


- 1 -

제  출  문

농림부 장관 귀하

  본 보고서는 “산림해충 방제를 위한 미생물농약개발”(협동과제 : BT제형개발)

의 최종보고서를 제출합니다.

                                                       2004년 9월 5일

                                         주관연구기관명 : 국립산림과학원

                                         총괄연구책임자 : 신    상    철

                                         연    구    원 : 최    광    식

                                         연    구    원 : 정        진

                                         연    구    원 : 김    철    수

                                         연    구    원 : 박    일    권

                                         연    구    원 : 박    지    두

                                         연    구    원 : 이    상    길

                                         연    구    원 : 김    경    희

                                         연    구    원 : 이    승    규

                                         연    구    원 : 이    상    현

                                         연    구    원 : 제    연    호

                                         연    구    원 : 최    재    

                                         연    구    원 : 손    삼    기

                                         연    구    원 : 이    명    순

                                         연    구    원 : 강    중    남

                                         연    구    원 : 정    규    석



- 2 -

                                         협동 연구 기관 : (주)비 아 이 지

                                         협동연구책임자 : 정    종    상

                                         연    구    원 : 문    선    주

                                         연    구    원 : 박    종    철

                                         연    구    원 : 차    광    호

                                         연    구    원 : 박    형    근

                                         연    구    원 : 김    판    경



- 3 -

            요   약   문

Ⅰ. 제 목

  산림해충 방제를 위한 미생물 농약 개발

Ⅱ. 연구 개발의 목적 및 중요성

  

  현재 우리나라의 산림해충 방제를 위하여 유기 합성 농약의 대량 살포로 인한 

환경오염, 잔류독성 및 저항성 해충의 출현 등 심각한 사회문제가 대두되고 있는 

실정이다.

  이러한 유기합성 살충제를 대체할 수 있는 새로운 무공해 살충제 개발이 시급

히 요청되고 있고, 화학적 방제법의 보완, 해결책으로서 이미 미국 등에서는 수

십 종의 미생물 살충제가 연구 개발되어 시판되고 있다.

  산림해충 중 나비목해충의 방제나 Bacillus thuringiensis의 이용으로 유용하게 

이루어질 수 있음에도 이에 대한 대량 배양연구 및 제제의 개발연구가 미진하여 

소폭․제한적으로 사용되는 문제를 안고 있으므로 이를 극복하기 위한 유용한 

Bacillus tharingiensis 균주의 산림해충에 대한 이용연구가 시급한 실정이다.

  그러므로 선행 농림기술특정과제인 “산림자원으로부터 무공해 생물농약 개발”

에서 국내 산림해충에 대해 강한 살충력을 갖는 곤충병인 미생물을 Bacillus 

tharingiensis KFRI-2 균주를 선발 특허 출원한 바 있다.

  따라서 본 연구에서는 위에서 선발된 Bacillus tharingiensis KFRI-2(이하Bt 

KFRI-2, 본 균주는 본 과제 신청시에 사용하 던 Bacillus tharingiensis 

KSK-1173과 동일한 균주임을 밝혀 둠)를 이용하여 나비목 등 산림해충에 대한 

미생물 살충제를 개발․등록 및 산업화합을 그 목적으로 하고 있다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

  본 연구는 국내 산림으로부터 분리한 Bt-KFRI-2 균주를 주요 산림해충 방제

에 적용하기 위하여 균주의 대량 생산 공정을 확립, 미생물 농약 원제를 효율적

으로 생산하는 것을 모표로 최적화된 배양공정을 통하여 생산된 균체를 효율적

으로 수확하는 Down-stream 공정의 최적화 연구와 회수된 균체가 우수한 살충

력을 유지하고 안전성을 높여주는 최적의 산림해충 방제용 미생물 농약 생산 공
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정을 확립하고 시제품을 제작함

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

  ◦ 본 연구결과 인시목 및 모기에 살충성이 강한 국내산 Bacillus 

tharingiensis KFRI-2 균주의 특허 등록 으로 미생물 살충제를 개발할 수 있는 

기초를 마련하 음

  ◦ Bt KFRI-2 균주의 대량배양배지 소재선발 및 개선, 저비용 고효율 대량배

양으로 배지의 선발, Pilot 배양을 통한 대량배양(300L) 체계  립 및 원제를 생산

함

  ◦ Bt KFRI-2 균주의 제제화로 필요한 첨가제 및 부가제를 선발하 고 제제

의 조성 및 조제공정의 단순화, 제제처방에 따른 물리성 및 약효를 검정함

  ◦ Bt KFRI-2 균주의 대용량 발효조에서의 배양공정을 최적화하 으며 시제

품 제적 및 생산 공정을 확립하고 해충에 대한 야외 실증시험을 실시하 으므로 

효과가 인정된 해충방제용으로 산업체 기술 이전을 적극 추진, 국내 미생물 농약 

산업의 활성화에 기여할  것으로 생각됨
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                   SUMMARY

Insecticidal activity of B. thuringiensis isolate KFRI-2 was higher than B. 

thuringiensis subsp. kurstaki and aizawai which were commonly used to 

control P. xylostella and S. exigua. The KFRI-2 was also toxic to mosquito 

and contained cry1Aa, cry1Ab, cry1C and cry1D crystal protein genes which 

were known to toxic to forestry pest such as L. dispar. Growth pattern, 

sporulation and crystal protein yield of the KFRI-2 were superior to subsp. 

kurstaki and aizawai in 7ℓ fermentation using GYS medium. Optimized 

medium containing 1% glucose as C-source, 1% yeast as N-source, 0.4% 

(NH4)2SO4, 0.1% K2HPO4 as P-source, 0.1% MgSO4 crucial for sporulation, 

0.0025% MnSO4 and 0.01% CaCl2 was established. Both sporulation and 

crystal protein yield of the KFRI-2 were superior to subsp. kurstaki in this 

optimized medium. Various combinations of white carbon, kaoline, (NH4)2SO4, 

NK-PX250L, NK-PX100, NKSLS, DA203W and Tixolex25 were selected to 

make a primary formulation. 

To make formulations of Bt KFRI-2, high cell density culture of  Bacillus 

thuringinesis KFRI-2 was conducted in modified intermittent fed-batch 

culture using pilot scale fermentor 2500L. The maximum cell growth was 

reach to OD 120 and convert to endo-spore & endotoxin stably. The spore 

yield was 80% based on the maximum viable cell number. Optimal culture 

condition temperature, initial pH, inoculum size and the others for the toxin 

production were 30℃, 7.0, 1.0%v/v, glucose 2%, MgSO4 0.1%, Yeast extract 

3%, (NH4)2SO4 0.4%, MnSO4 0.007%, CaCl2 0.01%, trace sol. 0.1ml, 

respectively. and then the glucose & yeast was feeding after consume 

glucose. After the mass culture of Bt with the industrial media system, 

several formulations designated as F01∼F08, were made with various 

combinations of adjustment, white carbon, Tween 20, NK-DA203W, NK-SLS, 

STPP, ammonium sulfate, insecticidal plant extract, etc. These formulations 

showed good physical properties in wetness, suspensibility and particle size. 

The stability test of the deterioration of toxin along the long period stock in 

various temperature, all products were very stable in room temp. and  40℃. 

The efficacy of the formulations was verified against diamondback moth 
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larvae(Plutella xylostella) in laboratory and field test.  Among the tested 

formulations, the best composition of Bacillus thuringinesis KFRI-2 WP was 

white carbon based WP formulation containing of 25% of B.t concentrated 

liquid, 5% of Tween 20 as surface active agent, 5% of sodium 

triployphosphate as stabilizer, 10% of suncap as encapsulation agent, 5% of 

sodium lignosulfonate as UV protector, 30% of white carbon as absorbent, 

and 20% of ammonium sulfate as carrier. Especially, when compared 

commercial B. thuringiensis kurstaki type formulation with BSF-S(F05) & 

BSF-D(F06), plant extract added with insecticidal activity, in field condition, 

BSF-S(F05) and BSF-D(F06) formulations showed equivalent or superior 

effect to commercial B. thuringiensis kurstaki type WP formulation. Above 

showed that mortality of BSF-S, BSF-D formulation with insecticidal plant 

extract was highly enforced than B.t only formulation by synergistic effect. 

The mortality of mixed formulation appeared faster and higher at 2 days after 

application than single treatment. These results showed that insecticidal plant 

extract to complement the weakness of Bt only formulation, the effect 

revealed slowly.    

  Field test with six formulations (F04052801∼F04052806) of Bt KFRI-2 

were also conducted against P. xylostella, Cx. pipiens pallens and forest 

insect pests. F04052803, F04052804 and F04052805 showed high insecticidal 

activity against P. xylostella larvae among 6 formulations of the KFRI-2. 

Also, all 6 formulations showed stability under the condition of ultra-violet 

and 37℃ heat shock. In a test with Dendrolimus spectabilis larvae, F04052803 

and F04052804 showed 82% insecticidal activity at a concentration of  

500ppm. Good insecticidal activity were revealed in six formulations against 

Acantholyda parki larvae at a concentration of 333ppm. F04052803 and 

F04052804 showed 100% insecticidal activity against Hyphantria cunea larvae 

7 days later after treatment at a concentration of 333ppm, and F04052801, 

F04052803, F04052804 and F04052805 gave 100% insecticidal activity against 

Cx. pipiens pallens larvae at 100ppm. Larvae of Agelastica coerulea were 

very susceptible to F04052803 at 500ppm concentration. Whole formulations 

did not show phytotoxicity at 2,000ppm. On the base of these results, 

commercialization of Bt KFRI-2 formulations will be conducted after 

completion of this project. 
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  This studies were made to optimize the media composition, operational 

condition of various culture for the δ-endotoxin production and commercial 

Bacillus thuringinesis KFRI-2 formulation were carried out. High cell density 

culture of  Bacillus thuringinesis KFRI-2 was conducted in modified 

intermittent fed-batch culture using pilot scale fermentor 2500L. The 

maximum cell growth was reach to OD 120 and convert to endo-spore & 

endotoxin stably. The spore yield was 80% based on the maximum viable cell 

number. Optimal culture condition temperature, initial pH, inoculum size and 

the others for the toxin production were 30℃, 7.0, 1.0%v/v, glucose 2%, 

MgSO4 0.1%, Yeast extract 3%, (NH4)2SO4 0.4%, MnSO4 0.007%, CaCl2 0.01%, 

trace sol. 0.1ml, respectively. and then the glucose & yeast was feeding after 

consume glucose. 

  After the mass culture of Bt with the industrial media system, several 

formulations designated as F01∼F08, were made with various combinations of 

adjuvants, white carbon, Tween 20, NK-DA203W, NK-SLS, STPP, 

ammonium sulfate, insecticidal plant extract, etc. These formulations showed 

good physical properties in wetness, suspensibility and particle size. The 

stability test of the deterioration of toxin along the long period stock in 

various temperature, all products were very stable in room temp. and  40℃. 

The efficacy of the formulations was verified against diamondback moth 

larvae(Plutella xylostella) in laboratory and field test.  Among the tested 

formulations, the best composition of Bacillus thuringinesis KFRI-2 WP was 

white carbon based WP formulation containing of 25% of B.t concentrated 

liquid, 5% of Tween 20 as surface active agent, 5% of sodium 

triployphosphate as stabilizer, 10% of suncap as encapsulation agent, 5% of 

sodium lignosulfonate as UV protector, 30% of white carbon as absorbent, 

and 20% of ammonium sulfate as carrier. Especially, when compared 

commercial B. thuringiensis kurstaki type formulation with BSF-S(F05) & 

BSF-D(F06), plant extract added with insecticidal activity, in field condition, 

BSF-S(F05) and BSF-D(F06) formulations showed equivalent or superior 

effect to commercial B. thuringiensis kurstaki type WP formulation.

Above showed that mortality of BSF-S, BSF-D formulation with insecticidal 

plant extract was highly enforced than B.t only formulation by synergistic 

effect. The mortality of mixed formulation appeared faster and higher at 2 

days after application than single treatment. 
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  These results showed that insecticidal plant extract to complement the 

weakness of Bt only formulation, the effect revealed slowly.
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제 1 장 서  설

제 1 절 연구개발의 목적 및 중요성

1. 연구개발의 배경 및 목적

유기합성 농약의 획일적이고 무분별한 대량살포로 인하여 환경오염, 잔류독성 

및 저항성 해충의 출현 등 심각한 사회문제가 대두되고 있는 실정이다. 이와 더

불어 전세계 유기합성 농약 시장은 현재 약 30조원에 달할 것으로 추산되고 있

으며, 그 중 살충제는 약 8조 7,000억원을 차지하고 매년 평균 5.4%의 매출 신장

율을 나타내므로서, 인류의 보건 복지 및 환경 보전을 위하여 유기합성 살충제를 

대체할 수 있는 새로운 무공해 살충제 개발이 시급히 요청되고 있는 실정이다. 

화학적 방제법의 보완 또는 해결책으로서 이미 미국을 비롯한 선진국에서는 수

십종의 미생물 살충제가 연구․개발되어 시판되고 있으며, 우리나라에서는 10여

개 농약회사들이 이들 미생물살충제를 수입․시판하고 있으며, 그 수입량 또한 

계속 증가추세에 있다. 그러나, 우리나라에서는 무공해 미생물농약 분야에 대한 

연구가 극히 부진한 실정이므로, 해충을 무공해 적으로 방제할 수 있는 미생물 

살충제의 개발이 절실히 요청되고 있다.

또한, 산림 해충 방제 대상에 있어서 외국에서의 문제 해충과 국내 해충이 다

르므로, 국내 자원 특히 산림으로부터 목적해충에 대해 강한 살충력을 갖는 곤충

병원 미생물을 분리하여 자체 개발하는 것이 바람직하다고 생각되며, 선진각국의 

물질 자원 보호책의 심각한 현실을 고려할 때, 국내의 유용자원과 기술을 이용하

여 국내 환경과 목적 해충을 대상으로 특허권을 획득할 수 있는 연구개발이 요

구되어진다. 현재까지 국내에서의 미생물 살충제에 대한 연구는 기초 연구와 그

의 파생적인 제제화 연구까지 소규모 적으로 이루어지고 있었으나, 이는 그 결과

를 크게 기대할 수 없는 실정이므로 산업화에 명확한 목표를 둔 집중적인 연구 
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투자가 필요할 것이다. 따라서 본 연구에서는 유효 곤충병원 미생물인 Bacillus 

thuringiensis (이하 Bt)를 이용하여 나비목의 산림 해충에 대한 미생물 살충제를 

개발․등록 및 산업화 함을 그 목표로 하고 있다. 

2. 연구개발의 중요성

1) 연구개발의 필요성

(1) 기술적 측면

◦ 산림 해충 중 나방류는 나비목 해충에 대해 화학 살충제의 방제를 대체하고 

있는 Bt에 의해 대부분 방제가 가능할 것으로 생각되며  대표적인 해충인 미

국흰불나방(Hyphantria cunea), 매미나방(Lymantria dispar), 솔나방

(Dendrolimus spectabilis) 등에는 이미 독성효과가 검증되어 있는 Bt 균주가 

보고되고 있음.

◦ 미생물 살충제 중에서 가장 널리 활용되고 있으며, 특히 나비목 해충에 독성

이 강한 Bt는 그람 양성의 토양 세균으로 전세계적으로 계속해서 새로운 균

주가 분리되고 있으며, 이를 원제로 하는 Bt 살충제는 유전공학적 기술을 활

용하여 숙주범위의 확대와 살충력을 강화함으로써 여러 형태의 새로운 살충

제를 개발할 수 있어,국내 나방류 산림해충에 대한 가장 안전하고 효율적인 

방제법으로 개발 가능성이 높음.

◦ 국내에서는 미생물 살충제 개발을 위한 지속적인 투자와 활발한 연구가 미진

하여, 산업화할 수 있는 Bt 균주의 분리 및 확보가 되어 있음에도 불구하고 

대량배양을 통한 제제화와 실용화로 이어지지 못하고 있어, 이에 대한 체계적

이면서 경제적인 기술개발 지원이 절실히 요청됨.
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(2) 경제․산업적 측면

◦ 산림해충문제의 합리적인 해결은 해충이 산림에 미치는 생태적, 경제적, 사회

적 제 향의 평가를 토대로 하여 해충 도를 일정한 수준이하로 유지 또는 

조절하기 위한 각종방제법의 종합적인 이용을 바탕으로 하여야 하며 곤충병

원성 미생물을 이용한 생물적 방제법의 개발 및 사용은 이에 필수적으로 이

루어져야 함. 

 

◦ 산림해충방제가 대부분 유기합성 농약의 처리에 의해 이루어지고 있으나 그 

부작용으로 사용량이 줄어드는 반면 미생물 농약은 그 생산 및 소비 비율이 

지속적으로 증가하여 2,000년대까지 전체 농약시장의 30%까지 차지하여 약 4

조 2,000억 - 5조 6,000억원에 달할 것으로 기대되고 있기 때문에, 미생물 살

충제의 수요도 이에 따라 크게 증가할 것으로 추측됨.

◦ 산림 해충 중 나비목 해충의 방제가 Bt제의 이용으로 유용하게 이루어질 수 

있음에도 불구하고 이에 대한 대량배양연구 및 제제의 개발 연구가 미진하며 

그 사용이 소폭, 제한적으로 사용되는 문제를 안고 있음으로 이를 극복하기 

위한 국내 유용 Bt 균주의 산림해충에 대한 미생물적 방제연구가 시급한 실

정임.

(3) 사회․문화적 측면

◦ 국내 농약사용량은 OECD회원국 중 일본에 이어 4위이며 OECD 평균사용량

의 4.6배, 농약최소사용국인 뉴질랜드의 48배로 농약을 과다 사용하고 있음.

◦ ’92 Rio 환경회의에서는 현재의 유기합성 농약의 사용량을 2004년까지 50% 

감소시키자는 국가간의 협약을 체결한 바 있으며 ’97년 현재 미국에서는 기존 
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유기합성 살충제의 46%가 대체 농약으로 전환중임.

◦ 사유림이 전체 산림의 72%를 차지하고 있는 국내의 실정에서 산림해충방제는 

주로 정부 주도하에 이루어지는데 한정된 예산과 인력으로 대부분이 화학 살

충제 일변도의 방제가 이루어지고 있음.

◦ 국내에서도 배추좀나방 등의 방제를 위해 무공해 미생물 살충제인 Bt 제제를 

수입하여 사용하고 있으며 국민들의 건강과 환경 보전 의식 제고로 인해 그 

수요가 점점 확대될 것으로 예상됨.

2) 국내․외 관련기술의 현황과 문제점

(1) 국내 기술현황

◦ 산림해충의 미생물적 방제연구는 1990년대에 들어 솔잎혹파리를 방제하기 위

한 곤충병원성 곰팡이에 대하여 KIST를 비롯한 연구소 및 몇 개의 대학에서 

미생물 농약을 개발하기 위한 기초 연구와 미생물 배양조건 및 기술 체계에 

관한 연구가 어느 정도 진행되었으나, 산림해충을 대상으로 한 Bt의 연구는 

미진한 실정임. 

◦ 임업연구원과 서울대학교 곤충병리․유전공학연구실에서는 무공해 미생물 살

충제의 개발연구로써 토양, 저곡창고 등 국내 자연환경으로부터 새롭고 유효

한 Bt 균주를 다수 분리 확보하고 있으며 또한 산림자원으로부터 170여종의 

Bt 균주를 분리하 으며, 생물검정을 통하여 유효 병원성 균주를 선발, 확보

하고 있음. 그리고 국내산 Bt살충제 산업화연구를 수행한 경험을 축적하고 있

어 개발가능성이 높음. 

◦ 그 중 Bt KFRI-2으로 명명된 Bt 균주는 기존의 Bt균주들이 형성하는 내독소 
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단백질보다는 다소 큰 크기의 내독소단백질을 형성하는 특이한 균주로서 나

비목 및 파리목에 이중 독성을 가지는 균주임. 나비목 해충인 배추좀나방 방

제를 위해 사용되는 Bt subsp. kurstaki와 파밤나방 방제를 위해 주로 사용되

는 Bt subsp. aizawai에 비하여 배추좀나방 및 파밤나방에 대하여 각각 뛰어

난 살충효과를 나타내는 균주임. 

◦ 1차년도에는 Bt KFRI-2로 명명된 Bt 균주의 특허출원과 pilot plant scale에

서의 균 배양공정과 제제화 기초연구를 수행하여 원제를 생산하 으며, 이 제

제를 이용하여 흰불나방에 대한 생물검정을 실시한 결과 우수한 살충효과를 

나타냄.

(2) 국외 기술현황

◦ 전 세계적으로 미생물 농약을 제제화하여 등록된 것은 66종에 이르고 있고, 

이들 중 살충제로 등록된 제제는 약 40 종정도임. 이들 미생물 살충제 중 세

균 살충제는 Bt 제제가 대부분을 차지하고 있으며 14개 국가에서 연간 800만 

파운드 정도를 생산 시판하고 있으며 곰팡이 살충제의 경우 11개사에서 18제

품을 판매중임.

◦ 미국은 이미 1960년도부터 최초로 Bt제제의 상업화를 시작하여, 현재 

Mycogen, IRRI 연구소를 중심으로 새로운 Bt균주의 분리 연구와 유전공학적 

방법을 통한 신기능 Bt균주 개발에 힘을 기울여 1992년 현재 약 20여종의 Bt

균주를 특허 등록하고 있음. 또한 Bt의 결정성 살충 독소단백질 유전자를 식

물에 도입하여 내충성 작물 생산에 성공하여 FDA 승인과 상품화 준비에 치

중하고 있음. 일본은 1980년대부터 무공해 농약개발에 집중적으로 투자한 결

과, 1992년 미생물 살충제가 12종이 등록되어 곧 실용화될 것으로 예상됨.

◦ 선진국의 경우 자국의 산림보호와 화학 살충제에 의한 해충 저항성문제 극복
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을 위해 곰팡이 살충제와 Bt제를 적극 활용하는 실정임.

3) 앞으로의 전망

◦ Bt 제제는 살충효과가 뛰어나고 동시에 환경 보전적 살충제이기 때문에 다른 

농약에 비해 그 사용량이 지속적으로 증가할 것으로 전망됨. Bt 독소유전자의 

재조합 및 형질전환 방법으로 숙주범위가 넓고 병원성이 보다 강화된 새로운 

균주의 개발이 지속적으로 수행될 것임.

◦ 현재 국내 여러 농약회사 (한농, 경농, 미성, 동방, 전진, 동양 등)에서 이미 

외국에서 상품화되어 있는 미생물 살충제를 수입하여 시판하고 있는 점을 고

려할 때 산림병해충에 대한 미생물 농약의 국내 개발이 시급한 실정이라 할 

수 있겠으며, 이는 수입 대체효과 및 안정적인 산림환경 조성에도 크게 기여

할 것임.

◦ 국토의 대부분이 산림으로 이루어진 국내 사정을 고려할 때 자연으로부터 분

리된 미생물농약의 사용은 장기적인 방제효과를 기대할 수 있으며, 이와 더불

어 환경친화적 방제기술의 개발이 다각도로 모색되어야함.

4). 기술도입의 타당성

◦ 산림병해충 방제 대상에 있어서 외국에서의 문제 해충과 국내 해충이 다르므

로, 국내 자원 특히 산림으로부터 목적 해충에 대해 높은 방제효과를 갖는 병

원 미생물을 분리하여 자체 개발하는 것이 바람직하다고 생각됨. 

◦ 선진 각국의 물질 자원 보호책의 심각한 현실을 고려할 때, 국내의 유용자원

과 기술을 이용하여 특허권을 획득할 수 있는 연구개발이 요구되어짐.

◦ 연구개발 2차년도에는 미생물 농약을 대량생산 판매하고 있는 다국적기업 
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Syngenta의 연구소( 국 런던 소재)를 방문하여 Bt살충제 개발 전문가(Dr. 

