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요 약 문

Ⅰ. 제 목

무공해 해충방제제의 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

환경보전과 인류보건에 대한 사회저변의 인식이 확대되면서 유기합성일변도의 방제

방식에 대한 문제점이 심각한 사회문제로 대두되고 있다. 현재까지의 방식은 주로 유기

합성위주의 해충방제 방법이 주류를 이루었으며 이와 병행하여 기생봉 내지 병원균 및

식물성 살충성분의 이용이 소폭으로 이루어지고 있는 실정이어서 환경오염, 잔류독성

및 저항성 해충의 출현등 부작용이 심화되고 있다. 이를 대체할 수 있는 무공해 농약으

로서 미생물살충제와 식물성 살충제에 관한 관심이 근래에 들어 집중되면서 미국을 비

롯한 선진국에서는 수십종의 미생물 살충제가 연구개발되어 시판되고 있으며, 우리나라

에서도 이들 미생물 살충제를 전량수입하여 시판하고 있는 실정이다. 그러나 우리나라

에서는 무공해 미생물살충제 분야와 식물성 살충제 분야에 있어 이에 대한 연구가 극

히 부진한 실정이어서 곤충병원성 미생물을 이용한 미생물살충제의 개발 및 식물체로

부터 저독성 살충 활성물질의 탐색 및 개발에 대한 연구가 필수적인 실정이다.

이에 본 연구에서는 유효 곤충병원성 미생물인 Bt 및 Baculovirus를 이용하여 주요

농업해충에 대한 미생물 살충제를 개발·등록하며, 생산·실용화하는 것과 식물자원으

로부터 살충활성, 섭식저해성 및 기피활성 물질을 분리·동정하여 특허출원 및 산업화

함을 그 목표로 하고 있다.



Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 제 1 세부과제 : 미생물살충제 개발

1) 무공해 Bt 살충제 개발

본 무공해 Bt 살충제 개발 연구에 있어서 가장 기본적인 것은 유효 병원 Bt 균주의

다수 확보와 저비용 대량배양 체계의 확립이 우선적으로 요구된다. 그러므로 전국의 토

양 및 저곡창고를 중심으로 이미 확보하고 있는 국내 주요 해충에 대해 유효한 병원성

Bt의 선발을 수행하였으며, 선발된 Bt의 대량배양을 위한 배지 소재개발과 배양체계를

확립하는데 주력하였고 또한 유전공학적인 방법을 이용하여 살충효과의 증대를 꾀하였

다. Bt 대량배양을 위한 저가의 배지 개발을 위하여 농가 부산물 등을 이용한 Bt의 대

량배양실험과 대량배양 조건을 구명하였다. 개발된 저비용 대량배양용 배지를 이용하여

실제 선발된 균주의 대량배양과 경제적인 대량배양 체계를 구축하였다. 농가 부산물 등

비용절감 효과를 가질 수 있는 천연 소재를 제제의 부가제로 탐색하여 이용하였고, Bt

균주의 적정 농도 설정 및 자외선 차단제, 전착제, 증량제 등 개발된 천연 소재의 부가

제를 이용하여 가장 살충효과가 높으며 경제적인 제제의 조성을 선발하였으며, 연구 개

발된 제제의 조성과 단순화된 제제의 조제 방법에 따라 제제화하며, 공정상의 문제점과

개선점을 분석하였다.

실제 제작된 시제품을 이용하여 pot실험에 의해 보관방법, 살포방법, 살포시기, 살포

농도, 잔류성 등을 연구하여 제제의 살충효과를 분석하였고, 실제 야외포장에서 목적해

충의 방제를 위해 제제의 시제품과 제제의 살충효과에서 분석된 여러 결과들을 기초로

야외 살포 효과를 실증 시험하였다. 생물농약의 특성인 활성 보유에 따른 약효 및 안정

성등을 잔류효과등으로 분석하였으며, 불활화등의 문제점 분석 및 효과 검정으로 미생

물 살충제의 효율성을 제고하였다. 그리고 실제 미생물 살충제의 시제품을 시판할 때

고려되어야 하는 활성, 운송, 보관, 관리 등의 측면에서 야기될 수 있는 요소를 연구 분

석하여 시제품을 제작하였다. 이렇게 개발된 제제과정과 시제품을 국내 농약회사에 기



술이전하여 제품화와 함께 등록하고자 하였다.

2) 무공해 바이러스 살충제 개발

본 실험실에서 이미 국내 문제 해충을 중심으로 하여 분자생물학적인 기초 연구가

진행된 Baculovirus의 병원성 검정을 통하여 문제시되는 목적해충의 곤충병원 바이러

스를 선발하였으며, Baculovirus의 병원성 증대를 위해, Baculovirus 발현벡터 시스템의

응용으로 야생주 Baculovirus에 곤충 치사 유전자 등을 도입하였다. 숙주곤충을 이용하

여 바이러스의 대량증식과 조건들을 구명함으로서 효율적인 증식법을 개발하고자 하였

으며, 개발된 바이러스의 효율적인 증식법을 이용하여 실제 선발된 바이러스의 대량 생

산과 용이한 수거 등 경제적인 대량생산 체계를 확립하였다.

바이러스의 적정농도 설정 및 자외선 차단제, 전착제, 증량제 등 개발된 천연 소재

의 부가제를 이용하여 가장 살충효과가 높으며, 경제적인 제제의 조성을 선발하였으며,

연구 개발된 제제의 조성과 단순화된 제제의 조제 방법에 따라 제제화하고, 공정상의

문제점과 개선점을 분석하였다.

실제 제작된 시제품을 이용하여 실내 생물검정에 의해 제제의 살충효과를 분석하고,

활성 보유에 따른 약효 및 안정성 등을 분석하였다. 실제 야외 포장에서 목적해충의 방

제를 위해 제제의 시제품과 제제의 살충효과에서 분석된 여러 결과들을 기초로 야외

살포 효과를 실증 시험을 수행하였다. 제제의 포장 실증 시험과 약효 및 안정성 검정

결과를 토대로 생물농약에서 야기될 수 있는 불활화 등의 문제점 분석 및 효과 검정으

로 미생물 살충제의 효율성을 제고하였다.

제품을 시판할 경우 고려되어야 하는 요소를 연구 분석하였으며, 이러한 과정을 통

하여 개발된 미생물 살충제를 국내 농약회사에 기술이전하여 제품화와 기술이전을 통

한 산업화를 추진하고자 하였다.



2. 제 2 세부과제 : 식물성 살충제 개발

식물체 15종을 메탄올에 침적하여 추출하여 벼멸구, 배추좀나방, 담배거세미 나방, 복

숭아 혹진딧물, 점박이응애 등에 대하여 살충 및 행동제어 (섭식저해제, 유인제, 기피

제)물질을 개발하기 위하여 생물검정 실행하였다. 살충 및 행동제어활성이 있는 시료를

각종용매로 순차분획하여 농축한후 생물검정을 행하였고, 활성분획을 column

chromatog raphy, 박층크로마토그라피, 각종 spectral techniques , (GC- MS, IR, UV, 1H

및 C- NMR)를 이용하여 구조를 결정하였다.

급성독성 시험은 농약활성물질을 약량별로 mouse에 경구투여하여 48시간후에 독성

을 조사하여 합성농약과 독성을 비교하였으며, 돌연변이원성 시험은 Salmonella균을 이

용하여 농약활성물질의 돌연변이원성 유무를 조사하였다. 어독성 시험은 잉어, 물벼룩

을 공시하여 분리정제된 농약활성본체에 대한 독성조사하였고, 산지적응 시험은 농약활

성물질의 실용화를 위하여 적절한 제형(분제, 유제, 입제등)으로 만든 후 산지처리기술

(수간주입, 수관살포, 토양처리등)을 적용하여 조사하였다. 이들 결과를 바탕으로 하여

산업화를 추진하고자 하였다.



Ⅳ. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의

1. 제 1 세부과제 - 미생물 살충제 개발

1) 무공해 Bt 살충제 개발

국제 경쟁력을 가지는 미생물살충제를 개발하기 위해서는 국내의 자원으로부터 분

리된 새로운 Bt균주의 확보가 필수적이다. 따라서 본연구에서는 국내 야채류의 주요해

충인 밤나방속 해충에 대해서 강한 살충력을 가지는 Bt균주를 이용하여 무공해 미생물

살충제의 개발을 위해 밤나방속에 속하는 해충을 대상으로하여 선발실험을 수행하였다.

본 실험에서는 국내에서 분리된 353개의 Bt 균주중 파밤나방과 담배거세미나방에 강한

독성을 나타내는 균주를 3차례의 독성검정을 거쳐 1차 독성검정의 결과에 따라 37개의

Bt 균주를 선발하였고, 2차, 3차 독성검정을 통해 7개의 균주를 최종적으로 선발하였

다. 선발된 균주는 각각 ST B- 1, ST B- 2, ST B- 3, ST B- 4, ST B- 5, ST B- 6, ST B- 7로

명명하였으며, 3차 독성 검정결과 ST B- 1, ST B- 3, ST B- 6, ST B- 7은 4일 후 100%의

살충성을, ST B- 2, ST B- 4, ST B- 5는 80% 이상의 살충성을 보여 높은 살충력을 보여주

었다. 100%의 살충력을 보이는 선발 균주들에 대해 기존에 있는 33개의 편모항체를 사

용하여 편모항원성을 검정한 결과 ST B- 1은 H3a3b으로 Bt s ubs p. kurs tak i, ST B- 3은

H4a4c로 Bt subsp. k enyae로 나타났으며, ST B- 6, ST B- 7은 Bt subsp. aiz awai와 응집

반응을 나타내었으며, 모두 전형적인 bipyramid 형의 내독소 단백질을 형성하며 그 크

기는 약 130 kDa과 함께 65 kDa 임을 확인하였다. 내독소 단백질 유전자의 패턴을 알

아보기 위해 cry 유전자 특이 primer를 사용한 PCR 분석결과 ST B- 1은 cryIA (a),

cryIA (b), cryIA (c), cryIE , cryI I , ST B- 3는 cryIE , ST B- 4는 cryIA (b), cryI I , ST B- 6,

ST B- 7은 cryIA (a), cryIA (b) , cryIC, cryIF , cryI I를 각각 가지고 있는 것으로 나타나

ST B- 1은 기존의 Bt s ubs p. k urs tak i 균주보다 독성 범위가 넓은 새로운 균주이며

ST B- 3 또한 기존이 Bt subsp. ke nyae와는 다른 유전자형을 보이는 균주임을 알 수

있었다. 이러한 결과를 누에와 파밤나방을 대상으로한 정량 독성 검정을 통하여 확인할



수 있었으며, 분리 균주 ST B- 1은 누에의 경우, 100%의 독성을 가짐으로써 기존의 나

비목 강독성 균주인 Bt s ubs p. k urs tak i와 유사한 독성을 나타내었으며 동시에 파밤나

방의 경우에서도 52.5%의 치사율을 보임으로써 Bt subsp. ke nyae가 갖는 55%와 유사

한 독성을 보였다. 이와 함께 각종 과수에 심각한 피해를 주고 있는 딱정벌레목 해충에

강한 살충력을 갖는 Bt 살충제의 개발을 위해 뽕나무 등을 가해하는 뽕나무하늘소와

왕똥풍뎅이의 이병충으로부터 Bt균주 4개를 분리하여 그 특징을 분석하였으며 무독성

임을 확인하였으나, 특히 이병충으로부터의 Bt균주 분리실험은 대상충에 대해 직접 독

성을 갖는 균주를 분리할 가능성이 높으므로 계속 수행되어야 할 실험으로 생각된다.

또한 다수의 농업 해충이 속하는 나비목과 위생해충으로 해마다 문제가 되고있는 파리

목 해충의 동시 방제를 위해 329종의 Bt 분리 균주를 대상으로 누에와 빨간집모기를

사용한 독성 검정을 수행한 결과, 양독성을 가지는 균주 41종을 분리하였다. 이들 Bt균

주 역시 양독성을 나타내므로 숙주범위가 확대된 미생물살충제로서의 효용가치가 높다

고 할 수 있다. Bt 균주의 형질전환 숙주로의 이용성과 살충효과 증대를 위해서 Bt 균

주에 다른 균주에서 유래한 내독소 단백질 유전자를 electroporat ion 방법에 의해 도입

하여 그 발현을 확인하고 독성을 가지는 것을 확인하였다.

Bt의 제제화에 필요한 대량배양용 배지소재개발을 위하여 본연구실에서 분리한 나

비목과 파리목 양독성을 가지는 새로운 균주인 Bt NT 0423을 대상으로 배양실험을 수

행하였다. 대량배양을 위한 경제적인 저비용 배지로써 값싼 농가부산물인 밀기울과 대

두박을 이용하여 성장성을 조사하였다. 대두박과 밀기울의 비율을 달리하며 배합한 5종

의 SW (대두박,밀기물) 배지를 만들어서 Bt를 배양한 결과 대두박과 밀기울의 천연배지

가 Bt의 성장과 포자형성에서 기존에 알려진 여타배지보다 좋은 결과를 나타내었으며

대두박: 밀기울이 3 : 2의 비율로 혼합된 배지 (SW 32)에서 포자형성이 매우 활발히 진

행됨을 보여 다른 배지보다 더 효율적임을 알 수 있었고 Bt 세포는 1일만에 성장이 거

의 끝났고, 포자형성은 72시간에서 96시간 사이에 거의 끝나는 상당히 빠른 양상을 나

타내었으며 적정배지량을 분석한 결과 배지의 비율이 4%와 5%일 떠 성장이 가장 높



았다. 선발된 배지의 농도와 대두박과 밀기울의 비율로 7일 동안 spore과 colony count

를 통하여 Bt 균주의 성장과 내독소 단백질의 형성을 조사한 결과 접종 후 약 4- 5일

까지 4 109/ml의 빠른 성장을 보였으며, 내독소 단백질의 형성도 1.3 109/ ml을 나타냈

다. 이상의 결과로 농가부산물을 이용한 배지소재에서도 Bt의 성장률이 우수한 것으로

판단되어 저가의 우수한 배지조성을 확보할 수 있을 것으로 생각되며, 위에서 실험한

대두박과 밀기울이외의 자원에 대해서도 폭넓은 조사가 이루어져야 할 것으로 생각된

다.

대량배양조건을 확립하기 위해 대두박과 밀기울을 각각 3% (w / v)와 2% (w /v)을

사용하여 1.0 vvm과 200 rpm에서 Bt를 배양하여 용존산소의 고갈정도를 측정한 결과

본 균주의 경우에도 다른 Bt에서의 보고와 유사하게 높은 농도의 산소를 공급하면서

배양해야 할 것으로 판단되었다. 또한 배양중의 pH는 배양초기에 5.5까지 감소하다가

배양 24시간 이후부터 다시 증가하기 시작하여 배양 96시간에는 pH가 8.4까지 증가하

여 배양과정에서의 pH를 7.0으로 일정하게 유지시켜야 될 것으로 판단되었다.

회분식 배양에서 배지의 최적화에 영향을 주는 요소인 수종의 무기염을 산업용 배지에

첨가하여 영양세포의 성장 및 포자형성에 대한 영향을 검토한 결과, 무기염을 첨가하지

않은 산업용 배지에서의 배양과 비해 영양세포와 포자 수에 있어서 커다란 차이는 없

는 것으로 확인되었으며 이를 통해 산업용 배지 성분인 대두박과 밀기울에 Bt의 성장

에 필요한 무기염들이 존재함을 추정할 수 있어 그 자체만으로도 충분함을 확인하였다.

한편, 배지에 glucose를 10 g /L 첨가할 경우도 g lucose가 첨가되지 않은 산업용 배지에

서의 최대 영양세포 및 포자수보다 오히려 낮은 수준을 나타내었다. 이는 초기의 높은

g lucose 농도가 세포성장과 포자형성을 저해할 수도 있다는 연구결과와 일치하는 것으

로 glucose를 사용하는 경우에는 이러한 특성을 충분히 검토해야 할 것이다.

세포의 성장과 포자형성에 대한 용존산소량의 영향을 검토하기 위한 실험에서는 배

지내의 용존산소량을 포화 용존산소량의 50%와 60%로 각각 조절하면서 실험을 수행

한 결과, 50%에 배양하였을 때의 영양세포 수는 배양 8시간부터 급격하게 증가하기 시



작하여 16시간에서 최대를 보이다가 16시간 이후부터는 완만하게 감소하는 경향을 보

였다. 한편, 포자수는 배양 24시간 후부터 증가하기 시작하여 54시간까지 급격하게 증

가하다가 배양 72시간에 최대 포자수를 보였으나 영양세포에 대한 포자 형성율이 너무

낮은 수준이었다. 용존산소량을 포화 용존산소량의 60%로 조절한 실험에서는 최대 영

양세포 수는 용존산소량이 50%일 때보다 22% 증가하였으며, 최대 포자 수는 배양 72

시간에서 73% 증가하여 비교적 고농도의 포자를 얻을 수 있었는데 이때의 포자 형성

율은 86.4%로 크게 증가하였다. 이를 통해 영양세포의 성장과정에서 보다 포자를 형성

하는 단계에서 더 높은 용존산소량을 요구하는 특성을 가지고 있는 것으로 확인할 수

있었으며, 이는 배양기간동안의 용존산소량의 조절이 세심하게 이루어져야 함을 시사하

였다. Bt의 대량생산에 대한 가능성을 확인하기 위하여 50 L 발효조에 산업용 배지 30

L를 넣고 초기의 pH를 7.0으로 조절하면서 용존산소량의 조절 없이 통기량과 교반속도

가 다른 두 가지의 조건에서 영양세포수와 포자형성을 비교하였다. 그 결과 통기량과

교반속도를 각각 1.0 vvm과 400 rpm로 배양했을 때 최대의 영양세포수 및 포자수가

각각 2.5×109 CFU/mL과 2.2×109 CFU/mL로서 포자 형성율은 88% 이었으며 배양 12

시간만에 최대의 영양세포수에 도달하였고, 72시간 배양에서 최대의 포자수를 얻을 수

있었다.

대량배양하여 얻은 Bt 균체를 가지고 제제화를 위하여 배지 구성물의 입자 크기를

최소화하기 위한 1차 분쇄과정을 거친 밀기울과 대두박을 혼합한 배양액에서 Bt

NT 0423균주를 5일간 대량배양한 후 배지성분과 배양액을 수거하여 1 X 1010 cell/m l로

농도를 맞추고 부가제를 섞어 제제화하였으며 이를 바이오박트 (BioBact)로 명명하였

다. 기초 제제화시험 결과 10% 농도를 기본으로 하여, 20% 농도, 제제화의 최고 함량

치인 40% 농도의 제제화를 시험하였다. Bt 원제가 10% 함유된 수화제의 개발을 위해

㎖당 5 X 109 - 1 X 1010의 포자가 포함된 Bt 배양액을 계면활성제로 polyox yethylene

alkyl aryl sulfate와 s odium naphthalene s ulfonate formaldehyde condensate가, 보조제

또는 흡착제로 w hite carbon, 영양원으로 s ucrose, 증량제로는 수화제용 증량효과를 갖



는 kaoline을 적정배합으로 formulation I, II, III를 만든 후 수화성, 현수성, 입자크기

같은 물리적 성질을 조사하여 최종적으로 formulat ion III을 선발하였다. FormulationⅢ

는 w hite carbon이 흡착에 충분했고, 수화성은 11초, 입도 (part icle s ize)도 11 ㎛가

99%, 44 ㎛ 이상이 1% 수준을 보여 가장 이상적인 제형으로 선발되었으며, BioBact

10% 수화제에 기초하여 Bt 원제가 보다 많이 첨가된 BioBact 20%와 40% 수화제를

제조하였다. 만들어진 제제의 pH는 20℃에서 5.9로 거의 중성에 가깝게 제조되어져 Bt

원제에 대한 영향을 최소화했다. 이렇게 제조된 3 종의 수화제에 대한 희석 살포시 수

화성, 현수성, 입도와 같은 물리적 성질을 조사한 결과, 모두 우수한 물성을 보유하고

있는 것으로 나타났다. 국내의 경우 미생물 제제연구에 대한 정보가 부족하였으나, 이

상의 결과로 기존의 농약처방에서 사용하였던 부가제를 사용할 경우에도 우수한 물성

을 얻을 수 있어서 이러한 자료를 충분히 축적하여야 물성과 독성효과면을 동시에 만

족시킬수 있는 제제처방을 선발할 수 있을 것으로 생각된다.

실제 제작한 바이오박트 제제의 경우 나비해충에 대한 독성이 강한 것으로 나타났

으므로 배추좀나방에 대하여 살충효과를 검정하였다. 실내독성검정에서는 BioBact 20%

와 40%의 수화제는 시판되는 A (Bt subsp. k urstak i type), B (Bt subsp. aiz awai

type) 제품과 같은 100%의 높은 살충력을 보여 제제가 안정적이고 그 활성성분이 효과

적으로 작용함을 알 수 있었다. 제제의 포장 실증 시험 결과 BioBact 20%의 경우

1,000배 희석에서 70%의 치사율을, BioBact 40%는 1,000배 희석에서 85%의 치사율을

보임으로써 대조구인 A (Bt kurs tak i type), B (Bt aiz awai type) 제품과 유사한 독성

을 나타냄을 확인하였다 .

생물농약에서 야기될 수 있는 제제화 후 불활화의 문제점을 확인하기 위해 분리균

주 Bt NT 0423의 제제화를 통해 제작한 시제품 BioBact 10%, BioBact 20%, BioBact

40%를 현재 시판중인 Bt 미생물살충제 A (Bt s ubs p. kurs tak i type)와 B (Bt s ubs p.

aiz awai type)와 함께 SDS- PAGE를 수행하여 비교한 결과 5종의 Bt 제제에서 모두

130- 140 kDa 분자량의 단백질 밴드가 검출되어 제제와 공정에서 일어날 수 있는 물리



적 요인에 의한 내독소 단백질의 분해가 일어나지 않고 안정적으로 존재함을 확인할

수 있었으며 이는 실내외 야외포장에서 배추좀나방에 대해 시제품 BioBact가 제제화

이전의 Bt NT 0423과 유사한 독성을 갖는 결과와 일치한다. 시제품의 부착성을 시제품

과 비교한 결과 BioBact 20%와 40%가 매우 우수하였고, A 제품과 B 제품은 부착성이

약했다. 기존에 판매되고 있던 제품의 경우 그 처방을 알기 어려우나 전착성분에서

BioBact제제가 더욱 우수함을 확인할 수 있었다. 제작한 시제품 BioBact의 생산 효율

을 알아보기 위해 제제화한 시제품 3종과 대조품 2종의 포자수를 비교한 결과 BioBact

20%와 40%는 단위 무게당 대조품과 유사하거나 더 많은 포자수를 가짐을 확인하였으

며 이는 제제를 동량 처리시 대조품보다 본 연구에서 제작한 시제품의 내독소단백질의

양이 더 많이 처리됨으로써 보다 효율적인 제제 형태임을 의미한다.

제제의 품질관리 측면에서 약효의 지속 효과를 알아보기 위해 각각 BioBact 20%와

40%, 시판되고 있는 대조품 A와 B, 화학살충제, Bt NT 0423 배양액의 처리 3일째와 7

일째 된 잎을 가지고 배추좀나방에 대해 독성검정을 수행 결과 모든 처리구에서 높은

독성을 나타내었다. 반면 처리 후 7일째 되는 잎에서는 화학살충제, 대조품 2종, Bt

NT 0423 배양액의 독성은 현저히 감소하나 BioBact 20%와 40%에서는 높은 독성이 유

지되어 시제품의 야외 적용시 지속적인 약효를 가질 것으로 기대할 수 있다.

