피를 침투

하여 기주 곤충의 면역작용을 차단, 독성물질을 분비하여 곤충을 죽인다. 또한 감염된 곤충병

원성 곰팡이는 기주 곤충의 혈강 내에서 대량 번식하여 기주 곤충의 영양분을 고갈시켜 사망

에 이르게 하고 기주 곤충의 치사 후에는 죽은 곤충의 표피에서 포자를 형성하여 2차 감염원

으로 작용한다. 

[표 1] 진균 포자 조성

순번 조성
1 B. bassiana 1 X 106

2 B. bassiana 1 X 107

3 B. bassiana 1 X 108

4 C. militaris 1 X 106

5 C. militaris 1 X 107

6 C. militaris 1 X 108

7 M. anisopliae 1 X 106

8 M. anisopliae 1 X 107

9 M. anisopliae 1 X 108
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[그림 1] Beauveria bassiana, Cordyseps militaris, Metarhizium anisopliae 각 진균의 농도에 

따른 닭진드기에 대한 살비효과

다. Beauveria bassiana 균주 염기서열 분석

  후속 연구를 진행하기 앞서 살비효과가 뛰어난 B. bassiana를 유전적으로 재검증하기 위해 

진균 B. bassiana의 18s rRNA 프라이머를 디자인하여 염기서열분석을 수행하였다. 프라이머의 

염기서열 정보와 PCR 조건은 아래의 표 2와 같이 수행하였고, HS Prime Taq DNA 

Polymerase(Genetbio. Korea) 제품을 사용하였다. PCR을 통해 얻어진 유전자를 염기서열분석 

서비스를 맡겼고, 염기서열결과를 NCBI blast 프로그램으로 염기서열의 상동성을 비교분석 하

였다. 그 결과, 연구에 사용된 진균이 정상적인 B. bassiana임을 최종 확인하였다(그림 2). 

  

[표 2] PCR 조성 및 조건

Primer sequence
Bb 18s rRNA-F GTA GTC ATA TGC TTG TCT CAA AGA TTA AG
Bb 18s rRNA-R TAG GGA TTC CTC GTT GAA GAG CAA T

GENEBIO HS Prime Taq DNA Polymerase
Component Volume

10x Reaction buffer 2㎕
10mM dNTPs Mixture 2㎕

Primer (50pm/㎕) 1㎕
HS Prime Taq DNA pol.(2.5 units/㎕) 0.4㎕

Template DNA 0.1㎕
DW Add up to 20㎕

Step Temp. Time Cycles
Initial denaturation 94 5 1

Denaturation 94 1
30Annealing 56 1

Extension 72 3
Final extension 72 8 1
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[그림 2] Beauveria bassiana 염기서열 분석 결과

2. 돌연변이 균주 개량

가. Beauveria bassiana 개량

  닭진드기 살비효과가 가장 뛰어난 B. bassiana를 단백질, 지질 등의 물질 분해 능력을 증대시

켜 wild-type 보다 닭진드기 살비효과 높은 균주를 개량하였다. Beauveria bassiana 

KACC-40224를 4가지 방법으로 돌연변이 유도하였다(표 3).

  그 결과, Beauveria bassiana는 MNNG가 들어간 조건에서는 생존율 0%를 보였고, Ethidium 

bromide(EtBr) + Ultra violet를 동시 처리한 조건에서 생존율 20% 미만을 보였다.  따라서 이 

조건에서 생존한 균주를 선택하여 3회 계대 배양하였다(그림 4).

[표 3] 진균 돌연변이 조건

Control Mutant1 Mutant2 Mutant3 Mutant4
UV - + + + +

Ethidium bromide - - + - +
1-methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine - - - + +

[그림 3] 돌연변이 조건에서의 B. bassiana의 모습
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나. Random Amplified Polymorphic DNA(RAPD) 분석

  3회 계대 배양한 B. bassiana의 돌연변이를 DNA 수준에서 검증하기 위해 RAPD 분석법을 수

행하였다(표 4, 5). RAPD 결과를 Agarose gel에서 확인한 결과, 빨간 칸으로 표시된 프라이머 

OPA-02, -09, -12, -17, -19, OPD-04, -20, OPE-01, OPF-02, -08, -10, -12, -14, -16, OPZ-20

에서 큰 변화를 보이고, 노란 칸으로 표시된 프라이머 OPA-11, -13, OPB-06, OPD-01, -15, 

-18, OPE-08, OPF-05, -09, OPH-19, -20, OPZ-07에서 작은 변화를 균주 5개체에서 돌연변이 

결과가 관찰되었다(그림 4). 

  최종적으로 유전적 변이가 관찰된 돌연변이 균주 5개체를 3회 계대 배양하여 후속 연구를 

진행하게 되었다(그림 5).

[표 4] 돌연변이 검증용 RAPD primer 36종의 염기서열

OPA-02 TGCCGAGCTG OPD-04 TCTGGTGAGG OPF-09 CCAAGCTTCC 
OPA-03 AGTCAGCCAC OPD-15 CATCCGTGCT OPF-10 GGAAGCTTGG
OPA-09 GGGTAACGCC OPD-18 GAGAGCCAAC OPF-12 ACGGTACCAG 
OPA-11 CAATCGCCGT OPD-20 ACCCGGTCAC OPF-14 TGCTGCAGGT 
OPA-12 TCGGCGATAG OPE-01 CCCAAGGTCC OPF-16 GGAGTACTGG 
OPA-13 CAGCACCCAC OPE-08 TCACCACGGT OPH-08 GAAACACCCC 
OPA-17 GACCGCTTGT OPE-09 CTTCACCCGA OPH-19 CTGACCAGCC 
OPA-18 AGGTGACCGT OPE-11 GAGTCTCAGG OPH-20 GGGAGACATC
OPA-20 GTTGCGATCC OPF-02 GAGGATCCCT OPZ-04 AGGCTGTGCT 
OPB-06 TGCTCTGCCC OPF-04 GGTGATCAGG OPZ-07 CCAGGAGGAC 
OPB-10 CTGCTGGGAC OPF-05 CCGAATTCCC OPZ-10 CCGACAAACC 
OPD-01 ACCGCGAAGG OPF-08 GGGATATCGG OPZ-20 ACTTTGGCGG 

[표 5] PCR 조건

GENEBIO HS Prime Taq DNA Polymerase
Component Volume

10x Reaction buffer 2㎕
10mM dNTPs Mixture 2㎕

Random Primer (50pm/㎕) 1㎕
HS Prime Taq DNA pol.(2.5 units/㎕) 0.4㎕

Template DNA 0.1㎕
DW Add up to 20㎕

Step Temp. Time Cycles
Initial denaturation 94 6 1

Denaturation 94 1
30Annealing 36 2

Extension 72 2
Final extension 72 8 1
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[그림 4] RAPD primer 36종에 대한 결과
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[그림 5] 진균 3차 계대배양

3. 돌연변이 균주의 분해활성 검증

   곤충병원성 진균이 기주곤충에 감염하는 단계에서 곤충의 외피를 관통하기 위해서는 진균

으로부터 여러 가지 효소가 분비된다. 곤충의 외피는 큐티클층으로 구성되어 있으며, 주성분은 

키틴미소섬유, 단백질 및 지질 등으로 구성되어 있다. 진균이 생산하는 큐티클 분해 효소는 키

틴분해효소, 단백질분해효소, 지질분해효소 등으로 특히 단백질분해효소가 먼저 큐티클 분해에 

관여하여 곤충병원성에 가장 중요한 병원성 인자이다. 곤충병원성 진균의 돌연변이를 유발하여 

wild-type 과의 효소활성을 비교하고자 하였다.

가. 지질 분해활성

  개량된 B. bassiana 돌연변이 균주의 지질 분해활성을 검증하기 위해 Tween-80이 첨가된 배

지에 균주를 접종하고 25℃에서 2일 배양한 후 결정체의 크기를 확인하였다(그림 6). 

  그 결과, B. bassiana의 wild-type은 자라지 못한 반면, 돌연변이 균주 m1 : 45.0±3.0mm, m2 

: 45.7±4.5mm, m3 : 44.0±2.0mm, m4 : 45.7±3.2mm, m5 : 45.0±5.0mm으로 각 돌연변이 균

주들은 지질을 분해하여 결정체가 형성된 것을 관찰하였다(그림 7).

[그림 6] B. bassiana의 wild-type 및 돌연변이 균주의 지질 분해활성 사진

[그림 7] B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이균주의 지질 분해활성
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나. 전분 분해활성

  개량된 돌연변이 균주의 전분 분해활성을 검증하기 위해 Soluble starch가 첨가된 배지에 균

주를 접종하고 25℃에서 2일 배양한 후 투명환(clear zone)의 크기를 확인하였다(그림 8).

  그 결과, B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이 균주들의 투명환은  m1 : 215.4%, m2 : 

206.3%, m3 : 208.6%, m4 : 240.4%, m5 : 210.9% 으로 전분 분해활성이 증대된 것을 관찰하였

다(그림 9).

[그림 8] B. bassiana의 wild-type 및 돌연변이 균주의 전분 분해활성 사진

[그림 9] B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이균주의 전분 분해활성

다. 단백질 분해활성

  개량된 돌연변이 균주의 단백질 분해활성을 검증하기 위해 Gelatin과 Skim milk가 각각 첨가

된 배지에 균주를 접종하고 25℃에서 3일 배양한 후 투명환(clear zone)의 크기를 확인하였다

(그림 10, 12).

