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제 목.Ⅰ

토양방선균을 이용한 주요 경제작물에서 발병하는 토양전염성병해 방제제 개발

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

본 연구는 주요 과채류에 문제가 되는 잿빛곰팡이병 역병 탄저병 등에 활성을 지니는 방선, ,

균을 이용하여 이의 병해방제용 친환경농자재를 공업화 상업화 하는 것으로 목표로 함, .

주요 경제작물의 식물병 발생동향■

주요 식량 및 경제 작물들에 대한 병 해충 잡초 등에 의한 생육 중 피해율은 잠재 생산, ,○

량의 에 달하며 경제적으로 산출하면 억 달러에 달하는 것으로 나타나는데 이42% 3,000 ,

중 병해에 의한 피해율은 약 에 달하는 것으로 나타남 등15% (Oerke , 1995).

국내에서 발병되는 병해는 약 종으로 특히 딸기 토마토 고추와 같은 주요 경제작1,535 , , ,○

물에는 매년 반복적으로 발병되는 고질적인 병해가 잿빛곰팡이병 역병 탄저병 등과 같, ,

은 토양전염성 병해로 이러한 병해에 의한 손실액은 국내외적으로 수십억원에서 수천억․

원에 이르고 있음 한성숙( , 2009).

토양에 의한 병해 매개는 전염매개체 중 이상을 차지하는 매개체이며 토양전염성60% ,○

병원균은 부생능력이 강하여 분리한 환경하에서는 곧바로 휴면상태로 돌입하여 불리한 환

경조건에서도 장기간 생존이 가능한 성질로 인해 기개발된 화학농으로는 효과적인 방제가

어려워 세계적으로 문제가 되고 있어 미생물을 이용한 살균제의 개발이 시급히 요구되고

있음 김용기 배영석( , 2009; , 2009).

역병은 병원성이 강하고 기주 특이성이 높은 것으로 알려져 있으며 이들 중,○

Phytophthora capsici, P. infestans, P. cactorum 등은 해마다 전국적으로 발생되고 있

고 지형진 특히 국내의 고추 재배 현황은 연간 생산량이 조 억원에 이르( , 2009), , 1 4,500

는데 이중 역병과 탄저병에 의한 피해는 에 각각 달한다고 보고됨 한성숙20%, 15% ( ,

2009; Garcia C., et al., 2004).

잿빛곰팡이병도 화학약제에 의한 방제가 어려운데,○ Trichoderma 와spp. Pseudomonas

균주를 이용하여 미생물농약을 개발하였으나 정도의 방제효과를 나타내고 있spp. , 60%

으나 환경조건에 따라 방제효과가 많은 차이가 있는 것으로 나타나 다양한 조건에서 보,
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다 안정된 효과를 나타낼 수 있는 방법에 대한 연구가 절실히 요구되고 있음 배영석( ,

2009).

이에 따라 본 연구의 목표는 농가에서 방제에 어려움을 겪고 있는 병해에 대하여 미생물,○

을 이용한 친환경농자재의 개발과 이의 사용방법을 확립하는 것임.
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연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

주요 과채류에 문제가 되는 잿빛곰팡이병 역병 탄저병 등에 활성을 지니는 방선균을 이용하, ,

여 병해방제용 친환경농자재를 공업화 상업화 함, .

길항방선균의 고농도 고활성 배양조건 확립1. ,

선발된 균주의 배양조건을 수준에서 검토한 후 이 결과를 바탕으로flask Jar fermenter○

에서 를 도출하여 대량배양 조건을 확립함scale scale up factor .

이상 포자수 이상Scale; 500L , ; 1.0E+7cfu/mL○

배양액을 이용한 제형화 소재 개발 및 제제화 공정 확립2.

최적화된 조건에서 배양된 배양액을 액상 분상으로 제형화하고 각각의 제형 공정을 확, ,○

립하고 각 제형에 따라 계면활성제 건조부재 보조제를 선발함, , , .

보존기간 년 이상 보증균수 이상2 , : 1.0E+7cfu/g○

대상병해에 대한 사용방법의 최적화3. - POT test

최종 개발된 제품을 수준에서 생물검정한 결과를 확보하여 제품의 최적 사용방법POT○

확립.

대상병해에 대한 방제효과 검정4. - Field test

차년도 시험결과를 바탕으로 시설 및 노지 재배에 적용하여 최종 개발된 제품의 방제가1○

이상 확보60% .

공업화 상업화 완료5. ,

최종 상업화된 제품의 유효성분의 보존성과 사용상의 문제점 등 시장반응 조사○

친환경자재 및 토양미생물제제 등록시험 진행6.

독성 및 약효 약해 시험,○

길항방선균으로부터 생성되는 항균물질의 분리 정제 및 구조동정7. ,

○ Streptomyces 배양액 균체로부터 용매분획sp. A1022 , silical gel chromatography,

등의 분석을 통해 식물병원균에 활성을 지니는Sephadex chromatography, prep. HPLC

단일물질을 분리함.

최종 물질은 등의 분석을 통해 당지질1H, 13C, COSY, HMBC, HSQC, DEPT○

로 예상되며 정확한 구조는 동정 중임(glycolipid) .
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연구개발결과.Ⅳ

길항방선균의 고농도 고활성 배양조건 확립1. ,

수준에서 배지조성과 물리적 조건을 검토한 결과 항균활성이 우수한 균주 중 배양flask ,○

공정 과 제제화 공정을 고려할 때 균주가 가장 유리할 것으로 판단되어scale up A1022 ,

균주를 대상으로 포자수 확보 탄저병 벼도열병에 대한 활성을 기준으로 최적화함A1022 , , .

균주의 최적배지조건A1022 , 0.75% soya flour, 0.3% yeast extract, 3.375% glucose,○

0.025% CaCO3, 0.025% MgSO4·7H2O.

균주를 순으로 시생산 성공하였으며 이 결과를 바탕으로 배양공A1022 5L, 50L, 500L ,○

정 표준화 함.

배양액을 이용한 제형화 소재 개발 및 제제화 공정 확립2.

제형화 소재 개발< >

제형의 입도 상용성 확보○

- Streptomyces 배양액을 에서 분간 열처리 시 활성물질과 포자의sp. A1022 60 ± 5 30℃

안정성 및 보존성이 무처리구에 비해 우수한 것으로 나타남 이는 배양 완료 후 열처리.

공정 추가로 소량의 비활성물질과 영양세포 의 제거 효과가 있어 배양액(vegetative cell)

의 안정성과 보존성이 증가한 것으로 판단되며 이 공정을 후공정에 추가 할 예정임, .

- Streptomyces 의 활성물질과 포자는 물리적 분쇄와 이때 발생하는 열에 대한sp. A1022

안정성이 확보됨 따라서 후 공정 중 분쇄 및 기타 공정에서 발생되는 물리적 마찰과 열.

에 대한 안정성이 확보됨.

- Streptomyces 배양액 분쇄 후 입도가 통과함으로 현재sp. A1022 200mesh(75 ) 98%㎛

농가에서 가장 많이 사용하고 있는 동력분무기 및 살포기 등에 사용이 가능하므로 사SS

용상의 편리성도 확보됨.

동결안정제 선발○

- Streptomyces 활성물질과 포자는 부재를 처리하지 않은 조건에서 냉동 안정sp. A1022

성과 보존성을 확보하였으나 보조제 검토를 통해 액상수화제와 동결건조 수화제의 동결,

방지제를 선발함.

액상수화제는 동절기 동결안정제는 액상 형태의 을 선발함- glycerol .

동결건조 수화제의 동결안정제는 분상형태의 를 선발함- lactose .

건조부재 선발○

증량제는 흡습율이 높고 건조 후 경도가 낮은 부재가 농업용 증량제로 적합함 따라서 검- , .

토결과 가 수화제 형태의 제형에 가장 적당한 증량제로 선발됨, silicon dioxide .
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계면활성제 선발○

시험한 계면활성제 중- polyoxyethylene nonylphenyl ether, polyoxyethylene castor

등이 사용 가능하나 습윤 분산ether, polyoxyethylene polyoxypropylene derivatives , , ,

침투 유화제의 기능이 복합적인 가 공업화 공정의, polyoxyethylene nonylphenyl ether

적합한 계면활성제로 판단됨.

제제화 공정 확립< >

○ Streptomyces 를 이용한 시제품은 액상수화제 종 수화제 종 등 총 종으sp. A1022 1 , 2 3

로 제제화 함.

최종 시제품의 물리성 확인○

- Streptomyces 시제품의 물리성 검토 결과 종 모두 생물농약 기준에 적합한sp. A1022 , 3

것으로 확인됨 특히 분말도는 현행 물리성 기준에 따르면 화학농약은. , , 325mesh(45 )㎛

생물농약은 통과를 기준하는데 본 연구의 시제품 종은98%, 100mesh(149 ) 98% 3㎛

통과하므로 모두 적합한 것으로 판단됨200mesh(75 ) 98% .㎛

아울러- 에서 주일 이상 시험한 결과54±2 4℃ 도 초기의 물리성 결과와 유사한 것으로 확인

되어 Streptomyces 시제품 종의 물리성이 생물농약 기준에 적합한 것으로sp. A1022 3

확인됨.

최종 시제품의 제형간 약효 비교○

- Streptomyces 액상수화제 및 수화제 종 시제품간의 약효 검토결과 시제품sp. A1022 2 ,

종의 약효는 유사한 것으로 확인됨3 .

에서 주 이상 시험한 결과도 초기의 약효와- 54±2 4℃ 유사한 것으로 확인되어 Streptomyces

시제품 종의 약효는 생물농약 기준에 적합한 것으로 확인됨sp. A1022 3 .

- Streptomyces 액상수화제 시제품 는 희석배수 배sp. A1022 ( ) 100 , Streptomyces sp.

수화제 시제품 는 희석배수 배가 적합한 것으로 판단됨A1022 (FD type, SD type ) 1,000 .

제품의 희석배수와 생산단가만을 고려하면,→ Streptomyces 액상수화제 시제sp. A1022 (

품 가 가장 효율적인 제품이라 판단되나 제품의 보존성 안정성 및 사용상의 편리성 등은) , ,

Streptomyces 수화제 시제품 형태가 더 효율적임sp. A1022 (FD type, SD type ) .

최종 시제품의 포자수 경시안정성 분석○

각 시제품의 포자 경시안정성 확인 결과 시간이 경과할수록 포자수가 감소하였으나- , ,

에서 주 이상 시험한 결과도 이상의 포자를 보유한 것으로 확54±2 4 1.0E+7cfu/mL(g)℃

인되어 포자의 경시안정성도 안정한 것으로 판단됨.
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대상병해에 대한 사용방법의 최적화3. - POT test

약제 처리시기 분석○

고추탄저병 이병 전 후- · Streptomyces 액상수화제 시제품 처리결과 이병전sp. A1022 ( ) ,

처리구가 이병후 처리구에 비해 방제가가 우수한 것으로 나타남 아울러 고추 수확량도. ,

이병전 처리구가 이병후 처리구에 비해 우수한 것으로 나타남.

약제 처리간격 분석○

- Streptomyces 액상수화제 시제품 을 일 간격으로 약제 처리한 시험구가 일sp. A1022 ( ) 5 7

간격으로 약제 처리한 시험구에 비해 방제가가 다소 높게 나타났으나 약제처리 간격에,

따른 방제가의 차이는 크지 않는 것으로 판단됨.

따라서 이병율 수준에서 약제 처리간격은 일이 적당한 것으로 판단됨15% 7 .→

약제 처리농도 분석○

고추 열매를 이용한 시험결과- , Streptomyces 액상수화제 시제품 원액과sp. A1022 ( ) 10

배 희석액 처리구에선 탄저병이 이병되지 않았고, Streptomyces 액상수화제sp. A1022

시제품 배 처리구는 오티바 신젠타 배 처리구와 유사한 이병율을 나타냈음( ) 100 ( ) 1,000 .

온실과 시험에서- POT Streptomyces 액상수화제 시제품 배 처리구가 오티sp. A1022 ( ) 100

바 신젠타 배 처리구에 비해 우수한 방제가를 나타났고( ) 2,000 , Streptomyces sp. A1022

액상수화제 시제품 배는 오티바 배 수준과 유사한 방제효과가를 나타냄( ) 100 1000 .

시제품과 타사제품 탄저병에 대한 방제가 비교○

타사제품과 약효 비교 결과 일차 결과는- , 7 Streptomyces 액상수화제 시제품sp. A1022 ( )

배 처리구와 대조약제 오티바 배 및 티포라탄 배 처리구가 유사한 방제효100 1,000 1,000

과를 나타냈고 배 처리구는 약효가 매우 떨어지는 것으로 확인됨, Eugenol 500 .

일차 결과는- 12 Streptomyces 액상수화제 시제품 배 처리구와 대조약제sp. A1022 ( ) 100

오티바 배는 유사한 방제효과를 나타냈으나 티포라탄 배 처리구와1,000 , 1,000 eugenol

배 처리구는 방제효과가 매우 떨어지는 것으로 확인됨500 .

→ Streptomyces 액상수화제 시제품 을 배 처리시 약 일간의 약효 지속효sp. A1022 ( ) 100 10

과가 있을 것으로 예상됨.

대상병해에 대한 방제효과 검정4. - Field test

차년도 시험결과를 바탕으로 시설 및 노지에서 고추 피망 토마토 등의 작물에 탄저병1 , , ,○

역병 젯빛곰팡이병에 대하여, Streptomyces 시제품을 희석배수 배sp. A1022 300 -

배 적용하여 방제가 이상 확보함1,000 60% .
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토양상 변화 관찰5.

토양미생물상은○ Streptomyces 시제품 처리구가 대조구와 무처리구에 비해sp. A1022

시험 완료 후 토양미생물상이 증가한 것으로 나타남.

토양이화학상 변화는 유기물과 수분은 모든 처리구에서 유사한 것으로 나타났고 질소와,○

가리는 시험종료 후 모든 처리구에서 감소한 것으로 확인됨 반면 인산은 대조구와 무처. ,

리구는 시험전 후 비슷한 수준이었으나, Streptomyces 시제품 처리구의 인산sp. A1022

함량이 시험 종료 후 줄어든 것으로 확인됨.

→ Streptomyces 는 인산분해능이 어느 정도 있는 것으로 판단되고 이는 현재sp. A1022 ,

농지에서 문제가 되는 인산집적현상을 다소 해결할 수 있을 것으로 기대됨.

뿌리생육은 개 시험구 모두 뿌리생육은 유사하였으나 시제품 처리구 대조구 무처리3 , > >○

구 순으로 뿌리의 길이 생육이 활발한 것으로 확인됨.

친환경자재 및 토양미생물제제 등록시험 진행6.

친환경농자재 및 토양미생물제제로 등록함.○

길항방선균으로부터 생성되는 항균물질의 분리 정제 및 구조동정7. ,

○ Streptomyces 배양액 균체로부터 용매분획sp. A1022 , silical gel chromatography,

등의 분석을 통해 식물병원균에 활성을 지니는Sephadex chromatography, prep. HPLC

단일물질을 분리함.

최종 물질은 등의 분석을 통해 당지질1H, 13C, COSY, HMBC, HSQC, DEPT○

로 예상되며 정확한 구조는 동정 중임(glycolipid) .
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연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

본 연구에서○ Streptomyces 균주를 이용하여 개발된 제품은 친환경농자재 상sp. A1022 (

표명 방선이 등록번호 유기 및 토양미생물제제 등록번호 경기여주 가; , ; 11- -4-207) ( ; 22-

로 각각 등록함-20201) .

따라서 본 과제 종료 후 농림부와 기술이전 협약을 거쳐 주관기관인 해강바이오에서,○ ㈜

자체 이전을 통해 판매할 예정임.

이후 화학농약 사용량 절감 효과 및 친환경농산물 생산량 증가 등의 부수적인 효과가 기○

대됨.
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SUMMARY

Experimental purposes and contents○

Economic vegetables such as strawberry, tomato, pepper have a lot of problems

because of soilborne diseases such as gray mold, late blight, anthracnose. To control

these plant diseases, antagonist microbial strains, especially Streptomyces, need to be

selected and characterized. These selected strains should be developed into commercial

biocontrol agents, which can be produced in industrial scale.

Establishment of cultivation condition for the production of antagonistic streptomyces①

species which have a high density and high activity; and establishment of it standard

operation procedure (SOP) for the production of commercial products by selecting filler

and stabilizing materials.

Development of optimal application procedures of the product to the plant diseases in②

POT test; disease controlling efficacy in field test.

Registration of the final product as agricultural instrument.③

Separation, purification, structural determination of antibiotic chemical which is④

produced from selected Streptomyeces species.

Reseach results○

Streptomyeces sp. A1022 strains was selected and produced successfully in scale of 5,

50, 500 Liter fermenter. Based on these results, fermentation process was standardized.

- A semi-commercial biofungicide was formulated by selecting filler and stabilizing

materials. And its production process (SOP) for 1 solid concentrate and 2 wettable

powder was obtained. Final physical properties, efficacy comparison of 3 biofungicides,

and change in stability for long period was examined for the final standard operation

procedure.

- Biofungicide treatment time table, treatment interval, application concentration,

comparison between our product and other’s products was performed in POT test,

through which various informations for proper usage of the biofungicide was obtained.

- In green house and field trials, the semi-commercial biofungicides was applied by

dilution of 300 ~1000 times to vegetables such as pepper, pmang, and tomato against

various plant diseases such as gray mold, late blight, and anthracnose. Desease control

value was more than 60%.
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- Positive change in soil was observed for the increase in microbial population density,

phosphate mobilization, root length after application of biofungicides.

- All developed biofugicides was registered as eco-friendly agricultural instrument and soil

biofungicides.

- Culture broth and cell mass was solvent-fractionated to pass through classical procedure

for the isolation of bioactive compound. The procedure included silica gel

chromatography, Sephadex chromatography, preparative HPLC. The bioactive compound

was analyzed using 1H, 13C, COSY, HMBC, HSQC, DEPT and estimated as a glycolipid.

Application of research results and planning○

- Our developed commercial biofungicides using Streptomyces sp. A1022 was registered

as eco-friendly agricultural instrument (Registered name: Bangsunee, Registration

number: 11-organic-4-207) and soil biofungicide preparation (Registration number:

Gyeonggi-Yeoju-22-Ga-20201).

- After finishing our current project, we intended to discuss the agreement on technology

transfer between IPET and Haegangbio Company. We planned to make available this

developed biofungicides throughout our company network.
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제 장 연구개발 과제의 개요1

본 연구는 주요 과채류에 문제가 되는 잿빛곰팡이병 역병 탄저병 등에 활성을 지니는 방선, ,

균을 이용하여 이의 병해방제용 친환경농자재를 공업화 상업화 하는 것으로 목표로 함, .

주요 경제작물의 식물병 발생동향■

주요 식량 및 경제 작물들에 대한 병 해충 잡초 등에 의한 생육 중 피해율은 잠재 생산, ,○

량의 에 달하며 경제적으로 산출하면 억 달러에 달하는 것으로 나타나는데 이42% 3,000 ,

중 병해에 의한 피해율은 약 에 달하는 것으로 나타남 등15% (Oerke , 1995).

국내에서 발병되는 병해는 약 종으로 특히 딸기 토마토 고추와 같은 주요 경제작1,535 , , ,○

물에는 매년 반복적으로 발병되는 고질적인 병해가 잿빛곰팡이병 역병 탄저병 등과 같, ,

은 토양전염성 병해로 이러한 병해에 의한 손실액은 국내외적으로 수십억원에서 수천억․

원에 이르고 있음 한성숙( , 2009).

토양에 의한 병해 매개는 전염매개체 중 이상을 차지하는 매개체이며 토양전염성60% ,○

병원균은 부생능력이 강하여 분리한 환경하에서는 곧바로 휴면상태로 돌입하여 불리한 환

경조건에서도 장기간 생존이 가능한 성질로 인해 기개발된 화학농으로는 효과적인 방제가

어려워 세계적으로 문제가 되고 있어 미생물을 이용한 살균제의 개발이 시급히 요구되고

있음 김용기 배영석( , 2009; , 2009).

역병은 병원성이 강하고 기주 특이성이 높은 것으로 알려져 있으며 이들 중,○

Phytophthora capsici, P. infestans, P. cactorum 등은 해마다 전국적으로 발생되고 있

고 지형진 특히 국내의 고추 재배 현황은 연간 생산량이 조 억원에 이르( , 2009), , 1 4,500

는데 이중 역병과 탄저병에 의한 피해는 에 각각 달한다고 보고됨 한성숙20%, 15% ( ,

2009; Garcia C., et al., 2004).

잿빛곰팡이병도 화학약제에 의한 방제가 어려운데,○ Trichoderma 와spp. Pseudomonas

균주를 이용하여 미생물농약을 개발하였으나 정도의 방제효과를 나타내고 있spp. , 60%

으나 환경조건에 따라 방제효과가 많은 차이가 있는 것으로 나타나 다양한 조건에서 보,

다 안정된 효과를 나타낼 수 있는 방법에 대한 연구가 절실히 요구되고 있음 배영석( ,

2009).

이에 따라 본 연구의 목표는 농가에서 방제에 어려움을 겪고 있는 병해에 대하여 미생물,○

을 이용한 친환경농자재의 개발과 이의 사용방법을 확립하는 것임.
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제 장 국내외 기술개발 현황2

국내 기술개발 현황1.

국내 농자재시장 비료 농약 친환경자재 산업규모는 약 조원으로 농약 조원 비료( , , ) 4.9 1.3 ,○

조원 친환경농자재 천억원 종자 천억원 수준으로 화학농약 화학비료 산업은 정체2.2 . 8 , 6 , ,

되고 있는 반면 친환경유기농자재 산업은 증가 추세임 사 한국친환경농자재협회, (2012, ( )

세미나).

국내 병해관리용 친환경유기농자재 등록 건수는 년 현재 약 여 종이며 대부분2012 170 ,○

식물추출물과 미생물제제에 치중됨 농진청(2012, ).

친환경농산물 시장과 유기농업 재배면적은 우리나라를 비롯해 전 세계적으로 매년 증가○

하고 있는 추세인데 이에 따라 친환경농자재 시장도 함께 성장할 것으로 판단됨, .

표 국내 친환경농산물 시장규모 전망 한국농촌경제연구원. ( , 2010)

년도 년2010 년2015 년2020

시장규모 조원( ) 3.6 5.3 6.6

우리나라는 년 생물농약 중 미생물농약 관련 법안이 통과되면서 주 그린바이오텍2003 ( ) ,○

주 등과 같은 벤처기업과 주 동부하이텍과 같은 대기업에서 본격적인 미생물농약( )KIBC ( )

양산체제에 들어가면서 미생물농약이 가장 먼저 발전하고 있는데 이는 생화학농약이 발,

달한 북미나 천적이 발달한 유럽과는 다소 다른 양상을 나타내고 있음, .

현재의 미생물농약 시장은 국내외적으로 제가 주도를 하고 있으며 특히 국내에서는BT ,○ ‧

Bacillus 속, Paenibacillus 속 등과 같은 세균과 Ampelomyces 속, Beauveria 속과 같

은 중복기생균주를 공업화 및 상품화하여 시장전개를 하고 있다(Russell K.H. & Susan,

M.B., 2005; Butt, T. M., et al., 2001).

그러나 기 개발된 세대 생물농약의 경우 몇몇의 문제점으로 인한 생물농약으로서 한계, 1○

성 때문에 시장의 전개가 활발히 이뤄지지 않고 있는 실정이여서 이를 극복할 수 있는 적

극적인 대책이 요구됨(Samuel G. M. & Graham, A. M., 2003; Copping, L. G., 2001).