실제 미생물살충제의 시제품을 시판시 고려되어야 하는 운송, 보관, 관리 과정 중에서

의 활성 유지를 확인하기 위해 시제품의 저장 기간과 온도에 따른 Bt의 활성 변화를

조사한 결과 모든 제제가 4℃ 및 20℃의 저장조건에서 매우 안정적이었으나, 30℃ 조건

에서는 8주간 저장하였을 때, Bt의 농도가 감소하는 양상을 보여 높은 온도에서는 Bt

의 활성이 영향을 받음을 보여주었다.

이와 같이 수행한 시제품 BioBact 의 개발 연구를 토대로 Bt 저비용 대량생산 체계

및 시제품 개발 처방을 국내 농약회사에 기술 이전하여 산업화를 추진하고 있으며 동

시에 농약 등록법에 따른 1차년도 등록시험을 수행하고 있다.



2) 무공해 바이러스 살충제 개발

최근에 국내에서 전국적으로 대발생하여 문제가 되고 있는 파밤나방을 방제하기 위

한 바이러스 살충제의 개발을 위하여 실시한 본 연구의 결과는 다음과 같다. 국내에서

분리된 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 대상 바이러스로 선발하고, 선발된 파밤나방

핵다각체병 바이러스에 대해 그 병원성을 LD50 및 LT 50 값으로 조사한 결과, LD50 값

은 3령의 경우 1.64×104 다각체/㎖ 이었고, 4령의 경우 3령에 비해 약 2.5배 높은 4.28

×104 다각체/㎖ 이었으며, 5령의 경우에는 3령에 비해 약 390배 높은 6.40×106 다각체

/㎖로 현저한 감수성 차이를 보였다. LT 50 값은 바이러스 접종 농도가 높아짐에 따라

짧아지는 경향이었으며, 고농도구와 저농도구간에 상당한 차이를 나타내었고, 5령 유충

의 경우 바이러스 접종후 사육 온도를 25℃에서 20℃로 낮출 경우 25℃에서 계속 사육

하였을 때 보다 1일 정도 길게 나타났다. 또한, 바이러스의 병원성 검정 결과를 토대로

파밤나방 유충의 령기에 따른 사충당 바이러스 생산성을 조사한 결과, 4령 유충에 1.0

×106 다각체/㎖ 농도로 접종했을 때 바이러스 생산성에 있어서 가장 효율적이었고, 바

이러스 접종 8일 후에 2.21×1012 다각체로 최대 생산량을 보임으로써 바이러스의 효율

적인 대량생산을 위한 최적 수거시기임을 확인하였다. 이러한 바이러스에서의 발현효율

을 극대화하기 위한 연구는 미생물살충제로서의 다각체의 최대 생산 뿐만아니라 발현

시스템에서의 외래 단백질의 발현에서도 최대효율을 얻을 수 있는 시기로 생각되어 진

다.

Baculovirus 살충제가 가지는 장점을 포괄하면서 가장 문제가 되고 있는 지효성의

단점을 보완하기 위하여, baculov irus 발현벡터계에 Bt 내독소 단백질 유전자를 도입한

재조합 baculov irus를 제작하였다. 재조합 baculovirus BtrusⅡ는 누에 3령 유충에 대해

약 36.4%의 치사율을 보였고, 흰불나방 5령 유충에 대해서는 refusal diet 현상을 보임

으로서 병원성을 확인하였다. 이는 Bt의 빠른 살충효과를 야외에서 증식하여 2차 감염

원으로 사용될 수 있는 baculovirus의 장점을 결합하는 새로운 재조합 미생물의 개발로

그 의의가 크다고 할 수 있다.



최적의 바이러스 제제 조성을 선발한 결과, 살충효과나 물성면에서 가장 우수한 처

방은 제제의 최종 부피에 대해 자외선 차단제이자 흡착제인 W hite carbon은 1%, 섭식

유인제인 sucrose는 1% , 다각체 침전 완화제인 polyvinylalcohol은 0.5% , 전착제인

T riton X- 100은 0.1% 였다. 이러한 조성으로 대량 증식된 파밤나방 핵다각체병 바이러

스를 제제화 하여 파밤나방에 대한 살충성을 알아본 결과, 바이러스 원제와 병원성에서

차이를 보이지 않아 제제화 후에도 바이러스의 병원성이 그대로 보존됨을 확인하였다.

또한, 제제화된 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제는 실제 야외환경에 적용시 노출될

수 있는 온도에 대해서도 안정하였고, 야외의 자외선 조건에서도 어느정도 안정성을 보

임으로서 병원성의 지속효과를 기대할 수 있음을 확인하였으며, polyv inylalcohol의 첨

가에 의해 다각체의 급격한 침전이 방지됨을 확인하였다.

실제 야외에서의 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 방제효과를 알아보기 위하

여 제제와 바이러스 원제를 이용하여 파밤나방 유충에 대해 포장 실험을 실시한 결과,

제제의 경우 2×106 다각체/㎖ 농도구에서는 67.4%, 1×107 다각체/㎖ 농도구에서는

85.7%, 2×107 다각체/㎖ 농도구에서는 87.5%의 방제효과를 보임으로서 각각 41.7%,

58.5%, 60.0%의 방제효과를 보인 바이러스 원제에 비하여 탁월한 방제효과를 가짐을

확인하였고, 실제 야외에서 사용할 시는 1×107 다각체/㎖의 농도로 살포하는 것이 가

장 효율적임을 알 수 있었다. 제제의 살충효과를 보완하고자 바이러스와 협력적으로 작

용하여 바이러스의 살충효과를 극대화시킬 수 있는 potentiator를 첨가한 결과, 0.05%

의 Bt를 첨가했을 때 살포 10일 후에 100%의 방제효과를 보임으로서 제제의 방제효과

를 극대화 시킬 수 있었다. 이상의 결과를 토대로 제제화를 진행하여 효율적이면서도

경제적인 제제의 저비용 대량생산 체계를 확립하여 시제품인 파밤나방 V를 제작하였

고, 국내 농약회사의 협력하에 제제화한 시제품을 제품화하며, 동시에 농약 등록법에

따른 등록시험을 준비중에 있다. 한편, 이러한 연구결과를 국내 농약회사에 기술이전하

여 산업화를 추진과정에 있다. 국내 최초로 개발된 바이러스 살충제인 파밤나방 V 살

충제는 방제가 어렵고 피해가 막대한 파밤나방 해충을 무공해적으로 방제에 유용하게



이용될 것으로 기대될 뿐만 아니라, 기타 다른 주요해충에 대해서도 적용시킬 수 있어

여러 가지 바이러스 제제의 개발을 가능하게 할 것이다.

2. 제 2 세부과제 - 식물성 살충제 개발

식물체들은 많은 생활성 화합물들을 함유하고 있기 때문에 새로운 유형의 해충방제

원이 될 수 있다. 특정 목적 해충을 포함한 제한적인 종들에 대해 활성을 가져왔고, 무

독성 화합물로 생분해될 수 있으며 해충의 종합적 방제(IPM)를 위해 가장 적절하므로

이들은 새로운 계열의 보다 안전한 해충방제원의 개발을 가져올 수 있다. 따라서 더욱

많은 노력들이 상업적 살충제나 선도화합물로서 이용될 수 있을 식물체 산물들에 집중

되고 있다.

본 연구는 국내 산림자원의 효율적인 관리와 약리학적 사고에 근간한 유용 한방식

물체의 이용성 극대화 및 아열대산 식물체의 활용성 그리고 각종 미곡류와 콩과식물의

생리활성물질을 이용한 살충활성물질 및 기피활성, 섭식저해활성, 갉기억제활성을 갖는

물질을 탐색하여 관련 산업에 응용하고자 수행하였다.

1) 식물유래 살충제의 개발

한방식물 20종의 주요 유해생물 7종에 대한 살충활성 스크리닝 결과 벼멸구의 경우,

은행나무잎에서 100% , 정향, 후추, 천궁, 울금에서 80% 이상의 살충율을 보였고, 배추

좀나방에 대해서는 후추, 천궁, 울금이 80% 이상의 살충율을 보였다. 점박이응애에 대

해서는 마에서 80 이상의% 살충율을 볼 수 있었다. 담배거세미나방과 복숭아혹진딧물

에 대해서는 강한 살충활성을 나타내는 식물체는 없었다. 쌀바구미와 팥바구미의 경우,

처리 72시간 후에 15종 식물체들 중에서 목단피(모란의 뿌리 껍질), 정향 및 석창포가

쌀바구미에 대해서 살충활성을 나타내었으나, 15종 식물체 모두 팥바구미에 대해서는

어떤 활성도 나타내지 않았다..



국내산 식물 150종 식물체의 메탄올 조추출물의 주요 농업해충 5종에 대한 살충활

성을 5000 ppm 농도로 처리하였을 때의 살충활성을 나타내었다. 벼멸구의 경우 공시식

물체중에서 초피나무 수피, 편백 잎, 비목나무 잎 추출물에서 95%이상의 사충율을 나

타내었다. 배추좀나방의 경우 초피나무 수피 추출물에서 70%의 사충율을 보였으나, 기

타 식물체의 경우에는 거의 활성을 나타내지 않았다. 담배거세미나방의 경우 모든 식물

체의 경우에는 거의 활성을 나타내지 않았다. 점박이응애의 경우 보리밥나무 잎, 광대

싸리 잎 + 줄기, 두릅나무 잎, 초피나무 수피, 참가시나무 잎과 모새나무 잎 추출물에

서 80% 이상 살비효과를 보였다.

제주도산 식물체 26종 살충활성 스크리닝 결과, 벼멸구에 대해 검은재나무, 곰의말

채, 굴피나무, 말채나무, 백목련, 비자나무에서 80- 90%의 살충활성이 관찰되었고, 배추

좀나방에 대해서는 개벗나무, 검은재나무, 곰의말채, 괴물나무, 굴피나무, 까치박달, 담

팔수, 돈나무, 때죽나무, 먼나무, 비자나무 등에서 70- 80%의 살충활성이 보였으나, 역시

담배거세미나방에 대한 활성은 실험 식물체 모두에서 관찰할 수 없었다. 점박이응애의

경우에는 개벗나무, 검은재나무, 곰의말채, 괴물나무, 구실잣밤나무, 굴피나무, 다정큼나

무, 담팔수, 돈나무, 때죽나무, 말채나무, 먼나무, 모람, 무환자나무, 백목련, 비자나무 등

에서 70- 80%의 살비활성을 나타내었다.

국내산 22종 미곡의 메탄올 추출물에 대한 벼멸구, 복숭아혹진딧물, 점박이응애에

대한 살충활성을 검정한 결과, 늘보리, 흑향미의 메탄올 추출물이 벼멸구에 대하여 강

한 살충활성을 나타내었다. 복숭아혹진딧물의 경우, 메밀 메탄올 조추출물이 5000,

2500ppm에서 강한 살충활성을 나타내었다. 조, 기장, 밀, 쇠보리, 수수, 참깨, 흑향미 및

현미찹쌀의 메탄올 조추출물들은 점박이응애에 대하여 5,000 및 2,500ppm 농도에서 강

한 살충활성을 보였다.

30과 49종 인도산 식물체의 84시료의 메탄올조추출물들이 미량국소처리법을 이용하

여 벼멸구에 대해 살충활성을 조사하였다. 활성정도는 식물종 및 조직에 따라 다양하게

나타났다. 벼멸구 암컷 성충당 0.5㎍의 약량에서 11종의 식물체들이 강한 살충활성을



보였다; A dhatoda vasica 잎(100% ), A nnona squam osa 종자(100%), N erium indicum

줄기(100%), Clerodendrum ine rm e 식물체(90%), P ong am ia pinnata 종자(95%),

P rosopis chinensis 줄기(90%), V itex ne g undo 잎(90%), A z adirachta indica 종자

(89%)와 줄기(85%), A eg le m arm elos 잎(88%)과 M adhuca indica 종유(88%). 그러나

A nnona squam osa 종자 추출물이 암컷성충당 0.25㎍에서도 100%의 살충력이 검정되었

다. 천연물로서 이들 열대산 식물유래물질들이 벼멸구의 야외개체군 방제를 위한 유기

합성살충제의 대체물질로서 유용할 것 같다.

52종 국내식물체의 119시료와 49종 인도산 식물체 84시료의 메탄올추출물들이 분무

법과 미량국소처리법을 이용해 벼멸구의 살충력이 검정되었는데, 이중 은행나무 잎이

가장 강력한 살충력을 보였다. 그 활성성분은 각종 기기분석을 통해 g inkgolides A, B,

C와 bilobalide로 동정되었다. Bilobalide는 감수성 계통 벼멸구에 대해 기존에 사용되고

있는 유기합성 살충제인 carbofuran과 fenobucarb 보다 훨씬 더 강한 살충활성을 보였

다. Bilobalide와 ginkg olides C는 암컷성충당 0.01㎍ 농도에서 마비증세와 신경떨림증상

의 독성을 일으켜 30분 이내에 벼멸구를 죽게하였다. 이들 화합물들은 mice에 대해 무

독(LD50 > 1,000mg /kg )했고, 4종의 S alm onella typhim urium 계통에 대해 어떤 돌연변

이원성도 나타내지 않았다. 천연 살충제원으로서 은행나무잎 기원성 물질들이 여러종의

벼멸구와 매미충 방제를 위한 새로운 방제원으로서 유용할 것으로 여겨진다.

울금의 살충활성은 잎침지법을 이용하여 7종의 주요 해충에 대해 검정하였다. 활성

성분은 다양한 기기분석법을 통해 ar- turmerone으로 동정하였다. 이 화합물은 벼멸구

와 배추좀나방에 대해 강한 살충활성을 보였을 뿐만 아니라, 밀녹병과 토마토역병에 대

해서도 매우 높은 살균활성을 보였다. 4종의 S alm onella typhim urium 계통에 대한 돌

연변이원성 조사에서 ar- turmerone은 돌연변이를 나타내었다. 이것은 천연물로서 식물

병원균으로 유도되는 식물병과 다양한 해충들에 대한 새로운 방제원으로 이용될 수 있

을 것이다.



2) 식물체 유래 곤충 섭식저해 및 기피활성 물질 개발

17과 45종 한방식물체들의 메탄올추출물이 잎침지법을 통해 배추좀나방과 담배거세

미나방의 유충에 대해 섭식저해 및 기피활성이 조사되었다. 섭식저해활성은 곤충종 및

식물종에 따라 다른 양상을 보였다.

목단피는 쌀바구미와 팥바구미에 대해 조사 식물체중 가장 강한 살충 및 기피활성

을 보였고, 정향은 쌀바구미에 대해 80%의 기피활성을 나타내었으나 기타 식물체들은

이런 기피활성을 보이지 않았다.

황련이 H yphantria cunea 4령 유충과 A g elas tica coerulea 성충에 대한 섭식저해활

성을 잎침지법을 이용해 두종의 상업적으로 많이 사용되는 is oquinoline alkaloid인

palmatine iodide와 coptis ine chloride를 비교실험하였다. 황련의 섭식저해성분은 다양

한 기기분석을 통해 berberine chloride로 밝혀졌다. H . cunea의 경우, palmatine iodide

와 berberine chloride를 1:1 (w / w ) 비율로 혼합한 혼합물과 palmatine iodide (70%)와

berberine chloride (60%) 단독처리시와 비교했을 때, 500 ppm에서 단독처리 했을 때

보다 높은 활성(100%)을 나타내었다. 또한, 250 ppm에서는 81%의 활성을 보였다. A .

coerulea 성충의 경우, 125 ppm와 250 ppm에서 berberine chloride는 각각 55 % , 와

93 %의 섭식저해활성을 나타내었으나, 반면에 500 ppm에서 palmatine iodide와

coptis ine chloride는 각각 35 %와 44 %의 비교적 약한 활성을 보였다. 이런 결과는 황

련 유래물질들이 H . cunea 과 A . coerule a의 개체군 조절원으로서 이용될 수 있음을

암시한다.

정향의 H . cunea 과 A . coerulea 에 대한 섭식저해활성이 잎침지법을 이용해 조

사되었다. 활성성분은 eugenol과 isoengenol이었다. 이들 화합물이 H . cunea 과 A .

coerulea의 개체군 조절원으로서 이용될 수 있을 것으로 여겨진다. 이 식물체의 활성체

는 알칼로이드계열의 berberine과 palmatine으로, 이들의 활성을 농도에 따라 조사한

결과 흰개미 및 배추좀나방 유충에 대해 berberine은 0.5 mg , 0.25 mg에서 흰개미에

대해 강한 저해활성을 보였고, palmatine의 경우 berberine에 비하여 약한 활성을 보였



으며, 또한 berberine는 배추좀나방유충에 대해서도 125 ppm 농도에서 강한 섭식저해

활성을 보였으나, palmatine는 전자에 비해 같은 농도에서 약한 활성을 보였다.

3) 쥐의 갉기억제 활성성분의 개발

32과 54종의 메탄올추출물이 전선침지법을 이용해 쥐에 대한 갉기억제활성이 조사

되었다. 활성은 식물종 의존적이었다. 강한 갉기억제활성은 후추과의 후추, 국화과의 목

향, 녹나무과의 육계, 목련과의 대회향, 마디풀과의 대황, 소나무과의 적송에서 관찰되

었다. 이들은 천연 쥐기피활성물질로서 이들 식물성 유래 물질들이 쥐에 의해 발생되는

많은 피해를 예방하는 저해자들로서 유용할 것으로 생각된다.

특히 계심과 적송의 갉기억제활성 물질 분리를 위해 전선침지법을 이용해 실내사육

계통의 쥐에 대해 검정하였다. 계심의 활성성분은 cinnamaldehyde로 동정되었다. 이것

의 활성이 4종(cinnamyl alcohol, trans- cinnamic acid, eug enol, sa licylaldehyde)의 일

반적으로 이용되고 있는 화합물들과 비교하였다. Cinnamaldehyde와 cinnamyl a lcohol

이 강한 갉기억제활성을 보였고, 반면에 salicylaldehyde는 다소 약한 활성을 보였다.

중간정도의 활성은 trans- cinnamic과 eug enol에서 관찰되었다. Cinnamaldehyde와

cinnamyl alcohol의 2.5%와 5% 에탄올 수용액이 각각 중간정도와 강한 갉기억제활성

을 보였고, 반면에 1% 수용액에서는 약한 활성이 보였다. 적송의 활성성분은 각종 기

기분석법을 이용해 α- pinene과 dibutyl phthalate로 동정되었다. 이들 활성성분이 적

송의 주요 함유 성분인 6종 테르펜화합물 (hex adecane, β- caryophyllene, naphthalene,

β- pinene, camphor, menthol)과 생쥐에 대한 갉기 억제 활성을 비교하였다. 비교 결

과, hexadecane이 가장 강한 갉기억제활성을 보였고, 분리한 dibutyl phthalate 및 α

- pinene 은 비교적 강한 활성을 나타내었다. 한편 계심의 갉기억제 활성 본체와 기존에

알려진 식물체 유래 모노테르펜 화합물 (1,8- cineol, α- pinene, β- pinene, cinnamyl

a lchohol, menthol, geraniol, cinnamaldehyde, dipentene, linalool, eugenol,

cuminaldehyde, cinnamic acid)의 활성 비교 실험에서 α- pinene, β- pinene,



cinnamaldehyde 순으로 활성을 보였고, 지속효과는 15일간 지속되었다. 결과적으로 계

심과 적송이 쥐로 인해 발생되는 문제를 해결할 수 있는 방제원으로서 이용될 수 있을

것으로 생각된다.



SUMMARY

Dev elopment of Bioins ecticides

Ⅰ. Dev elopment of Microbial Ins ecticides

1. Development of B acillus thuring iensis Ins ect icides

T o develope microbial insecticide of B acillus thurig iensis, we isolated various Bt

isolates w hich had higher toxicity and/or broaden host spectrum. Specially, 4 Bt strains

toxic agains t Spodoptera species from Korea w ere selected and named as ST B- 1,

ST B- 3, ST B- 6, and ST B- 7, respectively. From the H- serotype tes ts of the isola tes ,

ST B- 1 appeared to be Bt subsp. kurstaki, ST B- 3 to be Bt subsp. kenyae, ST B- 6 and

ST B- 7 to be Bt subsp. aiz awai. A ll of the isolates had bipyramida s haped crys tals

w hich show ed 130 kDa major and/or 65 kDa minor protein bands in SDS- PAGE.

PCR analys is w ith specific cry gene primer sets s how ed the crys tal

protein- genetypes of the isolates . Dis s imilar to reference s tra ins , Bt s ubs p. k urstak i

HD- 1, ST B- 1 had cryIA (a) , cryIA (b) , cryIA (c) and cryIE . ST B- 3 had only cryIE

g ene. In bioassay agains t B om byx m ori and S . exig ua, ST B- 1 show ed high tox icity

to both insects . F rom these res ults , ST B- 1 w as new Bt s train w hich had broaden

hos t specificity and could be the promis s ing cadidate of microbial ins ect icide

In addit ion, 4 Bt s tra ins , Ag10, Aa18, Ag 21, Aa22 w ere isolated from dead

larvae of A priona g erm ari and A phodius apicalis and lepidoptera and/ or mos quito

s pecific 41 Bt s trains w ere isola ted from soil and dus t s amples from Korea.

T o develope and recover the insect icidal act ivity of Bt s trains , w e introduced



mosquitocida l cry g enes (cryIV D and cy tA ) into nontox ic s train, Bt NT B- 1 by

electroporat ion, ident ified the ex press ion of CryIVD and CytA proteins and the

recover of mos quitocidal act ivity .

Microbial- control agents w ere prepared w ith Bt NT 0423 s train having unique

propert ies w hich had tox icity to lepidoptera and diptera. For efficient and

economical product ion of microbial- control agents , new culture medium and

condition w ere developed. T his medium cons is ted of ag ricultural w as tes like

s oybean cake and w heat bran, w as used to es tablish a s tandard culture sys tem of

Bt. T he ex perimental s tudies to optimize the opera tional condition of batch culture

for the mass product ion, the medium compos it ion and culture condit ions for

enhancing the yields and the sporulation of Bt w ere carried out. T his medium w as

proven to be more efficient than GYS medium w hich had been w idely used for a

long time. F rom various ra tios of s oybean cake to w heat bran, 3:2 condit ion w as

proper to maximized Bt grow th. And from the content of culture media , 4 or 5%

w as selected. Ex periments w ere carried out to inv es t ig ate the effects of the addit ion

of mineral s alts and g lucos e, and of dis solved ox ygen concentrat ion on the cell

g row th and spore formation of Bt us ing the cheap new media in the batch culture.

T he cell g row th and s pore formation w ere not enhanced by the addit ion of

mineral salts in indus tria l medium, w hereas the addit ion of 10 g /L glucose

decreased a cell g row th and s pore formation. W e could obtain a max imum viable

cell number and spore number at the dis solved oxyg en concentrat ion of 60% of that

a t saturat ion. In the bench- s cale culture, the max imum viable cell and spore

number w ere 2.5×109 CFU/ mL and 2.2×109 CFU/mL, respectively under 1.0 vv m

aeration and 400 rpm agitat ion. T he spore yield w as 88％ based on the max imum

v iable cell number. It w as hence, confirmed that the production of high spore



concentrat ion could be obtained by a bench- scale culture us ing this indus trial

medium.

