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< 요 약 문 >
 ※ 요약문은 5쪽 이내로 작성합니다.

사업명 포스트게놈 다부처 유전체사업
총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

내역사업명

(해당 시 작성)
연구개발과제번호 918008-4

기

술

분

류

국가과학기술

표준분류
LB0401 50% LB0404 30% LA0801 20%

농림식품

과학기술분류
RA0303 60% RA0305 30% RA0301 10%

총괄연구개발명

(해당 시 작성)

연구개발과제명  방선균 유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물 제제 개발

전체 연구개발기간 2018. 04. 01. ~ 2021. 12. 31. (45개월)

총 연구개발비
 총 1,001,0000 천원 

 (정부지원연구개발비: 750,000 천원,  기관부담연구개발비 : 251,000 천원) 

연구개발단계
기초[  ] 응용[  ] 개발[√] 

기타(위 3가지에 해당되지 않는 경우)[  ] 

기술성숙도

(해당 시 기재)

착수시점 기준(9단계)  

종료시점 목표(9단계) 

연구개발과제 유형

(해당 시 작성)

연구개발과제 특성

(해당 시 작성)

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표
방선균 유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물 제제 및 생리

활성물질 개발

전체 내용

- 식물 병원성 진균에 대한 항진균력과 토양 적응력이 우수한 방

선균 균주선별

- NGS 기반 유전체 기술을 활용하여 선별된 방선균의 유전체 특

성 규명

- 항진균 기능성, 세포독성, 토양 적응력 및 작물 보호능 검증

- 사업화-실용화를 위한 배양공정 최적화 및 스케일업

- 생물농약용 고부가가치 방선균 미생물제제 및 신규 항진균 폴

리엔 생리활성물질을 개발

1차년도

목표

○주관연구기관(인하대학교)

항진균 유래 fungicide 활성이 우수한 4종의 NGS 기반의 유전체 

분석

○참여기관 1(생산기술연구원)

사업화-실용화를 위한 배지-배양-스케일업 공정 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

미생물 제제 후보 방선균의 균주 특성 파악 및 고농도 포자형성, 

수확 조건 확립

내용

○주관연구기관(인하대학교)

NGS 기반의 방선균 유전체 해독 및 활용 기술 개발

1) 항진균 유래 fungicide 활성이 우수한 2종의 NGS 기반의 유전

체 분석 (추가적으로 2차 연도 1종, 3차 연도 1종에 대한 유전체

분석실시)

2) 유전정보의 분석 및 이차대사산물 생합성 유전자 후보군 선별

○참여기관 1(생산기술연구원)

항진균제 최적 생산을 위한 방선균 배지성분 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

방선균 미생물 제제 실용화 연구

1) 미생물 제제 후보 방선균의 균주 특성 파악

2) 고농도 포자형성, 수확 조건 확립



연구개발 

목표 및 내용

2차년도

목표

○주관연구기관(인하대학교)

항진균제 생합성 및 조절 유전자 특성 규명 및 유전자군 분리

○참여기관 1(생산기술연구원)

항진균제 최적 생산을 위한 방선균 배양공정 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

선별된 후보균주의 제형화 및 다양한 조건에서의 항진균력검증

내용

○주관연구기관(인하대학교)

1) 미생물 제제 후보 방선균의 특성 분석 및 유전자 조작 기술 시

스템 구축

2) 방선균 BAC vector system을 이용한 폴리엔 항진균 생합성 

유전자군 분리

3) 생리활성을 나타내는 물질의 특성 규명

4) 여러 종류의 진균에 대한 항진균 활성 확인

○참여기관 1(생산기술연구원)

미생물 제제 방선균의 발효 조건 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

1) 선별된 후보균주의 안정화, 제형화

2) 다양한 조건에서의 방선균 포자 미생물 제제의 토양적응력, 

항진균력 검증

3차년도

목표

○주관연구기관(인하대학교)

항진균 폴리엔 생합성 유전자군의 유전체 재설계를 통한 신규유

도체 도출

○참여기관 1(생산기술연구원)

항진균제 최적 생산을 위한 스케일업 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

친환경 미생물 제제을 위한 작물 진균 제어능 및 안정성 검증

내용

○주관연구기관(인하대학교)

1) 거대 생합성 유전자군을 스트렙토마이세스 BAC system을 이

용한 분리 및 유전정보 습득

2) 확보한 BAC vector을 이용하여 생리활성물질의 생산성 증대 

유도 및 다양한 생리활성물질의 유도체 발굴

3) 유전체 분석 및 이를 통한 유용 생합성유전자군의 파악

○참여기관 1(생산기술연구원)

1) 발효 스케일업을 통한 50L 발효기 최적화

2) 폴리엔 물질의 분리정제 시스템 확립

3) 폴리엔 물질 고생산 균주제작과 고순도 분리공정 시스템 개발

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

1) 친환경 미생물 제제를 위한 작물 진균 제어능 및 안정성 검증

2) Metagenome 분석 시스템을 응용한 미생물군집의 변화 확인

4차년도

목표

○주관연구기관(인하대학교)

합성생물학 및 유전체 공학 기반의 신규 방선균 미생물 제제 및 

활성물질 개발

○참여기관 1(생산기술연구원)

사업화-실용화를 위한 배지-배양-스케일업 공정 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

시제품의 독성 및 안전성 조사 

내용

○주관연구기관(인하대학교)

합성생물학 기반의 항진균제 고생산 균주개발

○참여기관 1(생산기술연구원)

사업화-실용화를 위한 배지-배양-스케일업 공정 최적화

○참여기관 2(에스티알바이오텍)

유기농자재 등록 진행 



연구개발성과 

 

○ (생명정보자원) 방선균 유전체 해독 4건

스크리닝을 통해 선별한 항진균 활성이 우수한 방선균 4종의 유전체 해독

igem-0000408(S. rubrisoli Inha501), igem-0000409(S. morookaense Inha502), 

igem-0000867(S. javensis Inha503), igem-0001654(S. collinus Inha504)

○ (생명정보자원) 유용 방선균 유전자원 확보 2건

S. rubrisoli Inha501의 BAC library 구축을 통해 유용한 생합성유전자군이 포함된 

BAC vector 확보(tautomycetin-like BGC(82kb), neotetrafibricin-like BGC(170kb))

○ (지적재산권) 특허 등록 2건 , 특허 출원 4건

 특허 등록

- 다양한 생리활성을 갖는 신규 방선균 및 이의 용도, 10-2313936, 2021년

- 농작물 병원성 진균 제어용 신규 방선균 및 이의 용도, 10-2313937, 2021년

 특허 출원

- 다양한 생리활성을 갖는 신규 방선균 및 이의 용도, 10-2019-0141882, 2019년

- 농작물 병원성 진균 제어용 신규 방선균 및 이의 용도, 10-2019-0141883, 2019년

- 식물 병원성 진균 제어용 신규 균주 스트렙토마이세스 자벤시스 Inha503 및 이의 

용도, 10-2021-0177641, 2021년

- 식물 병원성 진균 제어용 신규 균주 스트렙토마이세스 콜리너스 Inha504 및 이의 

용도, 10-2021-0177642, 2021년

○ (학술) SCI급 논문 6건

- "Pseudonocardia strain improvement for stimulation of the di-sugarheptaene 

Nystatin-like Pseudonocardia Polyene B1 biosynthesis " Journal of Industrial 

Microbiology and Biotechnology 46:649-655. 2019.

- "Cell Factory Design and Culture Process Optimization for Dehydroshikimate 

Biosynthesis in Escherichia coli" Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 

7:241. 2019.

- “Enantioselective chemoenzymatic synthesis of (R)-γ-valerolactone from 

levulinic acid” Process Biochemistry 90:113-117. 2019.

- "Stimulated Biosynthesis of an C10-Deoxy Heptaene NPP B2 via Regulatory 

Genes Overexpression in Pseudonocardia autotrophica" Frontiers in 

Microbiology. 11:19. 2020.

- "Recent advances in heterologous expression of natural product biosynthetic 

gene clusters in Streptomyces hosts" Current Opinion in Biotechnology. 

69:118-127. 2021.

- "Screening and isolation of a novel polyene-producing Streptomyces strain 

inhibiting phytopathogenic fungi in the soil environment" Frontiers in 

Bioengineering and Biotechnology. 9:692340. 2021.

○ (사업화) 기술이전 2건 및 실용화 1건

 기술이전

- 방선균 기반의 항진균 미생물제제 대량생산 및 실용화 기술, 에스티알바이오텍, 

250만원, 2019.

- 방선균 기반의 항진균 미생물제제 대량생산 및 실용화 기술, 에스티알바이오텍, 

1750만원, 2021.

 유기농자재(상품명 팡스탑) 등록 신청

토마토, 고추 시들음병에 대한 병해관리용 유기농자재 제품등록 (진행 중)



연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

○ 마이크로바이옴 기반 폴리엔 특이적인 유전체 스크리닝 전략 확대 적용

○ 유전체 해독을 통한 방선균 유래 잠재적 유용경로 및 생리활성물질 개발

○ 기능성 유전자/물질 및 개량공정 최적화를 통한 신약 후보물질 발굴

○ 구축된 유용성, 안정성, 안전성 등 평가-검증 시스템의 지적재산 창출 

○ 고효율 친환경 미생물제제 제품 등록을 통한 방선균 산업화의 다각화 모색

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유
 공개

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수

논문 특허
보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

6
4

(등록2)
- - - - - 4 - - - -

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

ZEUS

등록번호

국문핵심어

(5개 이내)
방선균 유전체 분석 폴리엔 식물병원성 진균 유기농자재

영문핵심어

(5개 이내)
actinomyces

genome 

analysis
polyene

phytopathogenic 

fungus

biocontrol 

agent



최종보고서
보안등급

일반[√], 보안[  ]

중앙행정기관명 농림축산식품부

사업명

사업명 포스트게놈다부처유전체사업

내역사업명

(해당 시 작성)
전문기관명

(해당 시 작성)
농림식품기술기획평가원

공고번호

총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

연구개발과제번호 918008-4

기

술

분

류

국가과학기술

표준분류
LB0401 50% LB0404 30% LA0801 20%

농림식품과학기술분류 RA0303 60% RA0305 30% RA0301 10%

총괄연구개발명

(해당 시 작성)

국문

영문

연구개발과제명

국문 방선균 유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물 제제 개발

영문
Development of microbial fungicide for agricultural plants using actinomycetes 

genomics-driven approaches

주관연구개발기관
기관명 인하대학교 산학협력단 사업자등록번호

주소 법인등록번호

연구책임자

성명 김응수 직위

연락처
직장전화 휴대전화

전자우편 국가연구자번호

연구개발기간

전체 2018. 04. 25 - 2021. 12. 31 (3년 9개월)
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<농림부 워크샵 세미나 자료(방선균 유래 살균제)>

<대표적인 해외 방선균 생물농약 2종>

< Novozyme의 Streptomyces lydicus 생물농약 (왼쪽)과 Verdera사의 Streptomyces K61 생물농약 (오른쪽) >

1. 연구개발과제의 개요

○ 연구개발 개요

- 미생물 기반 친환경 생물농약의 필요성은 더 이상의 설명

이 필요 없을 정도로 절실하다 (아래 연구개발의 중요성 참

조). 현재 생물농약으로는, Bacillus Bt기반의 살충제를 포

함한 다양한 미생물 종이 사용되고 있으나, 농업용 작물에 

대한 항진균 생물농약으로는 방선균 (특히 Streptomyces) 

종이 다수를 차지하고 있다.

- 국내 생물농약 (일명 천연식물보호제) 등록현황 (2012년 

12월말 현재)에 따르면, 방선균 기반의 생물 농약으로는 

(주)케이아이비씨의 방선균 2종 (스트렙토마이세스고시키

엔시스더블유와이이324 액제, 스트렙토마이세스콜롬비엔

시스더블유와이이20 액제)이 등록되어 사용되고 있다. 

- 국외에서는 더욱 활발하게 방선균 기반 생물농약이 사용되

고 있으며, 특히 미국 노보자임의 Streptomyces lydicus 

WYEC108 (상품명 Actinovate)와 핀란드 Verdera의 

Streptomyces K61 (상품명 Mycostop)은 방선균을 주성분으

로 하고 있다. 중국의 경우에도 폴리엔계 켄디시신 및 나타마

이신을 생산하는 방선균 Streptomyces를 생물농약으로 활용

하여 작물의 진균 감염 및 진균공생해충을 친환경적으로 제어

하고 있다.

- 따라서 본 연구에서는 항진균 활성이 우수한 폴리엔 화합물을 생산하는 방선균을 유전체 검색기술로 선

별한 후, NGS 기반으로 유전체를 해독하여 해당 생리활성물질의 특성을 분자수준에서 규명하고, 이들 유

용 방선균 (혹은 방선균 유래 생리활성물질)을 생물농약으로 실용화하기 위한 배양공정 최적화 연구를 수

행하고자 한다. 보다 구체적인 과제구성은 다음과 같다.



< 농림부워크샵 세미나 자료(국내 생물농약의 현황 분석) >

1세부 (주관기관, 인하대)

폴리엔 항진균제를 생산하는 미생물 제제 개발을 

위한 NGS기반의 방선균 유전체 분석 및 생합성 

유전자군 규명.

2세부
(협동기관, 한국생산기술연구

소)

산업용 방선균 배양조건 최적화 및 대량생산을 위

한 스케일업 공정 최적화.

3세부 (참여기업, STR바이오텍)
미생물 제제으로 사용이 용이하면서도 고활성을 유

지하는 방선균 배양공정 및 포자공정 최적화.

○ 연구개발 대상의 국내·외 현황

- 국내 기술 수준 및 시장 현황

<기술현황>

- 다양한 자연환경에 존재하는 미생물을 이

용한 미생물농약 (혹은 미생물 유래 생리활

성물질)에 대한 국내의 연구개발은 선진국

에 비해 30~50년 뒤늦은 1980년대부터 시

작되었고, 환경오염 문제에 대한 인식이 바

뀌는 2000년대 들어서 본격적으로 연구수

준이 많이 향상되었다. 국내 대학 및 연구기

관을 주축으로 다양한 농작물 질환 (즉, 담

배 모자이크병, 세균성 마름병, 오이의 시들

음병, 고추의 역병, 딸기의 시들음병, 눈마

름병, 사탕무우의 입고병, 벼의 도열병, 문

고병)에 대한 병해방제용 미생물 연구가 보

고되었다.

 

- 국내의 생물농약 (미생물농약과 생화학농약을 포함)에 대한 연구는 1970년대 후반부터 대학교 및 정부 

연구기관에서 산발적으로 시작되었으나 1990년대에 들면서부터 연구개발이 어느 정도 활성화되기 시작하

였고, 1997년도 친환경농업육성법이 제정되고 정부의 화학농약 사용량 감소를 위한 친환경농업에 대한 지

원이 추진되면서 생물농약 (미생물제제) 개발이 본격적으로 진행되었다.

- 1990년대 중반까지 항생작용에 기초했던 생물농약은 뿌리에 사는 생육촉진근권세균에 대한 새로운 사실

이 밝혀지면서 그동안 생물농약의 단점인 적용범위가 한정된다는 문제점을 해결하였다.

- 2011년 12월 기준, 등록된 생물농약 (천연식물보호제)은 살충제 13 품목, 살균제 21 품목, 제초제 1 품

목 등 총 35 품목으로 살균제가 살충제보다 1.6배 정도 높은 개발 현황을 보였다.

- 현재 생물농약으로는 Bacillus thuringiensis (Bt toxin)와 Baculovirus 등이 사용되고 있으나, 작물의 다양

한 진균성 감염을 억제하는 효과적인 Biofungcide의 연구개발은 매우 미흡한 실정이다.

- 2012년 기준 국내 생물농약 살균제로 등록 된 것은 총 21 품목으로 최근 그 수가 많이 증가 하였고, 거

의 대부분이 Bacillus subtilis, Streptomyces sp. 등 세균이며 곰팡이는 Trichoderma harzianum 등 3 품목

으로 되어 있다.

- 수년 전만 해도 국내 대형 제조사 연구소에서 생물농약과 관련해 비공식적으로 전한 약효는 40%를 조금 

넘는 수준이었으나, 불과 몇 년 사이에 생물농약의 약효는 90%를 넘어섰다.



< 국내 생물농약제조사 케이아이비씨 (왼쪽) 및 경상대 방선균 생물농약 특허증 (오른쪽) >

- 생물농약이 자연계에 존재하는 미생물이나 선충 등의 천적관계를 기반으로 하는 만큼 이들을 배양해 살

아있는 상태로 오래 유지·보존하는 것이 기술의 핵심이 됐으며 이를 위한 제형기술이 진보했다.

- 2000년대 들어와서 본격적으로 방선균을 대상으로 한 생리활성물질 생합성 연구가 진행중이며, 그 대표

적인 예로 선문대와 GeneChem의 neocarzinostatin과 gentamicin, 생명공학연구소 이정준 박사팀과 선문

대의 Rubradirin, 명지대 서주원 박사팀의 Spectinomycin과 Bluensomycin을 포함한 5개의 

aminoglycoside 계열 항생제 생합성에 대한 연구가 진행중인 것으로 알려져 있다.

<시장현황>

- 국내의 경우 2000년대, 생물농약 사용비중은 전체 농약시장의 1% 내외 수준이었지만 2010년에는 전체 

농약시장의 10% (1천2백20억원)를 차지했다.

- 현재 국내 생물농약 시장은 약 800억 원의 시장을 형성하고 있으며, 친환경농산물 시장규모는 2009년 

기준 3조7,355억 원으로 증가 하였고, 2013년에는 5조 955억 원으로 성장했다.

<지식재산권현황>

- 2000년 이후 생물농약의 출원 비율이 급속히 증가해 1990년대 초반 전체 농약특허출원 중 8.9%였던 

비중이 2000년대 들어서는 18%로 2배가량 증가했다.

- 2004년 기준 세균, 곰팡이, 바이러스 등 5종의 생물농약에 대한 국내 특허가 등록되었다.

- 국외 기술 수준 및 시장 현황

<기술현황>

- 외국의 생물농약에 대한 연구는 1930년대의 해충의 병원성 미생물 및 식물병원균 길항 미생물에 대한 

기초 연구 이후로 꾸준히 진행되어 왔으며, 1970년대 초부터 토양전염 식물병의 생물학적 방제 심포지엄

을 기점으로 연구가 활발하게 진행 중이다.

- 생물농약의 개발은 비교적 소규모 회사들을 중심으로 이루어지고 있다는 점과 대부분 미생물에 근간한 

미생물 농약 개발이라는 점이 주요 특징이다.

- 선진국에서는 미생물 또는 동・식물유래 생리활성 물질의 분리 및 동정과 같은 대량자동화 시스템 확보

를 발판으로 다양한 신규 천연 생물소재의 탐색과 이를 이용한 대량생산 및 제형화 기술 등 산업화 기술을 

축적하였다. 특히 산업화가 용이한 미생물, 천연 활성물질을 대상으로 화학적인 방법을 통한 신규 소재 확

보, 생산, 제형화에 대한 연구 성과 및 특허가 전체적으로 균형 있게 개발, 진행 중이다.



< 방선균 유래 미생물 제제 활성 예시 >

< 2015년 이후 생물농약 시장 성장 예측 >

<시장현황> 

- 전 세계 생물농약 시장은 2003년 468 million US$, 2005년 

672 million US$, 2011년 1,320 million US$로 연평균 약 10%

의 성장을 나타내었으며, 2017년 까지 약 3,200 million US$로 

연평균 15%이상 성장하였고 2024년까지 4,000million US$의 

시장을 점유할 것으로 예측 된다.

- 2000년대, 생물농약은 세계 농약시장규모 (2백51억달러)의 

3%에 불과했으나 2010년대에는 4백50억달러로 전체 농약시장

의  10%를 차지했다.

- 2014년 기준 전세계 작물보호제 시장 규모는 510억달러로 추산되며 연 평균 3.6% 가량 신장되고 있다. 

이중 화학농약 시장은 480억달러로 매년 3%대의 성장세를 보인 반면 생물농약 시장은 33억달러 규모로 

아직 화학농약에 비해서는 7%가 채 되지 않지만 매년 15%이상 신장하며 가파른 성장세를 보인다.

- 세계 생물농약 시장은 2005년 전체 농약시장의 약 2.5% 수준에 머물었지만, 최근 연평균 증가율이 

9.9%로 계속해서 고성장세를 기록하고 있다. 전세계 약 110개 회사에서 생물농약 사업을 추진하고 있으

며, 대표적으로 Agra Quest, Verdera OY, 및 Certis USA, 상기 세 회사가 생물농약 시장의 약 5% 씩을 

차지하고 있다. 특히 방선균 유래 생물농약 및 생물비료 회사 및 시장은 꾸준히 증가하고 있는 추세이다.

<지식재산권현황>

- 선진국을 중심으로 생물농약에 대한 연구가 활발하게 진행 중이다. 지난 2013년 농림수산식품교육문화

정보원이 발표한 자료에 따르면 관련 연구 건수는 미국 266건(16%), 인도 136건(8%), 중국 123건(7%)으

로 나타나는 등 글로벌 작물보호제 업계는 앞다퉈 생물농약 개발 중이다.

- 미국에서 1백80여종에 이르는 성분들이 생물농약으로 등록된 상태며 제품 가지수만 해도 7백종에 이르

는 것으로 집계 되었다. (http://dl.dongascience.com/magazine/view/S200407N032)

○ 연구개발의 중요성

- 92년 리우 국제환경회의에서 전 세계 농약의 20%를 생물농약으로 대체하자고 결의한 이후, 기존 화학농

약에 대한 규제가 점점 심해지고 있어 화학농약의 소비가 유럽과 일본의 경우 해마다 5% 감소하고 있고 

이를 대치할 생물농약의 시장규모는 급속히 성장하고 있어 앞으로 크게 주목할 시장으로 관련 기업의 관심

을 끌고 있다.

- 기존 화학농약의 독성을 줄이고 환경에 미치는 부작용을 최소화하려

는 경향은 농약 개발의 세계적인 추세다. Markets and Markets에서 발

간한 생물농약시장 보고서에 의하면 2001년 세계 농약시장의 약 2%인 

5.8억 달러에 불과했던 생물농약시장의 가치는 성장률 17.4%를 보이며 

지속적인 성장 추세에 있다. 2016년 33억 6000만 달러에 달했고 2022

년이면 88억 2000만 달러에 이를 것으로 추산된다. 연구개발 비용이 화

학농약에 비해 저렴한 것도 생물농약이 갖는 장점과 함께 기술 개발을 

이끄는 주요인이 된다. 현재 생물농약으로는 Bacillus thuringiensis (Bt 

toxin)와 Baculovirus 등이 주로 사용되고 있으나, 작물의 다양한 진균성 

감염을 억제하는 효과적인 Biofungcide의 연구개발은 매우 미흡한 실정

이다.



< 대표적인 방선균 유래 항진균 생물농약 성분 

칸디시딘과 나타마이신 >

- 생물농약에 대한 연구는 선진국을 중심으로 활발하게 진행 중이다. 농림수산식품교육문화정보원에 따르

면 2013년 기준 관련 연구건수는 미국 266건(16%), 인도 136건(8%), 중국 123건(7%)으로 나타났다. 이

에 반해 우리나라는 인도와 브라질, 독일, 스페인보다 낮은 54건(3%)의 실적을 보였다. 세계 시장에 견줘 

국내업체의 생물농약 개발은 미약한 수준이라고 할 수 있다. 그렇지만 우리나라는 바이오분야에 강세를 지

니고 있어 생물농약 분야의 시장 성장이 연구 발전에도 탄력을 줄 수 있을 것으로 기대된다.