Fredrick Borer) 면담과 원제 생산시설을 견학하여 본 연구과제의 조기 산업

화에 기여코자 함.
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제 2 절 연구개발의 내용 및 범위

1. 연구개발의 목표와 내용

국내 산림으로부터 분리한 Bt KFRI-2 균주를 주요 산림해충 방제에 적용하

기 위하여 균주의 대량생산 공정을 확립, 미생물농약 원제를 효율적으로 생산하

는 것을 목표로 한다. 그리고 최적화된 배양 공정을 통하여 생산된 균체를 효율

적으로 수확하는 Down-stream 공정의 최적화연구와 회수된 균체가 우수한 살

충력을 유지하고 안정성을 높여주는 제제화 연구를 통하여 최적의 산림해충 방

제용 미생물농약 생산 공정을 확립한다.
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2. 연차별 연구개발 목표와 내용

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

  1차 년도

  (2001)

 대량배양 체계확립 및

 균주 제제화 기초연구

◦Bt KFRI-2 균주의 특허출원

◦대량배양배지 소재선발 및 개선

◦저비용 고효율 대량배양용 배지 개발

◦소규모 배양(Flask & Fermentor) 시험

◦Pilot 배양을 통한 대량배양(300L) 체계확  

  립 및 원제생산

◦산림해충에 대한 생물검정

  2차 년도

  (2002)

 균주 배양공정의 최적  

 화 및 제제화 

◦제제화에 필요한 첨가제 및 부가제 선발

◦제제의 조성 및 조제공정의 단순화

◦제제처방에 따른 물리성 및 약효검정

◦대용량 발효조에서의 배양공정 최적화

◦생물검정 및 타곤충에 대한 향조사

  3차 년도

  (2003)  

 시제품 제작․평가,

 제제화 생산공정 

 및 야외실증시험

◦시제품제작 및 생산공정 확립

◦안정성평가 및 약해시험

◦야외실증시험 

◦제제의 효율성 제고

◦산업체 기술이전 추진
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3. 연구추진 내용 및 계획

1) 연구추진 전략

◦ Bt 살충제 개발을 위한 Bt KFRI-2 균주의 대량배양 공정 연구는 임업연구원

과 서울대학교 곤충병리․유전공학 연구실에서 수행되어지며, 수년간 국산 Bt 

살충제 산업화연구를 수행한 경험을 바탕으로 균주 특성에 따른 효율적인 대

량배양조건과 산림 살포용 제제처방을 위한 원제생산 기술을 확립함.  

◦ 제형개발 및 시제품 제작은 (주)비아이지와 공동으로 수행하며 약효검정은 임

업연구원의 주도하에 이루어지며 시제품의 약효 및 안정성 검증이 이루어지

면 제반기술을 산업체에 이전하여 상업화를 달성함. 

2) 연구개발 내용

(1) 균주 특허출원 및 대량배양체계 확립

◦ Bt KFRI-2 균주의 특허출원 

이미 확보되어 있는 Bt KFRI-2 균주의 특성 및 산림해충에 대한 독성 검정 

등의 자료를 기초로 하여 균주에 대한 특허를 출원하 음(2001-13759호). 

◦ 대량배양배지소재 선발 및 개선

균주마다 고효율의 배지조성이 다른 것으로 알려져 있으므로 대량배양에 적

합한 배지소재를 선발하여 배양실험을 수행하며 소재의 적합성 여부를 검정함. 

◦ 저비용 고효율 대량배양용 배지 개발

생산비 절감을 위하여 선발된 배지소재에 부가적으로 미량원소의 조절을 통

한 고효율의 배지조성을 선발함. 
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◦ 소규모 배양 (Flask & Fermentor) 시험

선발된 배지를 대상으로 하여 대량배양 이전단계인 소규모 fermentor를 이용

한 배양실험을 수행하여 이에 따라 배지조성을 개선하고 적합한 배양조건을 결

정하며, 대량 배양 시 야기될 문제점을 분석함.

◦ Pilot 배양을 통한 대량배양체계 확립 및 원제생산

실제 생산에 적합성을 검정하기 위하여 pilot 규모의 배양을 통하여 배양성능

을 검정하며 대량배양 체계를 확립, 제제화 실험에 필요한 원제를 생산함.

(2) 제제화 시험

◦ 제제화에 필요한 첨가제 및 부가제 선발

미생물농약 원제의 적정 농도 설정 및 자외선 차단체, 전착제, 증량제 등 첨

가제와 부가재를 선발하여 경제적인 조성을 개발함. 

◦ 제제의 조성 및 조제 공정의 단순화

다양한 조성연구를 통하여 제제조성을 결정하며 생산 공정의 용이함과 비용

절감 효과를 얻기 위한 최소 조제 단계를 확립하기 위하여 조제 공정의 단순화 

연구를 수행함. 

◦ 제제처방에 따른 물리성 및 약효검정

제제처방에 따른 제제의 물리성을 검정하고 실내생물검정을 통하여 약효를 

최종적으로 검사하여 원제의 성능과 안정성이 유지되는지를 검사함. 

◦ 조제공정의 확립 

연구․개발된 제제 처방과 조제 방법에 따라 제제화하며, 공정상의 문제점과 

개선점을 분석하여 최종 조제공정을 확립함. 
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(3) 시제품제작․평가 및 야외 실증시험

 

◦ 시제품제작

실제 미생물농약의 시제품을 시판 시 고려되어야 하는 활성, 운송, 보관, 관리 

등의 측면에서 야기될 수 있는 요소를 연구 분석하여 시제품을 제작함. 

◦ 안정성평가 및 약해시험

시제품의 실제 야외적용 시 발생할 수 있는 안정성 및 약해에 대한 평가를 

수행함. 

◦ 야외실증시험 

시제품을 야외의 산림에 직접 적용하여 방제 효율 및 잔류효과 등을 검정함. 

◦ 제제의 효율성 제고

제제의 포장 실증 시험과 약효 및 안정성 검정 결과를 토대로 생물농약에서 

야기될 수 있는 불활성화 등의 문제점 분석 및 효과 검정으로 미생물살충제로서

의 효율성을 제고함.

◦ 산업체 기술이전 추진

공동연구로 추진한 중소기업체나 국내 농약회사에 개발된 제반기술을 이전하

여 산업화함으로서 제품화함.
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주관연구과제

 BT 살충제개발

    총괄연구책임자 :  국립산림과학원  신 상 철
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제 2 장 산림해충 방제를 위한 환경친화적 

            미생물 살충제 개발

제 1 절 서언

지난 수십 년 동안 유기합성 농약의 무분별한 사용으로 인하여 심각한 환경

오염을 초래하면서 생태계의 파괴, 농약에 대한 곤충의 내성증가 등 많은 문제점

들을 불러일으키게 되었다. 이러한 문제들을 해결하기 위하여 환경에 안전하고 

인축에 무해한 미생물살충제의 개발과 이용이 이미 많은 선진국에서 시도되고 

있다. 지금까지 개발된 생물농약 중에서 Bt는 미생물살충제로서 대표적인 것으로 

전 세계적으로 널리 사용되고 있다. 포자형성 시기에 곤충에 강한 독성을 보이는 

내독소 단백질을 생산하는 Bt는 오래전부터 그 유효성이 인정되었고 많은 조사

와 연구가 이루어져 농업해충 및 위생해충의 방제를 위한 무공해 미생물 제제로

서 세계의 많은 나라에서 널리 사용되어져 왔으며, 그 사용이 계속적으로 증대되

고 있다. 실제로 미생물을 이용한 해충의 방제 전략에 가장 성공적인  평가를 얻

고 있는 Bt는 미국에서 1960년 Bt 제제가 잠정적으로 시판되기 시작한 이래 근

간에 이르러서는 연간 생산량이 800-1,000만 파운드 정도로 추정되며, 전체 시장

규모는 92년도에 약 2억불 규모로 매년 10% 정도씩 증가되고 있는 추세이다. 이

러한 Bt를 이용한 미생물살충제의 개발을 위해 지금까지 수많은 Bt가 분리, 동정

되었고 Bt가 생산하는 내독소 단백질의 형태, 독성의 정도와 범위, 독성 기작 등 

다양한 연구가 이루어졌다. 특히 주요 농업해충, 산림해충, 저곡해충 및 위생해충

에 독성이 있는 새로운 균주의 분리 연구가 추진되고 있으며, Mycogen (미국)의 

경우 세계 57개국으로부터 토양시료를 채취하여 새로운 Bt를 분리 동정하고 있

고, IRRI (필리핀)에서도 3,000종 이상의 Bt 균주를 확보하여, 이용범위 확대에 

대한 연구가 진행되고 있다.

근래에는 Bt 내독소 단백질에 저항성을 갖는 해충의 출현이 보고됨에 따라 

독성범위가 넓어지고 독성이 증대된 새로운 Bt를 분리하기 위해서 새로운 Bt의 

탐색과 분리와 함께 유전공학적으로 이러한 특성을 갖도록 재조합되어 환경에 

안정적인 새로운 Bt의 개발에 관한 연구도 활발히 진행되고 있으며, 우리나라에

서도 1989년에 Bt 제제가 도입된 이래 매년 그 사용량이 증가하고 있는 추세이

다. 아직은 생물농약에 대한 인식의 부족과 가격 경쟁력에서 열세에 있기 때문에 

Bt 제제가 국내의 전체 살충제 시장에서 1.1% (38억 원, 1995년 기준)의 낮은 시
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장 점유율을 차지하고 있으나, 국내에서도 이에 대한 수요가 높아짐에 따라 관련 

연구가 시급한 실정이다. 이를 위하여 본 실험실에서는 양잠농가와 저곡창고, 시

설 원예 단지, 과수원, 논, 밭, 산림 등의 다양한 분리지역에서 통양과 먼지 시료

를 채집하 으며 이로부터 다양한 Bt를 분리하 다. 양잠농가는 누에가 사육되는 

장소로서, 토양은 미생물의 보고로서 또한 저곡창고는 야외에서 해충에 노출되어 

자라 저장 작물들이 오랫동안 보관되는 장소의 특성상 Bt가 분포하기에 적당한 

장소로 간주되어, 이 지역을 대상으로 Bt를 분리하여 그 분포와 특성을 조사하고 

나아가서 높은 독성을 보이거나 숙주 범위가 넓어진 새로운 Bt 균주들을 확보하

다. 그 중 KFRI-2으로 명명된 Bt 균주는 나비목 해충인 배추좀나방과 파밤나

방의 방제를 위해 이용되고 있는 Bt subsp. kurstaki와 subsp. aizawai에 비하여 

뛰어난 살충효과를 나타내었으며, 산림해충인 매미나방과 솔나방에 대해서 독성

이 높은 내독소 단백질 유전자로 알려진 cry1Aa, cry1Ab, cry1C, cry1D등을 가

지고 있고, 위생 해충인 모기에 대해서도 독성을 보이는 이중 독성 균주로서 산

림 해충의 방제를 위한 제품화 도입이 가능할 것으로 기대되었다. 또한, Bt 

KFRI-2은 subsp. kurstaki에 속하는 균주이나 내독소단백질을 발현하는 유전자

형에서는 subsp. aizawai와 유사하여 기존의 subsp. kurstaki 균주에 나타나던 해

충의 저항성을 억제할 수 있을 것으로 기대되며, 내독소단백질 생산효율에 있어

서도 subsp. kurstaki 균주와 유사하여 subsp. aizawai 균주의 문제점인 낮은 생

산율을 극복할 수 있을 것으로 예상되었다. 따라서 본 실험에서는 나비목과 파리

목에 이중 독성을 갖는 새로운 분리 균주 KFRI-2을 원제로 하여 대량배양을 위

한 경제적 배지 소재와 조건을 확립하 다. 더 나아가 이 배지를 이용하여 미생

물 농약을 제제화 하 으며, 그 효력을 실내시험, 온실시험 그리고 야외시험을 

통하여 조사하고자 하 다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 사용 균주 및 배양조건

Bacillus thuringiensis (이하 Bt) KFRI-2 균주의 배양성상을 확인하기 위하

여 이 균주와 동일 유전자형을 가지는 다른 아종 균주인 Bt subsp. aizawai (이

하 aizawai)와 분류상 동일 아종에 속하는 Bt subsp. kurstaki (이하 kurstaki) 

균주를 대조균주로 사용하 다. 

접종원으로 사용된 Bt 배양액은 LB 액체배지 (yeast 0.5%, trypsin 1%, NaCl 

1%)를 이용하여 250 rpm, 28 ℃에서 16시간 1차 배양한 다음 1×109 포자 농도로 

맞추어 2차 접종원으로 하 다. Bt의 flask 배양실험에서는 위와 동일 배양조건

하에서 250 ㎖ 배양용 삼각 플라스크에 50 ㎖을 배양하고 sporulation 및 

autolysis를 확인한 후 수거하여 이후 분석을 수행하 다. 

2. 위상차 현미경 관찰

Bt의 성장상태 및 sporulation과 autolysis를 관찰하기 위하여 배양액을 위상

차 현미경 (Nikon Type 104, 일본) 1,000배의 배율에서 관찰하 다. 

3. OD600 및 pH 측정

flask 배양의 경우 Bt 배양액 1 ㎖을 취하여 OD600 0.1-0.9 값의 범위에서 동

일비율로 희석하여 흡광도를 측정하 고 배양액 1 ㎖을 3차 증류수로 5배 희석

한 다음 pH 값을 측정하 다. fermentor 배양에 있어서는 배양액 자체의 OD600

과 pH를 측정하 다. 

4. 포자수 측정

Bt 배양액 100 ㎕를 취하여 900 ㎕의 멸균된 3차 증류수를 섞어 vortexing 

(30초)과 inverting (20번)을 통하여 충분히 혼합한 후 1×10
-1
부터 1×10

-8
까지 

1/10씩 희석하 다. 그중 1×10-6부터 1×10-8 까지의 희석액에서 각각 100 ㎕씩 취

하여 nutrient agar 배지에 3반복으로 도말하여 28℃, 12시간 동안 배양한 다음, 

형성된 colony 수를 측정하여 Bt 배양액의 포자수를 확인하 다.
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5. 내독소 단백질 생산량 측정

Bt의 내독소단백질 생산효율을 알아보기 위하여 Bt 배양액을 전기 동한 후 

gel analysis system을 이용하여 분석하 다. 준비된 시료 일정량에 5 X sample 

buffer 〔0.625 M Tris-HCl (pH 6.8), 25% glycerol, 2% SDS, 5% 

2-mercaptoethanal, 0.1% bromophenol blue]를 넣어 충분히 혼합시키고 100 ℃에

서 7분 동안 가열하 다. 그 용액을 15,000 rpm에서 10분 동안 원심분리 하여 상

청액을 회수하고 이를 10% separating gel에 100 V, 2시간 동안 전기 동 하

다. 전기 동이 끝난 후 젤은 0.1% Coomassie brilliant blue (Sigma Co., 미국) 

용액에 30분간 염색하고 탈색 용액 (10% methanol, 10% acetic acid)으로 1시간 

동안 탈색하 다.

단백질 정량 분석을 위해 단백질 양이 알려져 있는 Perfect ProteinTM Marker 

(Novagen Co., 독일)를 사용하 다. 전기 동한 gel은 Kodak 1D gel analysis 

system (미국)을 이용하여 분석하 다.

6. 기초제제의 첨가제 및 부가제 선발

   Bt KFRI-2균주의 기초제제를 만둘가 위하여 첨가제로는 현수성이 강한 

NK-NX250L, NK-SLS,MK-PX 100, DA203W등과 수화성이 강한 부제로서 

White Carbon, Kaoline, Na2SO4, CaCO3를 Technical powder 50%에 혼합하여 

3가지의 유형(표 1.)으로 조제 하 고 각 제제별로 현수성 및 수화성을 조사하

으며 배추좀나방에 대하여 생물검정을 실시하 다.
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 Table 1. Formulation composition on 3 type wettable powders of  

          Bacillus thuringiensis KFRI-2 strain 

NK-SLS      8%
NK-PX100   2%

NK-SLS   5%
DA203W   5%

NK-NX 250L  8%
MK-PX 100    2%

Surfactant

CaCO3         40%Na2SO4     40%
White Carbon  15%
Kaoline             25%

Carrier (Filler)

50%50%50%Technical powder

Type ⅢType ⅡType Ⅰ

Formulation Composition
Component

7. 제제의 살충력 검정

제제의 살충력 조사는 잎 침지법을 이용하여 수행하 다. 각 제제 1 g를 10 

㎖의 증류수에 현탁하고 각각 20,000 배와 40,000 배로 희석한 다음 배추잎을 

2-3분간 침지시키고 음건한 후, 배추잎을 petri-dish에 넣고 배추좀나방 3령 유충

을 처리구 당 10마리씩 접종하여 25 ℃에서 2일간 치사율을 조사하 다. 대조구

로는 원제와 증류수를 사용하여 그 약효를 비교하 다.

8. 자외선 조건하에서 지효성 검정

각 제제 20,000 배 희석액을 배추잎에 2-3분 침지한 다음 자외선 조건하에서 

각각 60분, 30분, 10분 처리하여 음건한 후, 배추잎을 petri-dish에 넣고 배추좀나

방 3령 유충을 처리구 당 10마리씩 접종하여 25 ℃에서 2일간 치사율을 조사하

다. 대조구로는 자외선을 처리하지 않은 제제 희석액과 증류수를 사용하여 그 

약효를 비교하 다.
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9. 열처리 조건하에서 지효성 검정

각 제제 20,000 배 희석액을 배추잎에 2-3분 침지한 다음 37 ℃ 온도 조건하

에서 각각 60분, 30분, 10분 처리하여 음건하 다. 그 후 배추잎을 petri-dish에 

넣고 배추좀나방 3령 유충을 처리구 당 10마리씩 접종하여 25 ℃에서 2일간 치

사율을 조사하 다. 대조구로는 37 ℃에서 처리하지 않은 제제 희석액과 증류수

를 사용하여 그 약효를 비교하 다.

10. 제제의 물리성 조사

제조한 Bt 제제의 수소이온농도 (pH), 평균입경, 수화성, 현수성 및 분말도의 

물리성을 조사하 다. pH 측정은 10분 이상 가열하여 15 ℃로 냉각한 증류수 

100㎖에 5g의 제제를 첨가하여 진탕하면서 pH meter를 사용하여 측정하 으며, 

평균입경은 적당량의 제제를 증류수에 희석하여 충분히 분산시킨 후 입도측정기

를 사용하여 측정하 다.

수화성을 조사하기 위해서는 500㎖ 비이커에 3도 경도수 300㎖을 넣고 수면

에 유동이 없을때 수면으로부터 10㎝ 높이에서 덩어리가 지지 않은 제제 5g을 

일시에 떨어뜨리고, 제제를 떨어뜨릴 때로부터 저어서 완전히 가라앉는 시간을 

측정하 으며, 수표면에 미세입자의 피막형태로 남아있는 것은 무시하 다.

제제의 현수성은 침전현수율을 조사하 으며, 시료 1,000g을 정평하여 100㎖ 

비이커에 담고 3도 경도수 50㎖을 붓고 잘 분산시킨 후 250㎖ 마개달린 메스실

린더에 옮겨 붓고 3도 경도수로 용량을 맞춘 후 1분간 상하 180도로 30회 도립

하고 30분간 정치하 다. 30초 내에 바닥층 으로부터 25㎖이 남을 때까지 상부로

부터 흡입하여 뽑아내고 남은 부분은 filter paper No. 6를 이용하여 중력 하에서 

여과하고 105 ± 2 ℃에서 1시간 동안 건조시킨 후 데시케이터에서 20분간 냉각

하고 평량하여 침전현수율을 구하 다.

습식법을 이용한 제제의 분말도는 제제 20g을 수돗물 200㎖이 담긴 400㎖ 비

이터에 유리막대로 잘 저어서 고르게 분산시킨 후 분산액을 표준체 (325 메쉬)에 
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옮기고 고무관을 통하여 물을 소량씩 가하면서 표준체를 수평으로 흔들어 제제 

시료를 통과시켰다. 유출되는 물에 시료가 거의 나오지 않을 때까지 시료를 통과

시킨 후 표준체상의 잔사를 비이커에 씻어 옮기고 잠시 정치하여 상등액을 버린 

후 건조시키고 잔사무게를 평량하여 통과량을 백분율로 산출하여 통과율을 구하

다.

11. 생물검정 및 야외실증시험

  1) 솔나방유충에 대한 Bt K-2균주의 Tecnical Powder에 의한 생물검정

     본과제의 협동연구기관인 (주)비아이지에서 Working Volume 300ℓ의 용량

에서 배양한 Bt k-2균의 생산물(포자 도 g당 1×10
11
cfu)을 갖고 물에 희석하여 

솔나방의 유충 식이물인 소나무의 잎에 살포한후 망대(40×70㎝)에 10마리씩의 솔

나방 유충을 넣은후 소나무가지에 씌워서 매은후 7일후와 15일후의 생사충수를 

조사하 다.

  2 ) 야외실증시험

  ① 솔나방에 대한 신개발 Bt제의 살충검정 시험

솔나방 피해지인 북제주군에서 솔나방 4~5령 유충을 해송가지에 접종한 후 먹이

가 충분하도록 망사케이지를 쒸우고 F01, F02, F03, F04를 500, 1,000, 1,500, 

2,000, 3,000배액으로 희석하여 5㎡당 500㎖희석액을 배부식 분무기를 이용하여 

고르게 수관살포하 다. 시험규모는 각 처리구당 10마리×3반복으로 하 으며 약

제처리 15일후까지 매일 생․사충수를 조사하여 살충효과를 분석하 다.

  ② 잣나무넓적잎벌에 대한 신개발 Bt제의 살충검정 시험

잣나무넓적잎벌 피해지인 강원 춘천에서 성충우화최성기를 10일 경과하여 유충

이 신초에 집을 짓고 새로 나온 침엽을 가해중인 시기에 가지를 절단하여 실험

실내로 옮긴 후 수삽하 다. 수삽한 잣나무 가지에 공시충인 잣나무넓적잎벌 유

충을 처리당 10마리×3반복으로 접종하고 F01, F02, F03, F04, F05, F06를 500, 

1,000, 1,500, 2,000, 3,000배액으로 희석하여 5㎡당 500㎖의 약량으로 배부식 분무

기를 이용하여 고르게 살포하 다. 살충효과조사를 위하여 약제처리 후 매일 

생․사충수를 조사하 다.

  ③ 미국흰불나방에 대한 신개발 Bt제의 살충검정 시험
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미국흰불나방은 거의 모든 활엽수종을 가해하는 기주 범위가 매우 넓은 해충이

다. 따라서, 산림과학원내 수목원에서 선호할 것으로 판단되는 10여종의 먹이식

물을 선택하여 미국흰불나방 유충이 가장 선호하는 뽕잎피나무를 공시목으로 선

발하고 F01, F02, F03, F04, F05, F06를 500, 1,000, 1,500, 2,000, 3,000배액으로 

희석하여 처리하 다. 약제처리한 기주식물을 마르지 않도록 습식처리한 곤충사

육통(플라스틱, Ø75×H84mm)에 넣고 야외에서 아직 분산되지 않은 미국흰불나방

의 어린 유충을 채집하여 처리당 10마리×3반복으로 접종하고 살충효과조사를 위

하여 약제처리 후 매일 생․사충수를 조사하 다.

  ④ 모기에 대한 BT제의 살충검정 시험

    - 대상해충

  실험에 사용한 모기는 빨간집모기(Culex pipiens pallens) 다. 이들은 국립보

건원에서 분양받아 실험에 사용하 다. 성충 모기는 10% 설탕물과 살아있는 쥐

의 피를 흡혈시켜 사육하 으며 유충은 플라스틱바트(24 cm × 35 cm × 5 cm)

에 40mesh chick chow powder와 yeast를 8/2 비율로 섞은 먹이를 이용하여 사

육하 다. 사육조건은 27 ± 1℃, 상대습도 80 ± 10% 그리고 명암은 14L:10D의 

조건으로 사육하 다. 이들은 살충제 도태를 하지 않은 실험실내 계통이었다.