After the mass culture of Bt w ith the indus trial media sys tem, three Bt

formulat ions , des ig nated to BioBact 10%, 20% and 40% w ere made w ith vaious

combinat ions of adjuvants . Polyoxyethylene alkyl aryl sulfate and sodium

naphthalene sulfonate formaldehyde condens ate w ere used as a detergent , w hite

carbon as an absorbent , sucros e as nutrient , kaoline as carrier . T hese formula tions

s how ed good phys ical propert ies in w ettability , s us pens ibility , part icle s ize and

adherence. In addtion, the result of SDS- PAGE analys is indica ted that δ- endotox in

remain s tably in all formulat ions . Among the tes ted formulations , w ettable pow der

formulat ion compris ing of 20% and 40% of Bt pow der (BioBact) show ed bes t

control effect on diamondback moth larvae in labora tory, g reenhouse and field tes ts .

T he adherence of Biobact 20% and 40% w as better and contained much amount

of endotoxin than than the commercial products (Bt s ubs p. k urstak i and Bt s ubs p.

aiz awai type). Es pecially , w hen compared w ith commercial Bt formula tion (A and B

commercia l formulat ions) in field evaluation, BioBact 20% and 40% formulat ion

s how ed equal act ivity up to 80% lethality and a g ood pers is tence effect w hich

remain on leaves at leas t 7 days . T he tes t of the deteriorat ion of BioBact along the

long period s tock in various tempertaure, a ll products including the commercia l

products w ere very s table in 4℃ and 20℃.

Bas ed on thes e results , w e do tes t for reg is trat ion of BioBact w ith the

collaborated company now .

2. Development of Baculovirus Insect icides

For the control of S podoptera exig ua, pathogenicity of S podoptera exig ua nucleo



polyhedrovirus (SeNPV) agains t this insect pes t w as s tudied. T he median lethal dos

e (LD50) of the SeNPV to 3rd ins tar larvae w as 1.64×104PIB/㎖ and low er than tha

t to the 4th and 5th ins tar larvae by 2.4 and 390 times , res pect ively. T he median le

tha l t ime (LT 50) w as decreas ed as the concentrat ion of viral inoculum w as increase

d, and there w as much difference betw een low er viral concentrat ion and hig her vira

l concentrat ion. Als o, for the formula tion of SeNPV, the mas s product ion sys tem of

SeNPV w as es tablis hed. Bas ed on thes e results , the SeNPV w as formulated by add

it ion of feeding at tractant , ant i- precipita te of polyhedra, s preading s gent and UV- pr

otectant . T he SeNPV formula tion w as effective to S . exig ua and s table agains t field

conditions such as temperature, sun- light etc. T he effectiveness of SeNPV formulat i

on ag ains t target insect , S . exig ua, w as dramacally increas ed by addit ion of 0.05%

Bt NT 0423 s train. T hese res ults s ug ges ted that the SeNPV formulation w as useful

as the control ag ent for S . exig ua.

Ⅱ. Dev elopment of Plant- Derived Ins ectic ides

T he economic los ses due to arthropod pes ts in crops may be 5- 50%, or even

hig her in developing countries . Additionally , rodents not only cause great damag e in

agriculture and fores try , but also generate serious problems for communicat ion

s ys tems , s tructures and human health . Over the pas t decades , various at tempts to

control pes ts have taken an effort tow ard effect ive eradicat ion or prevention throug h

the development of synthet ic pes t icides . Althoug h they have effect ively controlled

v arious pes ts , their continued or repeated use has dis rupted biological control by

natural enemies and led to outbreaks in arthropod pes ts , the development of

w idespread res is tance to various types of insecticides and acaricides , toxicity to



nontarget org anisms , environmental problems , and human health hazards . Decreas ing

efficacy and increas ing concern over adverse environmental effects of the earlier

types of pes t icides have brought about the need for the development of new types

of select ive control alterna tives or of methods of crop protect ion w ithout , or w ith

reduced, use of conventional pes ticides .

Plants may be an alternat ive to current ly us ed pes t control agents because they

v irtually cons t itute a rich source of bioact ive chemicals . S ince these are often act ive

agains t a lim itted number of species including s pecific target pes ts , are

biodeg radable to nontox ic products , and potentially s uitable for use of integ rated

pes t manag ement , they could lead to the development of new classes of poss ibly

s afer pes t control agents . T herefore, much efforts have been focus ed on plant

materials for potent ially useful products as commercial pes t icides or as lead

compounds .

In the labora tory s tudy des cribed herein, w e as sess ed biological activit ies

(insecticidal, acaricidal, antifeeding , repellent, and antig naw ing ) of aromatic

medicinal, domes tic and Indian plant, cereal and lugume species agains t s even

important arthropod pes ts and rodents .

1. Development of Plant- Orig in of Insecticides

Methanol ex tracts from 54 aromatic plant species in 32 families w ere tes ted at

5000 ppm for their insecticidal, acaricidal and antifeeding activit ies agains t five

important arthropod pes ts by spray method. T he res ponses varied w ith arthropod

pes t s pecies , plant s pecies and plant t is sue s ampled. In a tes t w ith N ilaparvata

lug ens Stal, ex tracts of Gink o biloba leaves (100% mortality), E ug enia arom atica,

P iper nig rum , L ig us t icum chuanxiong , Curcum a long a (80% mortality) show ed



potent ins ect icidal activity . For P lute lla xylos te lla L., potent larvicidal act ivity w as

observ ed from extracts of P . nig rum , L . chuanxiong , C. long a ex tracts . In a tes t

w ith T etranychus urticae Koch, ex tract of D ioscorea batatas show ed potent

acaricidal act ivity (80% mortality). All tes t plant samples revealed lit t le or no

ins ect icidal activity agains t M ysus pe rs icae Sulzer and S podoptera litura L. F or

S itophilus oryz ae, P aeonia suffruticosa, E ugenia arom atica, A corus gram ineus observeed

potent insecticidal activity. Additionally in tested plants, an insecticial activity against

Callosobrushus chinensis has not observed. A s a naturally occurring control agent ,

derivat ives of plants des cribed herein could be useful as new insecticidal and

acaricidal products ag ains t various arthropod pes ts

Methaol ex tracts of 150 domes t ic plant species w ere tes ted ins ect icidal activity .

Z anthoxylum piperitum barks , Cham aecyparis obtusa leaves and Linde ra

e ry throcarpa leav es s how ed potent insecticidal act ivity . F or P . xylos te lla, insect icidal

activity w as observ ed from ex tract of Z anthoxylum piperitum barks ( 70%

mortality), but the others w ere not show n. All tes t plants rev ealed litt le or no

ins ect icidal activity agains t S . litura. For T .urticae , ex tracts of E laeag nus

m acrophylla leaf, S ecurine g a suffruticosa leaf and s tem, A ralia e lata leaf,

Z anthoxylum pe peritum bark, Que rcus salicina leaf, V accinium bracte atum leaf

s how ed potent acaricidal act ivity ( > 80% mortality).

Methanol extract of 26 Cheju is land plant s pecies w ere tes ted ins ect icida l

activity . For N. lugens , ex tracts of S ym plocos prium ifolia, Cornus walteri,

P latycarya strobilacea, Cornus walte ri, M ag nolia denudata, T orreya nucifera

s how ed potent insect icidal act ivity (80- 90% mortality). In a tes t w ith P. xylos tella ,

extracts of P inus leve illeana, S ym plocos prium ifolia, Cornus walteri, L onice ra

m aack ii, P latycarya s trobilacea, Carpinus cordata, E lae ocarpus sy lves tris ,

P ittosporum tobira, S tyrax japonica, Cornus walteri, H e x rotunda, T orreya nucifera



s how ed insecticidal activity . But all tes t plants revealed no insect icidal act iv ity

agains t S . litura. For T . urt icae , extracts of P inus leve illeana, S ym plocos

prium ifolia, Cornus walteri, Lonicera m aack ii, Cas tanops is cuspidata, P latycarya

s trobilacea, R aphiolepis um bellata, E laeocarpus sy lvestris , P it tosporum tobira,

S tyrax japonica, Cornus walteri, H ex rotund, F icus nipponica, S apindus m uk orossi,

M ag nolia denudata, T orreya nucifera show ed acaricidal activity (70- 80% martality).

T he ins ect icidal act iv ity of 22 domes t ic cerea ls bioas sayed by microtopical

applica te ag ains t BPH and leaf dipping method ag ains t GPA and T SSM. T he

methanol ex tracts from H orde um vultare and Oryz ae sativa s how ed potent

ins ect icidal activity ag ains t BPH, Fiagopyrum esculentum showed potent insecticidal

activiry against GPA at 5000, 2500 ppm and Fiagopyrum esculentum, P anicum m iliaceum ,

T riticum aest ivum , I schaem um crassipes, S org hum bicolor, S e sam um indicum ,

O ryaz ae sativa show ed potent activity ag ains t T SSM at 5000, 2500 ppm. But,

methanol extracts of 25 leg ume seed didn ' t s how insecticidal activity agains t BPH,

DBM, GPA, T CW , T SSM.

Methanol ex tracts from 84 s amples of 49 Indian plant s pecies in 30 families

w ere tes ted for their insect icidal act ivit ies agains t the brow n planthopper

(N ilaparvata lug e ns ST AL), us ing a topica l application method. T he act ivity varied

w ith both plant s pecies and tissue sampled. At a dos e of 0.5 ㎍/ female, the

follow ing 11 plant s pecies revealed s ignificant ins ect icida l activity: A dhatoda vas ica

leaves (100% mortality), A nnona squam osa seeds (100%), N erium indicum s tems

(100% ), Clerodendrum inerm e w hole plants (90%), P ong am ia pinnata s eeds (95%),

P rosopis chinensis s tems (90%), V ite x neg undo leaves (90%), A z adirachta indica

s eeds (89% ) and s tems (85%), A eg le m arm e los leaves (88% ), and M adhuca indica

s eed oil (88% ). How ever, the ex tract of A . squam osa seeds alone exhibited



s ig nificant act iv ity (100% mortality) even at 0.25 ㎍/ female. As naturally occurring

ins ect icides , thes e tropical plant- derived materials could be useful as an alternative

for s ynthet ic ins ect icides for manag ing field populat ions of N . lug ens .

Methanol ex tracts from 119 samples of 52 domes t ic plant species , 84 s amples of

49 Indian plant species w ere tes ted for their insectcidal activit ies ag ains t the brow n

planrhopper (N ilaparvata lug ens Stal) us ing spray or topica l applicat ion method. A

foliar extract of Gink g o bilola L. (Ginkg oaceae) revealed the most potent insecticidal

activity agains t BPH. T he active cons t ituents w ere isolated by spectra l analys is as

g inkg olides A, B and C, and bilobalide. Biloalide revealed much more potent

ins ectcidal act iv ity ag ains t susceptible BPH than the commonly used carbamate

ins ectcides carbofuran and fenobucarb. A t a dose of 0.01㎍/ female, topica lly- applied

bilobalide and g inkgolide C caused s ig ns of toxicity such as tremors and paralys is ,

and the insects died w ithin 30 min of trea tment. T hes e compounds w ere relat ively

non- tox ic to mice (LD50 > 1,000 mg /kg ) and w as not mutag enic, w hen tes ted

aganis t four s trains of S alm onella typhim urium . As act ive ingredients of a naturally

occurring insecticide, G. biloba- derived materials could be useful as a new control

agent for various planthoppers and leafhoppers .

T he insecticidal activit ies of Curucum a long a root- deriv ed materials w ere

examined for their insectcidal activit ies agains t seven arthropod pes ts us ing

leaf- dipping method. T he active cons t ituent w as is olated by spectral analys is as

ar- tumerone. T his compound not only revealed potent insectcidal activity ag ains t

BPH(N . lug ens ) and DBM(P . xyloste lla), but also w as hig hly effect ive agains t

T LB(P hytophthora infestans) and BPM(E rysiphe gram inis) . T his compound w as

mutagenic, w hen tes ted aganis t four s tr ians of S alm onella typhim urium . As active

ing redients of a naturally occurring insect icide, C. long a- derived materials could be



useful as a new control ag ent ag ains t various ins ect pes ts and plant diseas es

induced by plant pathog ens .

2. Development of Plant- Orig in of Insect Antifeedants and Repellents

M ethanol ex tracts from 45 s pecies of orienta l m edicinal plants belonging to 17

families w ere subjected to a screening tes t for their ant ifeeding and repellent

act ivities agains t tw o species of lepidopteran larvae, diamondback moth (P lute lla

xy los te lla L.) and tobacco cutw orm (S podoptera litura F .) by a leaf- dipping

m ethod. A ntifeeding act iv it ies w ere both ins ect and plant s pecies dependent .

P ae onia suffrut icosa show ed most potent repellent and insecticidal act iv ity of the

tes ted plants ag ains t S tophilus oryz ae and Callosobruchus chine ns is , and E ug enia

arom atica show ed 80% repellent act iv ity ag ains t S . oryz ae but tes ted all plants

w ere not observed an activity ag ains t C. chinens is .

T he antifeeding activities of Coptis japonica (Makino) root- derived materials

tow ard H yphantria cunea larvae (4th ins tar) and A g e last ica coerulea adults w ere

examined us ing leaf dipping method, and compared to tha t of tw o commercially

available isoquinoline alkaloids palmatine iodide and coptis ine chloride. T he

biologically act iv e cons t ituent of the Coptis roots w ere characterized as the

isoquinoline alkaloid berberine chloride by spectral analys is . In a tes t w ith H . cunea

larvae, the antifeeding activity w as much more pronounced in application of mix ture

of palmatine iodide and berberine chloride (1 : 1, w / w ) at 250 ppm (81%) and 500

ppm (100%), compared w ith palmatine iodide (77%) and berberine chloride (60% )

alone at 500 ppm. T hese res ults indicate tha t s ynerg is tic effect mig ht be involv ed

in the phenomena. W ith A . courulea adults , berberine chloride s how ed 55 and 93%

antifeeding act ivity at 125 and 250 ppm, res pect ively w hereas w eak act iv ity w as



obtained in applicat ion of 500 ppm of palmatine iodide (35%) and coptis ine chloride

(44%). It is concluded that the Coptis root- derived materia ls might be useful

products for manag ing H . cunea populat ions of mulberry or protect ing furniture

damag e caused by A . coerulea.

T he antifeeding act ivit ies of E ug enia arom atica- derived materials tow ard

H yphantria cune a la rv ae (4th ins tar) and A g e last ica coerule a adults w ere examined

us ing leaf dipping method. T he biolog ica lly active cons t ituent of the E ug enia roots

w ere characterized as eugenol and isoeug enol by spectral analys is . It is concluded

that the E ug enia root- derived materials might be useful products for manag ing H .

cunea populations of mulberry or protect ing furniture damag e caused by A .

coerulea.

3. Development of Plant- Orig in of Rodent Repellents

Methanol extracts of 54 plant species in 32 families w ere tes ted for their

ant ig naw ing activit ies agains t mice by w ire- dipping method. T he act iv ity varied

w ith plant species . Potent ant ig naw ing act ivity w as obs erved in ex tracts from roots

of A ucklandia lappa (Compos itae), barks of Cinnam om um cass ia (Lauraceae), fruits

of I llicium verum (Mag noliaeceae), fruits of P iper nig rum (P iperaceae), rhizomes of

R heum officinale (Polygonaceae), and leaves of P inus densiflora (Pinaceae). As

naturally occurring rodent repellents , these plant- derived materials could be us eful

as a preventive ag ent ag ains t various kinds of damag e caused by rodents .

T he antignaw ing act iv it ies of cinnamomi cortex (the dried bark of Cinnam om um

cass ia Blume)- and P inus densiflora le af- derived materials agains t laboratory- reared

mice w ere evaluated us ing a w ire- dipping method. T he biolog ica lly act ive

component of C . cassia bark w as characterized by spectral analys is as
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cinnamaldehyde. T he antignaw ing act ivity of the compound w as compared w ith that

of four commercia lly available compounds : cinnamyl alcohol, trans - cinnamic acid,

eug enol and salicylaldehyde. Cinnamaldehyde and cinnamyl alcohol ex hibited potent

repellent act iv ity , w hereas lit tle or no activity w as produced from salicylaldehyde.

Moderate act ivity w as observ ed in trans - cinnamic acid and eugenol.

Cinnamaldehyde and cinnamyl a lcohol exhibited potent and moderate repellent

activity at 5 and 2.5% solut ions of thes e compounds in ethanol, res pect iv ely,

w hereas lit t le or no act ivity w as observed in 1% s olut ion. T he biolog ically act ive

components of the P inus leaves w ere characterized by s pectral analys is as the

terpenoids α- pinene and β- pinene. T he antig naw ing activity of the compounds

w as compared w ith that of s ix commercially available compounds : 1- menthol,

1,8- cienol, g eraniol, dipentene, linalool, and cuminaldehyde. α- Pinene and β- pinene

exhibited potent repellent activity , w hereas lit t le or no activiy w as produced from

l- menthol, 1,8- cineol, geraniol and linalool. Modera te act ivity w as observed in

dipentene and cuminaldehyde. α- Pinene exhibited potent repellent act ivity at 5%

s olut ion of this compound in ethanol, w hereas lit t le or no act ivity w as obs erved in

2.5 and 1% solutions . As a naturally occurring repellent , C . cass ia bark- and P .

dens iflora leaf- derived materia ls could be useful as a new prev entiv e agent agains t

v arious kinds of damag e caus ed by rodents .
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적 및 중요성

1. 연구개발의 배경 및 목적

유기합성 농약의 획일적이고 무분별한 대량살포로 인하여 환경오염, 잔류독성 및 저

항성 해충의 출현 등 심각한 사회문제가 대두되고 있는 현실이다. 이와 더불어 전세계

유기합성 농약시장은 현재 약 20조원(1990년)에 달하고 있으며, 2,000년에는 약 30조원

의 신장이 예상되며. 그 중 살충제는 1990년의 6조원에서 2000년에는 8조 7,000억원으

로 신장이 예상되어 매년 평균 5.4% 매출 신장율을 나타내므로서, 인류의 보건복지 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 수십종의 미생물 살충제가 연구 개발되어 시판되고 있으며, 우리

나라에서는 10여개 농약회사들이 이들 미생물살충제를 수입 시판하고 있으며, 그 수입

량 또한 이 계속 증가추세에 있다.

그러나, 우리나라에서는 무공해 미생물농약 분야에 대한 연구가 극히 부진한 실정이

므로, 해충을 무공해적으로 방제할 수 있는 미생물 살충제의 개발이 절실히 요청되고

있으며, 식물체로부터 저독성 살충 활성 물질의 탐색 및 개발에 관한 연구는 또한 전무

하여 고부가 가치성 생물농약으로서의 식물자원을 대량생산할 수 있는 기술을 확보한

다면 국토의 효율적인 이용이 가능할 것이며, 농가소득을 증진시킬 수 있을 것으로 기

대된다.

이상의 무공해적 해충방제에 관한 개발 연구는 기초연구와 파상적인 제제화 연구까

지 소규모적으로 이루어지고 있었으나 결과는 크게 기대할 수 없는 실정이어서 이에

대한 개발 및 산업화에 명확한 목표를 둔 집중적인 연구 투자가 필요하다.



이에 본 연구에서는 유효 곤충병원 미생물인 Bt 및 Baculov irus를 이용하여 주요

농업해충에 대한 미생물 살충제를 개발·등록하며, 생산·실용화하는 것과 식물자원으

로부터 살충활성, 섭식저해성 및 기피활성 물질을 분리. 동정하여 특허 출원 및 산업화

함을 그 목표로 하고 있다.

세계 농약 총매출 현황

(단위; 억원)

년도

약제별
1980 1985 1990 2000 년평균신장율

제 초 제

살 충 제

살 균 제

식 물 생 장

조절제 및 기타

35,670

30,188

16,358

4,785

53,063

37,500

21,000

7,688

53,252

46,312

29,551

9,638

96,000

83,500

53,250

17,250

5.3

5.4

5.0

7.0

총 계 87,181 119,251 138,753 250,000

2. 연구개발의 중요성

1) 연구개발의 필요성

(1) 기술적 측면

해충의 증가와 곤충병원 미생물 (Bt , 바이러스 포함)의 활발한 분리를 통한 다양성

의 증가 및 유전공학적인 기술의 발달로 새로운 미생물 살충제의 개발 가능성이 매우

높은 상황이며, 세균살충제로 이용되고 있는 살충력이 강한 B acillus thuring iens is (이

하 Bt)의 경우는 포자 형성 토양 세균으로 계속해서 새로운 균주가 분리되고 있으며,

또한, 유전공학적 기법에 의해서 해충 숙주범위의 확대와 살충력을 강화할 수 있음으로

새로운 미생물살충제가 개발되어 특허출원이 유망한 상황이다. 이와 더불어 바이러스

살충제로서의 Baculovirus는 다양하고 특유한 존재형태인 봉입체를 형성하며 숙주특이

성을 가지고 있기에 새로운 바이러스와 이를 이용하여 유전자 조작 기술에 의해 살충



성을 높이고 숙주역을 넓힐 수 있는 recombinant virus 제작이 가능하게 됨으로서 국

제 경쟁력이 있는 바이러스 살충제의 개발이 가능하다.

이들 미생물 살충제는 방제목적 해충이외의 인축, 동식물에 대해 무해하기 때문에

무공해 살충제로서의 안전성이 보장되며, 최근 외국에서의 지적소유권 확대로 생물농약

개발의 기술이전 회피하는데 대한 국내개발차원에서, 지속적인 투자와 연구가 수행되어

산업적 가치가 있는 균주의 확보 및 제제화와 실용화로 이어지는 체계적인 연구수행에

의한 기술개발이 절실히 요청되고 있다.

식물체로부터 농업해충의 방제제 개발을 위하여 식물자원의 생리활성 기능에 따른

계통체계 확립에 의한 자원관리, 농업해충의 사육법 및 생물검정법의 확립, 정밀분석기

술을 확립함으로서 국내 농약업계의 무독성 농약개발을 위한 국제 경쟁력 강화에 한

몫을 할 수 있을 것으로 기대된다.

(2) 경제·산업적 측면

세계의 현 농약시장은 대부분 유기합성 농약으로 년간 20조원에 달하고 있으며, 이

중 살충제의 비율은 약 29%로 6조9천억원에 미치고 있으며, 이중 미생물 살충제인 Bt

제제의 세계시장 동향은 80년도에는 2,400만불에 불과하던 것이 89년도에 와서는 1억

700만불의 판매액으로서 년간 11%정도 계속 증가하고 있으므로서 99년도에는 3억불을

초과할 것으로 전망된다. 일본에서의 Bt제 사용량 역시, 현재 50억 규모이나 매년

50- 60% 증가할 것으로 예측하고 있는 실정이다. 이에 생물농약시장은 2,000년때까지

전체농약시장의 30%까지 차지하여 약 4조 2,000억 - 5조 6,000억원에 달할 것으로 예

견하고 있기 때문에, 미생물 살충제의 수요도 크게 증가할 것으로 추측된다.