- 생물농약에 대한 연구는 선진국을 중심으로 활발하게 진행 중이다. 농림수산식품교육문화정보원에 따르

면 2013년 기준 관련 연구건수는 미국 266건(16%), 인도 136건(8%), 중국 123건(7%)으로 나타났다. 이

에 반해 우리나라는 인도와 브라질, 독일, 스페인보다 낮은 54건(3%)의 실적을 보였다. 세계 시장에 견줘 

국내업체의 생물농약 개발은 미약한 수준이라고 할 수 있다. 그렇지만 우리나라는 바이오분야에 강세를 지

니고 있어 생물농약 분야의 시장 성장이 연구 발전에도 탄력을 줄 수 있을 것으로 기대된다.

- 방선균이 생산하는 칸디시딘-나타마이신 등의 폴리엔 

화합물은 항진균 활성이 가장 높은 생리활성물질로서, 

이미 국외에서는 다양한 농작물 진균감염을 예방하는 생

물농약으로 사용되고 있는 실정이다. 하지만 국내에선 

폴리엔 생산 방선균을 이용한 생물농약의 개발이 전혀 

이루지지 않고 있는 실정이다. 다만, 본 연구진이 (선행

연구를 통하여) 폴리엔 생산 방선균 포자를이용하여 마

늘 흑색썩음균핵병과 고추 역병에 효과가 있음을 입증하

였다.

- 따라서 본 과제에서는 항진균 활성이 우수한 폴리엔 화합물을 생산하는 방선균을 유전체 검색기술로 선

별한 후, NGS 기반으로 유전체를 해독하여 해당 생리활성물질의 특성을 분자수준에서 규명하고, 이들 유

용 방선균 (혹은 방선균 유래 생리활성물질)을 생물농약으로 실용화하기 위한 배양공정 최적화 연구를 수

행하고자 한다. 본 과제에서 제안하는 토양 방선균들을 생물농약으로 산업화 한다면, 농약에 의한 환경오

염 문제를 해결하기 위한 대안으로서 유용할 것으로 생각된다.   



최종목표  방선균 유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물제제 및 생리활성물질 개발

세부목표

 1) 식물 병원성 진균에 대한 항진균력과 토양 적응력이 우수한 방선균 균주선별 

 2) NGS 기반 유전체 기술을 활용하여 선별된 방선균의 유전체 특성 규명 

 3) 항진균 기능성, 세포독성, 토양 적응력 및 작물 보호능 검증

 4) 사업화-실용화를 위한 배양공정 최적화 및 스케일업

2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

2-1. 연구개발 목표

2-2. 연구개발의 추진전략·방법 및 추진체계

  ○ 연구개발의 추진전략·방법

       <1차년도>

      - 주 관 연구 기 관(인하 대 학교 ) : 항진균 유래 fungicide 활성이 우수한 2종의 NGS 기반의 유전체 분석 (추

가적으로 2차 연도 1종, 3차 연도 1종에 대한 유전체분석실시)

      - 참여기관 1(생산기술연구원) : 항진균제 최적 생산을 위한 방선균 배지성분 최적화

      - 참여기관 2(에스티알바이오텍) : 미생물제제 후보 방선균의 균주 특성 파악 및 고농도 포자형성, 

수확조건 확립

       <2차년도>

      - 주관 연 구기 관 (인 하대 학 교) : 항진균제 생합성 및 조절 유전자 특성 규명 및 유전자군 분리

      - 참여기관 1(생산기술연구원) : 항진균제 최적 생산을 위한 방선균 배양공정 최적화

      - 참여기관 2(에스티알바이오텍) : 선별된 후보균주의 제형화 및 다양한 조건에서의 항진균력 검증



연구개발과제 총 참 여 연 구 원

과제명
방선균의 유전체 활용기반의 미생물제제 

사업화 기술 개발

단위연구책임자

(김응수)외 총 3명

　 　 　 　 　 　 　

인하대학교 생산기술연구원 ㈜에스티알바이오텍

NGS기반의 방선균 

유전체 해독 및 

활용 기술 개발

실용화를 위한 

배지-배양-스케

일업 공정 

최적화

방선균 미생물제제 

실용화 연구

김응수외

7명

이도훈외

1명

이상종외

6명

담당기술개발내용 담당기술개발내용 담당기술개발내용

Ÿ 방선균 4종  

유전체 정보 

획득 및 분석

Ÿ 폴리엔 생합성 

유전자군의 　

폴리엔 천연물 

특성규명

Ÿ 새로운 폴리엔 

화합물 

Ÿ 방선균 생산 

폴리엔 

생리활성물질

의 배양 

기술확보

Ÿ 배양 스케일업 

기술 구축

Ÿ 폴리엔 고생산 

시스템 구축

Ÿ 폴리엔 

분리정제 

시스템 확보

　

Ÿ 미생물제제 후보 

방선균의 균주 

특성 파악 및 배양 

형태학적 특성분석 

Ÿ 고농도 포자 

형성조건과 포자 

형성 배지 개발

Ÿ 개발된 생물농약의 

다양한 조건에서 

활성도 및 안정화 

확립

Ÿ 친환경 농약을 

위한 현장 실험

       <3차년도>

      - 주관 연 구기 관 (인 하대 학 교) : 항진균 폴리엔 생합성 유전자군의 유전체 재설계를 통한 신규유

도체 도출

      - 참여기관 1(생산기술연구원) : 항진균제 최적 생산을 위한 스케일업 최적화

      - 참여기관 2(에스티알바이오텍) : 친환경 미생물제제를 위한 작물 진균 제어능 및 안정성 검증

       <4차년도>

      - 주 관연 구 기관 (인 하 대학 교 ) : 합성 생물학 및 유전체 공학 기반의 신규 방선균 미생물제제 및 

활성물질 개발

      - 참여기관 1(생산기술연구원) : 사업화-실용화를 위한 배지-배양-스케일업 공정 최적화

      - 참여기관 2(에스티알바이오텍) : 시제품의 독성 및 안전성 조사

     ○ 연구개발 추진체계



2-3. 당해연도 연구개발 목표 및 결과

  ○ 1차년도(2018)

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

연구개발 

수행내용
연구결과

1차

년도

(2018)

NGS 기반의 

방선균 

유전체 

해독 및 

활용 기술 

개발

(인하대학

교)

항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

방선균 중 

항진균 

활성이 

우수한 

후보균주 

선정

- 선행연구에서 C. albicans에 대해 항진균력이 우수했

던 방선균 MMBL001, MMBL002, MMBL003, MMBL004, 및 P. 

autotrophica의 잎마름병 유발 원인 곰팡이 Fusarium 

계열의 Fusarium oxysporum에 대한 항진균 활성을 확

인하여 벼의 잎마름병을 유발하는 진균에 대한 활성

을 비교한 결과, 산업적인 미생물제제로 이용하기에

는 방선균 MMBL001, MMBL002, MMBL003, MMBL004의 항진

균 활성보다 높은 활성의 균주가 필요하여 강력한 항

진균 활성을 나타내는 방선균 균주 스크리닝 및 선정 

과정을 진행함

- 한국생명공학연구원 (KRIBB)(산업바이오소재 연구센

터)으로부터 스크리닝 된 약 2500여종의 방선균 배양

액을 분양받아 acetone을 이용하여 compound를 추출

하여 진행함

- 추출한 총 2500여종의 compound를 F. oxysporum과 C. 

albicans를 이용하여 항진균 활성 테스트 완료하였으

며 항진균 미생물제재로 사용 가능한 후보군 선정 완

료함

  (항진균 활성을 나타내는 148종 선별 완료)

그림 1. 약 2500종의 방선균을 이용한 항진균력을 나타내는 방선균 

스크리닝 결과

- F. oxysporum 대한 항진균 활성을 나타낸 방선균

138종 / C. albicans 대한 항진균 활성을 나타낸 방선균 

68종 / F. oxysporum과 C. albicans에 대해 동시에 항진

균 활성을 나타낸 방선균- 58종



1차

년도

(2018)

NGS 기반의 

방선균 

유전체 

해독 및 

활용 기술 

개발

(인하대학

교)

항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

방선균 중 

항진균 

활성이 

우수한 

후보균주 

선정

- F. oxysporum 대한 항진균 활성을 나타낸 방선균 138

종

그림 2. F. oxysporum에 대한 항진균력 테스트

- C. albicans 대한 항진균 활성을 나타낸 방선균 68종

그림 3. C. albicans에 대한 항진균력 테스트

- F. oxysporum과 C. albicans에 대해 동시에 항진균 활

성을 나타낸 방선균- 58종



1차

년도

(2018)

NGS 기반의 

방선균 

유전체 

해독 및 

활용 기술 

개발

(인하대학

교)

항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

HPLC 분석을 

통해 

polyene 

compound를 

생산하면서 

항진균활성

이 우수한 

후보균주 

선정

- F. oxysporum, C. albicans에 대해 항진균 활성을 나타

내는 148종의 방선균으로부터 생산되는 compound 성

질을 파악하여 폴리엔(Polyene) compound를 생산하며 

항진균 활성을 나타내는 후보군을 선별하기 위해 폴

리엔 compound detection method를 이용한 HPLC 분석 

실시

그림 4. 51종의 방선균 배양액을 이용한 폴리엔 HPLC 분석 결과 

- 총 51종의 방선균의 배양액에서 HPLC 분석 상 폴리엔 

compound를 확인하였으며 Triene 1종, Tetraene 3종, 

Pentaene 13종, Methylpentaene 25종, Hexaene 1종, 

Heptaene 7종, Octaene 1종 분석 완료
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유전체 
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항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

항진균활성

이 우수한 

2개의 최종 

후보균주 

선정

- 항진균 활성이 확인된 148종의 방선균 후보군 중 항진

균력이 우수하며 HPLC 분석을 통해 폴리엔 compound

를 생산하는 것으로 확인된 51종의 방선균의 16s rRNA 

sequencing 과 rpoB (RNA polymerase subunitβ) 및 

특정 CYP sequencing(본 연구진의 폴리엔 특이적인 

PCR primer 이용) 염기서열 분석을 수행하였고, 이를 

바탕으로 기존에 보고된 방선균들과 비교한 결과 신

규성을 가지며 항진균력을 나타내고, 폴리엔 

compound를 생산하는 2종의 후보균주 선정

그림 5. 선정된 2종 후보균주의 C. albicans에 대한 항진균 활성 확인 

그림 6. 선정된 2종 후보균주의 F. oxysporum에 대한 항진균 활성 확인 
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유전체 
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교)

항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

신규성이 

있는 

균주이면서 

항진균활성

이 우수한 

2개의 최종 

후보균주 

선정

그림 7. 선정된 2종의 후보균주에 대한 16s RNA sequencing 결과

 

그림 8. 선정된 2종의 후보균주에 대한 폴리엔 특이적인 CYP PCR 및 

sequencing 결과

그림 9. 선정된 2종의 후보균주에 대한 폴리엔 특이적인 CYP PCR 및 

sequencing 결과를 이용한 신규성 검증
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NGS 기반의 

방선균 

유전체 

해독 및 

활용 기술 

개발

(인하대학

교)

항진균 유래 

fungicide 

활성이 

우수한 2종의 

NGS기반의 

유전체 분석

신규성이 

있는 

균주이면서 

항진균활성

이 우수한 

2개의 최종 

후보균주 

선정 및 

whole 

genome 

sequencing 

실시

그림 10. 선정된 2종의 후보균주에 대한 rpoB gene sequencing 결과

- 선정된 2종의 후보균주 분양을 통해 반복 배양 및 항

진균 활성을 재검증하고 폴리엔 compound의 생산량을 비

교하여 검증을 마친 뒤 whole genome sequencing 진행 

중(Macrogen, Korea)

- 항진균 활성을 나타내는 폴리엔 compound를 순수하게 

분리하여 물질의 신규성을 확보하기 위해 TOF-ion mass 

분석 실시하였으며 현재 기존의 compound들과 비교분

석 진행 중

그림 11. 폴리엔 compound의 신규성 확보를 위한 Mass 분석 결과 

- 선정된 2종의 균주는 필드 테스트 및 생산최적화를 진

행하기 위해 협동기관인 한국생산기술연구원과 ㈜에

스티알바이오텍에 전달 완료

사업화-실

용화를 

위한 

배지-배양

-스케일업 

공정 

최적화

(한국생산

기술연구

원)

항진균제 

생산을 위한 

최적 

배양조건 

확립

포자형성 

배지와 성장 

배양 최적화

- ISP2 배지를 SPL사의 plant plate에서 4일간 배양한 

경우 1.2 * 108 (spores/ml) 포자를 회수함. P. 

autotrophica의 균사 성장 형태를 확인하기 위해서 

ISP2 배지에서 회수된 포자를 3% 이상에서 접종한 경

우 filamentous 균사 유도

그림 12. 96시간 배양 된 생산 배양에서 세포의 morphology
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항진균제 
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최적 

배양조건 

확립

성장 배양 

최적화 및 

생산 배양 

최적화 수행

- Trpytic Soy Broth가 40 (g/L)로 첨가된 경우에 약 16 

(g/L)의 DCW로 최적화 되었으나, 기존 20 (g/L)의 TSB

가 첨가된 경우에는 약 11 (g/L)의 DCW가 생산되어 약 

30% 가까이 감소하는 경향을 확인
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그림 13. 성장 배지 조성에 따른 건조세포중체량 비교

그림 14. 성장 배지 조건에서 건조세포 측정 사진(40g/L TSB: 왼쪽에서 

아래 3번째)

- 폴리엔의 최종 생산성을 극대화하고자 생산 배지에 관

한 최적화를 수행하고자 현재 사용되고 있는 YEME 생

산 배지를 중점(기본 배지)로 하여 실험을 수행하였으

나 YEME 생산 배지에 phosphate가 무첨가 상태이기 때

문에 factor로써 phosphate를 첨가하였으며, 빠른 배

지 최적화를 고려하여 Plakett-Burmann과 같은 배지 

effect를 테스트할 수 있는 실험 방법은 배제
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항진균제 

생산을 위한 

최적 

배양조건 

확립

성장 배양 

최적화 및 

생산 배양 

최적화 수행

- Fractional factorial design으로 실험의 채택을 통해

서 yeast와 phosphate factor의 effect와 배지 간 

interaction 그래프를 통하여 추가 배지 최적화 방향 

설정

그림 15. Fractional factorial design(27-2)

그림 16. Fractional factorial design 실험 테이블

- 폴리엔의 상대적 생산량 분석을 통하여 실험 결과를 

분석한 결과 최초에 제시된 모델에 대한 유의성은 

(Prob>F 값) 0.0008로써 매우 높은 결과 값을 나타내

었으며, 따라서 모델 분석 신뢰 가능

- Factorial design을 통하여 폴리엔 생산에 대한 모델 

방정식 폴리엔 = +284.97+35.97* A-39.84* B+0.28* 

C+228.53* D+6.72* E+124.84* G-1.84* AD+36.84* 

AE+7.59* AG+1.97* BD-38.59* BE+13.22* CD+12.41* 

CG-10.22* DE+68.41* DG+9.28* ADE30.22* ADG-7.03* 

BDE



1차

년도

(2018)

사업화-

실용화를 

위한 

배지-배

양-스케

일업 

공정 

최적화

(한국생

산기술연

구원)

항진균제 

생산을 위한 

최적 

배양조건 

확립

성장 배양 

최적화 및 

생산 배양 

최적화 수행

그림 17. Fractional factorial design 실험 결과

- 이와 같은 결과는 우선적으로 생산 배지에서의 건조세

포중체량이 낮음으로써 세포 당 폴리엔의 생산성이 

낮아져 있고 따라서 반대로, 이를 높여주는 방향으로 

생산 배지가 최적화되는 것으로 유추될 수 있지만, 배

지간의 농도를 구체적으로 최적화하기 위해서는 

streets asecent method와 response surface method

와 같은 추가적인 실험 요구

방선균 

생물농약 

실용화 

연구

(에스티

알바이오

텍)

미생물제제 

후보 

방선균의 

균주 특성 

파악

후보균주의 

특성파악

- 항진균제의 액상 배양을 통한 대량 생산을 위하여 최

적 배양 조건을 확립하고자 하였으며, 이를 위해서 

일차적으로 플라스크 배양에서의 배양 환경을 조사하

여 균주의 특성을 파악하고 특성을 규명

그림 18. 액상 배양을 위한 실험 설계

- 스크리닝을 통해 선정된 균주에 대한 항진균력, 토양

적응력, 안정성 비교를 위한 필드 테스트 수행 전 배

지 활성 비교
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그림 19. 필드 테스트 수행 전 배지에서의 활성 비교

- 선정된 균주 2종의 미생물 제재로써의 가능성을 검증

하기 위해 필드 테스트를 수행할 수 있는 한국식물환

경연구소에 의뢰하여, 곰팡이에 감염된 배추, 딸기, 

고추, 토마토에 대한 항진균, 항미생물에 대한 효능을 

검증 중 (겨울철이라 여러 작물에 대한 모종을 구하기

가 힘든 상황이다. 봄철이 되면 여러 작물에 대한 필

드테스트를 진행하고 활성이 좋은 작물을 target으로 

선정할 예정)

그림 20. 다양한 작물의 곰팡이 감염 약효 필드테스트 의뢰
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- Pseudonocardia autotrophica의 배양 최적화를 위해

서 우선 포자 형성 배지에서의 배양 형태를 관찰한 결

과 2~3일 이후 포자 형성이 급격히 높아지나 그 이후

에서는 포자의 형성이 낮게 관찰되며 이와 같은 현상

은 일반적인 PDA agar배지에서도 동일하게 관찰됨

- ISP2 medium에서는 약 1.2 x 108 (spores/ml)을 회수

하였으며, PDA 배지에서는 좀 더 놓은 2 x 108 

(spores/ml)의 포자를 회수

    (A)                             (B)

그림 21. ISP2 배지와 PDA 배지에서 포자 형성 비교

- 스크리닝을 통해 선정된 2종의 균주에 대한 다양한 배

지를 통해 포자형성 및 수확 조건 확인

- 선정된 2종의 균주의 경우 5종의 배지에서 포자가 형

성되지 않아 배양액 동결건조를 통한 수확 조건 재정

립
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연구개발 

수행내용
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항진균 유래 
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유전정보 

분석

전략미생물

의 전체 

유전체해독

(1) Inha501의 whole genome sequencing

 - PacBio RSII, Illumina platform and De novo 

assembly를 이용하여 유전체 분석(마크로젠 수행)

그림 22. Inha501의 whole genome 정보 

그림 23. Inha501의 contig 1 (chromosomal DNA map)

그림 24. Inha501의 contig 2 (linear plasmid map)

그림 25. Inha501의 contig 3 (circular plasmid map)
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- Inha501의 16s rRNA sequence 기반 phylogenetic tree

  전체 유전체 정보를 바탕으로 예상 BGC region의 분석

과 균주에 대한 동정을 실시하여 Inha501이 신규 균주

임을 확인

그림 26. Inha501 16s rRNA sequence의 phylogenetic tree

(2) Inha502의 whole genome sequencing

 - PacBio RSII, Illumina platform and De novo 

assembly를 이용하여 유전체 분석(마크로젠 수행)

그림 27. Inha502의 whole genome 정보 

그림 28. Inha502의 contig 1 (chromosomal DNA map)

 - Inha502의 16s rRNA sequence기반 phylogenetic tree

    전체 유전체 정보를 바탕으로 예상 BGC region의 분

석과 균주에 대한 동정을 실시하여 Inha502이 신규 

균주임을 확인
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의 전체 

유전체해독

그림 29. Inha502 16s rRNA sequence의 phylogenetic tree

(3) Inha503의 whole genome sequencing

 - 미생물제제 개발을 위한 후보균주 선정 : Inha503

    1차연도에 2419종의 방선균 중 항진균 활성이 우수

한 균주의 선정을 완료하고 polyene compound를 생

산하는 균주인 Inha501, Inha502를 선별하여 미생물

제제로 개발하기 위해 실험을 수행하고 있고, 추가

로 우수한 항진균 활성의 non-polyene antifungal 

compound을 생산하는 신규 Inha503 균주를 선별함

    1차 항진균 테스트 완료 후 선별된 31종의 균주를 

GSS plate, 30˚C, 7일간 배양이후 agar plug를 이

용한 항진균 활성테스트를 진행하여 후보균주를 선

정하였고 HPLC 분석을 통해 non-polyene antifungal 

compound를 생산하는 균주를 최종 후보균주로 선정

그림 30. 후보균주 선정을 위한 항진균 활성테스트 (Agar plug)
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    GSS broth, 30˚C, 7일간 진탕배양 이후 Acetone 추

출법을 이용한 항진균 활성테스트를 진행하여 항진

균 활성이 우수하며 non-polyene antifungal 

compound을 생산하는 균주를 Inha503 후보균주로 선

정

    그림 32의 노란색원으로 표시된 AN100585균주를 

Inha503으로 선정을 하고 16s rRNA sequence, rpoB 

sequence의 비교를 통해 기존의 database와 일치하

는 정보가 없음을 확인하고 whole genomce 

sequencing을 수행

    3차연도의 전략미생물해독을 위한 Inha504 선정은 

항진균활성이 우수하면서 polyene compound를 생산

하는 AN090291균주(그림 32의 파란색원)로 결정하

였고 16s rRNA sequence, rpoB sequence, specific 

CYP sequence의 비교를 통해 일치하는 정보가 없음

을 확인하여 whole genome sequencing을 진행할 예

정

그림 32. Inha503, Inha504 항진균활성 테스트

그림 31. 후보균주 

선정을 위한 항진균 

활성테스트

(Acetone 추출물)
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- PacBio RSII, Illumina platform and De novo assembly

를 이용하여 유전체 분석(마크로젠 수행)

그림 33. Inha503의 whole genome 정보 

    현재 Inha503의 draft genome sequence는 확보하였

고 sequencing 과정에서 universal primer의 

binding이 불안정한 문제가 발생하여 보다 큰 크기

의 contig 확보를 위해 추가 분석을 진행 중

    sequencing된 유전체 정보를 바탕으로 예상 BGC 

region의 분석과 균주에 대한 동정 작업을 실시하여 

Inha503도 신규 균주임을 확인

활성을 

나타내는 

예상 BGC 

region의 

유전분석

(1) antiSMASH ver5.0 프로그램을 이용하여 이차대사산

물과 관련된 예상 BGC region을 분석하여 항진균 활성을 

나타내는 BGC 예측 선별

 - Inha501의 antiSMASH 분석 결과

그림 34. Inha501의 antiSMASH 분석결과 
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- Inha502의 antiSMASH 분석 결과

그림 35. Inha502의 antiSMASH 분석결과 

 - Inha503의 antiSMASH 분석 결과 (contig 1 ~ 10)

그림 36. Inha503 contig 1 ~ 10의 antiSMASH 분석결과
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(2) 선행 연구내용결과와 항진균 활성 특성을 이용하여 

가장 가능성이 높은 예상 생합성 유전자군 선별

 - Inha501의 항진균 활성과 관련있는 생합성 유전자군 

예측

    Region 5에서 그림 37에서 Tautomycetin (TMC)의 

BGC와 매우 유사한 생합성 유전자군을 갖는 것으로 

확인

    Tautomycetin은 기존 문헌에 보고된 화합물로서, 항

진균 활성과 면역억제 활성을 갖는 것으로 알려져 

있음

    HPLC분석 결과 및 HPLC peak별 항진균활성 테스트 

결과를 바탕으로 region 5에서 합성되는 이 물질이 

Inha501의 항진균 활성을 나타낼 것이라 판단됨

  