  그 결과, B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이 균주들의 Gelatin 투명환은 m1 : 268.0%, m2 

: 261.2%, m3 : 278.4%, m4 : 268.0%, m5 : 264.6% 으로 분해활성이 증대된 것을 관찰하였고, 

Skim milk 투명환은 m1 : 146.7%, m2 : 136.7%, m3 : 143.3%, m4 : 130.0%, m5 : 176.7% 으로 

분해활성이 증대된 것을 관찰하였다(그림 11, 13).
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[그림 10] B. bassiana의 wild-type 및 돌연변이 균주의 gelatin 분해활성 사진

[그림 11] B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이균주의 gelatin 분해활성

[그림 12] B. bassiana의 wild-type 및 돌연변이 균주의 skim milk 분해활성 사진

[그림 13] B. bassiana의 wild-type 대비 돌연변이균주의 skim milk 분해활성

4. 돌연변이 균주의 살비활성 검증

  지질, 전분, 단백질 분해활성이 증대된 돌연변이 M1 균주의 닭진드기 살비활성을 검증하기 

위해 실험에 필요한 닭진드기를 충북 보은군 Y 농장에서 채집하였다. Insect petridish의 바닥에 

Filter paper를 놓고 채집된 닭진드기 dish당 400~500마리를 분주하였다. 각 균주를 25℃ 조건

에서 7일간 배양한 후 원심분리를 통해 분리하고 PBS를 이용하여 세척하였다. 그 후, 각 진균 

3종을 배양액 또는 증류수를 이용하여 표에 명시된 포자 수 만큼 희석하여 2 mL씩 분무 살포
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하였다. 각 표에 기재된 날짜 간격으로 닭진드기 생존율을 확인하였다.   

  그 결과, B. bassiana의 돌연변이 M1 균주가 접종 4일 후에 75.86%의 살비효과를 나타내어 

wild-type의 약 50%의 더 높은 살비효과를 나타냈고, 접종 8일 후에는 돌연변이 M1 균주의 살

비효과는 100%를 보였다. B. bassiana의 wild-type 또한 접종 12일 후에 살비효과 100%를 나타

내어 돌연변이 M1 균주가 100%에 도달하는 시간을 단축시키는 효과가 있을 뿐 wild-type 또한 

높은 살비효과가 관찰되었다(그림 14, 15). 

 본 연구 결과에 제시하지 않았지만, 돌연변이 균주가 wild-type 보다 성장 속도가 느리기 때

문에 산업화 현장에서 돌연변이 균주의 포자를 확보하는데 배양시간대비 포자 회수 효율이 낮

아 돌연변이 균주로 제품화하기에 부적합할 것으로 예상되었다. 

[그림 14] B. bassiana의 wild-type과 돌연변이 균주의 살비활성 비교

Control Wild-type Mutant

[그림 15] B. bassiana의 wild-type과 돌연변이 균주의 살비효과 사진
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2절. 식물 정유 선정

1. 식물 정유 선택 및 구입

   본 과제의 계획으로는 살비활성을 갖는 10종의 식물 정유를 선별하고 시험하는 것을 목표

하였다. 기존의 닭진드기 살비 연구 논문을 바탕으로 살비 활성이 밝혀진 16종의 식물 정유를 

후보 식물 정유로 선택하였다(표 6).

[표 6] 연구에 사용된 식물 정유의 목록 및 구입처

2. 식물 정유의 살비활성 검증

  선택된 식물 정유의 닭진드기 살비활성을 검증하기 위해 0.8~0.025%까지 농도를 1/2씩 연속 

희석하였다. 유화제인 Tween-80을 10%로 맞춰 각 식물정유와 혼합한 후 60℃ 온도에서 중탕

으로 제형하였다. 그런 다음에, Insect breeding petridish에 채집한 닭진드기를 평균 500마리씩 

분주하고,  0.8%, 0.4%, 0.2%, 0.1%, 0.05%, 0.025%된 식물 정유를 2 ㎖씩 31.5㎕/cm2의 양으로 

균일하게 분무 살포하였다. 살포 24시간 후, 움직임이 없는 개체를 죽은 진드기로 간주하였다. 

음성 대조군으로는 멸균수를 살포하였고, 모든 살비테스트는 3회 반복 수행하였다. 

  그 결과, 라벤더 : 0.4 ~ 0.8%, 로즈제라늄 : 0.2 ~ 0.8%, 시더우드 : 0.4 ~ 0.8%, 타임 : 0.8%, 

인디안베이 : 0.1 ~ 0.8%, 정향 :  0.025 ~ 0.8%, 스피아민트 : 0.2 ~ 0.8%, 시나몬 : 0.05 ~ 0.8%

에서 살비효능 100%를 확인하였다(그림 16). 따라서 16종의 식물오일 중에 100% 살비효능을 

보인 라벤더, 로즈제라늄, 시더우드, 타임, 인디안베이, 정향, 스피아민트, 시나몬 등 총 8종을 

1차 선별하였다.

순번 식물 정유 명 구입처
1 라벤더(Lavandula angustifolia) BUBBLEBANK
2 로즈마리(Rosmarinus officinalis) BUBBLEBANK
3 로즈제라늄(Pelargonium roseum) BUBBLEBANK
4 시더우드(Cedrus atlantica) BUBBLEBANK
5 유칼립투스(Eucalyptus globulus) BUBBLEBANK
6 타임(Thymus vulgaris) BUBBLEBANK
7 인디안베이(Pimenta racemosa) BUBBLEBANK
8 겨자(Brassica nigra) PURE INDIAN FOODS
9 해바라기유(Helianthus annuus) FLORA
10 님오일(Azadirachta indica) NOW SOLUTIONS
11 정향(Syzygium aromaticum) BUBBLEBANK
12 스윗오렌지(Citrus sinensis) BUBBLEBANK
13 스피아민트(Mentha spicata) BUBBLEBANK
14 시나몬(Cinnamomum zeylanicum) BUBBLEBANK
15 바질(Ocimum basilicum) BUBBLEBANK
16 페퍼민트(Mentha Piperita) BUBBLEBANK
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[그림 16] 식물 정유의 단독 살포에 의한 닭진드기 살비효과 비교

3. 식물 정유의 살비활성 검증

  닭진드기에 대한 살비효과가 있는 식물정유 8종에 대한 진균 생존율을 평가하였다. 본 사업

의 최종 목표가 진균과 식물정유의 혼합제형제품이기 때문에 진균에 대한 각 식물정유의 독성

을 검증하였다. 각 정유를 농도별 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025% 로 희석 및 5% Tween-80으로 

유화시킨 후 식물정유를 PDA배지에 첨가하였다. 그런 다음에 각 배지에 진균 플라크를 접종 

하고 25℃에서 7일간 배양한 후 성장률 및 발아율 관찰하였다.

  그 결과 8종에 대한 식물 정유에 대한 진균의 80% 이상 생존 조건은 라벤더(0.4%), 로즈제라

늄(0.05%), 시더우드(0.05%), 타임(0.025%), 인디안베이(0.025%), 정향(0.05%), 스피아민트(0.2%), 

시나몬(0.025%)으로 확인되었다. 전체적으로 진균에 대한 식물정유의 독성이 매우 강하여 한 

제품으로 제형하기에 어려움이 관찰되었다.

  진균에 독성이 낮으며(진균 발아율 80% 이상), 닭진드기 살비효과(80% 이상)를 나타내는 최

적 조건은 B. bassiana의 라벤더 : 0.4%(125.6µg/cm2) 조건이 유일하였다(그림 17).
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[그림 17] 닭진드기에 대한 식물 정유의 살비 효과와 식물 정유에 대한 진균의 생존율 비교
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3절. 유효 진균 대량 배양 조건 확립

1. Beauveria bassiana

가. 배양 온도

   PDA 배지에서 배양한 균주를 지름 4mm 정도가 되도록 천공하여 블록으로 만든 후, PDA 

배지 정중앙에 상치하였다. 균주 블록이 상치된 PDA 배지를 25℃, 28℃, 30℃에서 각각 7일, 

14일 배양하였다. 각각의 배양 일자에 균사체의 지름을 측정하여 최적 배양 온도를 확인하였

다.

   Beauveria bassiana KACC40224 배양의 적합한 온도를 확인하기 위해서 각기 다른 온도에서 

7일차 및 14일차 성장한 균사체 지름을 측정하였다(그림 18). 균사체의 성장에 적합온도는 

25~28℃가 적합한 것으로 나타났고, 30℃에서는 다른 온도에 비해 전반적으로 약 38~43% 정도 

균사체 성장이 저조한 것으로 확인되었다. 이러한 결과로 B. bassiana KACC40224의 배양 온도

는 28℃ 확정하였다.

[그림 18] 배양온도에 따른 균사 성장

나. 배양배지 조성

   PDA에서 배양한 균체를 0.05% Tween 80 용액으로 회수하여 분생포자 현탁액을 제작하였

다. 분생포자 현탁액을 액체배지 100mL에 접종하여 28℃±1, 150rpm으로 9일간 배양하였다. 

액체배지에 접종한 포자의 초기농도는 2.0 × 106 spores/mL이 되도록 하였다. 액체배지는 

250mL 삼각플라스크에 8종의 각기 다른 조성으로 구성된 배지조성으로 제작하였다(표 7).  배

양 1일차, 3일차, 5일차, 7일차, 9일차 배양액을 회수하였고 혈구계수기를 이용하여 포자수를 

계수하였다. 또한 포자를 가장 많이 생산한 배지조성을 선택하여 진탕회전속도 및 초기 pH 등

의 조건을 검토하였다. 