한편, 현재 국내 시판되는 Bt제제 (T huricide, Dipel등)는 전부 수입에 의존하고 있

기 때문에, 조속히 자체 개발이 되지 않으면 많은 외화 손실이 예상되며, 무공해 해충

방제제 개발은 원예, 과수, 목초 및 골프장을 포함한 산림해충 방제 등 광범위한 산업

에 집중적으로 투입되므로서, 농산물의 부가가치 제고와 국토 환경보전에 크게 기여할



것이다.

(3) 사회·문화적 측면

유기합성 농약에 의한 인축의 중독, 수질과 토양에 대한 환경오염, 잔류독성 및 저

항성 해충의 출현 등, 농약 피해에 의한 각종 사회문제는 농약잔류 독성 기준 강화등의

조치와 보다 안전한 농약의 개발 필요성이 요구 되고 있으며, 우리나라에서도 배추좀나

방등의 방제를 위해 Bt제제를 수입하여 일부 사용하고 있고 국민들의 건강과 환경보전

에 대한 의식 제고로 인해 그 수요가 점점 확대될 것으로 예상된다.

앞으로 전개될 시설농업 및 국내생산 채소류에 무공해 방제제의 사용에 따른 무공

해 농작물의 생산으로 수입 농산물과의 차별화를 통한 우리농산물의 보호 및 소비의

촉진유도등 그 효과가 클 것으로 예상된다.

2) 국내외 관련기술의 현황과 문제점

(1) 국내 기술현황

KIST를 비롯한 연구소 및 몇개의 대학에서 미생물 농약을 개발하기 위한 기초 연

구와 미생물 배양조건 및 기술 체계에 관한 연구가 어느정도 진행되었으나, 아직 개발

과 실용화는 어려운 실정이다.

본 서울대학교 곤충병리학 연구실에서는 1992년 - 1995년(3년간)까지 농진청 농업

과학기술원 작물보호부와 공동연구로 국내 토양에서 새롭고 유효한 Bt 균주를 다수 분

리 확보하고 있으며, 그 중 제품화 도입이 가능한 Bt NT 0423은 이미 독소 단백질 유

전자를 클로닝하고 염기서열을 분석하여 GenBank에 등록하였으며, 유전공학적 기법에

의해 이 Bt NT 0423의 파리목 독성이 강화된 형질전환체 (Biochem. Biophys . Res .

Comm. 1995)를 제작하였다.

한편 서울대학교 곤충병리학 연구실과 KIST 생명공학 연구소에서는 바이러스의 분

리 연구로 다수의 국내산 핵다각체병 바이러스(NPV)를 확보하였으며, 곤충의 인공사료



육에 의한 사육 체계와 곤충병원 바이러스의 대량 생산에 관한 기초 기술을 축적하고

곤충병원 바이러스의 분자생물학적연구로 미생물 살충제 응용을 위한 기술을 수행하고

있으며, 또한 우리나라 곤충사육 및 연구현황 등을 종합 정리한 자료 제공 및 연구 협

력 사업을 수행하고 있다.

천연물에서의 생리활성물질의 탐색 및 개발에 관한 국내 연구동향은 의약학 및 식

품 분야에서 있어서는 다소 이루어지고 있으나, 농약활성 물질의 탐색 및 개발에 관해

서는 아직 체계적인 연구가 거의 이루어져 있지 않은 실정에 있으며, 특히 식물자원으

로부터 농약활성 물질의 탐색 및 개발에 관한 연구는 극히 부진한 실정이다.

현재 서울대 농생물학과 생리활성 천연물 연구실에서 국내산 및 외국산 식물자원을

이용하여 농약 개발중에 있으며, 150여종의 산림자원의 메탄올 추출물을 벼의 중요해충

인 벼멸구와 채소류의 대해충인 배추좀나방을 비롯한 5종의 농업해충에 대하여 살충

및 섭식저해효과 검정이 수행되었다 (J. Econ. Entomol. 1994). 또 살충성 화합물로서

은행나무잎으로부터 bilobalide를, 나한백 톱밥으로부터 carvacrol을 분리동정하여 특허

출원중에 있으며, 섭식저해물질로서 오배자로부터 methyl gallate를, 황벽나무의 수피로

부터 kihadanin, berberine을, 검은누리장나무 잎으로 부터 수종의 테르펜 화합물을 분

리 동정하였다.

(2) 국외 기술현황

전세계적으로 미생물 농약을 제제화하여 등록된 것은 66종에 이르고 있고, 이들 중

살충제로 등록된 제제는 약 40종 정도이다. 이들 미생물 살충제중 세균 살충제는 대부

분 Bt제제가 차지하고 있으며 14개 국가에서 연간 800만 파운드 정도를 생산 시판하고

있다. 미국은 이미 1960년도 부터 최초로 Bt제제의 시판이 이루어진 이래, 현재

Mycog en, IRRI 연구소를 중심으로 새로운 Bt균주의 분리 연구와 유전공학적 방법을

통한 신기능 Bt균주 개발에 힘을 기울여 1992년 현재 약 20여종의 Bt균주를 특허 등록

하고 있으며, 또한 Bt의 결정성 살충 독소단백질 유전자를 식물에 도입하여 내충성 작



물 생산에 성공하여 FDA 승인과 상품화 준비에 치중하고 있는 실정이다. 그리고, 일본

은 1980년대부터 무공해 농약 개발에 집중적으로 투자한 결과, 1992년 미생물 살충제가

12종이 등록되어 곧 실용화될 것으로 예상된다.

이와 더불어 선진국들은 식물기원의 농약활성성분의 탐색과 개발에 연구가 집중되

어 피레스린, 로테논 등이 개발되었으며, 또한, 이들 천연물 유래의 농약성분을 모핵 화

합물로 하여 유기인제, 카바메이트제, 피레스로이드제 및 아미노산계 농약들이 개발되

어있다.

3) 현 기술상태의 취약성

유효 곤충병원 미생물의 경제적 대량배양용 배지 및 제제화에 필요한 부가제 개발

연구가 미진하고, 제제화의 공정시험에 대한 경험이 부족하며, 식물체로부터 농약활성

물질을 분리, 정제하여 구조 결정하는 제과정이 미진한 실정이다.

4) 앞으로 전망

Bt제제는 살충효과가 뛰어나고 동시에 환경보전적 살충제이기 때문에 다른 농약에

비해 그 사용량이 지속적으로 증가할 것으로 전망됨. Bt 독소유전자의 재조합 및 형질

전환 방법으로 숙주범위가 넓고 병원성이 보다 강화된 새로운 균주의 개발이 지속적으

로 수행될 것으로 예상되며, 또 바이러스제제의 숙주 특이성 이용으로 문제시되는 목적

해충의 선별적 방제에 응용되어질 수 있으며, 특히 국토의 65%를 차지하는 산림에 적

용되어 국토 환경보전에 기여할 것으로 생각된다.

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

상품화되어 있는 미생물 살충제를 수입하여 시판하고 있는 점을 고려할 때, 미생물 살

충제의 국내 개발이 시급한 실정이라 할 수 있겠으며, 이는 수입 대체효과와 무공해 농

산물 생산에 따른 경쟁력 확보로 농가소득 증대와 안정적인 농업 기반 조성에도 크게

기여할 것이다.



국내산 식물체로부터 농업해충에 대한 농약활성물질을 분리·동정, 제형화하여 산지

적응시험을 거쳐 산업화함으로서 자연생태계를 보전함과 아울러 국내 농약산업을 활성

화에 기여하리라 생각된다.

5) 국내에서 연구개발하는 대신 기술도입을 한다면 가능한가?

가능하다면 기술료(Royalty)수준은 어느 정도이며, 경제성을 비추어 높은지, 낮은지?

해충 방제 대상에 있어서 외국에서의 문제 해충과 국내 해충이 다르므로, 국내에서

분리된 곤충병원 미생물을 이용하여 국내 문제해충 방제를 위한 미생물 살충제의 자체

개발이 바람직하며, 선진각국의 물질 자원 보호책(Know - How )의 심각한 현실을 고려

할때, 우리나라의 유용자원과 기술을 이용하여 국내 환경과 목적 해충을 대상으로 특허

권을 획득할 수 있는 연구개발이 절실히 요구되어진다. 선진각국의 물질 자원 보호책

(Know - How )의 경우 기술 이전을 기피하는 경향이 있으며 특히 고수준의 기술도입의

경우에는 막대한 기술료를 요구하고 있어 국내 경제성에 비추어 부담이 크다는 점을

고려할 때, 우리나라의 유용자원과 기술을 이용하여 국내 환경과 목적 해충을 대상으로

특허권을 확득할 수 있는 연구 개발이 절실히 요구되고 있다.

제 2 절 연구개발 내용 및 범위

1. 연구개발목표 및 내용

유효곤충 병원 미생물인 Bt 및 Baculovirus를 이용하여 미생물 살충제를 개발하여

등록하며, 이의 대량생산에 의한 실용화를 통하여 산업화를 수행한다. 식물자원으로부

터 살충활성, 섭식저해성 및 기피활성 물질을 분리·동정하여 특허 출원 및 산업화를

수행한다.



2. 연차별 연구개발 목표 및 내용

1) 제 1 세부과제 : 미생물 살충제 개발

(1) 무공해 Bt 살충제 개발

구분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차 년도

(1996)

살충효과가 증대된 선발

Bt의 경제적 대량배양

공정 및 대량생산 체계

연구

유효 곤충병원 Bt 선발

선뱝된 Bt의 살충효과 증대

Bt 대량배양용 배지 소재 개발

저비용 대량배양용 배지 개발

선발균주의 대량배양공정 연구

선발균주의 대량생산 체계

2차 년도

(1997)

선발균주와 기존균주의

독성효과에 대한 비교와

제제화 및 제제의 포장

실증 시험

S podoptera 해충에 대한 기존균주

와 독성 비교

제제화에 필요한 부가제 소재개발

제제의 조성

제제 조제의 단순화

제제화 시험

제제의 살충효과

제제의 포장 실증 시험

약효 및 안정성 검정

3차 년도

(1998)

제제의 대량생산 체계

확립 및 시제품 제작

제제의 효율성 제고

제제의 저비용 대량생산 체계

확립

시제품 제작

산업화 추진

제품화 및 등록시험



(2) 무공해 바이러스 살충제 개발

구분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차 년도

(1996)

선발 Baculovirus의 대량

증식법 및 대량생산 체

계 연구

유효 곤충병원 Baculovirus 선발

선발된 Baculovirus의 살충효과 증대

바이러스의 대량 증식법 개발

바이러스의 대량 생산

2차 년도

(1997)

선발된 바이러스와 기존

바이러스의 독성효과에

대한 비교와 Baculovirus

제제화 및 포장 실증 시

험

S podoptera 해충에 대한 기존의

바이러스와 독성 비교

제제의 부가제 소재 개발

바이러스 제제의 조성

제제 조제의 단순화

제제화 시험

제제의 살충효과

제제의 포장 실증 시험

약효 및 안정성 검정

3차 년도

(1998)

제제의 대량생산 체계확

립 및 시제품 제작

제제의 효율성 제고

제제의 저비용 대량생산 체계

확립

시제품 제작

산업화 추진

제품화 및 등록시험



2) 제 2 세부과제 : 식물성 살충제 개발

구분 연구개발목표 연구개발내용 및 범위

1차 년도

(1996)

살충 및 행동제어 특성

식물체의 탐색

식물체 채집 및 추출

살충성 식물체 탐색

섭식 저해성 식물체 탐색

유인물질성 식물체 탐색

기피활성 식물체 탐색

2차 년도

(1997)
활성 물질의 분리 동정

살충성 물질의 분리 동정

섭식 저해물질 분리 동정

유인 물질 분리 동정

기피활성 물질 분리 동정

3차 년도

(1998)
활성 물질의 산업화

Mouse에 대한 급성독성 조사

돌연변이원성 조사

어독성 시험

제형화 연구

산지 적응 시험

시제품 제작

산업화 추진



3. 연구추진내용 및 계획

1) 연구추진전략

(1) 제 1 세부과제 : 미생물 살충제 개발

무공해 Bt 살충제 개발은 유효 병원 Bt 균주의 확보, 저비용 대량배양, 제제화 및

실용화의 큰 단계로 구분할 수 있다. 따라서 이미 수년간 전국 토양으로부터 새로운

Bt 분리와 유효균주의 선발, 대량배양 및 제제화 연구로 그 기술 축적을 인정할 수 있

는 서울대 농업생명과학대학 곤충병리학 연구실을 중심으로 추진하였다. Bt의 대량배

양 공정은 이미 많은 경험과 업적이 있으며, 다년간 공동연구자로 과제를 수행한 아주

대 유연우 교수팀이 담당하였으며, 제제의 시제품 제작 및 산업화 추진은 (주)경농의

경주연구소장인 유용만 박사가 제제의 대량생산 체계 및 제품화 단계 등에 공동 연구

로 참여하였다.

무공해 Baculovirus 살충제 개발은 역시 유효 병원 Baculov irus 확보와 바이러스 대

량 생산 및 제제화와 실용화로 크게 구분할 수 있는데 KIST 생명공학연구소 곤충자원

실 실장 박호용 박사를 중심으로 서울대학교 농업생명과학대학 곤충병리학 연구실과

긴밀한 협조 체계로 무공해 해충방제제 개발이 이루어졌으며, 바이러스 대량증식법 개

발은 바이러스 대량증식, 제제화와 포장실험의 연구 경험이 많은 농진청 작물시험장 임

대준 박사와 공동 연구를 수행하였다. 또 제제화와 실용화의 산업화 추진 단계는 (주)

경농의 유용만박사와 공동연구를 추진하였다.

(2) 제 2 세부과제 : 식물성 살충제 개발

식물성 농약생리활성물질에 관한 문헌은 거의 확보하고 있었으며, 소장문헌으로는

J. Economic Entomology, Pes t icide Science, J. Pes ticide Science, J. Natural products ,

J. Chemical Ecolog y, Ag ricultural and Food Chemis try , Aquatic T ox icology등 주요학

회지에 발표되어 있는 논문으로서, 이 분야에 관한 정보수집에는 큰 어려움이 없었고,

또한 IUPAC, British P lant P rotect ion, International Plant Protect ion등의 국제 심포지



움에 참석하여 정보를 수집하였으며, 본 연구를 위하여 일본의 이화학연구소와 정보교

환을 통하여 기술습득을 수행하였다. 본 연구를 성공적으로 추진하기 위한 전문가 확보

면에서는 농업곤충, 천연물화학, 농약학 및 독성학에 대한 전문가나 경험자가 필요하므

로 연구주관 부서인 서울대학교에서 참여할 인원중에는 농업곤충, 농약학의 독성학 및

천연물화학 전문가가 포함되었다.

주관기관인 서울대학교에서는 농업해충의 생태와 방제법에 관한 물질추출 및 독성

학에 대한 지식과 경험은 풍부한 반면 제형에 대한 지식과 경험이 부족하므로 이 분야

의 전문기관인 농업과학기술원 농약제제연구실 및 한국화학연구소 제형연구실의 자문

을 받아 연구를 수행하였다.

2) 연구개발내용

(1) 제 1 세부과제 : 미생물 살충제 개발

- 무공해 Bt 살충제 개발

무공해 Bt 살충제 개발은 유효 병원 Bt 균주의 확보와 저비용 대량배양 체계의 확

립이 우선적으로 요구됨으로 전국의 토양 및 저곡창고를 중심으로 분리하여 확보하고

있는 국내 주요 해충에 대해 유효한 병원성 Bt의 선발을 수행하였으며, 선발된 Bt에

대해 대량배양을 위한 배지 소재개발과 대량배양체계를 확립하였고, Bt 균주의 살충효

과 증대를 위해 또 다른 유용한 독소 유전자를 electroporat ion 방법에 의해 도입하여

그 살충효과를 확인하였다.

Bt 대량배양을 위한 저가의 배지 개발을 위해, 농가 부산물 등을 이용한 Bt의 대량

배양과 대량배양 조건에 대한 요소들을 구명하였으며. 경제적인 Bt의 대량배양을 위하

여 대량배양용 배지 소재 개발에서 저비용 대량배양용 배지로 이어지는 일련의 연구로

생산비용을 절감하는 연구를 수행하였다. 개발된 저비용 대량배양용 배지를 이용하여

실제 선발된 균주의 대량배양과 경제적인 대량배양 체계를 구축하였다.

미생물 살충제의 완전 무공해화를 위해 농가 부산물 등 비용절감 효과를 가질 수



있는 천연 소재를 제제의 부가제로 탐색하여 이용하였고, Bt 균주의 적정 농도 설정

및 자외선 차단제, 전착제, 증량제 등 개발된 천연 소재의 부가제를 이용하여 가장 살

충효과가 높으며, 경제적인 제제의 조성을 선발하였다. 조제 공정의 단순화 연구를 생

산 공정의 용이함과 비용절감 효과를 얻기 위한 최소 조제 단계를 확립하여, 연구 개발

된 제제의 조성과 단순화된 제제의 조제 방법에 따라 제제화하였으며, 공정상의 문제점

과 개선점을 분석하였다.

실제 제작된 시제품을 이용하여 pot실험에 의해 보관방법, 살포방법, 살포시기, 살포

농도, 잔류성 등을 연구하여 제제의 살충효과를 분석하였고, 실제 야외 포장에서 목적

해충의 방제를 위해 제제의 시제품과 제제의 살충효과에서 분석된 여러 결과들을 기초

로 야외 살포 효과를 실증 시험하였다. 미생물 살충제의 가장 중요하고 근본적인 생물

농약의 특성인 활성 보유에 따른 약효 및 안정성등을 잔류효과등을 분석하였고, 제제의

포장 실증 시험과 약효 및 안정성 검정 결과를 토대로 생물농약에서 야기될 수 있는

불활화등의 문제점 분석 및 효과 검정으로 미생물 살충제의 효율성을 제고하였다. 이와

더불어 국내 농약회사와 미생물 살충제 개발 및 실제 적용에 대한 공동 연구를 수행하

였다.

그리고 실제 미생물 살충제제품을 시판할 때 고려되어야 하는 활성, 운송, 보관, 관

리 등의 측면에서 야기될 수 있는 요소를 연구 분석하여 시제품을 제작하였다.

제제의 포장실증 시험과 효율성 제고와 아울러 제제의 대량생산 체계가 확립된 미

생물 살충제를 국내 농약회사에 기술이전을 하기 위하여 국내 농약회사 (주)경농과 기

술 이전 및 협력을 하고 있으며, 이는 관련 산업과 농업 발전에 이바지할 것으로 기대

된다.

- 무공해 바이러스 살충제 개발

본 실험실에서 이미 국내 문제 해충을 중심으로 분리하여 분자생물학적인 기초 연

구가 진행된 Baculovirus의 병원성 검정을 통하여 문제시되는 목적해충의 곤충병원 바



이러스를 선발하였으며, Baculovirus의 병원성 증대를 위해, Baculov irus 발현벡터 시스

템의 응용으로 야생주 Baculovirus에 곤충 치사 유전자 등을 도입하였다. 숙주곤충을

이용하여 바이러스의 대량증식과 조건들을 구명함으로서 효율적인 증식법을 제시하였

고, 개발된 바이러스의 효율적인 증식법을 이용하여 실제 선발된 바이러스의 대량 생산

과 용이한 수거 등 경제적인 대량생산 체계를 확립하였다.

바이러스의 적정 농도 설정 및 자외선 차단제, 전착제, 증량제 등 개발된 천연 소재

의 부가제를 이용하여 가장 살충효과가 높으며, 경제적인 제제의 조성을 개발하였으며,

연구 개발된 제제의 조성과 단순화된 제제의 조제 방법에 따라 제제화하고, 공정상의

문제점과 개선점을 분석하였다.

실제 제작된 시제품을 이용하여 실내 생물검정에 의해 제제의 살충효과를 분석하고

자 하였으며, 미생물 살충제의 가장 중요하고 근본적인 생물농약의 특성인 활성 보유에

따른 약효 및 안정성 등을 분석하였다. 실제 야외 포장에서 목적해충의 방제를 위해 제

제의 시제품과 제제의 살충효과에서 분석된 여러 결과들을 기초로 야외 살포 효과를

실증 시험을 수행하였다. 제제의 포장 실증 시험과 약효 및 안정성 검정 결과를 토대로

생물농약에서 야기될 수 있는 불활화 등의 문제점 분석 및 효과 검정으로 미생물 살충

제의 효율성을 제고하였다.

제품을 시판할 경우 고려되어야 하는 요소를 연구 분석하여 효과적이면서도 경제적

인 시제품을 제작하였으며, 제제의 포장실증 시험과 효율성 제고와 아울러 제제의 대량

생산 체계가 확립된 미생물 살충제를 국내 농약회사에 기술이전을 수행하고 있으며, 함

께 등록과 산업화를 추진한다.

(2) 제 2 세부과제 : 식물성 살충제 개발

식물체 15종을 random 또는 anecdotal한 방법으로 채집, 식물체는 열풍건조기(60℃)

에서 3 일간 건조시킨후 2일간 메탄올에 침적하여 추출하였으며 버섯류의 경우에는

60% 메탄올로 60℃에서 2시간 열탕추출하여, 농축한 후 생물검정용 시료로 이용하였



고, 공시충으로는 벼멸구, 배추좀나방, 담배거세미 나방, 복숭아 혹진딧물, 점박이응애등

을 사용하였다.

식물자원으로부터 산림곤충에 대한 살충 및 행동제어 (섭식저해제, 유인제, 기피제)물

질을 개발하기 위하여 다음과 같은 방법으로 생물검정실행하였다.

*Primary s creening은 5,000 ppm 처리하며, 활성이 있을 경우 농도별로 처리

실 험

곤 충

조 사

항 목

생물검정법 처리농도

(ppm)

처 리

마리수

벼 멸 구

배추좀나방

담배 거세미나방

복숭아 혹진딧물

점박이 응애

살 충

살충, 섭식저해

살충, 섭식저해

살 충

살응애성

미량국소 처리법

잎침지법

잎침지법

잎침지법

잎침지법

5,000

5,000

5,000

5,000

5,000

90

30

30

30

30

살충 및 행동제어활성이 있는 시료를 용매(hexane, chlorform, ethyl acetate, w ater)

로 순차분획하여 농축한후 생물검정을 행하였으며 활성분획을 column

chromatog raphy, 박층크로마토그라피, 각종 spectral techniques , (GC- MS, IR, UV, 1H

및 C- NMR)를 이용하여 구조를 결정하였다.

급성독성 시험은 농약활성물질을 약량별로 mouse에 경구투여하여 48시간후에 독성

을 조사하여 합성농약과 독성을 비교하였다. 돌연변이원성 시험은 Salmonella균을 이용

하여 A mes 및 Maron(1982)의 방법에 따라 농약활성물질의 돌연변이원성 유무를 조사

하였으며, 어독성 시험은 잉어, 물벼룩을 공시하여 분리정제된 농약활성본체에 대한 독

성조사하였다. 산지적응 시험은 농약활성물질의 실용화를 위하여 적절한 제형(분제, 유

제, 입제등)으로 만든 후 산지처리기술 (수간주입, 수관살포, 토양처리등)을 적용하여

조사하고 있으며, 이들 결과를 바탕으로 하여 산업화를 추진하고자 하였다.