그림 37. Inha501 region 5의 분석결과 및 Tautimycetin의 구조

    Region 22에서 그림 38과 같은 ECO-02301의 생합성 

유전자군과 유사한 생합성 유전자군을 갖는 것으로 

확인

    ECO-02301은 polyene compound 계열의 pentaene이 

기본 골격으로 가지고 있고 환형 구조가 아닌 선형 

구조의 polyene compound로 발견된 최초의 물질임

    HPLC분석 결과 및 HPLC peak별 항진균활성 테스트 

결과를 바탕으로 pentaene의 구조이면서 ECO-02301

와 비슷한 생합성 유전자군을 갖는 region 22에서 

Inha501의 항진균 활성을 나타낼 것이라 판단됨

그림 38. Inha501 region 22의 분석결과 및 ECO-02301의 구조
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- Inha502의 항진균 활성과 관련있는 생합성 유전자군 

예측

    Region 1에서 그림 39와 같은 FR-008의 생합성 유전

자군과 유사한 BGC를 갖는 것으로 확인

    FR-008은 polyene compound계열의 heptaene을 기본 

골격으로 가지고 있고 환형 구조의 polyene 

compound이며 candicidin이라는 이름의 강력한 항

진균물질로 알려져 있음

    HPLC분석 결과 및 HPLC peak별 항진균활성 테스트 

결과를 바탕으로 pentaene의 구조이면서 FR-008과 

비슷한 생합성 유전자군을 갖는 region 1에서 

Inha502의 항진균 활성을 나타낼 것이라 판단됨

그림 39. Inha502 region 1의 분석결과 및 FR-008/candicidin의 

구조

 - Inha503의 항진균 활성과 관련있는 생합성 유전자군 

예측

    Draft genome sequencing만 완료된 상태이기에 전체 

유전체 분석이 완료되면 추가적인 BGC 분석을 할 예

정

    현재 가지고 있는 정보에서는 contig 9의 Region 2

에서 그림 40과 같은 Elaiophylin의 생합성 유전자

군과 유사한 생합성 유전자군을 갖는 것으로 확인

    Elaiophylin은 항진균 작용을 하는 물질로 알려져 

있으며 autophagy inhibitor로써 암치료를 위한 

chemotherapy의 효능을 증진시키는 역할

그림 40. Inha503 contig 9 region 2의 분석결과 및 Elaiophylin의 

구조
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배지, 

항생제별 

특성 확인 

및 포자화 

조건 확립

 - ISP2, ISP4, MS, R2YE 등 여러 방선균용 배지테스트 

통해 포자화가 잘되는 배지를 선정

    Inha501의 경우에는 ISP4 medium에서 포자화(4~5일)

가 잘 일어났으며 ISP2 medium에서 가장 생장속도

(3~4일)가 빠른 것을 확인

    Inha502의 경우에는 ISP2, ISP4 medium에서 포자화

(4일)가 잘 일어났으며 Inha501보다 모든 배지에서 

전반적으로 하루정도 빠르게 생장하는 것을 확인  

그림 41. Inha501, Inha502의 포자화를 위한 배지테스트 결과 

- 유전자 조작을 한 방선균을 선별 시 자주 사용되는 항

생제 마커의 내성을 확인

    일반적으로 Inha501과 Inha502는 conjugation이후 

E. coli Selection을 위한 사용하는 Nalidixic acid

에서 생장이 조금 저해되나 colony가 생성하는 것을 

확인 

    선행연구를 통해 구축된 유전자 조작기술에서 필요

한 construct의 selection marker인 Apramycin, 

Thiostrepton에 의해 selection이 됨을 확인

    (구축된 construct를 변경 없이 사용할 수 있음을 

확인) 

그림 42. Inha501, Inha502의 항생제 별 내성 확인테스트
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 - 확립된 포자화 조건으로 포자로 구성된 stock 구축

    포자화를 잘 하는 colony의 선별과정과 여러 배지 

테스트를 통해 포자화 조건을 확립

    (ISP4 medium, 30°C, 4~5 days 정지배양)

    구축된 유전자조작 시스템을 이용하기 편한 spore 

형태의 stock 대량제작 완료

    (20% glycerol 상태로 –80°C에서 stock 보관)

그림 43. Inha501, Inha502의 정지배양이후 포자화 plate

 - 후보균주의 유전자 조작기술 조건 확립

    Chromosomal Integration을 하는 공벡터 (pSET152)

을 이용하여 Inha501, Inha502의 Chromosomal DNA로 

Integration하는지 확인과 함께 유전자 조작기술의 

조건을 확립하고자 진행

    3번의 계대배양 이후 Genetic Confirmation (PCR이

용)을 통해 Chromosomal DNA로 Integration 하는 것

을 확인하였고 유전자 조작기술의 조건을 확립

그림 44. 구축된 유전자 조작기술 시스템을 이용한 

Chromosoaml DNA로의 Integration 확인 PCR

(Genetic confirmation)
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(1)Inha501의 항진균 활성을 나타내는 region 5(TMC 유

사cluster)의 생합성 유전자군의 분석

 - Inha501의 region 5와 TMC 생합성 유전자군의 비교

    Bioinformatic analysis을 통해 region 5의 생합성 

유전자군과 TMC의 생합성 유전자군의 비교를 통해 

예측구조를 도출

그림 45. Bioinformatic analysis을 이용한 Inha501 region 5의  PKS 

domain 분석 및 비교
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그림 46. Inha501 region 5의 PKS 분석에 따른 Backbone 예측

그림 47. Inha501 region 5의 예측구조와 Tautomycetin의 구조비교

 - Inha501의 region 5의 생합성유전자군의 규명을 위한 

유전자 Knock-out

    TMC의 생합성과정 중 가장 기본이 되는 뼈대를 만드

는 PKS 유전자의 Knock-out를 통해 실제 region 5가 

항진균 활성을 나타내는 물질의 생합성 유전자군인

지 확인하고자 진행

    그림 48과 같이 Homologous Recombination을 이용한 

Knock-out을 유도하였고 그림 49과 같이 PCR을 이용

해 Genetic Confirmation까지 완료

그림 48. Homologous recombination의 유전자 조작을 통한 Inha501 

region 5의 PKS Knock-out 전략
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그림 49. Inha501 region 5의 PKS gene Knock-out

(Genetic Confirmation)

    Knock-out이후 비교배양을 진행하기 전 region 5에

서 TMC와 유사한 물질이 생성될 것이라 판단하여 

TMC 생산배지를 조사하여 그 중 어떤 배지에서 가장 

많이 생산되는지 확인하는 실험을 진행하였고 R5 

medium에서 가장 생산이 잘되는 것을 확인

그림 50. 생산배지(GSS, R5, TPM) 비교실험

    R5 medium을 이용한 비교배양 분석결과 region 5가 

항진균 활성을 나타내는 물질과 관련된 생합성 유전

자군임을 확인

   

그림 51. HPLC 데이터비교를 

통한 생산량 비교와 항진균 

활성 확인실험

그림 52. R5 medium을 

이용한 비교배양
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그림 53. HPLC분석을 통해 Inha501 region 5은 TMC 유사 Cluster의 
생합성 유전자군임을 확인한 비교배양결과

    Inha501의 항진균 활성을 나타내는 생합성 유전자군

이 2개 이상으로 확인이 되었으며 region 22의 생합

성 유전자군에서 합성될 것이라 예상되는 polyene 

compound가 배양 시 같이 합성이 되고 있기에 항진

균 활성을 갖는 물질에 대한 정확한 규명위해서는  

region 22의 생합성 유전자군의 knock-out를 함께 

진행하는 추가실험이 필요할 것으로 예상

(2)Inha501의 항진균 활성을 나타내는 region 22(ECO 

-02301 유사 cluster)의 생합성 유전자군의 분석

 - Inha501의 region 22와 ECO-02301 생합성 유전자군의 

비교

   Bioinformatic analysis을 통해 region 22의 생합성 

유전자군과 ECO-02301의 생합성 유전자군의 비교를 

통해 예측구조를 도출

그림 54. Bioinformatic analysis을 이용한 Inha501 region 22과 

ECO-02301의 생합성 유전자군의 비교
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그림 55. Inha501 region 22의 PKS 분석에 따른 Backbone 예측

그림 56. Inha501 region 22의 예측구조와 ECO-02301의 구조비교

 - Inha501의 region 22의 생합성 유전자군의 규명을 위

한 유전자 knock-out

   polyene compound의 생합성과정 중 가장 기본이 되는 

뼈대를 만드는 PKS 유전자의 Knock-out를 통해 실제 

region 22가 항진균 활성을 나타내는 물질의 생합성 

유전자군임을 확인하고자 진행

   그림 57과 같이 Homologous Recombination을 이용한 

knock-out을 유도하였고 PCR을 이용해 Genetic 

Confirmation까지 완료

그림 57. Homologous recombination의 유전자 조작을 통한 Inha501 

region 22의 PKS Knock-out 전략 및 PKS gene Knock-out 확인 (Genetic 

Confirmation)
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   비교 배양을 통해 region 22가 항진균 활성을 나타내

는 물질과 관련된 생합성 유전자군임을 확인

그림 58. HPLC분석을 통해 Inha501 region 22은 ECO-02301 유사 
Cluster의 생합성 유전자군임을 확인한 비교배양결과

   Inha501의 항진균 활성을 나타내는 생합성 유전자군

이 2개 이상으로 확인이 되었으며 region 5의 생합성 

유전자군에서 합성될 것이라 예상되는 polyene 

compound가 배양 시 같이 합성이 되고 있기에 항진균 

활성을 갖는 물질에 대한 정확한 규명위해서는  

region 5의 생합성유전자군의 knock-out를 함께 진행

하는 추가실험이 필요할 것으로 예상

(3) Inha502의 항진균 활성을 가질 것이라 예상하는 

region 1 (FR-008 유사 cluster)의 생합성 유전자군

의 분석

- Inha502의 region 1와 FR-008 생합성 유전자군의 비교

  Bioinformatic analysis을 통해 region 1의 생합성 유

전자군과 FR-008의 생합성 유전자군의 비교를 통해 예

측구조를 도출

그림 59. Bioinformatic analysis을 이용한 Inha502 region 1과 

FR-008의 생합성 유전자군의 비교
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그림 60. Inha502 region 1의 PKS 분석에 따른 Backbone 예측

그림 61. Inha502 region 1의 예측구조와 FR-008의 구조비교

 - Inha502의 region 1의 생합성 유전자군의 규명을 위

한 유전자 knock-out

   polyene compound의 생합성과정 중 가장 기본이 되는 

뼈대를 만드는 PKS 유전자의 Knock-out를 통해 실제 

region 1가 항진균 활성을 나타내는 물질의 생합성 

유전자군인지 확인하고자 진행

   그림 62과 같이 Homologous Recombination을 이용한 

knock-out을 진행 중

그림 62. Homologous recombination의 유전자 조작을 통한 Inha502 

region 1의 PKS Knock-out 전략
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 - 확인된 Inha501 region 5 (약 80kb)와 Inha502 region 

22 (약 170kb)의 생합성 유전자군을 분리

   생합성 유전자군을 분리하고자 BAC library 구축 후 

그림 63과 같은 3곳에 Check Primer를 제작하여 PCR

을 이용한 Genetic Confirmation을 진행하였고 원하

는 cluster가 온전히 포함된 Positive Colony 확보 

그림 63. Inha501 region 5, region 22의 생합성 유전자군과 3곳의 

Check Primer

그림 64. BAC library 구축 후 Check Primer를 이용한 genetic 

confirmation 결과

그림 65. Inha501 region 5 모든 생합성 유전자군이 있는 colony(5876 

plate 02 4N)의 Genetic Confirmation
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그림 66. Inha501 region 22 모든 생합성 유전자군이 있는 colony(5876 

plate 05 22N, 5876 plate 02 24A)의 Genetic Confirmation

   Inha501 chromosomal DNA안 region 5, region 22의 

생합성 유전자군을 포함한 vector와 유전자 조작기술

을 이용하여 확보된 생합성 유전자군의 이종숙주발현

을 통해 관련유전자의 더 정확한 규명을 할 예정이며 

cell factory 균주에 도입을 시켜 고생산 균주 확보

를 위한 실험을 실시할 예정

활성을 

나타내는 

신규물질의 

구조 및 특성 

규명

측정된 

분자량과 

예측된 

구조의 

분자량 비교

(1) Inha501의 region 5의 분석

 - Bioinformatic analysis를 통해 그림 67의 왼쪽과 같

이 예측이 되었고 염기서열상으로 비슷한 TMC의 구조

는 그림 67의 오른쪽으로 규명

   (예측된 구조의 분자량은 590.74이며 TMC의 분자량은 

606.34로 확인)

그림 67. Inha501 region 5의 예측 구조와 TMC의 구조 및 분자량 비교

 - High Resolution Mass analysis의 결과 예측된 구조

가 아닌    TMC와 같은 분자량으로 측정됨을 확인

그림 68. Inha501 region 5의 HPLC 분석결과

(표시된 peak를 정제하여 mass analysis 진행)
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   그림 69와 같이 positive ion mode에서는 분자량이 

607.35정도로 분석되었고 negative ion mode에서는 

분자량이 605.29정도로 분석됨을 확인하여 예측된 구

조의 분자량보다는 TMC의 분자량과 일치하는 것을 확

인

그림 69. Inha501 region 5의 TMC 유사 cluster 관련 생산되는 물질의 

Mass analysis 결과 (Positive Ion Mode, Negative Ion Mode 

분석그래프)

   Inha501의 region 5은 TMC 유사 cluster이 아닌 유전

자 배열이 다른 TMC cluster이며 Inha501은 TMC를 생

산하는 신규 균주로 판단됨

(2) Inha501의 region 22의 분석

 - Bioinformatic analysis를 통해 그림 70과 같이 예측

이 되었고 염기서열상으로 비슷한 ECO-02301의 구조

는 그림 70의 아래쪽으로 규명

   (예측된 구조의 분자량은 1253.74이며 ECO-02301의 

분자량은 1296.75로 확인)
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그림 70. Inha501 region 22의 예측 구조와 ECO-02301의 구조 및 

분자량 비교

 - High Resolution Mass analysis의 결과 예측된 구조

와 분자량이 일치하지 않음을 확인

그림 71. Inha501 region 22의 생합성 유전자군에서 생산되는 항진균 

활성 물질의 2차 정체 후 HPLC 분석결과

(표시된 peak를 정제하여 mass analysis 진행)

   예측된 구조의 분자량과 측정된 분자량은 일치하지 

않는 것을 확인하였고 정확한 구조분석을 위해 1H과 
13C NMR분석 진행 중

 - 1H과 13C NMR분석을 위한 compound의 정제

   NMR분석을 위해 (중국 상하이 교통대의 Shuangjun 

Lin 교수님 연구팀과 협력하여) 순수한 compound만을 

얻기 위한 여러 정제과정을 진행하면서 확인 작업 진

행 중

    

그림 73. Inha501 region 22의 생합성 유전자군에서 생산되는 

항진균 활성 물질의 정제 후 TLC 결과 및 물질 별 HPLC 분석 결과  

그림 72. Inha501 region 

22의 생합성 유전자군에서 

생산되는 항진균 활성 물질의 

예측 구조와 Mass analysis의 

측정된 결과



2차

년도

(2019)

항진균제 

생합성 및 

조절 

유전자 

특성 규명 

및 

유전자군 

분리

(인하대학

교)

활성을 

나타내는 

신규물질의 

구조 및 특성 

규명

측정된 

분자량과 

예측된 

구조의 

분자량 비교

 - 1H과 13C NMR분석

   1H NMR분석은 아래의 그림과 같이 데이터 값은 도출을 

하였고 이 값을 이용하여 정확한 구조를 밝히기 위해 

분석을 진행 중이며 더 순수한 물질을 얻기 위해 추

가적인 정제과정 이후에 13C NMR분석을 진행할 예정

그림 74. Inha501 region 22의 생합성 유전자군에서 생산되는 

항진균 활성 물질의 1H NMR 분석 결과

(3) Inha502의 region 1의 분석

 - Bioinformatic analysis를 통해 아래 그림과 같이 예

측이 되었고 염기서열상으로 비슷한 FR-008의 구조는 

그림의 아래쪽으로 규명

   (예측된 구조의 분자량은 852.44이며 FR-008의 분자

량은 1110.59로 확인)

그림 75. Inha502 region 1의 예측 구조와 FR-008의 구조 비교 및 

분자량 비교

 - High Resolution Mass analysis의 결과 예측된 구조

와 분자량이 일치하지 않음을 확인

그림 76. Inha502 region 1의 생합성 유전자군에서 생산되는 항진균 

활성 물질의 2차 정체 후 HPLC 분석결과

(표시된 peak를 정제하여 mass analysis 진행)



2차

년도

(2019)

항진균제 

생합성 및 

조절 

유전자 

특성 규명 

및 

유전자군 

분리

(인하대학

교)

활성을 

나타내는 

신규물질의 

구조 및 특성 

규명

측정된 

분자량과 

예측된 

구조의 

분자량 비교

   

그림 77. Inha502 region 1의 생합성 유전자군에서 생산되는 항진균 

활성 물질의 예측 구조와 Mass analysis의 측정된 결과

   예측된 구조의 분자량과 측정된 분자량은 일치하지 

않는 것을 확인하였고 정확한 구조분석을 위해 1H과 
13C NMR 분석 진행

 - 1H과 13C NMR 분석을 위한 compound의 정제

   NMR 분석을 위해 (한국 선문대 송재경 교수님 연구팀

과 협력하여) 순수한 compound만을 얻기 위한 여러 정

제과정을 진행하면서 확인 작업 진행 중

그림 78. Inha502 region 1의 생합성 유전자군에서 생산되는 항진균 

활성 물질의 정제 전과 후의 HPLC 분석 결과 비교

(정제 전 – 왼쪽, 정제 후 – 오른쪽)

 - 1H과 13C NMR 분석

   1H과 13C NMR 분석은 아래의 그림과 같이 데이터 값은 

도출을 하였고 이 값을 이용하여 정확한 구조를 밝히

기 위해 분석을 진행 중

 

그림 79. Inha502 region 1의 생합성 유전자군에서 생산되는 항진균 

활성 물질의 1H NMR과 13C NMR 분석 결과
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확인

항진균 

활성을 

확인하고자 

하는 

식물병원성 

진균의 선별

다양한 식물병원성 진균에 대한 항진균 활성 테스트를 

통해 미생물 제제로의 가능성을 확인하는 실험을 진행

- 항진균 활성을 확인하고자 하는 다양한 식물병원성 진

균

   추가적으로 농촌진흥청 국립농업과학원을 통해 식물

병원성 진균 10종과 KCTC, ATCC을 통해 식물병원성 진

균 3종을 선정하여 기존과 합쳐 총 15종의 진균에 대

한 항진균 활성을 확인하고자 계획하고 진행함

   Fusarium oxysporum (KCTC 46453, KACC 40051, KACC 

42795), Fusarium solani (KACC 44891),

   Fusarium graminearum (KACC 47495),

   Fusarium verticillioides (KCTC 16672).

   Fusarium semitectum (KCTC 6065),

   Alternaria alternate (KACC 40019),

   Botrytis cinereal (KACC 40574),

   Phytophthora cactorum (KACC 40166),

   Rhizoctonia cerealis (KACC 40153),

   Colletotrichum gloeosporioides (KACC 4003),

   Curvularia lunata (KACC 40861),

   Aspergillus niger (ATCC 9642),

   Candida albicans (ATCC 14053)

 

그림 80. 항진균 활성테스트에 사용 된 다양한 식물병원성 진균의 

초기상태
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확인

여러 종류의 

진균에 대한 

항진균 활성 

확인

 - Inha501, Inha502의 acetone 추출물을 이용한 진균에 

대한 활성 확인

그림 81. 다양한 식물병원성 진균에 대한 항진균 활성테스트 결과

   배양이 되지 않은 Botrytis cinereal (KACC 40574), 

Phytophthora cactorum (KACC 40166), Rhizoctonia 

cerealis (KACC 40153)을 제외하고 항진균 활성 테스

트를 진행한 모든 진균에서 활성을 보이는 것을 확인

   Inha501, Inha502이 미생물제제로서의 다양한 활용이 

가능하다는 연구결과로서 보호 작물의 범위가 넓을 것

으로 예상됨
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  주관기관에서 스크리닝한 우수 폴리엔 생산 균주인 

Inha501 및 Inha502를 대상으로 생산성 향상을 위한 

배지 및 배양조건 최적화를 수행

(1) 고체 배양에서 액상 배양으로의 접종량 최적화

  - M3 plate에서 Inha501, Inha502 균주를 5일 정도 배

양한 것으로부터 성장 배양으로 접종할 때 M3 plate

의 고체 배지 조각을 1조각부터 4조각까지 각각 성장 

배양을 30 mL 플라스크에서 30℃, 200 rpm의 조건에

서 3일 동안 진행

M3 plate composition g/L

Starch soluble 20

Agar 20

Soytone 10

Glucose 10

CaCO3 3

FeSO4·7H2O 0.2

표 1. M3 plate 조성

  - 각각의 배양액으로 건조균체중량을 측정하여 세포의 

성장을 비교

균주-조각 개수 건조균체중량(g/L)

501-1 0.33

501-1 3.33

501-2 3.33

501-2 5.67

501-3 4

501-3 4.33

501-4 2

501-4 -

502-1 3.67

502-1 4.33

502-2 5

502-2 4.67

502-3 4

502-3 -

502-4 3.33

502-4 8.67

표 2. 고체배지 접종량별 건조균체중량

- 그 결과 고체배지로부터 접종한 조각의 수에 세포의 

질량 농도가 정비례하는 것은 아니지만 대체로 접종

량이 클수록 건조균체중량도 큰 것으로 판단

- 이 실험 이후의 모든 성장 배양은 각 고체 배지에서 

가로 × 세로 = 약 1 cm × 1 cm로 통일하여 접종하

여 진행
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(2) 배양 플라스크 종류 최적화

- 성장 배양을 할 때 플라스크의 모양에 따라서 공기가 

배양액 중의 세포에 노출시키는 양이 달라져서 배양 

조건이 변화

  그러므로 일반적인 모양의 플라스크와 보다 원활한 

기체 전달을 위해 비교적 작은 홈이 파여 있는 플라

스크, 또 큰 홈이 있는 플라스크로 3개의 플라스크를 

가지고 실험을 진행

   (1)번 실험과 마찬가지로 M3 plate에 있는 501, 502 

균주로부터 고체 배지를 잘라서 성장 배양을 진행

균주+플라스크 종류 건조균체중량(g/L)

501 일반 3.33

501 작은 홈 7.33

501 큰 홈 7

502 일반 2.33

502 작은 홈 10.7

502 큰 홈 4.33

표 3. 배양 플라스크별 건조균체중량

- 일반 플라스크보다 홈이 있는 플라스크에서 세포의 

성장이 훨씬 높게 이루어졌다고 판단

   본 실험 이후 모든 성장배양은 작은 홈이 달린 플라스

크에 바깥과 공기가 비교적 잘 통하는 스토퍼

(stopper) 뚜껑을 이용하여 진행

   이 결과는 추후 scale-up 과정에서도 산소 전달 효율

이 주요한 인자로 고려되어야 함을 확인

(3) 성장배양액에서 생산배양으로의 접종량 최적화

- 성장배양액으로부터 생산배양을 할 때 각 플라스크별

로 부피 30 mL로 배양

  그 과정에서 접종량을 1%와 5%, 그리고 10%(v/v)로 

변화시키며 실험을 진행하고 그 후 배양액으로 건조

균체중량을 측정

501균주 

접종량

건조균체중

량

(g/L)

502균주 

접종량

건조균체중

량

(g/L)

성장배양 1% 4 1% 7

성장배양 5% 6.3 5% 5.3

성장배양 10% 7 10% 6.7

생산배양 1% 17 1% 21.3

생산배양 5% 14 5% 17.7

생산배양 10% 14.3 10% 18.7

표 4. 성장배양액의 접종량별 건조균체중량
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- 성장 및 생산 배양 모두에서 접종량에 따른 세포 성