  곤충병원성 진균 B. bassiana KACC40224의 액체배양에 적합한 배양배지 조성을 검토하기 위

해서 8종의 배양배지에 대해서 검토하였다(표 7). 각 배지별로 최대 포자 형성 시기를 확인해 

보면, 배지 A의 경우 7일차에 4.6 × 108 spores/mL, 배지 B의 경우 7일차에 7.0 × 107 

spores/mL, 배지 C의 경우 5일차에 4.1 × 108 spores/mL, 배지 D의 경우 9일차에 1.5 × 108  

spores/mL, 배지 E의 경우 7일차에 3.5 × 108 spores/mL, 배지 F의 경우 7일차에 3.7 × 108 

spores/mL,배지 G의 경우 7일차에 1.5 × 108 spores/mL, 배지 H의 경우 9일차에 3.6 × 108 

spores/mL으로 확인되었다(그림 19). 8종의 배양배지 중에서 최대 포자생산량을 최단기간에 형

성한 배지 A를 최종 선정하였으며, 다음에 진행된 진탕속도  및 배양 초기 pH 영향 관련 테스

트에서 배양 배지로 확정하였다. 
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[표 7] Beauveria bassiana KACC40224의 포자 생산을 위한 배지 조성표

Medium 
name

Ingredient Reference

A Sucrose 47.5g/L, Yeast extract 86.13g/L [3]
B Molasses 20g/L, Casein peptone 5g/L,  KH2PO4 0.5g/L [1]
C Glucose 45g/L, Casamino acid 45g/L, Tween 80 2g/L [4]
D Glucose 75g/L, Casamino acid 15g/L, Tween 80 2g/L [4]
E Glucose 20g/L, CSL 15g/L, Yeast extract 20g/L, Tween 80 4g/L [5]

F
Glucose 20g/L, CSL 20g/L, KNO3 5g/L, CaCl2 0.4g/L, MgSO4 0.1g/L, 

KH2PO4 6.8g/L, Tween 80 4g/L
[5]

G
Glucose 20g./L CSL 9g/L, NaNO3 5g/L, MgSO4 2g/L, KH2PO4 2g/L, 

Tween 80 4g/L
[5]

H

Sucrose 50g/L, KNO3 10g/L, KH2PO4 5g/L, MgSO4 2g/L, Tween 80 
2g/L, CaCl2 50mg/L, FeCl3ㆍ6H2O 12mg/L, MnSO4 2.5mg/L, CoCl2 

0.25mg/L, NaMoO4 0.2mg/L, ZnSO4 2.5mg/L
CuSO4 0.5mg/L

[6]

[그림 19] 배지에 따른 포자 생산량

다. 진탕 속도

   분생 포자 현탁액을 최적화 액체 배지 100mL에 1.0 × 106 spores/mL이 되도록 접종하였다. 

배양 온도는  28℃에서 진탕배양기 회전 속도를 150 rpm, 200 rpm,  250 rpm조건으로 7일간 

배양하였다. 배양 1일차, 3일차, 5일차, 7일차 배양액을 회수하였고 혈구계수기를 이용하여 포

자수를 계수하였다. 

   포자 생산량을 증가시키기 위해 150 rpm, 200 rpm, 250 rpm에서 진탕속도를 검토하였다(그

림 20). 진탕속도 200 rpm 및 250 rpm에서 유사한 결과를 얻었다. 각각의 진탕속도에 따른 최

대 포자수는  200 rpm 경우 배양 5일차에 5.8 × 108 sproes/mL의 포자수를 확인하였고, 250 

rpm 경우 배양 7일차 5.5 × 108 sproes/mL 였으며, 150 rpm 경우 배양 7일차 4.7 × 108 

sproes/mL로 확인되었다. 진탕속도는 200 rpm의 최적화하였다. 
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[그림 20] 진탕속도에 따른 포자 생산량

라. 초기 pH 영향

   배양 초기 pH의 영향을 살펴보기 위해서 액체배지에 2N HCl 및 2N NaOH를 사용하여 pH 

3, 4, 5, 6으로 적정하였다. 액체배지 100mL에 초기 접종 농도는  2.0 × 106 spores/mL로배양

을 시작하였다. 배양은 28℃에 200 rpm으로 진탕 배양하였고,  배양 1일차, 3일차, 5일차, 7일

차 배양액을 회수하여 포자를 계수하였다

   포자의 생산량을 증가시키기 위해 배양 초기 배지의 pH 영향을 검토하였다(그림 21). 그 결

과 배양 초기 pH 5인 경우 5일차에서 6.1 × 108 sproes/mL로 가장 높은 포자수가 생산되는 것

으로 조사되었다. 초기 pH 3인 경우 5일차에서 8.2 × 107 sproes/mL, 초기 pH 4인 경우 5일차

에서 3.6 × 108 sproes/mL, 초기 pH 6인 경우 5일차에서 2.1 × 108 sproes/mL의 포자수를 생

산하는 것으로 확인되었다. 배양 초기 pH는 5.0으로 최적화 하였다. 

[그림 21] 배양 초기 pH에 따른 포자 생산량

마. 대량 배양 

   위 조건을 바탕으로 500리터 발효조에서 200리터 발효를 수행하였다(그림 22). 초기 접종 

농도는 1.0 × 106 sproes/mL로 하였고, 28℃, 100rpm, 0.5vvm의 조건으로 2일 동안 배양하였

다. 종료 후 포자 농도는 6.75 × 107 sproes/mL로 확인되었다(그림 23). 
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[그림 22] B. bassiana 배양(500리터 발효조)

[그림 23] B. bassiana 배양 현미경 사진 (좌 : ×100, 우 : ×400)
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4절. 제형화

1. 분상제형

가. 동결건조 조건 검토

  액상 배양된 진균  Beauveria bassiana 배양액을 분상제형으로 전환하기 위해서 동결건조방

법을 채용하였다. 동결건조시 보조제로는 Skim milk, Corn starch, Lactose, Maltodextrin, 

Trehalose, Glycerol 및 Ascorbic acid를 사용하였다(표 8). 동결건조 과정은 진균 배양액과 보조

제를 표 8과 같이 혼합한 후 동결 플라스크에 투입하고 예비 동결을 –70℃에서 진행하였다. 예

비동결된 샘플을 동결건조기 장착하여 건조를 수행하였다. 동결건조가 완료된 후에 동결건조물

을 회수하고 분쇄하여 분말화 하였다. 분말화된 동결건조물의 온도에 따른 안정성을 확인하기 

위해서 4℃ 및 30℃에서 저장하면서 진균 발아율을 검토하였으며, 저장 기간은 98일 동안으로, 

14일 간격으로 발아율을 측정하였다. 

  동결건조 보조제로 Ascorbic acid가 미포함된 건조물의 경우, 4℃ 및 30℃에서 저장하면서 진

균 발아율을 검토한 결과는 그림 24, 25와 같다. 저장 온도 4℃ 경우, FD-1은 초기에 8.3 × 

108 cfu/g 이었으며, 98일에는 2.5 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-2는 초기에 6.5 × 108 cfu/g 

이었으며, 98일에는 4.4 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-3은 초기에 5.7 × 108 cfu/g 이었으며, 

98일에는 3.8 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-4는 초기에 6.8 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 

3.4 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-5는 초기에 6.0 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 2.0 × 108 

cfu/g을 확인되었다. 저장 온도 30℃ 경우, FD-1은 초기에 8.3 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 

4.6 × 106 cfu/g을 확인되었다. FD-2는 초기에 6.5 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 5.7 × 107 

cfu/g을 확인되었다. FD-3은 초기에 5.7 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 3.6 × 106 cfu/g을 확

인되었다. FD-4는 초기에 6.8 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 2.6 × 106 cfu/g을 확인되었다. 

FD-5는 초기에 6.0 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 3.6 × 106 cfu/g을 확인되었다. 

  동결건조 보조제로 ascorbic acid가 포함된 건조물의 경우, 4℃ 및 30℃에서 저장하면서 진균 

발아율을 검토한 결과는 그림 26, 27과 같다. 저장 온도 4℃ 경우, FD-1-1은 초기에 7.6 × 108 

cfu/g 이었으며, 98일에는 4.8 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-2-1은 초기에 7.2 × 108 cfu/g 이

었으며, 98일에는 5.4 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-3-1은 초기에 6.7 × 108 cfu/g 이었으며, 

98일에는 4.7 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-4-1은는 초기에 7.3 × 108 cfu/g 이었으며, 98일

에는 4.4 × 108 cfu/g을 확인되었다. FD-5-1은 초기에 7.2 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 4.0 

× 108 cfu/g을 확인되었다. 저장 온도 30℃ 경우, FD-1-1은 초기에 7.6 × 108 cfu/g 이었으며, 

98일에는 7.6 × 107 cfu/g을 확인되었다. FD-2-1은 초기에 7.2 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에

는 9.5 × 107 cfu/g을 확인되었다. FD-3-1은 초기에 6.7 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 5.5 

× 107 cfu/g을 확인되었다. FD-4-1은 초기에 7.3 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 4.4 × 107 

cfu/g을 확인되었다. FD-5-1은 초기에 7.2 × 108 cfu/g 이었으며, 98일에는 2.3 × 107 cfu/g을 

확인되었다. 