   - 살충활성 검정

  모기에 대한 살충활성은 Immersion method 방법을 이용하여 살충활성을 조사

하 다. 후추의 메탄올 추출물 및 후추에서 분리된 화합물들은 원하는 농도만큼 

아세톤에 녹 다. 빨간집모기 3령 유충 20마리를 각각 250ml의 증류수가 들어있

는 종이컵(270ml)에 넣어 화합물을 처리한 후 48시간 후에 살충율을 조사하 다.

  ⑤ 오리나무잎벌레에 대한 살충검정 시험

   - 대상해충

오리나무잎벌레 유충은 구 서울대학교 농업생명과학대학 캠퍼스에 식재되어있는 

물오리나무에서 채집하 다. 채집한 오리나무잎벌레 유충은 25 ± 1℃, 상대습도 

65 ± 5%, 명암 16L:8D의 조건으로 사육하 다.

   - 살충활성검정

오리나무잎벌레 유충에 대한 살충활성은 물오리나무 잎을 cork borer로 오려낸 

절단엽 (직경 5cm) 1매를 5,000ppm 공시약액에 10초간 침지한 후 hood에서 통풍 

건조시켜 샤레 (9cm)에 옮겼다. 처리잎이 담겨져 있는 샤레에 오리나무잎벌레 유

충 10마리씩 접종하고 덮개를 덮은 다음 48시간 후에 사충수를 조사하 다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 균주 특허출원 및 기초 배양효율 검증

가. Bt KFRI-2 균주의 특허출원

이미 확보되어 있는 Bt KFRI-2 균주의 특성 및 산림해충에 대한 독성 검정 

등의 자료를 기초로 하여 균주에 대한 특허를 출원하 다(특허 제 2001-13759

호).

      Fig. 1. Sporulation and crystal protein of Bacillus thuringiensis 

             KFRI-2 strain

나. Bt KFRI-2 균주와 기존 균주와의 배양효율 비교 재검증

Bt 균주의 포자형성용 배지로 알려진 GYS 배지에서 aizawai와 kurstaki 균주

에 비하여 배양효율이 뒤지지 않는 균주임을 재검증하기 위하여 비교배양실험을 

수행하 다(표 1). sporulation 및 autolysis가 완료된 시점인 3일 후에 배양액을 

수거하여 포자수를 측정한 결과 Bt KFRI-2 균주의 포자농도는 aizawai, 

kurstaki 균주에 비하여 다소 높은 결과를 보 다(표 2). 이로부터 Bt KFRI-2 균

주는 aizawai와 kurstaki 균주에 비하여 배양효율이 대등하거나 우수한 균주임을 

확인할 수 있었다. 그러나 분산분석법(ANOVA)에 의해 유의차가 나타나지 않는 

수준에서의 차이이므로 대량배양 조건에 가까운 fermentor 수준에서의 배양효율 
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비교가 필요한 것으로 판단되었다.

 Table 2. Comparison of sporulation of B.thuringiensis subsp.

          aizawai, kurstaki and KFRI-2 in GYS medium

§Duncan test(95% fiducial limit)

Strain No. (of ×10
7
 CFU/㎖) SD (±)

aizawai 3.9a
§

2.3

kurstaki 3.6a 2.4

Bt KFRI-2 4.1a 3.0

다. 7 ℓ fermentor를 이용한 배양효율 비교 실험

균주간의 flask 배양실험상의 배양효율의 차이를 fermentor 수준에서 확인하

기 위하여 GYS를 수정한 배지를 이용하여 7 ℓ fermentor (배양; 3 ℓ) 상에서 

배양효율을 비교하 다 (표 3).

각 배양상태는 4시간으로 구간을 나누어 OD600, pH, DO, sporulation 정도 등

을 관찰하 다 (그림 2). 그 결과 aizawai, kurstaki, KFRI-2 균주 모두 24 시간

까지 OD600 수치가 증가하여 세포성장이 최고에 이르 음을 확인하 고 이후 

sporulation이 진행되어 그 정도는 32시간에 100%에 이르 으며, 이 과정 중 pH 

값은 최소 6.2에서 최대 8.2까지 변화하 다. 대조 균주들과 비교할 때 KFRI-2 

균주가 가장 높은 OD600 값을 가져 7 ℓ fermentor 조건에서도 성장이 뛰어남을 

확인할 수 있었다. 배양 상태 중 3 균주의 시간별 OD600 값을 다시 그림 2로 나

타내었다.

이상의 배양상태를 통하여 Bt KFRI-2 균주가 다른 균주에 비해 성장이 우수

함을 확인할 수 있었으며, 이를 더 확인해 보기 위하여 균주들 간의 포자 농도를 

비교하 다 (표 4). Bt KFRI-2 균주는 1.2 X 109 CFU/㎖ 농도의 포자를 생산하

여 kurstaki와는 Duncan 검정상에서 유의성 있게 차이나는 것으로 알 수 있었으

며, kurstaki에 비해서는 약 2배, aizawai에 약 1.3배 정도 높은 포자 형성율을 나

타내어 배양효율이 뛰어남을 재확인할 수 있었다. 
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효율적인 제제화를 위해 Bt 균주 성장에 있어서 포자형성율과 더불어 중요한 

요소인 내독소단백질의 양을 비교하기 위하여 SDS-PAGE 전기 동 하고 

densitometry를 이용하여 130 kDa 주위에 형성되는 밴드를 중심으로 그 내독소

단백질의 양을 비교 분석하 다 (그림 4). 동량의 배양액을 채취하여 비교한 결

과 kurstaki (KUR)을 1로 보았을 때 aizawai (AIZ) 균주는 1.6배, KFRI-2 균주

는 1.8배로 동량의 배양액내에 포자농도와 마찬가지로 더 많은 양의 내독소단백

질이 존재함을 확인할 수 있었다.

이상의 7 ℓ fermentor 비교 배양실험을 통하여 Bt KFRI-2 균주가 kurstaki

와 aizawai 균주에 비해 포자 형성 및 내독소단백질 생산에 있어서도 효율적인 

균주임을 재확인할 수 있었으며, subspecies가 동일한 kurstaki에 비해서는 배양

성능이 매우 우수함을 확인하 다.
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Table 3. Ingredients of media and culture condition of fermentation of

             B. thuringiensis KFRI-2 strain

Ingredient GYS (modified, %)    Culture  condition

Glucose 3.0 volume (ℓ) 3

Yeast extract 2.0 pH control 6.2 - 8.0

K2HPO4 0.1 - Acid 5N NaOH

(NH4)2SO4 0.2 - Alkali 5N HCl

MgSO4 0.025 RPM 100 - 500

MnSO4・4H2O 0.001 V/V/M 0.5

CaCO3 0.02 DO control 20% 이상

ZnSO4․7H2O 0.001 Temp.(℃) 30

Antifoamer 0.05 Feeding -
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         Fig. 2. Growth pattern of B. thuringiensis subsp. aizawai(AIZ), 

                kurstaki(KUR) and KFRI-2(KFRI-2) in 7 ℓ fermentation.



- 40 -

      

0

20

40

60

80

100

120

0 4 8 12 16 20 24 28 32

Culture time (hour)

O
D

 (
6
0
0
 n

m
)

AIZ KUR KFRI-2

      Fig. 3. Comparison of growth of B. thuringiensis subsp. aizawai(AIZ),

             kurstaki(KUR) and KFRI-2(KFRI-2) in 7 ℓ fermentation.
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Table 4. Comparison of sporulation of B. thuringiensis subsp.

         aizawai, kurstaki and KFRI-2 in 7ℓfermentation

Strain No. (of×10
7 
CFU/㎖) SD(±)

aizawai 94.75ab§ 17.54

kurstaki 68.50b 21.02

Bt KFRI-2 124.00a 19.97

        §Duncan test(95% fiducial limit)

M     KUR   AIZ  KFRI-2

1.0      1.6     1.8   

(kDa)
210
100

75

50

35

25

M     KUR   AIZ  KFRI-2

1.0      1.6     1.8   

(kDa)
210
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75

50
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Fig. 4. Comparison of crystal proteins of B. thuringiensis subsp. 

aizawai (AIZ), kurstaki (KUR) and KFRI-2 (KFRI-2) in 

7 ℓ fermentation.
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2. 대량배지소재선발 및 개선

가. 기본배지 선정

Bt의 경우는 각 균주마다 고효율의 배지조성이 다른 것으로 알려져 있으므로 

Bt KFRI-2 균주에 적합한 대량배양배지 조건을 선발하고 개선하기 위하여 Bt 

내독소단백질 생산용 배지인 GYS 배지 조성과 일반적인 Bt fermentor용 배지 

조성을 절충하여 flask 배양실험에 사용할 기본배지를 정하 다 (표 5).

이 기본배지의 경우 대량배양조건의 기초인 flask 조건상에서 좀더 저렴한 배

지소재와 다양한 미량원소를 조절을 통한 고효율 배지조성을 선발하는 것을 목

표로 하고 있으므로 우선 C source 농도 및 N source 농도를 결정한 후 이 후 

실험에 이용하고자 하 다.

  Table 5. Ingredient of media used for culture of B. thuringiensis
           KFRI-2 strain 

Ingredient GYS (%) Fermentation (%)
Basal medium 

(%)

Glucose 0.1 2 2

Yeast extract 0.2 2 0.5

K2HPO4 0.05 01 0.1

(NH4)2SO4 0.2 0.4 0.4

MgSO4 0.002 0.1 0.1

MnSO4・4H2O 0.005 0.004 0.005

CaCl2 0.008 0.01 0.01

나. Glucose 농도에 따른 Bt KFRI-2 균주와 kurstaki 균주의 비교배양

Bt KFRI-2 균주의 고효율 배지조성 확립을 위한 flask 배양을 수행하는데 있

어서 가장 적합한 배지조성을 정하고자 기본배지 (표 5)를 대상으로 하여 

C-source 인 glucose 농도를 달리하여 배양 실험을 수행하 다. flask 배양실험

에서 배지의 멸균시 Glucose, MgSO4, MnSO4, CaCl2를 각각 별도로 멸균하여 첨
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가하 다. 배양성상을 비교하고자 OD600의 흡광도와 pH 값 및 포자 농도를 측정

하 고 kurstaki 균주를 대조균주로 사용하 다.

C source의 농도는 세균 배양상에서 수율에 큰 향을 주는 배지성분이나 Bt

의 경우 glucose 농도가 너무 높으면 고농도의 당으로 인하여 sporulation이 일어

나지 않는 현상이 일어남으로 flask 상에서의 적정한 glucose 농도를 먼저 정할 

필요가 있다. 이에 glucose의 농도를 2%, 3%, 4%로 하여 배양을 수행한 결과 

Bt KFRI-2 균주와 kurstaki 균주 모두 5일 동안 배양 후에도 sporulation이 일어

나지 않았는데 이는 고농도의 당으로 인한 것으로 생각되며, 이후 실험에서는 그 

농도를 0.1%, 0.5%, 1.0%로 낮추어 배양하고 그 배양특성과 포자 생산효율을 비

교하 다 (표 6, 표 7).

배양결과 Bt KFRI-2 균주의 경우 glucose 0.1%와 0.5%에서 모두 sporulation

이 정상적이었으나 1% 농도에서는 OD600값은 다른 농도에 비하여 높았지만 정상

적인 sporulation이 일어나지 못하 다. 그중 0.5%의 농도에서 OD600 값은 0.1%

에 비하여 다소 낮은 값을 가지나 최종 포자 농도는 더 높이 나타나 sporulation 

효율이 높은 것으로 나타났다 (표 7).  kurstaki 균주 역시 glucose 0.1%, 0.5%, 

1.0% 농도구에서 모두 정상적으로 sporulation이 일어났으며 그중 0.5%의 농도구

에서 가장 높은 sporulation 효율을 나타내어 두 균주 모두 glucose 0.5% 농도가 

적합함을 확인하 다. 이에 따라 flask 배양실험에 있어 glucose의 농도는 0.5%

로 고정하 다.
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Table 6. Effect of glucose concentration on growth of B. thuringiensis

          subsp. kurstaki and KFRI-2 in flask culture

Strain Glucose (%) Initial OD600 Final OD600 Initial pH Final pH

kurstaki

0.1 0.016 4.32 6.82 7.94

0.5 0.016 4.64 6.84 7.54

1.0 0.016 6.97 6.84 7.47

Bt 

KFRI-2 

0.1 0.016 3.37 6.84 8.1

0.5 0.016 2.87 6.83 7.72

1.0 0.016 7.5 6.84 7.3

 Table 7. Effect of glucose concentration on sporulation of B. thuringiensis

           subsp. kurstaki and KFRI-2 

§Duncan test(95% fiducial limit), ※ND; not determined. 

Strain Glucose (%) No. (of ×107 CFU/㎖) SD (±)

kurstaki

0.1 11.33a§ 2.31

0.5 25.67a 12.42

1.0 19.00a 5.20

Bt KFRI-2 

0.1 13.00a 6.56

0.5 32.00a 32.92

1.0 ND※ ND



- 45 -

다. yeast 농도에 따른 Bt KFRI-2 균주와 kurstaki 균주의 비교배양

flask 배양에 있어 기본배지 중 C source인 glucose의 농도를 0.5%로 정한 후 

주 N-source인 yeast의 농도를 결정하기 위한 배양실험을 수행하 다. 기초실험

으로 Yeast 농도를 0.1%, 0.5%, 1.0%, 2.0% 까지 배양한 결과 OD600 값 및 포

자 농도가 계속적인 증가추세를 보여 구간을 3%, 5%까지 늘려 실험을 수행하

다 (표 8, 표 9). Bt KFRI-2 균주의 경우, OD600값, 포자 농도는 yeast의 농도 

0.1%-2%에서 yeast의 농도가 증가함에 따라서 현저하게 증가하 고 2% 농도에

서 가장 높은 수치를 보 다. 그러나 3%와 5%에서는 OD600값, 포자 농도는 오히

려 감소하 다. 마찬가지로 kurstaki 균주에서도 OD600, 포자 수 모두 yeast의 농

도 0.1%-2%에서 yeast 농도가 증가함에 따라서 증가하 으며 2% 농도에서 가

장 높은 수치를 보 고 3%와 5%에서는 OD600값, 포자 농도는 오히려 감소하

다.

포자농도와 더불어 Bt의 제제화시에 매우 중요한 Bt 배양액내의 내독소단백

질의 양을 SDS-PAGE를 이용하여 측정하 다 (그림 5). 전기 동에 사용된 시

료를 배양액의 양으로 환산하면 40 ㎕이며, 이를 다시 배양액 ㎖당 내독소단백질 

양 (㎍)으로 나타내었다 (표 10). Bt KFRI-2 균주와 kurstaki 균주에 있어서는 

약 130 kDa의 Cry1에 해당되는 내독소 단백질과 더불어 약 65 kDa에 해당되는 

Cry2 type의 단백질이 있으나 전기 동상에 뚜렷하게 나타나지 않아 분석에서는 

제외하 고 Cry1 type만을 분석하 다 (그림 5; 화살표). Bt KFRI-2 균주는 

yeast 1%에서 가장 많은 내독소단백질을 생산하 는데, 최대의 포자를 생산하는 

yeast 2% 농도의 내독소단백질양보다 2.2배 더 많은 양을 생산하 다. 그 다음으

로 yeast 0.5%, 2%, 0.1%, 3% 순으로 단백질을 많이 생산하 고 yeast 5%에서

는 거의 내독소단백질이 만들어지지 못하 다.

이로부터 KFRI-2 균주에 있어서 yeast의 1% 농도보다 높은 농도는 오히려 

내독소단백질의 생산이 억제됨을 알 수 있었다. kurstaki 균주는 yeast 농도에 따

른 성장이 뚜렷하게 증가하 으나 yeast 1% 농도 이상에서는 내독소단백질의 형

성이 비정상적으로 일어나는 것이 위상차현미경을 통해서도 확인되었으며, 단지 

yeast 0.5% 농도에서 내독소단백질의 생산을 확인할 수 있었고 다른 농도에서는 

모두 내독소단백질의 형성이 제대로 이루어지지 않았다.

위의 실험을 통하여 기본배지의 성분 중 yeast의 농도를 1%로 정하 으나 이

는 glucose의 농도별 배양실험을 하 을 때의 yeast 농도 0.5%와는 다소 차이가 

있었다. 그러므로 고효율 배지조성 확립에 있어서 중요한 향을 주는 C-source 

인 glucose의 농도별 사용효과를 yeast의 농도를 1%로 고정한 후 배양효율을 재

검증하 다. flask 배양실험에서 배지의 멸균시 glucose, MgSO4, MnSO4, CaCl2를 
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각각 별도로 멸균하여 첨가하 다. Bt KFRI-2 균주의 배양효율에 있어서는 

OD600, pH값, 포자농도 등을 비교하 으며 배양액의 단백질 전기 동을 통하여 

내독소단백질 생성효율을 비교하 다. Bt의 경우 일정한 범위에서 glucose 농도

가 증가함에 따라 배양효율도 증가하지만 농도가 너무 높으면 고농도의 당으로 

인하여 sporulation이 일어나지 않는 현상이 일어기 때문에 glucose 농도의 범위

를 2%이하로 하고 0.1%, 0.5%, 1.0%, 2.0% 네 개의 농도구를 정하여 배양하고 

그 배양특성, 포자와 내독소단백질의 생산효율을 비교하 다.

배양결과 Bt KFRI-2 균주의 경우 glucose 0.1%, 0.5%와 1.0% 모두 

sporulation이 정상적이었으나 2.0% 농도에서의 OD600값은 다른 농도에 비하여 

높았지만 현미경 관찰결과 sporulation의 효율이 80%정도밖에 되지 못하 다 (표 

11). 그중 1.0%의 농도에서 OD600값은 2%에 비하여 다소 낮은 값을 가지나 최종 

포자 농도는 2%보다 높게 나타났고 0.1%와 0.5%에 비해서는 유의차를 벗어나는 

범위에서 높은 값을 나타내는 것을 확인할 수 있었다 (표 12). 내독소단백질의 

생성효율은 SDS-PAGE 분석을 통하여 측정하 다.  autolysis된 배양액 40 ㎕를 

SDS-PAGE 젤에 전기 동하고 분석 시스템을 이용하여 각 농도구의 단백질 생

성량을 측정하여 비교하 다. 이전 실험과 마찬가지로 Bt KFRI-2 균주는 약 130 

kDa의 Cry1에 해당되는 내독소단백질과 더불어 약 65 kDa에 해당되는 Cry2 

type의 단백질이 있으나 전기 동상에 뚜렷하게 나타나지 않아 분석에서는 제외

하 고 Cry1 type만을 분석하 다(그림 6). 포자의 농도가 가장 높은 glucose 

1%에서 가장 많은 양의 내독소단백질을 생성하는 것을 확인할 수 있었다. 그 다

음으로 glucose 2%, 0.5%, 0.1% 순으로 단백질을 많이 생성하 다 (그림 6; 표 

13).

이로부터 Bt KFRI-2 균주는 yeast 농도가 1%일 때 glucose 1%에서 가장 많

은 포자를 생성할 뿐 만 아니라 내독소단백질도 가장 많이 생산함을 알 수 있었

다. 이는 yeast 농도를 0.5%로 고정한 후 glucose 농도를 조절한 실험결과 (표 

7)에서 glucose 0.5% 농도가 효율적이었던 것과는 다소 다른 결과이나 yeast의 

농도가 0.5%에서 1%로 증가할 때 포자농도가 가파르게 상승했던 yeast 농도 조

절 실험결과 (표 9)과는 유사성을 보여주고 있다. 그러므로 포자형성과 내독소단

백질에 있어 적합하다고 판단되는 yeast 1% 농도를 기준으로 할 때 glucose 농

도를 1%로 증가시킴으로 하여 보다 높은 배양성능을 얻을 수 있다고 판단되었으

며, 이에 따라 glucose와 yeast 농도를 각각 1%로 정하고 이후 실험을 수행하

다.
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Table 8. Effect of yeast concentration on growth of B. thuringiensis

          subsp. kurstaki and KFRI-2 in flask culture

Strain Yeast (%) Initial OD600 Final OD600 Initial pH Final pH

kurstaki

0.1 0.016 3.87 6.75 5.32

0.5 0.016 5.97 6.83 6.96

1.0 0.016 10.12 6.72 7.95

2.0 0.04 10.18 6.68 8.42

3.0 0.11 8.95 6.57 8.48

5.0 0.26 8.53 6.53 8.55

Bt 

KFRI-2 

0.1 0.016 2.36 6.75 5.52

0.5 0.016 5.11 6.83 7.10

1.0 0.016 10.05 6.72 7.80

2.0 0.04 10.25 6.68 8.16

3.0 0.110 7.95 6.57 8.29

5.0 0.260 6.98 6.53 8.43
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  Table 9. Effect of glucose concentration on growth of B. thuringiensis

            subsp. kurstaki and KFRI-2 

§Duncan test (95% fiducial limit)

Strain Yeast (%) No. (of ×107 CFU/㎖) SD (±)

kurstaki

0.1 36.00c§ 5.57

0.5 63.67c 10.26

1.0 200.33b 3.51

2.0 350.67a 59.50

3.0 255.00b 73.82

5.0 186.33b 15.18

Bt KFRI-2 

0.1 13.67d 5.69

0.5 68.67cd 3.51

1.0 217.67ab 15.70

2.0 259.67a 122.65

3.0 165.33abc 73.35

5.0 110.00cd 60.75
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 Fig. 5. Effect of yeast concentration on crystal protein expression of B.

         thuringiensis subsp. kurstaki and KFRI-2. 
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Table 10. Comparison of crystal protein yield of B. thuringiensis subsp.

          kurstaki and KFRI-2 on yeast concentration

Strain Yeast (%) No. (㎍/㎖)

kurstaki

0.1 0

0.5 34

1.0 0

2.0 0

3.0 0

5.0 0

Bt KFRI-2 

0.1 19.7

0.5 57.9

1.0 62.9

2.0 27.9

3.0 15.1

5.0 0
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Table 11. Growth pattern of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture

              on glucose concentration

Strain glucose (%) Initial OD600 Final OD600 Initial pH Final pH

Bt 

KFRI-2 

0.1 0.03 5.44 6.9 8.4

0.5 0.03 10.85 6.9 8.2

1.0 0.04 16.20 6.9 7.52

2.0 0.03 17.22 7.0 7.19

   Table 12. Sporulation of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture

               on glucose concentration

§Duncan test (95% fiducial limit)

Strain glucose (%)
No. (of ×10

7
 

CFU/㎖)
SD (±)

Bt KFRI-2 

0.1 60c§ 10.00

0.5 153.33bc 83.86

1.0 286.67a 85.05

2.0 230.00a 26.46
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Fig. 6. Effect of glucose concentration on crystal protein expression of

            B. thuringiensis KFRI-2.

     Table 13. Comparison of crystal protein yields of B. thuringiensis           

               KFRI-2 on glucose concentration

Strain glucose (%) No. (㎍/㎖)

Bt KFRI-2 

0.1 23.0

0.5 36.2

1.0 60.0

2.0 51.3
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3. 저비용 고효율 대량배양용 배지 개발

가. Salt 농도에 따른 Bt KFRI-2 균주의 배양효과

1) Ammonium sulfate의 농도에 따른 배양효과

Ammonium sulfate 〔(NH4)2SO4〕는 Bt 배양에 있어 N-source 공급원으로 

가격이 저렴하여 자주 사용되는 배지 성분으로 기본배지에서도 이를 조절하여 

성장 증진, 포자 및 내독소단백질의 생성효과를 확인하기 위하여 그 농도를 

0.1%, 0.2%, 0.4%, 0.7%, 1.0%, 1.5%, 2.0%로 조절하여 배양실험을 수행하 다.

배양결과 (NH4)2SO4 7개 농도에서 모두 sporulation이 정상적으로 일어났고 

그중 (NH4)2SO4 0.4% 농도에서 제일 높은 OD600값을 나타내었다 (표 14). 포자 

생성율 비교에서 (NH4)2SO4 0.4% 농도는 0.1%와 0.2%에 비하여 유의차 범위내

에서 다소 높은 값을 보 고 0.7%, 1.0%와 1.5%와 2.0%에 비하여 유의차 범위를 

초과하여 높은 값을 가졌다(표 15).