제품가격은 생물농약 개발기간과 개발의 어려움 때문에 화학농약에 비해 배이상 더2-3→

비싼 문제점이 있고 약효는 일부 제품의 경우 화학농약 대비 방제가가 에도 미치지, 60%

못하는 문제점이 있음.

또 일부 제품의 경우 유효성분의 안정성 보증에도 문제가 있어 냉장보관 및 냉장유통과, ,→

같은 을 이용해야만 하는 유통상의 문제점이 있음cold chain (Burges, H. D., 1998).

중복기생균을 포함한 일부 균주의 경우에는 약제 살포시기와 살포간격 등에 대한 제한→

있고 살포 후에도 후처리 등의 번거로움 있음.
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또 생물농약시장을 주도했던 제를 포함한, BT○ Bacillus 속을 이용한 제품의 경우 저항성

에 대한 보고가 있어 새로운 균주를 이용한 차세대 미생물농약의 개발이 절실함, (Samuel

G. M. & Graham, A. M., 2003).

아울러 일부 균주의 경우 독성을 유발하는 것으로 알려져 인간을 포함한 포유독성의 문,○

제 유용생물에 대한 안전성에 대한 문제가 대두되고 있음 배영석, (Browun, 1978; ,

2009).

○ 또한 미생물농약을 이용한 환경친화적인 농법이나 관리를 권장하기 위하여 년 친환, 2003

경농업육성법과 년 친환경농자재 관련법이 시행되어 환경농업의 중요 소재인 미생물2007

농약의 개발에 체계적이고 장기적인 지원이 요구되고 있음.

이에 따라 세대 생물농약의 한계를 극복하면서 저가이면서 약효가 우수하고 화학농약, 1 (○

대비 이상 환경에 대한 안전성과 유효 성분의 안정성이 뛰어난 제 세대 생물농약80% ), 2

의 개발이 요구되고 있는 시기라 판단됨.

국외 기술개발 현황2.

세계 생물농약 시장은 년도에 약 억불로서 전체 농약시장의 정도를 유지하2001 2.5 1%○

며 그 중에서도 제가 로 제일 큰 비중을 차지하며 시장을 주도하며 매년 약, BT 52% ,

수준으로 성장하고 있음20% .

미국을 비롯한 서방선진국에서 리드하던 미생물농약 시장이 년을 기점으로 인도 스2005 ,○

페인 등의 국가에서 많은 종류의 미생물농약을 저렴한 가격에 세계시장에 공급하고 있으

며 원제로 사용되는 유효 미생물은 아직까지 유사한 수준임.

주요 업체로는 사 사 사 등이 억원 이상 매Valent BioSciences , Certis USA , Koppert 500○

출규모의 생물농약 및 천적업체이고 사 사 및 사 등은 규, AgraQuest , BioWorks E-nema

모는 작지만 성공적인 회사로 평가됨.

해외에서 미생물농약의 시장은 꾸준히 증가세에 있다 하지만 식물바이러스를 방제할 목.○

적으로 생산된 제품에 대한 정보부족으로 바이러스를 방제하는 미생물농약에 대한 시장규

모는 분석을 수행할 수 없었는데 이는 아마도 바이러스 방제 목적으로 많은 제품이 출시

가 되지 않았음을 간접적으로 시사 하고 있음.

표 년 해외 미생물농약 시장규모 예측치 단위 만달러. 2014 ( : 100 )

재료 유럽 NAFTA 남미 아프리카 아시아 오세아니아 전체

세균 15 80 10 5 20 30 160

바이러스 10 15 10 2 5 10 42

곰팡이 25 45 20 3 15 20 128

합계 50 140 40 10 40 60 330

출처 : International Biocontrol Manufacturer's Association, 2004
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제 장 연구개발수행 내용 및 결과3

제 세부 주관연구기관 길항방선균을 이용한 토양전염성 병해 방제제 개발< 1 , >_

균주선발1.

식물병원균(1)

본 연구에 사용한 식물병원균은 한국화학연구원과 고려대학교에서 분양받아 계대배양하면

서 사용하였다 표( 1).

Table 1. List of phythopathogenes

Test strain Host Korean name

Alternaria logipes 담배 깨씨무늬병

Cercospora canescece 녹두 녹두갈색무늬병

Colletotrichum gloeosporioides wide 탄저병

Colletotrichum orbiculare 오이 오이탄저병

Diaporthe citri 감귤 감귤검은점무늬병

Fusarium oxyaporum f.sp. Cucameris 오이 시들음병

Fusarium oxyaporum f.sp. Lycopersici 토마토 시들음병

Magnaporthe grisea 벼 벼도열병

Phytophthora capsici 고추 고추역병

Phytophthora infestans 토마토 토마토역병

Rhizoctonia solani 잔디 마름병

Sclerotinia soleroforum wide 균핵병

항균성 검정(2)

각 식물병원균의 에 멸균수를 첨가하고 포자만 회수하여 이를 에 포plate 0.5% soft agar

자수가 수준이 되도록 혼합한 후 배지에 중층배지를 만들어 약 시1.0E+6 spore/mL PDA 2

간 가량 건조하여 사용하였다.

검정시료는 배양이 완료된 배양액에 동량의 메탄올을 첨가한 후 시간 메탄올 추출하여24

상등액만 시험에 사용하였다 배양상등액 를 에 흡수시켜 건조한 후 건조된. 65 paper disc㎕

중층배지위에 올려놓고 에서 배양하면서 항균활성을 확인한다25 .℃
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계수(3) Vegetative cell, Spore cell

수 확인은 배양이 완료된 배양액을 전처리 없이 바로 배지상에서Vegetative cell ISP2

희석 평판배지 도말법으로 균수를 확인하였고 수 확인은 배양액을 에서, spore cell 60 , 30℃

분간 열처리한 후 배지상에서 같은 방법으로 균수를 확인하였다ISP2 .

균주선발(4)

보유 방선균 중 다양한 식물병원균에 활성을 보이며 특히 탄저병(Colletotrichum

gloeosporioides 에 대하여 활성이 우수한 균주 와 을 선발하였고 이들 균주) A1022 A1023 ,

를 대상으로 배양조건 확립 및 항균활성물질의 분리 정제를 실시하였다.

또 와 균주의 주요 토양전염성병해에 대한 항균활성 능력은 기개발 생물농, A1022 A1023

약 및 화학농약과 비교했을 때 활성이 비슷하거나 더 우수한 것으로 확인되었다 표 그림( 2,

그림1, 2).

Table 2. Antifungal activity of strain A1022 and A1023 against phytopathogens

(mm)

Products Anthracnose
Tomato late

blight

Tomato gray

mold

Strain A1022 22 18 14

Strain A1023 20 16 13

Biopesticides
사 제품G , C - - -

Eugenol 20% 12 12 10

Pesticides
Azoxystrobin 20% 20 12 12

Propamocarb hydrochloride 10 10 10

A102

A1022

Fig 1. Antifungal activity of strain A1022 and A1023 against C. gloesporiodes
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Fig 2. Antifungal activity of strain A1022 against Phytophthora capsici
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균주동정2.

형태 및 생화학적 분석(1)

재료 및 방법①

선발균주의 배양적 특성 확인을 위하여 International Streptomyces Project and

Bergey
,

를 바탕으로 균의 형태 및 생화학적 분석하였s Manual of Systematic Bacteriology

다 배지 상에서 성장상태 색소 생성여부 등의 특성을 확인하였고 주. ISP , aerial mycelium, ,

사전자현미경사진 촬영을 통해 의 형태를 관찰하였다aerial mycelium .

형태 및 생화학적 분석 결과②

균의 성장은 모든 배지 상에서 양호하였고 배지에서 매우 왕성A1022 ISP , ISP 2, 4, 5, 6

히 생육하는 것으로 관찰되었다 연한 연두색의 을 형성하였고 생육하면서. aerial mycelium ,

갈색 계통의 색소를 생성하는 것으로 확인되었다 표( 3).

주사전자현미경을 통해 균주의 형태를 확인한 결과A1022 aerial mycelium ,

Streptomyces 속의 전형적인 사슬형태로 관찰되었다 그림( 3).

균주의 생육 가능 온도는 이나 가 생육 적온이고 사이에A1022 22-36 , 30 , pH5 -pH8℃ ℃

서 생육 가능한 것으로 관찰되었다 그람염색 양성반응으로 나타났으며 혐기적 조건에서는. ,

생육하지 못하는 것으로 확인되었다 표( 4).

Table 3. Culture characteristics of Streptomyces sp. A1022 in different media after 14

days of incubation at 28±1℃

Medium Growth
Aerial

mycelium

Substrate

mycelium
Spores Pigment

ISP1 Moderate
moderate,

light green
Present light gray brown

ISP2 Good
abundant,

light green
Present light gray brown

ISP3 Moderate
moderate,

light green
Present light gray brown

ISP4 Moderate
moderate,

light green
Present light gray brown

ISP5 Good
abundant,

light green
Present light gray brown

ISP6 Good
abundant,

light green
Present light gray brown
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Fig 3. Photography of hypha after 7 days fermentation of A1022 strain by SEM

Table 4. Biochemical and physiological characteristics of Streptomyces sp. isolate

A1022

Culture Growth characteristics

Growth under anaerobic conditions -

Gram staining positive

shape and growth long filamentous aerial growth

Motility None

Range of temperature for growth 22-36℃

Optimum temperature for growth 30℃

Range of pH for growth 5.0-8.0

Growth on MacConkey plates -

Production of diffusible pigment +
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균체지방산 조성 분석(2)

균주의 균체지방산조성 분석결과 주요 지방산으로A1022 , C15:0 iso (47.7%), C15:0

를 나타내었으며anteiso (28.46%) , C13:0 iso, C14:0 iso, C16:0 iso, C17:0 iso, C17:0 anteiso

그리고 C17:0 와 같은 다양한 분지형 지방산을 함유하는 특징을 나타내었다 표3OH ( 5).

Table 5. 균주의A1022 균체지방산 특성

Fatty acid A1022

Saturated acid

C13:0 -

C14:0 1.98

C16:0 4.78

C18:0 -

Branched-chain acids

iso-C14:0 1.68

iso-C15:0 47.4

anteiso-C15:0 28.46

iso-C16:0 2,27

iso 17:1 w5c 2.11

iso-C17:0 3.56

anteiso-C17:0 3.92

iso 17:0 3OH 2.85

염기서열 분석(3) 16S rDNA

재료 및 방법①

추출 법을 변형하여 이용하였다 표DNA : Benzyl chloride ( 6).○

증폭16S rRNA PCR(polymerase chain reaction)○

- Primer:

5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3, 5-GGYTACCTTGTTACGACGACTT-3

증폭조건- PCR : 94 (5min), 94 (30s), 55 (30s), 72 (1min), 35 cycle 72 ,℃ ℃ ℃ ℃ ℃

10min; 4 hold℃

증폭산물의 정제 증폭산물은16S rRNA : 16S rRNA PCR product purification○

을 사용하여 정제하였다kit(Qiagen) .

염기서열 분석 정제산물은 를 사용하: PCR genetic analyzer 310A(applied biosystems)○
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여 염기서열을 분석하였다.

데이터해석 염기서열은 와 의: DDBJ/NCBI/Genebank ribosomal database project 2○

에서 상동성을 검색하였다database .

Table 6. Component for amplification

Sample(ul) Final con.

DDW 11.5

buffer (10x) 5.0 1.67 x

MgCl2 5.0

dNTP(2.5mM) 5.0 0.42 mM

Primer A(25 pmol) 1.0 0.83 pmol

Primer B(25 pmol) 1.0 0.83 pmol

template 1.0

Polymerase(Bioworld) 0.5

total 30.0

결 과②

염기서열에 기초한 분자계통학적 분석결과 균주는16S rDNA , A1022 Streptomyces 속의

종을 포함하는 계통학적 그룹에 속하는 균주로서, Streptomyces odorifer DSM 40347T

(Z76682), Streptomyces sampsonii ATCC25495T (D63871), Streptomyces coelicolor

DSM40233T (Z76678), Streptomyces limosus DSM 40131T (Z76679), Streptomyces

felleus DSM 40130T (Z76681), Streptomyces canescens DSM 40001T 등 총(Z76684)

균주와6 100%의 높은 상동성을 나타냈다 그림( 4).
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Score = 2019 bits (1093), Expect = 0.0

Identities = 1093/1093 (100%), Gaps = 0/1093 (0%)

Strand=Plus/Plus

A1022 1 CGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCT 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 36 CGATGAACCGCTTTCGGGCGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCT 95

A1022 61 GCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATC 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 96 GCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATATGACTGTCCATC 155

A1022 121 GCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGT 180

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 156 GCATGGTGGATGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGT 215

A1022 181 TGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCC 240

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 216 TGGTGAGGTAGTGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCC 275

A1022 241 ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 300

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 276 ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC 335

A1022 301 AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA 360

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 336 AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAA 395

A1022 361 CCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACT 420

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 396 CCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACT 455

A1022 421 ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA 480

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 456 ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA 515

A1022 481 AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCT 540

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 516 AAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCT 575

A1022 541 GCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGT 600

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 576 GCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGT 635
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A1022 601 GAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTG 660

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 636 GAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTG 695

A1022 661 ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG 720

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 696 ACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG 755

A1022 721 TAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCAT 780

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 756 TAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGCAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCAT 815

A1022 781 TAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 840

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 816 TAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 875

A1022 841 CCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC 900

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 876 CCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC 935

A1022 901 TTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGT 960

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 936 TTGACATACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGT 995

A1022 961 GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 1020

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 996 GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC 1055

A1022 1021 CCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG 1080

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Z76682 1056 CCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG 1115

A1022 1081 GTCAACTCGGAGG 1093

|||||||||||||

Z76682 1116 GTCAACTCGGAGG 1128

Fig 4. Streptomyces odorifer DSM 40347T (Z76682)와 의 상동성Strain A1022 DNA

비교
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(4) DNA gyrase subunit B(gyrB) 염기서열에 기초한 분자계통학적 분석 결과

는A1022 Streptomyces 속의 종을 포함하는 계통학적 그룹에 속하는 균주로서

Streptomyces sp. M46 (DQ445803)와 의 유연관계를 나타내는 것으로 확인되었다 따97.3% .

라서 A1022는 gyr 염기서열에 기초하여B Streptomyces sp. A1022로 동정되었다 그림( 5, 6).

CAGCGAGGGGGTCTACTCCTTCGCCAACACCATCCACACCCACGAGGGCGGCACCCACGA

GGAGGGCTTCCGCGGCGCGCTGACCACCCTGGTCAACAAGTACGCCCGGGACCGCAAGCT

GTTGCGCGACAAGGACGACAACCTCACCGGCGACGACATCCGCGAGGGTCTGACGGCGAT

CATCTCCGTCAAGCTCGGCGAGCCGCAGTTCGAGGGCCAGACCAAGACCAAGCTGGGCAA

CACCGAGGCCAAGACCTTCGTGCAGAAGGTGGTCTACGAGCACCTGGCCGACTGGTTCGA

CCGGAACCCGAACGAGGCCGCGGACATCATCCGCAAGGGCATCGCCGCCGCCACCGCCCG

TGTGGCGGCCCGCAAGGCGCGCGACCTGACCCGCCGCAAGGGTCTGCTGGAGACCGCCTC

GCTCCCCGGCAAGCTCTCGGACTGCCAGTCGAACGACCCGACCAAGTGCGAGATCTTCAT

CGTCGAGGGCGACTCGGCCGGCGGCTCCGCCAAGTCCGGCCGTGACCCGATGTACCAGGC

CATCCTGCCGATCCGCGGCAAGATCCTGAACGTCGAGAAGGCCCGTAT//

의Fig 5. Strain A1022 DNA gyrase (gyrB) 염기서열 분석 (588bp)

Fig 6. Phylogenetic tree based on gyrB sequences showing the position of strain

A1022 related bacterial taxa.

Numbers at branches are bootstrap values, derived only for the nodes supported by greater

than 50%(1,000 replicates). Bar, 0.05 substitutions per site.
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결론(5)

는 매우 보존적인 염기서열로서 종과 속간의 분화에 따른 다양성이 크고 세균을16S rDNA

종 수준으로 구분할 수 있는 정보를 담고 있는 영역으로 많이 사용되었으나 Streptomyces

내의 종들은 유전자 염기서열이 의 매우 높은 유사도를 나타내어group 16S rRNA 100%

염기서열에 기초한 동정이 불가능하여 염기서열을 분석16S rDNA DNA gyrase subunit B

한 결과 는, A1022 Streptomyces 속의 종을 포함하는 계통학적 그룹에 속하는 균주로서

Streptomyces sp. M46(DQ445803)와 의 유연관계를 나타내는 것으로 확인되었다 따97.3% .

라서 A1022는 gyr 염기서열에 기초하여B Streptomyces sp. A1022로 동정되었다.
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3. Streptomyces 의 고농도 고활성 배양조건 확립sp. A1022 ,

기본 배지조성 검토(1)

재료 및 방법①

방선균 배양에 주로 이용되고 있는 배지와 를 이용하여 와ISP2 X media, B media , A1022

균주를 대상으로 기본 배지의 이용성을 차적으로 검토하였고 대상 병해는 탄저병A1023 1 ,

에 대한 항균활성을 검정하였다 표( 7).

Table 7. Cultivation media for the selected strain

(g/L)

ISP. 2 Malt extract 10, Yeast extract 4, Glucose 4

X
Soybean meal 10, glycerol 15, CaCO3 3,

MgSO4 0.5, NH4Cl 0.5, KH2PO4 1,

B
Soybean meal 5, Corn starch 15, Yeast extract 0.5,

KH2PO4 0.5, KNO3 0.5, CaCO3 3

기본 배지조성 검토 결과②

와 균주 모두 와 에 비해 배지에서 탄저병에 대한 항균A1022 A1023 X media B media ISP2

활성이 높았다 표( 8).

Table 8. Effect of different medium on antifungal activity of strain A1022 and A1023

(mm)

Medium A1022 A1023

ISP. 2 22 20

X 17 16

B 19 17

결론③

배지에는 와 와 같은 기본적인 탄소원과 질소원 외에ISP2 glucose yeast extract complex

인 함유되어 있는데 이는 고가의 배지로 공업화에 적합하지 않아 이를media malt extract , ,

대체할 수 있는 배지 성분을 검토 하였다 또 는 당분 외에 펩톤이나 여러 가. , malt extract

지 세균 효모균 사상균에 대한 발육인자 물질을 함유하고 있어 탄소원 질소원 무기염류와, , , ,

쪽으로의 검토가 요구되었다complex media .
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탄소원 질소원 검토(2) ,

탄소원과 질소원 검토의 기본배지로는 배지 성분 중 가 빠진ISP2 malt extract 1.5%

를 기본배지로 하였고 배지는 매 실험마다glucose, 0.4% yeast extract , ISP2 positive

로 사용하였다control .

재료 및 방법①

실험에 사용한 탄소원은 Dextrin, Fructose, Glycerol, Lactose, Soluble starch, Sucrose

등과 중 도 탄소원으로 추가하여 실험하였고 질소complex media Barley flour, Soya flour ,

원은 (NH4)SO4, Ca(NO3)2·4H2 등과O, Gelatin, Glutamic acid, Peptone, Urea complex

중 도 질소원으로 추가하여 실험하였다media Corn steep liquor, whey .

기본 배지 에 탄소원과 질소원을 가각 첨가(1.5% glucose, 0.4% yeast extract) 1%(w/v)

하고 종배양액을 접종하여 에서 일간 진탕배양한 후 탄저병에 대한, 2%(v/v) 30 , 150rpm 6℃

항균활성을 확인하여 이용율이 높은 탄소원과 질소원을 각각 선발하였다.

탄소원 검토 결과②

대신 사용한Malt extract Dextrin, Fructose, Glycerol, Lactose, Soluble starch,

등과 와 같은 탄소원을 사용한 시험구에서는 탄저병에 대한 활성이 약Sucrose barley flour

하게 나타났으나 을 사용한 시험구에서는 균주 모두 과, Soya flour A1022, A1023 control

유사한 활성이 나타나는 것으로 확인되었다 표( 9).

Table 9. Effect of carbon sources on the production of the antifungal metabolite by

A1022 and A1023

(mm)

Medium A1022 A1023

Dextrin 13 12

Fructose 14 14

Glycerol 11 12

Lactose 19 16

Soluble starch 13 14

Sucrose 12 10

Barley 15 16

Soya flour 21 19

Control 22 21
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질소원 검토 결과③

탄소원과 유사한 양상을 보였다 대신 사용한. malt extract (NH4)SO4, Ca(NO3)2·4H2O,

등과 같은 질소원에서는 활성Corn steep liquor, Gelatin, Glutamic acid, Peptone, Urea

이 약하게 나타났으나 를 사용한 시험구에서는 균주 모두 과, whey A1022, A1023 control

유사한 활성을 나타냈다 표( 10).

에도 질소원 외에 여러 가지 인자들이 들어있어 배양중 항균활성 물질Corn steep liquor

생산에 도움이 될 것으로 예상했으나 예상과 달리 항균활성이 낮았다 이는, . Corn steep

로 인해 초기 가 낮아지면서 균의 생육에 영향을 미쳐 활성물질 생산에 영향을 줘liquor pH

최종 항균활성이 낮게 나온 것으로 판단되었다 이는 물리적조건 검토항목의 초기 최적. pH

화 결과와 일치하는 결과이다.

Table 10. Effect of nitrogen sources on the production of the antifungal metabolite by

A1022 and A1023

(mm)

Medium A1022 A1023

(NH4)SO4 12 11

Ca(NO3)2·4H2O 12 13

Corn steep liquor 11 12

Gelatin 13 12

Glutamic acid 13 12

Peptone 14 15

Urea 17 15

whey 17 22

Control 21 21

결론④

탄소원과 질소원 검토결과 를 대체할 배지 성분으로 균주는, malt extract A1022 Soya

을 균주는 를 이용할 수 있을 것으로 확인되었다 그러므로 균주flour A1023 whey . , A1022

는 로 배지성분을 확정하고1.0% Soya flour, 0.4% yeast extract, 1.5% glucose , A1023

균주는 로 배지성분을 확정한 후 이후의 배1.0% whey, 0.4% yeast extract, 1.5% glucose

양 조건을 검토하였다.
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통계적 방법에 의한 배지최적화(3)

배지 조건의 최적화를 위하여 항에서 각 균주별로 확정된 배지성분의 비율을 조정하여

의 통계적 방법을 연속적으로 적용하여 최종 배지성분의 최적화fractional factorial design

를 검토하였다 통계적 방법에 의한 배지 최적화에는 탄저병과 벼도열병에 대한 항균활성을.

확인하였다.

배지조성은 을 기준으로 선발배지 조성을 기준으로 증량0(control) +run( control 50% ),

선발배지 조성을 기준으로 감소 으로 설정하여 연속적으로 실행하였다 표-run( control -50% ) (

11).