  진균 동결건조물 저장시 30℃ 보다는 4℃에 저장하는 것이 포자 발아율을 높았으며, 동결건

조시 Ascorbic acid를 첨가하는 것이 포자 발아율이 높았음을 확인하였다. 이러써 동결건조시 

Ascorbic acid를 첨가하며, 동결건조물을 4℃에서 보관하는 것이 효과적인 것으로 나타났다. 
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[표 8] 동결건조 보조제 조성표

FD-1 FD-2 FD-3 FD-4 FD-5

Protectant 

composition

(FD-X)

Skim milk 10%

Glycerin 0.8%

Skim milk 10%

Corn starch 

10%

Glycerin 0.8%

Skim milk 10%

Lactose 10%

Glycerin 0.8%

Skim milk 10%

Maltodextrin 

10%

Glycerin 0.8%

Skim milk 10%

Trehalose 10%

Glycerin 0.8%

Protectant 

composition

(FD-X-1)

+ Ascorbic acid 

2.5%

+ Ascorbic acid 

2.5%

+ Ascorbic acid 

2.5%

+ Ascorbic acid 

2.5%

+ Ascorbic acid 

2.5%

[그림 24] 4℃ 저장시 동결건조물의 발아율에 미치는 영향

[그림 25] 30℃ 저장시 동결건조물의 발아율에 미치는 영향
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[그림 26] 4℃ 저장시 동결건조물의 발아율에 미치는 영향

[그림 27] 30℃ 저장시 동결건조물의 발아율에 미치는 영향

나. 분상 제형화

   분상형 시제품 제형화시 동결 조성은 FD-2-1로 하여 동결건조물을 분상 부형제를 혼합하여 

분상 제형화를 실시하였다. 분상 제형의 조성은 표 9와 같으며, 최소 진균의 농도는 1.0 × 107 

cfu/g가 되도록 하였다(그림 28). 또한 MKB-2에서 파생된 제형으로 진균 동결건조 분말의 함량

을 조절하여 MKB-21 과 –22를 각각 제형화하였다. 각각의 분상 제형화에 대한 살비활성을 검

토하였고, 최종적으로 MKB-21을 선택하였다. 

   MKB-21 분상 제형의 B. bassiana의 발아율을 그림 29와 같으며, 25℃에 방치하고 30일 간

격으로 발아율을 검토하였다. 초기 농도는 5.6 × 107 cfu/g이었고, 30일 경과 후 2.9 × 107 

cfu/g, 60일 경과 후 1.8 × 107 cfu/g, 90일 경과 후 9.9 × 106 cfu/g로 감소하였다. 
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[표 9] 분상 제형 조성

구분 MKB-1(%) MKB-2(%) MKB-21a(%) MKB-22b(%)
진균동결건조분말 40 40 20 10

무수포도당 50 60 80 90
규조토 10 - - -
합계 100 100 100 100

         a, b : MKB-21 파생 제형

                

[그림 28] 최종 후보 분상 제형 시제품 (MKB-21)

[그림 29] 분상 제형 시제품 발아율

다. 분상 제형의 살비 테스트

   액상 배양된 B. bassiana를 동결건조하여 제작한 건조물을 활용하여 4종의 분상제형이 제작

되었다. 제작된 분상제형에 대한 살비활성을 확인하기 위해서 산란계 농장에서 채집된 닭진드

기를 Insect breeding dish에 옮긴 후 3일간 안정을 취하였다. 그 후 제작된 4종의 분상제형을 

멸균 증류수 250배 및 500배 희석하여 살포하였다. 각각 dish당 제형 희석액 2mL를 살포하였

고, 음성 대조군은 멸균 증류수를 살포하였다. 살포 주기는 4일 간격 3회 살포하였고, 살포 24
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시간 후에 움직임 없는 개체는 치사한 닭진드기로 간주하였다.

  그 결과 1/250 희석조건에서 MKB-22가 2일차에 89.90%의 신속하고 높은 살비효과를 나타내

었으며, MKB-1, -2, -21, -22 모두 접종 8일차에 100%의 살비효과가 관찰되었다. 그리고 1/500 

희석조건에서는 MKB-1이 접종 4일차에 92.73%의 신속하고 높은 살비효과를 나타냈으며, 1/250

조건과 동일하게 8일차에 모두 100%의 살비효과가 관찰되었다(그림 30). 전체적으로 1/250 희

석조건이 신속한 효과를 보여 현장테스트에서는 1/250 희석조건으로 수행하는게 적합한 것으로 

판단되었다.

[그림 30] MKB의 농도별 살비효과

2. 액상제형

가. o/w 제형

   살비활성이 확인된 정향, 계피, 마늘 오일과 진균 배양액을 액상 제형화하기 위해서 유화제 

조건을 검토하였다. 계면활성제는 친환경 살충제 및 화장품 등에서 광범위하게 사용되는 

Tween-80과 Span-80을 이용하여 유화제 조성을 구성하였다(표 10). 유화제 조성에 따른 o/w 

제형을 제작하였고, 사용 오일은 정향오일을 사용하였으며, 24시간 경과 후 층 분리 유무를 확

인하였다. 그 결과 80mix-11 23%, 정향오일 10%, 진균 배양액 10%, 물 57% 조성에서 층 분리

가 발생하지 않았다(표 11). 

   o/w 제형은 표 5의 조성을 기준으로 하였으며, 오일은 정향, 계피 및 3oil을 각각 조성하였

다. 3oil은 정향, 계피, 마늘을 각각 1:1:1 비율로 혼합된 혼합 오일로 구성하여 사용하였다(표 

12). 

[표 10] 유화제 조성

구분 Span 80(%) Tween 80(%)
80mix-9 58 44
80mix-11 35 65
80mix-13 18 82
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[표 11] o/w 제형 제작을 위한 조성

유화제
유화제 

함량(%)
오일 함량(%)

배양액 

함량(%)
물 함량(%) 층분리 유무

80mix-9
23 10 67 - ×
23 10 10 57 ×
37 16 10 37 ×

80mix-11
23 10 67 - ×
23 10 10 57 ○
37 16 10 37 △

80mix-13
23 10 67 - ×
23 10 10 57 ×
37 16 10 37 ×

층 분리 : ×, 부분적으로 층 분리 : △, 층 분리되지 않음 ; ○

[표 12] o/w 제형 조성

구분 Bbsup-cin(%) Bbsup-clo(%) Bbsup-3oil(%)
Bb 배양액 10 10 10

물 57 57 57
오일 10(계피) 10(정향) 10(계피,정향,마늘)

80mix-11 23 23 23
합계 100 100 100

나. 오일 제형

   살비 활성이 있는 정향, 라벤더 샘플 오일로 구성된 오일 제형을 조성하였다. 오일 제형은 

샘플오일, 유화제, 증량제로 구성되었다(표 13). 유화제는 80mix-11을 사용하였고, 증량제로는 

Corn oil을 사용하였다.

[표 13] 오일 제형 조성

구분 10 20 30 40 비고
오일 10% 20% 30% 40% 라벤더, 정향

80mix-11 23% 23% 23% 23% 유화제
Corn oil 67% 57% 47% 37% 증량제

합계 100% 100% 100% 100%

다. 혼합 제형

   살비 활성이 있는 오일과 진균 동결건조분말로 구성된 혼합 제형을 조성하였다. 혼합 제형

은 오일, 진균 동결건조분말, 유화제, 증량제, 보조제로 구성되었다(표 14), 유화제는 80mix-11

을 사용하였고, 증량제로는 Corn oil을 사용하였다. 살비 활성 진균 B. bassiana 동결건조 분말

과 살비활성 오일을 혼합한 제형에서 진균의 안정성을 확인하기 위해서 B. bassiana의 발아율

을 검토하였다. 혼합제형은 25℃ 온도에 보관하였다.

   살비활성 오일과 진균 동결건조분말로 구성된 혼합 제형에서의 B. bassiana 발아율은 그림 

31과 같다. #5제형의 경우 초기 B. bassiana의 농도는 3.7 × 106 cfu/mL 이었고, 3일차에서는 

2.8 × 104 cfu/mL, 7일차에서는 거의 사멸하였다. #6제형의 경우 초기 B. bassiana의 농도는 
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4.1 × 106 cfu/mL 이었고, 3일차에서는 거의 사멸하였다. 이러한 결과로 미루어 보아, 진균 동

결건조분말과 오일을 혼합 제형화하여 제품화하는 것은 부적합한 것으로 판단하였다.

[표 14] 혼합 제형 조성

구분 #5(%) #6(%) 비고
진균 동결건조 분말 5 5 B. bassiana 동결건조 분말

라벤더 50 -
정향 - 50

증량제 20 20 Corn oil
유화제 22.5 22.5 80mix-11
보조제 2.5 2.5 Sodium alginate
합계 100 100

[그림 31] 혼합제형 시제품 발아율

라. 액상 제형의 살비 테스트

(1) o/w 제형 살비테스트

  제작된 o/w 제형에 대한 살비활성을 확인하기 위해서 산란계 농장에서 채집된 닭진드기를 

insect breeding dish에 옮긴 후 3일간 안정을 취하였다. 그 후 Bbsup-cin, Bbsup-clo, 

Bbsup-3oil 이상 3종의 제형을 멸균 증류수 250배 희석하여 살포하였다. 각각 dish당 제형 희석

액 2mL를 살포하였고, 음성 대조군은 멸균 증류수를 살포하였다. 살포 24시간 후에 움직임 없

는 개체는 치사한 닭진드기로 간주하였다. 살비 테스트는 3회 실시하였다. 

  그 결과 살포 후 24시간에 살비효과로 Bbsup-cin 8.61%, Bbsup-clo 10.96%, Bbsup-3oil 

59.25%의 효과가 관찰되었다. 현재 접종 후 24시간에 100%의 살비효과가 목표이기 때문에 3종

의 액상제형은 적합하지 않는 것으로 판단되었다(그림 32).
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[그림 32] 액상 제형 3종의 살비효과

(2) 오일제형 살비 테스트

  상기 표 13의 조성에 따른 오일제형의 살비 활성을 검토하고자 산란계 농장에서 채집된 닭

진드기를 Insect breeding dish로 이주시켜 3일 동안 안정화한 후에 테스를 수행하였다. 적용 

희석 농도는 250배 희석하였으며, 멸균 증류수로 희석하였다. 무처리구는 멸균 증류수를 살포

하였다. 각각의 dish당 2mL 제형 희석액을 살포하였고, 4일 간격 3회 살포하였다. 살포 24시간 

후에 움직임 없는 개체는 치사한 닭진드기로 간주하였고, 3회 반복 수행하였다. 