제 1 세부과제

미생물 살충제 개발
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제 2 장 무공해 Bt 살충제 개발

제 1 절 서 언

지난 수십 년 동안 유기합성 농약의 무분별한 사용으로 인하여 심각한 환경오염을

초래하면서 생태계의 파괴, 농약에 대한 곤충의 내성증가 등 많은 문제점들을 불러일으

키게 되었다. 이러한 문제들을 해결하기 위하여 환경에 안전하고 인축에 무해한 미생물

살충제의 개발과 이용이 이미 많은 선진국에서 실시·시도되고 있다. 지금까지 개발된

생물농약 중에서 B acillus thuring iensis (이하 Bt로 약칭)는 미생물살충제로서 대표적

인 것으로 전세계적으로 널리 사용되고 있다. 포자형성 시기에 곤충에 강한 독성을 보

이는 내독소 단백질을 생산하는 Bt는 오래전부터 그 유효성이 인정되었고 많은 조사와

연구가 이루어져 농업해충 및 위생해충의 방제를 위한 무공해 미생물 제제로서 세계의

많은 나라에서 널리 사용되어져 왔으며, 그 사용이 계속적으로 증대되고 있다. 실제로

미생물을 이용한 해충의 방제 전략에 가장 성공적인 평가를 얻고 있는 Bt는 미국에서

1960년 Bt 제제가 잠정적으로 시판되기 시작한 이래 근간에 이르러서는 년간 생산량이

800 - 1,000만 파운드 정도로 추정되며, 전체 시장규모는 92년도에 약 2억불 규모로 매

년 10% 정도씩 증가되고 있는 추세이다. 이러한 Bt를 이용한 미생물살충제의 개발을

위해 지금까지 수많은 Bt가 분리, 동정되었고 Bt가 생산하는 내독소 단백질의 형태, 독

성의 정도와 범위, 독성 기작 등 다양한 연구가 이루어졌다. 특히 주요 농업해충, 산림

해충, 저곡해충 및 위생해충에 독성이 있는 새로운 균주의 분리 연구가 추진되고 있으

며, Mycog en (미국)의 경우 세계 57개국으로부터 토양시료를 채취하여 새로운 Bt를 분

리 동정하고 있고, IRRI (필리핀)에서도 3,000종 이상의 Bt 균주를 확보하여, 이용범위

확대에 대한 연구가 진행되고 있다. 근래에는 Bt 내독소 단백질에 저항성을 갖는 해충

의 출현이 보고됨에 따라 독성범위가 넓어지고 독성이 증대된 새로운 Bt를 분리하기



위해서 새로운 Bt의 탐색과 분리와 함께 유전공학적으로 이러한 특성을 갖도록 재조합

되어 환경에 안정적인 새로운 Bt의 개발에 관한 연구도 활발히 진행되고 있다. 우리나

라에서도 1989년에 Bt 제제가 도입된 이래 매년 그 사용량이 증가하고 있는 추세이다.

아직은 생물농약에 대한 인식의 부족과 가격 경쟁력에서 열세에 있기 때문에 아직은

Bt 제제의 살충제가 국내의 전체 살충제 시장에서 1.1% (38억 원, 1995년 기준)의 낮은

시장 점유율을 차지하고 있으나 국내에서도 이에 대한 수요가 높아짐에 따라 관련 연

구가 시급한 실정이다. 이를 위해 본 실험에서는 양잠농가와 저곡창고, 시설 원예 단지,

과수원, 논, 밭, 산림 등의 다양한 분리지역에서 토양과 먼지 시료를 채집하였으며 이로

부터 다양한 Bt를 분리하였다. 양잠농가는 누에가 사육되는 장소로서, 토양은 미생물의

보고로서 또한 저곡창고는 야외에서 해충에 노출되어 자란 저장 작물들이 오랫동안 보

관되는 장소의 특성상 Bt가 분포하기에 적당한 장소로 간주되어, 이 지역을 대상으로

Bt를 분리하여 그 분포와 특성을 조사하고 나아가서 높은 독성을 보이거나 숙주역이

넓어진 새로운 Bt 균주들을 분리하였다. 이중 우리나라의 난방제해충인 밤나방속 해충,

파밤나방과 담배거세미나방에 높은 독성을 갖는 Bt 균주와 나비목과 함께 위생해충인

모기에도 독성을 갖는 양독성 Bt 균주를 분리하고 특성을 조사하였다. 또한 Bt 균주의

형질전환 숙주로의 이용성과 살충효과 증대를 위해서 무독성 Bt 균주에 모기에 살충성

을 가지는 유전자를 electroporat ion 방법에 의해 도입하여 독성의 회복을 유도하였다.

이렇게 밝혀진 균주의 특성을 이용하여 국내에서는 그 연구와 개발이 미약한, Bt를

제제로한 이용한 미생물 농약을 제조하여 그 효력을 검증하였다. 미생물 살충제인 Bt

제제의 경우 세계시장의 동향은 80년도에 2천 400만불에 불과하던 것이 89년도에는 1

억 7천만불로 매년 11% 정도 지속적으로 증가하고 있으며, 이런 추세를 볼 때 2,000년

도에는 전체 농약시장의 30%까지 점유하게 될 것으로 예견되고 국내에서도 이러한 증

가 경향을 예상할 수 있다. 현재 국내에서도 배추좀나방의 방제를 위하여 Bt 제제를

수입하여 사용하고 있으며, 환경보호의 차원에서 그 수요가 점점 확대될 것으로 예상되

나, 국내에서는 외국에서 등록된 제제 (T huricide, Dipel, Xentari 등)의 수입에 전적으



로 의존하므로 Bt 제제의 개발이 시급한 실정이다. 따라서 본 실험에서는 나비목과 파

리목에 양독성을 갖는 새로운 분리 균주 Bt NT 0423를 원제로 하여 대량배양을 위한

경제적 배지 소재과 조건을 확립하였다. 더 나아가 이 배지를 이용하여 미생물 농약을

제제화하였으며 그 효력을 실내시험, 온실시험 그리고 야외시험을 통하여 기존의 Bt

제제와 그 살충효과를 비교, 조사하였다.

제 2 절 재료 및 방법

1. 실험재료

1) Bt 및 토양·먼지시료

Bt type s train은 일본 구주대학 생물적 방제 연구실의 Ohba 박사로부터 분양받아

사용하였다. Bt를 분리하는 데 이용된 시료들은 전국의 양잠농가와 저곡창고, 시설 원

예 단지, 과수원, 논, 밭, 산림 등으로부터 먼지와 토양을 채취하여 사용하였다. 형질전

환에 이용된 균주 Bt NT B- 1는 본 실험실에서 분리한 무독성 균주이며 pCG- 5 vector

는 미국 캘리포니아 대학 Gill 박사로부터 분양받아 사용하였다.

2) PCR 수행을 위한 primers 합성

나비목, 파리목, 딱정벌레목에 독성을 갖는 균주를 확인할 수 있는 primers를

Kalman 등이(1993) 보고한 특이 primers를 합성하여 사용하였다. CryⅠ type은 나비목

에 독성을, CryⅡ type은 나비목과 파리목에, CryⅢ type은 딱정벌레목에, CryⅣ type

은 파리목에, CryⅤ type은 나비목과 딱정벌레목에 독성을 갖는 Bt 내독소단백질 유전

자를 검출할 수 있다. 각 primers는 (주) Bioneer에 의뢰하여 합성하였다.

3) 실험 곤충 및 인공사육



본 실험에 사용된 곤충의 사육은 25±1℃, 상대습도 55±10% 조건에서 사육된 것을

사용하였다. 파밤나방(S podopte ra exig ua)과 담배거세미나방 (S . litura)의 유충은 농촌

진흥청 농업과학기술원 잠사곤충연구부의 증식시스템 연구실에서, 파리목의 위생곤충인

빨간집모기(Culex pipiens palle ns ) 유층은 서울대학교 위생곤충연구실에서 분양받아

사용하였다. 딱정벌레목 이병충인 뽕나무하늘소(A priona g erm ari)와 왕똥풍뎅이

(A phodius apicalis ) 유충은 잠사곤충연구부 생체기눙 연구실에서 발견 즉시 - 20℃에

냉동 보관한 것으로 이후 Bt 분리에 사용하였다.

2. 실험방법

1) Bt 의 분리

전국의 양잠농가, 저곡창고, 시설 원예 단지, 과수원, 논, 밭, 산림등에서 채취한 토

양과 먼지로부터 Ohba와 Aizaw a (1978)의 방법에 따라 Bt균주를 분리하였다. 시료 1

g에 멸균증류수 9 ㎖을 첨가하여 강하게 5분동안 흔둘어 준 다음, 현탁액의 상층액을

50 ㎖ 튜브로 옮겨 포자를 형성하지 못하는 세균들을 선택적으로 제거하기 위하여 8

0℃에서 5 분간 열처리하였다. 그 후 현탁액을 10-2과 10-3으로 각각 희석하여 nutrient

agar 평판 배지에 고르게 도말하고, 28℃에서 4- 5일 동안 배양하였다. 포자 형성 콜로

니들 중에서 성장 상태가 Bt와 유사한 콜로니를 선발하여 위상차현미경으로 내독소단

백질과 포자의 형성 여부를 관찰하였다.

잠사곤충연구부 생체기능 연구실에서 인공사육중 이병된 뽕나무하늘소와 왕똥풍뎅

이 유충으로 부터 Bt를 분리하기 위하여, 발견 즉시 - 20℃에 냉동보관한 이병충들을

실온에서 녹여 각각 50 ㎖ conical tube에 담겨 있는 10㎖의 멸균증류수에 넣고 강하

게 교반한 뒤, 상청액을 새로운 tube에 옮겨 65℃에서 30분간 가열하였다. 상기 현탁액

을 10-2과 10-3으로 각각 희석하여 nutrient ag ar 평판 배지에 고르게 도말하고 위와 같

은 과정을 수행하여 Bt를 분리하였다.



2) 위상차현미경 및 전자현미경 관찰

포자형성이 일어난 Bt 배양액에서 그들의 크기와 형태를 알아보기 위하여 위상차현

미경과 전자현미경을 이용하여 관찰하였다. 위상차현미경 (Olympus Model VAN OX)

으로 관찰하기 위해서 소량의 Bt 배양액을 s lide glass 위에 떨어뜨린 후, cover g lass

를 덮고 emuls ion 오일을 놓고 1,500 배로 관찰하였다. 한편, 주사전자현미경 (Phillips

SEM 515) 관찰을 위해 시료는 냉동건조하고 알루미늄 원반시료대 위에서 자연건조시

킨 후, 탄소로 coat ing하고 금으로 염색하여 관찰하였다.

3) 내독소 단백질의 분리

내독소 단배질을 생산하기 위해 3 l의 GYS 배지가 들어 있는 대형발효기에 새로운

Bt 균주를 접종하여 28℃에서 공기를 주입시키면서 160 rpm으로 4일 이상 배양하여

침전물을 수집하였다. 이 침전물들을 0.01% T riton X- 100을 포함한 1 M NaCl 용액으

로 3회 세척한 다음, 초음파 교반기로 교반하여 s ucrose로 67%, 72%, 79%, 87% 농도

의 불연속 밀도구배를 만들어 초고속 원심분리기 (Beckman SW 28)를 이용하여 4℃,

80,000 g에서 14시간 동안 초원심분리하였다 (W endy와 Ellar , 1983). 79%와 87% 농도

에서 생성된 내독소 단백질층만 회수하여 멸균된 3차 증류수로 3회 이상 세척하여

s ucrose를 완전히 제거하고 냉동건조시켜 사용하였다.

4) 플라스미드 DNA의 분리

Bt 균주의 플라스미드 분리는 이미 보고된 alkaline lys is 방법 (Birnboim 등, 1979)

을 개선하여 사용하였다. 분리된 Bt 균주를 LB broth 배지에 접종하여 28℃, 12시간

동안 1차 배양한 후, 250 ㎖의 SPY 배지에 접종하여 28℃, OD600nm에서 0.7이 될 때까

지 배양하여 5,000 g, 5분간 원심분리하여 균체를 회수하였다. 이렇게 회수된 균에 10

㎖의 G.T .E 용액 [50 mM glucose, 25 mM T ris - Cl (pH 8.0), 10 mM EDT A]을 넣어

균체를 잘 풀어준 후 1 ㎖의 lys ozyme (50 mg /㎖) 용액을 넣어 섞은 다음, 실온에서



20분간 정치하였다. 새로 제조한 20 ㎖의 NaS 용액 (0.2 N NaOH, 1% SDS)을 넣어

균체를 균질화시킨 후 얼음속에서 10분간 정치하였다. 15 ㎖의 3 M potass ium acetate

60 ㎖, g lacia l acetic acid 11.5 ㎖, 멸균증류수 28.5 ㎖)을 넣어 천천히 섞어주고, 5분간

정치한 다음 상온에서 10,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 상층액을 새로운 용기에

옮겼다. 여기에 동량의 isopropanol을 넣고 원심분리하여 모아진 침전물은 1 ㎖의 T E

완충액에 넣어 잘 녹인 다음 RNase A를 10 μg /㎖의 농도로 첨가하고 37℃에 30분간

반응시킨 후 동량의 페놀용액을 처리하여 단백질을 추출하여 상층액만을 취하였다. 얻

어진 상층액으로부터 페놀을 제거하기 위하여 동량의 chloroform과 isoamylalcohol이

24 : 1로 혼합된 용액을 동량처리하여 원심분리한 다음 다시 상층액만을 취하였다. 이

상층액에 2배의 100% 알코올을 넣고 - 70℃에서 15분간 정치한 다음 12,000 rpm에서

15분간 원심분리하여 침전물을 얻은 후 70% 알코올로 2회 닦아내어 건조시켰다. 건조

된 침전물에 100 ㎕의 T E 완충액을 넣어 잘 녹인 후 사용하였다.

5) 단백질 전기영동 (SDS- PAGE)

Bt 균주를 GYS 배지에서 28℃, 4 - 5일 동안 흔들면서 배양하여 원심분리하고, 얻

어진 침전물을 1 M NaCl, 1 mM EDT A로 균체를 3회 세척한 뒤 초음파를 사용하여

세포를 파괴하고 이 세포 추출물을 Laemmli (1970)의 방법을 일부 수정하여 전기영동

을 수행하였다. 준비된 시료 일정량에 5X Sample buffer [0.6 ㎖ 1 M T ris - HCl (pH

6.8), 5 ㎖ 50% glycerol, 2 ㎖ 10% SDS, 0.5 ㎖ 2- mercaptoethanol, 1 ㎖ 1%

bromophenol blue, 0.9 ㎖ H2O]를 섞은 다음 100℃ 물에서 5분 동안 가열한 후, 상온에

서 잠시 정치시키고 원심분리하여 상층액을 회수한 다음, 10% SDS- PAGE를 행하였

다.

6) 내독소 단백질의 항혈청 제조

순수하게 분리한 내독소 단백질을 1 N NaOH (pH 12)로 28℃에서 용해 (0.4%



w / v)시킨 후에, 5시간 동안 같은 조건하에 두었다가 무게 2.0 kg의 토끼 (F emale,

New Zealand W hite a lbino rabbit)에 용해된 내독소 단백질 1 ㎖을 동량의 freund' s

complete adjuvant에 잘 혼합하여 1 ㎖씩 multis ite s ubcutaneous 접종하였다. 1차 항원

접종 1주 간격으로 freund' s incomplete adjuvant를 사용하여 같은 방법으로 2회

boos ter 접종한 뒤, 항원으로만 1회 정맥주사하였다. 10일 경과 후 면역된 토끼로부터

채혈하여 3,000 g에서 30분간 원심분리한 다음, 상층액을 모아서 0.001% methiolate를

첨가하여 - 20℃에서 보관하며 실험에 사용하였다.

7) 편모항혈청 제조와 면역학적 분석

본 실험실에서 보유하고 있는 기존의 33종의 Bt에 대한 편모항혈청은 1978년 Ohba

와 Aizaw a의 방법에 준하여 제조되었다 (표 1). Bt 균주의 단일 콜로니를 LB 배지

(pH 7.4)가 포함된 Erlenmeyer 플라스크내에서 24시간 동안 28℃에서 50 rpm으로 천

천히 흔들면서 배양하였다. 이 배양액을 원심분리한 후, 회수된 세포를 PBS

(phosphate buffered saline)에 현탁하였다. 현탁한 집균체의 양과 동량의 0.25%

formalin을 포함한 PBS를 섞고, 37℃에서 1시간 동안 정치한 후, 다시 원심분리하여

PBS에 재현탁하였다. 암컷 ICR mouse에 현탁액을 복강주사를 통하여 면역시켰다. 초

기 면역은 freud' s complete adjuvant 동량을 섞어 주사하고, 이후 7일 간격으로 3차례

에 걸쳐 freud' s incomplete adjuvant 동량을 섞어 주사하였으며, 마지막 면역은 현탁액

을 직접 주사하였다. 마지막 면역후 3일 후에 채혈하여 s erum만 따로 분리하고, 편모

항체만 선별 분리하기 위하여 균체를 100℃에서 2시간 동안 가열한 후, serum과 응집

반응을 시킨 후 다시 원심분리하여 - 20℃에 보관하였다. 사용할 때에 56℃에서 30분간

열처리한 후 실험에 사용하였다.

8) 편모항원 응집반응

편모항원 응집반응은 96 w ell plates를 이용하여 수행하였다 (Laurent 등, 1996). 2



8℃ 배양기에서 50 rpm으로 8 - 10시간 동안 자란 Bt 배양액 100 ㎕를 s aline으로 50

배 희석한 동량의 편모항체와 잘 섞고, 37℃에서 1시간 동안 정치하며 튜브의 밑부분에

침전이 생기는 응집반응을 관찰하였다. 침전물의 생성은 반응이 일어남을 의미한다.

9) DNA 염기서열 결정

염기서열 결정을 위한 단일 가닥 DNA의 제조는 플라스미드 DNA 3 ㎍을 증류수

16 ㎕에 용해시키고, 10 mM EDT A가 함유된 1 N NaOH 4 ㎕를 첨가한 후 37℃에서

30분간 처리하여 DNA를 변성시켰다. 반응액을 중화시키기 위하여 2 ㎕의 3M Sodium

acetate (pH 5.2) 용액을 첨가하고 50 ㎕의 순수한 냉에탄올을 첨가하여 - 70℃에서 15

분간 정치한 후, 15,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 단일 가닥 DNA 침전을 회수하

고 70% 에탄올로 2∼3회 반복 세척한 후, 냉동건조하여 7 ㎕의 멸균증류수에 녹여 시

료로 준비하였다.

DNA 염기서열결정법은 dideox y chain termination 방법 (Sang er 등, 1977)으로

Sequenase vers ion 2.0 kit (United S tates Biochemical Co.)로 실시하였다. 단일 가닥

DNA에 5× sequenas e 반응완충액 2 ㎕, primer 1 ㎕를 각각 첨가하고 65℃에서 2분간

처리한 후, 상온에서 30분간 DNA와 primer를 annealing시켰다. 여기에 0.1 M DT T 1

㎕, 희석 labeling 혼합물 (1 : 4 증류수) 2 ㎕, 35[S]- dAT P 0.5 ㎕ (10 μCi/㎕), 희석

s equenase (1 : 7 효소 희석완충액) 2 ㎕를 첨가하여 상온에서 5분간 labeling 시킨 후,

각각의 ddGT P, ddAT P, ddT T P 및 ddCT P 반응종료 혼합물 2.5 ㎕에 상기 시료를 3.5

㎕씩 분주하고 37℃에서 5분간 종료 ( termination) 반응시켰다. 그 후, 반응정지 완충액

4 ㎕를 첨가하여 반응을 정지시키고, 75℃에서 2분간 가열하여 이중결합의 DNA를 변

성시켜 젤에 loading하였다.

전기영동은 염기서열결정용 유리판 (20 × 40 ㎝)의 한 면을 s iliconiza tion시키고,

6％ buffer- g radient polyacrylamide g el을 작성하여 시료를 loading한 후에 1,700 V로

2시간 이상 전기영동하였다. 영동이 끝난 젤은 3 M지로 옮기고 젤 건조기에서 2시간



이상 건조시킨 후, 상온에서 48시간 동안 X- ray 필름으로 감광하였다.

10) 분리된 Bt 균의 PCR 시료 준비

Bt 균주를 영양평판배지에 접종한 후 28℃, 12 - 18시간 동안 배양하여 생성된 세

포를 멸균된 이쑤시개를 이용하여 100 ㎕의 멸균된 증류수가 들어 있는 1.5 ㎖

eppendorf tube에 옮긴다. 이 튜브를 10분간 끓여서 세포를 방출시킨다. 그런 다음,

10,000 rpm에서 10초간 원심분리하여 얻어진 상층액을 새로운 튜브에 옮겨서 PCR 시

료로 4℃에 보관하면서 사용하였다.

11) Polymerase Chain React ion (PCR)을 이용한 유전자형 분석

각 분리균주의 유전자형을 분석하기 위해 Bt 균주의 plasmid DNA를 분리하고 이

를 주형으로 하여 합성한 primer와 함께 PCR을 수행하였다. PCR reaction mixture는

(주) Bioneer의 Primix T opTM를 사용하였다. 증폭 반응은 DNA T hermal Cycler

(Perkin Elmer Cetus )를 사용하여 94℃, 45 초 (denaturat ion), 45∼55℃, 1 분

(annealing), 72℃, 1∼2 분 (polymeriza tion)의 조건으로 35 cycle 동안 수행하였다. 각

반응의 산물은 3% ag aros e gel에 전기영동하여 그 크기를 확인하였으며 반응의 특이

성은 제한 효소 패턴과 DNA 염기서열 분석을 통해 확인하였다.

12) 제제용 Bt 균의 배양

공시균주인 Bt NT 0423 균주를 영양사면배지에서 영양평판배지에 이식하여 28℃에

서 밤새 배양한 후, 생성된 단일 콜로니를 25 ㎖의 천연배지 (대두박과 밀기울이 3 :

2의 비율로 포함된 배지)를 500 ㎖ 플라스크에 넣고, 30℃에서 150 rpm의 속도로 배

양하여 분석에 이용하였다. 또한 이 배양액을 3 l의 천연배지가 포함된 5 l 발효조

(Braun Co.)에 전체부피의 5%를 접종, 30% pO2, 28℃, 200 rpm으로 진탕배양하여 제

제시험용 시료로 사용하였다.



13) Bt 균의 제제화

위의 배양액을 원심분리기 (HIMA C CR20B2, Japan)를 이용하여 4℃, 6,000 rpm,

20분간 원심분리하여 균체를 회수하여 각각의 부자재를 정해진 양만큼 첨가해서 잘

섞은 후, 공기압축기 (6 kg / cm2)로 분쇄하여 입자를 고르게 분말화한 후 실험에 이용

하였다. 이들 시제품의 부자재 첨가량별 제조처방은 표 49, 50, 51에서 보는 바와 같

다.

14) 제제용 부자재

계면활성제로는 음이온성 계면활성제인 polyox yehtylene alkyl aryl s ulfate, s odium

naphthalene s ulfonate formaldehyde condensate, modified arom atic s ulfonate, sodium

dialkyl s ulfos uccinate, s odium benzoate를 사용하였다. 보조제로는 w hite carbon,

T ix olex - 25를, 증량제로는 kaoline를, 영양원으로는 sucros e를 사용하였다.