Table 11. Fractional factorial design

Run
Soya flour

(Whey)
Yeast ext. Glucose

1 -1a 1 1

2 1a -1 -1

3 -1 -1 -1

4 1 1 1

5 -1 -1 1

6 -1 1 -1

7 1 -1 1

8 1 1 -1

9 0a 0 0

a +1. high level; -1. low level; 0. center point

균주의 통계적 방법에 의한 배지최적화 방법A1022①

Table 12. Levels of the variables tested in the fraction factorial design 1 - A1022

Variables (g/L) +1
a

-1
a

0
a

Soya flour 15 5 10

yeast ext. 6 2 4

glucose 22.5 7.5 15

a +1. high level; -1. low level; 0. center point
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Table 13. Levels of the variables tested in the fraction factorial design 2 - A1022

Variables (g/L) +1a -1a 0a

Soya flour 7.5 2.5 5

yeast ext. 3 1 2

glucose 33.75 11.25 22.5

a
+1. high level; -1. low level; 0. center point

균주 결과A1022②

균주는 배지성분 중 탄소원인 에 대한 요구도가 매우 높았고A1022 glucose , soya flour

과 에 대한 요구도는 낮았다 차 실험결과yeast extract . 1 0.5% soya flour, 0.2%, yeast

로 배지성분을 최적화하였다 표extract, 2.25% glucose ( 14).

차 결과를 바탕으로 차 한 결과 번 시험구와 같이1 2 fractional factorial design , 4 0.75%

로 모든 배지 성분 양이 증가하는 쪽으로Soya flour, 0.3% yeast extract, 3.375% glucose

최적화되었다 이는 의 비율이 늘어나면서 에 대한 요구도. glucose soya flour, yeast extract

도 동반 증가한 것으로 보이며 이 경우 차 결과가 균주의, 1 fraction factorial design A1022

최적 배지 조성으로 판단된다 표( 15).

Table 14. Fraction factorial design and results - strain A1022

Run Soya flour Yeast ext. Glucose

Antifungal activity (mm)

Anthracnose
Rice blast

disease

1 -1 1 1 15 35

2 1 -1 -1 15 33

3 -1 -1 -1 13 27

4 1 1 1 22 30

5 -1 -1 1 23 33

6 -1 1 -1 19 30

7 1 -1 1 - -

8 1 1 -1 17 25

9 0 0 0 22 34
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Table 15. Fraction factorial design and results - strain A1022

Run Soya flour Yeast ext. Glucose

Antifungal activity (mm)

Anthracnose
Rice blast

disease

1 -1 1 1 19 36

2 1 -1 -1 15 32

3 -1 -1 -1 17 27

4 1 1 1 25 36

5 -1 -1 1 20 31

6 -1 1 -1 19 29

7 1 -1 1 15 25

8 1 1 -1 17 25

9 0 0 0 23 33

균주의 통계적 방법에 의한 배지최적화 방법A1023③

Table 16. Levels of the variables tested in the fraction factorial design 1 - A1023

Variables (g/L) +1a -1a 0a

Whey 15 5 10

yeast ext. 6 2 4

glucose 22.5 7.5 15

a +1. high level; -1. low level; 0. center point

Table 17. Levels of the variables tested in the fraction factorial design 2 - A1023

Variables (g/L) +1a -1a 0a

Whey 7.5 2.5 5

yeast ext. 9 3 6

glucose 33.75 11.25 22.5

a +1. high level; -1. low level; 0. center point
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균주 결과A1023④

균주는 배지성분 중 질소원인 와 탄소원인 에 대한 요구도가A1023 yeast extract glucose

높은 것으로 확인되었다 특히 번 시험구와 같이 의 량은 줄이고 와. , 1 whey yeast extract

의 양을 높여 로 배지 성분을 결glucose 0.5% whey, 0.6% yeast extract, 2.25% glucose

정하였다 표( 18).

위의 결과를 기준으로 차 한 결과 번 시험구 에서2 fractional factorial design , 9 (control)

가장 높은 활성을 보였다 이는 차 결과와 같은 결과로. 1 fractional factorial design A1023

균주의 배지 조성은 로 최종 확정하였다0.5% whey, 0.6% yeast extract, 2.25% glucose

표( 19).

Table 18. Fractorial factorial design and results - strain A1023

Run Whey Yeast ext. Glucose

Antifungal activity (mm)

Anthracnose
Rice blast

disease

1 -1 1 1 23 40

2 1 -1 -1 14 25

3 -1 -1 -1 13 37

4 1 1 1 22 18

5 -1 -1 1 21 40

6 -1 1 -1 12 25

7 1 -1 1 21 40

8 1 1 -1 12 -

9 0 0 0 22 35
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Table 19. Fractorial factorial design and results - strain A1023

Run Whey Yeast ext. Glucose

Antifungal activity (mm)

Anthracnose
Rice blast

disease

1 -1 1 1 20 32

2 1 -1 -1 19 24

3 -1 -1 -1 21 37

4 1 1 1 12 18

5 -1 -1 1 18 40

6 -1 1 -1 12 25

7 1 -1 1 21 40

8 1 1 -1 17 31

9 0 0 0 23 40

결 론⑤

본 연구의 제 세부 물질 분리 정제 결과에서 균주 배양액을 균체와 배양상등액으2 · A1022

로 분리하여 항균활성 검정한 결과 균체에서 활성이 나타나는 것으로 확인되었다, .

이 결과를 바탕으로 이상의 최종 결과를 재검토한 결과 배지성분을, 0.5% Soya flour,

로 배양하였을 경우에는 균체에서만 활성이 나타난 반0.2%, yeast extract, 2.25% glucose

면 로 배양한 경우에는 균체와, 0.75% Soya flour, 0.3% yeast extract, 3.375% glucose

배양상등액 양쪽에서 활성이 나타났다.

이는 향후 제제화시 제형에 따라 배지조성을 달리하여 배양한 후 제제화할 수 있는 유리한

점으로 판단되었다 즉 제형을 분상으로 제제화 할 경우엔. , 0.5% Soya flour, 0.2%, yeast

배지를 이용하여 배양하고 제형을 액상으로 제제화 할 경우엔extract, 2.25% glucose ,

로 배양하여 제제화 하는 것이 후0.75% Soya flour, 0.3% yeast extract, 3.375% glucose

공정에 유리할 것으로 판단된다.

무기염류 검토(4)

재료 및 방법①

무기염류 CaCO3, CaCl2, KCl, K2HPO4, MgSO4·7H2O, MnCl2, NaCl, CuSO4, ZnSO4 등을

최적화된 배지에 씩 각각 첨가한 후 종배양액을 접종하여 에0.025% 2%(v/v) 30 , 150rpm℃

서 일간 진탕배양한 후 포자수 에 영향을 주는 무기염류를 검토하였다6 (spore cell) .
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결 과②

와 균주 모두 기본배지에 가 첨가 되므로 어느 정도의 무기A1022 A1023 complex media

염류가 보충될 것으로 판단되었나 검토 결과 균주는, , A1022 CaCO3와 MgSO4·7H2 가 첨가O

되었을 때 A1023 CaCO3와 CuSO4가 첨가되었을 때 배양 중 의 유도와 활성이 안정적spore

인 것으로 확인되었다 표( 20).

Table 20. Effect of mineral sources on the production of the antifungal metabolite and

spore by A1022 and A1023

Medium

A1022 A1023

spore density

(cfu/mL)

activity

(mm)

spore density

(cfu/mL)

activity

(mm)

CaCO3 1.2E+7 23 2.3E+7 21

CaCl2 3.7E+6 20 4.6E+6 20

KCl 5.8E+5 21 4.8E+6 19

K2HPO4 3.3E+6 20 4.4E+6 19

MgSO4·7H2O 2.1E+7 21 2.2E+6 19

MnCl2, 7.3E+5 22 8.9E+5 21

NaCl 5.2E+6 20 3.2E+6 20

CuSO4 5.0E+6 20 2.2E+7 22

ZnSO4 4.1E+6 19 3.0E+6 20

Control 4.5E+6 23 5.2E+6 22

수준에서 물리적 조건 검토(5) Flask

위에서 최적화된 배지를 이용하여 초기 배양온도 배양기간 등을 검토하였다pH , , .

가 초기 검토( ) pH

재료 및 방법①

초기 가 미치는 영향을 검토하기 위하여 나 항에서 선발된 배지의 를pH . 1) pH 0.1N HCl,

를 이용하여 로 각각 조정하여 멸균하고 종배양액을 접종한 후NaOH , 5, 7, 9 , 2%(v/v)

에서 일간 진탕배양한 후 탄저병에 대한 항균성의 차이를 확인하였다30 , 150rpm 6 .℃

결 과②

와 균주 모두 초기 가 산성인 경우에는 탄저병에 대한 항균활성이 낮은A1022 A1023 pH
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반면 중성과 알카리성에서는 활성이 높았고 특히 중성에서 활성이 가장 높은 것으로 확인, ,

되어 균주 배양시 초기 는 로 확정하였다 그림A1022 pH 6.5 ( 7).

배지 멸균 후의 가 정도이므로 조정 없이 바로 접종 가능할 것으로 판단된다pH 6.5 pH .

또 초기 가 산성일 경우 초기 균사 생장을 억제하여 활성물질의 생성에 좋지 않은 영향, pH ,

을 주는 것으로 나타나는데 이는 질소원 중 를 사용한 경우와 유사한 결, Corn steep liquor

과를 보였다.
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Fig 7. Effect of initial pH on the production of the antifungal metabolite by A1022 and

A1023

나 배양온도( )

재료 및 방법①

배양온도에 따른 항균활성의 차이를 검토하기위하여 나 항에서 선발된 배지에 종배양. 1)

액 접종한 후 에서 으로 일간 각각 배양한 후 탄저병에 대한2%(v/v) 25, 30, 35 150rpm 6℃

항균활성의 차이를 확인하였다.

결 과②

와 균주 모두 에서 사이에서 균 성장은 하나 에서 적당한A1022 A1023 25 35 , 30℃ ℃ ℃

균사 생육과 탄저병에 대한 활성물질 생성이 가장 효과적인 것으로 확인되었다 그림( 8). 2

에서는 균사의 생육속도가 다소 느려졌고 에서는 균사의 생육만 빠른 속도로 나타5 , 35℃ ℃

났다.
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Fig 8. Effect of temperature on the production of the antifungal metabolite by A1022

and A1023

다 배양기간( )

재료 및 방법①

배양기간에 따른 각 균주의 항균활성의 차이를 확인하기 위하여 나 항에서 선발된 배. 1)

지에 종배양액 접종한 후 배양 시간부터 시간까지 시간 간격으로 시료를2%(v/v) 72 216 24

취하여 탄저병 및 벼도열병에 대한 항균활성을 검정하여 적정 배양기간을 확인하였다.

결 과②

탄저병은 시간부터 활성이 나타나 시간 정도에 최대 활성을 보이며 안정화되었고72 120 ,

벼도열병은 시간부터 활성이 나타나 시간째 최대 활성을 보이며 안정화되었다 즉 탄96 144 . ,

저병에 대한 활성물질은 배양 전반부에 도열병에 대한 활성물질은 탄저병에 비해 약 시간24

후에 시간차를 두고 생산되는 것으로 확인되어 수준에서의 적정 배양기간은 배양, Flask

시간 정도에서 가지 식물병원균에 대하여 활성이 가장 높은 것으로 나타나 이 시점을120 2

로 결정하였다 그림end point ( 9, 10).

향후 까지 할 경우 는 시간 정도 앞당겨져 총 배양기간은500L scale up , end point 24-48

일 일 정도가 될 것으로 예측된다3 -4 .
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Fig 9. Culture profile of the strain A1022 and A1023 on the selected medium based

on time course

a. b.

Fig 10. Light microscope observation of Streptomyces sp. A1023 mycelium at

48h(a,1,000) and 148hr(b,1,000)

결 론③

수준에서 배지조성 및 물리적 조건을 검토한 결과 및 모두 항균활성flask , A1022 A1023

이 우수한 것으로 나타났으나 배양 공정 과 제제화 공정을 고려할 때 균주, scale up A1022

가 더 유리할 것으로 판단되어 이후의 실험은 균주를 대상으로 포자수 확보 탄저병A1022 , ,

벼도열병에 대한 활성을 기준으로 최적화 하였다.
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수준에서 물리적 조건 검토(6) Jar fermenter

가 조건 검토( ) aeration

재료 및 방법①

에 로 조정하고 종배양액을 접종한 후5L jar fermenter working volume 3L , 2%(v/v)

조건을 으로 각각 조정하여 배양하면서 항균활성 및 포자수에 미치는aeration 0.1~1.0vvm

영향을 검토하였다.

검토 결과aeration②

균주는 호기성 세균으로 산소양이 높아질수록 포자수 확보 탄저병 벼도열병에 대A1022 , ,

한 활성이 높아지는 것으로 나타났으나 배양 초기부터 시간 사이에는 이 발생되어, 60 foam

산소량 조건으로 배양하고 배양 시간 이후에는 수준까지 산소량을 높이0.5vvm , 60 0,7vvm

는 것이 항균활성 및 포자수 확보에 적합한 것으로 확인되었다 표( 21).

Table 21. Effect of aeration on the production of the antifungal metabolite and spore

by A1022

Aeration

(vvm)

spore density

(cfu/mL)

activity (mm)

Anthracnose Rice blast disease

0.1 2.9E+7 23 36

0.2 3.5E+7 23 35

0.4 4.4E+7 23 36

0.8 5.6E+7 23 36

1.0 6.1E+7 24 37

나 조건( ) agitation

재료 및 방법①

에 로 조정하고 종배양액 접종한 후5L jar fermenter working volume 3L , 2%(v/v)

조건을 으로 각각 조정하여 배양하면서 항균활성 및 포자수에 미치는agitation 200~400rpm

영향을 검토하였다.

검토 결과agitation②

호기성 세균인 는 계수가 높아질수록 포자수 확보 탄저병 벼도열병에 대A1022 agitation , ,

한 활성이 높아지는 것으로 나타나 결과와 일치한다 배양 초기부터 시간 사이에aeration . 60

는 이 발생되어 계수를 으로 배양하고 배양 시간 이후에는foam agitation 300rpm , 60
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수준까지 높이는 것이 항균활성 및 포자수 확보에 적합한 것으로 확인되었다 표400rpm (

22).

Table 22. Effect of agitation on the production of the antifungal metabolite and spore

by A1022

spore density

(cfu/mL)

activity (mm)

Anthracnose Rice blast disease

200 4.0E+7 23 35

300 5.1E+7 24 36

400 5.8E+7 24 37

다 종배양액 접종농도 조건( )

검토 방법①

에 로 조정하고 종배양액을 접종한5L jar fermenter working volume 3L , 1%~10%(v/v)

후 각각 배양하면서 항균활성 및 포자수에 미치는 영향을 검토하였다.

결 과②

접종농도 까지는 종배양액의 접종농도가 증가할수록 배양일수가 줄어드는 반면 접종농4% ,

도가 이상이 되면 배양일수도 더 이상 줄어들지 않을 뿐만 아니라 배양 중8% , vegetative

의 관찰이 증가되는 것이 확인되었다 이는 종배양액의 접종농도가 높아질수록 한정된cell .

배지 성분에서 균들의 생육경쟁에 의한 결과로 판단된다 표( 23).

따라서 종배양액의 접종농도는 이내가 적정한 것으로 나타나 이후 실험에서는 접종농5% ,

도를 를 기준하였다4% .

Table 23. Effect of inoculum size on the spore density and culture period

Inoculum size (%) spore density(cfu/mL) culture period (hrs)

1 2.6E+7 115

2 4.0E+7 110

4 7.2E+7 105

8 5.4E+7 107

10 4.1E+7 109
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시생산(7)

가( ) Jar fermenter

재료 및 방법①

종배양액 되게 접종Working volume 3L, agitation 300rpm, aeration 0.5 vvm, 4%(v/v)

한 후 시간 배양하면서 활성물질과 포자수 용존산소량 의 변화를 검토하여120 , pH, (DO) 5L

규모에서의 배양 을 확보하였다profile .

결 과②

는 초기 에서 시작하여 초기에 다소 떨어지다가 시간 이후 급격히 상승하여pH 6.2±0.2 60

에서 이상으로 상승하였고 용존산소는 초기에는 정도의 산소포화도를 보end point 7.5 , 95%

이다가 시간 이후 이하로 감소하여 을 을 수준50 50% agitiation 400rpm, aeration 0.7vvm

으로 증가시켜 용존산소량을 수준 이상으로 유지시켰다 전체배양기간은 배양에50% . flask

서보다 시간 앞당겨져 시간째 배양이 종결되었으며 포자수와 항균활성도 다소 상승하11 109 ,

는 것으로 나타났다 표 그림( 24, 11).
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Table 24. Culture conditions of the strain A1022 on 5L jar fermenter

Conditions

Culture Vol.(L) 3.0 / 5.0

Inoculum size (%) 4

Culture period (hrs) 109

Agitation (rpm) 300(0-60hr) 400(60hr-end point)→

Aeration (vvm) 0.5(0-60hr) 0.7(60hr-end point)→

Culture temp. ( )℃ 30 ± 1℃

Initial pH 6.2 ± 0.2

Media composition

0.75% soya flour, 0.3% yeast extrac,

3.375% glucose

0.025% CaCO3, 0.025% MgSO4·7H2O

5L fermenter
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Fig 11. Culture profile of the strain A1022 on the selected conditions based on time

course (5L)
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나 발효( ) 50L

재료 및 방법①

종배양액 되게 접종Working volume 30L, agitation 200rpm, aeration 0.5 vvm, 4%(v/v)

한 후 시간 배양하면서 활성물질과 포자수의 변화를 검토하여 규모에서의 배양120 50L

을 확보하였다profile .

결 과②

는 초기 에서 시작하여 초기에 다소 떨어지다가 시간 이후 급격히 상승하여pH 6.2±0.2 40

에서 이상으로 상승하였고 용존산소는 초기에는 정도의 산소포화도를 보end point 7.5 , 95%

이다가 시간 이후 이하로 감소하여 을 을 수준36 50% agitiation 300rpm, aeration 0.7vvm

으로 증가시켜 용존산소량을 수준 이상으로 유지시켰다 전체배양기간은50% . jar fermenter

에 비해 시간 정도 앞당겨져 시간째 배양이 종결되었으며 이 때 항균활성과 의13 96 , spore

회수율도 가장 안정적인 것으로 나타났다.

배양을 의 종배양액으로 사용 시에는 둥 를 정도로 정한 후 이를50L 500L point 72 500L

의 종배양액으로 사용하는 것이 적합하였다 이는 완전 성숙된 를 로 사용하는 것. spore seed

에 비해 균사의 생장이 활발하여 성장을 멈추기 직전이 적정 시기로 판단되었다 표 그림( 25,

12).

Table 25. Culture conditions of the strain A1022 on 50L fermenter

Conditions

Culture Vol.(L) 30 / 50

Inoculum size (%) 4

Culture period (hrs) 96

Agitation (rpm) 200(0-44hr) 300(44hr-end point)→

Aeration (vvm) 0.5(0-44hr) 0.7(44hr-end point)→

Culture temp. ( )℃ 30 ± 1℃

Initial pH 6.2 ± 0.2

Media composition

0.75% soya flour, 0.3% yeast extrac,

3.375% glucose

0.025% CaCO3, 0.025% MgSO4·7H2O
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50L fermenter
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Fig 12. Culture profile of the strain A1022 on the selected conditions based on time

course (50L)

다 발효( ) 500L

재료 및 방법①

종배양액 되게 접Working volume 300L, agitation 150rpm, aeration 0.3 vvm, 4%(v/v)

종한 후 시간 배양하면서 활성물질과 포자수의 변화를 검토하여 규모에서의 배양120 50L

을 확보하였다profile .

결 과②

는 초기 에서 시작하여 초기에 다소 떨어지다가 시간 이후 급격히 상승하여pH 6.2±0.2 24

에서 이상으로 상승하였고 용존산소는 초기에는 정도의 산소포화도를 보end point 7.5 , 95%

이다가 시간 이후 이하로 감소하여 을 을 수준30 50% agitiation 200rpm, aeration 0.5vvm

으로 증가시켜 용존산소량을 수준 이상으로 유지시켰다 전체배양기간은50% . 50L

에 비해 시간 정도 앞당겨져 시간째 배양이 종결되었으며 이 때 항균활성과fermenter 14 82 ,

의 회수율도 가장 안정적인 것으로 나타났다 표 그림spore ( 26, 13).
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Table 26. Culture conditions of the strain A1022 on 500L fermenter

Conditions

Culture Vol.(L) 300 / 500

Inoculum size (%) 4

Culture period (hrs) 82

Agitation (rpm) 150(0-31hr) 200(31hr-end point)→

Aeration (vvm) 0.3(0-31hr) 0.5(31hr-end point)→

Culture temp. ( )℃ 30 ± 1℃

Initial pH 6.2 ± 0.2

Media composition

0.75% soya flour, 0.3% yeast extract,

3.375% glucose

0.025% CaCO3, 0.025% MgSO4·7H2O

500L fermenter
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Fig 13. Culture profile of the strain A1022 on the selected conditions based on time

course (50L)
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Fig 14. 50L, 500L fermenter

라 시생산 결론( )

균주를 순차적으로 시생산 결과 전체적으로는 균주는 호기성 세균A1022 5L, 50L, 500L ,

으로 배양 초기 균사성장 등 차 성장을 하다가 배양 중반 이후 산소요구량이 급격히 늘어1

나면서 탄저병 및 벼도열병에 대한 활성물질을 생성하는 것으로 확인되었다 표( 27).

또 벼도열병에 대한 활성물질은 탄저병에 대한 활성물질에 비해 약 시간 먼저 생성이, 20

되는데 이 요인은 공업화 상품화 시 매우 유리한 조건으로 필요에 따라 배양기간을 달리하,

여 배양하면 매우 효율적 요인으로 판단된다.
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표 발효공정 표준 지침27.

Flask

(1st seed)

jar

fermenter

50L

(2nd seed)

500L

(Main culture)

Culture Vol.(L) 0.25/1 3/5 30/50 300/500

Inoculum size (%) 4 4 4 4

Culture period (hrs) 120 109 96 82

Agitation (rpm) 150 300 400→ 200 300→ 150 200→

Aeration (vvm) 0.5 0.7→ 0.5 0.7→ 0.3 0.5→

Culture temp. ( )℃ 29 ± 1℃ 29 ± 1℃ 29 ± 1℃ 29 ± 1℃

Initial pH 6.1 ± 0.2 6.1 ± 0.2 6.1 ± 0.2 6.1 ± 0.2

Media composition
0.75% soya flour, 0.3% yeast extract, 3.375% glucose

0.025% CaCO3, 0.025% MgSO4·7H2O

Activity

anthracnose(mm)
23 25 25 26

Activity

rice blast disease(mm)
37 39 40 40

Spore density

(cfu/mL)
5.1E+6 2.2E+7 5.6E+7 6.1E+7
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4. Streptomyces 의 제형화 소재 개발 및 제제화 공정 확립sp. A1022

가. Streptomyces 배양액을 이용한 제형화 소재 개발sp. A1022

Streptomyces 의 제제화 소재개발 및 공정 검토는 농촌진흥청 고시 제sp. A1022

호에 준하여 수화제 및 액상수화제의 검토항목을 기준으로 시험하였으며2010-3 ,

Streptomyces 의 항균활성 및 포자수의 경시변화 등을 기준으로 적정부제 및 보sp. A1022

조제를 선발하고 최종 제제화 공정을 확립함, .

배양액의 물리적 안정성 검토(1)

물리적 안정성 검토는 가 열안정성 물리적 안정성 등을 검토함) , 2) .

가 열 안정성( )

본 시험의 목적은 Streptomyces 의 활성물질과 포자의 제제화 과정에서 발생sp. A1022

되는 열 저온과 고온 에 대한 안정성과 제제화 후 경시보존성 확보를 목표로 함 열 안정성( ) .

확보는 장비 사용 가능성 여부 및 공정 진행의 중요 판단 요건임.