장량에 있어 뚜렷한 경향성을 확인할 수는 없었고 적

정 접종량을 10%로 정하고 이후 실험들을 진행

G.S.S broth composition g/L

Soybean flour 25

Glucose 20

Starch soluble 10

Yeast extract 4

NaCl 2

CaCO3 2

Beef extract 1

K2HPO4 0.25

표 5. G.S.S broth 조성

- 상기 실험을 통해 확인된 플라스크 수준에서의 최적 배

양 프로토콜

그림 82. 최적화된 플라스크 수준의 Inha501, Inha502 균주 배양 및 

폴리엔 생산 과정

(4) Inha502 균주 morphology control

- 그림 83에서와 같이 M3 plate에서 502 균주를 계대배양 

하던 중에 기존의 검정색 콜로니뿐만 아니라 노란 빛

의 콜로니, 회색 콜로니, 그리고 하얀 색의 콜로니가 

함께 발견

- 502 균주가 아닌 외부의 균이나 곰팡이가 유입되어 오

염이 된 경우도 있지만 502 균주가 돌연변이가 일어나

서 우리가 원하는 polyene의 생산을 할 수도 있다는 가

능성을 열어두고 각 콜로니 색상 별로 계대배양을 진

행

그림 83. 다양한 색을 띠는 Inha502 균주의 콜로니
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- 502 균주로부터 파생된 4가지 색의 균주가 존재한다고 

가정하여 검정색(원래 502균주), 갈색, 회색, 그리고 

흰색의 502 균주를 각각 구분하여 계대배양을 진행

- 원래 콜로니가 지니고 있는 색이 그대로 다음 세대에서

도 확인되었고 각 균주별 특성을 확인하고자 성장 배

양을 진행하고 건조균체중량을 측정

Sample 

name

건조균체농도

(g/L)

건조균체농도 

평균(g/L)

표준편

차

502 검정 10.3

10.9 0.96502 검정 12

502 검정 10.3

502 갈색 6.3

12.8 7.49502 갈색 11

502 갈색 21

502 회색 24.3

20.8 8.88502 회색 10.7

502 회색 27.3

502 흰색 19

19.3 0.58502 흰색 19

502 흰색 20

표 6. 502 균주의 콜로니 색상별 건조균체농도

- 상기 결과는 회색 및 흰색 균주가 검정색 및 갈색 균주

보다 세포 성장 속도가 높음을 보여주며 아래 그림 84

에서 확인할 수 있는 바와 같이 콜로니 색상에 따른 폴

리엔 생산량의 차이도 존재하였으며, 검은색 콜로니가 

가장 높은 생산성을 나타내는 것을 확인

그림 84. 콜로니 생상에 따른 Inha502 균주의 폴리엔 생산 농도

- 이를 통해 502 균주의 경우 콜로니 morphology에 따라 

균주 생장 및 폴리엔 생산성에서 차이를 나타낼 수 있

으며 미생물 배양 및 보관 과정에서의 morphology 

control 필요성을 확인
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(5) 발효기 배양

- 플라스크 수준에서 최적화 된 균주의 배양을 스케일업 

하고 작물 테스트 및 미생물제제 제형화에 필요한 

cell 및 product의 확보를 위해 Inha501, Inha502 균

주를 대상으로 발효기(6L) 배양을 수행

- 주요 배양 변수인 온도가 생산배양시 폴리엔 생산성에 

미치는 영향을 확인하는 실험을 수행

  아래 그림 85에 도시된 바와 같이 플라스크에서 2단계 

성장배양을 거친 후 발효기에서 생산배양을 진행

  (G.S.S broth, 접종량 3%(v/v), 1 vvm

  교반 속도는 DO를 모니터링하며 적절히 조절

  pH는 5N NaOH를 이용하여 6.6-7.3 범위에서 조절

  온도는 각각 25, 30, 33 °C 배양을 진행)

그림 85. Inha502 균주의 발효기 배양 과정

- 실험 결과 Inha502 균주의 경우 25°C에서 가장 높은 

폴리엔 생산성을 나타내었으며 온도가 높아질수록 폴

리엔 생산성은 감소하는 경향 나타냄

  (최종 세포 농도는 105~106 cfu/mL 수준)

그림 86. 배양 온도에 따른 Inha502 균주의 폴리엔 생산
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- 다음으로 배양 중 산소의 전달 및 균주 morphology에 

영향을 줄 수 있는 변수로서 impeller 종류에 따른 폴

리엔 생산성 차이를 확인하는 실험을 수행

  (G.S.S broth, 접종량 4%(v/v), 1 vvm

  교반속도는 DO를 모니터링하며 적절히 조절

  pH는 5N NaOH를 이용하여 6.7-7.3 범위에서 조절)

- 실험 결과 impeller 종류에 따른 polyene 생산성 차이

는 크지 않음을 확인

그림 87. Impeller 종류에 따른 Inha502 균주의 폴리엔 생산성 차이 

실험 결과

- 성장 배양을 통해 확보한 균주 자체를 미생물제제의 원

료로 활용할 가능성을 고려하여 발효기를 이용한 성장 

배양을 수행

  (TSB broth, 접종량 4%(v/v), 1 vvm

  교반 속도는 DO를 모니터링하며 적절히 조절

  5N NaOH, 1M HCl을 이용하여 pH 6.2-7.3으로 조절)

- 예상대로 성장배양 과정에서는 폴리엔이 생산되지 않

았으며 세포 농도는 3.7×105 cfu/mL(Inha501) 및 

6×105 cfu/mL(Inha502)로 각각 확인
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그림 88. 발효기를 이용한 균주의 성장 배양 실험

- 상기 발효기 배양을 통해 확보한 균주 및 배양액은 아

래 표 7과 같은 일정에 따라 협력업체((주)한국식물환

경연구소)에 전달하여 미생물제제의 유기농자재 병해

관리용자재 등록실험에 활용

균주 배양액 배양 종류 용량 날짜

Inha501 성장
Fermenter 

(5L)
4L 2019.7.9.

Inha501 생산
Flask

(3L)
4L 2019.7.2.

Inha502 성장
Fermenter 

(5L)
4L 2019.7.2.

Inha502 생산
Fermenter 

(5L)

1차: 4L

2차: 2L

1차: 2019.6.19.

2차: 2019.7.2.

표 7. 실내검정을 위한 배양최적화 및 샘플제공 현황

 폴리엔 

분석 조건 

확립

 - 배양 조건의 최적화를 위해서는 정확한 분석 

방법의확립이 전제

 - 이에 주관기관과 공동으로 Inha501 및 Inha502 

균주에서 생산되는 폴리엔을 정성적으로 분석하기 

위한 방법의 확립을 진행

(1) 샘플 전처리 및 HPLC 분석 방법 최적화

- 기존 Inha502 균주의 접종량 별 배양 실험(표 4) 배양

액을 원심분리기에 넣고 12,000 rpm에서 10분 간 가동 

후 상등액 부분을 1,200㎕ 취하여 300㎕의 1-butanol

과 1시간 동안 섞어 폴리엔을 추출
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- 이때 butanol은 배양액과 육안으로도 구분이 되는 층

을 이루게 되며 생산된 폴리엔은 butanol 층으로 녹아

들어가게 되고 butanol 층인 상등액 100㎕를 추출하여 

40℃의 heat block에 넣고 overnight으로 질소 기체를 

쏘여주면서 butanol을 증발시키고 그 후 ethanol 200

㎕를 각각의 샘플에 넣고 LC tube에 담아서 HPLC 분석

을 위한 최종 샘플로 사용

- 이와 같은 일련의 과정을 전처리 과정이라고 하겠고 

HPLC 분석 조건:

  Column: Zorbax SB-C18 / Column temperature: 60℃

  Flow rate: 1 mL/min / Inlet temperature: 25℃

  Mobile phase : A=0.05M ammonium acetate

           B=methanol (A:B=40:60)

- 더불어 전처리 과정이 폴리엔 분석에 미치는 영향을 확

인하기 위한 실험을 진행

  이를 위해 전처리를 거치지 않은 250 ppm 농도의 

amphotericin을 각각 1/4, 1/8, 1/16, 1/32로 희석하

여 standard 방정식 작성 (표 8, 그림 89)

  해당 식을 이용하여 전처리 과정을 거친 50 ppm 

amphotericin의 농도를 역산한 결과 6.3 ppm의 계산값

을 얻을 수 있었고 현재 사용하고 있는 전처리 과정을 

거치는 동안 폴리엔이 분해되거나 타 물질로 전환될 

가능성이 있음을 확인하였고 보다 온건한 조건의 전처

리가 필요할 것으로 판단

표 8. Amphotericin의 농도별 HPLC peak 면적값 및 크로마토그램
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그림 89. 폴리엔 분석을 위한 standard curve

(2) 개선된 방법을 이용한 폴리엔 분석

- 상기 사항들을 고려하여 개선된 분석 방법을 이용하여 

플라스크 배양에서 Inha502 균주로부터 생산되는 폴리

엔 분석을 진행

- 배양 조건은 고체배지인 M3 plate로부터 5일~7일 배양 

후 3개의 조각씩 30 mL TSB 배지에서 3일간 작은 홈이 

있는 플라스크에서 성장 배양을 진행하고 일반 플라스

크 및 G.S.S broth를 이용하여 30℃, 200 rpm 조건에

서 생산배양을 수행

  이전까지 배양액에서 원심분리기로 세포를 분리하고 

상등액을 취하여 세포외로 배출된 polyene을 검출하고

자 하였으나 세포 내부에도 폴리엔이 존재할 가능성을 

고려하고 추출 효율을 높이기 위해 배양액 전체를 이

용한 폴리엔 추출을 진행

  이를 위해  배양액 30 mL와 20 mL의 n-butanol을 충분

히 섞어주었고 각 샘플 당 200㎕ 만큼의 butanol 층을 

뽑아내어 40℃의 heat block에서 하루 동안 증발시켰

고 그 후 100㎕의 ethanol을 넣어서 HPLC를 분석하기 

위한 샘플을 제조

- 결과적으로 얻어진 HPLC data를 분석할 때 유의할 사

항은 standard 물질로 사용하는 amphotericin은 

heptaene이기 때문에 405 nm 파장에서 가장 높은 peak

를 형성하고 Inha502 균주가 생산하는 물질은 

pentaene이기 때문에 350 nm 파장에서 가장 높은 흡광

도가 측정됨 (표 9 참조)
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표 9. UV/Vis absorption maxima of different polyene macrolides

- 그렇기 때문에 amphotericin의 405 nm 파장대의 peak 

면적과 생성물의 350 nm 또는 330 nm 대의 peak 면적을 

비교하여 농도 분석을 진행

그림 90. Amphotericin의 405 nm 파장에서의 chromatogram

- Inha502 균주 배양액의 분석 결과 350 nm 파장에서 폴

리엔 peak를 확인(그림 91)

그림 91. 502_1%의 350 nm 파장에서의 chromatogram

Sample name Concentration of polyene (mg/L)

502_1% 347

502_1% 328

502_5% 366

502_5% 403

502_5% 257

502_10% 298

502_10% 292

표 10. Inha502 샘플의 접종량별 polyene 농도
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- 나아가 원심농축 기술을 사용하여 폴리엔 추출 후 용매 

제거 시간을 크게 단축시키고(하루 이상 → 2시간 30

분) 보다 낮은 온도조건을 사용함으로써(40℃ → 3

0℃) 전처리시 폴리엔의 변성을 최소화

  전처리 효과를 고려한 검량선(그림 92)을 분석에 활용

하여 정확도를 높이고자 하였음

그림 92. 전처리 손실을 고려한 standard curve

50L 대량 

배양을 위한 

5L 

발효기에서

의 산소전달 

속도 측정

(1) 5L 발효조에서의 산소전달계수 측정

호기성 생산균주로부터 세포 또는 대사물질의 생산을 

위해서는 배양액 내로의 효율적인 산소전달을 통해 

고농도로 세포를 배양함과 동시에 활발한 이차대사 

유도가 가장 중요한 것으로 판명

그러나 배지 내에서 산소의 용해도는 매우 낮고, 기

체산소가 용존산소로 되어 세포에 의해 이용될 때까

지 여러 단계의 제한단계 (limiting step)를 거치게 

되어 외부에서 많은 양의 산소를 공급할지라도 실제

적으로 세포가 이용할 수 있는 용존산소의 양은 극히 

적을 수밖에 없어 용존산소가 발효시 마다 항상 문제

점으로 대두 

- 기체산소가 용존산소가 되는 각 단계마다 산소분자가 

이동하기 위해서는 극복해야 할 저항들이 있는데 그 

중에서 가장 고려해야 할 단계는 기체 방울을 둘러싸

고 있는 liquid film에서의 산소전달이며 생산균주가 

배양액에 분산되어 있고 발효배지가 잘 교반될 때 이 

단계가 속도제한단계 (rate limiting step)가 되고, 

이 단계를 통해서 전체 산소전달속도가 조절

  이 단계에서의 산소전달속도 (OTR)은 다음 식에 의해 

계산:

OTR = NA = kLa(C
*
AL – CAL)       

OTR = NA : rate of oxygen transfer per unit volume of fluid 

[gmol/m3/s]

kL : liquid-phase mass transfer coefficient [m/s]

a : available area for mass transfer per units volume [m2/m3]

C*AL; oxygen concentration in the broth in equilibrium with the 

gas phase [gmole/m3]

CAL;  oxygen concentration in the broth [gmole/m
3]
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- 또한 상기의 식을 적절히 정리하여 미분하게 되면 교반

속도나, 공기공급량에 따라 산소공급속도를 측정할 수 

있으며 실험은 질소 가스를 배양액 내로 공급하여 용

존 산소를 모두 제거한 후(약 900~1600초) 각 조건들

에 따라 산소를 공급하면서(1600초 이후) 정밀한 DO 

probe를 이용하여 시간당 변화하는 용존산소의 변화경

향을 측정

이와 같은 방법을 통하여 0.5vvm, 1.0vvm, 1.5vvm에

서 rpm을 조절하여 산소전달속도를 측정하였으며 그 

결과를 그림 93과 표 11에 제시

즉, 같은 산소 공급속도에서는 교반속도에 따라 산소

전달계수 값이 증가하였으며 0.5vvm, 100rpm에서는 

약 0.002(1/sec), 1.5vvm, 300rpm에서는 약 

0.032(1/sec)의 값을 갖는 것을 확인

이 결과는 산소전달계수를 토대로 산소 공급속도와 

교반속도를 정확하게 조절할 수 있음을 제시

Agitation speed (rpm)
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, 1
/s

ec
)

0.000
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1.0 (vvm)
1.5(vvm)

그림 93. 5L 발효조에서 산소전달속도의 측정

표 11. 5L 발효조에서 산소전달속도의 측정

측정된 5L 발효조에서의 산소전달속도를 기준으로 추

후 50L에서도 동일한 실험을 진행할 예정이며, 정확

한 산소전달속도를 측정을 비교함으로써 수월하고 경

제적인 50L 로의 scale-up이 이뤄질 것으로 판단
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Inha501 및 Inha502를 대상으로 배양최적화를 진행한 

배양액을 이용한 제형화 수행

- 미생물제제 제조를 위한 최적 제형 선정을 위해생산배

양 후 확보한 균체 및 배양액을 이용하여 아래 제시된 

조성(표 12)에 따라 제형화 실험을 진행

- 균체 및 기타 formulating agent를 혼합한 후 동결건조

를 통해 최종적으로 분말 형태의 제제 시료를 확보

번호 조성

1

Cell

Silica

Milk powder

7% CMC

22%

55%

15%

10%

2

Cell

Silica

Milk powder

7% CMC

Ascorbic acid

60%

20%

14%

3%

3%

3

Cell

Sucrose

Starch

20%

25%

55%

4

Cell

Sucrose

Kaolin

7% CMC

40%

20%

35%

5%

5

Cell

Milk powder

Sucrose

40%

40%

20%

6

Cell

Starch

Sucrose

7% CMC

40%

35%

20%

5%

7

Cell

Lignin

Sucrose

7% CMC

40%

35%

20%

5%

표 12. 실험에 사용된 제형별 조성

- 상기한 바와 같이 제작된 미생물제제 시료들의 보관 안

정성을 확인하기 위해 실온 보존 전 후 CFU를 측정, 비

교하는 실험을 진행

- CFU 측정은 각 시료 3~10 mg을 20% glycerol에 현탁한 

후 plate에서 배양하고 콜로니 수를 확인하는 방식으

로 진행
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균주
제형 

조성
CFU(/g)

CFU(/g)

(17일 후)
생존율(%)

Inha5

01

1 1.35×103 0 0

2 0 - -

4 0 - -

7 1.60×104 3.10×103 19

Inha5

02

1 1.61×104 1.90×104 100

2 0 - -

4 2.10×103 0 0

7 3.85×105 1.00×105 25

표 13. 미생물제제 시료의 보관 안정성 실험 결과

- 실험결과 Inha502균주가 Inha501균주보다 상대적으로 

높은 안정성을 나타냄을 확인

- 제형화 조성 중 1과 7이 적합한 것으로 보이나 보존 안

정성 향상을 위한 조성 최적화가 필요

- 초기 CFU 증가를 위해 보다 다량의 균체 투입이 요구되

며, 이를 위한 균주 배양 최적화가 필요함을 확인

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

제품화를 

위한 

실내검정 

시험 진행

  주관기관에서 스크리닝한 우수 폴리엔 생산 균주인 

Inha501 및 Inha502의 배양액을 이용한 화분수준에서

의 실내검정 수행

  4종의 작물(딸기, 토마토, 고추, 배추)을 대상으로 인

위적인 식물병원성 진균 감염 후 방제효율 확인 

(KP18F45)

- 고추 및 딸기의 경우 미생물 제제로 등록이 가능한 방

제율을 확인

  최대 방제율 84.1% (고추, Inha502 배양액 처리)

시험약제
   약 효 시 험

희석 배수 및 
사용량 처리시기 및 방법

Inha501 상등액 1배
정식전 1회 토양관주처리

(11/14)

Inha501 배양액 1배 〃

Inha502 상등액 1배 〃

Inha502 배양액 1배 〃

무처리 - -

표 14. 처리내용 (시료관리번호 : KP18F45)

- 배추에 대한 화분수준의 항진균력 검증 결과

 가. 대상병해 : 무름병(Pectobacterium carotovorum  

                       subsp. carotovorum)

 나. 결과 : 무름병을 유발하는 미생물은 진균이 아닌 박

테리아 계열로써 항진균활성에 의한 선별과

정에서 골라진 Inha501, Inha502의 테스트 

결과 활성이 없는 것으로 확인



2차

년도

(2019)

방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

제품화를 

위한 

실내검정 

시험 진행

 - 딸기에 대한 화분수준의 항진균력 검증 결과 

 가. 대상병해 : 시들음병(Fusarium oxysporium)

 나. 시험작물: 딸기(설향)

 다. 조사방법 및 판정기준

    약효시험 : 최종 약제처리 7일 후 작물별 병발생   

정도를 조사

(0: 무발병 ~ 100: 작물고사)

    약효시험 : 약제처리 3, 5, 7일 후 외관상 약해유무

달관조사

 라. 딸기 시들음병에 대한 약제방제 효과

시험약제
발병도(%)

유의차
(DMRT)

방제가 
(%)Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ 평  

균

Inha501 상등액 20.0 20.0 10.0 10.0 15.0 b 69.2

Inha501 배양액 20.0 10.0 30.0 30.0 22.5 b 53.8

Inha502 상등액 20.0 10.0 20.0 10.0 15.0 b 69.2

Inha502 상등액 20.0 30.0 10.0 10.0 17.5 b 64.1

무처리 45.0 55.0 45.0 50.0 48.8 a -

       C.V.(%) ------------------------ 21.2

 마. 딸기에 대한 약해시험(약제처리 후 3, 5, 7일)

시험약제 시험작물
약해정도 (0~5)

비  고
기 준 량 배  량

모두싹
딸기

(설향)
0 0 약해 없음

 바. 시험결과

    딸기 시들음병 방제효과

   - 공시물질의 딸기 시들음병에 대한 방제 효과를 확

인하기 위하여 작물 정식 후 토양 관주처리하고 병원

균을 접종하여 시들음병 발병을 유도한 결과, 공시

물질 4종 모두 무처리와 비교하여 방제 효과를 보였

음. Inha501 배양액처리구와 Inha502 배양구처리구

에서는 관주처리 시 폿트상단에 잔여물이 남아있어 

실제 포장 처리 시 제제 및 제형을 개선해야 할 것으

로 판단됨.

    딸기 시들음병 약해확인

   - 공시물질 4종의 약해 확인 결과, 딸기의 잎 및 신초

에서 외관상 약해증상은 확인되지 않았음.

딸기 시들음병 

초기 

딸기 시들음병 

후기 
건전개체



2차

년도

(2019)

방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

제품화를 

위한 

실내검정 

시험 진행

- 토마토에 대한 화분수준의 항진균력 검증 결과 

 가. 대상병해 : 시들음병(Fusarium oxysporium)

 나. 시험작물: 토마토(호용)

 다. 조사방법 및 판정기준

    약효시험 : 최종 약제처리 7일 후 작물별 병발생   

정도를 조사

(0: 무발병 ~ 100: 작물고사)

    약효시험 : 약제처리 3, 5, 7일 후 외관상 약해유무

달관조사

 라. 토마토 시들음병에 대한 약제방제 효과

시험약제
발병도(%)

유의차
(DMRT)

방제가 
(%)Ⅰ반

복
Ⅱ반
복

Ⅲ반
복

Ⅳ반
복

평  
균

Inha501 상등액 50.0 40.0 30.0 45.0 41.3 ab 21.4

Inha501 배양액 30.0 40.0 40.0 30.0 35.0 bc 33.3

Inha502 상등액 40.0 25.0 30.0 30.0 31.3 bc 40.5

Inha502 상등액 25.0 25.0 30.0 15.0 23.8 c 54.8

무처리 50.0 40.0 60.0 60.0 52.5 a -

       C.V.(%) ------------------------ 13.0

 마. 토마토에 대한 약해시험(약제처리 후 3, 5, 7일)

시험약제 시험작물
약해정도 (0~5)

비  고
기 준 량 배  량

모두싹
토마토

(호용)
0 0 약해 없음

 바. 시험결과

    토마토 시들음병 방제효과

 - 공시물질의 토마토 시들음병에 대한 방제 효과를 확

인하기 위하여 작물 정식 후 토양 관주처리하고 병원

균을 접종하여 시들음병 발병을 유도한 결과, 공시

물질 4종 중 Inha502 배양구처리구에서 54.8%의 방

제 효과를 보였으나, 관주처리 시 폿트상단에 잔여

물이 남아있어 실제 포장 처리 시 제제 및 제형을 개

선해야 할 것으로 판단됨.

    토마토 시들음병 약해확인

 - 공시물질 4종의 약해 확인 결과, 토마토의 잎 및 신초

에서 외관상 약해증상은 확인되지 않았음.