  그 결과 정향(Sa)과 라벤더(La) 오일제형 모두 살포 후 24시간에 100%의 살비효과를 나타내

었다. 따라서 최종적으로 두 오일제형을 모두 상품화 가치가 있는 것으로 판단되며, 제품 생산

에 필요한 단가를 고려하여 두 제형 중에 하나를 선택할 수 있게 되었다(그림 33).

[그림 33] 라벤더 제형 및 정향 제형의 농도별 살비효과

  오일 제형시 첨가되는 유화제 및 증량제 오일에 대한 살비활성 유무를 검토하였다. 표 15와 

같이 조성하였다. 적용 희석배율을 250배 희석하였으며, 닭진드기 치사 유무는 상기의 방법으

로 수행하였다.

  그 결과, 80mix-11 단독에서는 59.10%, 80mix-11, Corn oil 혼합에서 60.21%, Tween-80 단독

에서 19.78%, Span-80 단독에서 52.05%의 살비효과가 관찰되었다. 전체적인 결과로 제형에 포

함된 Span-80 및 Tween-80에서 살비효과가 나타났으며 결론적으로 80mix-11은 두 성분이 함

께 60.21%의 살비효과를 나타내는 것이 확인되었다(그림 34). 따라서 식물오일뿐만 아니라 제

형을 위한 기타 성분에서 살비효과를 보임으로써 고가의 식물오일을 절약하여 제품단가를 낮
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추는 기대효과를 갖게 되었다.

[표 15] 보조제의 살비활성 테스트를 위한 조성

구분
성분명

세부성분
Composition 1 멸균수
Composition 2 80mix-11
Composition 3 80mix-11 & Corn oil
Composition 4 Tween 80
Composition 5 Span 80

[그림 34] 제형에 포함된 오일 외 기타 성분들의 살비효과

(3) 혼합제형 살비 테스트

  B. bassiana 동결건조 분말과 오일을 혼합한 표 14의 제형에 대한 살비 활성을 검토하였다. 

살비 활성을 검토하고자 산란계 농장에서 채집된 닭진드기를 Insect breeding dish로 이주시켜 

3일 동안 안정화한 후에 테스트를 수행하였다. 적용 희석 농도는 250배 희석하였으며, 멸균 증

류수로 희석하였다. 무처리구는 멸균 증류수를 살포하였다. 각각의 dish당 2mL 제형 희석액을 

살포하였고, 4일 간격 3회 살포하였다. 살포 24시간 후에 움직임 없는 개체는 치사한 닭진드기

로 간주하였고, 3회 반복 수행하였다. 혼합제형은 제작 24시간동안 실온에서 방치한 샘플을 사

용하였다.

  그 결과, 최종적인 혼합제형 #5, #6 모두에서 살포 후 24시간에 100%의 살비효과가 관찰되

었다(그림 35). 



- 36 -

[그림 35] 혼합제형 2종의 살비효과
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5절. 시제품 독성 및 안전성 테스트

1. 오일 제형 시제품의 잔류농약 테스트

   오일 제형 시제품에 대한 잔류농약 분석을 수행하였다. 오일 제형 시제품의 조성은 표 16와 

같이 조성하였으며 제작하였다(그림 36). 잔류농약시험분석 공인기관에 의뢰하여 국립농산물품

질관리원 기준에 준하여 잔류농약을 검사하였다. 

   mite-oil제형-1은 잔류농약성분 320종 및 Emamectin benzoate, Nitenpyram을 비롯하여 322

종을 분석한 결과, 해당 잔류농약 성분이 검출되지 않았다. mite-oil제형-2는 산란계에서 검사

하는 잔류농약 성분 329을 검사한 결과, 해당 잔류농약성분이 검출되지 않았다(그림 37).

[표 16] 오일제형 시제품 조성

mite-oil제형-1 mite-oil제형-2 비고

정향 20% 20%

계피 20% 20%

마늘 10% -

유화제 23% 23% 80mix-11

증량제 27% 37% Corn oil

합계 100% 100%

[그림 36] 오일 제형 시제품 
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mite-oil제형-1 mite-oil제형-2

[그림 37] 잔류농약검사 성적서

2. 분상제형 시제품의 독성 테스트

  B. bassiana 동결건조분말이 주성분인 분상제형 시제품에 대한 독성 테스트는 MKB-21 시제

품으로 수행하였다. MKB-21의 B. bassiana 농도는 2.0 × 107 cfu/g 이며, 적용 농도는 500배 

희석하여 테스트를 수행하였다. 독성 검사는 급성경구투여독성시험, 안점막자극성시험 및 피부

자극성시험을 수행하였고, 독성 공인시험기관은 ㈜한국생물안전성연구소에서 진행하였다. 

  MKB-21의 독성 테스트 결과는 표 17, 그림 38, 그림 39 및 그림 40과 같으며, 무자극 저독

성으로 확인되어 이 제형으로 현장 적용 테스틀 수행하고자 하였다. 추후 동물의약외품을 등록

하기 위한 급성독성시험, 아급성독성시험, 만성독성시험, 생식독성시험, 변이원성시험, 암원성

시험, 미생물학적 독성시험, 국소독성시험, 면역계 이상 시험에 대한 독성 시험이 요구된다. 

[표 17] 독성시험 결과 요약

시험항목 시험결과 실험동물 비고

급성경구투여독성
LD50값: >2000mg/kg bw

급성독성 IV급 (저독성)
SD 랫드 그림 38

안점막자극성
급성안자극지수 (A.O.I) : 0.7

(자극 없음)

토끼

(New Zealand white)
그림 39

피부자극성
피부자극지수 (P.I.I) : 0.0

(자극 없음)

토끼

(New Zealand white)
그림 40
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[그림 38] 급성경구투여독성시험 결과보고서
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[그림 39] 안점막자극성시험 결과보고서
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[그림 40] 피부자극성시험 결과보고서
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6절. 산란계 농장 적용 테스트

1. 분상 제형 시제품 테스트

   분상 제형 시제품 MKB-21의 살비효과를 검토하기 위해서 충북 보은 소재 Y농장에서 현장

적용 테스트를 수행하였다. 분상 제형 시제품 MKB-21의 유효성분은 곤충병원성 진균인 

Beauveria bassiana이며, 진균의 농도는 1.2 × 107 cfu/g로 확인되었다. 무처리구와 처리구로 

구성하였으며, 각각 약 50,000수의 산란계가 사육되고 있는 계사를 선택하였다. 처리구에는 

MKB-21을 500배 희석하여 7일 간격으로 4회 살포하였고, 무처리구는 물을 살포하였다. 닭진드

기 개체수 조사는 트랩을 사용하였고, 각 계사 당 25개의 설치하였으며 포획 시간은 48시간으

로 하였다. 테스트 적용 전 트랩을 설치하여 초기 닭진드기 개체수를 조사하고, 최종 4회 살포 

후 트랩을 설치하여 최종 닭진드기 개체수를 조사하였다. 닭진드기 개체수 조사방법은 회수된 

트랩을 –20℃ 냉동고에 방치 후 일정시간 지난 후에 트랩을 털어서 방출된 닭진드기 개체수를 

조사하였다. 닭진드기 개체수 조사는 충남대학교 농업과학연구소에서 수행하였다. 

   그 결과는 그림 41과 같으며, 살포 전 초기의 무처리구 닭진드기 총 개체수는 29,437마리였

고, 처리구의 총 개체수는 27,091마리였다. 트랩당 평균 닭진드기 개체수는 무처리구는 약 

1,177마리였고, 처리구는 1,083마리였다. 4회 최종 살포 후 무처리구의 닭진드기 총 개체수는 

26,644마리였고, 처리구의 총 개체수는 7,507마리였다. 트랩당 평균 닭진드기 개체수는 무처리

구는 약 1,065마리였고, 처리구는 약 300마리였다. 처리구 경우 분상 제형을 7일 간격으로 4회 

살포한 후 초기 닭진드기 개체수에 비해 약 72.2% 감소한 것으로 확인되었다. 또한, 테스트 종

료 후, 무처리구 및 처리구의 닭진드기 개체수를 비교하면 무처리구에 비해 액 71.8% 감소한 

것으로 확인되었다(Raw data 11 참고). 본 연구 결과로 곤충병원성 진균인 Beauveria bassiana

을 유효성분으로 하여 제작한 분상 시제품이 닭진드기 개체수를 감소시키는 효과를 확인하였

고, 제품화의 가능성을 확인할 수 있었다. 또한 진균의 특성상 산란계에 정착하기 위해 오랜 

시간이 요구되기 때문에 장기적인 계획으로 곤충병원성 진균을 유효성분으로 하는 분상제형에 

대한 살비효과 검증이 필요하다.
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[그림 41] 분상 제형 시제품 KMB-21의 현장 적용 테스트 결과
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2. 분상 제형 및 오일 제형 시제품 혼용 테스트

  분상 제형 시제품 MKB-21과 오일 제형 시제품(mite-oil제형-2) 의 혼용에 대한 살비효과를 

검토하기 위해서 충북 진천 소재 O농장에서 현장적용 테스트를 수행하였다. 무처리구와 처리

구로 구성하였으며, 각각 약 53,000수의 산란계가 사육되고 있는 계사를 선택하였다. 처리구에

는 MKB-21을 1,000배 및 mite-oil제형-2을 1,000배 희석하여 5일 간격으로 4회 살포하였고, 무

처리구는 물을 살포하였다. 닭진드기 개체수 조사는 트랩을 사용하였고, 각 계사 당 30개의 설

치하였으며 포획 시간은 48시간으로 하였다(그림 42). 테스트 적용 전 트랩을 설치하여 초기 

닭진드기 개체수를 조사하고, 최종 4회 살포 후 트랩을 설치하여 최종 닭진드기 개체수를 조사

하였다. 닭진드기 개체수 조사방법은 회수된 트랩을 –20℃ 냉동고에 방치 후 일정시간 지난 후

에 트랩을 털어서 방출된 닭진드기 개체수를 조사하였다. 