재료 및 방법①

Streptomyces 배양액을 멸균증류수로 희석하여 포자수를 로sp. A1022 1.0E+7cfu/mL

일정하게 맞춘 후 각각 열처리함.

냉동 냉장 상온, , (28 )℃ 은 각 온도에서 시료를 보존하면서 Streptomyces 의 활sp. A1022

성 및 포자수에 대한 경시를 관찰하였고, 조건60 , 90℃ ℃ 은 각 온도에서 분간 각각 열처30

리한 후 상온 에 보존하면서(28 )℃ Streptomyces 의 활성 및 포자수에 대한 경시sp. A1022

관찰 하였음. 조건은121℃ 배양액을 한 후 상온 에 보존하면서 활성 및 포autoclave (28 )℃

자수에 대한 안정성 및 보존성을 경시관찰 함.

활성검정은 고추탄저병과 벼도열병을 대상으로 약 일간240 (2010. 5. 11. 2011. 1. 6.)∼

관찰하였고 고추열매를 이용한 생물검정은 중간에 한 번씩 실시하였음, .

결과②

냉동조건은 일부터 최종 일까지0 240 Streptomyces 의 활성물질과 포자의 안정sp. A1022

성 및 보존성이 매우 안정적임.

냉장과 상온 조건에서는 Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및 보존성sp. A1022

이 날짜가 경과함에 따라 일정하게 감소하는 것으로 나타남.

열처리구는60℃ Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및 보존성은 냉동sp. A1022

보존에 비해서는 떨어지는 것으로 확인되나 냉장과 상온에 비해 안정적인 것으로 나타남, .

와 열처리 시험구는90 121℃ ℃ Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및sp. A1022

보존성을 감소시키는 것으로 나타남 표( 28, 29, 30).
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표 열처리 배양액의 고추탄저병에 대한 항균활성 경시28.

단위( : mm)

경과일수 냉동 냉장 상온 열처리60℃ 열처리90℃ autoclave

0 22.5 22.0 22.5 22.0 18.5 12.0

10 22.5 21.7 19.5 21.0 17.0 11.0

30 22.0 21.0 18.2 20.5 16.7 10.0

60 21.7 20.5 16.6 21.0 17.2

90 21.5 19.2 15.2 20.7 15.4

120 21.0 18.5 14.3 20.4 14.2

150 20.7 17.0 13.0 20.0 13.1

200 21.0 16.1 12.2 19.5 12.0

240 20.6 15.0 12.5 19.6 12.5

표 열처리 배양액의 벼도열병에 대한 항균활성 경시29.

단위( : mm)

경과일수 냉동 냉장 상온 열처리60℃ 열처리90℃ autoclave

0 41.0 41.0 41.0 39.0 37.0 14.5

10 41.0 40.5 40.2 39.0 36.1 11.0

30 41.0 40.5 40.5 39.0 35.6 10.0

60 41.0 39.5 39.2 39.0 35.2

90 41.0 37.2 37.7 38.0 34.6

120 39.6 35.1 35.1 38.5 34.1

150 40.2 34.7 33.8 38.7 33.2

200 41.0 32.2 32.2 38.6 33.0

240 41.2 32.1 31.3 38.5 32.5
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표 열처리 배양액의 포자수 경시30.

단위( : cfu/mL)

경과일수 냉동 냉장 상온 열처리60℃ 열처리90℃ autoclave

0 1.0E+7 1.0E+7 1.2E+7 9.8E+6 9.2E+5 -

10 9.7E+6 9.5E+6 9.8E+6 9.6E+6 9.2E+5

30 1.0E+7 1.0E+7 1.0E+7 9.7E+6 9.0E+5

60 6.5E+6 9.6E+6 6.4E+6 9.8E+6 8.0E+5

90 5.8E+6 8.9E+6 3.2E+6 8.5E+6 4.5E+5

120 5.2E+6 7.5E+6 9.2E+5 7.6E+6 2.6E+5

150 4.1E+6 5.7E+6 5.7E+5 6.2E+6 9.2E+4

200 3.4E+6 3.8E+6 3.7E+5 6.1E+6 6.7E+4

240 1.5E+6 2.6E+6 5.4E+5 5.6E+6 5.6E+4

나 물리적 안정성( )

본 시험의 목적은 Streptomyces 제제화 과정 중 공정상에서 발생되는 물리적sp. A1022

마찰력 그 때 발생되는 열에 대한 안정성 확보 제제화 후 사용상의 편리성 확보를 목표로, ,

함 즉. , Streptomyces 를 수화제로 제제화시 배양액 중 균체는 살포시 노즐 막힘sp. A1022

의 원인이 될 수 있으므로 분쇄공정을 추가하여 균체를 분쇄하여야 함.

재료 및 방법①

Streptomyces 배양액을 실험실용 분쇄기로sp. A1022 (Waring, Model No. 51BL30)

분간 연속 분쇄한 후22,000rpm, 3 Streptomyces 활성물질과 포자수의 안정성sp. A1022

및 보존성을 경시관찰 함.

활성검정은 고추탄저병과 벼도열병을 대상으로 약 일간240 (2010. 5. 11. 2011. 1. 6.)∼

관찰하였고 고추열매를 이용한 생물검정은 중간에 한 번씩 실시하였음, .

결과②

배양액 분쇄 전에는 균체의 입도가 에서 통과하는 반면 분쇄 후에는50mesh(300 ) 98% ,㎛

에서 통과하는 것으로 확인됨 그림200mesh(75 ) 98% .( 15).㎛

Streptomyces 배양액을 분쇄한 시험구의 활성물질과 포자의 안정성 및 보존sp. A1022

성은 분쇄하지 않은 무처리구와 유사한 수준인 것으로 확인되어 분쇄에 대한 물리적 힘과

이때 발생되는 열에 대한 안정성 확보됨 그림( 16).
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그림 15. Streptomyces 배양액 분쇄 전 후 입도 비교sp. A1022 ·

분쇄전 배양액 분쇄후 배양액A. , B.
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그림 고추탄저병 벼도열병 및 포자수의 분쇄시험구와 무처리구의 안정성비교16. ,
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제형화 소재 개발(2)

본 시험의 목적은 Streptomyces 제제화의 용이성 확보와 제제화 후 시제품의sp. A1022

활성물질과 포자의 안정성 및 보존성에 기여하고 포장에서 시제품 살포시 보조적 역할을 할,

수 있는 보조제 및 증량제 선발을 목표로 함.

가 아미노산 나 계면활성제 다 증량제 물성 확인 라 증량제 선발 등을 검토함) , ) , ) , ) .

가 아미노산( )

재료 및 방법①

Streptomyces 배양액에sp. A1022 Tryptophan, Tyrosine, Histidine, Arginine,

등 가지의 아미노산을 씩 각각 처리한 후Proline, Valine, Leucine, Methionine 8 5%(w/v)

아미노산의 처리가 Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및 보존성에 미치sp. A1022

는 영향을 경시관찰 함 활성검정은 고추탄저병과 벼도열병을 대상으로 약 일간. 210 (2010.

관찰하였고 고추열매를 이용한 생물검정도 실시하였음6. 8. 2011. 1. 3.) , .∼

결과②

고추탄저병에 대한 활성은 tryptophan, histidine, valine, leucine 등의 아미노산 처리구가

무처리구에 비해 높은 것으로 나타남 표( 31). 벼도열병에 대한 활성은 tryptophan,

tyrosine, proline, valine, leucine 등의 아미노산 처리구가 무처리구에 비해 높은 것으로 나

타남 표( 32). 포자보존성은 tyrosine, leucine 등의 처리구가 무처리구에 비해 높은 것으

로 나타남 표 과 처리구는 활성물질과 포자의 안정성 및 보존( 33). Arginine methionine

성이 모두 좋지 않은 것으로 확인됨.

표 아미노산 처리 배양액의 고추탄저병에 대한 항균활성 경시31.

단위( : mm)

경과
일수

L-Try L-Tyr L-His L-Arg L-Pro L-Val L-Leu L-Met 무처리

0 21.5 22.0 21.9 21.7 22.1 22.0 21.6 21.8 22.1

30 20.1 21.3 20.3 20.5 20.9 20.7 20.0 20.1 20.5

60 18.2 18.3 19.0 18.3 16.0 16.3 16.3 16.7 17.3

90 18.4 19.7 19.3 16.3 18.0 18.0 18.0 17.7 17.3

120 18.0 18.7 19.3 18.7 19.0 18.7 19.0 17.7 17.7

150 17.0 18.0 17.7 17.3 16.7 17.0 16.7 15.3 16.7

180 16.3 17.0 15.7 14.3 16.7 17.0 16.7 15.0 17.3

210 15.8 14.0 16.0 14.7 14.0 16.3 17.3 12.3 16.3
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표 아미노산 처리 배양액의 벼도열병에 대한 항균활성 경시32.

단위( : mm)

경과
일수 L-Try L-Tyr L-His L-Arg L-Pro L-Val L-Leu L-Met 무처리

0 41.0 40.7 40.2 40.3 40.8 40.6 40.2 40.3 41.0

30 40.2 39.7 39.3 39.5 39.3 40.8 40.7 40.9 40.1

60 41.5 39.5 39.5 28.0 40.1 40.0 40.5 39.0 39.2

90 39.1 39.0 38.5 27.0 40.2 40.0 40.0 38.0 38.0

120 39.7 39.3 37.3 21.3 40.3 40.3 40.0 35.3 36.8

150 38.7 38.7 33.3 21.0 40.0 40.0 39.3 32.3 35.5

180 37.1 39.0 31.0 22.0 38.5 38.5 38.5 26.5 33.5

210 35.0 38.2 23.5 19.2 37.1 36.4 37.1 20.2 32.7

표 아미노산 처리 배양액의 포자수 경시33.

단위( : cfu/mL)

경과
일수 L-Try L-Tyr L-His L-Arg L-Pro L-Val L-Leu L-Met 무처리

0 1.7E+7 1.9E+7 1.5E+7 1.3E+7 1.9E+7 1.2E+7 1.0E+7 1.6E+7 1.5E+7

30 1.1E+7 1.3E+6 9.8E+6 9.6E+6 8.2E+6 9.6E+6 1.8E+7 8.9E+6 1.0E+7

60 9.4E+6 4.3E+5 1.0E+6 6.7E+5 6.9E+5 3.9E+6 9.2E+6 1.9E+6 8.8E+6

90 8.2E+6 6.1E+3 4.3E+5 2.9E+5 1.8E+4 6.7E+5 8.5E+6 8.0E+5 4.2E+6

120 7.3E+6 7.5E+2 3.6E+5 8.8E+4 3.7E+2 2.7E+5 7.3E+6 2.3E+5 1.7E+6

150 6.1E+6 - 1.0E+5 3.6E+4 - 8.4E+4 4.9E+6 7.2E+4 8.2E+5

180 5.2E+6 - 5.4E+4 7.7E+3 - 3.1E+4 3.2E+6 8.0E+3 5.7E+5

210 3.1E+6 - 2.1E+4 4.3E+3 - 4.2E+3 1.9E+6 8.3E+2 3.5E+5
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나 계면활성제( )

본 시험의 목적은 Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및 보존성을 유지sp. A1022

하면서, Streptomyces 을 포장에서 살포시 외부환경에서 고착성 보습성 확진성sp. A1022 , ,

등을 증가시키는 계면활성제 선발을 목표로 함.

재료 및 방법①

농업용으로 사용되는 계면활성제 종을 표 과 같이 미리 선발한 후6 34 Streptomyces sp.

배양액에 각각 씩 각각 처리한 후 계면활성제의 처리가A1022 5%(w/v) Streptomyces sp.

활성물질과 포자수의 안정성 및 보존성에 미치는 영향을 경시관찰 함A1022 .

활성검정은 고추탄저병과 벼도열병을 대상으로 약 일간30 (2010. 7. 1. 2010. 7. 30.)∼

관찰하였고 고추 유묘와 성체를 이용한 생물검정은 중간에 한 번씩 실시함, .

표 계면활성제34. list

No. Composition CAS. No. Remarks

1 polyoxyethylene lauryl amine 61791-14-8
농약공업용;

액제용 유화제

2 polyoxyethylene tallow amine 26635-92-7
농약공업용;

액제용 유화제

3 polyethylene glycol mono ether 99734-09-5

4 polyoxyethylene nonylphenyl ether 68412-54-4
농약공업용;

습윤 분산 침투 유화제, , ,

5 polyoxyethylene castor ether 61791-12-6
농약공업용;

유화제 가용화제,

6
polyoxyethylene polyoxypropylene

derivatives
9003-11-6 농약공업용

결과②

계면활성제 처리에 의해 Streptomyces 활성과 포자의 안정성 및 보존성이 크sp. A1022

게 영향을 받지는 않으나, 4.polyoxyethylene nonylphenyl ether, 5.polyoxyethylene

등의 처리구가 무처리구castor ether, 6.polyoxyethylene polyoxypropylene derivatives

에 비해 고추탄저병과 벼도열병에 대한 활성과 포자의 보존성이 다소 높은 것으로 확인됨 그(

림 표17, 18, 35).

또 자사온실에서 고추유묘를 대상으로 한 살포시험에서는, polyoxyethylene nonylphenyl

가 분산력 및 고착력이 뛰어난 것으로 확인되었고 계면활성제 자체적으로 습윤 분산ether , , ,

침투 유화제의 기능이 있어 본 공업화 공정의 적합한 계면활성제로 판단됨, .
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그림 계면활성제 처리 배양액의 고추탄저병에 대한 항균활성 경시17.
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그림 계면활성제 처리 배양액의 벼도열병에 대한 항균활성 경시18.
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표 계면활성제 처리 배양액의 포자수 경시35.

단위( : cfu/mL)

경과일수 1 2 3 4 5 6 무처리

0 1.2E+7 1.1E+7 1.2E+7 1.2E+7 1.1E+7 1.2E+7 1.1E+7

10 9.7E+6 9.5E+6 9.5E+6 1.0E+7 9.7E+6 9.5E+6 9.9E+6

20 9.3E+6 9.1E+6 9.5E+6 9.7E+6 9.6E+6 9.4E+6 9.8E+6

30 8.9E+6 9.0E+6 9.6E+6 9.7E+6 9.5E+6 9.2E+6 9.5E+6

다 증량제 선발( )

본 시험의 목적은 액상수화제 또는 수화제 형태의 제형화에 사용된 증량제가

Streptomyces 활성물질과 포자의 안정성 및 보존성에 미치는 영향을 검토한 후sp. A1022

적합한 증량제를 선발함.

농업용으로 사용할 수 있는 증량제는 와 등이 있mineral carrier miscellaneous carrier

고 그 종류로는, celite, clay, perlite, silicon dioxide, vermiculite, zeolite, glucose,

등이 있고 이 중 와 는 흡습성이 강해 수화제 형태의 생물농약lactose , celite silicon dioxide

에 적합하고 와 는 보조제 및 동결방지제로서 적합함, glucose lactose .

재료 및 방법①

Streptomyces 배양액에 증량제를 씩 각각 처리한 후 증량제의 처리sp. A1022 5%(w/v)

가 Streptomyces 활성물질과 포자수의 안정성 및 보존성에 미치는 영향을 경시sp. A1022

관찰 함.

실험에 사용한 증량제는 표 와 같고 포도당 글리세롤 락토오즈는 시약급 사용함36 , , , .

활성검정은 고추탄저병과 벼도열병을 대상으로 항균활성시험과 고추 유묘와 성체를 이용한

생물검정을 실시하였고 시험기간은 부터 까지 일간 관찰함, 2010. 7. 1. 2010. 7. 30. 30 .

표 증량제36. list

항목 상품명 제조원 비고

Celite
Microcell World Minerals, USA 증량제

Celite World Minerals, USA

Silicon dioxide Zeosil 국산Rhodia Silica,

Zeolite Zeolite 켐월드테크 국산,
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결과②

Streptomyces 활성과 포자수의 안정성 및 보존성이 증량제 처리구와 무처리sp. A1022

구가 유사한 수준으로 확인되어 사용한 증량제가 유효성분의 안정성 및 보존성에 직접적인

영향을 미치지 않는 것으로 확인됨 표 따라서 증량제의 물성과 제형의 특성에( 37, 38, 39).

맞춰서 증량제 선발이 가능한 것으로 판단됨.

포도당 글리세롤 락토오즈는 보조제 및 동결방지제로 사용 가능한 부재들인데 이 가지, , , 3

부재도 Streptomyces 활성과 포자수의 안정성 및 보존성에 영향을 미치지 않는sp. A1022

것으로 확인됨 따라서 글리세롤은 액상수화제 락토오즈는 동결건조 수화제의 동결방지제에. ,

적합한 것으로 판단됨.

표 37. Streptomyces 수화제의 고추탄저병에 대한 항균활성 경시sp. A1022

단위( : mm)

경과일수 Microcell Celite Zeosil Zeolite 포도당 글리세롤 락토오즈 무처리

0 22.0 21.9 21.9 22.0 22.0 21.9 21.8 22.0

10 21.3 20.5 20.6 20.5 21.1 20.5 20.7 21.1

20 19.2 19.3 19.2 19.4 20.2 19.7 19.3 19.2

30 18.2 18.1 18.3 18.3 18.0 18.2 18.4 18.3

표 38. Streptomyces 수화제의 벼도열병에 대한 항균활성 경시sp. A1022

단위( : mm)

경과일수 Microcell Celite Zeosil Zeolite 포도당 글리세롤 락토오즈 무처리

0 41.0 40.5 41.0 40.4 40.5 40.7 40.5 40.5

10 39.8 39.8 41.7 39.8 40.1 40.2 40.0 40.1

20 39.5 38.9 40.0 38.9 39.7 39.9 39.9 39.9

30 3.91 38.1 39.9 38.4 39.6 39.6 39.7 39.7
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표 39. Streptomyces 수화제의 포자수에 대한 경시sp. A1022

단위( : cfu/mL)

경과일수 Microcell Celite Zeosil Zeolite 포도당 글리세롤 락토오즈 무처리

0 1.0E+7 1.1E+7 1.1E+7 1.2E+7 1.2E+7 1.1E+7 1.0E+7 1.0E+7

10 9.4E+6 9.4E+6 9.7E+6 9.5E+6 9.6E+6 9.5E+6 9.6E+7 9.7E+6

20 9.2E+6 9.1E+6 9.4E+6 9.2E+6 9.3E+6 9.4E+9 9.2E+6 9.4E+6

30 9.0E+6 8.9E+6 9.1E+6 9.0E+6 9.0E+6 9.1E+6 9.0E+6 9.2E+6

라 증량제 물성 확인( )

본 시험의 목적은 증량제 자체의 흡습율 경도 수화성 등을 확인하여 수화제 물리성에 적, ,

합한 증량제를 선발함.

재료 및 방법①

각각의 증량제 에 사용한 증량제는 표 와 같음 배양액을 최대로 흡수시켜 최대 수100g ( 36 )

분 흡습능력을 확인하였고 배양액이 흡수된 증량제를 에서 수분율이 이하가 될 때, 50 3%℃

까지 건조한 후 건조물의 경도 수화성 등 관찰함, .

결과②

수분에 대한 흡습성은 가 가장 높았고 건조 후 경도는silicon dioxide(zeosil) , celite

형태 와 의 경도가 낮은 것으로 확인됨 표 건조 후 경도가(microcell ) silicon dioxide ( 40).

강하면 건조물의 분쇄시간과 유효성분의 안정성 유지에 문제가 있으므로 경도가 낮은 증량

제 선발이 유리함 수화성은 분 내외의 증량제가 적합함. 20 .

따라서 수화제의 증량제로는 가 가장 적합한 것으로 확인됨, silicon dioxide(zeosil) .

표 증량제 물성40.

항목 상품명 흡습율(mL/100g) 경도 수화성

Celite
Microcell 350 5.7 27

Celite 240 7.8 16

Silicon dioxide Zeosil 440 3.7 26

Zeolite Zeolite 170 8.2 12
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결론 제형화 소재 개발(3) _

제형의 입도 상용성 확보○

- Streptomyces 배양액을 에서 분간 열처리 시 활성물질과 포자sp. A1022 60 ± 5 30℃

의 안정성 및 보존성이 무처리구에 비해 우수한 것으로 나타남 이는 배양 완료 후 열처.

리 공정 추가로 소량의 비활성물질과 영양세포 의 제거 효과가 있어 배(vegetative cell)

양액의 안정성과 보존성이 증가한 것으로 판단되며 이 공정을 후공정에 추가함, .

- Streptomyces 의 활성물질과 포자는 물리적 분쇄와 이때 발생하는 열에 대sp. A1022

한 안정성이 확보됨 따라서 후 공정 중 분쇄 및 기타 공정에서 발생되는 물리적 마찰과.

열에 대한 안정성이 확보됨.

- Streptomyces 배양액 분쇄 후 입도가 통과함으로 현sp. A1022 200mesh(75 ) 98%㎛

재농가에서 가장 많이 사용하고 있는 동력분무기 및 살포기 등에 사용이 가능하므로SS

사용상의 편리성도 확보됨.

동결안정제 선발○

- Streptomyces 활성물질과 포자는 부재를 처리하지 않은 조건에서 냉동 안sp. A1022

정성과 보존성을 확보하였으나 보조제 검토를 통해 액상수화제와 동결건조 수화제의 동,

결 방지제를 선발함.

액상수화제는 동절기 동결안정제는 액상 형태의 을 선발함- glycerol .

동결건조 수화제의 동결안정제는 분상형태의 를 선발함- lactose .

건조부재 선발○

증량제는 흡습율이 높고 건조 후 경도가 낮은 부재가 농업용 증량제로 적합함 따라서- , .

검토결과 가 수화제 형태의 제형에 가장 적당한 증량제로 판단됨, silicon dioxide .

계면활성제 선발○

시험한 계면활성제 중- polyoxyethylene nonylphenyl ether, polyoxyethylene castor

등이 사용 가능하나 습윤 분ether, polyoxyethylene polyoxypropylene derivatives , ,

산 침투 유화제의 기능이 복합적인 가 공업화 공, , polyoxyethylene nonylphenyl ether

정의 적합한 계면활성제로 판단됨.

아미노산 선발○

아미노산 검토결과 과 이- , tryptophan leucine Streptomyces 활성물질과 포sp. A1022

자의 안정성 및 보존성에 보조적 역할을 하는 것으로 판단됨 이는 향후 제품생산단가와.

연결하여 제품군을 나눌 예정임.
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나. Streptomyces 의 제제화 공정 확립 및 작성sp. A1022 SOP

공정 최적화(1)

Streptomyces 의 시제품 제형은 액상수화제 와 분상수sp. A1022 (SC; solid concentrate)

화제 가지 형태로 제형화 하였으며 분상수화제는(WP; wettable powder) 2 , Freeze

와 가지를 이용하여 제제화 공정을 확립하였음 따라서Dryer(F/D) Spray Dryer(S/D) 2 .

Streptomyces 는 총 가지 형태로 제형화함 표sp. A1022 3 ( 41).

표 제형종류 및 사용기기41.

제형구분 사용기기

1 액상수화제(SC; solid concentrate)

2 분상수화제(WP; wettable powder) Freeze Dryer(F/D)

3 〃 Spray Dryer(S/D)

가 액상수화제( )

액상수화제의 배양완료 후 전처리 습식분쇄 부재혼합 순으로 공정이 진행되며 제조공정, , ,

도는 그림 표준제조처방서 는 표 최종 제품의 성상은 그림 과 같음19, (SOP) 16, 20 .

그림 액상수화제 제조공정도19.

열처리 공정○

Streptomyces 의 열안정성 예비실험 검토결과 가 항 열에 대한 안정성이sp. A1022 (1) ) ),

확보됨에 따라 본 공정을 추가함.