내독소단백질의 생성효율에 있어서는 (NH4)2SO4 0.1%, 0.2%, 0.4%와 0.7%에

서 비슷한 수치를 나타내었고 1%, 1.5%, 2.0% 농도구에서는 이에 비하여 다소 

낮은 값을 나타내었다 (표 7). 이로부터 Bt KFRI-2 균주는 포자 및 내독소단백

질 생산은 (NH4)2SO4 0.1%에서 2.0% 농도의 범위내에서 농도의 변화에 따라 큰 

변화가 없는 것을 확인하 고 이에 따라서 이 농도구내에서는 (NH4)2SO4의 농도

가 Bt KFRI-2 균주의 배양에 있어서 큰 향은 주지 않는 것을 알 수 있었다. 

(NH4)2SO4 0.4% 농도에서 가장 많은 포자를 생성할 뿐더러 미생물 살충제의 중

요한 작용을 하는 내독소단백질도 많이 생산함으로 (NH4)2SO4 농도를 0.4%로 

정하 다.
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    Table 14. Growth pattern of B. thuringiensis KFRI-2 in flask

              culture on ammonium sulfate concentration

Strain (NH4)2SO4 (%) Initial OD600

Final 

OD600

Initial pH Final pH

Bt 

KFRI-2

0.1 0.03 15.11 6.84 8.1

0.2 0.03 14.83 6.83 7.8

0.4 0.04 14.85 6.75 7.7

0.7 0.02 14.15 6.70 7.5

1.0 0.03 13.85 6.68 7.5

1.5 0.05 13.91 6.62 7.4

2.0 0.05 13.96 6.53 7.2
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    Table 15. Spoulation of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture

              on ammonium sulfate concentration

Strain (NH4)2SO4 (%) No. (of ×107 CFU/㎖) SD (±)

Bt 

KFRI-2

0.1 240.67a§ 35.13

0.2 250.33a 16.20

0.4 257.00a 23.52

0.7 216.6ab 30.44

1.0 217.00ab 34.60

1.5 213.67ab 21.94

2.0 190.33b 12.06

     Table 16. Comparison of crystal protein yields of B. thuringiensis

                KFRI-2 on ammonium sulfate concentration

Strain (NH4)2SO4 (%) No. (㎍/㎖)

Bt KFRI-2

0.1 62.3

0.2 62.4

0.4 62.5

0.7 62.1

1.0 56.7

1.5 57.9

2.0 58.4
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 2) potassium phosphate 농도에 따른 배양효과

potassium phosphate (K2HPO4)는 Bt 배양에 있어서 필수적으로 사용되는 

P-source이다. 이 성분이 Bt KFRI-2 균주의 배양에 주는 향을 알아보기 위하

여 그 농도를 0.1%, 0.3%, 0.7%, 1.0%로 조절하여 배양실험을 수행하여 배양성상 

및 포자와 내독소단백질의 생성효과를 알아보았다. 위상차현미경 관찰 결과 

K2HPO4 4개 농도구에서 모두 sporulation이 정상적으로 일어났고 OD600과 pH 에

서 모두 비슷한 값을 나타내었다 (표 17). 포자 생성율 비교에서 K2HPO4 0.1% 

농도에서 다른 농도에 비하여 다소 높은 수치를 나타내었지만 유의차 범위를 초

과하지는 않았으며 K2HPO4의 여러 농도에서 모두 비슷한 수치를 가졌다 (표 

18).

내독소단백질의 생성효율 분석결과 Bt KFRI-2 균주는 K2HPO4 0.1%, 0.3%와 

0.7%에서 비슷한 수치를 나타내었고 0.05%에서는 다른 농도구에 비하여 비교적 

낮은 값을 가졌다 (표 18). 이로부터 Bt KFRI-2 균주는 K2HPO4 0.05%에서 다른 

농도에 비하여 떨어지지만 0.1%에서 0.7% 농도 범위에서 포자 및 내독소단백질 

생산이 농도의 변화에 따라 큰 변화가 없는 것을 확인하 다. (NH4)2SO4와 마찬

가지로 K2HPO4의 농도 역시 0.1%∼1.0%의 범위내에서는 Bt KFRI-2 균주의 배

양에 있어서 큰 향은 주지 않는 것을 알 수 있었다. Bt KFRI-2 균주의 배양에 

있어서 K2HPO4 0.1% 농도에서 가장 많은 포자와 내독소단백질을 생산함으로 

K2HPO4 농도를 0.1%로 고정하 다.
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      Table 17. Growth pattern of B. thuringiensis KFRI-2 in flask 

                culture on potassium phosphate concentration

Strain K2HPO4 (%)
Initial 

OD600

Final 

OD600

Initial pH Final pH

Bt 

KFRI-2 

0.05 0.03 15.28 6.9 7.4

0.1 0.03 15.74 6.9 7.2

0.3 0.04 13.18 6.9 7.2

0.7 0.03 15.77 7.0 7.4

      Table 18. Sporulation of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture

                on potassium phosphate concentration

§Duncan test (95% fiducial limit)

Strain K2HPO4 (%) No. (of ×107 CFU/㎖) SD (±)

Bt KFRI-2 

0.05 218.67a
§

19.55

0.1 232.67a 36.07

0.3 221.00a 25.94

0.7 224.00a 17.69
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     Table 19. Comparison of crystal protein yields of B. thuringiensis

                KFRI-2 on potassium phosphate concentration

Strain glucose (%) No. (㎍/㎖)

Bt KFRI-2 

0.05 52.3

0.1 61.4

0.3 60.5

0.7 60.9

나. 미량원소의 농도조절에 따른 Bt KFRI-2 균주의 배양효과

 1) MgSO4 농도에 따른 배양효과

MgSO4 미량원소는 Bt 배양에 있어서 포자 형성과 sporulation에 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져있다. 이 미량원소가 포자형성효율과 단백질의 생성에 대

한 향을 알아보기 위하여 그 농도를 0.025%, 0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.4%로 조절

하여 배양실험을 수행하 다. 실험결과 Bt KFRI-2 균주는 5개의 농도구에서 모

두 sporulation이 정상적으로 일어났고 OD600의 값은 농도의 변화에 따라 큰 변

화가 없지만 pH값은 농도가 커짐에 따라 그 값이 낮아지는 것을 확인할 수 있었

다 (표 20). MgSO4 0.1%에서 가장 높은 포자 농도를 보 지만 다른 농도구들과 

유의차 범위를 벗어나지 않았고 단백질 생성율도 비슷한 효과를 보 다 (표 21, 

22). 이로부터 Bt KFRI-2 균주는 MgSO4 0.025% - 0.4%의 농도 범위내에서  

sporulation 효율과 단백질 생성효과 모두 안정되었으며 MgSO4 농도의 향을 

크게 받지 않는 것으로 생각되어졌다. MgSO4 0.1%에서 포자 농도가 가장 높이 

나타났고 단백질 생성양도 다른 농도들에 비하여 떨어지지 않기 때문에 MgSO4 

농도를 0.1%로 정하 다.



- 59 -

     

     Table 20. Growth pattern of B. thuringiensis  KFRI-2 in flask 

               culture on magnesium sulfate concentration

Strain MgSO4 (%) Initial OD600 Final OD600 Initial pH Final pH

Bt 

KFRI-2 

0.025 0.03 15.28 6.8 7.85

0.05 0.03 15.44 6.8 7.63

0.1 0.04 15.18 6.8 7.21

0.2 0.03 15.37 6.9 6.87

0.4 0.04 15.20 6.9 6.77
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      Table 21. Sporulation of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture 

                on magnesium sulfate concentration

§Duncan test (95% fiducial limit)

Strain MgSO4(%) No. (of ×10
7
 CFU/㎖) SD (±)

Bt KFRI-2 

0.025 201.51a
§

23.85

0.05 220.29a 11.09

0.1 231.01a 45.23

0.2 229.89a 29.65

0.4 219.47a 33.19

      Table 16. Comparison of crystal protein yields of B. thuringiensis

                 KFRI-2 on magnesium sulfate concentration

Strain MgSO4 (%) No. (㎍/㎖)

Bt KFRI-2 

0.025 62.5

0.05 62.4

0.1 62.9

0.2 62.7

0.4 62.7
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 2) MnSO4․4H2O 및 CaCl2의 농도조절을 통한 배양효과

Mn과  Ca 등 미량원소는 Bt의 배양에 있어서 포자의 형성에 중요한 역할을 

하지만, 그 량이 적정하지 못할 경우 Bt의 생장을 방해할 가능성이 있는 중금속

물질이다. Bt KFRI-2 균주의 배양에 있어서 적합한 농도를 찾고자 하여 MnSO

4․4H2O (MnSO4)의 농도를 0.0025%, 0.005%, 0.01%로 하고 CaCl2의 농도를 

0.005%, 0.01%, 0.02%, 0.04%로 한 다음 서로 조합하여 배양성상 및 sporulation

과 단백질 생성효율을 검정하 다. Bt KFRI-2 균주는 MnSO4와 CaCl2의 여러 

농도 조합에서 OD600, pH는 비슷한 값을 나타내었고 포자 농도는 MnSO4 0.01%

와 CaCl2 0.02% 농도조합에서 다소 낮은 수치를 나타내었지만 그 외의 농도 조

합에서는 모두 유의차 범위내에서 비슷한 값을 가졌다 (표 23, 24). 미생물 살충

제로서 가장 중요한 작용을 하는 내독소단백질의 생성효율의 비교에서 MnSO4 

0.0025%와 CaCl2 0.01% 농도조합에서 가장 높은 값을 나타내었고 다른 농도 조

합에서는 비슷하게 나타났다 (표 25).

이로부터 MnSO4과 CaCl2의 두 미량원소가 처리한 농도구내에서 Bt KFRI-2 

균주의 배양과 sporulation에 주는 향은 크지 않았다. 본 결과에 따라 내독소단

백질을 가장 많이 생성하며 포자 생성도 다른 농도 조합에 비하여 떨어지지 않

는 MnSO4 0.0025%와 CaCl2 0.01% 농도조합을 선발하여 이후 실험에 이용하

다.



- 62 -

     Table 23. Growth pattern of B. thuringiensis KFRI-2 in flask 

               culture on MnSO4․4H2O and CaCl2 concentration

MnSO4․4H2O 

(%)
CaCl2 (%)

Initial 

OD600

Final 

OD600

Initial 

pH
Final pH

0.0025

0.005 0.02 14.8 6.7 7.8

0.01 0.02 14.3 6.8 7.8

0.02 0.03 14.6 6.7 7.7

0.04 0.04 14.3 6.7 7.7

0.005

0.005 0.01 13.8 6.6 7.6

0.01 0.02 14.2 6.7 7.9

0.02 0.03 14.7 6.7 7.8

0.04 0.02 14.0 6.8 7.9

0.01

0.005 0.02 14.5 6.7 7.80

0.01 0.04 13.9 6.7 7.7

0.02 0.01 14.7 6.7 7.8

0.04 0.03 14.7 6.8 7.9
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      Table 24. Sporulation of B. thuringiensis KFRI-2 in flask culture 

                on MnSO4․4H2O and CaCl2 concentration

§Duncan test (95% fiducial limit)

MnSO4․4H2O 

(%)
CaCl2 (%)

No. (of ×107 

CFU/㎖)
SD (±)

0.0025

0.005 208.21a§ 21.09

0.01 221.00a 10.62

0.02 211.37a 8.96

0.04 203.78a 32.25

0.005

0.005 205.00a 24.78

0.01 210.41a 13.98

0.02 220.91a 15.69

0.04 221.79a 24.63

0.01

0.005 215.35a 41.05

0.01 211.98a 23.59

0.02 195.85b 51.33

0.04 219.55a 25.48
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     Table 25. Concentration of crystal protein yields of B. thuringiensis

                KFRI-2 on MnSO4․4H2O and CaCl2 concentration

MnSO4․4H2O 

(%)
CaCl2 (%) No. (㎍/㎖)

0.0025

0.005 61.9

0.01 62.8

0.02 61.8

0.04 61.5

0.005

0.005 60.9

0.01 60.9

0.02 61.8

0.04 61.7

0.01

0.005 61.7

0.01 61.9

0.02 62.0

0.04 62.0
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4. 소규모 배양(Fermentor) 시험

가. Pilot 배양을 통한 대량배양체계 확립 및 원제생산

BIG로부터 받은 원제 0.2 g을 증류수 10 ㎖에 희석하 다 (20 ㎎/㎖). 이 희

석액을 각각 1, 0.5, 0.1, 0.05 ㎖씩 수거하여 10,000 rpm, 5분 원심분리하 다. 이

렇게 얻은 침전물을 증류수 50 ㎕와 5 x 단백질 sample buffer 50 ㎕을 섞어 재

현탁하 다. 이중 10 ㎕를 10% SDS-polyacrylamide gel에 전기 동하여 분석하

다 (그림 7).

위의 분석과 동일하게 130 kDa의 Cry1 type에 해당되는 내독소단백질만을 

분석하 다. 전기 동에 사용된 시료를 원제의 양으로 환산하면 각각 2, 1, 0.2, 

0.1 ㎎ 이었다. 2 ㎎과 1 ㎎ 시료의 경우는 원제의 양이 많아 시료가 적절히 만

들어지지 못한 것으로 판단되었고 0.2 ㎎과 0.1 ㎎에서는 분석이 가능하 다. 0.2 

㎎에서는 1.52 ㎍, 0.1 ㎎에서는 0.90 ㎍의 내독소단백질 양이 존재하는 것으로 

판단되었다. 두 시료간의 내독소단백질 양 차이가 유의성 있게 나지는 않았지만, 

평균적으로 원제 1 g 당 8.3 ㎎에 해당하는 내독소단백질이 존재하는 것으로 생

각되었다.
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(Technical powder mg)

(Crystal protein ㎍)

(Technical powder mg)

(Crystal protein ㎍)

Fig. 7. Quantification of crystal protein in technical powder
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5. 최적의 대량배양체계 확립

가. Bt KFRI-2 배양용 배지 선발

위의 대랑배지소재선발 및 개선에 대한 여러 실험을 통하여 최종적으로 Bt 

KFRI-2 균주의 배양에 가장 적합한 배지를 선발하 다 (표 26). 선발된 배지는 

실험을 수행하기 전에 선발한 기본배지에 비하여 glucose, MnSO4・4H2O의 농도

가 2분의 1로 감소되었고 yeast extract은 오히려 2배로 증가하 다. 실험을 수행

하기 전에 선발한 기본배지는 실험실에서 많이 이용되어지고 있는 GYS 배지와 

Bt fermentor용으로 알려진 배지를 기초로 하여 Bt KFRI-2 균주의 대량배지소

재선발을 하기 위하여 만들어진 것이고, 이 후의 실험을 통하여 이 기본배지의 

성분조성을 개선하여 Bt KFRI-2 균주의 포자와 내독소단백질을 안정하게 대량 

생성할 수 있는 배지가 최종적으로 선발되었다.

      Table 26. Ingredients of selected medium used for optimized culture

                of B. thuringiensis KFRI-2 strain

Ingredient Basal medium(%) Selected medium(%)

Glucose 2 1

Yeast extract 0.5 1

K2HPO4 0.1 0.1

(NH4)2SO4 0.4 0.4

MgSO4 0.1 0.1

MnSO4・4H2O 0.005 0.0025

CaCl2 0.01 0.01
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2) 선발배지에서 Bt KFRI-2 균주와 kurstaki 균주의 배양효과

최종적으로 선발된 배지에서 Bt KFRI-2 균주와 분류상 동일 serotype의 균

주인 kurstaki HD-1 균주를 대조 균주로 하고 포자농도와 내독소단백질의 생성

량을 비교하여 배양효과를 재검증하 다.

두 균주의 경우 sporultion이 모두 정상적으로 일어났고 Bt KFRI-2 균주는 

kurstaki HD-1 균주에 비하여 유의성 있게 더 많은 포자를 생성하 다 (표 26). 

내독소단백질의 생성량에 있어서도 Bt KFRI-2 균주는 kurstaki HD-1 균주보다 

4배 이상의 많은 양을 생성하 다 (그림 8, 표 27).

이로부터 최종적으로 선발된 배지에서 Bt KFRI-2 균주는 kurstaki HD-1 균

주에 비하여 포자 및 내독소단백질 생성에서 모두 우수하 으며 이 선발배지가 

Bt KFRI-2 균주의 배양 에 있어서 최적화된 배지임을 재확인하 다.

      Table 27. Comparison of sporulation of B. thuringiensis subsp.

                 kurstaki and  KFRI-2 in selected medium

§Duncan test (95% fiducial limit)

strain No. (of ×107 CFU/㎖) SD (±)

kurstaki 172.23a§ 29.38

Bt KFRI-2 216.58b 51.52
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Fig. 8. Expression of crystal protein of B. thuringiensis 

                    subsp. kurstaki(Kur)  and  KFRI-2(K2) in selected 

                  medium.
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      Table 28. Comparison of crystal protein yields of B. thuringiensis 

                 subsp. kurstaki and  KFRI-2 in selected medium

strain  No. (㎍/㎖)

kurstaki 14.5

Bt KFRI-2 63.9

6. 기초제제의 첨가제 및 부가제 선발

   Bt KFRI-2균주의 기초제제를 만들가 위하여 첨가제로는 현수성이 강한 

NK-NX250L, NK-SLS,MK-PX 100, DA203W등과 수화성이 강한 부제로서 

White Carbon, Kaoline, Na2SO4, CaCO3를 Technical powder 50%에 혼합하여 

3가지의 유형으로 조제 하 고 각 제제별로 현수성 및 수화성을 조사한 결과는 

(표 29)에서와 같이 TypeⅠ에서 수화성 및 현수성이 가장 양호하 으며 배추좀

나방에 대한 생물검정에서도 Technical powder와 3가지의 제제 유형중에서 

TypeⅠ에서 살충효과가 (그림 9)에서와 같이 가장 우수한 결과를 보여 Type Ⅰ

제제를(표 30)에서와 같이 각각의 함량에 변형을 주어 도둑나방, 멸강나방, 배추

좀나방, 목화명나방, 버즘나무방패벌레등에 대하여 생물검정을 한 결과는 (표 31)

과 같다.
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Table 29. Wetting ability and suspensibility of 3 type wettable 

          powders by using B. thuringiensis KFRI-2 strain 

++Technical Powder

++Type III

++++++Type II

++++++aType I

SuspensibilityWetting abilityFormulation
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Fig. 9. Mortality(%) of 3 type wettable powders by using B. thuringiensis

        KFRI-2 strain against Plutella xylostella larvae
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Table 30. Compositional rate(%) of transmitted formulation on type Ⅰ

         wettable powder by using B. thuringiensis KFRI-2 strain 

101010---101010---Tixolex 25
UV

Protectant

-5--5--5--5-Da203W

105-105-105-105-NK-SLS

--2--2--2--2NK-PX100

--8--8--8--8NK-NX250LSurfactant

151515252525------(NH4)2SO4

------151515252525Kaoline

151515151515151515151515White CarbonCarrier

505050505050505050505050Bt KFRI-2Technical powder

I-11I-10I-9I-8I-7I-6I-5I-4I-3I-2I-1Type I

Formulation Composition (%)
Component\  Treast No.
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Table 31. Mortality(%) of transmitted formulation type Ⅰwettable powder of

          B. thuringiensis KFRI-2 strain against several important insect

          pests 

Chemical

Ref.

Conc.

(ppm)

Mortality (%)

M. brassicae P.separata P. xylostella N. derogata C. ciliata

BT tapeⅠ-6

5000 30 20 100 100 20

2500 20 0 100 95 10

1250 22.5 5 100 90 20

BT tapeⅠ-7

5000 20 5 100 100 15

2500 0 0 100 100 5

1250 0 0 100 100 5

BT tapeⅠ-8

5000 20 100 100 100 5

2500 10 100 100 100 5

1250 0 67.5 100 91.7 10

BT tapeⅠ-9

5000 10 88.9 100 100 10

2500 0 100 100 100 5

1250 0 78.8 100 100 20

BT tapeⅠ-10

5000 10 80.6 100 100 5

2500 0 75 100 100 0

1250 10 40.6 100 100 0

BT tapeⅠ-11

5000 10 55 100 100 0

2500 0 55 100 100 0

1250 0 18.3 100 100 0

※M. brassicae : 도둑나방, P. separata : 멸강나방, P. xylostella : 배추좀나방

  N. derogata : 목화명나방, C. ciliata : 버즘나무방패벌레
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Table. 31. Continued

Chemical

Ref.

Conc.

(ppm)

Mortality (%)

M. brassicae P.separata P. xylostella N. derogata C. ciliata

BT tapeⅠ-6

5000 20 100 100 100 25

2500 30 94.4 100 75 25

1250 20 77.8 100 75 0

BT tapeⅠ-7

5000 90 70 100 80 15

2500 100 45 100 100 0

1250 100 35 100 85 10

BT tapeⅠ-8

5000 30 85 100 95.5 20

2500 22.5 100 100 91.3 0

1250 0 44.3 100 98.7 0

BT tapeⅠ-9

5000 80 70.8 100 95 5

2500 60 74.4 100 85 10

1250 10 55 100 70 10

BT tapeⅠ-10

5000 40 63 100 100 10

2500 30 11.1 100 100 5

1250 30 10 100 75 20

BT tapeⅠ-11

5000 30 5 100 95 10

2500 20 5 100 95 20

1250 10 0 100 95 20

※M. brassicae : 도둑나방, P. separata : 멸강나방, P. xylostella : 배추좀나방

  N. derogata : 목화명나방, C. ciliata : 버즘나무방패벌레
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7. 제제의 살충력 검정

KFRI-2 균주로 제조한 6가지 제제의 살충성을 알아보기 위하여 배추좀나방

을 이용하여 생물 검정 실험을 수행하 다. 실험 결과 Bt KFRI-2 균주의 각 제

제의 살충력은 20,000 배 희석액 에서는 F04052805 〉 F04052803, F04052804 〉 

F04052802 〉 F04052806 〉 F04052801의 순위로 배추좀나방 유충에 살충력을 

보 으며 (표 32), 40,000 배 희석액 에서는 F04052804 〉F04052803 〉 

F04052805 〉F04052802 〉 F04052801〉 F04052806의 순위로 살충력을 보 다 

(표 33). 제제 F04052803, F04052804 및 F04052805는 두 농도구 모두에서 원제에 

비하여 살충력은 다소 감소하지만 50% 이상의 살충력을 보유하고 있음으로 미생

물 살충제 제제로 사용이 가능할 것으로 판단되었다.

     Table 32. Mortality(%) of 1/20,000 diluted formulations B. thuringiensis

                KFRI-2 strain against  P. xylostella larvae

Dilution Formulation Mortality (%)

20,000

D.W. 0

Technical powder 100

F04052801 18.2

F04052802 82.8

F04052803 90.9

F04052804 90.9

F04052805 100

F04052806 54.5
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     Table 33. Mortality(%) of 1/40,000 diluted formulations B. thuringiensis

                KFRI-2 strain against  P. xylostella larvae

Dilution Formulation Mortality (%)

40,000

D. W. 0

Technical powder 100

F04052801 36.3

F04052802 45.5

F04052803 63.7

F04052804 72.8

F04052805 54.5

F04052806 18.2
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8. 자외선 조건하에서 지효성 검정

야외 자외선 조건하에서 KFRI-2 균주의 6가지 제제의 지효성을 알아보기 위

하여 실험실 자외선 조건하에서 배추좀나방에 대한 살충력을 검정하 다. 실험 

결과, 6 가지 제제 모두 자외선 10분, 30분, 60분 조건하에서 자외선 처리전과 비

슷한 약효를 보 다 (표 34). 이로부터 제작된 6가지 제제는 자외선 조건하에서 

약효가 지속됨을 확인할 수 있었다.

 Table 34. Efficacy(%) of B. thuringiensis KFRI-2 strain formulations by    

              ultra-violet irradiation 

Formulation 0 min. 10 min. 30 min. 60 min.