   그 결과는 그림 43과 같으며, 살포 전 초기의 무처리구 닭진드기 총 개체수는 34,469마리였

고, 처리구의 총 개체수는 41,825마리였다. 총 4회 살포 후 무처리구 닭진드기 총 개체수는 

28,747마리 였고, 처리구의 닭진드기 총 개체수는 14,204마리로 확인되었다. 처리구의 경우 닭

진드기의 개체수가 약 66.0% 감소한 것으로 확인되었다(Raw data 12 참고). 

[그림 42] 산란계사 내부(좌) 및 트랩 설치(우)
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[그림 43] 분상 제형 및 오일 제형 혼합 처리에 의한 살비 효과
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7절. 현장 적용 매뉴얼

  산란계농장 현장에 분상제형 및 오일제형을 닭진드기의 밀도에 맞게 적용할 수 있는 방법을 

설정하였다. 또한 분상제형 및 오일제형을 단독 혹은 혼합하여 살포할 수 있도록 하여 닭진드

기의 상황에 따라 적용할 수 있도록 하였다. 각 제형의 저장 방법 및 유효 기간을 설정하여 제

형의 유효성을 유지할 수 있도록 하였다. 

[표 18] 적용 기본 매뉴얼

구분 내용
사용 용도 ⦁닭진드기 개체수 감소용

제품 개요

① 분상제형(충아웃-P; MKB-21)

⦁곤충병원성 진균인 Beauveria bassiana가 20% 함유되어 있음

② 오일제형(충아웃-O; mite-oil제형-2)

⦁천연오일성분 40%가 함유되어 있음

제품 저장 및 

유효 기간

① 분상제형(충아웃-P; MKB-21)

⦁그늘지고 서늘한 곳에 보관

⦁구입 즉시 사용하는 것을 권장함

⦁제조일로부터 3개월

② 오일제형(충아웃-O; mite-oil제형-2)

⦁그늘지고 서늘한 곳에 보관

⦁제조일로부터 6개월

제품 적용 방법

① 1 단계 (트랩당 200마리 미만)

- 분상제형(충아웃-P; MKB-21)을 500 ~ 1,000배 희석하여 살포함.

- 7일 간격 4회 이상 살포함. 

② 2 단계 (트랩당 200마리 미만)

- 분상제형(충아웃-P; MKB-21)을 500 ~ 1,000배 희석한 후, 오일제형

(충아웃-O; mite-oil제형-2)을 500 ~ 1,000배 희석하여 혼합 살포함.

- 5일 간격 4회 살포함. 

제품 적용 면적
⦁닭 1만수 규모의 계사면적 200m2 당 본제 희석액 500L 분부

(2.5L/m2)

적용시 주의 사항

⦁본 제품의 용법 및 용량 준수함

⦁본 제품을 충분히 희석되도록 잘 저어서 사용함

⦁닭에게 직접 살포 금지함

⦁계란 및 사료에 본 제품이 노출도지 않도록 주의함

⦁본 제품 취급시 보호장구를 필히 착용함

⦁본 제품이 눈 또는 피부에 노출 시 흐르는 깨끗한 물로 세척하고 이

상증상시 의사에게 진료를 받아야 함

⦁본 제품이 어린이에 닿지 않는 곳에 보관함

⦁본 제품은 음용할 수 없는 제품임
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8절. Supplemental data

Raw data 1. : [그림 1] Beauveria bassiana, Cordyseps militaris, Metarhizium anisopliae 각 진균

의 농도에 따른 닭진드기에 대한 살비효과

   1회 분주 후 3일뒤 살비능

진균 농도
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 0.59 (8/1539)

B. bassiana
1 X 106 11.46 (195/1747)
1 X 107 8.78 (117/1425)
1 X 108 19.53 (305/1536)

C. militaris
1 X 106 1.61 (23/1577)
1 X 107 2.04 (36/1719)
1 X 108 4.86 (68/1331)

M. anisopliae
1 X 106 2.77 (36/1403)
1 X 107 5.04 (72/1409)
1 X 108 2.21 (35/1545)

   1회 분주 후 7일뒤 살비능

진균 농도
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 1.70 (24/1539)

B. bassiana
1 X 106 13.41 (230/1747)
1 X 107 27.60 (382/1425)
1 X 108 52.78 (808/1536)

C. militaris
1 X 106 3.40 (53/1577)
1 X 107 4.21 (72/1719)
1 X 108 7.59 (105/1331)

M. anisopliae
1 X 106 14.28 (198/1403)
1 X 107 18.18 (251/1409)
1 X 108 9.92 (145/1545)

   1회 분주 후 11일뒤 살비능

진균 농도
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 3.88 (60/1539)

B. bassiana
1 X 106 37.39 (649/1747)
1 X 107 42.63 (601/1425)
1 X 108 94.13 (1447/1536)

C. militaris
1 X 106 7.63 (120/1577)
1 X 107 7.84 (136/1719)
1 X 108 11.55 (157/1331)

M. anisopliae
1 X 106 16.04 (220/1403)
1 X 107 22.54 (311/1409)
1 X 108 19.99 (304/1545)
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Raw data 2. : [그림 4] RAPD primer 36종에 대한 결과
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Raw data 3. : [그림 15] B. bassiana의 wild-type과 돌연변이 균주의 살비효과 사진

   1회 분주 후 4일뒤 살비능

진균 농도 1반복 2반복 3반복
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 16/523 11/559 25/439 3.57 (52/1521)

B. bassiana 

wild-type
1 X 108 263/563 188/429 369/632 49.64 (820/1624)

B. bassiana 

mutant
1 X 108 441/478 288/513 331/418 75.86 (1060/1409)

   1회 분주 후 8일뒤 살비능

진균 농도 1반복 2반복 3반복
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 35/523 43/559 37/439 7.60 (115/1521)

B. bassiana 

wild-type
1 X 108 469/563 344/429 514/632 81.61 (1327/1624)

B. bassiana 

mutant
1 X 108 478/478 513/513 418/418  100 (1409/1409)

   1회 분주 후 12일뒤 살비능

진균 농도 1반복 2반복 3반복
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
DW - 52/523 57/559 43/439 9.98 (152/1521)

B. bassiana 

wild-type
1 X 108 563/563 423/423 632/632 100 (1624/1624)

B. bassiana 

mutant
1 X 108 478/478 513/513 418/418 100 (1409/1409)
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Raw data 4. : [그림 16] 식물 정유의 단독 살포에 의한 닭진드기 살비효과 비교

대조군 살비율(%)
평균 살비율(%) 및 

개체수(살비/전체)
음성 대조군 2/424 15/581 14/470 2.01 (31/1475)

식물 오일 희석 농도
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
식물 오일 희석 농도

평균 살비율(%) 및 

개체수(살비/전체)

라벤더

0.8% 100 (1473/1473)

로즈마리

0.8% 95.16 (1374/1445)
0.4% 100 (1596/1596) 0.4% 8.79 (135/1571)
0.2% 51.98 (831/1588) 0.2% 0 (0/1535)
0.1% 40.53 (618/1518) 0.1% 0 (0/1499)
0.05% 0 (0/1584) 0.05% 0 (0/1636)
0.025% 0 (0/1511) 0.025% 0 (0/1466)

로즈

제라늄

0.8% 100 (1452/1452)

시더우드

0.8% 100 (1617/1617)
0.4% 100 (1617/1617) 0.4% 100 (1441/1441)
0.2% 100 (1469/1469) 0.2% 84.07 (1432/1705)
0.1% 55.98 (916/1614) 0.1% 9.30 (151/1586)
0.05% 32.90 (560/1676) 0.05% 6.73 (97/1371)
0.025% 22.81 (352/1563) 0.025% 0 (0/1716)

유칼립

투스

0.8% 55.08 (836/1535)

타임

0.8% 100 (1646/1646)
0.4% 47.69 (727/1536) 0.4% 92.30 (1464/1590)
0.2% 11.31 (168/1489) 0.2% 80.93 (1231/1543)
0.1% 0 (0/1534) 0.1% 52.46 (764/1482)
0.05% 0 (0/1652) 0.05% 50.60 (675/1320)
0.025% 0 (0/1470) 0.025% 27.81 (407/1518)

인디안

베이

0.8% 100 (1439/1439)

겨자

0.8% 0 (0/1582)
0.4% 100 (1529/1529) 0.4% 0 (0/1630)
0.2% 100 (1556/1556) 0.2% 0 (0/1466)
0.1% 100 (1592/1592) 0.1% 0 (0/1383)
0.05% 86.13 (1297/1496) 0.05% 0 (0/1603)
0.025% 15.46 (272/1716) 0.025% 0 (0/1597)

해바라기

0.8% 0 (0/1433)