Streptomyces 배양 종료 후 발효조의 온도sp. A1022 60 ±5.0, agitation 50℃ ∼

를 유지하면서 배양액을 분간 열처리하여 영양세포 와100rpm, DO 50% 30 (vegetative cell)
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기타 소수 발효물질을 제거하여 Streptomyces 의 주 활성 물질과 포자수의 안정sp. A1022

성 및 보존성을 확보함.

습식분쇄 공정○

본 공정의 목적은 Streptomyces 배양액 중의 균체를 분쇄하여 최종 시제품이sp. A1022

포장에서 살포시 사용상 편리성 확보를 목적으로 함.

Streptomyces 분쇄안정성 예비시험결과 분쇄기에서sp. A1022 , blade type 22,000rpm,

간의 물리적 마찰력과 이때 발생되는 열에 대한 안정성이 확보됨3min .

습식분쇄공정에는 등의 기기 검토가 가능함 본 연구에서homogenizer, colloidal miller .

공업화중인 Streptomyces 균체 는 통과 수준이므로sp. A1022 size 50mesh(300 ) 85%㎛

에 비해서는 미분쇄가 가능한 가 적합한 것으로 판단됨 따라서homogenizer colloidal miller . ,

신원산업기기 를 이용하여 공정을 완료함colloidal miller( ) .

재료 및 방법①

는 개의 가 회전하면서 분쇄되는데 두 사이의 간극을Colloidal miller 2 grinder , grinder

조정하여 분쇄물의 입도를 조절할 수 있음 따라서 간극을. grinder 1/200, 3/200, 5/200

mm 가지로 나눠 조건에 따라 배양액을 씩을 분쇄 후 물리적 자료와3 100L Streptomyces

활성과 포자의 안정성 및 보존성을 비교하여 최적 조건을 판단함sp. A1022 .

결과②

Streptomyces 균체 가 통과 수준으로 물리적 마sp. A1022 size 50mesh(300 ) 85%㎛

찰력과 열에 안정하여 분쇄 조건에 따른 Streptomyces 활성과 포자의 안정성sp. A1022

및 보존성은 무처리구와 유사함 따라서 분쇄시간과 분쇄 후 배양액 온도가 적합한. ,

조건을 효율적인 조건으로 판단됨 표3/200mm ( 42).

표 에 의한 분쇄효과42. Colloidal miller

간극grinder (mm) RPM
분쇄시간

(hr)

분쇄 후

배양액 온도( )℃
spore density
(cfu/mL)

Anthracnose
(mm)

Control - - - 1.3E+7 22.0

5/200 3,500 2 25 1.2E+7 22.2

3/200 3,500 3 26 1.1E+7 22.4

1/200 3,500 5 32 1.1E+7 22.1

부재혼합 공정○

Streptomyces 의 동결안정제와 계면활성제를 첨가함 보조제 검토결과 액상수sp. A1022 .

화제의 동결안정제는 계면활성제는 액상형태의 폴리옥시에틸렌 노닐페닐 에테르glycerol,

를 첨가 혼합함(polyoxyethylene nonylphenyl ether: CAS No. 68412-54-4) , .
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차 부재혼합 을 배양액 전체 부피에 대하여 를 첨가하여 약 분간 혼1 glycerol 10%(w/v) 10

합함.

차 부재혼합 액상형태의 계면활성제 폴리옥시에틸렌 노닐페닐 에테르2 (polyoxyethylene

를 배양액 전체 부피에 대하여 첨가하nonylphenyl ether: CAS No. 68412-54-4) 5%(w/v)

여 분간 혼합하여 액상수화제 공정을 완료함10 .

표 액상수화제43. SOP

공 정 사용기기 공 정 조 건
Mass

balance

Q.C.

탄저병

(mm)

벼도열병

(mm)

포자수

(cfu/mL)

배양1. 발효조 차년도 보고서 참조1
100 /

200L
20↑ 40↑ 5.0E+7↑

열처리2. 발효조 60 ±5.0, 30min℃
100 /

200L
20↑ 35↑ 2.0E+7↑

습식분쇄3.
Colloidal

miller

간극grinder : 3/200mm

분쇄속도: 30L/hr

100 /

200L
20↑ 35↑ 1.0E+7↑

부재혼합4. ①
Homo

mixer

첨가Glycerol 10%(w/v)①

후 분간 혼합10

10kg /

100L

부재혼합5. ②
Homo

mixer

polyoxyethylene nonylphenyl②

ether (CAS No. 68412-54-4):

액상형태

첨가 후 분간 혼합5%(w/v) 10

5kg /

100L
20↑ 35↑ 1.0E+7↑

포장6.
액체충진형

포장기

그림 시제품20. _ Streptomyces 액상수화제sp. A1022 (solid concentrate, SC)
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나 수화제 동결건조( ) _ (freeze dry)

동결건조를 이용한 수화제는 배양완료 후 전처리 원심분리 차 부재혼합 건조 차 부재, , 1 , , 2

혼합 건식분쇄 순으로 공정이 진행되며 제조공정도는 그림 표준제조처방서 는 표, , 21, (SOP)

최종 제품의 성상은 그림 과 같음18, 23 .

그림 수화제 제조공정도 동결건조21. _ (freeze dry)

열처리 공정○

Streptomyces 의 열안정성 예비실험 검토결과 가 항 열에 대한 안정성이sp. A1022 (1) ) ),

확보됨에 따라 본 공정을 추가함.

Streptomyces 배양 종료 후 발효조의 온도sp. A1022 60 ±5.0, agitation 50℃ ∼

를 유지하면서 배양액을 분간 열처리하여 영양세포 와100rpm, DO 50% 30 (vegetative cell)

기타 소수 발효물질을 제거하여 Streptomyces 의 주 활성 물질과 포자수의 안정sp. A1022

성 및 보존성을 확보함.

회수 공정Cell○

회수 공정에는 연속원심분리기 등의Cell continuous centrifuge( ), filter press, pollsep,

기기 검토가 가능함 는 균체회수 시 손실율이 높아 배양여액 회수에 적합하였. Filter press

고 은 기기 작동 시 전제 배양액이 계속 순환하면서 농축되는 방식인데 이는 고형, pollsep ,

분을 정도까지 액상농축에 적합한 기기로 판단됨50% .

본 공정에서는 Streptomyces 균체회수가 목적이므로 회수율이 높은 연속sp. A1022 cell

원심분리기가 적합함 따라서 연속원심분리기 를 이용하여 공정을 완. (continuous centrifuge)

료함.

재료 및 방법①

연속원심분리기 를 이용하여 의 속도로(continuous centrifuge) 9,000rpm Streptomyces
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만 회수함sp. A1022 cell . Streptomyces 배양액 중 의 비율은sp. A1022 cell 10%(w/v)

로 배양액 를 원심분리하면 정도의 이 회수됨 그림100L 10Kg cell ( 8, 9).

그림 연속원심분리기22. (continuous centrifuge)

배양액 원심분리기로 들어가는 라인B. In let; ,

원심 후 제거되는 상등액 만 회수됨C. Out let; , D. cell .

차 부재혼합1○

본 공정의 목적은 최종 회수된 유효성분의 건조 중 안정성 확보로 동결안정제와 증량제를

혼합함 보조제 검토결과 를 이용한 수화제의 동결안정제는 증량제는. , freeze dryer lactose,

를 혼합함silicon dioxcide .

원심하지 않은 배양액 에 무게 기준으로 를 넣고 를5L cell lactose 7%(w/w) homo mixer

이용하여 분간 차 부재 혼합함10 1 .

차 혼합된 혼합액에 무게 기준으로 을 넣고 를1 cell silicon dioxcide 3%(w/w) homo mixer

이용하여 분간 차 혼합함10 2 .

차 혼합된 배양액에 회수한 을 넣고 를 이용하여 분간 차 혼합2 cell 10Kg homo mixer 20 3

함.

최종 혼합된 시료를 건조 높이에 절반 정도 되도록 부어 시간 동결함tray -70 , 24 .℃
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건조○

동결건조는 일반적으로 사이에서 건조가 진행되는데 구-50 +30 , -5 +5℃ ∼ ℃ ℃ ∼ ℃

간이 건조 구간으로 볼 수 있어 이 구간에서 시간을 충분히 투자해야 함 이하 구간은, . -5℃

동결된 시료가 변성이 일어나지 않도록 천천히 온도를 올려줘야 하고 이후 구간은 건, +5℃

조된 시료의 수분율을 최소화하고 건조 후 실온에 노출 시 흡습하지 않도록 온도를 조절해,

주는 작업이 중요함.

Streptomyces 동결건조 조건은 표 과 같음sp. A1022 44 .

표 동결건조시 온도에 따른 시간구분44.

온도 ( )℃ 시간 (hr) 누적시간 (hr) 비고

-40 7 7

-20 7 14

-5 12 26

0 12 38

5 12 50

15 7 57

25 20 77

트랩온도 진공- : -70 , : 7mtorr℃

차 부재혼합2○

건조가 완료된 건조물에 선발된 분상형태의 계면활성제 폴리옥시에틸렌 노닐페닐 에테르

을 혼합함(polyoxyethylene nonylphenyl ether : CAS No. 68412-54-4) 10%(w/w) .

건식분쇄○

본 공정의 목적은 건조물을 분쇄하여 최종 시제품이 포장에서 살포시 사용상의 편리성 확

보와 건조물과 계면활성제의 일정한 혼합임.

계면활성제까지 혼합된 시료는 분쇄기 를 이용하여 분쇄함(Pin Mill) .
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표 수화제 동결건조45. SOP _ (freeze dry)

공 정 사용기기 공 정 조 건
Mass

balance

Q.C.

탄저병

(mm)

벼도열병

(mm)

포자수

(cfu/mL, g)

배양1. 발효조 차년도 보고서 참조1
100/

200L
20↑ 40↑ 5.0E+7↑

열처리2. 발효조 60 ±5.0, 30min℃
100/

200L
20↑ 35↑ 2.0E+7↑

원심분리3. 연속원심분리기 9,000rpm
10kg/

100L

부재4.

혼합①
Homo mixer

첨가 후lactose 7%(w/w)①

분간 차 혼합10 1

700g/

10kg

부재5.

혼합②
Homo mixer

첨가white carbon 3%(w/w)②

후 분간 차 혼합10 1

300g/

10kg

동결6.
Deep

Freezer
-70 , 24hr℃

건조7. Freeze dryer 5kg 25↑ 45↑ 5.0E+7↑

부재8.

혼합③
Homo mixer

polyoxyethylene nonylphenyl③

ether(CAS No.68412-54-4)

분상형태, 10%(w/w)

500g/

5kg

건식분쇄9. Pin Mill 5.5kg 25↑ 45↑ 5.0E+7↑

포장10.
분말충진형

포장기

그림 시제품 이용23. 2(F/D ) _ Streptomyces 수화제sp. A1022 (wettable powder, WP)
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다 수화제 공정 분무건조( ) _ (spray dry)

분무건조를 이용한 수화제는 배양완료 후 전처리 차 부재혼합 건조 차 부재혼합 건식, 1 , , 2 ,

분쇄 순으로 공정이 진행되며 제조공정도는 그림 표준제조처방서 는 표 최종, 26, (SOP) 19,

제품의 성상은 그림 과 같음25 .

그림 수화제 제조공정도 분무건조24. _ (spray dry)

열처리 공정○

Streptomyces 의 열안정성 예비실험 검토결과 가 항 열에 대한 안정성이sp. A1022 (1) ) ),

확보됨에 따라 본 공정을 추가함.

Streptomyces 배양 종료 후 발효조의 온도sp. A1022 60 ±5.0, agitation 50℃ ∼

를 유지하면서 배양액을 분간 열처리하여 영양세포 와100rpm, DO 50% 30 (vegetative cell)

기타 소수 발효물질을 제거하여 Streptomyces 의 주 활성 물질과 포자수의 안정sp. A1022

성 및 보존성을 확보함.

차 부재 혼합1○

본 공정의 목적은 최종 회수된 유효성분의 건조 중 안정성 확보로 보조제와 증량제를 혼합

함 분무건조 는 고형분 함량을. (spray dry) 15%(w/v) 수준으로 유지하는 것이 건조에 유리

함. Streptomyces 는 배양액 중 고형분량이 약sp. A1022 10%(w/v)수준이므로 나머지 5%

정도를 보조제와 증량제를 첨가하여 맞춰서 건조할 예정임.

보조제 검토결과 분무건조공정의 보조제는 증량제는 를 혼합함, glucose, silicon dioxide .

배양액에 glucose 2%(w/v)를 넣고 를 이용하여 분간 차 부재 혼합함homo mixer 10 1 .

차 혼합된 배양액에1 silicon dioxide 3%(w/v)을 넣고 를 이용하여 분간homo mixer 10 2

차 혼합 후 다음 단계로 넘어감.
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분무건조(spray dry)○

분무건조는 액을 분사시켜 고온에서 순간적으로 액체를 고체로 건조하는 방식이므로 공업

화 대상의 활성물질과 포자가 열안정성을 지니고 있어야 함.

Streptomyces 열안정성 결과 가 항 조건sp. A1022 ( . 1) ), 90 , 30min, 121 (autoclave )℃ ℃

에서 다소 불안정하였으나 열처리시 매우 안정하였음 분무건조는 시료가 노, 60 , 30min .℃

즐을 통과하여 건조하는데 소요시간이 분 안에 이뤄지므로1 Streptomyces 활성sp. A1022

물질과 포자의 안정성에는 영향이 없다고 판단됨.

최종 혼합된 시료에 를 넣어 혼합한 부재가 가라앉지 않도록 유지하면서air pump , In let

온도 온도 분사속도 으로 조정하여 속도로 건조함180 , Out let 110 , 20,000rpm 1kg/hr℃ ℃

그림( 12).

그림 분무건조기25.

차 부재 혼합2○

건조가 완료된 건조물에 선발된 분상형태의 계면활성제 폴리옥시에틸렌 노닐페닐 에테르

을(polyoxyethylene nonylphenyl ether : CAS No. 68412-54-4) 10%(w/w) 혼합함.

건식분쇄○

본 공정은 건조물과 계면활성제를 일정하게 혼합하는 것과 혼합물을 분쇄하여 최종 시제품

이 포장에서 살포시 사용상의 편리성 확보를 목적으로 함.

계면활성제까지 혼합된 시료는 분쇄기 를 이용하여 분쇄와 혼합함(Pin Mill) .
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표 수화제 분무건조46. SOP _ (spray dry)

공 정 사용기기 공 정 조 건
Mass

balance

Q.C.

탄저병

(mm)

벼도열병

(mm)

포자수

(cfu/mL, g)

배양1. 발효조 차년도 보고서 참조1
100/

200L
20↑ 40↑ 5.0E+7↑

열처리2. 발효조 60 ±5.0, 30min℃
100/

200L
20↑ 35↑ 2.0E+7↑

부재혼합4. ① homo mixer
첨가 후glucose 2%(w/v)

분간 차 혼합10 1

2kg/

100L

부재혼합5. ② homo mixer
첨가silicon dioxide 3%(w/v)

후 분간 차 혼합10 2

3kg/

100L

건조7. spray dry 1kg/hr 6kg 25↑ 45↑ 5.0E+7↑

부재혼합8. ③ homo mixer

polyoxyethylene nonylphenyl

ether(CAS No. 68412-54-4)

분상 첨가, 10%(w/w)

600g/

6kg

건식분쇄9. Pin Mill 6.6kg 25↑ 45↑ 5.0E+7↑

포장10.
분말충진형

포장기

그림 시제품 이용26. 3 (S/D ) _ Streptomyces 수화제sp. A1022 (wettable powder, WP)
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최종 시제품의 물리성 확인(2)

약효보증기간 년 설정약제는 에서 주일 이상 시험한 약효와 물리성 성적이 요구됨2 54±2 4 .℃

따라서 최종 시제품의 물리성은 주와 주차에 각각 비교 분석함0 4 .

검토대상○

- Streptomyces 액상수화제 시제품sp. A1022; ( )

- Streptomyces 수화제 시제품sp. A1022; (FD type )

- Streptomyces 수화제 시제품sp. A1022; (SD type )

검토항목 수화성 경도 분말도 수분율: , ,○

재료 및 방법①

수화성○

제제를 물에 수화시 현탁정도를 측정함 즉 비이커에 도 경도수 을 넣. , 500mL 3 300mL

고 수면에 유동이 없을 때 수면으로부터 의 높이에서 시료 을 떨어뜨린 후 젖어, 10cm 5g

가라앉는 시간을 측정함 단 수표면에 미세입자의 피막형태로 남은 것은 무시함. .

경도○

건조 후 건조물의 경도 측정은 시료를 표준체 메쉬로 체질하여 가루분을 제거하고20

을 평량한 후 규격병에 넣고 규격구슬 개를 넣은 후 에서 분간 회전시켜 다100g 3 32rpm 5

시 메쉬 체로 체질하여 가루분을 제거한 후 잔유물을 평량함20 .

계산식 경도 잔유물중량: (%) = / 100×100

분말도○

제형별 관리 규격체의 해당 의 통과율을 측정하여 평가함 즉 시료 을mesh . , 20g

체로 체질 후 체망을 통과하지 못한100mesh(149 ), 200mesh(75 ), 325mesh(45 )㎛ ㎛ ㎛

잔유물을 평량함.

계산식 분말도: = (20-b)/20×100

체를 통과하지 못한 잔사의 건조 후 무게b =

수분측정○

시료 을 평량 후 에서 시간 건조 후 방랭한 후 무게를 재서 수분량을 측정함5g 105±2 8 .℃

결과②

Streptomyces 시제품 종 모두 물리성이 생물농약 기준에 적합한 것으로sp. A1022 3

확인됨 표 특히 분말도는 현행 물리성 기준에 따르면 화학농약은( 47). , , 325mesh(45 )㎛
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생물농약은 통과를 기준으로 하는데98%, 100mesh(149 ) 98% ,㎛ Streptomyces sp.

시제품 종 모두 적합함A1022 3 .

아울러 에서 주일 이상 시험한 결과54±2 4℃ 도 초기의 물리성 결과와 유사한 것으로 확인

되어 Streptomyces 시제품 종의 물리성이 생물농약 기준에 적합한 것으로sp. A1022 3

확인됨.

표 최종 시제품 가지의 물성 비교47. 3

항목 시간 수화성 경도 분말도 수분율

Streptomyces sp. A1022,
액상수화제

주0 분3 11.6%
200mesh(75 )㎛

98% pass
-

주4 분3 11.6%
200mesh(75 )㎛

98% pass
-

Streptomyces sp. A1022,
수화제(FD type)

주0 분15 4.3%
200mesh(75 )㎛

98% pass
3.0% ↓

주4 분16 4.3%
200mesh(75 )㎛

98% pass
3.0% ↓

Streptomyces sp. A1022,
수화제(SD type)

주0 분24 3.2%
200mesh(75 )㎛

98% pass
3.0% ↓

주4 분23 3.2%
200mesh(75 )㎛

98% pass
3.0% ↓
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최종 시제품의 제형간 약효 비교(3)

약효보증기간 년 설정약제는 에서 주일 이상 시험한 약효성적이 요구됨 따라서2 54±2 4 .℃ 최

종 Streptomyces 시제품 종의 약효는 주와 주차에 제형간 각각 비교 분석sp. A1022 3 0 4

함.

재료 및 방법①

시험장소 생장상 시험: (growth chamber), POT○

시험작물 고추:○

시험병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험약제:○

- Streptomyces 액상수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 100

- Streptomyces 수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 (FD type ), 1,000

- Streptomyces 수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 (SD type ), 1,000

대조약제 오티바 액상수화제 희석배수 배: (azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 2,000○

시험내용:○

모든 시험구는 씩 반복하여 총 각각 시험함- 3POT 3 9POT .

고추유묘에 탄저병을 이병시킨 후 각각의 약제를 일 간격 회 살포 후 방제가 도출함- 7 , 3 .

결과②

무처리 이병과율 이상으로 실험요건 충족함 표15% ( 48).

액상수화제 및 수화제 종 시제품간의 약효는 유사한 것으로 확인됨2 .

에서 주일 이상 시험한 결과도 초기의 약효와54±2 4℃ 유사한 것으로 확인되어

Streptomyces 시제품 종의 약효는 생물농약 기준에 적합한 것으로 확인됨sp. A1022 3 .

제품의 희석배수와 생산단가만을 고려하면, Streptomyces 액상수화제 시제품sp. A1022 ( )

가 가장 효율적인 제품이라 판단되나 제품의 보존성 안정성 및 사용상의 편리성 등은 수화, ,

제 형태가 더 효율적임.

이는 차년도 진행될 다양한 작물의 포장실증 시험을 통해 향후 제품군을 나눠서 개발 할3

예정임.
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표 최종 시제품 종의 약효 비교48. 3

시험약제 시간 주( ) 반복 이병과율 평균이병과율 방제가

대조구

0

1 4.5%

2 16.2%

3 6.7% 9.1% 60.8%

4

1 12.5%

2 16.2%

3 8.9% 12.5% 51.9%

Streptomyces sp. A1022,

액상수화제

0

1 8.3%

2 5.3%

3 8.3% 7.3% 68.6%

4

1 8.3%

2 7.9%

3 7.7% 8.0% 69.4%

Streptomyces sp. A1022,
수화제 (FD type)

0

1 8.1%

2 5.1%

3 5.3% 6.2% 73.5%

4

1 7.7%

2 7.5%

3 8.1% 7.8% 70.2%

Streptomyces sp. A1022,
수화제 (SD type)

0

1 8.1%

2 5.4%

3 5.3% 6.3% 73.1%

4

1 7.7%

2 8.1%

3 8.1% 8.0% 69.4

무처리구

0

1 28.0%

2 28.0%

3 13.9% 23.3%

4

1 33.3%

2 28.1%

3 16.7& 26.0%
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최종 시제품의 포자수 경시안정성 분석(4)

약효보증기간 년 설정약제는 에서 주일 이상 시험한 약효성적이 요구됨 따라서2 54±2 4 .℃

최종 Streptomyces 시제품 종의 포자 경시안정성을 주와 주차에 제형간 각sp. A1022 3 0 4

각 비교 분석함.

재료 및 방법①

Streptomyces 시제품 종 모두 포자수 로 맞춘 후 온도조건sp. A1022 3 5.0E+7cfu/mL(g)

에서 시료를 각각 보관하면서 주 주 주 주 주차에서 제형간 포자수의55 ± 1 0 , 1 , 2 , 3 4℃ ℃

변화를 관찰함.

결과②

각 시제품의 포자 경시안정성 확인 결과 시간이 경과할수록 포자수가 감소하였으나, ,

에서 주 이상 시험한 결과도 이상의 포자를 보유한 것으로 확인54±2 4 1.0E+7cfu/mL(g)℃

되어 포자의 경시안정성도 안정한 것으로 판단됨 그림( 27).
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그림 최종 시제품 종의 포자안정성 비교27. 3
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결론 제제화 공정 확립(5) _

○ Streptomyces 를 이용한 시제품은 액상수화제 종 수화제 종 등 총 종으sp. A1022 1 , 2 3

로 제제화 함.

최종 시제품의 물리성 확인○

- Streptomyces 시제품의 물리성 검토 결과 종 모두 생물농약 기준에 적합한sp. A1022 , 3

것으로 확인됨 특히 분말도는 현행 물리성 기준에 따르면 화학농약은. , , 325mesh(45 )㎛

생물농약은 통과를 기준하는데 본 연구의 시제품 종은98%, 100mesh(149 ) 98% 3㎛

통과하므로 모두 적합한 것으로 판단됨200mesh(75 ) 98% .㎛

아울러- 에서 주일 이상 시험한 결과54±2 4℃ 도 초기의 물리성 결과와 유사한 것으로 확인

되어 Streptomyces 시제품 종의 물리성이 생물농약 기준에 적합한 것으로sp. A1022 3

확인됨.