D. W. 0 0 0 0

Technical powder 100 100 100 100

F04052801 18.2 18.2 18.2 15.7

F04052802 82.8 80.9 82.8 82.8

F04052803 90.9 90.9 90.0 90.8

F04052804 90.9 89.5 90.9 88.5

F04052805 90.9 98.2 90.9 90.9

F04052806 54.5 50.7 55.2 52.2
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9. 열처리 조건하에서 지효성 검정

야외 온도 조건하에서 KFRI-2 균주의 6가지 제제의 지효성을 알아보기 위하

여 실험실 열처리 조건하에서 배추좀나방에 대한 살충력을 검정하 다. 실험 결

과, 6 가지 제제 모두 37 ℃ 열처리 10분, 30분, 60분 조건하에서 처리전과 비슷

한 약효를 보 다 (표 35). 이로부터 제작된 6가지 제제는 37 ℃ 열처리 조건하

에서 약효가 지속됨을 확인할 수 있었다.

Table 35.  Efficacy(%) of B. thuringiensis  KFRI-2 formulations by

           high temperature(37℃) 

Formulation 0 min. 10 min. 30 min. 60 min.

D. W. 0 0 0 0

technical powder 100 100 100 100

F04052801 20.9 21.5 20.9 20.0

F04052802 80.5 80.9 82.8 81.5

F04052803 89.5 90.9 90.0 89.5

F04052804 90.9 89.5 90.9 88.5

F04052805 90.9 92.0 90.9 92.0

F04052806 54.5 50.7 55.2 52.2
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10. 제제의 물리성 조사

본 과제에서 제조한 6가지 제제에 대하여 수소이온농도 (pH), 평균입경, 수화

성, 현수율, 및 분말도의 5가지 항목에 대하여 그 물리성을 조사하 다 (표 36). 

제제 희석 용액의 산도 (acidity) 또는 알칼리도 (alkalinity)를 나타내는 지표인 

수소이온농도는 6가지 제제 모두가 pH 7∼8의 범위에 존재하는 것으로 나타났

다. 일반적으로 유기합성제제가 pH 6∼8의 범위에 존재하고 Bt 제제의 경우 대

략 pH 6 정도인 것에 비추어 볼 때 본 과제에서 제작한 6가지 제형의 수소이온 

농도는 정상적인 범주에 있는 것으로 나타났다.

분상제형 또는 수중분산성 제형에 대해 개개 입자의 평균적인 크기를 측정하

여 얻어지는 평균입경은 제제의 분산성, 현수성 등의 물리성 및 약효 발현에 중

요한 향을 미치는 요소로써, 일반적으로 분사노즐의 구멍이 막히지 않도록 10 

㎛ 이하여야 한다. 6가지의 제제 중 coating형 제제인 F04052801과 수면부유성 

제제인 F04052804는 평균입경이 20 ㎛가 넘는 것으로 나타났으나, 나머지 4가지

의 제형은 대략 11 ㎛ 정도의 평균입경을 가짐으로써 실제 사용 시 문제가 없을 

것으로 판단되었다.

수중분산성 제제의 일정량을 특정 높이에서 물이 담겨있는 용기에 떨어뜨렸

을 때 완전히 습윤 (wetting)하는 시간을 측정하는 수화성은 일반적으로 유기합

성 농약의 경우 30초 이내이고, 생물 농약의 경우는 1분 이내여야 한다. 본 실험

에서 제조한 6가지 제제 중 F04052804는 완전히 습윤 되는데 10분 정도가 걸리

는 것으로 조사되어 문제점을 나타내었으며, 나머지 5가지 제형은 최소 13 ∼ 51

초 정도로 매우 우수한 수화성을 보 다.

고형인 유효성분이 약제사용농도에서 물에 고르게 현탁 되어 있는 정도를 측

정하는 현수성의 경우 일반적으로 수화제를 기준으로 80 ∼90 % 이상 되어야하

는데, 수면부유성 제형인 F04052803 제제가 89.2 %로 가장 우수한 현수율을 보

으며, 나머지 5가지 제형은 대략 70 % 정도의 비교적 양호한 현수율을 나타내

었다.

제형별 관리규격체의 해당 메쉬 (mesh) 통과율을 측정하여 분상고형제형 또

는 액상 현탁제형의 분말화 정도를 평가하는 분말도 항목에서는 F04052802 제제

가 92.8 %로 가장 우수한 분말도를 보 으며, F04052803과 F04052805 및 

F04052806 제제도 각각 89.0, 87.4 및 87.9 %의 비교적 우수한 분말도를 보 다.

이상의 경과 제제의 물리성 측면에서는 전체적으로 F04052804 제제가 가장 

적합한 제형인 것으로 판단되었으나, 분말도를 높이기 위하여 증량제의 변경을 

검토해 볼 필요가 있을 것으로 판단되었다. 나머지 제형의 경우 현수성의 향상을 

위한 제제의 검토가 필요할 것으로 생각되며, 특히 F04052805와 F04052806 제제
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는 현수성과 더불어 수화성을 높이기 위하여 계면활성제에 대한 검토 필요성이 

제기되었다.

  Table 36. Physical character of B. thuringiensis KFRI-2 formulations

Formulation pH
Size

(㎛)

Wettability

(sec)

Suspensibility

(%)

Wet sieve test

(%)

F04052801 7.48 20.8 20 71.7 80.5

F04052802 7.69 11.9 13 68.5 92.8

F04052803 8.35 11.2 18 89.2 89.0

F04052804 7.07 27.3 600 77.5 78.0

F04052805 8.11 10.9 47 76.4 87.4

F04052806 8.31 11.8 51 74.6 87.9
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11. 생물검정 및 야외실증시험

  

  가. 솔나방유충에 대한 Bt KFRI-2균주의 T. P.에 의한 생물검정

     협동연구기관인 (주)비아이지에서 배양한 Bt KFRI-2균의 생산물(포자 도 

g당 1×1011cfu)을 갖고 물에 희석하여 솔나방의 유충 식이물인 소나무의 잎에 살

포한후 망대(40×70㎝)에 10마리씩의 솔나방 유충을 넣은후 소나무가지에 씌워서 

매은후 7일후와 15일후의 생사충수를 조사한 결과 1,000배액으로 살포하 을때 6

일후에 살충율이 85.0%이었고 12일 경과한 후의 살충율은 93.3%이었으며 2,000

배액 살포구에서는 살포 후 15일후 63.3%이었다.    

Table 37.  Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 strain by several

          sporulation concentration against D. spectabilis larvae

18.316.810.010.025.025.020.015.0Control

8.33.315.00.00.00.010.010.010000

10.010.00.00.010.010.020.020.04000

63.355.050.040.070.065.070.060.02000

93.385.0100.0100.0100.080.080.075.01000

100.0100.0100.0100.0100.0100.0100.0100.0100

12 DAT6 DAT12 DAT6 DAT12 DAT6 DAT12 DAT6 DAT

Mean321
Conc.
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  나. 야외 실증시험

  

   1) 솔나방에 대한 신개발 Bt KFRI-2제의 살충검정 시험

  

  솔나방 피해지인 북제주군에서 솔나방 4~5령 유충을 대상으로 F01, F02, F03, 

F04를 500, 1,000, 1,500, 2,000, 3,000배액으로 희석하여 5㎡당 500㎖희석액을 배

부식 분무기를 이용하여 수관살포하고 살충효과를 조사한 결과 표 38~41과 같다. 

각 제제별 살충효과는 F03> F04> F02> F01의 순으로 우수하게 나타났으며 

F03 처리구는 1,500배액처리에서 7일후 90%의 살충효과가 있었으며 14일 후에는 

3,000배액처리에서도 90%의 살충율을 나타내었다. F04 처리구는 14일 후 1,500배

액에서 96.7%의 높은 살충율을 보 으나 F03에 비하여 살충효과가 더디게 발현

하 으며 F02와 F01 처리구는 솔나방에 대하여 저조한 살충효과를 보 다. 본 

시험에 이용된 솔나방 유충은 4~5령으로서 비교적 크기 때문에 보다 작은 어린

유충을 대상으로 하 을 경우에는 보다 높은 살충효과가 있을 것으로 판단된다.

Table 38. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052801 formulation

          against D. spectabilis larvae

Dilutions

after 7 days after 14 days

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

Mean 

Mortality(%)

Control

Value

500 63.3 62.0 80.0 78.6

1,000 50.0 48.3 80.0 78.6

1,500 40.0 38.0 70.0 67.8

2,000 36.7 34.5 73.3 71.4

3,000 33.3 31.0 43.3 39.2

Control 3.3 - 6.7 -
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Table 39. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052802 formulation

          against D. spectabilis larvae

Dilutions

after 7 days after 14 days

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 56.7 55.2 93.3 92.8

1,000 56.7 55.2 86.7 85.7

1,500 36.7 34.5 86.7 85.7

2,000 40.0 38.0 73.3 71.4

3,000 40.0 38.0 76.7 75.0

Control 3.3 - 6.7 -

Table 40. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052803 formulation

          against D. spectabilis larvae

Dilutions

after 7 days after 14 days

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 93.3 93.1 100.0 100.0

1,500 90.0 89.7 96.7 96.5

2,000 83.3 82.7 90.0 89.3

3,000 86.7 86.2 90.0 89.3

Control 3.3 - 6.7 -
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Table 41. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052804 formulation

          against D. spectabilis larvae

Dilutions

after 7 days after 14 days

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 83.3 82.7 96.7 96.5

1,000 80.0 79.3 93.3 92.8

1,500 63.3 62.0 96.7 96.5

2,000 63.3 62.0 83.3 82.1

3,000 36.7 34.5 76.7 75.0

Control 3.3 - 6.7 -

    2) 잣나무넓적잎벌에 대한 신개발 Bt제의 살충검정 시험

       실험실내에서 수삽한 잣나무 가지에 공시충인 잣나무넓적잎벌 유충을 처

리당 10마리×3반복으로 접종하고 F01, F02, F03, F04, F05, F06를 500, 1,000, 

1,500, 2,000, 3,000배액으로 희석하여 5㎡당 500㎖의 약량으로 처리한 결과 표 

42~45과 같다. 각 제제별 살충효과는 솔나방에서와 같이 F03, F04처리구가 가장 

우수하 으나 타 처리구도 6일후에는 희석배수와 관계없이 실험개체 모두 사망

하 다. F03, F04처리구는 3일후에 모든 처리에서 유충이 사망하여 가지 밑으로 

떨어 졌으며 F01과 F02는 비교적 서서히 약효가 나타났으며 F05와 F06은 3일 

경과후 급격히 사망하는 개체를 확인 할 수 있었다. 6일후 각 처리구 공히 모두 

사망하여 산림해충인 잣나무넓적잎벌에 신개발 Bt제가 매우 우수한 살충력을 보

으며 사망한 개체는 새까맣게 말라죽는 형태를 나타내었다. 
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Table 42. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052801 formulation

          against Acantholyda parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

500 86.7 85.7 100.0 100.0

1,000 76.7 75.0 100.0 100.0

1,500 70.0 67.8 96.7 96.2

2,000 76.7 75.0 100.0 100.0

3,000 63.3 60.7 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -

Table 43. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052802 formulation

          against A. parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 86.7 85.7 100.0 100.0

1,500 86.7 85.7 100.0 100.0

2,000 83.3 82.1 100.0 100.0

3,000 73.3 71.4 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -
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Table 44. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052803 formulation

          against A. parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Contro

l value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 100.0 100.0 100.0 100.0

1,500 100.0 100.0 100.0 100.0

2,000 100.0 100.0 100.0 100.0

3,000 100.0 100.0 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -

 

Table 45. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052804 formulation

          against A. parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 100.0 100.0 100.0 100.0

1,500 100.0 100.0 100.0 100.0

2,000 100.0 100.0 100.0 100.0

3,000 100.0 100.0 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -
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Table 46. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052805 formulation

          against A. parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

500 93.3 92.8 100.0 100.0

1,000 90.0 89.3 100.0 100.0

1,500 83.3 82.1 100.0 100.0

2,000 76.7 75.0 100.0 100.0

3,000 73.3 71.4 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -

Table 47. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052806 formulation

          against A. parki. larvae

Dilutions

after 3 days after 6 days

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

500 83.3 82.1 100.0 100.0

1,000 76.7 75.0 100.0 100.0

1,500 76.7 75.0 100.0 100.0

2,000 70.0 67.8 100.0 100.0

3,000 63.3 60.7 100.0 100.0

Control 6.7 - 13.3 -
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    3) 미국흰불나방에 대한 신개발 Bt KFRI-2제의 살충검정 시험

       실험실내에서 F01, F02, F03, F04, F05, F06를 500, 1,000, 1,500, 2,000, 

3,000배액으로 희석하여 처리한 기주식물을 마르지 않도록 습식 처리한 곤충사육

통(플라스틱, Ø75×H84mm)에 넣고 미국흰불나방의 어린 유충을 채집하여 처리당 

10마리×3반복으로 접종하여 처리별 살충효과를 조사한 결과 표 48~53과 같다.

각 제제별 살충효과는 솔나방, 잣나무넓적잎벌의 경우에서와 같이 F03, F04처리

구가 가장 우수하게 나타났다. F03, F04처리구는 1일후부터 섭식량이 현저히 떨

어지고 움직임 둔화되는 현상을 보 으며 타 처리구는 3일후부터 비슷한 증상이 

나타나기 시작하 다. 3일후 F03와 F04는 모든 처리에서 90%이상의 사충율을 

보 으며 F05와 F06은 1,000배액이상, F01과 F02는 500배액처리에서만 90%이상

의 살충효과를 보 다. 7일후에는 F03과 F04는 모든 처리에서 100%의 살충율을 

나타냈고 F05와 F06는 2,000배액이상, F01과 F02는 1,500배액이상에서 90%이상

의 살충율을 나타냈다. 미국흰불나방은 산림 내에서는 피해가 거의 없으며 주거

지역의 가로수나 정원수에 피해를 많이 끼치는 습성이 있기 때문에 약제 살포시

는 인축이나 천적 등에 향이 적은 농약사용이 절실히 요구되고 있다. 본 시험

에 사용된  Bt제는 자연계 내에 존재하는 것으로서 저독성, 저공해성 살충제로 

방제효과도 우수하여 산림해충 방제에 매우 적절한 약제로 판단된다. 

Table 48. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052801 formulation

          against Hyphantria cunea. larvae

Dilutions

after 3 days after 7 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control

value

500 90.0 90.0 96.7 96.6

1,000 73.3 73.3 93.3 93.1

1,500 70.0 70.0 93.3 93.1

2,000 53.3 53.3 86.7 86.2

3,000 46.7 46.7 56.7 55.2

Control 0.0 - 3.3 -
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Table 49. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052802 formulation

          against H. cunea. larvae

Dilutions

after 3 days after 7 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 93.3 93.3 100.0 100.0

1,000 63.3 63.3 96.7 96.6

1,500 56.7 56.7 90.0 89.7

2,000 43.3 43.3 73.3 72.4

3,000 40.0 40.0 76.7 75.9

Control 0.0 - 3.3 -

Table 50. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052803 formulation

          against H. cunea. larvae

Dilutions

after 3 days after 7 days

Mean 

Mortality(%)

Control

 value

Mean 

Mortality(%)

Control 

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 93.3 93.3 100.0 100.0

1,500 96.7 96.7 100.0 100.0

2,000 93.3 93.3 100.0 100.0

3,000 90.0 90.0 100.0 100.0

Control 0.0 - 3.3 -
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Table 51. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052804 formulation

          against H. cunea. larvae

Dilutions

after 3 days after 7 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 100.0 100.0 100.0 100.0

1,500 100.0 100.0 100.0 100.0

2,000 96.7 96.7 100.0 100.0

3,000 93.3 93.3 100.0 100.0

Control 0.0 - 3.3 -

Table 52. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052805 formulation
          against H. cunea. larvae

Dilutions

after 3 days after 7 days

Mean 

Mortality(%)

Control

value

Mean 

Mortality(%)

Control

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 96.7 96.7 100.0 100.0

1,500 83.3 83.3 96.7 96.6

2,000 73.3 73.3 90.0 89.7

3,000 63.3 63.3 83.3 82.7

Control 0.0 - 3.3 -
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Table 53. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 F04052806 formulation

          against H. cunea. larvae

Dolutions

after 3 days after 7 days

Mean

Mortality(%)

Control

value

Mean

Mortality(%)

Control

value

500 100.0 100.0 100.0 100.0

1,000 93.3 93.3 100.0 100.0

1,500 86.7 86.7 100.0 100.0

2,000 76.7 76.7 93.3 93.1

3,000 76.7 76.7 86.7 86.2

Control 0.0 - 3.3 -
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4) 모기에 대한 Bt KFRI-2제제의 살충활성

     6종 BT 시제품의 빨간집모기 유충에 대한 살충활성 결과는 표 54에 나타

내었다. 살충활성검정결과 2번 제제를 제외한 나머지 다섯 종의 BT 시제품은 처

리 48시간 후90%이상의 높은 살충활성을 나타내었다.  

Table 54. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 formulation

          against Culex pipiens pallens larvae

Formulation No. concentration(ppm) Mortality(%)

F04052801 100 100

F04052802 " 70

F04052803 " 100

F04052804 " 100

F04052805 " 100

F04052806 " 96.6
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   5) 오리나무잎벌레 유충에 대한 Bt KFRI-2제제의 살충활성

      

   6종 BT 시제품의 오리나무잎벌레 유충에 대한 살충활성 결과는 표 2에 나타

내었다. 살충활성검정결과 BT3번과 6번 제제가 1000배액 및 2000배액 농도에서 

강한 살충활성을 보 으며, 나머지는 약한 살충활성을 보 다.  

Table 55. Mortality(%) of B. thuringiensis KFRI-2 formulation

          against Agelastica coerulea larvae 

Sample(Dilution)
Mortality(%)

48hrs 72hrs 96hrs 120hrs

F04052801(1000 x) 6.6% 30% 50% 66.6%

         (2000 x) 0 16.6% 26.6% 36.6%

F04052802(1000 x 0 3.3% 16.6% 23.3%

         (2000 x) 0 10% 16.6% 20%

F04052803(1000 x) 100% - - -

         (2000 x) 76.6% 83.3% 100%

F04052804(1000 x) 6.6% 6.6% 6.6% 6.6%

          (2000 x) 0 0 3.3% 6.6%

F04052805(1000 x) 3.3% 3.3% 13.3% 20%

          (2000 x) 0 0 3.3% 6.6%

F04052806(1000 x) 90% 96.6% 100

          (2000 x) 86.6% 86.6% 93.3% 100
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제 4 절  결   론

KFRI-2으로 명명된 Bt 균주는 나비목 해충인 배추좀나방과 파밤나방의 방제

를 위해 이용되고 있는 Bt subsp. kurstaki와 subsp. aizawai에 비하여 뛰어난 

살충효과를 나타내었으며, 산림해충인 매미나방과 솔나방에 대해서 독성이 높은 

내독소 단백질 유전자로 알려진 cry1Aa, cry1Ab, cry1C, cry1D등을 가지고 있고, 

위생 해충인 모기에 대해서도 독성을 보이는 이중 독성 균주로서 산림 해충의 

방제를 위한 제품화 도입이 가능할 것으로 기대되었다.  새로운 분리 균주 

KFRI-2를 원제로 하여 대량배양을 위한 경제적 배지 소재와 조건을 확립하기 

위하여 Bt 균주의 포자형성용 배지로 알려진 GYS 배지와 대량배양 조건에 가까

운  7 ℓ fermentor 수준에서의 배양효율을 비교한 결과 Bt KFRI-2 균주가 

kurstaki와 aizawai 균주에 비해 포자 형성 및 내독소단백질 생산에 있어서도 효

율적인 균주임을 재확인할 수 있었으며, subspecies가 동일한 kurstaki에 비해서

는 배양성능이 매우 우수함을 확인하 다. Bt KFRI-2 균주에 적합한 대량배양배

지 조건을 선발하고 개선하기 위하여 Bt 내독소단백질 생산용 배지인 GYS 배지 

조성과 일반적인 Bt fermentor용 배지 조성을 절충하여 flask 배양실험에 사용할 

기본배지를 정하고 이 기본배지의 여러 가지 양 source를 달리 하여 최종적으

로 Bt KFRI-2 균주의 배양에 가장 적합한 배지를 선발하 다. C-source인 

glucose의 농도는 기본배지의 2분의 1인 1%, N-source인 Yeast는 기본배지의 2

배인 1%로, (NH4)2SO4 농도는 0.4%, P-source인 K2HPO4는 0.1%, sporulation에 

중요한 역할을 하는 미량원소 MgSO4는 0.1%, MnSO4 0.0025%와 CaCl2 0.01% 

농도조합으로 선발배지를 제작하 다. 최종적으로 선발된 이 배지에서 Bt 

KFRI-2 균주는 kurstaki HD-1 균주에 비하여 포자 및 내독소단백질 생성에서 

모두 우수하 으며 따라서 Bt KFRI-2 균주의 배양 에 있어서 최적화된 배지임

을 재확인하 다. 

KFRI-2 균주로 제조한 6가지 제제의 배추좀나방에 대한 살충성 실험결과 

F04052803, F04052804 및 F04052805는 높은 살충성을 보유하고 있기에 미생물 

살충제 제제로 사용이 가능할 것으로 판단되었다. 또한 제작된 6가지 제제 모두 

자외선 조건과 37 ℃ 열처리 조건하에서 약효가 지속되었다. 제제의 수소이온농

도 (pH), 평균입경, 수화성, 현수율, 및 분말도의 5가지 항목에 대한 물리성 조사 

실험에서 전체적으로 F04052804 제제가 가장 적합한 제형인 것으로 판단되었으

나, 분말도를 높이기 위하여 증량제의 변경을 검토해 볼 필요가 있을 것으로 판

단되었다. 나머지 제형의 경우 현수성의 향상을 위한 제제의 검토가 필요할 것으
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로 생각되며, 특히 F04052805와 F04052806 제제는 현수성과 더불어 수화성을 높

이기 위하여 계면활성제에 대한 검토 필요성이 제기되었다.

  야외 생물검정 결과 F04052803과 F04052804 제제 500ppm을 솔나방 유충에 처

리했을때 82%의 살충효과를 보 고, 잣나무넓적잎벌 유충에 모든 처리 농도에서 

처리 후 6일 이후에높은 살충율을 보 다. 또한 F04052803과 F04052804를 미국

흰불나방 유충에 333ppm을 처리했을때 처리후 7일 후에 100%의 살충률을 보

다. 그리고 F04052801, F04052803, F04052804와 F04052805를 빨간집모기 유충에 

100ppm 농도로 처리했을때 100%의 살충효과를 나타내었다. 오리나무잎벌 유충

에 F04052803제제 500ppm을 처리한 후 48시간 후에 100%의 살충효과흘 보 다.
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SUMMARY

Insecticidal activity of B. thuringiensis isolate KFRI-2 was higher than B. 

thuringiensis subsp. kurstaki and aizawai which were commonly used to 

control P. xylostella and S. exigua. The KFRI-2 was also toxic to mosquito 

and contained cry1Aa, cry1Ab, cry1C and cry1D crystal protein genes which 

were known to toxic to forestry pest such as L. dispar. Growth pattern, 

sporulation and crystal protein yield of the KFRI-2 were superior to subsp. 

kurstaki and aizawai in 7ℓ fermentation using GYS medium. Optimized 

medium containing 1% glucose as C-source, 1% yeast as N-source, 0.4% 

(NH4)2SO4, 0.1% K2HPO4 as P-source, 0.1% MgSO4 crucial for sporulation, 

0.0025% MnSO4 and 0.01% CaCl2 was established. Both sporulation and 

crystal protein yield of the KFRI-2 were superior to subsp. kurstaki in this 

optimized medium. Various combinations of white carbon, kaoline, (NH4)2SO4, 

NK-PX250L, NK-PX100, NKSLS, DA203W and Tixolex25 were selected to 

make a primary formulation. 