토마토 시들음병 

초기 

토마토 시들음병 

후기 
건전개체



2차

년도

(2019)

방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

제품화를 

위한 

실내검정 

시험 진행

- 고추에 대한 화분수준의 항진균력 검증 결과 

 가. 대상병해 : 시들음병(Fusarium oxysporium)

 나. 시험작물: 고추(PR마니따)

 다. 조사방법 및 판정기준

    약효시험 : 최종 약제처리 7일 후 작물별 병발생   

정도를 조사

(0: 무발병 ~ 100: 작물고사)

    약효시험 : 약제처리 3, 5, 7일 후 외관상 약해유무

달관조사

 라. 고추 시들음병에 대한 약제방제 효과

시험약제

발병도(%) 유의
차
(DMR
T)

방제
가 
(%)

Ⅰ반
복

Ⅱ반
복

Ⅲ반
복

Ⅳ반
복

Ⅴ반
복

Ⅵ반
복

Ⅶ반
복

Ⅷ반
복 평균

Inha501 

상등액
20.0 30.0 20.0 30.0 20.0 20.0 30.0 30.0 25.0 b 68.3

Inha501 

배양액
20.0 20.0 15.0 35.0 30.0 20.0 25.0 20.0 23.1 bc 70.6

Inha502 

상등액
25.0 15.0 10.0 20.0 20.0 15.0 20.0 10.0 16.9 cd 78.6

Inha502 

상등액
0.0 10.0 10.0 20.0 20.0 10.0 20.0 10.0 12.5 d 84.1

무처리 70.0 80.0 80.0 70.0 100 70.0 80.0 80.0 78.8 a -

       C.V.(%) ------------------------ 19.3

 마. 고추에 대한 약해시험(약제처리 후 3, 5, 7일)

시험약제 시험작물
약해정도 (0~5)

비  고
기 준 량 배  량

모두싹
고추

(PR마니따)
0 0 약해 없음

 바. 시험결과

    고추 시들음병 방제효과

   - 공시물질의 고추 시들음병에 대한 방제 효과를 확

인하기 위하여 작물 정식 후 토양 관주처리하고 병원

균을 접종하여 시들음병 발병을 유도한 결과, 공시

물질 4종 모두 높은 방제효과를 보였고, Inha502 배

양액처리구에서 가장 좋은 방제 효과를 보였음. 배

양액과 cell을 혼합처리 한 구에서는 폿트상단에 잔

여물이 남아 있어 실제 포장 처리 시 제제 및 제형을 

개선해야 할 것으로 판단됨.

    고추 시들음병 약해확인

   - 공시물질 4종의 약해 확인 결과, 고추의 잎 및 신초

에서 외관상 약해증상은 확인되지 않았음.

고추 시들음병 초기 고추 시들음병 후기 건전개체



2차

년도

(2019)

방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

배양최적화 

방향을 

선정하기 

위한 

실내검정 

시험 진행

  Inha501, Inha502의 배양액을 이용한 화분수준에서의 

실내검정 수행한 결과 미생물제제로서 가능성을 확인

  추가적인 화분수준의 실내검증을 통해 배양최적화의 

방향이 폴리엔을 더 많이 생산하는 배양 최적화 방향

으로 선정할지 균의 수를 증가시키는 배양 최적화 방

향으로 선정할지에 대한 확인시험을 진행

  (토마토를 대상으로 인위적인 식물병원성 진균 감염 

후 방제효율 확인 (KP18F47))

시험약제
주성분 
함량 
(%)

   약 효 시 험 약 해 시 험

희석 배수 
및 사용량 처리시기 및 방법 기준량 배 량

Inha501 성장배양액

(TSB 배양)

1×106

cfu

원액살포

(50ml/주)

정식직후 토양 

관주처리

(9/9)

- -

Inha501 성장배양액

(GSS 배양)
〃 〃 〃 - -

Inha502 성장배양액

(TSB 배양)
〃 〃 〃 - -

Inha502 성장배양액

(GSS 배양)
〃 〃 〃 - -

GSS 배지(무배양) - 〃 〃 - -

무처리 - - - - -

표 15. 처리내용 (시료관리번호 : KP18F47)

 가. 대상병해 : 시들음병(Fusarium oxysporium)

 나. 시험작물: 토마토(호용)

 다. 조사방법 및 판정기준

    약효시험 : 최종 약제처리 7일 후 작물별 병발생   

정도를 조사

(0: 무발병 ~ 100: 작물고사)

    약효시험 : 약제처리 3, 5, 7일 후 외관상 약해유무

달관조사

 라. 시험구 배치

501균주 성장배양액 501균주 생산배양액 502균주 성장배양액

502균주 생산배양액 GSS 배지(무배양) 무처리



2차

년도

(2019)

방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

배양최적화 

방향을 

선정하기 

위한 

실내검정 

시험 진행

마. 토마토 시들음병에 대한 약제방제 효과 (최종약제처리 후 

10일차) 

시험약제 전체주수 이병주수 이병주율(%
)

방제가 
(%)

Inha501 성장배양액

(TSB 배양)
20 7 35 63.2 

Inha501 성장배양액

(GSS 배양)
20 8 40 57.9 

Inha502 성장배양액

(TSB 배양)
20 6 30 68.4 

Inha502 성장배양액

(GSS 배양)
20 7 35 63.2 

GSS 배지(무배양) 20 19 95 0.0

무처리 20 19 95 -

 바. 토마토에 대한 약해시험(약제처리 후 3, 5, 7일)

시험약제 시험작물
약해정도 (0~5)

비  고
기 준 량 배  량

Inha501 성장배양액

(TSB 배양)

토마토

(호용)

0 0 약해 없음

Inha501 성장배양액

(GSS 배양)
0 0 약해 없음

Inha502 성장배양액

(TSB 배양)
0 0 약해 없음

Inha502 성장배양액

(GSS 배양)
0 0 약해 없음

GSS 배지(무배양) 0 0 약해 없음

 사. 시험결과

    토마토 시들음병 방제효과

   - 시험 약제의 토마토 시들음병에 대한 방제 효과를 

확인하기 위하여 작물 정식 직후 토양 관주처리하고 

병원균을 접종하여 시들음병 발병을 유도한 결과, 

시험 약제 4종 모두 50% 이상의 약효를 확인하였고 

시험 약제 중 Inha502 성장배양액 처리구에서 68.4%

의 가장 좋은 방제 효과를 보였고, 성장 배양액과 생

산 배양액 간의 차이는 거의 없음 

    토마토 시들음병 약해확인

   - 시험 약제 5종의 약해 확인 결과, 토마토의 잎 및 

신초에서 외관상 약해증상은 확인되지 않았음

토마토 시들음병 

초기 

토마토 시들음병 

후기 
건전개체
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방선균 

유래 

진균제어 

미생물제제 

대량 생산 

공정 개발

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서의 

항진균력 

검증

Inha501, 

Inha502 

균주의 

배양최적화 

방향을 
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 아. 결론

- Inha501, Inha502의 성장배양액(TSB)과 생산배양액

(GSS broth)을 이용한 화분수준에서의 실내검정 수행

한 결과 이차대사산물을 만들기 위한 생산배지를 이용

한 생산배양액과 균만을 배양하기 위한 성장배지를 이

용한 성장배양액의 방제율 차이는 비슷한 것으로 확인

- Inha501, Inha502 기반 미생물제제의 제품화를 위한 

공정 최적화의 방향은 비싼 재료가 들어가는 생산배지

를 이용한 배양보다는 값싼 재료로 균주의 수를 증가

하기 위한 성장배지를 이용한 배양이 사업화에 유리할 

것으로 판단되기에 이번에 실시한 실내검증을 토대로 

균의 수를 늘리기 위한 배양최적화를 실시

Inha501, 

Inha502 

균주의 

포장실험을 

통한 

항진균력 

검증시험 

진행

  Inha501, Inha502 기반 미생물제제의 제품등록에 필요

한 기초자료를 얻기 위해 온실에서 포장실험을 실시

  Inha501, Inha502의 성장배양액을 이용하여 약효약해

시험을 진행하고 있으며 11월말까지 완료예정

시 험 약 제

주성분

함  량

(CFU)

약  효  시  험 약 해 시 험
시험

년차
희석배수

및사용량

처리시기

및 방법
기준량 배 량

 Inha501

성장배양액
1×106 500배

 발병초 
10일간격 3회 
약제처리

500배 250배 1

 Inha502

성장배양액
1×106 〃 〃 〃 〃 〃

 무처리 - - - - - -

표 16. 처리내용 (시료관리번호 : KP19F119)

 가. 대상병해 : 시들음병(Fusarium oxysporium)

 나. 시험작물: 토마토(약효 : 토마토, 약해: 토마토, 

                     방울토마토)

 다. 조사방법 및 판정기준

    약효시험 : 이병주율(무처리 최소발병율 10%)

              (최종약제처리 10일 후 구당 전주에

               대한 이병주수 조사)

    약효시험 : 약제처리 후 7일 이내 3회 약해유무

               달관조사

 라. 시험구배치 및 면적: 난괴법 3반복

구  분 처리수 반복수 총구수
구당면

적(pot)

소요면

적(pot)

총소요면

적(pot)

약  효 3 3 9 10 ㎡ 90 ㎡
180 ㎡

약  

해

토마토 6 3 18 5 ㎡ 90 ㎡

방울토마토 6 3 18 5 pot 90 pot 90 pot
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분리 및 
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(1) Inha501의 SBAC library 구축

- 강력한 항진균 활성을 나타내는 천연물인 INP1, INP2의 생합성 

유전자군을 인공염색체 운반체인 SBAC library system을 이용

하여 분리

   Inha 501 균주의 genomic DNA를 분리하여 200kb의 insert를 

가지는 SBAC library 제작하였고 PCR based screening 방법을 

이용하여  INP1 BGC와 INP2 BGC를 분리(그림 3-1)

(2) pINP1의 이종숙주발현

- INP1 BGC을 포함하는 SBAC 벡터인 pINP1을 방선균 모델균주인 

Streptomyces lividans TK21 균주와 Streptomyces coelicolor 

M511 균주에 형질전환

  분리된 pINP1이 이종숙주에서 효율적으로 발현될 수 있도록 불

필요한 DNA 부분을 제거한 pINPs 벡터를 구축(그림 3-2)

  INP1 BGC가 클로닝된 SBAC 벡터 pINP1s을 이종숙주에서 발현하

였으나, Inha501 wild type과 비교하였을 때 INP1으로 추정되는 

피크를 확인하지 못함(그림 3-3)

  INP1 이종숙주발현 균주인 S. lividans TK21/pINP1s와 Inha501 

wild type간의 RNA 발현량 비교를 통해 INP1 BGC내 일부 유전자

(inp1A, inp1B, inp1M, inp1R, inp1E)의 발현량이 낮음을 확인

(그림 3-4)

  이를 해결하고자 우선적으로 발현량이 적은 유전자(inp1A, 

inp1B)의 프로모터 engineering을 진행하고자 construct를 구

축하였고 이종숙주발현을 진행 중(그림 3-5)

(3) pINP2의 이종숙주발현

- INP2 BGC을 포함하는 SBAC vector인 pINP2을 방선균 모델균주

인 Streptomyces lividans TK21 strain과 Streptomyces 

coelicolor M511 strain으로의 형질전환

  분리한 pINP2의 염기서열분석을 통한 확인 결과 필요한 INP2 

BGC만을 보유한 pINP2을 확보하는데 성공하여 추가적인 유전자 

편집 작업 없이 S. lividans TK21과 S. coelicolor M511과의 이

종숙주발현 진행
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  항진균 활성이 전혀 없는 이종숙주 S. lividans와는 달리, 

pINP2를 포함하는 재조합 S. lidivans에서는 항진균 활성이 증

가함을 확인하였으며 HPLC분석을 통해 동일한 pantaene peak과 

retention time을 확인(그림 3-6, 3-7)

  이종숙주 S. coelicolor와 pINP2를 포함하는 재조합 S. 

coelicolor와 비교 하였을 때 항진균 활성이 관찰할 수 없었지

만, HPLC분석을 통해 동일한 pantaene peak과 retention time을 

확인하였으며 생성되는 양이 적은 것으로 판단됨(그림 3-7)

  pINP2를 포함하는 재조합 S. coelicolor에서 생산되는 

pantaene을 분리정제 후 항진균 활성을 확인

BAC 

벡터에 

분리된 

항진균 

생합성 

유전자

(INP1, 

INP2)를 

이용하여 

생리활성

물질의 

생산성 

증대 

유도 및 

다양한 

생리활성

물질의 

유도체 

발굴

(1) genetic engineering을 통한 고생산균주 개발

- pINP1s의 추가적 도입을 통한 INP1 고생산균주개발

  Inha501 wild type strain에 pINP1s의 도입을 통해 INP1 BGC가 

2 copy로 늘어나게 되었고 이로 인해 생산량이 18 mg/L에서 108 

mg/L으로 6배 증가한 INP1 고생산 균주를 개발함(그림 3-8)

- pINP2의 도입을 통한 INP2 고생산균주개발

  같은 방법으로 Inha501 wild type strain에 pINP2의 도입을 통

해 사본수를 늘리는 방법을 사용한 결과 생산량을 121 mg/L에서 

325 mg/L으로 2.7배 증가한 균주를 개발함(그림 3-7)

  S. lividans TK21 strain에 pINP2의 도입을 통해 얻어진 형진

전환 균주들의 항진균활성을 비교분석하여 생산량이 높은 

colony selection 진행하였음. 그 결과 INP2의 생산량이 wild 

type보다 3배 높은 336 mg/L로 생산성이 높아진 고생산 균주가 

개발되었고, 이 균주에 wild type에 시도했던 방식으로 2 copy

이상의 BGC를 도입할 경우 g/L 수준에 근접한 고생산 균주가 개

발될 것으로 예상됨.(그림 3-7)

(2) 생리활성물질의 유도체 생산을 위한 균주개량

- INP2 H (glycosyltransferase)의 gene knock-out을 통한 INP2 

유도체 생산 및 활성변화 확인

  polyene계 compound는 sugar group이 생리활성에서 중요한 영

향을 준다는 선행연구결과를 바탕으로,  sugar로 인한 INP2의 

활성변화를 확인하고자 균주개량 실시
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  INP2 합성 시 post-PKS modification 과정에서 sugar 

attachment 기작에 관여하는 glycosyltransferase로 예상되는 

inp2-H이 제거된 pINP2△H construct를 제작하였고 aglycone상

태의 INP2 유도체를 생산하는 균주를 확보(그림 3-9, 3-17B)

  INP2 aglycone 생산균주 중에서는 S. coelicolor M511/pINP2△

H 균주에서 160 mg/L로 가장 많은 양이 생산되었고 S. lidivans 

TK21/pINP2△H에서는 생산되지 않는 현상을 확인(그림 3-7)

  INP2와 INP2 aglycone간의 항진균 활성 확인 시험을 통해 INP2

의 sugar부분이 생리활성에서 중요한 역할을 하는 것을 확인(그

림 3-6)

- INP4 D(sulfurtransferase)의 gene knock-in을 통한 INP2 유도

체 생산 및 활성변화 확인

  Inha503의 whole genome sequence 비교를 통해 INP2 BGC와 유

사한 linear polyene계열의 INP4 BGC sequence를 확보할 수 있

었으며 In silico analysis 결과 INP4 BGC는 Mediomycin BGC와 

상당한 유사성을 확인(그림 3-10)

  INP4와 INP2간의 비교를 통해 INP2는 INP2 H에 의해 sugar 

group으로 치환되는 부분이 INP4에서는 INP4 D에 의해 sulfur 

group으로 치환되는 것으로 예측이 되었으며 이를 응용하여 

sulfur group이 포함된 INP2 derivative 1 생산균주를 개발하고

자 함(그림 3-9, 3-10, 3-17B)

  S. coelicolor M511/pINP2△H에서 INP4 D를 발현시키고자 방선

균과 대장균에서 동시 발현할 수 있는 pSE34 발현 벡터를 구축

하였고 이종숙주발현을 진행 중이며 생리활성의 변화를 확인 중

(4) Inha502의 항진균 활성을 갖는 BGC 검증

- Inha502 whole genome sequence내에서 항진균 활성을 갖을 것

으로 예측되는 INP3 BGC의 검증

  INP3의 첫 번째 PKS gene인 INP3 A를 knock-out을 위해 

homologous recombination 진행(그림 3-11A) 

  HPLC 분석결과 예상한 knock-out의 결과가 아닌 knock-down의 

형태로 이뤄진 것으로 판단되며 INP3 A의 변화로 인해 INP3의 

생산량이 감소한 것을 확인(그림 3-11B)

  추가적인 실험을 통해 INP3 BGC임을 증명할 예정
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(1) 생물농약 후보 방선균 특성 파악

- 추가적인 항진균 활성 테스트를 통하여 항진균 활성이 우수하

면서 신규성을 갖는 생물농약 후보 방선균 Inha504를 선별

  polyene이 검출되지 않고 항진균 활성이 우수하였던 AN100585 

균주를 Inha503, polyene계열의 compound가 검출되면서 활성이 

우수하였던 AN090291균주를 Inha504로 선정(그림 3-12A)

  포자상태의 stock 제작을 위해 spore 형성이 잘 이뤄지는 배지

를 찾는 테스트 결과 Inha503은 MS plate에서 Inha504는 ISP4, 

MS, R2YE plate등 여러 배지에서 sporulation이 잘 형성됨을 확

인(그림 3-12B)

- 생물농약 후보 방선균의 특성 파악을 위한 16s rRNA sequence기

반 phylogenetic tree 작성

  종의 특성을 파악하고 유기농미생물제제의 등록이 원활하게 수

행되기 위하여 유전적으로 가까운 종을 찾아 strain의 종속명을 

부여하기 위하여 Inha501, Inha502, Inha503, Inha504의 

phylogenetic tree을 작성(그림 3-13)

  새롭게 명명한 종속명

  Streptomyces rubrisoli Inha501(그림 3-13A, 표 3-1A)

  Streptomyces morookaense Inha502(그림 3-13B, 표 3-1B)

  Streptomyces javensis Inha503(그림 3-13C, 표 3-1C)

  Streptomyces collinus Inha504(그림 3-13D, 표 3-1D)

(2) Inha503의 whole genome sequencing

 - PacBio RSII, Illumina platform and De novo assembly를 이용

하여 유전체 분석

  2차년도(2019) Inha503의 whole genome sequencing 수행 시 정

확한 sequence 확보가 되지 않아 재반응 진행

  재반응 결과 Inha503은 다른 streptomyces계열의 평균적인 

chromosome size인 8~9 Mbp를 훨씬 넘는 12 Mbp정도이며 

chromosome내에 존재하는 이차대사산물 BGC의 개수는 46개로 

평균적인 33개보다 많은 것으로 판단됨(표 3-2A, 그림 3-14)

  polyene계열의 화합물은 아니나 항진균 활성을 낼 수 있는 

region 2(NRP 계열), region 8(PKS), region 9(PKS), region 

11(PKS), region 14(NRP), region 34(PKS), region 39 (PKS) 등

의 BGC를 보유하고 있음을 확인하였고 region 29 (PKS, INP4) 

linear polyene계열의 BGC가 내재하는 것을 확인(그림 3-14B)
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(3) Inha504의 whole genome sequencing

 - PacBio RSII, Illumina platform and De novo assembly를 이용

하여 유전체 분석

  

  Inha504는 9.2 Mbp정도의 chromosome size이며 plasmid를 보유

하지 않음을 확인하였으며 이차대사산물 BGC의 개수는 33개로 

평균적인 수준으로 판단됨(표 3-2B, 그림 3-15)

  우선적으로 polyene계열의 화합물에 의해 Inha504가 항진균 활

성을 갖는 것으로 판단하고 Inha504 chromosomes내에 존재하는 

BGC 중 PKS로 합성되는 BGC를 분석

  그 중 region 31에서 natamycin(tetraene)과 유사한 BGC가 존

재하는 것을 확인하였고 기존의 natamycin과 구조적으로 유사

하나 신규유도체를 생성하는 것으로 예상되는 INP5 BGC를 확보

하였고 Knock-out방법을 이용하여 예측한 것을 확인할 예정(그

림 3-15B)

(4) 후보 방선균내에 내재되어 있는 유용한 생리활성유전자군의 

bioinformatic analysis

- Inha501균주의 In silico analysis를 통한 INP2의 생합성 과정 

예측

  Bioinformatic analysis을 통해 S. neyagawaensis에서 생합성 

되는 neotetrafibricin A와 Inha501에서 생합성 되는 INP2간의 

유사성 및 차이점을 확인했으며 그 결과 KR domain에 의해 

chiral이 다른 이성질체로 판단됨(그림 3-16)

  이 사실을 바탕으로 Inha501의 whole genome sequence내에서 

INP2 생합성에 관여하는 유전자를 분석 및 정확한 생합성을 예

측 (그림 3-17)

  a) polyketide synthase내에 존재하는 27개의 module 분석을 

통하여 INP2의 aglycone 합성 과정을 예측(그림 3-17B)

  b) starter unit을 합성에 관여하는 ORF-1049는 분리된 INP2 

BGC가 아닌 4 Mbp 떨어진 chromosome에 위치해 있는 것을 밝혀

냄(그림 3-17B, C). 또한 이종숙주발현을 위해 사용한 S. 

lividans TK21과 S. coelicolor M511의 chromosome내에 이와 유

사한 유전자가 존재함을 확인

  c) starter unit의 guanidino기를 amine기로 치환하는 

guanidinobutyrase가 INP2 BGC내에 하나(inp2-W) 존재하며 이

와 유사한 기능을 갖는 orf-4663이 Inah501 chromosome에 위치

해 있는 것을 확인(그림 3-17B, C)
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  d) Glucose에서 rhamnose을 합성하는데 필요한 유전자들

(inp2-LMNO)이 INP2 BGC내에 존재함을 확인(그림 3-17B)

  e) 합성된 rhamnose는 post-PKS modification 과정에서 

glycosyltransferase(inp2-H)에 의해 첨가될 것이며, 이 반응

은 INP2의 항진균 활성과 밀접한 연관을 가질 것으로 판단됨 

(그림 3-17B)

- Inha502균주의 In silico analysis를 통한 INP3의 생합성 과정 

예측

  

  Region 1에서 FR-008(pantaene)과 유사한 BGC가 존재하는 것을 

확인하였고 기존의 FR-008과 구조적으로 유사하나 신규유도체

를 생성하는 것으로 예상되는 INP3의 생합성경로 예측(표 3-3, 

그림 3-18)

  a) 502-0074(transposase)에서 502-0082(transposase)까지 

sequence를 분석한 결과 외래의 미생물(Catenulispora 

acidiphila)의 유전자가 transposase의 작용으로 인해 

integration된 것을 확인하였으며, 이로 인해 FR-008에서 6개

의 PKS gene이 존재하는 것과 다르게 INP3는 5개의 PKS gene을 

보유(그림 3-18A, 표 3-3)

  b) FR-008 starter unit인 PABA(4-aminobenzoic acid)을 합성

하기 위해 필요한 pabABC gene은 FR-008 BGC와는 다르게 BGC내

에 존재하지 않고 Inha502 chromosome에 존재할 것으로 예측됨

(INP3 BGC만 분리하여 이종숙주 발현 시 INP3 생합성이 안 될 

가능성이 존재)(그림 3-18B, D)

  c) Post-PKS modification과정에서 INP3-orfP, INP3-orf-FE에 

의해 –COOH로 치환될 것으로 예상됨(그림 3-18C)

  d) INP3-orfMII, INP3-orfMIII에 의해 합성된 mycosamin 

(sugar)이 INP3-orfMI(glycosyltransferase)에 의해 첨가될 것

으로 예상됨(그림 3-18D)

  e) INP3 MIV, INP3 MV은 sugar를 modification하는 기능으로 

예측되어 FR-008과는 다른 sugar가 합성될 가능성이 있으며, 

INP3 OII(oxidoreductase), INP3 OIII (hydrolase)의 기능으로 

인해 post modification에 관여를 하게 된다면 예측된 INP3에서 

추가적인 post-PKS modification이 일어날 가능성이 있음(그림 

3-18A)

  gene knock-out을 통하여 INP3 유도체의 분자량을 확인하며 정

확한 생합성 경로를 알아볼 예정
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- Inha504 균주의 In silico analysis를 통한 INP5의 생합성 과정 

예측

  Inha504 균주에서 항진균 활성과 관련된 폴리엔계열의 물질의 

생합성유전자군을 INP5으로 선정하고 생합성 경로를 예측(그림 

3-15B, 그림 3-19)

  a) Post-PKS modification과정에서 INP5 G, INP3 F에 의해 –

COOH로 치환될 것으로 예상(그림 3-19B)

  b) INP5 J, INP5 C에 의해 합성된 GDP-mycosamin(sugar)이 

INP5 K(glycosyltranseferase)에 의해 첨가될 것으로 예상됨

(그림 3-19B)

  c) INP5 D에 의해 epoxidation이 일어나 최종적으로 INP5가 생

합성될 것으로 예상(그림 3-19B)