최종 시제품의 제형간 약효 비교○

- Streptomyces 액상수화제 및 수화제 종 시제품간의 약효 검토결과 시제품sp. A1022 2 ,

종의 약효는 유사한 것으로 확인됨3 .

에서 주일 이상 시험한 결과도 초기의 약효와- 54±2 4℃ 유사한 것으로 확인되어

Streptomyces 시제품 종의 약효는 생물농약 기준에 적합한 것으로 확인됨sp. A1022 3 .

- Streptomyces 액상수화제 시제품 는 희석배수 배sp. A1022 ( ) 100 , Streptomyces sp.

수화제 시제품 는 희석배수 배가 적합한 것으로 판단됨A1022 (FD type, SD type ) 1,000 .

제품의 희석배수와 생산단가만을 고려하면,→ Streptomyces 액상수화제 시제sp. A1022 (

품 가 가장 효율적인 제품이라 판단되나 제품의 보존성 안정성 및 사용상의 편리성 등) , ,

은 Streptomyces 수화제 시제품 형태가 더 효율적임sp. A1022 (FD type, SD type ) .

최종 시제품의 포자수 경시안정성 분석○

각 시제품의 포자 경시안정성 확인 결과 시간이 경과할수록 포자수가 감소하였으나- , ,

에서 주 이상 시험한 결과도 이상의 포자를 보유한 것으로 확54±2 4 1.0E+7cfu/mL(g)℃

인되어 포자의 경시안정성도 안정한 것으로 판단됨.
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대상병해에 대한 사용방법 최적화5.

시제품의 사용방법 최적화를 위하여 시제품의 처리시기 처리간격 처리농도(1) , (2) , (3) , (4)

시제품과 타사제품에 대한 방제가 비교 기타 방제효과 등을 검토함, (5) .

처리시기(1)

본 시험의 목적은 Streptomyces 시제품의 적정 처리시기를 판단하기 위하여sp. A1022

시험구를 고추탄저병 이병전 시험구 과 이병후 시험구 로 나누어 시험한 후 방제가( _ A) ( _ B)

를 확인함.

가 재료 및 방법( )

시험장소 자사온실:○

시험기간 개월: 2010. 5. 2010. 10. (5 )○ ∼

시험작물 고추:○

시험병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험약제:○ Streptomyces 액상수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 100

대조약제 오티바 액상수화제 희석배수 배: (azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 2,000○

시험내용:○

대조구와 시제품 처리구는 각각 반복 시험하였으며 무처리구는 반복 시험함- 3 , 5 .

처리구마다 줄에 개씩의 고추유묘를 정식하였고 각 이랑 사이의 간격은 모종- 1 5 , 90cm,

사이의 간격은 으로 함50cm .

이병과율 조사는 약제처리 직전에 실시하였고 약제 살포 시기는 표 와 같으며 이병- , 49 ,

전 처리구와 이병후 처리구 모두 회 처리함5 .

시험구배치도는 그림 과 같음- 28, 29 .
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표 탄저병 및 약제 살포 시기49.

유묘 정식시기 2010. 5. 29.

탄저병 살포시기

총 회 살포- 4

2010. 6. 28.①

2010. 7. 05.②

2010. 7. 12.③

2010. 7. 19.④

약제 살포시기 이병전 처리구(A. )

총 회 살포- 5

2010. 6. 29.①

2010. 7. 13.②

2010. 7. 27.③

2010. 8. 03.④

2010. 8. 10.⑤

약제 살포시기 이병후 처리구(B. )

총 회 살포- 5

2010. 7. 13.①

2010. 7. 27.②

2010. 8. 03.③

2010. 8. 10.④

2010. 8. 17.⑤

이병과율 조사

총 회 개월- 6 (3 )

2010. 7. 13.①

2010. 7. 27.②

2010. 8. 24.③

2010. 9. 14.④

2010. 9. 28.⑤

2010. 10. 12.⑥

측창

이병전 시험구A. 여닫이 문 이병후 시험구B.

측창

대조구 _ 1

통로

시제품처리구 _ 1

무처리구 _ 1 무처리구 _ 1

시제품처리구 _ 1 대조구 _ 1

무처리구 _ 2 무처리구 _ 2

대조구 _ 2 시제품처리구 _ 2

무처리구 _ 3 무처리구 _ 3

시제품처리구 _ 2 대조구 _ 2

무처리구 _ 4 무처리구 _ 4

대조구 _ 3 시제품처리구 _ 3

무처리구 _ 5 무처리구 _ 5

시제품처리구 _ 3 대조구 _ 3

이병전 시험구A. 여닫이 문 이병후 시험구B.

그림 시험구 배치도28.
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그림 방제시험 포장29.

고추탄저병 이병 전 약제 처리구 고추탄저병 이병 후 약제 처리구A. , B.

나 결과( )

고추탄저병 개 시험구 이병전 이병후 모두 월 회 조사 시까지 무처리 이병과2 ( , ) 7, 8, 9 (4 )

율 이상으로 실험요건 충족함 표 이병과율은 이후 증가 추세를15% ( 23, 24). 2010. 7. 13.

보이다가 최고 이상 이병하였고 월말 이후 감소 추세임2010. 8. 24. 20% , 9 .

고추탄저병에 대한 이병과율 조사를 개월간 시험한 결과 표 그림 고추3 ( 50, 51; 30, 31),

탄저병 이병전 이병후 시험구 모두 약제 회 살포하였으나 약제 살포 시기 표, 5 ( 49), 이병전

처리구가 이병후 처리구에 비해 방제가가 우수한 것으로 나타남. 이병후 처리구는 탄저병이

한창 이병하는 에 약제를 살포하였음에도 불구하고 이병전 처리에 비해 방제가2010. 8. 17.

가 떨어지는 것으로 나타남.

고추수확량 조사결과 표 이병전 처리구가 이병후 처리구에 비해 수확량도 우수한 것( 52),

으로 나타남 고추수확량은 탄저병이 최고로 이병하는 월에 최대 수량과 개당 무게를 나타. 8

났음 즉 고추의 수량이 많으므로 병 이병도 높게 일어나는 것으로 판단됨. , .

대조구에 비해 시제품처리구의 방제가가 더 높은 것으로 나타났는데 이는 희석배수의 차

이 때문인 것으로 판단됨 본 시험에서. Streptomyces 액상수화제 시제품 의 희sp. A1022 ( )

석배수를 배로 시험하였으나 향후 희석배수를 더 증가 할 수 있는 여유가 있는 것으로100 ,

판단되었고 대조약제는 희석배수를 배로 낮춰서 시험 할 필요가 있는 것으로 판단됨, 1,000 .
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표 고추탄저병 이병전 약제처리 방제가50.

조사일 시험구 반복 이병과율 평균이병과율 방제가

2010.

07. 13.

대조구 1 11.1%

11.7% 23.8%2 17.6%

3 6.3%

시제품처리구 1 0.0%

1.4% 90.5%2 0.0%

3 4.3%

무처리구 1 25.0%

15.3%

2 9.1%

3 12.5%

4 16.7%

5 13.3%

2010.

07. 27.

대조구 1 6.7%

5.5% 68.2%2 5.1%

3 4.7%

시제품처리구 1 0.0%

1.4% 92.0%2 4.2%

3 0.0%

무처리구 1 19.4%

17.3%

2 12.5%

3 16.7%

4 16.7%

5 21.1%

2010.

08. 24.

대조구 1 22.0%

15.9% 20.9%2 15.5%

3 10.2%

시제품처리구 1 14.1%

9.4% 53.4%2 5.9%

3 8.1%

무처리구 1 24.4%

20.1%

2 17.3%

3 18.2%

4 18.7%

5 22.1%
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표 계속50. ( )

조사일 시험구 반복 이병과율 평균이병과율 방제가

2010.

09. 14.

대조구 1 17.6%

13.2% 21.4%2 9.8%

3 12.1%

시제품처리구 1 11.6%

8.1% 51.9%2 9.1%

3 3.5%

무처리구 1 26.8%

16.8%

2 11.1%

3 10.5%

4 24.0%

5 11.4%

2010.

09. 28.

대조구 1 6.5%

9.4% 11.8%2 15.4%

3 6.5%

시제품처리구 1 5.3%

6.3% 41.1%2 9.1%

3 4.5%

무처리구 1 4.2%

10.7%

2 16.0%

3 21.7%

4 4.9%

5 6.7%

2010.

10. 12.

대조구 1 2.1%

3.6% 17.1%2 6.1%

3 2.5%

시제품처리구 1 4.3%

3.9% 9.5%2 4.7%

1 2.7%

무처리구 2 4.1%

4.3%

3 10.2%

4 1.5%

5 2.6%

3 3.2%
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그림 고추탄저병 이병전 약제처리 방제가30.

date: 1. 2010. 7. 13.; 2. 2010. 7. 27.; 3. 2010. 8. 24.;

4. 2010. 9. 14.; 5. 2010. 9. 28.; 6. 2010. 10. 12.
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표 고추탄저병 이병후 약제처리 방제가51.

조사일 시험구 반복 이병과율 평균이병과율 방제가

2010.

07. 13.

대조구 1 6.7%

7.3% 55.2%2 5.3%

3 10.0%

시제품처리구 1 9.5%

10.3% 36.8%2 13.0%

3 8.3%

무처리구 1 18.2%

16.3%

2 25.0%

3 13.8%

4 9.5%

5 15.0%

2010.

07. 27.

대조구 1 10.7%

10.1% 36.1%2 6.5%

3 13.2%

시제품처리구 1 5.4%

4.6% 71.2%2 5.8%

3 2.6%

무처리구 1 18.4%

15.8%

2 14.3%

3 14.7%

4 12.9%

5 18.9%

2010.

08. 24.

대조구 1 28.6%

17.5% 20.2%2 11.4%

3 12.6%

시제품처리구 1 10.9%

10.0% 54.6%2 12.1%

3 6.9%

무처리구 1 26.6%

22.0%

2 23.2%

3 20.0%

4 21.3%

5 18.6%
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표 계속51. ( )

조사일 시험구 반복 이병과율 평균이병과율 방제가

2010.

09. 14.

대조구 1 10.3%

10.7% 39.7%2 14.6%

3 7.1%

시제품처리구 1 8.7%

5.1% 71.1%2 6.7%

3 0.0%

무처리구 1 11.6%

17.7%

2 25.7%

3 19.6%

4 14.9%

5 16.7%

2010.

09. 28.

대조구 1 6.5%

10.6% 3.3%2 18.9%

3 6.5%

시제품처리구 1 5.3%

6.3% 42.6%2 9.1%

3 4.5%

무처리구 1 4.2%

11.0%

2 17.4%

3 21.7%

4 4.9%

5 6.7%

2010.

10. 12.

대조구 1 0.8%

1.3% 68.2%2 1.1%

3 2.1%

시제품처리구 1 2.2%

1.8% 56.4%2 1.9%

3 1.4%

무처리구 1 8.4%

4.2%

2 4.3%

3 3.3%

4 3.1%

5 2.0%
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그림 고추탄저병 이병후 약제처리 방제가31.

date: 1. 2010. 7. 13.; 2. 2010. 7. 27.; 3. 2010. 8. 24.;

4. 2010. 9. 14.; 5. 2010. 9. 28.; 6. 2010. 10. 12.
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표 시험구별 수확량 비교52.

수확일 시험구 반복수 수량 개( ) 무게(g) 개당무게(g)

2010.

07. 13.

대조구 3 29 277.5 9.6

시제품처리구 3 28 270.0 9.6

무처리구 5 39 369.2 9.5

2010.

07. 27.

대조구 3 40 473.0 11.8

시제품처리구 3 40 499.0 12.5

무처리구 5 102 1202.0 11.8

2010.

08. 24.

대조구 3 208 2525.0 12.1

시제품처리구 3 278 3417.5 12.3

무처리구 5 498 6344.5 12.7

2010.

09. 14.

대조구 3 122 1419.7 11.6

시제품처리구 3 130 1521.2 11.7

무처리구 5 181 2022.5 11.2

2010.

09. 28.

대조구 3 88 884.0 10.0

시제품처리구 3 85 945.9 11.1

무처리구 5 159 1541.0 9.7

2010.

10. 12.

대조구 3 304 2569.5 8.5

시제품처리구 3 321 3690.0 11.5

무처리구 5 691 5859.5 8.5
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처리간격(2)

본 시험은 Streptomyces 시제품 적정 처리간격 판단을sp. A1022 (application interval)

목적으로 함.

가 재료 및 방법( )

시험장소 생장상 시험: (growth chamber), POT○

시험작물 고추:○

시험병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험약제:○ Streptomyces 수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 1,000

대조약제 오티바 액상수화제 희석배수 배: (Azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 2,000○

시험내용:○

모든 시험구는 씩 반복하여 총 각각 시험함- 5POT 3 15POT .

고추유묘에 탄저병을 이병시킨 후 각각의 약제를 일과 일 간격으로 각각 회 연속 살- 5 7 3

포 후 방제가 도출함.

나 결과( )

무처리 이병과율 이상으로 실험요건 충족함 표 시험결과 일 간격으로 약제15% ( 53). , 5

처리한 시험구가 일 간격으로 약제 처리한 시험구에 비해 방제가가 다소 높게 나타났으나7 ,

약제처리 간격에 일과 일 따른 방제가의 차이는 크지 않는 것으로 판단됨 따라서(5 7 ) . , 약제

처리간격은 일 간격이 적당한 것으로 판단됨7 .

대조구에 비해 시제품처리구의 방제가가 더 높은 것으로 나타났는데 이는 항과 유사한(1)

결과로 판단됨.
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표 약제처리간격에 따른 방제가 비교53.

처리간격 시험구 반복 이병율 평균이병율 방제가

일5

대조구 1 13.6%

10.5% 42.5%2 9.7%

3 8.3%

시제품처리구 1 10.3%

8.0% 56.2%2 6.9%

3 7.0%

무처리구 1 23.1%

18.3%2 16.0%

3 15.9%

일7

대조구 1 17.6%

11.5% 40.8%2 7.8%

3 9.1%

시제품처리구 1 11.6%

9.4% 51.7%2 13.0%

3 3.5%

무처리구 1 19.5%

19.5%2 22.2%

3 16.7%

처리량 처리농도(3) ( )

본 시험의 목적은 Streptomyces 시제품의 적정처리농도 즉 희석배수를 결정sp. A1022 ,

하기 위하여 실시함.

가 재료 및 방법( )

시험장소 생장상: (growth chamber)○

시험작물 고추 열매:○

시험병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험약제:○ Streptomyces 액상수화제 시제품 희석배수 원액 배 배sp. A1022 ( ), , 10 , 100

대조약제 오티바 액상수화제 희석배수 배: (azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 1,000○
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시험내용:○

생물검정에 사용한 뚜껑이 있는 플라스틱 상자는 멸균 후 여지를 여러 겹 깔고 멸균된-

증류수를 뿌려 상자 안이 완전 수분으로 차도록 미리 처리함.

고추열매는 물로 세척 후 차아염소산나트륨 과 에- 1% NaOCl( , sodium hypochloride) 70%

탄올로 표면을 깨끗이 닦아서 말린 후 멸균된 코르크보러로 정도의 구멍을 냄8mm .

고추탄저병원균- (C. gloeosporioides) 회수액을 씩50 (1.0E+6 spore/mL ) paper disc㎕ ↑

에 처리한 후 완전히 말려서 고추열매에 올려놓고 멸균된 프라스틱 상자에 넣어 뚜껑을,

덮어 의 습도가 유지되는 생장상 에서 시간 처리하여 병원균28 , 75% (growth chamber) 24℃

이 고추열매에 미리 침투하도록 함.

시간 후 대조약제 및 시험 약제를 고추탄저병이 처리된 에 씩 각각 처- 24 paper disc 50㎕

리함.

대조약제는 희석배수 배- 1,000 , Streptomyces 액상수화제 시제품 은 원액sp. A1022 ( ) ,

배 희석액 배 희석액 처리함10 , 100 .

약제 처리 후 의 습도가 유지되는 생장상 에서 일간 처리 후- 28 , 75% (growth chamber) 7℃

병의 이병정도를 관찰함.

나 결과( )

고추 열매를 이용한 희석배수 시험 결과, Streptomyces 액상수화제 시제품sp. A1022 ( )

원액과 배 희석액 처리구에선 탄저병이 이병되지 않음10 . Streptomyces 액상수sp. A1022

화제 시제품 배 처리구와 오티바 신젠타 배 처리구의 고추탄저병 이병도가 유사( ) 100 ( ) 1,000

한 수준으로 타나남 그림( 32).

온실과 시험에서POT Streptomyces 액상수화제 시제품 배 처리구가 오sp. A1022 ( ) 100

티바 신젠타 배 처리구에 비해 우수한 방제가를 나타났고( ) 2,000 , Streptomyces sp. A1022

액상수화제 시제품 배는 오티바 배 수준과 유사한 방제효과가 있을 것으로 판단됨( ) 100 1000 .

그림 고추열매를 이용한32. Streptomyces 액상수화제 시제품 의 희석배수 비교sp. A1022 ( )

A. Streptomyces 액상수화제 시제품 배 희석 처리구 무처리구 대조구sp. A1022 ( ) 100 , B. , C.
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시제품과 타사제품 탄저병에 대한 방제가 비교(4)

Streptomyces 시제품 액상수화제 의 방제가를 판매되는 화학농약 및 생물농sp. A1022 ( )

약과 비교함.

가 재료 및 방법( )

시험장소 생장상 고추열매 이용한 시험: (growth chamber), .○

시험작물 고추 열매:○

시험병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험약제:○ Streptomyces 액상수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 100

대조약제○

오티바 액상수화제 희석배수 배- (azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 1,000

티포라탄 한얼싸이언스 분산성액제 희석배수 배- (tebuconazole 12%, ) , 1,000

고삼추출물 액상수화제 희석배수 배 천연물추출물로 최근 유기농업에- Eugenol ( ) , 500 →

많이 사용되는 원제임.

시험내용 실험방법은 항 처리량 처리농도 방법과 같음: (3) ( ) .○

나 결과( )

타사제품과 약효 비교 결과 일차 결과는, 7 Streptomyces 액상수화제 시제품sp. A1022 ( )

배 처리구와 대조약제 오티바 배 및 티포라탄 배 처리구가 유사한 방제효과100 1,000 1,000

를 나타냈고 배 처리구는 약효가 매우 떨어지는 것으로 확인됨 그림, Eugenol 500 ( 33).

일차 결과는12 Streptomyces 액상수화제 시제품 배 처리구와 대조약제sp. A1022 ( ) 100

오티바 배는 유사한 방제효과를 나타냈으나 티포라탄 배 처리구와1,000 , 1,000 eugenol 500

배 처리구는 방제효과가 매우 떨어지는 것으로 확인됨 그림( 34).

위의 결과로부터 Streptomyces 액상수화제 시제품 을 배 처리 시 약sp. A1022 ( ) 100 10

일간의 약효 지속효과가 있을 것으로 예상됨.
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그림 약제 처리 후 일 경과33. 7

시제품 무처리 오티바 티포라탄a. , b. , c. , d. , e. Eugenol

그림 약제 처리 후 일 경과34. 12

시제품 무처리 오티바 티포라탄a. , b. , c. , d. , e. Eugenol
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기타 방제효과 토마토 탄저병(5) _

시험장소 생장상: (growth chamber)○

시험작물 방울토마토 열매:○

시험병해 토마토탄저병: (○ Colletotrichum sp.)

시험약제:○ Streptomyces 수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 1,000

시험내용 실험방법은 항 처리량 처리농도 방법과 같음: (3) ( ) .○

차년도 시험결과1 , Streptomyces 는 고추탄저병 외에 기타 작물의 다른 병해sp. A1022

에 대해서도 방제효과를 지니고 있었음 따라서 토마토 탄저병에 대하여 방제시험을 실시한.

결과 방제효과가 있는 것으로 확인됨 그림, ( 35).

그림 토마토탄저병에 대한35. Streptomyces 수화제 시제품 처리 효과sp. A1022 ( )

A. Streptomyces 수화제 시제품 처리구 무처리구sp. A1022 ( ) , B.

기타 방제효과 토마토 역병(6) _

시험장소 생장상: (growth chamber)○

시험작물 토마토 모종:○

시험병해 역병: (○ Phythophtora blight)

시험약제:○ Streptomyces 수화제 시제품 희석배수 배sp. A1022 ( ), 1,000

대조약제 오티바 액상수화제 희석배수 배: (azoxystrobin 20%, Syngenta Korea) , 1,000○

시험내용:○

토마토 파종 직후 역병 포자를 수준으로 각 포트당 처리한 후- 1.0E+6 spore/mL 20mL

습도 의 생장상 에서 생육시킴28 , 75% (growth chamber) .℃

시간 경과 후 각각의 약제를 처리한 후 토마토 발아율을 관찰함 각 처리구당- 24 . 10POT

반복 시험함.
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시험결과○

토마토 유묘를 이용한 역병 방제 효과 시험 결과 무처리구에서 토마토 발아율이 약, 30%

인 반면, Streptomyces 수화제 시제품 배 처리구와 오티바 신젠타sp. A1022 ( ) 1,000 ( ) 1,000

배 처리구에선 고추역병이 발병되지 않은 것으로 확인됨 그림( 36).

그림 고추역병 항균활성 및 토마토 모종을 이용한36. Streptomyces 액상수화제sp. A1022

시제품 역병 방제 효과 검정( )

무처리A. , B. Streptomyces 수화제 시제품 배 희석 처리구 대조구sp. A1022 ( ) 1,000 , C.



94- 94 -

포장실증시험6.

년 년 전국의 농가포장에서 회 이상2010 - 2011 10 Streptomyces 시제품의 방sp. A1022

제효과를 시험함.

병해는 무처리 발병율 약 이상 자연발병 된 농가 또는 역병에 한해 인위적으로 발병10% ,

시킨 후 방제시험을 실시함 희석배수는 처리 시 마다 차등 적용하였고 처리간격은 일. , 7 , 3

회 처리를 기본으로 하였음.

처리결과 액상수화제 는 희석배수 배 수화제, (solid concentrate, S.C.) 300 , (wettable

는 희석배수 에서 이상의 방제효과를 확보하였음 또 노균병과 벼도powder, W.P.) 500 60% . ,

열병에 대한 방제효과도 확보함 개발한 제형은 일반농가의 분무기 사용 시에도 사용상의 문.

제점이 발견되지 않았으며 약흔 약해 등의 문제점도 발견되지 않음, , .

처리내역은 표 와 같으며 상세내역은 첨부함55 , .

표 포장실증시험 내역55.