To make formulations of Bt KFRI-2, high cell density culture of  Bacillus 

thuringinesis KFRI-2 was conducted in modified intermittent fed-batch 

culture using pilot scale fermentor 2500L. The maximum cell growth was 

reach to OD 120 and convert to endo-spore & endotoxin stably. The spore 

yield was 80% based on the maximum viable cell number. Optimal culture 

condition temperature, initial pH, inoculum size and the others for the toxin 

production were 30℃, 7.0, 1.0%v/v, glucose 2%, MgSO4 0.1%, Yeast extract 

3%, (NH4)2SO4 0.4%, MnSO4 0.007%, CaCl2 0.01%, trace sol. 0.1ml, 

respectively. and then the glucose & yeast was feeding after consume 

glucose. After the mass culture of Bt with the industrial media system, 

several formulations designated as F01∼F08, were made with various 

combinations of adjustment, white carbon, Tween 20, NK-DA203W, NK-SLS, 

STPP, ammonium sulfate, insecticidal plant extract, etc. These formulations 

showed good physical properties in wetness, suspensibility and particle size. 

The stability test of the deterioration of toxin along the long period stock in 

various temperature, all products were very stable in room temp. and  40℃. 

The efficacy of the formulations was verified against diamondback moth 
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larvae(Plutella xylostella) in laboratory and field test.  Among the tested 

formulations, the best composition of Bacillus thuringinesis KFRI-2 WP was 

white carbon based WP formulation containing of 25% of B.t concentrated 

liquid, 5% of Tween 20 as surface active agent, 5% of sodium 

triployphosphate as stabilizer, 10% of suncap as encapsulation agent, 5% of 

sodium lignosulfonate as UV protector, 30% of white carbon as absorbent, 

and 20% of ammonium sulfate as carrier. Especially, when compared 

commercial B. thuringiensis kurstaki type formulation with BSF-S(F05) & 

BSF-D(F06), plant extract added with insecticidal activity, in field condition, 

BSF-S(F05) and BSF-D(F06) formulations showed equivalent or superior 

effect to commercial B. thuringiensis kurstaki type WP formulation. Above 

showed that mortality of BSF-S, BSF-D formulation with insecticidal plant 

extract was highly enforced than B.t only formulation by synergistic effect. 

The mortality of mixed formulation appeared faster and higher at 2 days after 

application than single treatment. These results showed that insecticidal plant 

extract to complement the weakness of Bt only formulation, the effect 

revealed slowly.    

  Field test with six formulations (F04052801∼F04052806) of Bt KFRI-2 

were also conducted against P. xylostella, Cx. pipiens pallens and forest 

insect pests. F04052803, F04052804 and F04052805 showed high insecticidal 

activity against P. xylostella larvae among 6 formulations of the KFRI-2. 

Also, all 6 formulations showed stability under the condition of ultra-violet 

and 37℃ heat shock. In a test with Dendrolimus spectabilis larvae, F04052803 

and F04052804 showed 82% insecticidal activity at a concentration of  

500ppm. Good insecticidal activity were revealed in six formulations against 

Acantholyda parki larvae at a concentration of 333ppm. F04052803 and 

F04052804 showed 100% insecticidal activity against Hyphantria cunea larvae 

7 days later after treatment at a concentration of 333ppm, and F04052801, 

F04052803, F04052804 and F04052805 gave 100% insecticidal activity against 

Cx. pipiens pallens larvae at 100ppm. Larvae of Agelastica coerulea were 

very susceptible to F04052803 at 500ppm concentration. Whole formulations 

did not show phytotoxicity at 2,000ppm. On the base of these results, 

commercialization of Bt KFRI-2 formulations will be conducted after 

completion of this project. 
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협동연구과제

BT 제형개발 분야

협동연구책임자 :  (주) 비아이지 정종상
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제 3 장 BT 제형개발

제 1 절 서 언

1. Bt KFRI-2균주의 대량배양공정 및 제형 개발

  가. 대량 발효조에서의 배양공정의 최적화

   양원인 탄소원과 질소원이 소진된 후에 열에 내성을 가진 내생포자와 살충

성 단백질인 crystal을 형성하므로 높은 비율의 포자형성을 유도하기 위해서는 

포자형성의 징후가 보일때 배양액 내의 탄소원과 질소원이 동시에 소진되어야 

한다. 

   본 연구에서는 Bt KFRI-2균주의 대량생산을 위한 최적발효조건을 산업화에 

적합한 유가식 배양, 연속식배양 등 다양한 배양방식을 적용하여 구명하고 살충

성이 우수한 제제를 만드는 것을 목적으로 하 다. 회분식 배양(batch culture)을 

통한 Bacillus thuringiensis의 생산은 안전하게 생산할 수는 있는 장점을 지니나 

고농도 세포배양을 통한 세포 및 제품의 수율과 생산성을 향상시키는 것은 한계

가 있다. 고농도 세포배양을 위한 방법으로 유가식 배양(fed-batch culture), 연속 

배양(continuous culture)등의 방법을 사용하고 있다. 선행 연구에서 연속식보다

는 유가식 배양방법이 BT균 생산에 적합한 것으로 알려져 있어 산업체에선 유

가식 배양방법이 널리 채택되고 있으며 배지를 공급하는 방법 등은 각 제품마다 

산업체의 비 에 해당되기 때문에 잘 알려져 있지 않은 실정이다. 따라서, 본 연

구에서도 연속식보다는 변형된 유가식 배양(intermittent fed batch culture) 방식

을 적용하여 고농도 배양을 수행하고자 하 다. 

 본 연구에 사용된 Bt KFRI-2균주도 일반 gram 양성세균인 Bacillus 

thuringiensis와 마찬가지로 포자를 형성하는 시기에 결정성 단백질을 생성하는

데, 이 결정 단백질의 생성량과 살충력이 제제의 성능을 좌우하게 된다. Bt 

KFRI-2균주가 생성하는 살충성 결정단백질의 양과 질은 배양조건, 배지의 조성

등에 따라 달라질 수 있다. 즉, 세포 도를 최대로 증대시키고 포자 전환율을 높

이는 배양조건을 탐색하여 살충성단백질의 최대 생성 효율을 얻고자 하 다.    

  플라스크 배양(flask culture)을 근거로 하여 5L jar fermentation을 수행하고 

5L 조건에 준하여 300L와 2500L 로 scale up하여 최적 조건의 대량배양 조건을 

탐색하 다.
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  나. 제제화 연구

   

  고농도 배양을 통해 얻은 세포와 살충성 단백질을 어떻게 효율적으로 농축하

고 효과적인 살충력을 발휘하게 제제를 하는 것이 연구의 관건이다. 제제는 유

제, 수화제, 액제, 분제, 입제로 구분되며 다양한 오일, 유화제, 분산제, 완충제, 증

량제등을 포함한다. 수화성, 굳음방지, 취급과 혼합의 편리성을 증진시키기 위한 

구성성분이 또한 첨가되고, 제제의 살포시 다른 첨가제가 살충 효율을 증가시키

는데, 첨가제로는 전착제, 고착제, 자외선 차단제, 섭식촉진제가 있다.   

  발효 후 안정된 원제 생산을 위한 down-stram 과정은 두 가지 방법을 사용하

다. 농축과정은 작업 시간등 경제성이 좋은 VMF 방식을 사용하여 농축하 다. 

원제를 얻는 첫 번째 방법은 발효 후 cell 농축과정을 거치고 여기에 부형제를 

투입하여 hot spray dry하여 Btk 원제를 얻는 방법이고, 두 번째 방법은 발효 후 

cell 농축과정을 거치고 여기에 흡착제를 투입하여 흡착시켜 Btk 원제을 얻는 방

법을 사용하 다. .

  두 가지 방식으로 만들어진 원제를 몇 가지 제형으로 제제화 하여 시험해충인 

배추좀나방(Plutella xylostella L.)에 대한 실내 실험을 진행하여 우수한 제제를 

선발하고 야외 포장시험을 통해 약효를 검증하 다.   
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제 2 절 연구수행 방법

1. 재료 및 방법

  가. 당 농도의 분석

  

  발효가 진행되는 상태에서 발효조내 배양액에 미생물에 의해 섭취되는 포도당 

농도를 조사하기 위하여 Glucose-lactate ananlyzer(YSI, USA)를 사용하여 분석

하 다. 발효조로부터 일정량을 일정시간 간격으로 채취하여 원심분리한 후에 배

양상층액을 Glucose-lactate ananlyzer(YSI, USA)측정하여 glucose 소모양상을 

조사하 다.

  나. 균체농도 측정

균체농도를 측정하기 위하여 spectrophotometer(UVICON 430, Kontron 

Instruments, Italy)를 사용하 다. 즉 배양액을 멸균증류수로 희석하여 600nm에

서 흡광도를 측정하 다. 그리고 건조 균체무게(Dry cell weight, DCW)는 발효

조에서 10ml를 취하여 원심분리후에 상등액은 버리고 생리 식염수로 반복 세척

한 다음 일정량의 증류수에 현탁하여 95℃에서 40∼50 시간 건조 시킨후 

desiccator에 보관하면서 측정하 다. 이 결과로 calibration curve를 작성한 다음 

OD 수치를 DCW(dry cell weight)로 환산 하 다.

  다. 생균수 및 포자 측정

  

  생균수 측정은 시료를 10-1의 농도로 연속적으로 희석하여 도말한 후 Nutrient 

agar plate상에서 발생하는 colony를 계수하여 측정하 다. 포자는 배양된 세포를 

75℃에서 15min 동안 열처리하여 세포를 사멸시킨 다음, 포자를  생세포와 포자

를 구별하고, 생세포수 조사방법과 동일하게 NA plate 상에서 colony를 조사하여 

포자수와 포자 형성률을 조사하 다.

   라. 5L jar fermentor 에서의 최적화 공정

   5L jar fermentor는 비아이지 자체 보유하고 있는 한국발효기 5L fermentor를 

사용하여 최적화하 다. 배지는 변형된 GYS배지 조건을 사용하 다. 배지 성분

(%)은 glucose 2, yeast extract 2.5, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, 
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MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖등을 사용하 으며 Feeding을 위하여 

Glucose와 yeast extract를 사용하 다. Seed culture는 본 발효의 10% vol.으로 

nutrient broth로 준비하고 배양온도는 30℃, pH는 NH4OH와 함께 7.0로 조절 유

지하 다. Aeration은 1vvm으로 유지하고 Agitation은 100∼1400으로 조절하여 

배양 중의 용존산소(DO)를 20% 이상 유지하여 배양하 다. 

 

  마. 300L 발효조에서의 최적화

 

   5L jar fermentor에서 이루어진 modified intermittent fed-batch의 최적조건을 

단계적으로 working volume 300L 에서 재현하 다. 

  바. 2500L 발효조에서의 발효․생산공정의 최적화 연구

  

  5L와 300L에서 이루어진 결과를 2500L에서 재현하고자 다음과 같이 발효를 

수행하 다. 1차 종배양은 본 발효의 5L flask에 2L vol.으로 nutrient broth 로 

준비하고 배양온도는 30℃, 140rpm에서 12시간 배양하여 준비하 다. 2차종배양

은 300L에서 배양온도는 30℃로 조절하고 pH는 NH4OH와 함께 7.0로 조절 유지

하 다. 2차 종배양은 배양 12시간 경과하여 working vol. 1000L의 배지가 준비

된 2500L 발효조로 멸균 라인을 통하여 접종하 다. 산업용 배지 성분(%)은 다

음과 같다. 배지 성분(g/L)은 glucose 2, yeast extract 3, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 

0.1, MgSO4 0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖등을 사용하 으며 

Feeding을 위하여 Glucose와 yeast extract를 사용하 다. 배양조건은 pH는 7.0, 

온도는 30℃로 유지하 으며 aeration은 0.2∼1vvm 그리고 agitaiton은 50∼

250rpm까지 사용하여 배양 중 배지 내 용존산소(DO)를 10% 이상으로 유지하도

록 하 다. 발효 수행시 배지내 pH는 NH4OH(Industrial grade; Duck san 

chemical)를 사용하여 조절하 으며 발효기 내부 압력은 0.2bar를 유지 하 다. 

2500L발효조에서의 배양공정의 최적화을 위하여 생명공학연구원 산업화 지원실 

2500L (KFC2500; Korea Fermentor Co., Korea)를 사용하 다. 이 실험을 위해 

사용한 발효기는 2차 종배양을 위한 pilot plant scale발효조인 300L와 본 배양을 

위한2500L발효조의 geometric 구조는 Fig. 1 에 자세히 나타내었다. 발효조의 

impeller type은 Fed-batch시 발효조 내에서 mixing에 가장 효과적인 제일 하부 

1단 impeller는 six-blade type(43%) 그리고 중간부와 상부 impeller는 six-blade 

pitched type(43%)를 사용하 다. Six-blade pitched type(43%)의 pitched angle

은 30
o
로 된 impeller를 사용하 다.
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Fig. 1. Geometic structure of 300L and 2500L fementor for BT KFRI-2

       (the numbers indicate the scale in millimeter)
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  사. 발효 후 공정연구 및 제제화 연구

   

   1) 정제공정

  산업용 원심분리 공정은 basket centrifuge, multi-chamber centrifuge, 

decanter centrifuge, disc bowl centrifuge, tubular-bowl centrifuge방식 등 주로 

5가지 방식을 사용하고 있다. Bt KFRI-2 균주를 2500L발효 후 배양액 중의 포

자 및 endotoxin의 harvest를 위하여 membrane filtration 방식인 VMF(vibration 

membrane filtration)과 separator centrifuge 방식인 Kansai centrifuge 방식을 사

용하 다(Fig. 2). Separator centrifuge방식은 긴 원통형 회전 rotor에 시료를 연

속적으로 주입시켜 고형질은 rotor내벽에 모이도록 하고 액상은 rotor 밖으로 나

오도록 고안된 장비이다. 단위시간당 처리용량은 시료에 따라 시간당 약24L/hr이

다. 단점은 rotor내에 고형질이 쌓이면 이를 제거하기 위해 운전을 중단 해야한

다. VMF는 membrane의 vibration을 이용하여 세포 등의 고형물과 상층액을 분

리하는 방식으로 720L/hr의 처리 능력을 가지고 있어 매우 효율적인 장비이다.

     

            (A)                                      (B)

Fig. 2. Construction details for (A) separator centrifuge & 

(B) membrane filter method.
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  2) 원제제조

  농축된 세포원액을 두 가지 방법을 이용하여 원제로 만들었다. 첫 번째 방법은 

포접(encapsulation) 기능이 있는 "suncap"이라는 변형전분을 첨가하여 spray dry 

시켜 얻는 방법, 두 번째 방법은 “white carbon"이라는 흡착제에 세포원액을 흡

착시켜 원제를 얻는 방법을 사용하 다. 두 가지 모두 제제 후에 온도 가속화 실

험을 통한 경시변화 cfu/g 를 측정하여 안정화 정도를 검증하고 사용하 다. 캡

슐방법은 배양된 Bt KFRI-2 균주를 미생물 안정제로 쓰이는 다양한 polymer와 

당류를 이용하여 균안정성에 가장 우수한 것을 선발하기 위하여 sucrose, 

trehalose, lactose 등 10% solution 50ml을 만들어 세포 현탁액 10ml과 혼합한 

후 약 5분 동안 homogenizing 한 후에 분무 건조를 하 다. Spray dry 조건은 

inlet 온도는 130℃, outlet 온도는 95℃로 하여 건조 하 다. 건조 후 각 시료를 

채취하여 각 시료의 생균수(c.f.u/g)를 측정하여 spore의 생존을 조사하여 안정성

을 조사하 다. 이 실험을 통하여 선발된 당류나 polymer를 2500L 배양 후 

harvest 후 안정제로 첨가하여 분무 건조하여 technical powder를 만들었다. 또

한, white carbon 에 흡착하는 방식을 사용한 제제와 같이 상온과 40℃에서 경시

변화를 관찰하고 배추좀나방을 대상으로 살충력을 검증하 다.

  아. 발효후 제제화한 미생물원제 단백질독소 분석

원제간의 내독소단백질량을 비교하기 위하여 각각의 원제를 전기 동한 후 gel 

analysis system을 이용하여 분석하 다. SDS-PAGE는 Laemmli (1970)의 방법

을 개선하여 수행하 다. 준비된 시료에 일정량의 5 × sample buffer 〔0.625 M 

Tris-HCl (pH 6.8), 25% glycerol, 2% SDS, 5% 2-mercaptoethanal, 0.1% 

bromophenol blue]를 넣고 충분히 혼합시키고 100℃에서 7분 동안 가열하 다. 

그 용액을 15,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하여 상청액을 회수하고 이를 

10% separating gel에 100 V, 2시간 동안 전기 동하 다. 전기 동이 끝난 후 

젤은 0.1% Coomassie brilliant blue (Sigma Co., 미국) 용액에 30분간 염색하고 

탈색 용액 (10% methanol, 10% acetic acid)으로 1시간 동안 탈색하 다.

단백질 정량 분석을 위해 단백질 양이 알려져 있는 Perfect Protein
TM

 Marker 

(Novagen Co., 독일)를 사용하 다. 전기 동한 gel은 Kodak 1D gel analysis 

system (미국)을 이용하여 분석하 다.
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  자. 미생물원제와 제제화에 따른 살충활성 검정

   1) 실내실험

  Pilot plant scale에서 발효 생산한 미생물원제의 살충활성을 검정하기 위하여 

실내시험을 진행하 으며 시험해충은 감수성 계통의 배추좀나방(Plutella 

xylostella L.)을 한국화학연구원에서 분양 받아 누대사육한 3령충을 사용하 다. 

실험방법은 침지법(leaf dipping method)에 따라 수화제를 Tween20 200ppm에 

희석한 후 배추잎을 30초간 침지시키고 음지에서 건조한 다음 생물검증 용기에 

넣어 배추좀나방(Plutella xylostella L.) 3령충을 각 처리구 3반복 당 10마리씩 

접종 24hrs, 48hrs 후 사충수를 조사하 다. 대조구로는 시판중인 A(Bt subsp. 

kurstaki type formulation)제품을 사용하 으며 무처리구는 Tween 20 200ppm 

희석액에 침지하여 시험충을 접종하 다.

   2) 야외 실험

 선발된 formulation을 야외에서 살충활성을 검정하기 위하여 3개 지역을 선정하

여 포장시험을 진행하 다. 포장은 충북 청원군 현도면, 경기도 여주군 백사면, 

경북 상주에서 가가 진행되었으며 배추좀나방, 배추흰나비, 목화도둑명나방 3가

지 해충에 대하여 살충활성을 검증하 다. 시험방법은 난괴법 3반복으로 진행하

으며 약체 처리전 사전 도를 조사하고 2일 후 7일 후 약효 조사를 하 다. 처

리약제는 모두 1000배로 희석하여 살포하 다. 2일차 조사는 약제의 속효성을 보

기 위하여 진행되었다. 

  차. 제제화된 시제품의 물리성

  

  제제화한 시제품의 물리성은 국립농업자재검사소 고시 공정검사방법(국립농업

자재검사소 1933)에 준하여 수화성, 현수성 및 분말도를 조사하 다. 
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제 3 절 연구 결과 및 고찰  

 1.  5L jar 발효조에서의 배양공정 최적화 연구

  working volume 2L로 변형된 GYS 배지 성분(%)은 glucose 2, yeast extract 

2.5, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 

0.1㎖ 으로 회분식 배양(batch culture)을 수행한 결과 다음의 그래프와 같이 세

포의 최대 OD 50 까지 성장하 다(fig. 3). 대부분의 산업화 공정에서 연속적 배

양보다는 유가식 배양방법을 채택하여 생산하고 있어 본 연구에서도 변형된 유

가식 배양 방법을 적용하 다. glucose 를 feeding 하기 위해 yeast extract 를 

2.5%에서 4.0%로 늘려서 발효 배지를 제조하 다.

          Fig. 3. Growth pattern and glucose utilization of the Bt KFRI-2 strain on batch 

                      culture in small scale fermentor(5L)

           (Open circle ; cell optical density 600nm, closed square ; glucose, gary diamond ; cell dry weight)
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  이것은 glucose를 feeding 함으로 C source와 N source의 비율을 맞추어 주기 

위함이다. 발효 중 탄소원이 고갈되는 시점에 glucose를 10g/L 비율로 즉, 20g을 

30ml에 녹여 3회 첨가하여 세포의 고농도 배양을 유도하 다. 그 결과 세포의 최

대 성장은 OD 80에 까지 이르 다. 포자의 형성은 탄소원 고갈 이후 약 4-5시간 

경과 후 부터 시작하여 발효 종료시 80%이상의 포자로 전환되었다(fig. 4 ). 

Fig. 4. Growth pattern and glucose utilization of the BT KSK-1173 strain on intermittent 
        fed-batch culture in small scale fermentor (5L)
        (Open circle; Cell optical desity 600nm, closed sqaure; glucose, gray diamond; cell dry weight)
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유가식 배양방법(fed-batch culture)을 통한 고농도세포 배양을 유도하기 위해 위

의 변형된 유가식 배양조건의 배지와 배양조건을 같이하여 배양을 시도하 다. 

그러나 탄소원이 고갈된 시점에서 feeding medium을 glucose와 yeast extract를 

준비하여 탄소원이 고갈되는 시점부터 glucose를 10g/L/hr의 속도로 공급하면서 

배양하 다(fig. 5). 단위 batch당 Bt KFRI-2가 생산하는 endotoxin 및 

endospore의 양을 고농도로 생산하고자 하 다. 그 결과 세포의 성장은 OD 140

에 이르도록 성장하 다. 세포건조중량은 약 35g/L로 생산되었다. 따라서 기존의 

BT 균주 생산공정이 발효시간이 길고 단위 batch당 세포 생산량이 적은 배양공

정을 개선하 다. 그러나 glucose 를 첨가하는 량과 소모되는 시간을 정확히 맞

추지 못하면 과량의 glucose 가 배지에 남아 있게 되므로 포자 형성에 소요되는 

시간이 길어지고 포자 형성율이 낮은 단점이 있었다.  

B t K F R I-2  s tra in  o n
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    Fig. 5. Fed batch cultivation by glucose & yeast extract addition.   

    (Open circle ; cell optical density 600nm, closed square ; glucose, gary    

    diamond ; cell dry weight)

  따라서, 실제적인 산업화 생산에 적합한 최대의 생산 효율과 포자 형성률을 나

타내는 배양조건을 찾고자 변형된 유가식 배양 방법을 통한 다양한 배지 조건으

로 실험을 계속하 다. 배지 성분(%)은 glucose 2, yeast extract 4, (NH4)2SO4 

0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖ 조건으

로 Fig. 4의 실험에서 glucose를 10g/L로 3회 feeding 한 것을 용량을 높여 

20g/L로 3회 feeding 을 하 다.  세포의 최대 성장은 OD 100 이상을 나타냈지

만 배지의 glucose 감소량을 분석한 결과 최초 2회의 feeding 까지는 glucose 소

모가 빨리 일어나지만 3회 feeding 한 후는 매우 천천히 일어나는 것으로 조사되

었다. 즉, 과량의 glucose가 배지 속에 남아 있어 포자형성 지연의 결과를 초래하

다(data not show).

  위의 결과를 바탕으로 배지 성분의 조정을 통하여 배지 성분(%)은 glucose 2, 

yeast extract 3, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 

0.01, trace sol. 0.1㎖ 조건으로 탄소원이 고갈되는 시점에 glucose를 20g/L 로 3

회 feeding 하고 마지막 3회 feeding 시에 yeast extract 를 10g/L 로 같이 

feeding 하는 방법을 사용하 다. 결과는 fig 5의 유가식 배양과 비슷한 수준의 
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세포 성장을 볼 수 있었으며, 유가식 배양 방식의 단점인 포자 형성 시간 지연과 

낮은 포자 형성률의 단점을 극복할 수 있었다. 또한, 유가식 배양시 연속적인 배

지 투입에 소요되는 장비와 비용을 덜 수 있게 되었다(fig. 6).