  Natamycin BGC와 비교 시 PKS gene과 post-PKS modification과

정에 관여하는 gene간의 긴밀한 유사성을 보이나 PKS module의 

수에서 INP5 BGC가 하나 더 존재하기에 –methyl(-CH3)기 대신에 

–propyl(C3H7)기가 존재할 것으로 예상됨(그림 3-19B, C)

항진균제 

최적 

생산을 

위한 

스케일업 

최적화

(생산기술

연구원)

발효 

스케일업

을 통한 

50L 

발효기 
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미생물 

성장 
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(1) Inha502 균주의 50 L 발효조 배양 수행

- 미생물 제제의 원료인 균체의 대량 확보를 위해 50L 발효조 배

양을 수행

  조건이 최적화되지 않은 상태에서 3일간 시험적인 배양을 수행

한 결과 최종적으로 6.4×105 cfu/mL의 균체를 획득하였으며 이

는 5L 발효기 배양 결과와 유사

  발효기의 parameter를 결과로 나타낼 경우 Dry cell weight는 

최종 약 20(g/L)를 나타내며 배양 36시간에서 거의 세포성장이 

완료됨을 확인(그림 3-20)

  이는 공급된 YPD 배지를 36시간쯤에 모두 소모함으로써 배지 

고갈로 판단되며 이때 DO의 레벨도 동시에 상승하는 것을 확인

할 수 있음. 따라서 36시간정도에서 적절한 추가 배지의 공급이 

가능한 유가식 배양방법을 도입할 시 높은 농도의 세포배양 공

정을 확립할 수 있을 것으로 기대됨(그림 3-20)
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(2) 배양 배지 조성 최적화 수행

- 배지의 최적 탄소원 선정

  2차년도 연구개발 결과 미생물 제제 제조를 위한 제형화 과정

에서 초기 CFU 증가를 위해 보다 다량의 균체 투입이 필요함을 

확인

  50 L 배양에서 보다 다량의 균체를 효과적으로 확보하기 위해 

배양 배지 조성의 최적화를 수행

  성장 배양에 사용되는 기본 배지는 YPD broth(dextrose 20 

g/L, yeast extract 10 g/L, peptone 20 g/L)이며, 다양한 탄소

원과 질소원 그리고 인산염 등의 성분 보충을 통해 균체 성장을 

촉진할 수 있으리라 기대

  우선 다양한 탄소원들이 세포성장에 미치는 영향을 확인하기 

위한 실험을 수행

  해당 실험에 사용된 탄소원은 glucose, potato dextrose, 

galactose, mannose, fructose, xylose, ribose, arabinose, 

sucrose, maltose, lactose, dextrin, sorbitol, 

myo-inositol, glycerol

  YPD broth의 탄소원은 dextrose 20 g/L로, 상기 탄소원들을 각

각 고(40 g/L), 저농도(20 g/L)로 추가하고 배양을 진행

  a. 구체적인 배양 방법은 Inha502 균주 stock을 YPD agar에 200 

μL spreading하여 30℃에서 이틀간 배양

  b. 배양이 끝난 plate는 punching을 하여 30 mL의 YPD broth가 

담긴 멸균된 300 mL baffled flask에 4조각을 넣고 30℃, 150 

rpm으로 설정된 shaker에서 2일간 액상 배양 진행

  c. 배양된 broth를 준비된 배양액이 담긴 300 mL 플라스크에 5% 

접종하여 같은 조건에서 4일간 배양

  d. 배양이 끝난 broth는 filtration을 통해 cell을 회수하여 

60℃로 설정된 dry oven에서 2일간 건조한 후 중량을 측정

  Control인 dextrose 20 g/L 조건과 비교하여 xylose 및 

sucrose가 20 g/L 농도에서 균체 생성량을 증가시키는 효과가 

있음을 확인(표 3-4)

  대부분의 탄소원에 대해 고농도(40 g/L) 조건에서는 오히려 최

종 균체량이 감소하는 경향이 확인되어 고농도 탄소원에 의한 

성장 저해 효과가 존재할 수 있음을 암시(표 3-4)

  경제성의 측면에서 sucrose 20 g/L를 최적의 탄소원으로 선정

하고 다음 단계의 배지 조성 최적화를 진행
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- 배지의 최적 질소원 선정

  앞서 선정한 탄소원인 sucrose 20 g/L를 고정하고 질소원 선정 

실험을 추가적으로 진행

  질소원은 크게 complex 성분과 synthetic 성분으로 구분할 수 

있는데, 각각의 종류가 다양하기 때문에 본 실험에서는 대표적

인 complex 질소원인 tryptone, casitone, yeast extract, 

tryptic soy both, brain heart infusion, bacto peptone, corn 

steep solid, cotton seed flour, molasses를 대상으로 고(30 

g/L), 저농도(15 g/L) 조건을 설정하고 비교 실험을 진행

  Peptone 20 g/L 및 yeast extract 10 g/L를 이용하는 control 

배양을 동시에 진행하였으며 추가적으로 인산염의 효과를 확인

하기 위해 KH2PO4 2 g/L를 추가 또는 제외하고 상기 탄소원 선정 

실험과 동일한 방법으로 실험을 진행

  실험 결과에서 알 수 있는 바와 같이 대부분의 경우 인산염 추

가 시 세포 생산량이 증가함을 확인(표 3-5A)

  Corn steep solid, cotton seed flour 이용 시 높은 세포 생산

량을 확인하였으나 이들은 불용성 성분으로 최종 건조 균체량 

측정 시에 오류가 발생할 가능성을 고려하여 30 g/L의 yeast 

extract를 최적 질소원으로 선정(표 3-5)

- 질소원 추가 투입을 통한 균체 생산성 향상

  상기 실험에서 종류에 관계없이 질소원 농도가 높아질 경우 최

종 균체 생성량이 증가하는 경향을 확인(표 3-5)

  배양 중 질소원을 추가 투입함으로서 균체 성장을 촉진할 수 있

는 가능성을 확인하는 시험을 수행

  추가 투입에 적절한 질소원을 선정하기 위해 기본 배지(조성: 

sucrose 20 g/L, yeast extract 30 g/L, KH2PO4 2 g/L)에 

synthetic 질소원과 앞서 수행한 질소원 선정 실험에서 좋은 효

과를 보였던 complex 질소원 몇 가지를 선정해 배양 중 추가투

입 실험을 진행

  실험에 사용한 synthetic N 성분은 ammonium sulfate, 

ammonium phosphate monobasic, ammonium phosphate dibasic, 

ammonium tartrate dibasic, ammonium chloride, ammonium 

nitrate, ammonium carbonate, ammonium hydroxide, urea 이

며, complex N 성분은 peptone, tryptic soy broth, tryptone 

추가 농도는 5 g/L로 설정하고 실험을 진행

  대부분 질소원의 추가 투입은 control과 비교하여 대부분이 상

승된 균체 생산성을 보였고 그중 ammonium phosphate monobasic

을 5 g/L 추가했을 때 가장 좋은 효과를 확인하고 이후 실험에

서 해당 조건을 사용(표 3-6)
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(1) INP2의 extraction 최적화

- extraction과정에서 효율이 높은 방법을 선정하고자 사용하는 

용매 최적화 진행

  추출하는 용매와 관련해서는 Methanol과 butanol이 주로 사용

되었고 HPLC 분석 결과 효율은 큰 차이를 보이지 않음(그림 

3-21A)

  추출 후 open column을 이용한 정제 시 추출물의 점성에 따른 

효율의 차이가 존재하는데 물 층과 혼합되는 methanol보다는 친

수성과 층 분리되는 n-butanol을 사용(그림 3-21B)

- extraction과정에서 효율이 높은 방법을 선정하고자 pH 최적화 

진행

  낮은 pH상태에서 추출할 경우 더 많은 cell의 lysis와 INP2와 

INP2 유도체간의 분리를 기대하고 시험을 수행하였으나 pH가 많

이 낮아지면 INP2 degradation으로 인해 수율이 낮아지는 문제

를 확인(그림 3-22)

  약산성상태인 pH 6에서 extraction을 진행할 경우 가장 높은 

수율이 확인

(2) INP2 생산균주의 배양기간 최적화

- INP2 생산균주인 S. lividans TK21/pINP2의 배양기간 최적화

  INP2의 활성을 확인하거나 구조를 파악하기 위해서는 INP2의 

순수분리를 진행하여야 하는데 이를 위한 INP2 생산균주의 최적 

배양기간 선정 

  생산배지는 INP2의 가장 많은 생산량을 보였던 R5 배지를 사용

하였고 5L fermentor(working volume 2L)을 이용한 배양기간 최

적화를 진행

  배양기간별 INP2의 생산량 및 순도를 확인한 결과 3일차에서는 

INP2 생합성과정에서의 중간체가 보였으며 5일차로 넘어갈 때 

INP2의 생산량이 큰 폭으로 상승 하였고 7일차 이후로는 불순물

과 INP2의 유도체들이 쌓이는 것을 관찰(그림 3-23)

  적절한 배양기간은 5~7일 사이로 판단됨
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(3) INP2의 HPLC 분석 method 최적화

- HPLC 분석 시 사용할 mobile phase 최적화

  기존에 사용하고 있는 polyene 분석 method로는 INP2 분석이 

어려운 것을 확인(MS/MS analysis 결과 순수하게 분리했다고 생

각했던 INP2 fraction이 mixture임을 확인)(그림 3-24A, B)

  INP2의 구조 특성 상 다른 polyene계열의 물질들 보다 친수성

으로 판단되어 더 친수성이 있는 acetonitrile을 이용한 HPLC 

method 최적화를 진행(그림 3-9)

  여러 method 중 acetonitrile 40% isocratic method(0.05M 

ammonium acetate, pH6.5)에서 2개의 peak으로 분리됨을 확인

(그림 3-24C)

  항진균 활성테스트를 통해 구간 2에서 항진균 활성이 나타나는 

INP2 compound를 확인하였고 Mass analysis을 통해 검증(그림 

3-24D, E)

- HPLC 분석 시 사용할 method 최적화

  HPLC에 사용되는 column의 변화나 column 온도의 변화를 주었

으나 긍정적인 결과는 관찰되지 않았으나 1ml/min에서 

0.5ml/min로 flow rate를 낮춰 안정적인 분리가 가능하도록 최

적화를 진행(그림 3-24F)

  기존의 polyene method는 40분이였으나 추출방법의 최적화와 

method의 최적화를 통해 분석 method를 20분으로 최적화함

(4) INP2의 MPLC 분석 method 최적화

- MPLC 분석 시 사용할 method 최적화

  INP2의 HPLC method 방법을 참고하여 대량 분리를 위한 MPLC 

method 최적화 진행

  사용할 column의 수(길이)와 적절한 flow rate에 대한 최적화

와 고순도의 INP2 fraction 구간을 확인(그림 3-25, 표 3-7)
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  MPLC method

  flow rate : 20ml/min, pressure : 10bar, column 2개 연결

  a) Column만 연결 / MeOH /

     100% (10min), 100% -> 30% (30min), 30% (10min)

  b) Column, sample loading 연결 / MeOH /

     30% (20min)

  c) Column만 연결 / Acetonitrile /

     40% (20min)

  d) Column, sample loading 연결 / Acetonitrile /

     40% (60min), mAU 20이상 30s마다 fraction

  e) Column, sample 연결 / MeOH /

     30% (10min), 30% -> 100% (40min), 100% (10min)    

  10분에서 25분까지 retention time이 8.7분대 고순도 INP2가 

분리되는 것을 확인(그림 3-25A, B)

  폴리엔 화합물의 순수분리정제를 위해 MPLC을 이용한 대량 고

순도 분리정제 시스템을 구축

친환경 

농약을 

위한 작물 

진균 

제어능 및 

안정성 

검증

(에스티알

바이오텍)

선별된 

후보균주

의  제형 

최적화 

진행

미생생물

제제 

제조시 

균체수 

증대 및 

안정성 

확보를 

위한 

제형화 

기술 

개발

(1) 최적 제형화 조건 확인 및 랩 스케일 제형화 수행

- 최적 제형화를 선정

  2차년도 연구개발 과정에서 확인된 후보 제형 조성들의 최적화

를 통해 균주 생존율, 장기 보관 안정성 등의 측면에서 다음과 

같은 최적 제형화 조성을 선정:

  cell:mixture:cone:starch = 50:40:5:5

  대용량 동결건조 및 제형화에 앞서 상기 최적 조성 및 랩 스케

일 동결건조기를 이용하여 제형화를 수행한 결과 1×107 cfu/g 

이상의 균체수 확보가 가능함을 확인(그림 3-26)

(2) 대용량 배양 및 제형화 수행

- 대용량 제형화에 필요한 균체 확보를 위해 Inha501, Inha502 30 

L 배양을 수행(그림 3-27A)

  a) 균주 stock을 YPD agar에 200 μL spreading 하여 30℃에서 

이틀간 배양

  b) 배양이 끝난 plate는 punching을 하여 30 mL의 YPD broth가 

담긴 멸균된 300 mL baffled flask에 4조각을 넣어 30℃, 150 

rpm 조건으로 설정된 shaker에 2일간 액상배양 진행

  c) 배양된 broth를 준비된 배양액이 담긴 5 L flask에 5% 농도

로 접종하여 동일한 조건에서 2일간 배양

  d) 배양 후 해당 broth를 이용하여 50 L 발효기의 최적화된 액

체배지(조성: sucrose 20 g/L, yeast extract 30 g/L, KH2PO4 2 

g/L)에 5% 농도로 접종하여 동일조건에서 2일간 배양
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- 30L 배양한 Inha501, Inha502의 제형화 실시

  배양 종료 후 filtration과 원심분리를 통해 cell을 회수하고 

설정된 조성에 따라 제형제와 혼합 후 대용량 장치(20 kg batch 

type)에서 동결건조 진행(그림 3-27B)

- 대용량 제형화에 필요한 균체 확보를 위해 상업 배양 배지(TSB)

를 이용하여 Inha501의 300 L 배양을 수행 후 제형화 실시(그

림 3-28A)

  a) 균주 stock을 YPD agar에 200 μL spreading 하여 30℃에서 

이틀간 배양

  b) 배양이 끝난 plate는 punching을 하여 150 mL의 TSB broth가 

담긴 멸균된 500 mL baffled flask에 4조각을 넣어 30℃, 200 

rpm 조건으로 설정된 shaker에 2일간 액상배양 진행

  c) 배양된 broth를 준비된 배양액이 담긴 50 L 발효기에 2% 농

도로 접종하여 동일한 조건에서 2일간 배양

  d) 배양 후 해당 broth를 이용하여 500 L 발효기의 최적화된 액

체배지(조성: sucrose 20 g/L, yeast extract 30 g/L, KH2PO4 2 

g/L)에 5% 농도로 접종하여 동일조건에서 2일간 배양

  배양 종료 후 원심분리를 통해 cell을 회수하고 설정된 조성에 

따라 제형제와 혼합 후 대용량 장치(20 kg batch type)에서 동

결건조 진행(그림 3-28B, C)

다양한 

조건에서

의 

항진균력

과 

안전성 

검증

Inha503, 

Inha504 

균주의  

실내검정 

시험

(1) Inha503, Inha504 균주의 약효·약해를 조사하기 위한 실내

검정시험

- Inha503, Inha504 균주의 시들음병에 대한 항진균력 검증을 위

한 약효시험결과

  새롭게 선별된 Inha503, Inha504의 배양액을 이용하여 실제 작

물에 적용하는 약효확인실험을 통해 생물농약으로서의 가능성

을 확인하기 위한 실내검정 시험을 진행

  시험작물은 고추(독야청정), 토마토(슈퍼도태랑), 딸기(설향)

을 사용하였고 시들음병(Fusarium oxysporum)대한 항진균 활성

을 확인(그림 3-29, 표 3-8)

  약효시험평가는 최종약제처리 10일 후 구당 전체주수에 대한 

이병주율을 조사하였고, 처리구 간 유의차 검정은 Duncan‘s 

multiple range test(DMRT)로 95% 수준에서 유의성을 검정
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  실내검정시험 결과 고추, 토마토, 딸기 3종에 대해서 유기농자

재로 등록이 가능한 방제가 50%이상의 결과를 확인(표 3-9)

  특히, Inha503은 작물 3종 중 토마토의 방제가 72.2%로 가장 좋

은 결과를 보였으며, Inha504는 토마토의 방제가 63.9%로 우수

한 결과를 확인

- Inha503, Inha504 균주의 안전성 검증을 위한 약효시험결과

  새롭게 선별된 Inha503, Inha504의 배양액을 이용하여 실제 작

물에 적용하는 약해확인실험을 통해 안전성 검증을 확인하기 위

한 실내검정 시험을 진행

  약해시험을 위해 사용한 작물은 고추(독야청정, 옐로우 스위

트), 토마토(슈퍼도태랑, 미니마루), 딸기(설향)을 사용하였고 

Inha503, Inha504를 시험작물에 기준량(500배 희석액)과 배량

(250배 희석액)으로 처리한 후 약해유무를 달관조사를 진행하

였고 Inha503, Inha504은 약해가 없는 것을 확인(표 3-9)

- Inha503, Inha504 균주의 실내검증을 통한 종합적인 전문가의 

평가(시험보고서 KPER-19-O-125)

  Inha503, 504의 시험작물(토마토, 고추, 딸기) 시들음병 방제

효과는 50%이상 효과를 보였으며 처리구별 통계적 유의성을 검

정한 결과 무처리구와 대비하여 통계적으로 유의성이 인정됨

  또한, 작물의 약해시험을 위해 시험자재의 기준량과 배량을 시

험작물 5종(토마토, 방울토마토, 고추, 단고추, 딸기)에 살포 

후 약해증상을 관찰한 결과, 약해증상은 관찰되지 않았으므로 

시험자재 Inha503, 504는 시험작물(토마토, 고추, 딸기)의 시

들음병에 대하여 우수한 방제효과를 나타내며 실용성이 있다고 

판단됨

Inha501, 

Inha502

제형화 

제품의 

안전성 

검증 및 

항진균 

활성 

검증 

(1) Inha501, Inha502 제형화 제품의 약해시험결과

- Inha501, Inha502 제형화 제품의 약해시험결과(시험보고서 

KPER-19-O-123, KPER-19-O-124)

  Inha501, Inha502 제형화 제품의 유기농 자재 제품등록을 위한 

유식물 5종에 대한 약해시험을 진행

  사용한 작물은 오이(조은백다다기), 토마토(호용), 호박(농우

애호박), 상추(선풍), 배추(불암3호)을 사용하였고 시설재배 

작물에 적용하였으며, Inha501, Inha502 제형화 제품을 시험작

물에 기준량(500배 희석)과 배량(250배 희석)으로 처리한 후 약

해유무 달과조사를 진행
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  약해시험결과 Inha501, Inha502 제형화 제품은 오이, 토마토, 

호박, 상추, 배추에 대하여 약해가 없어 유기농 자재 공시용으

로 적합할 것으로 판단됨(그림 3-30)

  이러한 사실을 바탕으로 제형화 제품의 유기농 자재 등록을 위

한 유효 미생물 균수 및 균 동정분석, 병원성 미생물 5종 분석, 

잔류농약검사의 과정을 “강원대 친환경농산물안전성센터”에

서 진행 중이며 분석시험이 완료되면 독성검사(인축독성시험-

급성경구독성, 급성경피독성시험, 안점막자극성시험, 피부자극

성시험, 피부감작시험 / 생태독성시험 – 담수어영향시험)를 

“에이비솔루션”에서 실시할 예정

(2) Inha501, Inha502 제형화 제품의 약효시험결과

- Inha501, Inha502 제형화 제품의 토마토 시들음병에 대한 약효

시험결과(시험보고서 KPER-19-O-119, KPER-19-O-120)

  Inha501, Inha502 제형화 제품의 토마토 시들음병에 대한 항진

균 활성을 확인하고자 시설 재배 작물에 대한 포장실험을 진행

  시험장소는 경기도 수원시 권선구, 강원도 화전군 사내면에서 

진행하였으며 사용한 작물은 토마토(슈퍼도태랑, 슈퍼스타)이

며 시들음병(Fusarium oxysporum)대한 항진균 활성을 확인

  시험 방법은 난괴법 3반복 및 완전임의배치법 3반복으로 진행

을 하였고 약효시험은 7, 14, 21일 약제 처리가 끝나고 10일 후 

이병주수를 조사함

  시험장소는 경기도 수원시 권선구, 강원도 화전군 사내면에서 

진행하였으며 사용한 작물은 토마토(슈퍼도태랑, 슈퍼스타)이

며 시들음병(Fusarium oxysporum)대한 항진균 활성을 확인(그

림 3-31)

  a. 경기도 수원시 권선구에서의 약해시험 결과

  토마토 시들음병의 무처리구 평균 발병율이 13.1%로 약제를 평

가하기에 충분한 조건

  Inha501 제형화 제품은 51.5%, Inha502 제형화 제품은 54.8%의 

방제 효과를 보였으며 처리구별 통계적 유의성을 검정한 결과 

무처리구와 대비하여 통계적으로 유의성이 인정(표 3-10A)

  작물의 약해시험을 위해 공시자재의 기준량과 배량을 토마토 

및 방울토마토에 살포 후 약해증상을 관찰한 결과, 약해증상은 

관찰되지 않음

  b. 강원도 화전군 사내면에서의 약해시험 결과

  토마토 시들음병의 무처리구 평균 발병율이 15.4%로 약제를 평

가하기에 충분한 조건



3차

년도

(2020)

친환경 

농약을 

위한 작물 

진균 

제어능 및 

안정성 

검증

(에스티알

바이오텍)

다양한 

조건에서

의 

항진균력

과 

안전성 

검증

Inha501, 

Inha502

제형화 

제품의 

항진균 

활성 

검증 및 

안전성 

검증

  Inha501 제형화 제품은 65.0%, Inha502 제형화 제품은 65.7%의 

방제 효과를 보였으며 처리구별 통계적 유의성을 검정한 결과 

무처리구와 대비하여 통계적으로 유의성이 인정(표 3-10B) 

  작물의 약해시험을 위해 공시자재의 기준량과 배량을 토마토 

및 방울토마토에 살포 후 약해증상을 관찰한 결과, 약해증상은 

관찰되지 않음(표 3-11C)

  종합적인 전문가의 의견으로 Inha501, Inha502 제형 제품은 약

해증상은 관찰되지 않았고 방제가 50%이상의 악효가 입증되었

기에 토마토 시들음병에 대한 실용성이 있다고 판단

- Inha501, Inha502 제형화 제품의 고추 시들음병에 대한 약효시

험결과

  현재 시험은 완료 하였고 결과보고서를 기다리는 중이며 고추

에서도 방제가 50%이상으로 약효가 입증되었고 약해시험 또한 

약해없음이 관찰되었기에 고추 시들음병에 대한 실용성이 있다

고 판단됨

Inha501, 

Inha502 

제형화 

제품으로 

인한 

토양의 

미생물의 

분포 

변화 

분석

 