적용작물 적용병해 제형 희석배수 일자 주소

고추 탄저병 액상수화제 100 2010. 5. 경기도 여주군 외룡리

고추 탄저병 액상수화제 300 2011. 7. 경북 의성군 단촌면 방하리

고추 탄저병 액상수화제 300 2011. 7. 충북 충주시 금가면 하담리

고추 탄저병 수화제 1,000 2011. 6. 경기도 양평군 지평면 일신 리2

고추 역병 액상수화제 300 2011. 6. 경기도 양평군 원덕리

고추 역병 액상수화제 300 2011. 7. 경기도 여주군 외룡리

고추 역병 수화제 500 2011. 7. 경기도 여주군 여주읍

고추 역병 수화제 1,000 2011. 8. 경기도 여주군 내룡리

토마토 잿빛곰팡이병 수화제 1,000 2011. 5. 경기 파주시 교하읍 서패리

피망 잿빛곰팡이병 액상수화제 300 2011. 7. 강원도 횡성군 둔내면 화동리

상추 노균병 액상수화제 300 2011. 6. 경기도 양평군 지평면 송현리

벼 도열병 수화제 500 2011. 6. 전남 영광군 불갑면 방마리
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포장실증(1) _ 1
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포장실증(2) _ 2

시험방법< >

대상병해 고추탄저병: (○ Colletotrichum gloeosporioides)

시험작물 고추:○

시험장소 충북 충주시:○

대상병해 발생상황 무처리 이병과율 자연발병: 16.2% .○

조사항목 이병과율 최종 약제 처리 후 일차: , 7 (2011. 8. 10.)○

경종개요 기타 사항은 농가 일반 관행에 준하여 재배함: .○

시험일시 차 약제처리: 1 - 2011. 7. 20.○

차 약제처리2 - 2011. 7. 27.

차 약제처리3 - 2011. 8. 3.

최종조사 - 2011. 8. 10.

표 약제 처리 내용56.

시험약제 희석배수 처리시기 및 방법

azoxystrobin 20% 배1,000 발병초 일 간격7

회 경엽처리3Streptomyces sp. A1022, S.C. 배300

무처리구

시험결과< >

표 고추탄저병 시험 결과57. (2011. 8. 10.)

시험약제
이병과율 (%) 유의성

(DMRT)

방제가

(%)1 2 3 평균

azoxystrobin 20% 13 13 14 13.3 a 68.0

Streptomyces sp. A1022 17 15 16 16.0 a 61.6

무처리 40 44 41 41.7 b -
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포장실증(3) _ 3

시험방법< >

대상병해 고추역병: (○ Phytophthora blight)

시험작물 고추:○

시험장소 경기도 여주군 외룡리:○

대상병해 발생상황 역병균을 농도로 주당 씩 각각: 1.0E+6 spore/mL 150mL○

관주 처리하고 시간 경과 후 처리구별로 약제 살포함, 24 .

조사항목 이병주율 최종 약제 처리 후 일차: , 7 (2011. 7. 26.)○

경종개요 기타 사항은 농가 일반 관행에 준하여 재배함: .○

시험일시 차 약제처리: 1 - 2011. 7. 5.○

차 약제처리2 - 2011. 7. 12.

차 약제처리3 - 2011. 7. 19.

최종조사 - 2011. 7. 26.

표 약제 처리 내용58.

시험약제 희석배수 처리시기 및 방법

azoxystrobin 20% 배1,000 발병초 일 간격7

회 관주처리3Streptomyces sp. A1022, S.C. 배300

무처리구

시험결과< >

최종 조사 후 월까지 고추 최종 수확 후에도 약 개월간 관찰 결과- 10 , 4 , Streptomyces sp.

처리구와 대조구는 전혀 발병하지 않음A1022 .

표 고추역병 시험 결과59. (2011. 7. 26.)

시험약제 이병주율(%)
유의성

(DMRT)
방제가

Streptomyces sp. A1022 0 a 100

무처리 100 b
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그림 고추역병 발병 현황37.
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포장실증(4) _ 4

시험방법< >

대상병해 고추역병: (○ Phytophthora blight)

시험작물 고추:○

시험장소 경기도 여주군 여주읍:○

대상병해 발생상황 역병균을 농도로 주당 씩 각각: 1.0E+6 spore/mL 150mL○

관주 처리하고 시간 경과 후 처리구별로 약제 살포함, 24 .

조사항목 이병주율 최종 약제 처리 후 일차: , 7 (2011. 8. 18.)○

경종개요 기타사항은 농가 일반 관행에 준하여 재배함: .○

시험일시 차 약제처리: 1 - 2011. 7. 28.○

차 약제처리2 - 2011. 8. 4.

차 약제처리3 - 2011. 8. 11.

최종조사 - 2011. 8. 18.

표 약제 처리 내용60.

시험약제 희석배수 처리시기 및 방법

azoxystrobin 20% 배1,000 발병초 일 간격7

회 관주처리3Streptomyces sp. A1022, W.P. 배500

무처리구

시험결과< >

최종 조사 후 월까지 고추 최종 수확 후에도 약 개월간 관찰 결과- 10 , 3 , Streptomyces sp.

처리구와 대조구는 전혀 발병하지 않음A1022 .

표 고추역병 시험 결과61. (2011. 8. 18.)

시험약제 이병주율(%)
유의성

(DMRT)
방제가(%)

azoxystrobin 20% 0 a 100

Streptomyces sp. A1022 0 a 100

무처리 100 b 0
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포장실증(5) _ 5

시험방법< >

대상병해 고추역병: (○ Phytophthora blight)

시험작물 고추:○

시험장소 경기도 여주군 내룡리: (2011. 8. 26.)○

대상병해 발생상황 무처리 이병주율 로 자연발병 됨: 14% .○

조사항목 이병주율 최종 약제 처리 후 일차: , 7○

경종개요 기타사항은 농가 일반 관행에 준하여 재배함: .○

시험일시 차 약제처리: 1 - 2011. 8. 5.○

차 약제처리2 - 2011. 8. 12.

차 약제처리3 - 2011. 8. 19.

최종조사 - 2011. 8. 26.

표 약제 처리 내용62. (2011. 8. 26.)

시험약제 희석배수 처리시기 및 방법

azoxystrobin 20% 배1,000 발병초 일 간격 회7 3

관주처리Streptomyces sp. A1022, W.P. 배1,000

무처리구

시험결과< >

역병 자연발병 초기에 시험 실시함 최종 조사 후 월까지 고추 최종 수확 후에도 약 개- . 10 , 3

월간 관찰 결과 무처리구는 월말 모두 고사하였고, 8 , Streptomyces 처리구와 대sp. A1022

조구는 월초 역병 발병 시작하여 월 초 모두 고사함9 10 .

이는 약제의 희석배수가 배로 늘어난 이유와 자연발병에 따른 문제로 판단됨- 1,000 .

그러나- , Streptomyces sp. A1022 처리가 고추역병의 발병 시기를 약 개월간 늦추는 효과가1

있는 것으로 판단됨.

표 고추역병 시험 결과63. - 2011. 8. 26.

시험약제 이병주율(%)
유의성

(DMRT)
방제가(%)

azoxystrobin 20% 0 a 100

Streptomyces sp. A1022 0 a 100

무처리 100 b 0
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포장실증(6) _ 6

시험방법< >

대상병해 토마토 잿빛곰팡이병: (○ Botrytis cinerea)

시험작물 토마토:○

시험장소 경기도 파주시 교하읍:○

대상병해 발생상황 무처리 이병과율 로 약효 검토에 충분하였음: 12% .○

조사항목 이병주율 최종 약제 처리 후 일차: , 7○

경종개요 기타사항은 농가 일반 관행에 준하여 재배함: .○

시험일시 차 약제처리: 1 - 2011. 5. 4.○

차 약제처리2 - 2011. 5. 11.

차 약제처리3 - 2011. 5. 18.

최종조사 - 2011. 5. 25.

표 약제 처리 내용64.

시험약제 희석배수 처리시기 및 방법

Boscalid 47% 배1,000 발병초 일간격 회7 3

경엽처리Streptomyces sp. A1022, W.P. 배1,000

무처리구

시험결과< >

표 토마토 잿빛곰팡이병 처리 결과65.

시험약제
이병주율(%) 유의성

(DMRT)

방제가

(%)1 2 3 평균

Boscalid 47% 12 12 11 11.7 a 67.3

Streptomyces sp. A1022 15 13 14 14.0 a 60.7

무처리 37 34 36 35.7 b
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토양상 변화 관찰7.

Streptomyces 를 배지상에서 관찰한 결과 색sp. A1022 CAS(chrome azurol S) , orange

의 환을 형성하지 않아 를 생성하지 않는 것으로 판단되어 토양과 작물을 통해siderophore ,

Streptomyces 의 영향을 관찰함 토양 미생물상 및 이화학상 관찰은 실험농지에sp. A1022 .

서 실험 전 후 토양을 채취하여 비교 분석함/ .

대조구와 무처리구의 토양미생물상은 시험완료 후 전체적으로 감소한 반면,

Streptomyces 시제품 처리구는 시험 완료 후에도 토양미생물상이 그대로 유지sp. A1022

되는 것으로 확인됨 표( 66). 토양이화학상 변화는 유기물과 수분은 모든 처리구에서 유사한

것으로 나타났고 질소와 가리는 시험 종료 후 모든 처리구에서 감소한 것으로 확인됨, .

인산은 대조구와 무처리구는 시험전 후 비슷한 수준이었으나/ , Streptomyces sp. A1022

시제품 처리구의 인산 함량은 시험 종료 후 줄어든 것으로 확인됨 이는. Streptomyces sp.

가 인산분해능이 어느 정도 있는 것으로 판단됨A1022 . 이는 현재 농지에서 문제가 되는 인

산집적현상을 다소 해결할 수 있을 것으로 기대됨 표( 67).

뿌리생육 비교결과 개 시험구 모두 뿌리생육은 유사하였으나 시제품 처리구 대조구, 3 , > >

무처리구 순으로 뿌리의 길이 생육이 활발한 것으로 확인됨 표 그림( 68, 41, 42).

표 처리구에 따른 토양미생물상 변화 비닐하우스 시험구66. _

단위( : cfu/g)

시험구 균종 2010. 05. 21. 2010. 09. 29.

대조구 곰팡이균 1.8E+06 7.5E+04

방선균 2.0E+05 1.1E+04

세균 1.8E+06 1.3E+06

시제품 곰팡이균 2.1E+06 1.4E+06

방선균 1.8E+05 6.5E+06

세균 1.7E+06 2.5E+06

무처리 곰팡이균 1.4E+06 6.5E+04

방선균 2.2E+05 9.1E+04

세균 2.2E+06 1.3E+06
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표 처리구에 따른 토양의 이화학상 변화 비닐하우스 시험구67. _

단위( : %)

시험구 항목 100521 100929

대조구 질소(TN) 1.27 0.28

인산(P2O5) 2.05 2.06

가리(K2O) 0.88 0.98

유기물(OM) 5.67 4.02

수분(moisture) 1.89 2.19

시제품 질소(TN) 1.08 0.14

인산(P2O5) 2.08 1.13

가리(K2O) 0.59 0.86

유기물(OM) 5.17 5.68

수분(moisture) 1.75 3.26

무처리 질소(TN) 1.09 0.34

인산(P2O5) 2.31 2.08

가리(K2O) 1.11 0.97

유기물(OM) 5.99 5.82

수분(moisture) 0.83 2.99

표 처리구에 따른 작물의 뿌리생장 비교 비닐하우스 시험구68. _

단위( : cm)

조사일 시험구 1 2 3 4 5 average SD

2010.

11. 03.

대조구 22 28 30 29 28 27.4 3.13

방선균 31 28 26 27 31 28.6 2.30

무처리 24 27 24 26 25 25.2 1.30
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그림 38. Streptomyces 시제품 처리구와 무처리구의 뿌리생장 비교 비닐하우스 시험sp. A1022 _

그림 39. Streptomyces 시제품 처리구와 무처리구의 뿌리생장 비교 시험sp. A1022 _ POT
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협동 고려대학교 길항방선균을 이용한 토양전염성 병해 방제제 개발< , >_

균주의 배양과 항균활성물질의 분리1. A1022

가 항균활성 물질 확보를 위한 균주의 배양. A1022

재료 및 방법(1)

배지로 를 에서 여러 를 거쳐 알게 된 최적의 배양조건인ISP2 A1022 shaking incubator test

의 조건으로 균주의 항균활성이 최대인 시간동안 배양하였음 배양 중간에28.5 , 150rpm 168 .℃

오염여부를 현미경과 배지에 을 통해 확인하여 오염되지 않은 배양액만을 수집하ISP2 striking

였음.

결과(2)

총 를 배양하였으며 항균활성물질 추출을 위한 분리과정을 수행하기로 계획18.5L , .

나 균체 배양상등액 분리. ,

재료 및 방법(1)

균주의 항균활성 물질이 균체에 존재하는지 배양상등액에 존재하는지 확인하기 위하A1022

여 배양액을 에서 분간 하고 균체와 배양상등액을 분리 후 항균활성 검5000rpm 20 centrifuge ,

정법을 시행하였음 균체는 을 가하여 분간 로 을 분쇄하여. methanol 90 sonicator cell methanol

하였음 활성 테스트는 로 수행하였으며 균체는extraction . paper disc method , methanol

를 배양 상등액은 과 용매를 이용하여 극성에 따라 물질을 분extracts , hexane ethyl acetate

획한 후 에 적셔서 탄저병 과 벼도열병 에 대한 항균활성을 평가하paper disc (F3009) (F3013)

였음.

결과(2)

균주를 탄저병 과 벼도열병 으로 활성 테스트를 실시한 결과 균체와 배A1022 (F3009) (F3013) ,

양상등액 모두에서 활성이 확인되었으나 활성의 크기가 균체의 추출물에서 더 크게 나왔으며, ,

항균물질분리를 위한 물질의 확보에 있어서 수율도 중요한 부분이기에 수율적인 면에서도 고,

려한다면 균체에서 얻은 가 배양액에서 얻게되는 와methanol extracts hexane extracts ethyl

보다 많은 양을 얻을 수 있기에 균체에서 추출되는 항균물질로 다음과정의acetate extracts

실험을 진행하기로 결정함 따라서 균체의 를 로 농축함. , methanol extracts evaporator .
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그림 균체 의 활성테스트1. (Methanol extracts)

탄저병 벼도열병(F3009= , F3013= )
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그림 배양상등액의 활성테스트2. (H-hexane extracts, E.A-ethylacetate extracts)

탄저병 벼도열병(F3009= , F3013= )

다 활성물질의 용매 극성확인.

재료 및 방법(1)

을 의 멸균수에 다시 녹여서 동량의 과 을 가Methanol extracts 10g 1L hexane chloroform

해서 회 걸쳐서 극성에 따라 물질을 분획한 후 농축하여 탄저병 과 벼도열병3 (F3009) (F3013)

에 대한 항균활성을 테스트하였음.

결과(2)

탄저병 과 벼도열병 대한 활성물질이 에서(F3009) (F3013) methanol hexane, chloroform

층으로 각각 이동하였고 를 통해 실험한 결과 항균활성이solvent , paper disc method

층보다는 층의 활성이 더 크게 나왔으며 활성물질의 수율도 더 많았음 이chloroform hexane , .

결과에 따라 다음 진행단계를 추출물을 통해 진행하기로 결정하였음hexane .

또한 항균 활성의 비교를 통해 층의 활성이 층보다도 배 이상 컸으며, hexane chloroform 2 ,

이 둘의 활성의 합은 와 비슷하거나 조금 크게 나타난 것으로 보아methanol extracts

층의 활성물질 대부분이 과 층으로 각각 이동한 것을 확인methanol+D.W. hexane chloroform

할 수 있었음.
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그림 과정3. Work up

그림 와 의 활성테스트4. Methanol extracts hexane extracts, chloroform extracts

(M-methanol extracts, WH-Hexane extracts, WC-Chloroform extracts)
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그림 와 의 활성테스트5. Methanol extracts hexane extracts, chloroform extracts

(M-methanol extracts, WH-Hexane extracts, WC-Chloroform extracts)

라 를 통한 활성 물질 분리. Silica gel column chromatography

재료 및 방법(1)

활성테스트를 통해 탄저병 과 벼도열병 대한 활성물질이 층에 존재하(F3009) (F3013) hexane

는 것을 확인하였고 활성의 크기가 층보다 층이 더 크다는 것과 활성물질, chloroform hexane

의 수율도 높다는 실험 결과를 바탕으로 활성물질분리를 위하여 층을 농축한, hexane hexane

로 수행하였음 의 크기는extracts silica gel column chromatography . column 36 X 4.5cm

이며 내부는 사 로 만큼 충진하column silica gel 60 (0.040-0.063 mm, Merck ) 15 X 4.5cm

였음.

용매조건은 hexane:ethyl acetate = 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,

의 순서로 를 주어 각각의 용매를 씩 내렸으며 각30:70, 20:80, 10:90, 0:100 gradient 400ml

당 을 수집하였고 를 내려 하였음 별로fraction 400ml , ethyl acetate 2L washing . Fraction

등의 를 수paper disc method, bioautography test, Thin Layer Chromatography bioassay

행하여 활성을 평가함과 동시에 상의 활성 확인을 하고자 하였음TLC band . Paper disc

는 기존 방법 그대로 수행하여 활성을 평가하였고 는method , Thin Layer Chromatography

를 반으로 나누어서 각 별로 좌우 각각 똑같이 한 것을 전개TLC plate fraction TLC spotting

용매를 로 하여 한쪽은 에서 관찰하고hexane:ethyl acetate = 6:1 UV 254nm ,

로 하여 상의 물질의 확인을 하였으며 나머지 한쪽은p-anisaldehyde staining TLC band ,
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를 하여 상의 중에서 어느 부분이 실제로 활성이 있는지를 확bioautography assay TLC band

인하였음.

결과(2)

을 를 수행하여 총 개의Hexane extracts 1.35g silica gel column chromatography 12

을 수집할 수 있었음fraction .

각 을 방법을 통해서 활성 테스트 한 결과 이 탄저fraction paper disc , WHS4-WHS6 fraction

병 에 대한 를 보였고 은 벼도열병 에 대한(F3009) antifungal activity , WHS4-WHS7 (F3013)

를 보였다 또한 에 각각의 을 하여서antifungal activity . , TLC plate fraction spotting hexane:

로 전개 후 관찰과 후 상의 을 확인하였ethyl acetate = 6:1 UV staining TLC band pattern

음 그리고 다시 전개용매를 로 하여 각 을 전개시. TLC hexane : ethyl acetate =1:1 fraction

켜서 를 한 결과 이 비슷한 양상을 보이기에bioautography assay antifungal activity pattern

을 하나의 으로 하였음 이는 에 흘려주는 용매조WHS4-WHS6 fraction group grouping . column

건이 였으며 로 테스트했을hexane:ethyl acetate = 70:30, 60:40, 50:50 , paper disc method

때에도 탄저병 과 벼도열병 에 공통적인 활성을 보인 부분이었기에 같은(F3009) (F3013) group

으로 모았고 이를 농축을 하였음 나머지 은 항균 활성이 없었기 때문에 항균활성을, . fraction

보이는 만을 농축 후 무게를 재었더니 이었음fraction , 122.9mg .

따라서 활성을 보이는 을 으로 충진된, WHS4-WHS6 fraction sephadex LH-20 size

수행으로 분자량에 따른 활성물질분리를 진행하기로 하였음exclusion chromatography .

그림 실험 모습6. Silica gel open column chromatography

위 사진 왼편부터 hexane:ethyl acetate = 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50/

아래사진의 왼편부터 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 0 : 100)
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그림 수행 후 별 탄저병에 대한 활성테스트7. Silica gel column chromatography fraction

WHS1-H:E.A = 10:0, WHS2-H:E.A = 9:1, WHS3-H:E.A = 8:2, WHS4-H:E.A = 7:3,

WHS5-H:E.A = 6:4, WHS6-H:E.A = 5:5, WHS7-H:E.A = 4:6, WHS8-H:E.A = 3:7

그림 수행 후 별 벼도열병 활성테스트8. Silica gel column chromatography fraction
WHS1-H:E.A = 10:0, WHS2-H:E.A = 9:1, WHS3-H:E.A = 8:2, WHS4-H:E.A = 7:3,

WHS5-H:E.A = 6:4, WHS6-H:E.A = 5:5, WHS7-H:E.A = 4:6)
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그림 에서 수집된 의 결과9. Silica gel column chromatography fraction TLC

R-hexane extracts, 1-WHS1-H:E.A = 10:0, 2-WHS2-H:E.A = 9:1, 3-WHS3-H:E.A = 8:2,

4-WHS4-H:E.A= 7:3, 5-WHS5-H:E.A= 6:4, 6-WHS6-H:E.A = 5:5, 7-WHS7-H:E.A = 4:6,

8-WHS8-H:E.A= 3:7, 9-WHS9-H:E.A= 2:8, 10-WHS10-H:E.A= 1:9, 11-WHS11-H:E.A= 0:10

으로 수행 후 로 관측A. Hexane:ethyl acetate = 6:1 254nm

로 발색B. p-anisaldehyde

그림 에서 수집된 의 탄저병에 대한10. Silica gel column chromatography fraction

bioautography assay

로 수행 후Hexane:ethyl acetate = 1:1 test



168- 168 -

마 를 통한 활성 물질의 분리. Sephadex LH-20 column chromatography

재료 및 방법(1)

수행하여 탄저병 과 벼도열병 에 공통적으Silica gel column chromatography (F3009) (F3013)

로 활성을 보이는 에 존재하는 활성물질의 분리를 위해WHS4-WHS6 fraction sephadex

를 수행하였음LH-20 column chromatography .

의 크기는 이며 내부는 로 충Column 100 X 2.5cm column sephadex LH-20 (Amersham)

진하였음 을 사용해서 의 속도로 하나의 당. HPLC grade methanol 0.18ml/min fraction 2ml

씩 받아서 총 개의 을 받았음 총 개의 을 개 간격으로181 fraction . 181 fraction 3 4 fraction～

하여 바로 로 관찰하고 로 대략적인 활성을 평가하였spotting UV 254nm bioautography assay

음 그 결과로 활성 있는 각각을 에 후 용매를. fraction TLC plate spotting hexane:ethyl

로 하여 상의 물질을 전개시켜서 로 관찰acetate = 1:1 TLC plate UV 254nm , bioautography

를 통한 탄저병 에 대한 활성평가와 을 하여 각assay (F3009) p-anisaldehyde staining fraction

의 양상을 관찰하였음band .

결과(2)

를 통해 수집한 개의 을 개Sephadex LH-20 column chromatography 181 fraction 3 4～

의 간격을 두고 후 로 관찰한 결과로는 전개시키지 않고 후 바fraction spotting , UV spotting ,

로 관찰을 하였기 때문에 물질에 따라서 에 감지되는 걸 볼 수 있었음UV 254nm . TLC plate

를 자세히 보면 이 감지되었음, WHSS49-70, WHSS97-115, WHSS139-151 .

탄저병 에 대해 활성 를 실시하기 위해 각각을 에(F3009) test WHSS59-72 TLC plate

후 의 용매로 전개시킨 후 로 관찰하였더니spotting hexane:ethyl acetate = 1:1 , UV 254nm

뚜렷하진 않았으나 희미하게 감지되는 것을 관찰할 수 있었음 또한 를. , bioautography assay

통한 탄저병 에 대한 활성평가에서 에서 활성을 보였고(F3009) WHSS64-71 , p-anisaldehyde

을 하여 각 의 양상을 관찰하였음 이 결과에 따라 탄저병 을 억staining fraction band . (F3009)

제하고 비슷한 위치에서 활성 가 나타나는 을 농축하였으며 이 활성, band WHSS64-71 , fraction

을 단일 물질로 분리하기 위해 를 진행하기로 하였음prep HPLC .
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그림 에 의해 분리된 각11. Sephadex LH-20 column chromatography fraction

후 로 관찰한 모습A. Sephadex LH-20 column chromatography UV 254nm .