15) Bt 균의 내생포자 측정

Bt 균의 내생포자 형성정도는 80℃, 10분간 열처리하여 세포를 사멸시킨 다음, 포

자를 연속적으로 희석하고, 영양평판배지를 이용하여 28℃ 항온기에서 24시간 동안 배

양한 후, 포자수를 측정하였다.

16) 생물검정

분리한 균주를 GYS 배지에서 30℃, 150 rpm에서 4- 7일 배양하여 내독소단백질이

생성됨을 현미경으로 확인하고 생물검정을 실시하였다. 파밤나방과 담배거세미나방유

충, 배추좀나방, 모기유충을 사용하여 1차 생물검정을 수행하여 독성을 보이는 균주를

선발하고 농도를 확인한 후 정량 독성 검정을 수행하였다. 파밤나방과 담배거세미나방

의 유충은 Bt 배양액을 인공사료에 도말하였으며 배추좀나방은 배추잎을 지름 약 10



㎝로 잘라 Bt 배양액에 담가 충분히 적신 뒤 음건하고 사육하고 치사율을 조사하였다.

빨간집모기는 여러 농도의 Bt 배양액을 희석한 20 ㎖의 접종원에 사육하면서 치사율을

조사하였다. 딱정벌레목의 경우에는 뽕나무하늘소와 왕똥풍뎅이 3령 유충을 각각의 Bt

가 고루 도말된 인공사료와 소똥을 이용하여 60시간동안 치사여부를 관찰하였다.

제 3 절 결과 및 고찰

1. 유효 곤충병원 미생물의 선발 및 살충효과 증대

1) 유효 곤충 병원 Bt 균주의 선발

국내의 주요해충으로 알려져 있는 밤나방속의 곤충에 대해서 강한 살충력을 가지는

무공해 미생물살충제는 현재까지 개발되어 있지 못한 실정이므로, 본 실험실에서는 국

내에서 분리된 353개의 Bt 균주를 대상으로 밤나방속에 속하는 파밤나방과 담배거세미

나방에 강한 독성을 나타내는 균주를 3차례의 독성검정을 거쳐 선발하고 그 특성을 규

명하였다. 파밤나방을 대상으로한 1차 독성검정의 결과 37개의 Bt 균주를 선발하였고,

담배거세미나방을 공시충으로 사용한 2차 독성검정을 통해 10여종의 균주를 선발하였

다. 선발된 균주중 3차 독성검정을 통하여 7개의 균주를 최종적으로 선발하였다. 선발

된 7개의 균주는 각각 ST B- 1, ST B- 2, ST B- 3, ST B- 4, ST B- 5, ST B- 6, ST B- 7로 명

명하였다. 3차 독성 검정결과 ST B- 1, ST B- 3, ST B- 6, ST B- 7은 4일 후 100%의 살충

성을, ST B- 2, ST B- 4, ST B- 5은 80% 이상의 살충성을 보였다. 선발된 균주에 대해 편

모항체를 사용한 편모항원성 검정과 SDS- PAGE를 통한 단백질 패턴 분석 그리고 기

존에 보고되어 있는 밤나방속에 독성에 관련된 유전자인 cryIA (a), cryIA (b), cryIC,

cryIE , cryIF에 특이성이 높은 oligonuleot ide primers와 다양한 나비목 곤충의 독성에

관련된 cryI I와 cryV의 oligonucleot ide primers를 사용한 PCR분석을 통해 각 분리균주



들의 gene type 분석을 수행하였다. 100%의 살충력을 보이는 선발 균주들에 대해 기존

에 있는 33개의 편모항체를 사용하여 편모항원성을 검정한 결과 ST B- 1은 H3a3b으로

Bt subsp. kursaki, ST B- 3는 H4a4c로 Bt s ubs p. ke nyae로 나타났으며, ST B- 6,

ST B- 7은 Bt subsp. aiz awai와 응집반응을 일으켜 기존에 보고된 파밤나방에 강한 살

충력을 가지는 균주와 동일한 편모항원성을 가지고 있었다 (표 1). 이들 분리균주의

SDS- PAGE로 내독소 단백질의 패턴을 분석한 결과 기존의 나비목에 독성을 나타내는

약 130 kDa과 65 kDa의 내독소단백질을 발현함을 확인하였다. PCR 분석결과 ST B- 1

은 cryIA (a), cryIA (b), cryIA (c) , cryIE , cryI I , ST B- 3는 cryIE , ST B- 4는 cryIA (b) ,

cryI I , ST B- 6, ST B- 7은 cryIA (a) , cryIA (b), cryIC, cryIF , cryI I를 각각 가지고 있는

것으로 나타났다 (그림 1).

PCR 수행 결과 4개의 분리균주중 ST B- 1은 cry1A (a) , cry1A (b), cry1A (c)와 함께

cry1E를 동시에 가짐으로써 기존의 B t 균주보다 독성 범위가 넓은 새로운 균주이며

ST B- 3 또한 기존이 Bt subsp. k enyae와는 다른 유전자형을 보이는 균주임을 확인하

였다. 이러한 결과를 독성 검정을 통하여 확인하기 위해 나비목 곤충인 누에와 파밤나

방을 대상으로 기존의 나비목 강독성 Bt s ubs p. k urstak i와 Bt subsp. ke nyae를 대조구

로 독성 검정을 수행하여 그 독성을 비교하였다 (그림 3).



T able 1. H agg lutiant ion tes t of B . thuring iens is ST B is olates tox ic

to S podoptera s pecies

H
s erotype

Serovar
Is olate

ST B- 1 ST B- 3 ST B- 6 ST B- 7

1 thuring iensis - - - -
2 finit im us - - - -

3a ales ti - - - -
3a3b kurs tak i ＋ - - -
4a4b sotto - - - -
4a4c ke nyae - ＋ - -
5a5b g alleriae - - - -

6 entom ocidus - - - -
7 aiz awai - - ＋ ＋

8a8b m orrisoni - - - -
8a8c os triniae - - - -
8b8d nig eriensis - - - -

9 tolworthi - - - -
10 darm stadiensis - - - -

11a11b toum anoffi - - - -
11a11c kyushuens is - - - -

12 thom psoni - - - -
13 pak is tani - - - -
14 israe lens is - - - -
15 dakota - - - -
16 indiana - - - -
17 tohok uens is - - - -
18 kum am otoens is - - - -
19 tochig ie ns is - - - -

20a20b yunnanensis - - - -
20a20c pondicheriensis - - - -

21 colm eri - - - -
22 shandong iensis - - - -
23 japonens is - - - -
24 ne oleonens is - - - -
25 core anens is - - - -
26 silo - - - -
27 m exicane ns is - - - -



F ig . 1. PCR Products of ST B series us ing S podopte ra specific primer sets

또한, 각종 과수에 심각한 피해를 주고 있는 딱정벌레목 해충에 강한 살충력을 갖는

무공해 미생물살충제의 개발을 위해 뽕나무등을 가해하는 뽕나무하늘소와 왕똥풍뎅이

의 이병충으로부터 Bt 균주를 분리하고, 위상차 현미경 관찰, 편모항체를 사용한 편모

항원성 검정, SDS- PAGE, plas mid DNA 분리 및 패턴분석 그리고 독성 검정 등을 수

행하여 그 특성을 규명하였다. 뽕나무하늘소와 왕똥풍뎅이 이병충으로부터 총 4종의

Bt 균주들이 분리되었으며 각각 Ag10, Aa18, A g21, A a22로 명명하였다. Aa18과 Aa22

는 왕똥풍뎅이 이병충에서 분리되었고 Ag 10은 뽕나무하늘소 이병충으로부터 분리되었

으며 Ag 21은 왕똥풍뎅이와 뽕나무하늘소 이병충으로부터 동시에 분리되었다. 33개의

편모항체를 사용한 편모항원성 검정 결과 Aa22만이 Bt subsp. darm stadiens is로 나타

났으며 나머지 3개의 분리주에서는 응집반응이 일어나지 않았다. 위상차 현미경으로 포

자와 내독소단백질을 관찰한 결과 이들 분리주 모두 원형의 내독소단백질이 관찰되었

다.



Fig. 2. SDS- PAGE analys is of selected B . thuring ie ns is isolates .

Lanes : 1. Molecular w eig ht marker; 2, Aa18; 3, Ag21; 4, A a22; 5, Ag 10;

6, B . thuring iens is subsp. darm stadiensis .

이와 함께 다수의 농업 해충이 속하는 나비목과 위생해충으로 해마다 문제가 되고

있는 파리목 해충의 동시 방제를 위해 양독성을 갖는 Bt 균주를 분리하였다. 본 실험

실에서 계속적으로 분리한 329종의 Bt 분리균주를 대상으로 누에와 빨간집모기 (Culex

pipiens pallens )를 사용한 독성 검정을 통해 양독성을 가지는 균주 41종을 분리하였다.



T able 2. Is olat ion and tox icity of B . thuring iensis from fores t res ources

B . m ori
C. pipiens

pallens

B .m ori and

C. pipiens

pallens

Coleoptera Non- tox ic T otal

Isola tes 154 (46.8%) 329

No. of Bt.

isolates
69 1 41 - 4 115

Dis tr ibution

rate(%)
60 0.9 35.5 - 3.6 100

2) 선발균주와 기존균주의 독성효과에 대한 비교

본 연구에서는 국내에서 분리된 Bt 균주를 대상으로 밤나방 속에 강한 독성을 나타

내는 균주를 3차례의 독성검정과 PCR 수행을 거쳐 기존의 보고와는 다른 Bt 균주 2개

를 최종적으로 선발하였다. 선발한 균주들의 정량적인 살충효과를 검정하기 위해 기존

의 Bt s ubs p. k urs tak i HD- 1과 subsp. k enyae를 대조구로 하여 살충효과를 비교하였

다. 선발된 Bt 균주를 GYS 배지에서 5일간 진탕배양하고 autolys is된 내독소단백질과

포자의 혼합액을 정량하고 기존의 균주와 독성을 비교하기 위해 파밤나방을 대상으로

생물검정을 실시하였다 (그림 3). 누에를 사용한 독성검정의 경우 106 cfu/ml의 농도로

처리한 결과 ST B- 1은 100%의 독성을 보임으로써 미생물 살충제로 실제 가장 많이 사

용되는 Bt subsp. kurs tak i와 유사한 강독성을 보였다. 109 cfu/ml의 농도로 파밤나방을

사용한 독성검정 결과 ST B- 1과 ST B- 3는 각각 52.5%와 50%의 치사율을 보임으로써

Bt subsp. k enyae가 갖는 55%의 높은 독성과 유사한 활성을 보였다. 이상의 결과, 기



존의 Bt subsp. k urstak i가 갖는 나비목 곤충에 대한 독성과 함께 거세미나방속 해충에

도 높은 살충력을 가지는, 독성 범위가 확대된 새로운 B t s ubs p. k urstak i 균주,

ST B- 1를 분리하였으며, 이는 미생물 살충제의 산업화에 유용균주로써의 이용이 기대

된다.

F ig . 3. T he tox icit ies of ST B- 1 and ST B- 3 ag ains t S . exig ua and B . m ori

3) 선발된 Bt의 살충효과 증대

Bt 균주의 형질전환 숙주로의 이용성과 살충효과 증대를 위해서 Bt균주에 다른 균

주에서 유래한 내독소 단백질 유전자를 electroporat ion 방법에 의해 도입하였다. 또한

내독소단백질을 형성하면서 무독성인 균주를 분리하고, 동일한 편모항원성을 가지는 균



주의 내독소단백질 유전자를 도입하여 새로 도입된 외래유전자가 무독성 균주내에서

발현되는 양상과 내독소단백질간의 상호작용에 의한 독성상승효과를 조사하였다. 형질

전환에 사용된 Bt NT B- 1균주는 무독성 균주이나 파리목에 강한 독성을 보이는 Bt

s ubs p. israe lens is 균주와 동일한 편모항원성을 가지는 특징을 보임으로써 모기에 강

한 독성을 보이는 내독소단백질 유전자인 cryIV D와 cytA 유전자를 electroporat ion으로

도입한 후, 도입된 외래 내독소단백질 유전자들의 발현을 SDS- PAGE, w es tern blot과

전자현미경 관찰에 의해 분석하고, 생물검정을 통해 독성강화 여부를 분석하였다.무독

성 내독소단백질을 형성하며 모기에 강독성을 보이는 Bt subsp. is rae le ns is 와 동일한

속에 속하는 Bt NT B- 1균주에 모기 독성 단백질인 CryIVD와 CytA의 유전자가 포함

된 플라스미드 pCG5를 electroporat ion을 통해 형질전환하였고, 5일째에 집균하여 단백

질 전기영동과 w estern blot을 통하여 확인한 결과, 재조합 균주는 w ild type 균주가

가지는 밴드와 더불어 72 kDa 크기의 CytA 단백질을 동시에 발현하고 있는 것을 확인

하였다. 또한 내독소단백질을 형성하지 않는 Bt subsp. k urstak i Cry- B에 pCG5가 형

질전환된 균주와 pCG5가 유래한 w ild type 균주인 Bt subsp, m orrisoni PG- 14에서도

CryIVD와 CytA가 정성적으로 발현됨을 확인하였다. CryIVD와 CytA에 대한

polyclonal antibody를 이용한 w etern blot에서도 역시 단백질의 발현을 확인하였다.

Bt NT B- 1의 재조합 균주내에 형성된 독소단백질형태를 주사전자현미경으로 관찰한

결과 NT B- 1의 내독소단백질과 CryIVD, CytA 단백질을 관찰하였다 (그림 4). 형질전

환체 내에서의 안정적인 내독소단백질의 형성을 확인하기 위하여 투과 전자현미경으로

관찰한 결과 포자와 더불어 자신의 성상을 유지하며 발현되었으며, CytA단백질의 경우

1.3 ㎛정도의 큰 inclus ion을 형성하였으며, w ild type 내독소 단백질의 경우는 다소 작

은 크기로 발현됨을 볼 수 있다. Bt NT B- 1재조합 균주의 독성을 검정하기 위하여 빨

간집모기유충을 사용하여 생물검정을 수행한 결과, 양성대조구로 사용된 B . t. s ubs p.

m orrixoni PG- 14보다 독성이 낮으나, 105CFU/ml에서는 다른 대조구인 B . t. s ubs p.

k urs tak i Cry－B에 pCG5가 형질전환된 균주보다는 독성이 높았으며, 106 cfu/ ml에서



도 12시간이내에서는 독성이 높은 것으로 나타났다.

F ig . 4. Parasporal inclus ion proteins of B . thuring iensis NT B- 1 trans formed w ith

pCG5 observ ed by s canning electron- (A) and transmiss ion electron- (B)

microscopy. CryIVD, CytA, NT B- 1 crys tal protein and spore are repres ented as D,

T , N and S , respect ively.



그러나, 기대하였던 상승효과는 w ild type 균주인 Bt subsp. m orrisoni PG- 14과의

비교에서도 알 수 있듯이 나타나지 않은 것으로 보이고 단지 도입된 유전자들에 의해

서만 독성을 나타내는 것으로 확인하였다 (그림 5).

F ig. 5. Mos quitocidal act ivity of B . thuring ie ns is NT B- 1 transformed w ith pCG5

agains t Culex pipiens pallens at 106 CF U/ml



2. Bt 경제적 대량배양공정 및 대량생산체계 연구

1) Bt 대량배양용 배지소재 개발

(1) 대량배양용 균주

대량배양용 배지소재개발을 위하여 본연구실에서 분리한 나비목/파리목 양독성 균

주인 Bt NT 0423을 대상으로 배양실험을 수행하였다. Bt NT 0423균주는 기존에 알려지

지 않은 내독소단백질 유전자를 가지는 새로운 균주로서 GenBank에 그 유전자를 등록

하였다 (Acc. No. U82003). 영양세포, s porulated cell 그리고 free spore를 포함한 total

cell의 농도는 NB agar plate상에서 ‘drop method' 방법으로 결정하여 colony forming

unit (CFU)로 나타내었고, spore는 여러 번 희석시킨 시료를 65℃에서 15분간 열처리

한 후 NB agar plate에 도말하여 나타나는 colony 수를 측정하여 결정하였다. 실험은

하나의 시료당 3단계의 희석배수로 달리하고 각각의 시료에 대하여 3배수로 접종하여

총 9개의 plate에 나타난 colony 수를 평균하여 결정하였다.

(2) Bt 초기배양용 배지소재탐색

탄소원으로써 s ug ar, g lucos e, maltose를 질소원으로 yeas t ex tract, casein , peptone

을 첨가하여 Bt 균주의 성장을 4일동안 관찰하면서 효과적인 질소원과 탄소원을 탐색

하였다.탄소원으로는 s ug ar를 첨가하였을때 Bt의 성장이 가장 효과적이었으며, 질소원

으로 첨가한 casein의 첨가가 가장 효과적임을 확인하였다.

2) 경제성 저비용 대량배양용 배지 개발

(1) 저비용 대량배양용 배지 개발

경제적인 저비용의 Bt 균주의 대량배양용 배지로써 농가부산물인 밀기울과 대두박

을 이용하여 성장성을 조사하였다. Bt 배양의 기본적인 배지는 ammonium phos phate

같은 질소원과 dex trose 같은 탄소원을 주성분으로한 화학적 배지이며 또한 단백질, 핵



산, 보조효소 성분들과 같은 생리적으로 필요한 무기원들이 적절히 조성되어져야한다.

그러나, 이러한 조성으로 대량배양을 할 경우 가격경쟁력면에서 뒤떨어짐으로 값싼

농가부산물로 배지소재를 대체하여 대량배양생산체계를 확립하여야 한다. 대두박은 단

백질이 84.1%로 많이 함유되어 있으며, 비타민과 아미노산, 무기염류가 나머지를 구성

하는 반면, 밀기울의 경우 단백질량이 적게 포함되며 탄수화물 함량이 높아 각각 질소

원과 탄소원의 구성성분으로 매우 적절한 조합으로 생각되어 개발을 시도하였다.

대두박과 밀기울을 1 : 1, 1 : 4, 2 : 3, 3 : 2 그리고 4 : 1의 비율로 배합한 5종의

SW배지를 만들어서 Bt의 배양에 사용하였다. 이렇게 만들어진 대두박과 밀기울 천연

배지를 이용, 내독소 단백질 생산에 많이 사용되는 GYS 배지와 일반적인 세균의 배양

에 널리 쓰이는 LB 배지와 비교를 통하여 Bt의 배양조건과 그 효율성을 조사하였다

(표 3). 대두박과 밀기울의 천연배지가 Bt의 성장과 포자형성에서 GYS나 LB 배지보다

좋은 결과를 나타내었다. 대두박과 밀기울의 혼합비율에 따른 배양효율은 5개의 배지가

pH, 세포수, 포자수가 거의 비슷한 특징을 보였지만, 3 : 2의 비율로 혼합된 배지에서

포자형성이 매우 활발히 진행됨을 보여 다른 배지보다 더 효율적임을 알 수 있었다

(표 3). SW 32배지에서의 세포수와 포자형성간의 비교에서는 1일만에 성장이 거의 끝났

고, 포자형성은 72시간에서 96시간 사이에 거의 끝나는 상당히 빠른 양상을 나타내었다

(그림 6).



T able 3. Comparison of g row th and sporulat ion in SW and know n media

Medium
Init ia l

pH
Final

pH

Cell count
OD600nm

No. of Cell No. of Sporea

GYS 7.0 6.7 8 - - b 2.791

LB 7.0 7.8 42 - - c 3.341

Soybean : W heat

1 : 1 Mixture
(SW 11) 7.0 7.5 28 22 3.342

1 : 4 Mixture
(SW 14)

7.0 7.5 26 14 3.348

2 : 3 Mixture

(SW 23)
7.0 7.3 43 1 3.348

3 : 2 Mixture

(SW 32)
7.0 7.3 2 37 3.348

4 : 1 Mixture
(SW 41)

7.0 7.6 9 19 3.348

* Incubat ion condition; 30℃, 240 rpm, 5 days

a Spore number is calculated after heat trea tment (85℃, 10 min)

b and c Could not observed colony until x 106 CFU/ml



.

F ig . 6. Grow th curve of viable cells and s pores of B . thuring iensis in the SW 32

medium



대두박과 밀기울은 물에 녹지 않는 성분이 많이 포함되어 있고, 발효기내 배지성분

의 함량이 Bt의 성장에 많은 변화를 일으키기 때문에 적정배지량을 분석한 결과 배지

의 비율이 4%와 5%일 떠 성장이 가장 높았으며, 이러한 성장은 대조구에 비해 약 9배

정도 성장이 높았다 (그림 7).

F ig. 7. Determinat ion of the optimum volume (%) of the medium in a fermentor

효율적인 배지비율을 결과를 통하여 대두박과 밀기울의 비율를 0:5에서 5:0까지 순

차적으로 나누고 5일동안 성장을 조사한 결과, 대두박과 밀기울의 비율이 3:2일 때 약

4 109/ml로 가장 높았으며 배양기간중 pH 변화도 크지 않았다.



3) 선발균주의 대량배양

선발된 배지의 농도와 대두박과 밀기울의 비율로 7일동안 spore과 colony count를

통하여 Bt 균주의 성장과 내독소 단백질의 형성을 조사하였다. 접종후 약 4- 5일 까지

4 109/ml의 빠른 성장을 보였으며, 내독소 단백질의 형성도 1.3 109/ ml을 나타냈다. 접

종 후 5일부터는 내독소 단백질의 형성과 성장이 점차 났아졌으며, 7일부터는 일정수준

으로 유지되었다.

4) 선발균주의 대량배양공정 연구

경제성 있는 Bt 제재의 미생물 살충제를 개발하기 위해서는 살충력이 강한 균주의

개발과 함께 고농도의 균체 및 포자를 저렴하게 생산할 수 있는 산업용 배지의 개발이

매우 중요하기 때문에 본 실험에서는 산업용 기질인 밀기울과 대두박을 이용한 회분식

배양에서 세포의 성장과 포자형성에 대한 무기물 및 g lucose의 첨가와 용존산소량의

영향에 대한 연구를 수행하였고, 대량생산의 가능성을 검토하기 위하여 50 L 발효조에

서 Bt의 고농도 포자를 얻기 위한 배양조건에 대한 연구를 수행하였다.

(1) 산업용 배지에 의한 Bt의 배양

일반적으로 Bt의 산업적 생산을 위한 배지는 구입이 용이하고, 비용이 저렴한 산업

용 배지를 사용하는데 cotton seed meal, s oybean meal, corn s teep liquor 그리고

molas ses 등이 대표적이다. 주로 이들은 농산물 가공산업에서 얻어지는 부산물들로서

이들과 함께 탄소원으로 가장 널리 이용되는 g lucose를 첨가하여 세포성장과 포자형성

을 최적화 하는 연구들이 활발히 진행되고 있다.