님오일

0.8% 28.80 (398/1392)
0.4% 0 (0/1425) 0.4% 8.87 (132/1491)
0.2% 0 (0/1596) 0.2% 0 (0/1403)
0.1% 0 (0/1608) 0.1% 0 (0/1661)
0.05% 0 (0/1449) 0.05% 0 (0/1611)
0.025% 0 (0/1624) 0.025% 0 (0/1594)

정향

0.8% 100 (1537/1537)

스윗

오렌지

0.8% 81.06 (1227/1514)
0.4% 29.77 (458/1539)0.4% 100 (1386/1386)
0.2% 0 (0/1392)0.2% 100 (1600/1600)
0.1% 0 (0/1470)0.1% 100 (1444/1444)
0.05% 0 (0/1547)0.05% 100 (1467/1467)
0.025% 0 (0(1323)0.025% 100 (1706/1511)

스피아

민트

0.8% 100 (1503/1503)

시나몬

0.8% 100 (1531/1531)
0.4% 100 (1407/1407) 0.4% 100 (1654/1654)
0.2% 100 (1479/1479) 0.2% 100 (1412/1412)
0.1% 0 (0/1460) 0.1% 100 (1576/1576)
0.05% 0 (0/1462) 0.05% 100 (1444/1444)
0.025% 0 (0/1514) 0.025% 49.85 (866/1723)
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Raw data 5. : [그림 17] 닭진드기에 대한 식물 정유의 살비 효과와 식물 정유에 대한 진균의 

생존율 비교

     

바질

0.8% 78.25 (1152/1456)

페퍼민트

0.8% 0 (0/1505)
0.4% 75.08 (1153/1518) 0.4% 0 (0/1512)
0.2% 51.24 (778/1586) 0.2% 0 (0/1562)
0.1% 22.44 (361/1558) 0.1% 0 (0/1576)
0.05% 0 (0/1378) 0.05% 0 (0/1485)
0.025% 0 (0/1484) 0.025% 0 (0/1606)

식물 오일 희석 농도
진균 생존율(%)

식물 오일 희석 농도
진균 생존율(%)

Bb Bb 

라벤더

0.8% 20

로즈

제라늄

0.8% 0
0.4% 80 0.4% 0
0.2% 80 0.2% 0
0.1% 80 0.1% 50
0.05% 100 0.05% 100
0.025% 100 0.025% 100

시더우드

0.8% 30

타임

0.8% 0
0.4% 50 0.4% 0
0.2% 50 0.2% 0
0.1% 50 0.1% 0
0.05% 80 0.05% 0
0.025% 90 0.025% 100

인디안

베이

0.8% 0

정향

0.8% 0
0.4% 0 0.4% 0
0.2% 0 0.2% 0
0.1% 0 0.1% 0
0.05% 0 0.05% 0
0.025% 100 0.025% 5

스피아

민트

0.8% 0

시나몬

0.8% 0
0.4% 0 0.4% 0
0.2% 0 0.2% 0
0.1% 5 0.1% 0
0.05% 80 0.05% 0
0.025% 100 0.025% 0
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Raw data 6. : [그림 30] MKB의 농도별 살비효과

대조군
평균 살비율(%) 및개체수(살비/전체)

2 days 4 days 5 days 8 days
음성 대조군 0 (0/1518) 1.71 (27/1518) 3.06 (47/1518) 4.85 (75/1518)

분상 제형 희석 농도
평균 살비율(%) 및 개체수(살비/전체)

2 days 4 days 5 days 8 days

MKB-1 1/250
10.82 

(135/1284)

61.93 

(796/1284)

89.03

(1144/1284)

100

(1284/1284)

MKB-2 1/250
26.69

(392/1506)

86.77

(1309/1506)

100

(1506/1506)

100

(1506/1506)

MKB-21 1/250
18.85

(304/1642)

76.13

(1273/1642)

81.09

(1324/1642)

100

(1642/1642)

MKB-22 1/250
89.90

(1481/1648)

94.25

(1552/1648)

100

(1648/1648)

100

(1648/1648)

MKB-1 1/500
18.48

(307/1664)

92.73

(1543/1664)

100

(1664/1664)

100

(1664/1664)

MKB-2 1/500
0

(0/1570)

13.53

(190/1570)

88.97

(1387/1570)

100

(1570/1570)

MKB-21 1/500
47.07

(684/1535)

52.39

(770/1535)

89.58

(1395/1535)

100

(1535/1535)

MKB-22 1/500
8.82

(133/1500)

13.75

(208/1500)

94.56

(1422/1500)

100

(1500/1500)

Raw data 7. : [그림 32] 액상 제형 3종의 살비효과

대조군 개체수(살비/전체)
평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)
음성 대조군 2/522 1/642 13/418 1.22 (16/1582)

o/w 제형 희석 농도
개체수(살비/전체) 평균 살비율(%) 및

개체수(살비/전체)1반복 2반복 3반복
Bbsup-cin 1/250 31/518 49/624 71/592 8.61 (151/1734)
Bbsup-clo 1/250 51/467 74/418 23/541 10.96 (148/1426)
Bbsup-3oil 1/250 231/581 322/468 292/422  59.25 (845/1471)
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Raw data 8. : [그림 33] 라벤더 제형 및 정향 제형의 농도별 살비효과

대조군 개체수(살비/전체)
평균 살비율 및

개체수(살비/전체)
음성 대조군 2/424 15/581 14/470 2.01 (31/1475)

구분

개체수(살비/전체)
평균 살비율 및

개체수(살비/전체)1반복 2반복 3반복

제형 1

정향40
498/498 589/589 531/531 100 (1618/1618)

제형 2

정향30
611/611 431/431 514/514 100 (1656/1656)

제형 3

정향20
533/533 606/606 527/527 100 (1666/1666)

제형 4

정향10
551/551 425/425 482/482 100 (1458/1458)

구분
개체수(살비/전체) 평균 살비율 및

개체수(살비/전체)1반복 2반복 3반복
제형 1

라벤더40
611/611 457/457 477/477 100 (1545/1545)

제형 2

라벤더30
429/429 480/480 513/513 100 (1422/1422)

제형 3

라벤더20
517/517 553/553 509/509 100 (1579/1579)

제형 4

라벤더10
583/583 521/521 550/550 100 (1654/1654)

Raw data 9. : [그림 34] 제형에 포함된 오일 외 기타 성분들의 살비효과

구분
성분명 첨가비율(V/V, %) 최종농도(%) 평균 살비율 및

개체수(살비/전체)층 세부성분 층 세부성분 세부성분

Composition 1 물층 멸균수 100 100 100 0 (0/1681)

Composition 2
오일층

80mix-11
0.4

23 0.092
59.10(902/1516)멸균수 77 0.308

물층 멸균수 99.6 100 99.6

Composition 3
오일층

80mix-11
0.4

23 0.092
60.20(951/1578)옥수수 오일 77 0.308

물층 멸균수 99.6 100 99.6

Composition 4
오일층

Tween 80
0.4

15 0.06
19.78(324/1636)멸균수 85 0.34

물층 멸균수 99.6 100 99.6

Composition 5
오일층

Span 80
0.4

8 0.032
52.05(842/1614)멸균수 92 0.368

물층 멸균수 99.6 100 99.6
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Raw data 10. : [그림 35] 혼합제형 2종의 살비효과

대조군 개체수(살비/전체)
평균 살비율 및

개체수(살비/전체)
음성 대조군 2/423 16/452 7/587 1.74 (25/1462)

구분
개체수(살비/전체) 평균 살비율 및

개체수(살비/전체)1반복 2반복 3반복
#5 562/562 641/641 528/528 100 (1731/1731)
#6 434/434 478/478 511/511 100 (1423/1423)

Raw data 11. : [그림 41] 분상 제형 의한 살비 효과(충남대 농업과학연구소)

Trap No.
무처리구 처리구

0 day 28 day 0 day 28 day
11 522 332 48 9
12 699 736 58 94
13 746 638 647 388
14 882 823 782 162
15 1839 1580 1640 42
21 1580 1088 58 30
22 532 575 433 398
23 852 729 757 182
24 709 838 604 201
25 1023 1095 1413 376
31 541 538 433 6
32 1529 1448 1714 368
33 1943 1731 1574 217
34 1969 2004 1997 587
35 1038 825 957 1146
41 196 104 46 14
42 1873 1629 1680 310
43 2099 1996 2159 290
44 1729 1698 1431 369
45 1495 1395 1565 361
51 109 119 78 0
52 1599 1003 1397 631
53 742 693 2612 523
54 1228 1189 1367 461
55 1963 1838 1641 342

합계 29,437 26,644 27,091 7,507
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Raw data 12. : [그림 43] 분상 제형 및 오일 제형 혼합처리에 의한 살비 효과

Trap No.
무처리구 처리구

0 day 25 day 0 day 25 day
1 307 513 747 109
2 2395 230 3547 994
3 1230 3105 987 288
4 3141 685 3435 1162
5 1016 453 933 424
6 749 490 1331 309
7 702 327 1462 398
8 603 1285 1854 182
9 305 337 494 201
10 1489 1012 2619 1376
11 360 177 1044 169
12 400 327 1457 368
13 161 1112 1463 217
14 510 594 2463 587
15 263 1300 838 114
16 1722 502 386 147
17 3885 545 624 910
18 2168 1852 1318 290
19 1830 436 2302 1369
20 2221 922 316 361
21 58 227 402 169
22 1189 314 610 731
23 696 446 2813 261
24 1792 1472 374 461
25 1123 278 1084 342
26 234 265 119 58
27 766 1997 558 433
28 1002 3817 2600 757
29 1087 2384 2592 604
30 1065 1343 1053 413

합계 34,469 28,747 41,825 14,204
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