        

Fig. 6. Growth pattern and glucose utilization of the Bt KFRI-2         
         strain on intermittent batchculture in small scale fermentor(5L)

      (Open circle ; cell optical density 600nm, closed square ; glucose, gary  
       diamond ; cell dry weight)
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2. 300L 발효조에서의 Bt-KFRI-2 균주 배양공정의 최적화 연구

  온도 및 pH, agitation, aeration 등의 배양요소를 고려하여 비교적 최적화된 위

의 결과를 가지고 300L 발효조에서 5L jar 발효조의 결과를 재현하고자 하 다. 

배지 성분 (%) glucose 2, yeast extract 2.5, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 

0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖ 조건으로 회분식 배양(batch 

culture) working vol. 100L에 멸균하여 준비된 발효조에 2L용량의 OD 5.234로 

성장한 세포를 접종하 다. 저용량(5L) 발효조와 다른 발효 조건은 배양기내 압

력을 0.25bar로 유지 하 다. Aeration은 DO probe의 감도 문제로 초기 0.16 

vvm을 유지하 다. 다음의 그림은 300L pilot plant fermentor에서 다른 양원

의 공급 없이 Batch culture 방식으로 배양한 결과이다. 그 결과 세포의 성장은 

약 40 OD에 이르게 성장하 다. 세포건조중량은 약 12g/L가 생산 되었다. 이 생

산성은 5L 발효조의 결과와 비슷한 수준의 것으로 나타났다(data not show). 

   5L jar 발효조에서 최대의 세포성장을 유도하는 변형된 유가식 배양 조건인 

배지 성분(%) glucose 2, yeast extract 3, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 

0.1, MnSO4 0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖ 조건으로 탄소원이 고갈되는 시점

에 glucose를 20g/L 로 3회 feeding 하고 마지막 3회 feeding 시에 yeast extract 

를 10g/L 로 같이 feeding 하는 방법을 사용하여 결과를 재현하 다(fig. 7). 최대 

세포 성장 OD 120이며, 포자 형성 시간과 형성률은 적절하게 이루어졌다. 배양

액은 VMF (vibration membrane filtration)을 이용하여 포자를 harvest하여 in 

let temp. 113℃, out let temp. 98℃로 유지하여 spray dry하 다. 그 결과 

technical powder가 약 4.65kg이 나왔고 포자수는 6.92×1010 c.f.u/g이며 총균수는 

3.2×1014 cell로 나타났다.
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     Fig. 7. Growth pattern and glucose utilization of the Bt KFRI-2    
     strain on intermittent batch culture in pilot scale                    

           fermentor (300L) (Open circle ; cell optical density 600nm,       
        closed square ; glucose, gary diamond ; cell dry weight)
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3. 2.5톤 발효조에서의 Bt KFRI-2균주 배양공정의 최적화연구

 2500L scale에서 working volume 1000L의 배양공정을 최적화하기 위하여 pilot 

plant scale의 조건을 참고하여 발효를 시도하 다. 배양조건은 1차 종배양은 5L 

flask에 2L의 배지를 준비하여 30℃, 150rpm에서 12시간 배양하여 세포의 성장이 

OD 4.03정도 자란 균주를 2차 배양의 종균으로 사용하 다. 2차 종배양은 

300L(Korea Fermentor Co., KFC300)에 working vol. 100L로 준비하고 aeration

은 0.5∼1vvm, agitation은 50∼300rpm 조절하여 배양액 내의 용존 산소를 20%

이상 유지 하 다. 온도는 1차 종배양과 같이 30℃, pH는 NH4OH용액과 함게 

7.0로 조절하 다.발효조내 내부 압력은 0.2bar로 유지하여 12시간 배양한 결과 2

차 종배양 후 세포의 성장은 OD 8.2까지 성장하 다. 이와 같이 배양된 2차 종

배양된 균주를 300L 발효조에서 2500L 발효조로 멸균라인을 통하여 접종을 하

다. 다음의 2500L발효조 배양은 5L와 300L에서와 같은 배지 조건으로 batch 

fermentation을 시도하 다. 그 결과 세포의 성장은 pilot plant scale에서 배양한 

결과 비슷한 성장를 나타낸 최고 OD 46까지 성장 하 다. 이때 Dry cell weight

는 13.3g/L로 나타났으며 Glucose가 소진된 이후 4시간 정도 경과한 배양 16시

간 경과하여 sporulation이 시작되었다. 배양 24시간 경과하여서는 세포벽이 붕괴

되기 시작하여 endotoxin과 spore가 분리된 것들도 관찰 되었으며 80% 이상 포

자를 형성하 다.
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Fig. 8. Production of Bt toxin in batch culture by using 2,500L fermentor 
with six-blade type impeller.
Closed square; glucose, opened circle; Cell OD(600nm), opened diamond;dry cell wight
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두 번째 2500L 배양은 modified intermittent feeding 방식으로 feeding을 하여 단

위 batch당 세포 수확량을 높이고자 하 다. 다음의 그림에서와 같이 탄소원인 

glucose을 initial glucose와 첨가된 glucose가 고갈되는 시점에서 feeding을 하

다. 2회에 걸쳐 각각 20g/L의 glucose를 멸균하여 첨가하여 세포의 고농도 성장

를 유도하 다. 그 결과 다음의 그림과 같이 발효 16시간 경과하여 세포의 성장

이 5L와 pilot plant scale 수준에 이르는 최고 OD 83에 까지 이르 다. 이때 dry 

cell weight는 21.58g/L에 이르 다. 탄소원이 소진된 배양 16시간 경과 이후 약 

6.5∼7시간 경과 후에 sporulation이 시작되었다. 고농도 배양을 위해서는 feeding 

medium을 계속적으로 feeding하여 단위 batch당 포자 수획량을 극대화해야 한다.
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Fig. 9. Growth pattern and glucose utilization of the Bt K-2 strain on 
intermittent fed-batch culture in 2,500L fermentor.
Open circle; cell optical density(600nm), Closed sqaure; glucose, Gray diamond; cell dry weight
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  마지막으로 5L와 300L에서 최대의 세포 성장을 나타내는 조건을 2500L에서 재

현하 다. 배지와 배양조건은 두 번째 방법과 동일하며 glucose를 20g/L 로 3번 

feeding 하고 세 번째 glucose feeding 시에는 yeast extract 10g/L 도 같이 첨가

하여 배지의 탄소원과 질소원의 비율을 맞추어 세포의 최대 성장을 유도하 다. 

그 결과 세포의 성장은 pilot plant scale 에서와 비슷한 배양 결과를 나타내 최

고 OD 120 까지 성장하 다(Fig. 10). glucose가 완전히 소진된 이후 5시간 경과 

후부터 포자 형성을 시작하여 harvest 시점인 총 배양시간 48시간 후에는 90%이

상의 포자를 형성하 고 내생포자와 살충성단백질의 lysis가 일어나기 시작하

다. 여기 그림을 제시하진 않았지만 모든 발효는 2500L 발효조에서 working 

B t K F R I-2 strain  on
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volume 1000L 로 발효를 수행하 으나 volume을 1500L 로 상향조정하여 같은 

결과를 재현하 다. 배양액은 VMF (vibration membrane filtration)을 이용하여 

1/10 vol.으로 농축하여 제제에 필요한 발효원액으로 사용하 다. 농축된 원액의 

포자수는 4.00×10
10 

c.f.u/ml이며 1회의 발효로 총150L의 농축액을 얻었으며 총균

수는 6.0×1015 cell로 나타났다. 따라서, 단위 면적당 생산 수확량을 늘릴 수 있었

다.

      

 6hr culture              24hr culture             48hr culture
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Fig. 10. Growth pattern and glucose utilization of the BT KSK-1173 strain on intermittent 
        fed-batch culture in small scale fermentor 
        (Open circle; Cell optical desity 600nm, closed sqaure; glucose, gray diamond; cell dry weight)
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  이상의 결과를 종합해 보면 변형된 유가식 배양방법(modified intermittent 

fed-batch)을 사용하여 세포 수확의 최대 효율적 방법을 모색하 다. 2500L에서 

working volume 1500L, 온도 30℃. pH 7.0(control with NH4OH), 배지 성분(%) 

glucose 2, yeast extract 3, (NH4)2SO4 0.4, K2HPO4 0.1, MgSO4 0.1, MnSO4 

0.007, CaCl2 0.01, trace sol. 0.1㎖ 조건으로 배양을 시작하고 탄소원이 고갈되는 

시점에 glucose를 20g/L 로 3회 feeding 하고 마지막 3회 feeding 시에 yeast 

extract 를 10g/L 로 같이 feeding 하여 단위 면적당 최대의 세포성장과 포자 형

성을 유도하 다. 발효를 진행하는 중간에 배지 원료 중 가장 큰 비중을 차지하

는 yeast extract 를 대체하고자 탐색하 으나 단위 면적당 세포 성장률이 너무 

저조하여 yeast extract 이상의 산업적 가치를 지닌 원료를 찾지 못하 다(data 

not show). 따라서, 이상의 조건에서 더 큰 발효조의 scale up과 가장 좋은 효율

을 찾는 것이 바람직 할 것으로 판단된다.  

Bt KFRI-2 strain on intermittent
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                (A)                                     (B)

Fig. 11. (A) Parasporal(C) and (S) of B. thuringiensis KFRI-2 observed by   

        phase contrast microscophy. (B) Parasporal inclusions (C) of spores(S)  

        B. thuringiensis KFRI-2 observed by scanning electron microscophy.   

        White bar indicates 1.0um
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(정리)  B. thuringiensis  KFRI-2 균주의 대량 배양 최적화 조건

1. 균주: B. thuringiensis KFRI-2 

2. Seed & Inoculation

① Temp. : 30℃

② Agitation : 140rpm

③ Seed age : for 12hr

④ Seed Medium : Nutrient broth

⑤ Seed vol. : 10 %

 

3. Main Fermentation(300L, 2500L)

1) 배지: modified GYS (%)

Glucose.............................2

Yeast Extract.................3

K2HPO4............................0.1

(NH4)2SO4.........................0.4

MgSO4..............................0.1

MnSO4․4H2O................0.007

CaCl..................................0.01

2) Fermentation condition

① Temp.: 30℃

② pH : 7.0 control with NH4OH

③ Agitation : 100 ∼ 800 (DO 20% 이상유지)

④ Aeration : 1 ∼ 0.5 vvm

⑤ Fermentation mod : modified intermittent fed-batch fermentation

   3) operating condition

① Nutrient broth 로 12hr culture 후 변형된 GYS 배지로 만들어진 300L 

발효조에 seed.

② 300L 발효조에서 working volume 100L로 12시간 발효 후 working 

vol. 1,500L 의 2500L 발효조로 멸균 라인을 통해 transfer.

      ③ 발효 시작 후 modified intermittent fed-batch 방식을 적용하여 initial 

glucose 고갈되는 시점에 glucose 20g/L conc.로 3회 feeding. 3회 feeding 시에 
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yeast extract 10g/L 로 같이 feeding.

      ⑤ 발효시간은 약 48hr 유지하여 90%이상의 포자 전환 유도 후 cell lysis 

가 일어나기 직전에 harvest을 포함한 down stream 과정을 거친다.
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4. 세포 수거 및 농축방식에 따른 toxin 함량 및 살충력 비교

  가. 세포농축 방식에 따른 toxin 함량 비교

 Kansai 방식과 VMF 방식의 차이를 비교하기 위해 kansai 방식으로 300L 배양 

원제 (0.3T), 2.5 ton 배양 원제 (2.5T)를 농축하고, VMF 방식으로 2.5 ton 배양 

원제 (2.5T-VMF)를 농축하 다. 3가지 방식에 대한 내생포자의 수를 3.0×10
8
 

cfu/ml 으로 조절한 다음 각각 1 g씩 증류수 10 ㎖ 희석하 다 (100 ㎎/㎖). 각 

원제의 희석액을 1/5과 1/25로 희석하고 이렇게 얻은 3개 농도구의 희석액 50 ㎕

와 5 × 단백질 sample buffer 50 ㎕을 섞어 재현탁하 다. 이중 20 ㎕를 12% 

SDS-polyacrylamide gel에 전기 동하여 분석하 다 (Fig. 10).   Bt KFRI-2 균

주에 있어서 약 130 kDa의 Cry1에 해당되는 내독소단백질과 더불어 약 65 kDa

에 해당되는 Cry2 type의 단백질이 있으나 전기 동상에 뚜렷하게 나타나지 않

아 분석에서는 제외하 고 Cry1 type만을 분석하 다. 전기 동에 사용된 시료를 

원제의 양으로 환산하면 각각 1, 0.2, 0.04 ㎎ 이었다. 1 ㎎ 시료의 경우 분석은 

가능하 으나 세 가지 원제 모두 0.2 ㎎의 경우에 비하여 단백질량이 적게 보임

으로 시료의 양이 너무 진하여 시료가 적절하게 만들어지지 못한 것으로 판단되

었고 0.2 ㎎과 0.04 ㎎에서는 분석이 가능하 다. 원제 0.2 ㎎내의 내독소단백질

의 량은 2.5T가 가장 많았고 다음으로 0.3T와 2.5T-VMF 고 원제 0.04 ㎎에서

도 마찬가지로 2.5T가 가장 많았고 다음으로 0.3T와 2.5T-VMF 다 (Table. 1). 

두 농도구에서 평균적으로 0.3T는 1 g 당 5.4 ㎎, 2.5T-VMF는 5.1 ㎎이고 2.5T

는 6.5 ㎎에 해당하는 내독소단백질이 존재하 다. 이상의 결과 원제내의 내독소 

단백질량은 2.5T, 0.3T, 2.5T-VMF 순으로 높게 나타났다. 이것은 membrane 방

식의 VMF로 harvest하는 것은 endotoxin이 손실이 생긴다는 것을 추정할 수 있

다. 이론적으로 VMF 방식의 filter pore size는 0.4㎛로 endotoxin의 size 보다 작

아 toxin 이 빠져나가지 못하지만 기계적인 문제로 인한 loss 인 것 같다. 하지만 

Kansai centrifuge 방식은 상대적으로 작업시간이 길고 많은 노동력이 소요된다. 

따라서 이런 경제성을 제고 한다면 VMF방식이 더 효과적일 것이다.
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Fig. 12. SDS-PAGE analysis of Bt KFRI-2 endotoxin proteins. 

Lanes: M, Perfect Protein Marker; 1, 0.3T; 2, 2.5T-VMF; 3, 2.5T.

Table 1. Comparison of insecticidal crystal proteins concentration among products.

Mass fo Products Con. crystal proteins measured value (㎍)

1 mg

0.3T 0.91

2.5T-VMF 0.47

2.5T 0.28

0.2 mg

0.3T 1.00

2.5T-VMF 0.92

2.5T 1.20

0.04 mg

0.3T 0.23

2.5T-VMF 0.22

2.5T 0.28
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   나. 발효조 및 농축방식에 따른 Bt KFRI-2 원제의 살충활성 실험

  Bt KFRI-2 균주를 pilot plant scale인 300L와 2500L 발효조에서 배양하여 

VMF 방식으로 harvest 한 농축원제 내생포자 4.0×1010 cfu/g로 조절하여 미생물 

원제를 20,000배, 40,000배, 80,000배로 희석하여 배추좀나방(Plutella xylostella 

L.)에 대한 살충 활성을 조사하여 보았다.  300L와 2500L발효의 차이는 포자형성

과 endotoxin 형성은 별 차이가 없었다. 다만 균체 harvest시 300L는 Kansai 

centrifuge 방식을 사용하고 2500L는 VMF방식을 사용하여 harvest하 다. 그러

나 위의 SDS-polyacrylamide gel를 이용한 전기 동 분석에 의한 결과도 300L

와 2500L에서의 toxin량의 차이는 유의할 수준은 아니다. 그러나 전체적으로 

300L에서 생산한 원제와 2500L에서 생산한 원제에 대한 살충활성을 조사한 결과 

300L에서 조금 좋은 결과를 나타냈다. glucose 가 완전히 고갈된 후 내생포자로 

전환시 endotoxin이 같이 만들어지는 Bt KFRI-2의 특성상 발효 batch 별 효율

의 차이에서 기인하는 문제인 것으로 판단된다.  

Table 2. Insecticidal activity of Bt KFRI-2 endotoxin about 3rd Plutella       

          xylostella L. on fermentation scale(pilot plant; 300L & 2500L).

Fermentor
Dilution 

rate

No. of dead insect/No. of total insect
Mortality(%)

1 repeat 2 repeat 3 repeat

300L 20,000 8/10 7/10 5/10 66.7

300L 40,000 7/10 6/10 7/10 66.7

300L 80,000 4/10 7/10 6/10 56.7

2500L 20,000 4/10 3/10 8/10 50.0

2500L 40,000 2/10 6/10 5/10 43.3

2500L 80,000 2/10 1/10 4/10 23.3

Control - 0/10 0/10 0/10 -

 위의 두 실험결과는 300L와 2500L 발효가 정상적으로 최대의 세포 성장을 하고 

효율적으로 포자로 전환되면서 toxin 을 생성했음을 보여준다. 
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5. Bt KFRI-2 원제의 최적화 제제방안 검토

   가. 스프레이 드라이를 통한 원제의 안정화 방법.

  Hot spray dry 조건에서 Bt KFRI-2의 spore와 toxin 은 열에 어느 정도 안정

하나 최적의 spray dry 조건과 활성을 유지시킬 수 있는 열 안정화 물질을 탐색

하고자 다양한 당류와 polymer를 대상으로 테스트 한 결과 다음의 표와 같은 결

과가 나왔다. 포자수 측정은 80℃에서 10분간 열처리하여 세포를 사멸시킨 다음 

통상의 평판희석법을 사용하여 측정하 다. hot spray dry 전 각각의 시료에 들

어 있는 내생포자의 수는 1.80×10
9
 c.f.u/ml이었다. 각각의 시료는 levan을 제외하

고 10% 수용액 100ml을 제조하고 여기에 cell 배양액 10ml를 혼합하여 균질화

(homogenization)시킨 후 hot spray dry과정을 수행하 다. control은 cell 배양액 

자체 100ml을 분무 건조하 다.

Table 3. Stability and efficiency of Bt KFRI-2 on various sugar at spray dry

Concentration

/brix
c.f.u/g

weight after 

SD(g)

Recovery

 rate(%)

Control -/5 2.0×10
10

1.25 -

Sucrose 10/11 4.8×10
9

4.76 47.6

Trehalose 10/11 4.4×10
9

4.83 48.3

Lactose 10/11 3.0×10
9

3.57 35.7

Levan sol. 3/11 4.5×10
9

0.62 10.3

Suncap 10/11 3.6×10
9

5.37 53.7

CaCl2 10/11 3.3×10
9

1.62 16.2
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  일반적으로 일정량의 부형제를 혼합하여 스프레이 드라이 과정을 거치는 것이 

손실을 줄임과 동시에 활성 유지를 기대 할 수 있다. 이상의 실험 결과 가장 효

율적인 것은 "sun-cap"으로 판단되며 이것은 또한, 물에 녹 을 때 pH 4의 산성

을 나타내므로 Bt KFRI-2가 생성하는 toxin 이 protease 의 향으로부터 어느 

정도 보호받을 수 있을 것으로 판단된다. “sun-cap"은 변성 전분으로 기능성물질 

등을 포접(encapsulation)하여 안정화시키는 능력이 우수하며, 냉수에 쉽게 용해

되고 점도가 낮아 고농도의 용액 제조가 가능하여 분무공정에 적합한 물성을 갖

추고 있다. 따라서, hot spray dry 과정에 보호제 및 부형제로 널리 사용되는 

sucrose 와 여기에 suncap을 혼합하여 사용하면 최적의 분무 조건과 안정화를 

기대 할 수 있을 것으로 판단된다. 

  

  나. 흡착을 통한 원제의 안정화 방법

　 보통 technical powder의 희석 및 흡착에 사용되는 물질로서, 주로 광물질 증

량제가 이용되며, 주로 벤토나이트, 규조토, Clay, talc, CaCO3, 납석 등이 주로 

사용된다. 이상의 광물들은 각각이 가진 특성 때문에 증량제로 많이 사용되나 발

효 원액의 직접적인 흡착 능력은 떨어져 사용할 수가 없다. 알려진 powder 중에 

가장 좋은 흡착력을 나타내며 자외선 차단 효과도 있는 “white carbon"을 사용하

여 발효 원액을 1:1로 흡착하여 원제를 안정화시키는 방법을 사용하 다.

   위 두 가지 방법에 의해 제조된 원제를 이용하여 몇 가지 제제을 만들어 산

업화에 적합한 제제방법을 탐색하 다. 2500L 발효조에서 working volume 

1000L로 배양한 원액을 VMF 방식으로 1/10 volume으로 농축한 후 변성전분인 

"SUNCAP" 10%를 녹여 spray dry 후 원제에 들어 있는 내생포자의 수는 

5.4×10
11
 c.f.u/g이었다. 동일한 방법에 의한 만들어진 농축 원액에 변성전분인 

suncap 10%를 녹인 후 균질화(homogenization) 시킨 후 "White carbon"에 1:1로 

흡착시킨 원제에 들어 있는 내생포자의 수는 7.4×1010 c.f.u/g이었다.
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Table 4. Formulation recipes of Bt KFRI-2 using various carrier and additives

Compartments F01 F02 F03 F04 F05 F06 F07 F08

 ⓐ spray dry 원제 10 10

 ⓑ white carbon 흡착 원제 50 50 50 50

 ⓒ suncap 10 10 10

 ⓓ white carbon에 1:1로

    흡착된 TWEEN20
10 10 10

 ⓔ NK-DA203W 7

 ⓕ NK-SLS 5 5 5 5

 ⓖ STPP

   (sodium tripolyphosphate)
5 5 5 5

 ⓗ 황산암모늄 90 69 50 20 80 80

 ⓘ white carbon에 1:1로 흡

    착된 멀구슬나무추출물
20 20

 ⓙ white carbon에 1:1로 흡

    착된 고삼추출물
20 20

Total 100 100 100 100 100 100 100 100

 

  F01과 F02는 spray dry 원제를 포함한 것이고 F03 ∼ F06까지는 흡착원제를 

포함 것인데 내생포자의 수는 거의 같은 수준으로 조절하 다. 

 예비 실험은 통해 얻은 자료를 바탕으로 가장 효율이 좋은 첨가제 및 부형제를 

선택하여 제제를 만들었다. 모든 제제에서 기존의 판매되는 약제에 비해 수화성

과 현수성은 크게 떨어지지 않았다.  
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   라. 제제화별 물리성 비교

 증량제 및 여러 가지 부자재를 첨가하여 제제화된 시료의 희석 살포시 

물리성을 조사하기 위하여 수화성, 현수성, 분말도를 시험하 다.

Table 5. Physical properties of formulations tested

Formulation code wettability suspensibility particle size

F01

F02

F03

F04

F05

F06

++++

++++

++++

+++

+++

+++

++++

++++

++++

+++

+++

+++

passed

passed

passed

passed

passed

passed

++++ ; excellent   +++ ; moderate   ++ ; acepptable   + ; unacepptable   

The particle size was determined by sieve test(325mesh).

  제제화된 시료의 수화성은 거의 모든 제제에서 비슷하 으나, 황산암모늄이 많

이 포함된 제제에서 우수하 다. 이것은 황산암모늄이 물에 상당히 잘 녹는 성질

을 나타내기 때문이다. 

  현수성은 F01, F02에 비해 F03 - F06이 떨어진다. 이것은 white carbon이 흡

착재료로서 많이 사용된 제제의 경우 white carbon이 아래로 가라앉아 나타나는 

현상이다. 한편, 분말도는 모두 양호한 결과를 나타냈다. 

6. 제제화된 시료의 기간에 따른 Bt균의 농도 변화. 