본 실험에서도 산업용 배지인 밀기울과 대두박을 각각 2% (w /v)와 3% (w / v)을 사

용하여 1.0 vvm과 200 rpm에서 Bt를 배양하였다. 실험결과 (그림. 8)에서 영양세포의

경우는 8시간 이후부터 급격하게 증가하기 시작하여 12시간 배양시에 1.2×109

CF U/mL으로 최대값에 도달한 후에 천천히 감소하다가 포자 형성이 증가하는 48시간







(2) 무기염과 glucose 첨가에 의한 영향

Bt의 포자형성은 탄소원이 고갈되는 시기에 이루어지며 질소원과 탄소원의 비율에

의해서도 많은 영향을 받는 것으로 알려져 있다. 따라서, 영양분 제한상태에서 포자형

성의 관계를 연구하기 위한 유가식 배양이 일부에서 시도되어 1.0×1010 CF U/mL 이상

의 고농도 포자를 생산하게 되었고, C/N rat io의 조절, 무기염의 첨가 등에 의한 포자

형성의 영향들을 연구함으로써 배양배지를 최적화 하는 연구 결과들이 많이 보고되었

다. Goldberg 등은 회분식 배양에서 기본배지에 몇 가지의 무기염들을 첨가하여 포자

의 생산을 830%까지 증가시킨 결과를 보고하였다. 따라서 산업용 배지에 0.04 g /L

CaCl2·2H2O, 0.3 g/ L MgSO4·7H2O, 0.04 g /L MnSO4·4H2O, 0.3 g/L K2HPO4 등의

무기염들을 첨가하여 영양세포의 성장 및 포자형성에 대한 영향을 검토한 결과를 그림

9에 나타내었다. 실험결과에서 무기염을 첨가하지 않은 산업용 배지에서의 배양과 비교

했을 때 영양세포와 포자 수에 있어서 커다란 차이는 없는 것으로 확인되었다. 이러한

결과는 산업용 배지로 사용하고 있는 대두박과 밀기울에는 Bt의 성장에 필요한 무기염

들이 존재하기 때문인 것으로 사료되었다. 즉 그림 9에서 영양세포의 수는 여러 종류의

무기염들을 첨가한 배지에서는 다소 증가하였으나 포자형성에는 오히려 약간 낮아지는

경향을 나타내었다.



F ig . 9 Profiles of viable cell and spore number during the batch culture

of B . thuring iens is w ith the addit ion of mineral salts .

한편, 산업용 배지에 glucose를 10 g /L 첨가하여 영양세포와 포자형성에 대한 영향

을 검토해 본 결과 (F ig . 10)에서 포도당이 첨가된 배지에서 최대의 영양세포 및 포자

수가 각각 9.9×108 CF U/mL과 4.9×108 CF U/mL으로서 g lucose가 첨가되지 않은 산업

용 배지에서의 최대 영양세포 및 포자수인 1.2×109 CF U/mL와 6.5×108 CFU/mL 보다

오히려 낮은 수준을 나타내었다.



F ig . 10 Profiles of viable cell and spore number during a batch culture

of B . thuring ie ns is w ith the addition of 10 g /L glucose.

이러한 결과는 초기의 높은 g lucose 농도가 세포성장을 억제하고, 또한 포자형성에

있어서도 오히려 저해할 수도 있다는 연구결과와 일치하는 것으로 g lucos e를 사용하는

경우에는 이러한 특성을 충분히 검토해야 할 것으로 사료된다.



(3) 용존산소량의 영향

세포의 성장과 포자형성에 대한 용존산소량의 영향을 검토하기 위한 실험에서는 배

지내의 용존산소량을 포화 용존산소량의 50%와 60%로 각각 조절하면서 실험을 수행

하였다. 실험에서 용존산소량의 조절은 1.0 vv m의 통기량 조건하에서 배지내의 용존산

소량에 따라 교반속도를 조절하는 방법을 이용하였다. 교반속도의 최소값과 최대값은

200 rpm에서 400 rpm으로 설정하여 이 범위 내에서 용존산소량에 따라 교반속도를 조

절하였고, 400 rpm 이상의 교반속도 하에서도 용존산소량의 조절이 어려울 때는 산소

를 공기와 함께 혼합하여 공급하면서 조절하였다.

배지내의 용존산소량을 포화 용존산소량의 50%로 조절하면서 배양하였을 경우 그

림 11에서와 같이 최대의 영양세포는 16시간 배양에서 1.8×109 CFU/ mL를 얻었으며

포자 수는 배양 72시간에 1.1×109 CFU/mL로서 최대 값을 보였고, 이때의 포자 형성

율은 61.1% 이었다. 즉 배양시간에 따른 영양세포 수는 배양 8시간부터 급격하게 증

가하기 시작하여 16시간에서 최대를 보이다가 16시간 이후부터는 완만하게 감소하는

경향을 보였다. 한편, 포자 수는 배양 24시간 후부터 증가하기 시작하여 54시간까지 급

격하게 증가하다가 배양 72시간에 최대 포자 수를 보였으나 영양세포에 대한 포자 형

성율이 너무 낮은 수준이었다.

용존산소량을 포화 용존산소량의 60%로 조절한 실험에서는 50%로 조절한 실험결

과 그림 11와 비교했을 때 최대 영양세포 수는 22% 증가한 2.2×109 CF U/mL 이였으

며, 최대 포자 수는 배양 72시간에서 73% 증가한 1.9×109 CF U/mL로 비교적 고농도의

포자를 얻을 수 있었는데 이때의 포자 형성율은 86.4%로 크게 증가하였다. 이러한 결

과들로 볼 때, 본 연구에 사용된 균주가 영양세포의 성장과정에서 보다 포자를 형성하

는 단계에서 더 높은 용존산소량을 요구하는 특성을 가지고 있는 것으로 확인되었다.

한편, 이와 같은 결과들은 Yous ten 등이 B . sphaericus의 배양에서 고농도의 산소를

공급했을 때 포자형성과 toxicity가 감소했다고 보고한 결과와는 다르게 나타났다. 용

존산소량이 60% 이상인 조건에서는 과량으로 발생하는 foam의 조절이 어렵고 세포의





(4) Bench- scale의 생산

Bt의 대량생산에 대한 가능성을 확인하기 위하여 50 L 발효조 (한국발효기)에서 배

양하였다. 즉 50 L 발효조에 산업용 배지 30 L를 넣고 초기의 pH를 7.0으로 조절하면

서 용존산소량의 조절 없이 통기량과 교반속도가 다른 두 가지의 조건에서 영양세포

수와 포자형성을 비교하였다 (그림 12). 통기와 교반 조건이 0.75 vvm과 250 rpm인 경

우에 영양세포는 배양 24시간에서 1.3×109 CFU/mL로 최대의 세포농도를 얻었고 포자

의 형성은 배양 96시간에서 2.5×108 CFU/mL로서 최대의 포자 수를 얻었는데 이때의

포자 형성율은 19.2%에 불과하였다. 또한, 최대의 영양세포 수와 포자 수에 도달한 시

간도 각각 24시간과 96시간으로 매우 느리게 성장하였다. 통기량과 교반속도를 각각

1.0 vvm과 400 rpm으로 증가시켜서 배양한 결과에서는 최대의 영양세포 수 및 포자

수가 각각 2.5×109 CF U/mL과 2.2×109 CFU/mL로서 포자 형성율은 88% 이었다. 이

러한 결과는 본 실험에서 얻은 결과 중에서 가장 높은 수준으로서 대량배양에 의한 고

농도의 포자 생산이 가능함을 확인할 수 있었다. 그리고 배양 12시간만에 최대의 영양

세포 수에 도달하였고, 72시간 배양에서 최대의 포자 수를 얻었는데, 이는 0.75 v vm의

통기량과 250 rpm의 교반속도에서 배양한 경우 보다 빠르게 성장하였음을 알 수 있었

다.





3. 제제화

1) 제제화에 필요한 부가제 소재 개발

연구 개발된 제제의 제작 과정중 문제점으로 생각되는 원제의 농도, 배지의 물리적

특성, 부가제의 함량 등을 고려하여 제제화를 수행하였으며, 특히 배지 구성물의 입자

크기를 최소화하기 위해 1차 분쇄과정을 수행하였다. Bt NT 0423균주의 대량배양을 위

하여 밀기울과 대두박을 혼합한 배양액을 만들고 대형 배양기에서 5일간 배양하였다.

접종초기 배지의 pH를 NaOH를 이용하여 7.0으로 맞추고 배양시기동안 산소분압 30% ,

온도 28℃, 교반 속도 200 rpm을 유지하여 배양하였으며, 배양시 나오는 거품을 제거

하기 위하여 antifoam ag ent를 첨가하였다. 배양 5일후 배지성분과 배양액을 수거하여

1 X 1010 cell/ m l로 농도를 맞추고 부가제를 섞어 제제화하였으며 이를 바이오박트

(BioBact)로 명명하였다. 기초 제제화시험 결과 10% 농도를 기본으로 하여, 20% 농도,

제제화의 최고 함량치인 40% 농도의 제제화를 시험하였다. Bt 원제가 10% 함유된 수

화제의 개발을 위해 ㎖당 5 X 109 - 1 X 1010의 포자가 포함된 Bt 배양액을 계면활성

제로 polyoxyethylene alkyl aryl sulfate와 s odium naphthalene s ulfonate formaldehyde

condensate가, 보조제 또는 흡착제로 w hite carbon, 영양원으로 sucros e, 증량제로는 수

화제용 증량효과를 갖는 kaoline을 적정배합으로 formulation I, II, III를 만든 후 (표

4), 수화성, 현수성, 입자크기같은 물리적 성질을 조사하여 가장 효율적인 제제형을 선

발하였다. Formulat ion I은 w hite carbon이 과량 들어가는 단점과 물성이 떨어졌고,

formulat ion II은 수화성이 1분 40초나 걸려서 불량했다. 그러나 formula tion III의 경우,

w hite carbon이 흡착에 충분했고, 수화성은 11초, 입도 (part icle s ize)도 11 ㎛가 99%,

44 ㎛ 이상이 1% 수준을 보여 가장 이상적인 제형으로 선발되어졌다 (표 4). 그리고

BioBact 10% 수화제에 기초하여 Bt 원제가 보다 많이 첨가된 BioBact 20%와 40% 수

화제를 제조하였다 (표 5). 만들어진 제제의 pH는 20℃에서 5.9로 거의 중성에 가깝게

제조되어져 Bt 원제에 대한 영향을 최소화했다. 이렇게 제조된 3종의 수화제에 대한



희석 살포시 수화성, 현수성, 입도와 같은 물리적 성질을 조사한 결과, 모두 우수한 물

성을 보유하고 있었다.

T able 4. Selection of 10% W ettable Pow ders w ith B . thuring iens is s train NT 0423

Component
Formula tion I Formulat ion II Formulat ion III

B . thuring ie ns is 10% 10% 10%

Surface act ive ag ent

(A )
7% 7% 7%

Surface act ive ag ent

(B)
- - 3%

W hite Carbon 15% 10% 5%

Sucros e 5% 5% 5%

Kaoline 63% 68% 80%

* Confirmed w ith Formulation III

* Surface act ive agent (A) : NK- NX 150

* Surface act ive agent (B) : NK- PX 100



T able 5. Formula tion of BioBact 20% and 40% w ettable pow ders

Component

Amount (%)

20 % W .P 40 % W .P

B. thuring iensis tech. pow der 20 40

Surface act iv e agent (A) 7 8

Surface act iv e agent (B) 2 2

S tabilizer (C) 7.5 15

S tabilizer (D) 7.5 15

Carrier 56 30

T otal 100 100

A. NK- NX250L : Polyoxyethylene alkyl aryl sulfate,

Modified aromatic s ulfonate

B. NK- EPB100 : Sodium dialkyl s ulfosuccinate, sodium benzoate

C. W hite carbon

D. T ix olex - 25







4. 제제의 포장 실증 약효시험

1) 제제의 살충효과 (실내 및 온실)

실제 제작한 바이오박트 제제의 경우 나비해충에 대한 독성이 강한 것으로 나타났

으므로 국제 공용 검정해충인 배추좀나방을 대상으로 하고 기주작물을 배추로 하여 살

충효과를 검정하였다. 잎 침지법을 이용하여 실험을 수행하였다. 시제품을 100배 -

10,000배로 희석한 후 배추잎을 2- 3 분간 침지시키고 음건한 다음, petr i- dis h에 넣어

배추좀나방 3령 유충을 처리구당 10마리씩 접종하여 2일간 사충율을 조사하였다. 대조

구로는 현재 시판중인 Bt kurs tak i type, A제제와 Bt aiz awai type, B제제 및 유기합성

농약 C제품, 그리고 Bt NT 0423 배양액자체를 사용하여 약효를 비교하였다. 실내독성

검정에서는 BioBact 20%와 40%의 수화제는 A, B 제품과 같은 100%의 높은 살충력을

보였지만, BioBact 10% 수화제는 상당히 떨어지는 독성을 보였다 (표 6). 제제화되지

않은 NT 0423 배양액 자체와의 비교에서는 배양액 107 CFU/ml과 수화제 0.005 g /ml의

동일수준에서 제제화된 것이 2배 정도 높은 독성을 보여, 제제가 안정적이고 그 활성성

분이 효과적으로 작용함을 알 수 있었다.

2) 제제의 포장 실증 시험 (그림 14)

온실에서 작은 포트로 키운 배추를 야외로 옮겨 심은 후, 40일 정도 생육시킨 배추

에 100배와 1,000배로 희석시킨 시료 각 100 ㎖씩을 배추 전체에 골고루 살포하였다. 1

일간 방치한 후, 12개의 배추가 포함된 각 처리구에 3령의 배추좀나방 유충 10마리씩을

접종한 다음, 2일, 3일, 7일간 사충율을 조사하였다. 대조구로는 온실시험과 동일하게

시판중인 A , B 제품과 화학살충제 C제품, 그리고 NT 0423 균주의 배양액 자체를 사용

하여 약효를 비교하였다. 실내 실험을 실시한 결과 실제 야외 포장에서 배추좀나방의

방제에 적용하기 위해서는 바이오박트의 살충효과를 높일 필요성이 제기되어, 활성포자

수를 증가시키기 위해 Polyox yethylene alkyl aryl sulfate 7% , Sodium dialkyl



s ulfosuccinate, Sodium benzoate를 2%, W hite carbon 7.5%, T ix olex- 25 7.5%, Kaoline

56%, 원제 20%를 혼합하여 BioBact 20%를, Polyoxyethylene alkyl aryl s ulfate 8%,

Sodium dialkyl s ulfosuccinate, sodium benzoate를 2% , W hite carbon 15%,

T ix olex - 25 15%, Kaoline 30%, 원제 40%를 혼합하여 BioBact 40%를 각각 제제화하였

다 (표 5). 2가지 형태의 제제와 시판되고 있는 수입 미생물 농약인 Bt aiz awai type

(B제제)와 Bt k urstak i type (A제제)를 대조구로 하여 배추좀나방 유충을 사용한 야외

배추 포장을 대상으로한 실험을 실시한 결과 B제제의 경우 1,000배 희석한 경우 90%

의 치사율을, A제제는 1,000배 희석에서 50%의 치사율을 보였으며 BioBact 20%의 경

우 1,000배 희석에서 70%의 치사율을, BioBact 40%는 1,000배 희석에서 85%의 치사율

을 보임으로써 대조구와 유사한 독성을 나타냄을 확인하였다 .



T able 6. Efficacy of Bt formulat ions on diamondback moth1 in cabbag e

under laboratory condit ion

Formulat ion
Amount

(g ) / ml

Dead larves / 10 larves Morta lity2

(% )24 hr 48 hr

I. B product

(aiz awai type)

0.0125 9 9 1 1 100

0.025 7 8 3 2 100

0.005 8 10 2 0 100

II. A product
(k urstak i type)

0.0025 10 7 0 3 100

0.005 9 9 1 1 100

0.01 10 9 0 1 100

III. BioBact

- 10% W P

0.04 4 2 6 7 90

0.1 2 8 5 1 80

0.2 9 4 1 4 80

IV. BioBact
- 20% W P

0.0025 6 6 4 4 100

0.005 7 8 3 2 100

0.01 6 7 4 3 100

V. BioBact

- 40% W P

0.0025 7 6 3 4 100

0.005 7 7 3 3 100

0.01 8 9 2 1 100

VI. NT 0423
culture

106 CFU/ml 2 5 0 0 70

107 CFU/ml 1 0 4 5 90

108 CFU/ml 6 3 2 5 100

1 P lute lla xy los te lla, third ins tars

2 Diamondback moth larvaes w ere placed in petri- dishes conta ining cabbage

foliag e from treated plants



T able 7. Efficacy of BioBact agains t DBM on cabbag e in field condit ion

T reatment Dilution factor
T ox icity

Mean (%) S tandard Error

C product (Chemical) 1/1,000 21.00 2.36

B product

(aiz awai type)
1/1,000 90.58 3.96

A product

(k urs tak i type)
1/1,000 50.00 5.39

BioBact 20% 1/ 100 85.42 5.05

BioBact 20% 1/1,000 69.89 3.96

BioBact 40% 1/ 100 89.36 3.53

BioBact 40% 1/1,000 84.82 3.61

NT 0423 Culture 107 CFU/ml 88.80 4.97

NT 0423 Culture 106 CFU/ml 82.80 4.57

* Used the SAS Sys tem



5. 제제의 효율성 제고

1) 제제의 약효 안정성 제고

생물농약에서 야기될 수 있는 제제화 후 불활화의 문제점을 확인하기 위해 분리균주

Bt NT 0423의 제제화를 통해 제작한 시제품 BioBact 10% , BioBact 20% , BioBact 40%

를 현재 시판중인 Bt 미생물살충제 A (Bt ssp. k urs tak i type)와 B (Bt ssp. aiz awai

type)와 함께 SDS- PA GE를 수행하였다 (그림 15). 그 결과 5종의 Bt 제제에서 모두

130- 140 kDa 분자량의 단백질 밴드가 검출되어 제제와 공정에서 일어날 수 있는 물리

적 요인에 의한 내독소단백질의 분해가 일어나지 않고 안정적으로 존재함을 확인할 수

있었으며 이는 실내와 야외포장에서 배추좀나방에 대해 시제품 BioBact가 제제화 이전

의 Bt NT 0423과 유사한 독성을 갖는 결과와 일치하였다.





2) 제제의 물리성 조사

수화제인 시제품의 물성을 확인하기 위해 1993년 국립농업자재검사소 고시 공정검

사방법에 준하여 수화성과 현수성을 조사하였다. 수화성, 현수성등의 물리적 성질을 조

사한 결과 모두 우수한 물성을 보유하고 있음을 확인하였으며 시제품의 부착성은 1990

년 McGuire와 Shasha의 방법을 변형하여 수행하고 있다. S lide g las s를 증류수로 적시

고 시제품 3종과 대조품 2종을 각각 0.5 g 처리하여 dry oven내에서 건조시킨 후 s lide

g lass를 경사지게 놓고 2분 동안 40 ml의 물을 흘리고 1일간 방치한다. 이 과정을 2회

반복 실시하고 무게 감소의 비율을 통해 부착성 검정을 수행하였다. 수화성, 현수성등

의 물리적 성질을 조사한 결과 모두 우수한 물성을 보유하고 있음을 확인하였으며 시

제품의 부착성은 1990년 McGuire와 Shasha의 방법을 변형하여 수행하였다. S lide

g lass를 증류수로 적시고 시제품 3종과 대조품 2종 (A, B)을 각각 0.5 g 처리하여 dry

oven내에서 건조시킨 후 s lide g las s를 경사지게 놓고 2분 동안 40 ml의 물을 흘리고 1

일간 방치한다. 이 과정을 2회 반복 실시하고 무게 감소의 비율을 통해 부착성 검정을

수행하였다 (그림 16). 세차례의 수세를 통한 부착성 조사를 통해서 20%와 40%가 매

우 우수하였고, A 제품과 B 제품은 부착성이 약했다.





6. 제제의 저비용 대량생산 체계확립 및 품질관리

1) 저비용 대량 생산체계의 생산효율성 검정

본 연구에서 선발한 저비용 대량 생산 체계인 대두박, 밀기울 혼합배지 SW 32에서

대량배양하고 제제화한 시제품 3종과 대조품 2종의 수화제의 생산 효율을 알아보기 위

해 포자수를 비교하였다 (표 8). 각 제제의 수화제 일정량을 연속적으로 희석한 후 영

양평판배지에 도말하고 30℃ 항온기에서 24시간 배양 후 포자수를 측정하였다. 그 결과

BioBact 20%와 40%는 단위 무게당 대조품과 유사하거나 더 많은 포자수를 가짐을 확

인하였다. 이는 제제를 동량 처리시 대조품보다 본 연구에서 제작한 시제품의 내독소단

백질의 양이 더 많이 처리됨으로써 보다 효율적인 제제 형태임을 알 수 있었다.

T able 8. Number of spores in B . thuring iens is formulat ions

Formulation Number of spore

BioBact 10% WP 2.5 X 106/mg

BioBact 20% WP 4.5 X 108/mg

BioBact 40% WP 5 - 9.5 X 108/ mg

B product (aizawai type) 5 - 7 X 108/ mg

A product (kurstaki type) 3 X 107/ mg



2) 제제의 약효지속 효과

제제의 품질관리 측면에서 약효의 지속 효과를 알아보기 위해 각각 BioBact 20%와

40%, 대조품 2종, 화학살충제, B t NT 0423 배양액의 처리 3일째와 7일째 된 잎을 가지

고 배추좀나방에 대해 독성검정을 수행하였다 (표 9). 3일째 채취된 잎을 대상으로 배

추좀나방 3령 유충 20마리를 처리하고 72시간동안 사충수를 조사한 결과 모든 처리구

에서 높은 독성을 나타내었다. 반면 처리 후 7일째 되는 잎에서는 화학살충제, 대조품

2종, B t NT 0423 배양액의 독성은 현저히 감소하나 BioBact 20%와 40%에서는 높은

독성이 유지되어 시제품의 야외 적용시 지속적인 약효를 가질 것으로 기대할 수 있었

다.



T able 9. Pers is tence e ffec t of s ev e ral formulations in fie ld as s ay

T reatment
Dilut ion

factor

T oxicity

3 days 7 days

dead(live) T otal dead(live) T otal

C product

(Chemical)
1/1000 2(8) 3(5) 1(4) 6 2(8) 1(7) 0(7) 3

B product 1/1000 6(4) 4(0) - 10 0(10) 5(5) 5(5) 5

A product 1/1000 7(3) 3(0) - 10 0(10) 1(9) 2(7) 3

BioBact
20% - 1

1/100 9(1) 1(0) - 10 10 0 - 10

BioBact

20% - 2
1/1000 0(10) 7(3) 3(0) 10 2(8) 7(1) 1(0) 10

BioBact
40% - 1

1/100 10 - - 10 9(1) 1(0) - 10

BioBact
40% - 2

1/1000 5(5) 3(2) 1(1) 9 4(6) 4(2) 1(1) 9

NT 0423

Culture
107 4(6) 4(2) 2(0) 10 1(9) 3(6) 0(6) 4

NT 0423
Culture

108 10 - - 10 5(5) 4(1) 0(1) 9

Untreated - 0(10) 2(8) 2 0(10) - 2(8) 8



7. 시제품제작

실제 미생물살충제의 시제품을 시판시 고려되어야 하는 운송, 보관, 관리 과정중에

서의 활성 유지를 확인하기 위해 시제품의 저장 기간과 온도에 따른 Bt의 활성 변화를

조사중에 있다. 즉, 시제품 BioBact 3 종과 대조품 Xentari를 3 개의 용기에 각각 5 g

씩 넣어 빛을 차단시키고 밀봉한 후, 이를 4℃, 20℃, 30℃로 유지되는 항온기에 2, 4, 8

주 동안 보관하면서 활성포자수를 조사하고 보관 전의 것과 그 수를 비교하는 방법을

통하여 활성 변화를 검정하였다.