Metageno

me 분석 

시스템을 

응용한 

토양미생

물군집의 

변화 

확인

(1) Inha501, Inha502 제형화 제품으로 인한 토양 미생물군집의 

변화 확인

- Metagenome 분석 시스템을 응용한 Inha501, Inha502 제형화 제

품으로 인한 토양미생물군집의 변화관찰

  미생물과 토양(환경)간의 상호작용을 관찰하고자 Inha501, 

Inha502 제형화 제품으로 인한 토양의 변화를 Metagenome 분석 

시스템을 응용하여 관찰하고자 하였으며 Inha501, Inha502 균

주가 토양에 잘 정착하였는지 확인하고자 함

  Inha501, Inha502 제형화 제품의 약해시험을 진행한 고추농가

의 토양을 채취하여 total DNA 추출 진행 중

  추출한 토양 sample의 total DNA을 이용하여 16s rRNA 

sequence기반의 종 분류를 위한 metagenome 분석이 진행 중이며 

채취한 토양은 control(생존한 작물의 토양), 무처리군(시들음

병으로 인해 고사한 작물의 토양), Inha501처리군, Inha502처

리군에서 각각 2개를 무작위 선별하여 진행함

  분석한 결과를 바탕으로 Inha501, Inha502의 투입으로 인한 토

양 미생물군집의 변화를 관찰하고 무처리군과의 비교를 통해 미

생물간의 상호작용 및 식물간의 상호작용을 밝히는데 연구 자료

로 활용할 예정

  또한 추출한 토양 sample의 total DNA을 이용하여 Inha501, 

Inha502의 specific primer을 이용한 qRT-PCR을 진행하여 대략

적인 토양에서의 분포율을 확인하여 토양 적응력을 검증할 예정



※ 3차연도 연구결과 그림 및 표

그림 3-1A. INP1, INP2 BGC의 Streptomyces 
BAC library 구축 (scheme)

그림 3-1B. INP1, INP2 BGC을 포함하는 SBAC vector 확인
        (INP1 BGC (81kb)를 포함하는 pINP1,
         INP2 BGC (170kb)를 포함하는 pINP2)

그림 3-2. partial digestion을 이용한 self ligation 방법으로 필요 없는 부분이 
제거된 pINP1s vector 구축

그림 3-3. INP1 BGC의 S. lividans TK21에 이종숙주발현 후 항진균 활성 확인 및 
HPLC 분석



그림 3-4. S. lividans TK21/pINP1s와 Inha501 wild type간의 INP1 관련 유전자 전사량 비교

그림 3-5. CRISPER-Cas9 system기반의 프로모터 engineering construct 구축

그림 3-6. INP2, INP2 aglycone 이종숙주발현 균주인 S. lividans TK21/pINP2, S. lividans TK21/pINP2△H 
(colony 1 ~ 6)의 항진균활성테스트



그림 3-7. INP2, 
INP2 aglyccone 
생산균주의 배양 
후 HPLC분석결과

그림 3-8. Inha501 wild type과 INP1 과발현균주의 비교배양 및 HPLC 분석결과



그림 3-9. INP2와 INP2 유도체의 예상 구조

그림 3-10. Mediomycin A BGC와 INP4 BGC간의 비교

그림 3-11. INP3 A knock-out scheme(A) 및 Inha502 wild type과 Inha502△INP3 strain의 
비교배양 후 HPLC분석결과(B)



그림 3-12. Inha503, Inha504를 선정한 항진균 활성테스트 결과(A) 및 
Inha503, Inha504의 배지테스트 결과(B)

그림 3-13. 생물농약 후보 균주들의 16s rRNA sequence기반 phylogenetic tree



그림 3-14. Inha503의 contig 
1(chromosomal DNA map)(A)과 

antiSMASH 분석결과(B)

그림 3-15. Inha504의 contig 
1(chromosomal DNA map)(A)과 

antiSMASH 분석결과(B)



그림 3-16. INP2와 neotetrafibricin A의 PKS간의 비교(A) 및 mass analysis을 
통한 동일한 분자량 확인(B)



그림 3-17. INP2의 전체 BGC(A)와 생합성 경로 예측(B) 및 INP2 BGC밖에서 합성에 

관여하는 유전자의 위치(C) 



그림 3-18. INP3의 전체 BGC(A)와 생합성 경로 예측(B) 및 INP3 
BGC밖에서 합성에 관여하는 유전자의 위치(C) 



그림 3-19. INP5의 전체 BGC(A)와 생합성 경로 예측(B) 및 Natamycin의 구조(C)



그림 3-20. 50 L 발효기를 이용한 Inha502 균주의 
배양 결과

그림 3-21A. INP2 추출 용매 간의 효율 
비교 그림 3-21B. INP2 추출 용매 간의 층분리 비교

그림 3-22. INP2 추출 pH에 따른 효율 비교
그림 3-23. 배양 기간 별 INP2의 생산량과 순도 

비교



그림 3-25. MPLC fraction 별 mAU332nm 측정(A) 및 fraction 
별 HPLC 분석결과(B)



그림 3-26. 제형화 제작(A) 이후 기간 별 CFU 비교실험(B)

그림 3-27A. 시제품 제작을 위한 30 L 배양

그림 3-27B. 대용량 
제형화를 위한 동결건조 

수행

그림 3-28A. Inha501 
시제품 제작을 위한 

300 L 배양 
그림 3-28B. Inha501 시제품 제작을 위한 cell 

회수
그림 3-28C. Inha501 시제품 

제작



그림 3-29. Inha503, Inha504의 시들음병에 대한 실내검증결과

그림 3-30A. Inha501 제형화 
제품의 유식물5종 약해시험



그림 3-30B. Inha502 제형화 제품의 
유식물5종 약해시험

그림 3-31. Inha501, Inha502 제형화 제품의 약효시험



표 3-1. 생물농약 후보 균주들과 유사한 strain들 간의 16s rRNA sequence 비교

표 3-2A. Inha503의 whole genome 정보

표 3-2B. Inha504의 whole genome 정보

표 3-3. Bioinformatic analysis을 이용한 INP3 BGC와 FR-008 BGC의 비교



표 3-4. 탄소원 비교 실험 결과

표 3-5A. 질산염 비교 실험 결과 (인산염 추가)
표 3-5B. 질산염 비교 실험 결과 (인산염 미추가)

표 3-6 질소원 추가 투입 실험 결과



표 3-7 MPLC를 이용한 INP2 분리정제 후 fraction별 retention time 결과

표 3-8. 작물 시들음병에 대한 Inha503, Inha504의 약효시험결과

표 3-9. 작물에 대한 Inha503, Inha504의 약해시험결과



표 3-10. 토마토 시들음병에 대한 Inha501, Inha502 제형화 제품의 약효시험 결과



  ○ 4차년도(2021)

구분

(연도)
세부과제명

세부연구

목표

연구개발 

수행내용
연구결과

4차

년도

(2021)

식물 

병원성 

진균에 

대한 

항진균력과 

토양 

적응력이 

우수한 

방선균 

균주선별

(인하대학

교)

여러 

종류의 

진균에 

대한 

항진균 

활성 

확인

여러 

종류의 

진균에 

대한 

항진균 

활성 

확인

다양한 식물병원성 진균에 대한 항진균 활성 테스트를 통해 미생

물 제제로 Inha503, Inha504 가능성을 확인하는 실험을 진행

 - Inha503, Inha504의 agar plug을 이용한 진균에 대한 활성 확

인

그림 4-1. 다양한 식물병원성 진균에 대한 활성테스트 결과 (Inha503)

그림 4-2. 다양한 식물병원성 진균에 대한 활성테스트 결과 (Inha504)

   Inha503, Inha504는 미생물제제로서의 다양한 활용이 가능하

다는 연구결과로서 보호 작물의 범위가 넓을 것으로 예상됨



4차

년도

(2021)

NGS 기반 

유전체 

기술을 

활용하여 

선별된 

방선균의 

유전체 

특성 규명

(인하대학

교)

생물농약 

후보 

방선균의 

특성 

분석 및 

유용 

생합성유

전자군의 

파악

whole 

genome 

sequence 

분석 및 

이를 

통한 

유용 

생합성유

전자군의 

파악

- Inha504 균주의 In silico analysis를 통한 INP5의 생합성 과정 

예측

  Inha504 균주에서 항진균 활성과 관련된 폴리엔계열의 물질의 

생합성유전자군을 INP5으로 선정하였고 bioinformatic 

analysis을 통해 lucensomycin과 유사함을 확인

  (Yushchuk, Oleksandr, et al. Scientific reports Scientific 

reports(2021), 11(1), 1-14.)

그림 4-3. INP5와 유사한 LCM의 생합성경로 (논문그림첨부)



4차

년도

(2021)

NGS 기반 

유전체 

기술을 

활용하여 

선별된 

방선균의 

유전체 

특성 규명

(인하대학

교)

생물농약 

후보 

방선균의 

특성 

분석 및 

유용 

생합성유

전자군의 

파악

whole 

genome 

sequence 

분석 및 

이를 

통한 

유용 

생합성유

전자군의 

파악

  Inha504 균주에서 생산되는 INP5의 분자량 측정을 위해 배양 및 

물질정제 실시

그림 4-4. Inha504의 배양 및 INP5의 정제

그림 4-5. Natamycin과 INP5의 HPLC 분석 결과 및 구조

  LC-MS 분석을 통해 INP5의 분자량은 707g/mol로 lucensomycin

와 유사함을 확인

그림 4-6. INP5의 LC-MS 분석결과

   Inha504에서 생산되고 항진균활성을 갖는 polyene compound인 

INP5는 lucensomycin의 생합성유전자군의 유사성과 거의 동일

한 분자량으로 측정되기에 거의 유사한 구조를 갖을 것으로 판

단됨
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INP2와 Neotetrafibricn사이의 유사성을 확인하여 INP2를 

I-NTF(Inha-Neotetrafibricn)이라 재명명하고 개발한 I-NTF 고

생산균주의 발현량 확인과 유전자 조작을 통해 확보한 유도체 

I-NTF aglycone과의 생리활성비교 진행

(1) I-NTF 또는 I-NTF 유도체 생산균주의 구축 및 생산량 비교

 - BAC library 구축을 통해 분리한 I-NTF BGC를 이용하여   

I-NTF 생산균주 및 I-NTF 유도체 생산균주을 구축한 후 생산량

비교

그림 4-7. I-NTF 생합성유전자군의 분리 및 I-NTF 또는 I-NTF 유도체생산균주 

구축을 위한 모식도

그림 4-8. I-NTF 생산균주와 I-NTF aglycone 생산균주의 생산량 비교그래프

   I-NTF 생산균주 중 S. lividans TK21에 이종숙주발현한 균주

에서 가장 많은 생산량을 보였고 I-NTF aglycone 생산균주 중 

S. coelicolor M511에 이종숙주발현한 균주에서 가장 많은 생

산량을 보였음. 고생산균주구축을 통해 I-NTF와 I-NTF 

aglycone간의 생리활성비교가 가능해짐
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(2) I-NTF 생산균주의 발현량 비교

 - I-NTF 생산균주의 발현량비교

  I-NTF 생산균주 중 가장 많은 생산량을 보였던 S. lividans 

TK21/pI-NTF에서 가장 많은 발현량을 보임

  I-NTF BGC내에 있는 유전자들은 Inha501내의 조절시스템보다 

S. lividans TK21에서 더 많이 발현되는 것으로 판단되며 다른 

고생산 Host를 이용하여 이종숙주발현한다면 더 높은 생산량의 

고생산균주를 개발할 것으로 생각됨

그림 4-9. I-NTF 생산균주의 발현량 비교 (빈동그라미 – Inha501 wt / 

동그라미 – Inha501/pI-NTF / 세모 – TK21/pI-NTF)

(3) I-NTF과 I-NTF aglycone의 생리활성 비교

 - I-NTF과 I-NTF aglycone을 이용한 여러 가지 식물병원성진균

의 항진균활성 비교

  I-NTF와 I-NTF aglycone을 이용하여 2가지 진균에 대한 항진균 

활성비교실험을 통해 I-NTF내에 존재하는 sugar modif가 항진

균활성에 중요한 역할을 하는 것을 확인

  추가적인 식물병원선진균에 대한 항진균 활성을 진행하였고 여

러 진균에서 polyene에 존재하는 sugar modif는 활성과 밀접한 

관계가 있음을 증명

그림 4-10. 여러 가지 식물병원성진균에 대한 I-NTF와 I-NTF aglycone 항진균 

활성확인실험
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 - I-NTF과 I-NTF aglycone을 이용한 여러 가지 식물병원성진균

의 RPMI test

  I-NTF와 시중에 판매되고 있는 Amphotericin B와 Nystatin A1

과의 RPMI test를 통해 정량적으로 항진균활성을 비교

그림 4-11. 여러 가지 식물병원성진균에 대한 항진균 활성비교실험 (RPMI)

   I-NTF의 sugar modif는 항진균활성에서 중요한 부분임을 확인

할 수 있었고 일부 진균에는 I-NTF가 더 강력한 항진균활성을 

나타내기에 생물농약으로의 발전 가능성을 확인
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 - Inha501 chromosome내에 유용 생합성 유전자군 분리

   Inha501의 whole genome sequencing 이후 bioinformatic 

analysis를 통해 I-TMC(INP1), I-NTF(IPN2)뿐만 아니라 유용

한 생합성 유전자군이 chromosome상에 존재함을 확인

   I-TMC, I-NTF 생합성 유전자군을 분리하기 위해 구축하였던 

BAC library를 이용하여 추가적인 생합성 유전자군을 확보하

고자 함

그림 4-12. Inha501의 생합성유전자군 분석 및 발현가능성이 높은 region

   Check primer를 제작하고 BAC library 스크리닝을 진행하여 

region 8, 12, 16, 25, 31, 34를 포함하는 positive colony 확

보

그림 4-13. 스크리닝 후 sequencing을 통해 확보한 BAC vector의 map
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 - 500리터 생산배양(1차 수행)

  발효 조건

 배지:TSB 40g/L, 온도: 37℃, Aeration: 0.5(vvm), Agitation 

speed: 50~130(rpm), pH control:  pH 6.8~7.3, 배양시간:2.5일

Condition 1 Condition 2 Condition 3
pH control x x pH6.8~7.3
rpm 100-130 100-130 50-80
TSB 40 (g/L) 40 (g/L) 40 (g/L)
Temp. 37℃ 37℃ 37℃
Aeration 0.5(vvm) 0.5(vvm) 0.5(vvm)

표 4-1. 500리터 발효조 배양 조건 (1차 수행)

그림 4-14. 500리터 생산배양 모식도

  500리터 생산배양은 상기의 모식도와 같이 연속적인 배양공정

을 통하여 수행하였다(그림 4-14). 생산 균주 (501 또는 502)균

주의  stock을 기재발된 YPD agar에 200 μL spreading하여 3

0℃에서 5~7일간 배양하였다.

   배양이 끝난 plate는 punching을 하여 30 mL의 YPD broth가 담

긴 멸균된 300 mL baffled flask에 4조각을 넣고 30℃, 150 rpm

으로 설정된 shaker에서 2일간 액상 배양(1st growth culture)

한후, 다음으로 3L 플라스크에 600ml의 YPD 배지가 멸균된 플라

스크에 5% 접종량으로 1차성장과 동일한 조건에서 2차 플라스크 

실험을 수행하며 단, 이때 플라스크의 rpm은 120~150rpm으로 수

행하였다. 1차 접종은 총 50리터 발효조로의 5% 접종을 위해서 

3개이상을 진행한 후, 최종적으로 1.5L seed를 50L 발효조(조업

량: 30L)로 접종하였다. 이 때에는 성장배양 배지를 YPD배지로 

진행하였고, 배양기간은 1.5일로 진행하였고 최종적으로 500리

터 발효기 배양은 5% 접종으로하여 TSB배지에서 수행하였으며, 

배양 조건은 상기에 제시하였다(표 4-1).
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  500리터 생산배양결과

500리터 발효결과 배양 70시간 건조세포중체량은 약 10g/L를 획

득하였다(그림 4-15). 배양 기간 동안 pH는 계속적으로 증가하

기 때문에 다량의 산 버퍼가 계속적으로 공급되어야 한다. 이는 

TSB배지내의 탄소원이 포도당 단일로 소량 함유하고 있기 때문

에 유기산의 생산이 낮고 반면 과량의 질소원을 이용하여 세포

성장이 일어남에 따라 배양액내의 pH가 증가하는 것으로 판단된

다. 배양액내의 성장한 균사를 고체배지에 도말한 경우 약 

1*106(CFU/ml)를 획득하였다. 이는 배양 사진을 현미경으로 관

찰한 결과 매우 긴 형태의 균사로 성장이 이뤄지고 있기 때문에 

건조세포충체량 대비 낮은 CFU를 보이는 것으로 판단된다(그림 

4-16). 반면, 3가지 조건에서 500리터급 발효조의 배양을 수행

한 결과 건조세포중체량은 유사한 성장패턴을 보였으며 최종적

으로 약 10 g/L를 획득함에 따라 500리터 발효조 배양의 안정성

과 재현성은 매우 높은 것으로 판단된다.

그림 4-15. Condition 3의 500리터 발효조 배양결과 (왼쪽 그래프)와 

3가지 조건에서 건조세포중체량의 비교(오른쪽 그래프)

그림 4-16. 500리터 condition3 발효종료후 균사 현미경 사진
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 - 500리터 생산배양(2차 수행)

  발효 조건

 배지:TSB 40(g/L)+glucose 20(g/L), 온도: 37℃, Aeration: 

0.5(vvm), Agitation speed: 50~130(ppm), pH control:  

pH6.8~7.3, 배양시간:2.5일

  본 실험에서는 생산배지의 조건을 기존 TSB에 글루코오즈를 첨

가함으로써 세포성장을 촉진하고 동시에 첨가된 글루코오즈에 

의해서 균사의 길이를 짧게 유도함으로써 배양 종료후, 균사의 

CFU를 증가시키고자 하였다. 50L 발효조의 실험은 기존의 발효

실험과 동일하게 TSB 배지를 이용하였다.

  이때의 파라미터를 그림에 나타낸 결과 기존 배양과 유사하게 

pH(보라색)의 경우에는 초기 pH7정도에서 지속적으로 증가여 

배양말기에는 약 pH8정도로 유지됨을 확인하였다. 반면 용존산

소(굵은 붉은색)의 경우에는 초기 급속히 하락한 후 rpm의 조정

에 의해서 30% 이상을 계속 유지함으로써 발효조내로의 산소공

급은 충분히 공급되고 있음을 확인하였다(그림 4-17).

그림 4-17. 500리터 발효조의 배양 파라미터

  500리터 발효결과 글루코오즈가 첨가된 현재의 배양에서는 배

양 60시간에 약 12(g/L)의 건조세포중체량을 획득하였다. 배양

동안의 pH는 기존과 유사하게 산과 알칼리의 지속적 공급으로 

일정하게 유지되었으며, 용존산소의 경우에는 rpm의 지속적 조

절로 최종 100rpm을 20시간에 도달시킨후 이후 배양종료까지는 

그대로 유지되었다. 반면, 배양액내의 성장한 균사를 고체배지

에 도말한 경우 약 1*107(CFU/ml)를 획득함에 따라 글루코오즈

가 첨가되었을 경우 건조세포량의 20%증가와 10배높은 CFU를 획

득할 수 있는 500리터규모 발효기 배양 공정을 수립할 수 있었

다(그림 4-18, 4-19).
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그림 4-18. 500리터 발효조 배양모니터링과 발효조사진(위의 왼쪽), 500리터 

발효조 배양액사진(위의 오른쪽)50리터 발효조(아래 왼쪽), 500리터 발효조 

(아래 오른쪽)
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그림 4-19. 500리터 2차 발효공정 배양에서의 건조세포중체량 비교
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  기존 3차년도 50리터 발효조 공정에서 TSB배지를 통한 생산배

양의 결과 접종후 용존산소의 급격한 하락을 통해 초기 지속적

인 통기량과 교반속도의 제어가 중요한 배양학적 요소임을 확인

함과 동시에 배양 30시간 이후로 발효조내의 용존산소가 꾸준히 

증가하면서 48시간 이후에는 용존산소의 농도가 70%~80%에 도

달하는 것을 관찰함(그림 4-20). 이 같은 현상은 배양액에 존재

하는 다양한 성분중 특성 성분의 고갈에 따른 세포성장의 제한

이 일어나고 있음을 의미하며 따라서 적절한 배지의 공급은 지

속적인 세포성장을 유도할 수 있는 공정의 개발이 가능함을 나

타내는 결과로 판단된다.
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그림 4-20. 50리터 회분식배양 공정의 용존산소 파라미터 비교

  상기와 같은 문제를 해결하고자 50리터규모 유가식배양 공정의 

모식도를 하기와 같이 설계하였다(그림 4-21).

그림 4-21. 제품생산을 위한 전체 배양공정과 분리정제 공정의 모식도
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  50리터 규모에서 유가식 배양 최적화를 위해서 기존에 사용한 

TSB 생산배지를 control 기준으로하였고, 표12에 의해서 최적

화된 생산 배지를 유가식 배양의 회분식 배양용 생산배지로 실

험을 수행하였다. fed-batch는 기존 고농도의 질소원 배지에서 

높은 생산성을 나타냄에따라 15(g/L)의 yeast extract를 배양 

24시간에 pulse feeding 하였다.

  실험결과 TSB control 배지의 batch culture에서는 20시간이후 

세포농도가 선형으로 일정하게 증가하여 최종 11(g/L)의 건조

세포중체량을 나타내었다(그림 4-22). 반면, 신규 생산배지의 

경우 같은 20시간까지 매우빠른 성장속도를 보이며 배양 20시간

에 거의 8(g/L)의 건조세포중체량을 확인할 수 있었다. DO 프로

파일을 비교하였을 때도 yeast extract의 fed-batch의 경우에

는 용존산소의 농도가 control조건에서보다 더 오랬동안 계속

하여 낮은 상태를 보임에 따라 첨가된 yeast extract에 의해서 

세포성장이 계속적으로 이뤄짐을 확인할 수 있다(그림 4-23)
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그림 4-22. 50리터 발효조에 배양방식에 따른 건조세포중체량의 비교

그림 4-23. 50리터 배양(왼쪽:control, 오른쪽:유가식배양)의 DO 프로파일
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  하지만 fed-batch의 경우 feeding이후 지속으로 pH가 증가하여 

저농도의 산으로는 pH의 유지가 힘들었으며, 장착된 염산 버퍼

가 모두 소진되어 pH가 지속적으로 증가함을 확인하였다. 이와 

같은 상황은 40시간이후 세포성장에 악영향을 미쳐 건조중체량

이 증가하지 않는 현상을 확인하였으며, 이때는 pH는 약 7.8임

을 고려할 때 장기적인 fed-batch를 위해서는 pH7.8이하의 조절

이 중요함을 확인할 수 있었다(그림4-24).
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그림 4-24. 50리터 회분식 배양의 pH 프로파일

  상기와 같은 문제를 해결하고자 5N HCl을 이용하여 pH를 일정

하게 유지하면서 동일한 시간에 yeast extract를 동일하게 공급

하는 유가식 배양을 수행하였다(그림 4-25). 실험결과 발효조

의 pH는 초기 7.0에서 조금 증가하여 pH7.3에서 배양종료시까지 

일정하게 유지됨을 확인할 수 있었다. 건조세포중체량을 비교

하였을 때, pH control된 경우 기존 유가식배양과 동일하게 배

양 18~20시간까지 급속한 세포성장이 이뤄졌으며 이후 약 24시

간에 yeast extract의 첨가가 이뤄진 이후에도 세포건조중체량

이 꾸준하게 증가하여 배양 말기에는 약 17.3(g/L)의 높은 생산

성을 확인할 수 있었다(그림 4-22). 더불어 약 42시간에 세포성

장속도가 억제됨에 따라 추가적인 배지의 공급이 필요하며 이 

경우 현재보다 높은 고농도의 유가식 배양이 가능할 것으로 판

단된다.
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그림 4-25. 50리터 유가식 배양의 pH 프로파일
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분리정제 및 동결건조

  미생물제제 제조를 위한 최적 제형 선정을 위해 STR바이오텍과 

공동연구를 통해서 아래 제시된 조성에 따라 제형화 실험을 진

행하였다(표 4-2). 균주로는 Inha502를 사용하였으며, 생산배

양 후 확보한 균체 및 배양액을 이용하여 제형화 연구를 진행하

였다. 