후 탄저병B. Sephadex LH-20 column chromatography bioautography assay. (F3009= )
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그림 를 수행하여 분리된 각12. Sephadex LH-20 column chromatography fraction

(WHSS59-72)

로 관찰 탄저병A. UV 254nm , B. Bioautography assay. (F3009= ), C. p-anisaldehyde staining

그림 13. Streptomyces 로부터 생성되는 활성물질의 분리sp.A1022
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바 를 통한 의 분리. Prep HPLC WHSS64-71

재료 및 방법(1)

탄저병 을 억제하는 을 사의(F3009) WHSS64-71 Hewlett Packard HP Agilent 1100 HPLC

기기와 을 사용하여 물질을 분리하였음HECTOR-W C18(250*10.0mm, 5um, 300 ) column .

실험조건은 을 분으로 하고 처음 분간은 용매의 비율을 에서run time 35 , 5 20% acetonitrile

으로 조건으로 분부터 분까지는 에서80% acetonitrile gradient elution , 5 30 80% acetonitrile

으로 조건을 분부터 분까지는 로100% acetonitrile gradient elution , 30 35 100% acetonitrile

조건으로 분리하였음 는 분당 로 설정하였고 을. Flow 1ml , WHSS64-71 fraction 19.5mg

로 하기 전 과 를 적절히 혼합하여 농축된 물질을 충분히 녹HPLC injection , acetonitrile water

인 후 절반씩 두 번에 걸쳐서 하였음 또한 와 의 두 가지 파장대의injection . 210.8nm 254.8nm

에서 감지 할 수 있도록 설정하였으며 분 간격으로 물질을 하였음 그 후 각각의UV , 5 prep .

을 를 통해서 활성 를 수행하여 항균활성을 확인하였음fraction paper disc method test .

결과(2)

를 이용한 은 분 간격으로 수행하였으며 와 두 가지 파장HPLC prep 5 , UV 210.8nm 254.8m

대에서 감지되었음 항균 물질을 한 결과 아래의 그래프에서처럼 에서부터 까지 총. prep , K1 K7

개의 으로 분리되었음 분리 후엔 각 을 로 탄저병7 fraction . , fraction paper disc method

에 대해 한 결과 에서부터 까지 개의 에서 활성이 확인되었음 활성(F3009) test K1 K5 5 fraction .

의 크기는 가 과 에 비해서 활성이K2(1.7mg), K3(4.9mg), K4(5.2mg) K1(1.5mg) K5(0.3mg)

더 크게 나타나 항균활성을 지닌 주요 이라 할 수 있음fraction .

물질을 분 간격으로 분획한 그래프를 살펴보면 는 두 파장대에서 작게 여러 개의 피크가5 , K3

나타났으며 와 의 피크는 의 파장대에서 하게 솟아있는 하나의 피크, K2 K4 UV 210.8nm sharp

를 관찰할 수 있었음 또한 는 에서는 감지되지 않았으나 의 파. , K4 UV 254.8nm UV 210.8nm

장대에서 높은 하나의 피크가 감지되었기에 다른 에 비해서 가 높을 것이라고fraction purity

예상할 수 있었으며 항균물질의 구조를 분석하는 데 있어서 가능성 있을 거라 예상되었음 하, .

지만 항균물질의 구조 분석을 하는 데 있어서 여러 데이터를 얻는 데에는 물질의 양도 어느

정도 확보되어야 가능하기에 무게로 보았을 때는 와 가 구조분석을 위한 데이fraction K3 K4

터를 얻을 가능성이 있다고 예측하였음.

따라서 다음과정으로 와 을 검출기를 통한 수행과 항균물질의 구조동정을, K3 K4 ELSD HPLC

위한 분석에 들어가기로 결정하였음.

그림 사14. Prep High Performance Liquid Chromatograph_HP Agilent 1100, Hewlett Packard .
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그림 를 수행한 그래프15. Prep High Performance Liquid Chromatography

를 수행시 로 감지A. Prep High Performance Liquid Chromatography UV 210.8nm

를 수행시 로 감지B. Prep High Performance Liquid Chromatography UV 254.8nm
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그림 를 수행 후16. Prep High Performance Liquid Chromatography , paper disk method

를 통한 활성 탄저병test(F3009= )

사. Analytic HPLC

재료 및 방법(1)

를 통해 분리한 를 사의 와Prep HPLC K3, K4 SEDERE SEDEX 80 LT-ELSD HECTOR-W

을 사용하여 분석하였음C18(150*4.6mm)column .

가 의 실험조건( ) K3

을 분으로 하고 분간은 용매의 비율을 에서Run time 40 , 10 20% acetonitrile 80%

으로 조건으로 분부터 분까지는 로 조건으acetonitrile gradient elution , 10 40 80% acetonitrile

로 설정하였음.

를 분당 로 을 의 농도로 을 하였으며 와Flow 1ml , K3 1mg/ml 30 injection , ELSD 254nm,㎕

의 에서 감지하도록 하여 분석하였음210nm UV .

나 의 실험조건( ) K4

을 분으로 하고 분간 용매의 비율을 에서Run time 30 , 30 20% acetonitrile 80% acetonitrile

으로 조건으로 설정하였으며 를 분당 로 의 농도로 을gradient elution flow 1ml , 1mg/ml 30ul

하였으며 와 의 에서 감지하도록 하여 분석하였음injection , ELSD 254nm, 210nm UV .

결과(2)

는 와 에서의 그래프가 비슷한 경향을 보이고 있으나 분대에서K3 ELSD UV 254nm 28-30

에서 감지되는 부분이 나 에서 감지되지 않는 걸로 보아 에 보이지 않ELSD 254nm 210nm UV

는 물질이 있는 것을 확인하였음.

는 와 에서의 그래프상에서 피크들이 많은 차이를 보이고 있었K4 ELSD UV 254nm, 210nm

다 따라서 도 역시 에 감지되지 않는 물질이 존재함을 확인하였다. K4 UV .
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그림 17. High Performance Liquid Chromatograph (K3)

그림 18. High Performance Liquid Chromatograph (K4)
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균주로부터 생성되는 항균활성물질의 구조분석2. A1022

가 분리된 항균활성 물질의 분석. LC/MS

재료 및 방법(1)

항균물질이 분리된 상태에서 과 으로 항균물질의 구조동정을 위해서 먼저K3 K4 LOW Mass

값을 측정해보았으며 가 높고 구조동정 가능성이 가장 높은 는 추가적으로 를, purity K4 LC/MS

통해 값을 알아보았다mass .

는 분으로 하고 분 동안 을 흘려주는 조건으로 실험하였LOW Mass run time 15 15 methanol

다.

는 사 를 이용하여 측정하였고 총 분이LC/MS thermoFinnigan LCQ Advantage , run time 30

며 을 후 분부터 분까지 로 조건을 주어 값, K4 sample injection 0 30 100% acetonitrile mass

을 측정하였다 는 분당 를 흘려주었다. Flow 250ul .

결과(2)

는 처음에 를 측정하였으나 이 값만으로는 알기 어렵기에 과 의LOW Mass ESI+ K3 K4 ESI+,

둘 다 측정하여 두 그래프를 비교해 가면서 대략적인 값을 추정하려 하였음 하지ESI- mass .

만 와 각각의 에서 일정하게 나오는 이 없는, K3 K4 ESI+, ESI- mass spectrum mass peak

것으로 보아 값을 예상하기 어려움mass .

또한 의 값을 를 통해서 분간 을 흘려주어 데이터를, K4 mass LCMS 30 100% acetonitrile LC

보면서 시간대별 에 따라서 값을 체크하였는데 그 중에서도 분에서 나온 가장peak mass , 2.59

높은 의 값을 측정하기 위해 분 분 시간대에서 값을 체크한 결과peak mass 2.40 -3.38 mass ,

가 나왔음 하지만 의 값인 와 에서의1295.7m/z(ESI+) . , K4 total mass LOW mass ESI+ ESI-

값과 의 값의 차이가 너무 컸기에 예측이 힘듬LCMS .

그림 19. Liquid chromatography and mass spectrometry (LC/MS)-LCQ Advantage,

사ThermoFinnigan .
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그림 위 아래20. LOW mass (K3) ( : ESI+/ : ESI-)
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K4 #23-36 RT: 1.37-1.56 AV: 2 NL: 8.83E6
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그림 위 아래21. LOW mass (K4) ( : ESI+/ : ESI-)
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그림 사 그래프22. LC/MS (Thermo Finnigan LCQ Advantage) (K4)

A. Chromatogram of total ion counts (Run time: 0.00-30.05), B. Mass spectrum (Run time:

2.40-3.38), C. Mass spectrum (Run time: 4.32-4.50), D. Mass spectrum (Run time: 5.52-6.56)
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나 분리된 항균활성 물질의 분석. NMR

재료 및 방법(1)

항균물질의 구조동정을 위해서 사의 으로 과Bruke AVANCE 600 K3(1H) K4(1H, 13C,

스펙트럼에 의한 분석을 수행하였음COSY, HMBC, HSQC, DEPT) .

결과(2)

의 와 의 데이터를 비교해 본 결과 같은 이 존재함을 알 수 있었으며 이K3 1H K4 1H , signal

를 통해 동일 물질이 포함되어 있을 거라고 예측하였음.

데이터로 보면 은 몇 가지의 물질이 섞여있는 것으로 예상되나NMR , K3 , 는 데이터K4 NMR

나 데이터를 고려해 보았을 때 단일물질일 가능성이 높으며 이러한 데이터를 통해 분LCMS ,

석 시 물질의 구조가 당지질 과 같은 구조로 예측됨(glycolipid) .
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그림 24. NMR(1H)-K4
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그림 25. NMR(13C)-K4
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그림 26. NMR(COSY)-K4
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그림 27. NMR(HMBC)-K4
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그림 29. NMR(DEPT)-K4

결론 물질 분리 동정3. _

본 연구에서는 Streptomyces 배양액 균체로부터 용매분획sp. A1022 , silical gel

등의 분석을 통해 식물병원균에chromatography, Sephadex chromatography, prep. HPLC

활성을 지니는 단일물질로 예상됨 최종 물질은 등의. 1H, 13C, COSY, HMBC, HSQC, DEPT

분석을 통해 당지질 로 추정되어 추가 실험을 통해 확인할 것임(glycolipid) .

항균성을 띠는 천연추출물의 구조 동정을 위한 기존의 많은 연구들이 주로 한hydrophobic

특성을 지닌 물질이 주류를 이루고 있고 한 특성을 동시에 지닌 항균물질에 대한, hydrophilic

연구의 보고는 적은 편이기에 처음 Streptomyces 에서 생성되는 항균물질의 구조sp. A1022

동정을 목표로 하였을 때 주로 한 항균물질을 추출해 내는 실험 방법으로 실험, hydrophobic

함 하지만 추가 실험을 통해 특성을 지닌 물질에 대해서도 연구할 것임. hydrophilic .
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추가실험4.

그림30. Flow chart

가. 을 통한Diaion HP20 균체의 활성물질분리

재료및 방법(1)

추가 실험을 위해 를 새롭게 배양하여 배양액을 에서 분간 하고12.6L 5000rpm 20 centrifuge

균체와 배양상등액을 분리하였다 균체를 로 추출해낸 후 이전 실험보다. methanol , hydrophilic

한 물질을 얻기 위해 새로운 을 통해 균체에 있는 활성물질을 으로 분리scheme diaion HP20

함 약 를 에 녹여서 에 하고. methanol extract 36g D.W.500ml diaion HP20 loading loading

후 컬럼을 통해 나오는 을 용매조건을fraction flow, methanol:H2O = 0:100, 20:80, 40:60,

로 하고 으로 컬럼 을 함60:40, 80:20, 100:0 acetone(100%) resin washing .

결과(2)

약 을 에 녹인 후 바로 하여 나온 이Methanol extract 36g D.W.500ml loading fraction

을 을 점점 함flow(MD1), Methaol 0% fraction MD2, methanol 20% fraction MD3, methanol

량을 증가시켜서 MD4(methanol 40%), MD5(methanol 60%), MD6(methanol 80%),

을 수집함MD7(methanol 100%), MD8(acetone 100%) .

총 개 을 로 전개시킨 후 상에서의8 fraction chloroform:methanol = 4:1 TLC bioautography

에서 에서 활성을 보였으며 로 염색시 여assay MD1, MD2, MD6, MD7, MD8 , p-anisaldehyde

러 색으로 발색이 되는 것을 확인 할 수 있음.

하지만 과 의 경우 너무 한 특성을 가진 이므로 기존의 연구설, MD1 MD2 hydrophilic fraction
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비에서 분석을 하기엔 어렵기 때문에 일단은 상대적으로 을 분리하기로hydrophobic fraction

결정하여 을 의 전개용매로 상에서, MD6-8 chloroform:methanol = 1.25:1 TLC bioautography

와 로 관찰 로 염색을 하여 관찰하였음 그 결과 주요 활성assay UV 254nm , p-anisaldehyde . ,

이 에서 관찰이 되었으나 농축과정에서 활성도가 점점 감소하는 경향을 보이며 활성을 잃MD7

었으며 다른 도 같은 경향을 보였음, fraction .

따라서 다음단계를 진행하여 균체에서의 활성물질의 구조를 동정하는 것이 불가능하다고 판,

단되었음.

그림31. 를 수행하여 분리된 각 의Diaion HP20 column chromatography fraction paper disc method

를 통한 활성테스트 탄저병(F3009= )

(MD1(Flow), MD2(M0%), MD3(M20%), MD4(M40%), MD5(M60%), MD6(M80%), MD7(M100%), MD8(Acetone100%))
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그림32. 를 수행하여 분리된 각Diaion HP20 column chromatography fraction

(MD1(Flow), MD2(M0%), MD3(M20%), MD4(M40%), MD5(M60%), MD6(M80%), MD7(M100%), MD8(Acetone100%))

탄저병A. Bioautography assay(F3009= )(MD1-8)

로 전개 후B. Chloroform:methanol = 4:1 p-anisaldehyde staining(MD1-8)

로 전개 후 로 관찰C. Chloroform:methanol = 1.25:1 UV 254nm (MD6-8)

D. p-anisaldehyde staining(MD6-8)

E. Bioautography assay(MD6-8)

나 을 통한. Diaion HP20 배양상등액의 활성물질분리

재료 및 방법(1)

균체 뿐 만이 아니라 배양상등액에서도 항균활성이 있음을 확인하여 배양상등액의 활성물질

을 로 을 통해 추출 균체와 분리된 배양상등액 당 의 을 가하여butanol work up . 1L 2L butanol

추출한 결과 약 이었고 이를 에 녹여서20.9955g , D.W.500ml diaion HP20 column
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를 시행하였다chromatography .

을 한 직후 이Sample loading fraction flow(BD1), methanol 0%(BD2), methanol 20%(BD3),

의methanol 40%(BD4), methanol 60%(BD5), methanol 80%(BD6), methanol 100%(BD7)

조건으로 용매를 흘려주었으며 과 로 하였, acetone 100%(BD8) methanol 100%(BD9) washing

으며 각 용매의 용량은 로 하였음, 500ml .

결과(2)

약 을 에 녹인 후 에 하여Butanol extract 20.9955g D.W.500 ml diaion HP20 loading

을 수집하였음 각각을 로 활성을 확인하였고 동시에BD1-9 fraction . paper disc method TLC

상에서 를 로 전개하여 로 관찰BD1-9 chloroform:methanol = 2:1 UV 254nm , bioautography

로 발색하여 확인한 결과 와 에서 활성이 있었음 각각assay, p-anisaldehyde , BD1-5 BD7-9 .

의 활성을 비교해 보았더니 에 비해 에서의 활성이 훨씬 큼을 알 수 있었고 그BD1-5 BD7-9 ,

중에서도 주요 활성 은 이라고 볼 수 있음fraction BD7-8 .

을 전개용매를 로 하여 상에서 확인 그 결과 은BD7-8 chloroform:methanol = 1:1 TLC . BD8

시간이 지남에 따라 활성이 크게 감소하였으며 나중에는 활성을 잃게 되었고 은 활성이, BD7

크고 시간이 지나고 활성도는 유지가 되었으나 다음 분리 정제 과정인, , C18 reverse phase

을 내리기 위한 농축과정에서 활성을 잃음 활성에 영향을 주는 요인을 살펴보기 위해column .

서 활성이 있는 을 에 담아 분 분 분 경과 후 활성을 살펴보았더니 에서BD7 vial 10 , 20 , 30 38℃

분만 경과해도 활성을 잃는 것을 확인할 수 있었다 이 결과를 통해 농축과정에 있어서 가10 .

해지는 온도에 의해 활성도가 급격이 감소하는 것으로 보아 온도에 민감한 물질이 항균활성물

질이라고 예상 항균활성을 지닌 폴리머 단백질 등 일 가능성. ( (i.e., ) )

이 농축과정에서 활성은 감소하였으나 물질의 성질을 파악해보기 위해BD7 C18 column

를 진행하여 물질을 분리 정제하기로 결정하였음chromatography , .
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그림33. 를 수행하여 분리된 각 의Diaion HP20 column chromatography fraction paper disc method

를 통한 활성테스트 탄저병(F3009= )

(BD1(Flow), BD2(M0%), BD3(M20%), BD4(M40%), BD5(M60%), BD6(M80%), BD7(M100%),

BD8(Acetone100%), BD9(Methanol100%))



204- 204 -

그림34. 를 수행하여 분리된 각Diaion HP20 column chromatography fraction

(BD1(Flow), BD2(M0%), BD3(M20%), BD4(M40%), BD5(M60%), BD6(M80%), BD7(M100%),

BD8(Acetone100%), BD9(Methanol100%))

로 전개 후 로 관찰A. Chloroform:methanol=2:1 UV 254nm ,

탄저병B. Bioautography assay( )

C. p-anisaldehyde staining(BD1-9)

로 전개 후 로 관찰D. Chloroform:methanol=1:1 UV 254nm ,

탄저병E. Bioautography assay( )

F. p-anisaldehyde staining(BD7-8)

다 를 통한 배양상등액의 활성물질분리. C18 reverse phase column chromatography &

SDS-PAGE

재료 및 방법(1)

농축되어 활성을 잃은 로 를 수행하여BD7 1.2908g C18 reverse column chromatography

분리를 위해 로 녹여서 에 하였고 용매조건은D.W.500ml column loading , methanol:H2O =

로 하고 로 컬럼 을 하며0:100, 20:80, 40:60, 60:40, 80:20, 100:0 methanol resin washing ,

각 용매의 용량은 로 하였음 을 한 직후 이500ml . Sample loading fraction flow(BDC1),

methanol 0%(BDC2), methanol 20%(BDC3), methanol 40%(BDC4), methanol 60%(BDC5),

의 조건으로 용매를 흘려주었으며methanol 80%(BDC6), methanol 100%(BDC7) , methanol

로 함100%(BDC8) washing .

물질의 특성을 파악하기 위해서 각 을 활성 와 를 통해 확인함 각fraction test SDS-PAGE .

의 농도를 로 하여 각각을 하였음fraction 4mg/ml 15ul loading .
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결과(2)

농축된 을 를 수행하여 을 수집BD7 C18 reverse column chromatography BDC1-8 fraction

하였고 이를 로 확인시 역시 활성이 없었으며 항균활성이 없기 때문에 다paper disc method ,

시한번 상에서 활성확인이나 관찰 를 할 필요가 없었음 하지TLC plate , UV , p-anisaldehyde .

만 이전에 상에서 를 하였을 때 활성이 밴드처럼 나타나거나 어느, TLC bioautography assay

특정 부위에서 나타나는 것이 아니라 끌려올라가는 경향을 보였기에 를 띠는 특성을 지charge

님을 예상할 수 있었고 온도에 민감하여 정도에서 되는 특성을 보았을 때, 38 denaturation℃

항균활성을 지닌 폴리머 단백질 일 가능성이 있어서 를 통해 단백질의 유무를 확인하(i.e., ) SDS

고자 하였음 상에서 명확히 로 나온 것은 아니지만. SDS-PAGE band , Coomassie Brilliant

을 하여 관찰시 에서 희미하게 끌려서 나오는 무언가가 보였으며 이로Blue staining BDC6-7

써 미지의 단백질 극미량이 존재함을 확인하였음.

그림35. BD7(M100%) 활성테스트 탄저병(F3009= )

을 에서 분 분 분 노출시킨 후 활성테스트A. BD7 38 10 , 20 , 30℃

을 완전히 농축시킨 상태에서 활성테스트B. BD7



206- 206 -

그림36. 에서 분 경과후BD7(M100%), D(38 BD7 10 )℃

로 전개 후 로 관찰A. Chloroform:methanol=1.5:1 UV 254nm ,

탄저병B. Bioautography assay (F3009= ),

C. p-anisaldehyde staining

그림37. SDS-PAGE

M(marker), BDC6(M80%), BDC7(M100%)
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최종결론5.

처음 에서 생성된 항균물질의 구조동정을 목표로 하였을 때 기존의 많은 연구들이- A1022 ,

의 경우가 대부분이여서 이를 가정하고 물질을 추출 정제small hydrophobic compound , ,

분리하였음.

추가 실험을 통해서 밝혀진 실험결과를 보면 곰팡이를 강력하게 억제하는 항균활성물질은-

에 감지되지 않고 로도 발색되지 않으며 활성을 가진 물질에 상에UV , p-anisaldehyde , TLC

서 끌리는 특성을 가지는 것으로 보아 성질을 동시에 지닌 로 추정되었hydrophilic polymer

음.

으로 추출한 경우와 추출에서 이은 결과로 보면 활성물질은- Hexane butanol SDS-PAGE

하며 동시에 한 성격을 지닌 그리고 거의 알려지지 않은hydrophobic hydrophilic antifungal

으로 보임protein . (e.g. Woo, J.H., et al., An antifungal protein from the marine bacterium

streptomyces sp.Strain AP77 is specific for Pythium porphyrae, a causative agent of red rot

disease in Porphyra spp. 의 논문에서 연구된Appl Environ Microbiol, 2002.68(6):p.2666-75

등SAP1(41.7kDa), SAP2(21.7kDa), SAP3(18.7kDa) )

으로 추출시 활성도가 비교적 안정하게 유지가 되는 것은 과 함께- Hexane antifungal protein

활성유지에 도움이 되는 다른 여러 가지 물질 때문인 것으로 판단됨.

로 추출시 항균활성물질이 상기한 추가의 물질과 함께 분리되지 않아서 빠르게 변성- Butanol

되는 현상이 나타난 것으로 판단됨.

상기한 연구는 상당한 연구규모 비용 시간이 필요로 하나 출시될 제품의 신뢰성을 고려하- , , ,

여 완전한 것이 밝혀질 때까지 연구를 할 계획임.
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4

특허< >

출원된 특허의 경우 등록된 특허의 경우

출원

연도
특허명 출원인 출원국 출원번호

등록

연도
특허명 등록인 등록국 등록번호

2010

10-2010

-

0011343

2011

항균활성과 살충력이

우수한 신규한

스트렙토마이세스속

균주 및 이의

배양방법과 배양물을

이용한 제제

주 해강( )

바이오
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본 연구에서○ Streptomyces 균주를 이용하여 개발된 제품은 친환경농자재 상sp. A1022 (

표명 방선이 등록번호 유기 및 토양미생물제제 등록번호 경기여주 가; , ; 11- -4-207) ( ; 22-

로 각각 등록함-20201) .

따라서 본 과제 종료 후 농림부와 기술이전 협약을 거쳐 주관기관인 해강바이오에서,○ ㈜

자체 이전을 통해 판매할 예정임.

이후 화학농약 사용량 절감 효과 및 친환경농산물 생산량 증가 등의 부수적인 효과가 기○

대됨.
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