 3-1. 목표

연구목표 목표 달성 비중(%) 달성도(%) 기여도(%)
1. 닭진드기 방제용 진균의 탐색 및 살비

능 평가
3건 3건 5 100 100

2. 닭진드기 방제용 진균 균주 개량 3건 1건 10 33 100
3. 식물 정유의 살비능 평가 및 기작 검증 10건 16건 10 160 100
4. 식물 정유 처리 진균 포자 발아율 조사 8건 8건 5 100 100
5. 살비성 야생형 및 돌연변이 진균 포자

와 식물 정유 혼합물의 제조 2건 2건 10 100 100

6. 혼합제조물의 살비능 평가 1건 2건 10 100 100
7. 유효 진균 대량 배양 조건 확립 1건 1건 10 33 100
8. 유효 진균을 이용한 제형화 개발 및 제

제화 공정 확립 1건 1건 10 100 100

9. 최적의 살비제 제형화 확립 2건 2건 10 100 100
10. 시작품 제작 및 안정성⋅안전성 평가 7건 7건 5 100 100
11. 살비제 현장 적용 매뉴얼 확립 1건 1건 5 100 100
12. 국내출원 특허 2건 7건 5 350 100

13. 학술발표 및 논문 게재 5건 4건 5 80 100

14. 고용창출 및 인력양성 0건 2건 0 100

 3-2. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

1. 논문 게재 목표 미달성 사유

⋅닭진드기 방제용 진균 및 식물 정유를 테스트 및 제형화를 통한 뛰어난 효과를 입증함

⋅본 연구를 통해 얻어진 결과물을 특허출원 7건을 진행하였고, 등록까지 대기하고 있음

⋅결과물의 권리확보를 위해 특허가 등록된 후에 논문 게재를 수행할 예정임

2. 차후대책

⋅아직 특허청으로부터 보완사항을 전달받지 못함

⋅따라서 기연구결과 및 기특허 등을 회피전략으로 제시되는 모든 방법을 동원하여 특허등록

을 최우선으로 한 후 논문을 게재할 예정임
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4. 연구결과의 활용 계획 등

가. 활용방안

(1) 연구결과의 활용 가능성

- 곤충병원성 진균의 액상 배양을 통한 포자 생산과 분상 제형화의 개발 노하우를 통한 다양한 

진균 분상제형 제품이 개발이 가능함

- 오일 제형에 대한 적절한 유화제 배합 방법 및 o/w 제형 개발 노하우를 확보함에 따른 다양한 

o/w 제형 제품 개발이 가능함

- 독성을 비롯한 안전성이 확인되었고, 현장 적용 테스트로 살비활성이 확인되어 친환경 닭진드

기 살비제를 제품화할 수 있는 가능성을 제시함

- 농림검역본부에서 제시한 동물의약외품 등록 기준인 안전성 및 임상 테스트를 통한 닭진드기를 

방제할 수 있는 친환경적인 곤충병원성 진균 제형 및 오일제형을 동물의약외품으로 등록을 추

진할 계획임

- 본 연구결과로 도출된 특허를 사용하고자 하는 동물약품제조사 등에 기술이전으로 기술실시를 

추진할 계획임

(2) 파급 효과

(가) 기술적 효과
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(2) 경제/산업적 효과

나. 타 연구에의 응용

- 농업 분야 살충관련 연구에 응용하고자 함.

- 유기농업자재 충해관리용 자재, 토양개량 및 작물생육용 자재

다. 3극 특허 전략

- 닭진드기 살비제 관련 전통적인 지식재산권 강국인 미국, 유럽 및 일본 특허문헌을 KIPRIS 등

을 통해 검토함.

- 현재까지 도출된 연구결과를 바탕으로 3극 특허 문헌에 중복성을 검토함.

- 현재까지 도출된 연구결과중에 3극 특허를 회피가능한 결과를 정리함.

- 3극 특허 회피가 가능한 결과에 대한 추가적인 연구를 통한 연구결과 축적함.

- 회피 가능한 연구결과를 바탕으로 미국, 유럽 및 일본에 특허를 출원함.
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다. 사업화 추진방안

(1) 사업화 

(가) 사업화 추진 전략

구분 사업화 년도

년도 2020 2021 2022 2023 2024

사업목표
⋅국내 시장 진

입

⋅국내 시장 점

유율 5% 

⋅수출 시장 검

토

⋅해외시장 진

입

⋅국내 시장 점

유율 15%

⋅국내 시장 점

유율 20%

⋅해외시장 확

대

사업화 
내용

⋅보조사료 또

는 단미사료

로 국내 출시

⋅동물의약외품 

등록 준비

⋅기술이전 검

토

⋅동물의약외품 

등록

⋅해외 수출을 

위한 바이어 

발굴

⋅농업용 제품 

출시

⋅진입 해외 시

장에 제품 등

록

⋅해외 축산관

련 전시회 및 

박람회 참석

⋅생산 시설 확

충

⋅국내 시장 점

유율 확대 

⋅시장 확대를 

위한 친환경 

살비제 업그

레이드

⋅개량된 제품

을 기반으로 

국내 시장 확

대

⋅해외 시장 확

대를 위한 해

외 생산 검토

(나) 시장 진입을 위한 단계적 전략
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(다) 마케팅 전략 및 계획

① 마케팅 전략

구   분 내         용

제품의 우수성

⋅100% 천연소재 원료 사용함

⋅살비력 및 지속력이 개선됨

⋅잔류농약 등 계란에 유기화학성분이 검출되지 않음

제품의 차별성

⋅천연물 소재로서 잔류농약 등 유기합성화학성분이 없음 

⋅닭진드기 방제를 통한 닭진드기 매개 질병 감소함

⋅타 제품과의 가성비가 우수함 부각시킴

전략적 포인트

⋅축산관련 제품은 지인들의 입소문에 의해서 제품을 구매하는 확률이 높

음(입소문 마케팅)

⋅지역 양계단체 임원 및 사육규모가 큰 농장을 집중공략 할 필요가 있음

② 마케팅 계획

년도 구분 추진 계획

2020

On/Off 

홍보 활동

⋅축산관련 신문 및 양계산업 관련 잡지 제품 홍보 기사 및 광고

⋅기 거래처에 제품 홍보물 배포

⋅양계산업관련 세미나 및 지역 양계협회 세미나 → 본 과제로 도출된 

제품 세미나 및 홍보

실증테스트 ⋅각 지역의 산란계 대농장에서 테스트를 통한 지역 홍보

2021
전시회 참가

⋅2021 국제축산박람회(태국 방콕) → 본 과제로 도출된 제품 전시 홍

보 및 바이어 발굴

⋅2021국제축산박람회(대구, EXCO) → 국내 거래처 확보

바이어 발굴 ⋅KOTRA를 통한 해외 바이오 발굴

2022

전시회 참가 ⋅2022 국제축산박람회 → 해외 시장 조사, 해외 바이어 발굴

On/Off 

홍보 활동

⋅해외 양계산업 관련 잡지 제품광고

⋅해외 양계 관련 홈페이지에 제품 광고

⋅해외 양계 관련 온라인 마켓을 통한 제품 홍보 및 판매 검토

(라) 생산 계획 

- 제품 특성상 재고를 보유하지 않고 제품 발주 시 생산하는 방법을 채택함.

- 아래 표는 최소 생산계획임.

- 진균분상제형(MKB-21; 1kg) : 50,000원/kg

- 오일제형(mite-oil제형-2; 1L, 5L) : 80,000원/L

  ※ 오일제형의 경우, 고려비엔피 “와구방”이 현재 600,000원/5L (120,000원/L)으로 유통되고 

있기 때문에 본 오일제형은 가격경쟁력이 확보됨. 또한 와구방은 250배가 권장희석배율이지만, 

본 오일제형은 500배가 권장희석배율로 경제성이 확보됨.
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구 분 구분 단위 생산
능력 2020 2021 2022 2023 2024 합계

친환경 
살비제

진균분상제형
(MKB-21) kg 2톤/월 2,000 3,000 4,000 6,000 8,000 23,000

오일제형
(mite-oil제형-2) L 2톤/월 2,000 4,000 5,000 7,000 9,000 27,000

합계 4,000 7,000 9,000 13,000 17,000 50,000

(마) 제품화

분상제형 1kg (가칭: 충-아웃) 오일제형 1L (가칭: 충-아웃)

(바) 매출 계획

구   분 매  출  원

국내

- 동물약품 대리점

- 산란계 사료 대리점

- 동물병원

- 지자체 관납사업

- 산란계 협회

- 산란계 농장

국외

- 양계관련 제품을 취급하는 온라인 마켓

- 축산기자재 무역회사

- 산란계관련 동물약품 수입회사
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(2) 사업화성과 및 매출실적

(가) 사업화 성과

항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 -억원

향후 3년간 매출 12.5억원

관련제품
개발후 현재까지 -억원

향후 3년간 매출 15억원

시장

점유율

개발제품

개발후 현재까지
 국내 :   -%

 국외 :   - %

향후 3년간 매출
 국내 :    10%

 국외 :    -%

관련제품

개발후 현재까지
 국내 :    -%

 국외 :    -%

향후 3년간 매출
 국내 :    15%

 국외 :    -%

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 -위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 20위

  

(나) 사업화 계획 및 매출 실적

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화 
소요기간(년)

3년

소요예산(백만원) 150백만원

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

- 9억원 20억원

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내 - 10% 20%

국외 - - 5%
향후 관련기술, 

제품을 응용한 타 
모델, 제품 
개발계획

- 친환경 닭진드기 살비제
- 유기농업자재

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수) - 15억원 30억원

수    출 - 3억원 9억원
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