  제제화된 시료의 저장 안정성은 다음 그림에서 보는 바와 같이 상온과 40℃ 

저장조건에서 8주간 안정하 으며, 12주 경과 후 약간 농도가 줄어드는 경과를 

나타냈지만 균농도가 1010 cfu/g이상을 유지하고 있으므로 제제화된 시료 모두가 

온도에 크게 향을 받지 않는 것으로 판단된다. 따라서, 기본 제제를 통한 유통

에는 전혀 문제가 없을 것으로 판단된다. 
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Fig. 13. Change in number of viable cells during storage under room temp.
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 Fig. 14. Change in number of viable cells during storage under 40℃.
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7. Bt KFRI-2 원제와 제제화 후의 살충활성 실험

   가. 제제별 살충효과 비교

   잎 침지방법(leaf dipping method)에 따라 제제화된 시료를 40,000배, 80,000

배, 160,000배로 희석한 후 배추잎을 충분히 침지시키고 음지에서 건조한 다음, 

생물검증 용기에 넣어 배추좀나방(Plutella xylostella L.) 3령 유충을 처리구당 

10마리씩 접종하여 24시간과 48시간 동안 사충수를 조사하 다. 각 농도당 5반복

으로 실험을 수행하 다.   

Table 6. Insecticidal activity of several Bt KFRI-2 formulations against

         3rd Plutella xylostella L. on cabbage in a laboratory condition

Dilution

24hrs 48hrs

Mean Density
Mortality(%

)
Mean Density

Mortality(%

)

F01

40,000 5.8±1.48 58 7.6±0.55 76

80,000 4.4±1.52 44 6.8±1.30 68

160,000 3.8±1.92 3 5.8±1.30 58

F02

40,000 6.0±2.74 60 7.2±2.17 72

80,000 5.4±1.14 54 6.6±1.67 66

160,000 3.2±1.10 32 5.2±2.28 52

F03

40,000 6.0±1.00 60 7.4±0.89 74

80,000 4.2±2.59 42 6.4±1.14 64

160,000 3.4±2.61 34 5.2±3.03 52

F04

40,000 6.6±1.52 66 8.0±0.00 80

80,000 4.0±2.00 40 6.8±1.79 68

160,000 3.2±1.30 32 5.2±1.79 52

F05

40,000 7.2±0.84 72 9.4±0.89 94

80,000 5.4±1.52 54 8.4±0.55 84

160,000 5.0±2.24 50 6.4±1.82 64

F06

40,000 6.0±1.14 66 9.0±1.41 90

80,000 5.0±2.00 50 8.0±1.22 80

160,000 3.8±2.39 38 5.6±2.51 56

F07

40,000 1.4±1.14 14 2.0±0.71 20

80,000 1.0±0.71 10 1.0±0.71 10

160,000 0.6±0.89 6 0.6±0.89 6

F08

40,000 1.0±0.71 10 1.8±1.30 18

80,000 0.6±0.55 6 0.8±0.45 8

160,000 0.0±0.00 0 0.0±0.00 0

Control - 0.0±0.00 0 0.0±0.00 0
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 Fig. 15. Insecticidal activity of several Bt KFRI-2 formulations against       

          3rd Plutella  xylostella on cabbage in a laboratory condition.

  위의 결과를 보면 spray dry 방법을 이용한 원제 생산과 white carbon 흡착에 

의한 원제 생산은 살충력에 큰 차이를 보이질 않았다. 거의 비슷한 수준의 살충

력을 나타냈다. 그리고 F01과 F02를 비교하고 F03과 F04를 비교하여 보면 원제 

자체와 적당한 계면활성제와 안정제등을 첨가한 제제에서 살충력에 큰 차이를 

보이지 않았지만 실내 포장에서와는 달리 야외 포장시험에서는 제제화의 효과가 

기대된다. 예비실험을 통해 얻은 결과를 바탕으로 배추좀나방에 살충력이 있다고 

알려진 식물추출물을 첨가한 F05와 F06을 보면 강한 살충 상승효과를 나타냄을 

알 수 있다. 즉, 식물추출물 단독으론 낮은 살충 활성을 나타내지만 Bt 와 합제

로 사용이 되면 강한 상승 효과를 나타내고 있다.

이 첨가물을 이용하면 속효성이 떨어지는 Bt의 단점을 어느 정도 보완할 수 있

을 것으로 기대된다.  
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            UTC        F04

       F05         F06

 Fig. 16. Insecticidal activity of several Bt KFRI-2 formulations against 3rd   

         Plutella  xylostella on cabbage in a laboratory condition after 48hr treatment. 

나. 저장 기간에 따른 살충효과 지속력 비교

  상온과 40℃에서 12주 동안 저장 한 후 시간별로 살충력을 실내실험으로 비교 

검증하 다.  
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Table 7. Change of insecticidal activity during storage under room temp. & 40℃

Formula

tion
Dilutions

after 4 weeks after 8 weeks after 12 weeks

Mean 

Density

Mortality

(%)

Mean

Density

Mortality

(%)

Mean 

Density

Mortality

(%)

F02R

40,000 7.4±2.07 74 7.2±2.39 72 7.2±2.95 72

80,000 6.8±1.30 68 6.0±1.58 60 6.4±2.61 64

160,000 5.6±1.67 56 5.8±1.48 58 5.2±1.92 52

F02F

40,000 8.0±0.71 80 7.8±1.48 78 7.0±2.45 70

80,000 7.2±0.84 72 5.6±2.51 56 6.2±3.03 62

160,000 5.2±2.77 52 5.4±2.79 54 4.6±3.05 46

F04R

40,000 9.0±0.71 90 8.6±1.95 86 10.0±0.00 100

80,000 8.6±0.55 86 7.4±2.07 74 9.8±0.45 98

160,000 6.6±1.14 66 6.0±2.35 60 8.4±1.14 84

F04F

40,000 8.8±1.30 88 8.8±2.68 88 9.4±1.34 94

80,000 7.8±0.84 78 7.8±2.28 78 8.8±1.10 88

160,000 6.0±1.58 60 5.6±4.34 56 6.8±1.64 68

F05R

40,000 7.2±1.79 72 7.0±2.24 70 7.2±2.17 72

80,000 6.4±1.82 64 6.0±3.16 60 6.4±1.14 64

160,000 5.4±1.82 54 5.8±2.28 58 5.0±2.24 50

F05F

40,000 8.4±1.14 84 9.6±0.89 96 8.0±1.22 80

80,000 6.2±1.92 62 6.6±3.13 66 6.6±3.13 66

160,000 6.0±1.00 60 5.8±3.19 58 5.0±2.55 50

F06R

40,000 8.8±0.45 88 10.0±0.00 100 9.6±0.55 96

80,000 7.6±0.55 76 10.0±0.00 100 8.8±0.84 88

160,000 6.0±1.58 60 7.8±1.10 78 7.2±2.39 72

F06F

40,000 9.0±1.00 90 8.8±2.68 88 9.4±1.34 94

80,000 7.4±1.52 74 8.6±1.34 86 8.6±1.34 86

160,000 6.0±1.22 60 6.6±3.13 66 7.0±1.87 70

Control - 0.0±0.00 0 0.0±0.00 0 0.2±0.45 2

* R ; room temperature     F ; 40℃.
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Fig. 17. Change of insecticidal activity about formulation No. F02 during      

         storage under room temp. & 40℃ 
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Fig. 18. Change of insecticidal activity about formulation No. F04 during      

         storage under room temp. & 40℃
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Fig. 19. Change of insecticidal activity about formulation No. F05 during      

         storage under room temp. & 40℃ 
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Fig. 20. Change of insecticidal activity about formulation No. F06 during      

         storage under room temp. & 40℃ 

  이상의 결과는 상온과 40℃ 온도 학대 조건 모두에서 기간과 희석 배수별로 

약간의 활성 차이를 보이지만 유의할 정도의 활성 감소 현상은 나타나지 않는 

것으로 나타났다. 이것은 white carbon에 흡착된 toxin이 기본제제에 의해 안정

적으로 보관 및 유지 될 수 있을 보여준다. 40℃ 온대 학대 조건에서 12주 동안 

살충활성에 안정성을 나타내었으며 이 시험결과로 볼 때 제품으로 유통 시 전혀 

문제가 없을 것으로 판단됨.
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   다. 제제별 야외 살충 효과 검증

  기본 제제 formulation No. F04 와 효과 상승제가 첨가된 F05와 F06에 대해 

시중에 판매 중인 Bt subsp. kurstaki type formulation과 비교 활성 실험을 수행

하 다. 각 시료는 다음과 같이 시제품명으로 명명하 다. 

Formulation No. F04 ; BSF-Z,  No. F05 ; BSF-S,  No. F06 ; BSF-D, 시중에 

판매 중인 Bt subsp. kurstaki type formulation ; A

시험장소 : 경기도 여주

시험해충 : 배추좀나방(Plutella xylostella)

시험작물 : 배추

시험구 배치 및 면적 : 난괴법 3반복, 구당면적 10m2, 소요면적 150m2

조사방법 ; 처리전 및 처리 2일. 7일 후 구당 15주에 대한 생충수 조사

Table. 8 Insecticidal activity of formulation against P. xylostella L. 

         in a field condition.

Formula

tion
Dilution

3 DAT

Density of 

pretreatment
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Mean

Control 

value

BSF-Z 1,000 44.3 34.5 50.0 69.2 51.2 50.4 b

BSF-S 1,000 44.3 31.4 28.3 38.9 32.8 68.2 a

BSF-D 1,000 49.7 27.3 22.4 41.7 30.5 70.5 a

A 1,000 57.0 50.9 44.4 56.6 50.7 50.9 b

UTC - 45.3 102.2 98.0 109.5 103.2 - c

*C.V------------------------------ 12.0

Formula

tion
Dilution

7 DAT

Density of 

pretreatment
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Mean

Control

value

BSF-Z 1,000 44.3 8.6 22.2 25.6 18.8 83.2 b

BSF-S 1,000 44.3 3.9 10.9 11.1 8.6 92.3 a

BSF-D 1,000 49.7 3.6 3.4 11.1 6.1 94.6 a

A 1,000 57.0 20.0 12.7 20.8 17.8 84.1 b

UTC - 45.3 115.6 102.0 119.0 112.2 - c

*C.V------------------------------ 17.4

처리전 도 : 약제처리전 각 처리구의 평균 도(15주/구당)

C.V : 변이계수

a* : Duncan test <0.05%

A ; Bt subsp. kurstaki type formulation.
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    Fig. 21. Insecticidal activity of formulation against P. xylostella in a field condition.
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          a. BSF-D 처리구                         b. BSF-Z 처리구

Fig. 22. Compare of insecticidal activity between BSF-D & BSF-Z formulation.  

  위 그림에서와 같이 BSF-D처리구와 BSF-Z처리구는 방제가는 약 80%이상이

지만 속효성 차이가 확연히 들어났으며 BSF-Z처리구에 피해 증상이 더 큰 것으

로 확인 되었다. 이는 속효성의 증가가 해충으로부터 작물의 피해를 크게 감소시

키는 것으로 판단된다.

시험장소 : 경북 상주

시험해충 : 목화명나방(Palpita indica S)

시험작물 : 오이

시험구 배치 및 면적 : 난괴법 3반복, 구당면적 10m
2, 
총소요면적 150m

2

조사방법 : 처리전 및 처리 2.7일후 구당 15주에 대한 생충수 조사
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Table 9. Insecticidal activity of formulation against Palpita indica S in a field condition

Formula

tion
Dilution

3 DAT

Density of 

pretreatment
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Mean

Control

value

BSF-Z 1,000 51.0 41.5 60.5 62.2 54.7 38.9 b

BSF-S 1,000 52.7 23.2 23.7 37.2 28.1 68.7 a

BSF-D 1,000 57.0 18.0 23.9 34.9 25.6 71.4 a

A 1,000 58.3 60.0 49.2 56.1 55.1 38.5 b

UTC - 51.7 82.7 81.8 104.2 89.6 - c

처리약제 희석배수
7 DAT

처리전 도 1반복 2반복 3반복 평균 방제가(%)

BSF-Z 1,000 51.0 10.8 20.9 26.7 19.5 81.0 b

BSF-S 1,000 52.7 3.6 10.2 9.3 7.7 92.5 a

BSF-D 1,000 57.0 3.3 3.0 11.6 6.0 94.2 a

A 1,000 58.3 20.0 12.7 19.3 17.3 83.0 b

UTC - 51.7 103.8 94.5 108.3 102.2 - c

* C.V------------------------------15.7

처리전 도 : 약제처리전 각 처리구의 평균 도(15주/구당)

C.V : 변이계수

a* : Duncan의 다중검정 0.05%

A : Bt subsp. kurstaki type formulation.
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   Fig. 23. Insecticidal activity of formulation against Palpita indica S in a field condition.

시험장소 : 경기도 여주

시험해충 : 배추흰나비(Artogeia rapae L)

시험작물 : 케일

시험구 배치 및 면적 : 난괴법 3반복, 구당면적 10m
2, 
총소요면적 150m

2

조사방법 : 처리전 및 처리 3.7일후 구당 15주에 대한 생충수 조사
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Table 10. Insecticidal activity of formulation against Artogeia rapae L in a field condition.

Formula

tion
Dilution

3 DAT

Density of 

pretreatment
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Mean

Control

value

BSF-Z 1,000 39.3 34.8 42.4 53.8 43.7 58.8 b

BSF-S 1,000 42.0 31.8 28.3 47.2 35.8 66.3 a

BSF-D 1,000 44.0 34.9 28.3 38.9 34.0 67.9 a

A 1,000 53.7 46.0 46.7 49.0 47.2 55.5 c

UTC - 49.3 102.0 107.7 108.5 106.1 - d

Formula

tion
Dilution

7 DAT

Density of 

pretreatment
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Mean

Control

value

BSF-Z 1,000 39.3 10.9 21.2 25.6 19.2 82.3 b

BSF-S 1,000 42.0 4.5 13.0 8.3 8.6 92.1 a

BSF-D 1,000 44.0 4.7 3.8 13.9 7.4 93.2 a

A 1,000 53.7 18.0 20.0 19.6 19.2 82.4 b

UTC - 49.3 106.1 105.8 114.9 108.9 - c

* C.V------------------------------ 12.0

처리전 도 : 약제처리전 각 처리구의 평균 도(15주/구당)

C.V : 변이계수

a* : Duncan test <0.05%

A ; Bt subsp. kurstaki type formulation.



- 147 -

58.8

23.5

66.3

25.8

67.9

25.2

55.5

26.9

000.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

90.0

100.0

BS F-Z BS F-S BS F-D A UTC

7일차

2일차

Fig. 24. Insecticidal activity of formulation against Artogeia rapae L in a field condition.
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           a.  BSF-D b. BSF-S

c. BSF-Z

       Fig. 25. Comparison of insecticidal activity among formulations.
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  약효조사 결과 기본제제인 BSF-Z 및 A 제품의 살충효과는 비슷한 살충효과

를 보 으며, 두 비교 처리구 보다 BSF-S와 BSF-D 처리구에서 살충력에 속효

성이 우수한 것으로 조사되었다. 일반적으로 배추좀나방에 살충력이 있다고 알려

진 식물추출물을 사용한 BSF-S와 BSF-D의 경우 식물추출물 단독으론 약효의 

발현이 미비(Table 6, Fig. 15 참조)하지만 Bt 와 혼용 처리시 강한 상승효과를 

나타냄을 알 수 있었으며, 이는 Bt 의 약효 발현 시간이 길다는 단점을 보완 해 

줄 수 있는 첨가제로 응용이 가능할 것으로 기대된다. 

8. 경제성을 고려한 Bt KFRI-2 원제의 제제화 및 시제품 제작

   이상의 결과를 살펴보면 "white carbon"에 농축된 발효 원액을 흡착하여 제제

화하는 방법을 사용하여도 기존의 hot spray dry 방법을 통한 제제화에 비해 약

효나 경시변화 측정에서 떨어지지 않기 때문에 산업적으로 유용하게 제제화 할 

수 있을 것이다. 즉, spray dry에 의한 비용과 loss를 줄일 수 있다. 단점이라면 

white carbon이 너무 많이 첨가될 경우 현수성이 떨어지는 것과 약제를 살포한 

후에 약흔이 남는 다는 것이 단점으로 작용 할 수 있다.

배추좀나방을 대상으로 실험하여 가장 좋은 효과를 나타내는 제형을 탐색하 고 

이를 기본으로 산림해충방제를 위한 시제품을 만들었다. 시제품을 만들기 위한 

산업화 제제는 다음과 같다. BtK 발효액( 109 cfu/ml 이상)을 1/10 volume으로 

농축한 원액 25%에 변형전분인 “sun-cap" 10%를 녹여 균질화 시킨 다음 white 

carbon 25%에 흡착시키고 white carbon에 1:1로 흡착된 계면활성제 TWEEN20 

10%를 첨가하고, 여기에 안정제인 sodium tripolyphosphate 5%, 자외선 차단제

인 NK-SLS 5%, 황산암모늄 20%를 혼합한 후 Hammer mill로 분쇄하여 사용한

다. 효과상승제인 식품 추출물을 투입할 경우 황산암노늄 대신에 white carbon에 

1:1로 흡착된 식물 추출물 20%를 첨가하면 강한 살충 상승효과를 기대 할 수 있

다. 위와 같은 방법을 사용하여 다음의 몇 가지 제제를 만들어 한국산림과학원에

서 산림해충을 대상으로 살충활성을 실험하 다. 
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 Table 11. Formulation of wettable powders with Bt KFRI-2 strain

 Formulations Component

 coating tape
 A

 Btk 발효 1/10 vol. 농축원액      25 %

 suncap                          10 %

 white carbon                    25 %

 White carbon에 1:1로

 흡착된 TWEEN 20               10 %

 sodium tripolyphosphate           5 %

 NK-SLS                         5 %

 황산암모늄                      20 %

 B  성분동일하며 suncap 대신 감자전분 첨가

 confused tape
 A

 Btk 발효 1/10 vol. 농축원액      25 %

 suncap                          10 %

 white carbon                    35 %

 White carbon에 1:1로

 흡착된 TWEEN 20              10 %

 멀구슬나무 추출물ⓐ             10 %

 sodium tripolyphosphate           5 %

 NK-SLS                         5 %

 B  동일하며 고삼 추출물ⓑ 첨가

 floating tape

 A

 Btk 발효 1/10 vol. 농축원액      30 %

 white carbon                    36 %

 제충국 추출물ⓒ                 10 %

 sodium tripolyphosphate           7 %

 NK-SLS                         7 %

 Ca-stearate                     10 %

 B

 Btk 발효 1/10 vol. 농축원액      30 %

 white carbon                    35 %

 제충국 추출물ⓒ                 10 %

 감자전분                        10 %

 대두 oil                         5  %

 Ca-stearate                     10 %
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Fig. 26. Photograph of test products.
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Fig. 27. Manufacting process of products.
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제 4 절 결  론

  선발된  Btk KSK-1173균의 대량배양 최적 배지 조성과 배양체계를 확립하고 

경제적이고 안전하게 endospore 및 endotoxin을 제제화 시키는 방법을 탐색하

다. 최적의 배양 조건을 탐색하기 위해 5L jar 발효조에서 유가식 배양방법

(fed-batch culture)을 변형하여 최대의 세포 성장을 유도할 수 있었다. 이 결과

를 300L 와 2500L에서 단계적으로 재현하여 2500L에서 최대 OD 120 까지 성장

했으며 80%이상 안정하게 포자로 전환되었다. 최적의 배양조건은 다음과 같다. 

배양 온도 30℃, pH는 암모니아수를 이용하여 7.0으로 유지했으며, 배지 조성은 

glucose 2%, MgSO4 0.1%, Yeast extract 3%, (NH4)2SO4 0.4%, MnSO4 0.007%, 

CaCl2 0.01%, trace sol. 0.1ml를 기본 배지로 하여 glucose가 고갈되는 시점에 

20g/L 단위로 3회 첨가하여 주었다. 마지막 세 번째 feeding 에서는 yeast 

extract 를 10g/L 로 같이 첨가하여 최대의 세포 성장과 포자 형성 전환을 유도 

할 수 있었다. 

  이상의 발효원액을 여러 가지 수화제 타입으로 제조하 다. 수화제의 물리성을 

향상하기 위해 여러 가지 첨가제가 이용되었으며, 배추좀나방에 대해서 제제별 

활성을 시험하 다. 이러한 제제들은 수화성, 현수성 그리고 분말도(입자 크기)에

서 좋은 물리성을 나타냈으며, 배추좀나방을 대상으로 하는 살충력 실험에서 기

존 약제(commercial B. thuringiensis kurstaki type formulation)에 비해 같거나 

그 이상의 살충력을 보여줬다. 살충력 비교 실험에서 살충력이 있다고 알려진 식

물추출물을 첨가한 제제에서는 강한 상승 효과를 나타냈다. 이상의 실험결과로 

가장 경제적이고 산업화에 적합한 제제는 발효 원액을 농축한 후에 white 

carbon을 흡착시킴으로 하는 수화제(white carbon based WP)는 다음과 같다. 

25% B.t 농축 원액에 encapsulation 역할의 10% suncap 을 녹인 후 균질화 시킨 

다음  25% white carbon 에 흡착시키고 white carbon에 1:1로 흡착된 Tween20

(계면활성제) 10%를 첨가하고 여기에 5% sodium triployphosphate(안정화제), 

5% sodium lignosulfonate(UV 차단제), 20% ammonium sulfate(증량제)을 결정

하 다. 포장에서 배추좀나방에 대한 살충력 실험에서 판매 중인 기본 약제에 비

해 효과면에서 우수하 으며 특히, 여기에 살충력이 있다고 알려진 식물추출물을 

첨가한 제제(BSF-S, BSF-D)의 경우 강한 상승효과를 나타내었다. 즉, 식물추출

물 단독으론 낮은 활성을 나타내지만 Bt 와 혼용시 높은 시너지 효과를 나타내

는 것으로 조사되었다. 이는 약효 발현이 느리다는 B.t 균주의 단점을 보완해 줄 

수 있을 것으로 기대된다.    
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SUMMARY

  This studies were made to optimize the media composition, operational 

condition of various culture for the δ-endotoxin production and commercial 

Bacillus thuringinesis KFRI-2 formulation were carried out.

High cell density culture of  Bacillus thuringinesis KFRI-2 was conducted in 

modified intermittent fed-batch culture using pilot scale fermentor 2500L. The 

maximum cell growth was reach to OD 120 and convert to endo-spore & 

endotoxin stably. The spore yield was 80% based on the maximum viable cell 

number. Optimal culture condition temperature, initial pH, inoculum size and 

the others for the toxin production were 30℃, 7.0, 1.0%v/v, glucose 2%, 

MgSO4 0.1%, Yeast extract 3%, (NH4)2SO4 0.4%, MnSO4 0.007%, CaCl2 0.01%, 

trace sol. 0.1ml, respectively. and then the glucose & yeast was feeding after 

consume glucose. 

After the mass culture of Bt with the industrial media system, several 

formulations designated as F01∼F08, were made with various combinations of 

adjuvants, white carbon, Tween 20, NK-DA203W, NK-SLS, STPP, 

ammonium sulfate, insecticidal plant extract, etc. These formulations showed 

good physical properties in wetness, suspensibility and particle size. The 

stability test of the deterioration of toxin along the long period stock in 

various temperature, all products were very stable in room temp. and  40℃. 

The efficacy of the formulations was verified against diamondback moth 

larvae(Plutella xylostella) in laboratory and field test.  Among the tested 

formulations, the best composition of Bacillus thuringinesis KFRI-2 WP was 

white carbon based WP formulation containing of 25% of B.t concentrated 

liquid, 5% of Tween 20 as surface active agent, 5% of sodium 

triployphosphate as stabilizer, 10% of suncap as encapsulation agent, 5% of 

sodium lignosulfonate as UV protector, 30% of white carbon as absorbent, 

and 20% of ammonium sulfate as carrier. Especially, when compared 

commercial B. thuringiensis kurstaki type formulation with BSF-S(F05) & 

BSF-D(F06), plant extract added with insecticidal activity, in field condition, 

BSF-S(F05) and BSF-D(F06) formulations showed equivalent or superior 

effect to commercial B. thuringiensis kurstaki type WP formulation.
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Above showed that mortality of BSF-S, BSF-D formulation with insecticidal 

plant extract was highly enforced than B.t only formulation by synergistic 

effect. The mortality of mixed formulation appeared faster and higher at 2 

days after application than single treatment. 

  These results showed that insecticidal plant extract to complement the 

weakness of Bt only formulation, the effect revealed slowly.
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