표 4-2. 동결건조 제형화 조건과 동결보호제 성분

  실험결과 동결건조후 확보된 미생물제제에서 CFU를 측정해본 

결과 약 1*103(CFU/g)으로 비교적 저조하게 나타났다. 이는 500

리터 발효조에서 세포를 회수하는 공정에서 대량의 세포를 빠른 

시간에 회수하기 위해서 연속식 원심분리기를 사용한 결과 세포

대비 다량의 배양액이 동시에 회수된 것으로 나타났다. 따라서 

동결건조 제형화 조건에서 높은 비율로 배양액이 유입됨과 동시

에 반대로 동결보호제의 양이 상대적으로 낮은 농도로 첨가된 

결과로 사료된다(그림 4-26).

  

그림 4-26. 500리터 발효액의 연속식 원심분리(왼쪽)와 동결보호제 첨가후 

사진(오른쪽)
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  상기의 실험결과 실험실 조건과 다르게 세포회수 공정에서 연

속식 원심분리기의 문제점을 보완하고 초기 세포의 수를 증대시

킨 500리터 발효조의 실험을 토대로 분리정제 공정 및 동결보존 

공정의 최적화를 수행하였다. 실험에 사용된 동결건조의 조건

은 상기의 실험과 동일하며 water의 비율을 세포회수후 존재하

는 배양액의 양을 고려하여 동결보호제와 corn starch의 성분비

율을 조절하였다. 세포의 회수공정에서 연속식 원심분리기의 

경우 빠른 시간 회수할 수 있는 장점에 비해 일정량의 배양액이 

동시에 회수되는 상황을 고려하였으며, 이를 통해 최종적으로 

동결보호제와 corn starch의 양을 조절하여 실험을 수행하였다

(그림 4-27, 4-28). 따라서 기존보다 높은 점성을 갖는 혼합액

을 제조하였으며, 이를 동결건조기 이동하여 추후 실험을 수행

하였다.

  

그림 4-27. 동결건조기 실험(왼쪽)와 동결건조후 사진(가운데) 및 

분쇄과정(오른쪽)

그림 4-28. 동결건조기 실험조건
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  동결건조를 위한 조건은 하기에 제시된 그림과 같고 완전건조

를 위해 2.5일동안 수행하였다. 이를 추가실험을 위해 (재)농축

산용 미생물산업육성지원센터에 의뢰하여 미세분말로 분쇄하여 

보관하였다. 실험 결과 기존과 다르게 1*105(CFU/g)를 획득할 

수 있었으며 100배가까이 향상된 조건을 확보할 수 있었다. 단, 

세포의 회수에서 사용되는 원심분리기에 존재하는 기존의 박테

리아와 동결건조시의 오픈된 공간에서 생성되는 세포의 오염에 

따라 일부 오염된 세포가 재생됨을 확인할 수 있었으나, 이는 

추후 시제품 제작을 위한 독성등의 실험에는 영향이 없음을 확

인하였다. 따라서 최종적으로 500리터 발효조 배양공정을 위해

서 세포의 agar plate 배양에서부터 일련의 up-stream공정을 최

적화하였으며, 이어지는 down-stream의 분리정제 공정 및 동결

공정의 최적화를 통해 제품의 생산을 위한 공정을 확립하였다

(그림 4-29).

  

그림 4-29. 제품생산을 위한 전체 배양공정과 분리정제 공정의 모식도
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Inha502기반으로 제작한 유기농자재(상품명 : 팡스탑) 등록을 위

한 시험진행

 - 균동정시험, 병원성미생물시험, 잔류농약검사  

  유기농자재 등록을 위해 필요한 균동정시험, 병원성미생물시

험, 잔류농약검사를 실시

  균동정시험결과 10^6 CFU/g으로 측정되었고 병원성미생물, 잔

류농약은 검출되지 않음을 확인

그림 4-30. 팡스탑의 균동정시험서

그림 4-31. 팡스탑의 병원성미생물 검사성적서
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그림 4-32. 팡스탑의 잔류농약 시험성적서

 - 독성검사  

  유기농자재 등록을 위해 필요한 독성검사인 담수어류영향시험, 

경구병원성시험, 경피시험, 피부자극시험, 안점막자극시험을 

수행 (담수어류영향시험의 방법이 관련 법규의 변화로 인해 당

초 예상보다 3~4개월 뒤에 실시)

그림 4-33. 독성검사시험 의뢰서

  독성검사(담수어류영향시험, 경구병원성시험, 경피시험, 피부

자극시험, 안점막자극시험) 수행결과 유기농자재 등록에 문제

없음을 확인
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그림 4-34. New Zealand White계 토끼를 이용한 팡스탑의 피부자극성시험

그림 4-35. New Zealand White계 토끼를 이용한 팡스탑의 안점막자극성시험
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그림 4-36. 팡스탑의 랫드를 이용한 급성경구독성/병원성시험

그림 4-37. 랫드를 이용한 팡스탑의 급성경피독성시험



4차

년도

(2021)

유기농자재 

등록 진행

(에스티알

바이오텍)

시제품의 

독성 및 

안전성 

조사

시제품의 

독성 및 

안전성 

조사

그림 4-38. 팡스탑의 담수어류 잉어 (Cyprinus carpio) 영향 시험



4차

년도

(2021)

유기농자재 

등록 진행

(에스티알

바이오텍)

시제품의 

독성 및 

안전성 

조사

시제품의 

독성 및 

안전성 

조사

 - 유기농자재 등록신청  

  유기농자재 등록을 위해 필요한 시험을 완료 후 유기농자재 제

품등록을 위해 현재 신청을 하여 등록 중

그림 4-39. 유기농자재 공시 신청서 (팡스탑)

미생물제

제로 

인한 

토양의 

미생물의 

분포 

변화 

분석

 

Metageno

me 분석 

시스템을 

응용한 

토양미생

물군집의 

변화 

확인

(1) Inha501, Inha502 제형화 제품으로 인한 토양 미생물군집의 

변화 확인

- Metagenome 분석 시스템을 응용한 Inha501, Inha502 제형화 제

품과 Inha503, Inha504로 인한 토양미생물군집의 변화관찰

  미생물과 토양(환경)간의 상호작용을 관찰하고자 Inha501, 

Inha502로 인한 토양의 변화를 Metagenome 분석 시스템을 응용

하여 관찰하고자 하였으며 Inha501, Inha502 균주가 토양에 잘 

정착하였는지 확인하고자 함. 또한 Inha503, Inha504의 발전가

능성을 확인하고자 동시에 진행함

  추출한 토양 sample의 total DNA을 이용하여 16s rRNA 

sequence기반의 종 분류를 위한 metagenome 분석이 진행 중이며 

채취한 토양은 control(생존한 작물의 토양), 무처리군(시들음

병으로 인해 고사한 작물의 토양), Inha501처리군, Inha502처

리군, Inha503처리군, Inha504처리군에서 각각 3개를 무작위 

선별하여 진행함

  분석한 결과를 바탕으로 토양 미생물군집의 변화를 관찰하고 

무처리군과의 비교를 통해 미생물간의 상호작용 및 식물간의 상

호작용을 밝히는데 연구 자료로 활용할 예정이며 정량적으로 곰

팡이가 감소한 수치를 측정하고자 함

  또한 추출한 토양 sample의 total DNA을 이용하여 Inha501, 

Inha502의 specific primer을 이용한 qRT-PCR을 진행하여 대략

적인 토양에서의 분포율을 확인하여 토양 적응력을 검증할 예정



4차

년도

(2021)

유기농자재 

등록 진행

(에스티알

바이오텍)

시제품의 

악효, 

약해 

검사

시제품의 

효과와 

안전성 

조사

(1) Inha502기반의 제형화 제품의 유기농업자제 등록

- Inha502기반의 제형화 제품인 “팡스탑”을 등록하기 위하여 

관련 서류 재발급

  Inha502로 발급 받았던 악해, 약효시험 보고서 및 관련 문서들

의 재발급 진행 (Inha502 -> 팡스탑)

그림 4-40. 유기농자재 공시 신청을 위한 악효시험보고서 (팡스탑)
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가중치 5 20 5 30 30 5 5
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   ○ 가. 미생물 유전체사업의 성과목표

   ○ 나. 기타 성과목표 

3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

다양하고 유용한 생리활성을 만들어내는 방선균을 이용하여 식물 병원성 진균에 대한 항진균력을 검증

하고 포장실험을 통해 실제 작물에 대한 적용이 가능하다는 것을 확인하여 미생물제제로서 가능성을 증

명하였다. 또한 NGS 기술을 활용하여 방선균의 유전체 정보를 확보하고 유용한 생합성유전자군을 분석

할 수 있었고 유전자조작을 통해 큰 크기의 유전정보를 성공적으로 분리하고 유도체 생산균주 제작을 

하였기에 향후 유용 생합성유전자군 분리 및 응용할 수 있는 기술을 얻게 되었다.

우수한 방선균 선별하고 이 선별된 균주를 기반으로 미생물 제제를 개발하고자 산학연이 긴밀한 협조를 

통해 제품화-사업화를 수행한 사례로 평가하며 이러한 결과들을 응용하여 항생제, 항암제, 면역억제제, 

항진균제, 농약 등 바이오 산업에서 중요한 부분을 차지하고 있으므로 식품, 의약 및 농업 등의 산업에

서 널리 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 

  (2) 정량적 연구개발성과(해당 시 작성하며, 연구개발과제의 특성에 따라 수정이 가능합니다)



차

년

도

표

실

적
0 0 0 0 0 0 0 2 0

2

차

년

도

목

표
1 0 0 0 0 1 2 2 1

실

적
2 0 1 2.5 0 3 3.69 3 3

3

차

년

도

목

표
1 1 1 0 0 1 3 2 1

실

적
0 0 0 0 0 1 4.19 2 2

4

차

년

도

목

표
2 1 1 20 1 1 4 2 1

실

적
2 2 1 17.5 0

진행중
2 7.82 2 2

소 

계

목

표
4 2 2 20 1 4 2.75 8 4

실

적
4 2 2 20

0

진행중
6 5.15 9 7

종료 

1차년도
0 0 0 0 0 0 0 2 0

종료 

2차년도
2 0 1 2.5 0 3 3.69 3 3

종료 

3차년도
0 0 0 0 0 1 4.19 3 2

종료 

4차년도
2 2 1 17.5 0

진행중
2 5.15 2 2

소 계 2 0 2 20
0

진행중
6 5.15 9 4

합 계 2 0 2 20
0

진행중
6 5.15 9 6

  (3) 세부 정량적 연구개발성과(해당되는항목만선택하여작성하되, 증빙자료를별도첨부해야합니다)

  [미생물유전체사업 성과]

  □ 전략미생물 해독

번호
분석대상

(유전체,유전자원 명칭)
분석내용 등록일자 등록번호

크기

(Mbp)

1 Streptomyces sp. Inha501 whole genome sequencing 2019.8.13. ~ 2020. 10. 1 igem-0000408 8.25

2 Streptomyces sp. Inha502 whole genome sequencing 2019. 9. 2 ~ 2020. 10. 1 igem-0000409 8.32

3 Streptomyces sp. Inha503 whole genome sequencing 2019. 10. 31 ~ 2020. 10. 1 igem-0000867 11.46

4 Streptomyces sp. Inha504 whole genome sequencing 2020. 10. 19 ~ 2021. 10. 1 igem-0001654 9.20

 □ 유용 유전자원 확보

번호
분석대상

(유전체,유전자원 명칭)
분석내용 위치

크기

(Kbp)

1 Streptomyces sp. Inha501 I-TMC BGC I-TMC 생합성유전자군 533,757 ~ 749,118 215

2 Streptomyces sp. Inha501 I-NTF BGC I-NTF 생합성유전자군 5,159,828 ~ 5,359,034 199

 □ NABIC 등록 (추후에 사업단에서 등록 예정)

번호
분석대상

(유전체,유전자원 명칭)
분석내용 등록일자 등록번호

크기

(Mbp)

1 Streptomyces sp. Inha501 whole genome sequencing 2019.8.13. ~ 2020. 10. 1 igem-0000408 8.25

2 Streptomyces sp. Inha502 whole genome sequencing 2019. 9. 2 ~ 2020. 10. 1 igem-0000409 8.32

3 Streptomyces sp. Inha503 whole genome sequencing 2019. 10. 31 ~ 2020. 10. 1 igem-0000867 11.46

4 Streptomyces sp. Inha504 whole genome sequencing 2020. 10. 19 ~ 2021. 10. 1 igem-0001654 9.20



  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Pseudonoc

ardia 

strain 

improveme

nt for 

stimulati

on of the 

di-sugar 

heptaene 

Nystatin-

like 

Pseudonoc

ardia 

polyene B1 

biosynthe

sis

Journal of 

Industria

l 

Microbiol

ogy & 

Biotechno

logy

Chi-Young 

Han, 

Jin-Young 

Jang,Hye-

Jin 

Kim,Sisun 

Choi, 

Eung-Soo 

Kim

46,

pp649-6

55

스위스 Spriner
SCIE

(2.993)
2019.05 1367-5435 50

2

Cell 

Factory 

Design and 

Culture 

Process 

Optimizat

ion for 

Dehydrosh

ikimate 

Biosynthe

sis in 

Escherich
ia coli

Frontiers 

in 

Bioengine

ering and 

Biotechno

logy

Si-Sun 

Choi, 

Seung-Yeu

l Seo, 

Sun-Ok 

Park, 

Han-Na 

Lee, 

Ji-soo 

Song, 

Ji-yeon 

Kim, 

Ji-Hoon 

Park, 

Sangyong 

Kim, Sang 

Joung Lee, 

Gie-Taek 

Chun, 

Eung-Soo 

Kim

7, 

article 

241

스위스 Frontiers
SCIE

(5.112)
2019.10 2296-4185 33

3

Stimulate

d 

Biosynthe

sis of an 

C10-Deoxy 

Heptaene 

NPP B2 via 

Regulator

y Genes 

Overexpre

ssion in 

Pseudonoc

ardia 

autotroph

ica

frontiers 

in 

microbiol

ogy

Heung Soon 

Park, Hye 

Jin Kim, 

Chi Youung 

Han, Hee 

Ju Nah, 

Sisun 

Choi, 

Eung-Soo 

Kim

Volume 

11, 

article 

19

스위스 Frontiers
SCIE

(4.190)
2020.01 1664-302X 100

4

Enantiose

lective 

chemoenzy

matic 

synthesis 

of 

(R)-γ-va

lerolacto

ne from 

levulinic 

acid

Process 

Biochemis

try

Dohoon 

Lee, Young 

Joo Yeon

90,

pp 

113-117

네덜란드 Elsevier
SCIE

(2.952)
2020.03 1359-5113 50



번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

5

Screening 

and 

isolation 

of a novel 

polyene-p

roducing 

Streptomy

ces strain 

inhibitin

g 

phytopath

ogenic 

fungi in 

the soil 

environme

nt

Frontiers 

in 

Bioengine

ering and 

Biotechno

logy

Heung Soon 

Park, Hee 

Ju 

Nah,Seung

-Hoon 

Kang, 

Sisun 

Choi, 

Eung-Soo 

Kim

9:69234

0
스위스 Frontiers

SCIE

(5.890)
2021. 07 2296-4185 33

6

Recent 

advances 

in 

heterolog

ous 

expressio

n of 

natural 

product 

biosynthe

tic gene 

clusters 

in 

Streptomy
ces hosts

current 

opinion in 

biotechno

logy

Hahk-Soo 

Kang, 

Eung-Soo 

Kim

Volume 

69, pp 

118-127

네덜란드 Elsevier
SCIE

(9.740)
2021. 06 1879-0429 33

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
The 9th Japan-Korea Chemical 

Biology Symposium
한치영 2018. 05. 23 인천, central park hotel 대한민국

2
KMB 2018 45th Annual Meeting & 

International Symposium
한치영 2018. 06. 29 여수, EXPO convention center 대한민국

3
KMB 2019 46th Annual Meeting & 

International Symposium
이도훈 2019. 06. 24 제주, ICC 대한민국

4
KMB 2019 46th Annual Meeting & 

International Symposium
박흥순 2019. 06. 24 제주, ICC 대한민국

5

The 4th A3 Foresight Symposium 

on Chemical Synthetic Biology of 

Natural Products

박흥순 2019. 07. 07
상하이,

Shanghai Jiao Tong University
중국

6

The 3rd International Conference 

on Natural Products Discovery & 

Development in the Genomic Era

최시선 2020. 01. 12
샌디에고,

Wyndham San Diego Bayside Hotel
미국

7

The 3rd International Conference 

on Natural Products Discovery & 

Development in the Genomic Era

박흥순 2020. 01. 12
샌디에고,

Wyndham San Diego Bayside Hotel
미국

8
KMB 2021 48th Annual Meeting & 

International Symposium
박흥순 2021. 06. 24 부산, BEXCO 대한민국

9
The 6th mBiome International 

Conference
김응수 2021. 12. 10 서울, Yonsei University 대한민국

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

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

1 Streptomyces sp. AN090726(Inha501) KCTC13999BP 한국생명공학연구원 2019년

2 Streptomyces sp. AN091042(Inha502) KCTC14000BP 한국생명공학연구원 2019년

3 Streptomyces javensis Inha503 KCTC14682BP 한국생명공학연구원 2021년

4 Streptomyces collinus Inha504 KCTC14683BP 한국생명공학연구원 2021년



  [기술적 성과]

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

번호
지식재산권

명칭
국명

출원 및 등록
기여율

(%)

활용 

여부출원인 출원일 출원 번호 등록일 등록 번호

1 특허 다양한 생리활성을 갖는 신규 
방선균 및 이의 용도

인하대학교

산학협력단

2019.

11.07.
10-2019-0141882

2021.

10.12.
10-2313936 100

2 특허 농작물 병원성 진균 제어용 신규 
방선균 및 이의 용도

인하대학교

산학협력단

2019.

11.07
10-2019-0141883

2021.

10.12.
10-2313937 100 √

3 특허
식물 병원성 진균 제어용 신규 균주 

스트렙토마이세스 자벤시스 
Inha503 및 이의 용도

인하대학교

산학협력단

2021.

12.13.
10-2021-0177641 100

4 특허
식물 병원성 진균 제어용 신규 균주 

스트렙토마이세스 콜리너스 
Inha504 및 이의 용도

인하대학교

산학협력단

2021.

12.13.
10-2021-0177642 100

   ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가능).

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

1 √

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 목적
인증기관

(해당 시)

1 팡스탑 2021.04.02 에스티알바이오텍 유기농자재 제품등록
한국식물환경연구소, 친환경농산물안전성센터, 

한국생물안전성연구소

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료 

(천원) 

누적

징수 현황

1 노하우
방선균 기반의 항진균 미생물제제 대량생산 및 실

용화 기술
㈜에스티알바이오텍 2019.11 2,500 2,500

2 특허

- 다양한 생리활성을 갖는 신규 방선균 및 이의 용

도

- 농작물 병원성 진균 제어용 신규 방선균 및 이의 

용도

㈜에스티알바이오텍 2021.11 17,500 17,500

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등



  [사회적 성과]

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 취업 2021
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

2 1 1 1 1

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

2 2 1 1

3 취업 2019
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

2 1 3 2 1

 



 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ 전략미생물 해독 4건

○ 유용유전자원확보 1건

○ 지식재산권 (특허 출원 4건과 특허 

등록 2건)

○ 기술실시 (기술이전 2건 및 기술료 

2000만원)

○ 사업화 (제품등록 1건)

○ 논문 (SCI급 4편 및 평균 IF 2.75 

이상)

○ 학술발표 (구두발표 및 포스터발표 

8건)

○ 인력양성 (5명)

○ 항진균활성이 우수한 4종의 신규 방선균의 whole 

genome sequencing 완료

○ S. rubrisoli Inha501의 BAC library 구축을 통해 유

용한 생합성유전자군이 포함된 BAC vector 확보 

(tautomycetin-like BGC (82kb), neotetrafibric in-like 

BGC(170kb))

○ 특허 출원 4건과 특허 등록 2건 완료

○ 기술이전

- 방선균 기반의 항진균 미생물제제 대량생산 및 실용

화 기술, 에스티알바이오텍, 250만원, 2019.

- 방선균 기반의 항진균 미생물제제 대량생산 및 실용

화 기술, 에스티알바이오텍, 1750만원, 2021.

○ 유기농자재 등록 신청

토마토, 고추 시들음병에 대한 병해관리용 유기농자재 

제품등록 (진행 중)

○ SCI급 논문 6편(평균 IF 5.15)

○ 구두발표 및 포스터발표 9건 

○ 인력양성 6명

○ 100

○ 200

○ 100

○ 100

○ 80

(진행 중)

○ 150

   (187)

○ 112

○ 120



4. 목표 미달 시 원인분석(해당 시 작성합니다)

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용

- 사업화를 위한 방선균 유기농자재 제품 (제품명 팡스탑) 등록 신청하여, 현재 심사 진행 중

- 시제품 준비과정 (e.g. 대용량 발효 시 방선균 포자 오염문제) 및 독성시험 (e.g. 독성검사 중 어독성

관련 기준이 강화됨에 따라 검사기관의 시설보완 관련해서 검사시작이 늦어짐) 진행이 다소 지연되어, 

등록 신청이 계획보다 2-3개월 지연됨

 2) 자체 보완활동

현재 심사 중인 제품 등록이 조속히 완료될 수 있도록, 참여기업 및 공동연구기관과 지속적인 

연구 협력 체제 유지

 3) 연구개발 과정의 성실성



5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

- 유용 미생물 유전체 스크리닝 전략 확대 적용을 통한 마이크로바이옴 기반 기술 구축

- 방선균 유래 유용 생리활성 물질 생합성 경로 규명을 통한 신약 후보물질 발굴 시스템 구축

- 기능성 유전자/물질 및 개량공정 최적화를 통한 유용 미생물의 실용화-산업화에 기여

- 구축된 유용성, 안정성, 안전성 등 평가-검증 시스템의 지적재산 창출에 기여 

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

- 고효율 친환경 미생물제제 제품 등록을 통한 방선균 실용화-산업화의 다각화 모색

- 확보한 방선균 유전체 정보를 활용한 추가적인 유용 유전자원 발굴

- 확보한 방선균의 다양한 생리활성 스크리닝을 통한 신약 후보물질 발굴 

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 2

비SCIE 0

계 2

국내논문

SCIE -

비SCIE -

계 -

특허출원

국내 -

국외 -

계 -

특허등록

국내 -

국외 -

계 -

인력양성

학사 0

석사 2

박사 1

계 3

사업화

상품출시 1

기술이전 -

공정개발 -

제품개발 시제품개발 -

비임상시험 실시 -

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상 -

2상 -

3상 -

의료기기 -

진료지침개발 -

신의료기술개발 -

성과홍보 -

포상 및 수상실적 -

정성적 성과 주요 내용 -



주   의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 포스트게놈유전체 다부처 연구개발사업 방선균 

유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물 제제 개발연구개발과제 최종보고서이다.

2. 이 연구개발내용을 대외적으로 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 포스트 

게놈 유전체 다부처 연구개발사업의 결과임을 밝혀야 한다.

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


	방선균 유전체 기반의 농작물 진균 제어용 미생물 제제 개발
	요약문
	목차
	1. 연구개발과제의 개요
	2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용
	2-1. 연구개발 목표
	2-2. 연구개발의 추진전략·방법 및 추진체계
	2-3. 당해연도 연구개발 목표 및 결과
	○ 1차년도(2018)
	○ 2차년도(2019)
	○ 3차년도(2020)
	○ 4차년도(2021)


	3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도
	1) 연구수행 결과
	2) 목표 달성 수준

	4. 목표 미달 시 원인분석
	5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도
	6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획