F ig . 17. Change in total number of viable cells and endos pores of B . thuring iensis

products during s torage at 4℃, 20℃ and 30℃



모든 제제가 4℃ 및 20℃의 저장조건에서 매우 안정적이었으나, 30℃ 조건에서는 8

주간 저장하였을 때, Bt의 농도가 감소하는 양상을 보여 높은 온도에서는 Bt의 활성이

영향을 받음을 보여주었다.

8. 산업화추진

Bt 시제품 BioBact 개발 연구를 토대로 한 Bt 저비용 대량생산 체계 및 시제품

개발 처방을 국내 농약회사에 기술 이전하여 산업화를 추진하고 있다. 또한 이

BioBact제품은 GenBank에 등록한 새로운 균주 (A cc. No. U82003)를 도입하고 국내최

초의 미생물살충제가 출현될 것이며, 동시에 현재 전량 수입에 의존하고 있는 이 Bt

살충제의 수입대체효과는 물론 수출에 의한 외화획득에 큰몫을 할 것이다.

9. 제품화 및 등록시험

국내농약회사의 협력하에 제제화한 시제품을 제품화하며 동시에 농약 등록법에 따

른 1차년도 등록시험을 수행하고 있으며, 결과에 따라 2차년도 시험을 수행할 계획이

다.

제 4 절 종합결과

국내 주요해충인 밤나방속 해충에 대해서 강한 살충력을 가지는 무공해 미생물살충

제의 개발을 위해 본 실험에서는 국내에서 분리된 353개의 Bt 균주중 파밤나방과 담배

거세미나방에 강한 독성을 나타내는 균주를 3차례의 독성검정을 거쳐 선발하고 그 특

성을 규명하였다. 1차 독성검정의 결과 37개의 Bt 균주를 선발하였고, 2차, 3차 독성검

정을 통해 7개의 균주를 최종적으로 선발하였다. 선발된 균주는 각각 ST B- 1, ST B- 2,

ST B- 3, ST B- 4, ST B- 5, ST B- 6, ST B- 7로 명명하였다. 3차 독성 검정결과 ST B- 1,

ST B- 3, ST B- 6, ST B- 7은 4일 후 100%의 살충성을, ST B- 2, ST B- 4, ST B- 5는 80%



이상의 살충성을 보였다. 100%의 살충력을 보이는 선발 균주들에 대해 기존에 있는 33

개의 편모항체를 사용하여 편모항원성을 검정한 결과 ST B- 1은 H3a3b으로 Bt subsp.

k urs tak i, ST B- 3은 H4a4c로 Bt subsp. ke nyae로 나타났으며, ST B- 6, ST B- 7은 Bt

s ubs p. aiz awai와 응집반응을 나타내었다. 이들 분리 균주는 모두 전형적인 bipyramid

형의 내독소 단백질을 형성하며 이를 SDS- PAGE로 패턴을 분석한 결과 약 130 kDa

과 함께 65 kDa의 내독소 단백질을 발현함을 확인하였다. 내독소 단백질 유전자의 패

턴을 알아보기 위해 cry 유전자 특이 primer를 사용한 PCR 분석결과 ST B- 1은

cryIA (a), cryIA (b), cryIA (c), cryIE , cryI I , ST B- 3는 cryIE , ST B- 4는 cryIA (b),

cryI I , ST B- 6, ST B- 7은 cryIA (a) , cryIA (b), cryIC, cryIF , cryI I를 각각 가지고 있는

것으로 나타났다. PCR 수행 결과 4개의 분리 균주중 ST B- 1은 기존의 Bt s ubs p.

k urs tak i 균주보다 독성 범위가 넓은 새로운 균주이며 ST B- 3 또한 기존이 Bt s ubs p.

k enyae와는 다른 유전자형을 보이는 균주임을 알 수 있었다. 이러한 결과를 누에와 파

밤나방을 대상으로한 정량 독성 검정을 통하여 확인할 수 있었다. 분리 균주 ST B- 1은

누에의 경우, 100%의 독성을 가짐으로써 기존의 나비목 강독성 균주인 Bt subsp.

k urs tak i와 유사한 독성을 나타내었으며 동시에 파밤나방의 경우에서도 52.5%의 치사

율을 보임으로써 Bt subsp. k enyae가 갖는 55%와 유사한 독성을 보였다.

이와 함께 각종 과수에 심각한 피해를 주고 있는 딱정벌레목 해충에 강한 살충력을

갖는 Bt 살충제의 개발을 위해 뽕나무 등을 가해하는 뽕나무하늘소와 왕똥풍뎅이의 이

병충으로부터 Bt 균주 4 개, Ag 10, Aa18, Ag 21, Aa22를 분리하였다. 편모항원성 검정

결과 Aa22만이 Bt subsp. darm stadiensis로 나타났으며 나머지 3개의 분리주에서는 응

집반응이 일어나지 않았다. 위상차 현미경으로 포자와 내독소단백질을 관찰한 결과 이

들 분리주 모두 원형의 내독소단백질이 관찰되었다.

또한 다수의 농업 해충이 속하는 나비목과 위생해충으로 해마다 문제가 되고있는

파리목 해충의 동시 방제를 위해 329종의 Bt 분리 균주를 대상으로 누에와 빨간집모기

를 사용한 독성 검정을 수행한 결과, 양독성을 가지는 균주 41종을 분리하였다.



Bt 균주의 형질전환 숙주로의 이용성과 살충효과 증대를 위해서 Bt 균주에 다른 균주

에서 유래한 내독소 단백질 유전자를 electropora tion 방법에 의해 도입하였다. 형질전

환에 사용된 Bt NT B- 1균주는 무독성 균주이나 파리목에 강한 독성을 보이는 Bt

s ubs p. is rae lens is 균주와 동일한 편모항원성을 가지는 균주로, 여기에 모기 특이 유전

자 cryIV D와 cytA 유전자를 도입하였다. 형질전환 후 5일째에 집균하여 SDS- PA GE

를 수행한 결과, 재조합 균주는 w ild type 균주가 가지는 밴드와 더불어 72 kDa 크기

의 CryIVD와 20 kDa의 CytA 단백질을 동시에 발현하고 있는 것을 확인하였다.

CryIVD와 CytA에 대한 polyclonal antibody를 이용한 w etern blot에서도 역시 단백질

의 발현을 확인하였다. Bt NT B- 1의 재조합 균주내에 형성된 독소단백질형태를 주사전

자현미경으로 관찰한 결과 Bt NT B- 1의 내독소단백질과 CryIVD, CytA 단백질이 확인

되었다. 형질전환체 내에서의 안정적인 내독소 단백질의 형성을 알아보기 위하여 투과

전자현미경으로 관찰한 결과 포자와 더불어 자신의 성상을 유지하며 발현되었으며,

CytA단백질의 경우 1.3㎛정도의 큰 inclus ion을 형성하였으며, w ild type 내독소 단백

질의 경우는 다소 작은 크기로 발현됨을 볼 수 있다. Bt NT B- 1 재조합 균주의 독성을

검정하기 위하여 빨간집모기유충을 사용하여 생물검정을 수행한 결과 모기에 대한 독

성이 회복됨을 확인하였다.

Bt의 제제화에 필요한 대량배양용 배지소재개발을 위하여 본연구실에서 분리한 나

비목과 파리목 양독성 균주인 Bt NT 0423을 대상으로 배양실험을 수행하였다. 대량배

양을 위한 경제적인 저비용 배지로써 값싼 농가부산물인 밀기울과 대두박을 이용하여

성장성을 조사하였다. 대두박과 밀기울의 비율을 달리하며 배합한 5종의 SW (대두박,밀

기물) 배지를 만들어서 Bt를 배양한 결과 대두박과 밀기울의 천연배지가 Bt의 성장과

포자형성에서 GYS나 LB 배지보다 좋은 결과를 나타내었으며 대두박: 밀기울이 3 : 2

의 비율로 혼합된 배지 (SW 32)에서 포자형성이 매우 활발히 진행됨을 보여 다른 배지

보다 더 효율적임을 알 수 있었다. SW 32배지에서의 Bt 세포는 1일만에 성장이 거의

끝났고, 포자형성은 72시간에서 96시간 사이에 거의 끝나는 상당히 빠른 양상을 나타내



었으며 적정배지량을 분석한 결과 배지의 비율이 4%와 5%일 떠 성장이 가장 높았다.

선발된 배지의 농도와 대두박과 밀기울의 비율로 7일 동안 s pore과 colony count를 통

하여 Bt 균주의 성장과 내독소 단백질의 형성을 조사한 결과 접종 후 약 4- 5일 까지 4

109/ ml의 빠른 성장을 보였으며, 내독소 단백질의 형성도 1.3 109/ml을 나타냈다. 접종

후 5일부터는 내독소 단백질의 형성과 성장이 점차 났아졌으며, 7일부터는 일정수준으

로 유지되었다.

산업용 배지의 개발을 위해 대두박과 밀기울을 각각 3% (w /v )와 2% (w /v)을 사용하

여 1.0 vvm과 200 rpm에서 Bt를 배양하여 용존산소의 고갈정도를 측정한 결과본 균주

의 경우에도 다른 Bt에서의 보고와 유사하게 높은 농도의 산소를 공급하면서 배양해야

할 것으로 판단되었다. 또한 배양중의 pH는 배양초기에 5.5까지 감소하다가 배양 24시

간 이후부터 다시 증가하기 시작하여 배양 96시간에는 pH가 8.4까지 증가하여 배양과

정에서의 pH를 7.0으로 일정하게 유지시켜야 될 것으로 판단되었다.

회분식 배양에서 배지의 최적화에 영향을 주는 요소인 무기염등을 산업용 배지에

첨가하여 영양세포의 성장 및 포자형성에 대한 영향을 검토한 결과, 무기염을 첨가하지

않은 산업용 배지에서의 배양과 비해 영양세포와 포자 수에 있어서 커다란 차이는 없

는 것으로 확인되었으며 이를 통해 산업용 배지 성분인 대두박과 밀기울에 Bt의 성장

에 필요한 무기염들이 존재함을 추정할 수 있었다. 한편, 산업용 배지에 g lucos e를 10

g /L 첨가하여 영양세포와 포자형성에 대한 영향을 검토해 본 결과 포도당이 첨가된 배

지에서 최대의 영양세포 및 포자수가 g lucos e가 첨가되지 않은 산업용 배지에서의 최

대 영양세포 및 포자수보다 오히려 낮은 수준을 나타내었다. 이는 초기의 높은 g lucos e

농도가 세포성장과 포자형성을 저해할 수도 있다는 연구결과와 일치하는 것으로

g lucose를 사용하는 경우에는 이러한 특성을 충분히 검토해야 할 것이다.

세포의 성장과 포자형성에 대한 용존산소량의 영향을 검토하기 위한 실험에서는 배

지내의 용존산소량을 포화 용존산소량의 50%와 60%로 각각 조절하면서 실험을 수행

한 결과, 50%에 배양하였을 때의 영양세포 수는 배양 8시간부터 급격하게 증가하기 시



작하여 16시간에서 최대를 보이다가 16시간 이후부터는 완만하게 감소하는 경향을 보

였다. 한편, 포자수는 배양 24시간 후부터 증가하기 시작하여 54시간까지 급격하게 증

가하다가 배양 72시간에 최대 포자수를 보였으나 영양세포에 대한 포자 형성율이 너무

낮은 수준이었다. 용존산소량을 포화 용존산소량의 60%로 조절한 실험에서는 최대 영

양세포 수는 용존산소량이 50%일 때보다 22% 증가하였으며, 최대 포자 수는 배양 72

시간에서 73% 증가하여 비교적 고농도의 포자를 얻을 수 있었는데 이때의 포자 형성

율은 86.4%로 크게 증가하였다. 이를 통해 영양세포의 성장과정에서 보다 포자를 형성

하는 단계에서 더 높은 용존산소량을 요구하는 특성을 가지고 있는 것으로 확인할 수

있었다.

Bt의 대량생산에 대한 가능성을 확인하기 위하여 50 L 발효조에 산업용 배지 30 L

를 넣고 초기의 pH를 7.0으로 조절하면서 용존산소량의 조절 없이 통기량과 교반속도

가 다른 두 가지의 조건에서 영양세포수와 포자형성을 비교하였다. 그 결과 통기량과

교반속도를 각각 1.0 vvm과 400 rpm로 배양했을 때 최대의 영양세포수 및 포자수가

각각 2.5×109 CFU/mL과 2.2×109 CFU/mL로서 포자 형성율은 88% 이었으며 배양 12

시간만에 최대의 영양세포수에 도달하였고, 72시간 배양에서 최대의 포자수를 얻을 수

있었다.

배지 구성물의 입자 크기를 최소화하기 위해 1차 분쇄과정을 거친 Bt NT 0423균주

를 밀기울과 대두박을 혼합한 배양액에서 5일간 대량배양한 후 배지성분과 배양액을

수거하여 1 X 1010 cell/ m l로 농도를 맞추고 부가제를 섞어 제제화하였으며 이를 바이

오박트 (BioBact)로 명명하였다. 기초 제제화시험 결과 10% 농도를 기본으로 하여,

20% 농도, 제제화의 최고 함량치인 40% 농도의 제제화를 시험하였다. Bt 원제가 10%

함유된 수화제의 개발을 위해 ㎖당 5 X 109 - 1 X 1010의 포자가 포함된 Bt 배양액을

계면활성제로 polyoxyethylene alkyl aryl s ulfate와 s odium naphthalene sulfonate

formaldehyde condensate가, 보조제 또는 흡착제로 w hite carbon, 영양원으로 sucrose,

증량제로는 수화제용 증량효과를 갖는 kaoline을 적정배합으로 formulat ion I, II, III를



만든 후 수화성, 현수성, 입자크기 같은 물리적 성질을 조사하여 최종적으로

formulat ion III을 선발하였다. Formulat ionⅢ는 w hite carbon이 흡착에 충분했고, 수화

성은 11초, 입도 (particle s ize)도 11 ㎛가 99%, 44 ㎛ 이상이 1% 수준을 보여 가장 이

상적인 제형으로 선발되어졌다. 그리고 BioBact 10% 수화제에 기초하여 Bt 원제가 보

다 많이 첨가된 BioBact 20%와 40% 수화제를 제조하였다. 만들어진 제제의 pH는 2

0℃에서 5.9로 거의 중성에 가깝게 제조되어져 Bt 원제에 대한 영향을 최소화했다. 이

렇게 제조된 3 종의 수화제에 대한 희석 살포시 수화성, 현수성, 입도와 같은 물리적

성질을 조사한 결과, 모두 우수한 물성을 보유하고 있었다.

실제 제작한 바이오박트 제제의 경우 나비해충에 대한 독성이 강한 것으로 나타났

으므로 국제 공용 검정해충인 배추좀나방을 대상으로 하고 기주작물을 배추로 하여 살

충효과를 검정하였다. 실내독성검정에서는 BioBact 20%와 40%의 수화제는 시판되는

A (Bt subsp. k urs tak i type), B (Bt s ubs p. aiz awai type) 제품과 같은 100%의 높은

살충력을 보여 제제가 안정적이고 그 활성성분이 효과적으로 작용함을 알 수 있었다.

제제의 포장 실증 시험 결과 BioBact 20%의 경우 1,000배 희석에서 70%의 치사율을,

BioBact 40%는 1,000배 희석에서 85%의 치사율을 보임으로써 대조구인 A (Bt

k urs tak i type), B (Bt aiz awai type) 제품과 유사한 독성을 나타냄을 확인하였다 .

생물농약에서 야기될 수 있는 제제화 후 불활화의 문제점을 확인하기 위해 분리균주

Bt NT 0423의 제제화를 통해 제작한 시제품 BioBact 10% , BioBact 20% , BioBact 40%

를 현재 시판중인 Bt 미생물살충제 A (Bt subsp. k urs tak i type)와 B (Bt s ubs p.

aiz awai type)와 함께 SDS- PAGE를 수행하여 비교한 결과 5종의 Bt 제제에서 모두

130- 140 kDa 분자량의 단백질 밴드가 검출되어 제제와 공정에서 일어날 수 있는 물리

적 요인에 의한 내독소 단백질의 분해가 일어나지 않고 안정적으로 존재함을 확인할

수 있었으며 이는 실내외 야외포장에서 배추좀나방에 대해 시제품 BioBact가 제제화

이전의 Bt NT 0423과 유사한 독성을 갖는 결과와 일치한다.

수화제인 시제품의 물성을 확인하기 위해 1993년 국립농업자재검사소 고시 공정검



사방법에 준하여 수화성과 현수성을 조사한 결과 모두 우수한 물성을 보유하고 있음을

확인하였다. 시제품의 부착성을 시제품과 비교한 결과 BioBact 20%와 40%가 매우 우

수하였고, A 제품과 B 제품은 부착성이 약했다.

제작한 시제품 BioBact의 생산 효율을 알아보기 위해 본 연구에서 선발한 저비용

대량 생산 체계인 대두박, 밀기울 혼합배지 SW 32에서 대량배양하고 제제화한 시제품

3종과 대조품 2종의 포자수를 비교하였다. 그 결과 BioBact 20%와 40%는 단위 무게당

대조품과 유사하거나 더 많은 포자수를 가짐을 확인하였으며 이는 제제를 동량 처리시

대조품보다 본 연구에서 제작한 시제품의 내독소단백질의 양이 더 많이 처리됨으로써

보다 효율적인 제제 형태임을 의미한다.

제제의 품질관리 측면에서 약효의 지속 효과를 알아보기 위해 각각 BioBact 20%와

40%, 시판되고 있는 대조품 A와 B, 화학살충제, Bt NT 0423 배양액의 처리 3일째와 7

일째 된 잎을 가지고 배추좀나방에 대해 독성검정을 수행 결과 모든 처리구에서 높은

독성을 나타내었다. 반면 처리 후 7일째 되는 잎에서는 화학살충제, 대조품 2종, Bt

NT 0423 배양액의 독성은 현저히 감소하나 BioBact 20%와 40%에서는 높은 독성이 유

지되어 시제품의 야외 적용시 지속적인 약효를 가질 것으로 기대할 수 있다.

실제 미생물살충제의 시제품을 시판시 고려되어야 하는 운송, 보관, 관리 과정 중에

서의 활성 유지를 확인하기 위해 시제품의 저장 기간과 온도에 따른 Bt의 활성 변화를

조사한 결과 모든 제제가 4℃ 및 20℃의 저장조건에서 매우 안정적이었으나, 30℃ 조건

에서는 8주간 저장하였을 때, Bt의 농도가 감소하는 양상을 보여 높은 온도에서는 Bt

의 활성이 영향을 받음을 보여주었다.

이와 같이 수행한 시제품 BioBact 의 개발 연구를 토대로 Bt 저비용 대량생산 체계

및 시제품 개발 처방을 국내 농약회사에 기술 이전하여 산업화를 추진하고 있으며 동

시에 농약 등록법에 따른 1차년도 등록시험을 수행하고 있다.



제 5 절 적 요

본 연구에서는 수년간 전국 각지로부터 채집·분리한 다양한 Bt 균주들로 부터 다

양한 형태와 독성을 보이는 Bt를 다수 분리하고 그 특성을 규명하였다. 이중 난방제

해충인 밤나방속 해충에 높은 독성을 갖는 새로운 균주 ST B- 1, ST B- 3를 분리하였으

며 이와 함께 무독성 균주 Bt NT B- 1에 모기독성 유전자를 삽입하여 독성의 회복도

확인하였다.

분리균주 Bt 균주 NT 0423 균주를 이용하여 미생물살충제 시제품, BioBact를 제제

화하였으며 이를 위해 값싼 대두박과 밀기울을 이용한 새로운 배지를 개발하고 배양체

계를 확립하였다. 세 종류의 BioBact로 명명된 미생물 살충제를 수화제 제형으로 제조

하여 배추좀나방을 공시충으로 하여 시판되는 Bt 제제인 두종의 Bt상품과 더불어 실

내, 온실 및 야외 독성검정 실험을 수행한 결과, 80% 이상의 높은 살충력을 보이는 효

과적인 Bt 제제임이 밝혀져 폭넓은 적용이 기대되어진다.
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제 3 장 무공해 바이러스 살충제 개발

제 1 절 서 언

작물의 농약잔류에 의한 인축의 해를 비롯하여 환경에 대한 여러 가지 유기합성 농

약의 오염문제는 오늘날 심각한 사회문제로 대두되어 그 해결방안을 모색하기 위하여

다방면에서 연구가 활발히 이루어지고 있다. 이러한 연구의 일환으로서 해충의 종합적

관리 (Integrated Pes t Management: IPM)라는 개념이 도입, 부각되어 그 방법이 연구

되고 있는데 그 중에서 특히 곤충병원성 미생물을 이용한 무공해, 무저항성 살충제의

개발에 많은 노력이 집중되고 있다. 살충제로서 이용 가능한 곤충 병원성 미생물중 곤

충 바이러스를 이용한 바이러스 제제로는 야외에서 다각체 (polyhedrin)라는 특이한 봉

입체 형태로 존재하여 살충제로서 그 유용성이 뛰어난 baculovirus과의 핵다각체병 바

이러스 (Nucleopolyhedrovirus : NPV)가 가장 많이 연구되어 이를 이용한 살충제가 이

미 개발되어 시판, 사용되고 있다. 미생물 살충제로서의 뛰어난 유용성이 인정되는

NPV에 대한 최근 연구동향은 유용물질 생산을 위한 Baculov irus Ex press ion Vector

Sys tem (BEVS)의 개발과 이를 이용한 바이러스 살충제의 병원성 증대에 관한 연구

(Luckow와 Summers , 1988; Rus s 등, 1992; T omals ki와 Miller , 1992), 그리고 NPV의

높은 숙주 특이성으로 인한 살충제로서의 비경제성 문제를 해결하기 위하여 숙주범위

를 넓히기 위한 연구가 활발히 이루어지고 있다 (Kelly , 1985). 또한, NPV는 그 생물학

적인 특성상 오직 살아있는 세포계에서만 증식이 가능하여 살충제로서의 이용을 위해

서는 바이러스의 대량생산이 가장 문제시된다. 최근 곤충세포계를 이용한 NPV의 대량

생산에 관한 연구가 일부 이루어졌으나 기술적, 경제적 난점들로 인하여 실용화가 요원

한 실정이며, 아직까지는 대량사육된 곤충생체를 이용하여 바이러스를 생산하는 실정이

다 (Bell 등, 1981).



곤충 병원성 미생물을 무공해 살충제로 개발하기 위해서는 병원 미생물의 탐색, 병

원성 조사, 미생물의 성상 분석, 대량생산 및 제제화 등 일련의 과정이 요구되는데, 본

과제에서 채소, 화훼 및 과수 등 가해하는 기주범위가 넓으며 파, 배추, 수박 등 시설재

배지에 대발생하여 최근에 전국적으로 극심한 피해를 주고 있는 파밤나방 (안성복 등,

1990; 고현관 등, 1991)을 목적해충으로 하여 이의 방제를 위한 바이러스 살충제를 개

발하고자 하였다. 파밤나방은 특히 3령 유충 이후에는 살충제에 대한 저항성을 강하게

나타내어 방제가 어려운 해충으로 구분되고 있으며 (박종대, 1995), 또한 생물농약으로

주목되고 있는 B acillus thurig ie ns is (Bt)에도 다른 해충에 비해 감수성이 매우 낮아

(MacIntosh 등, 1990) 바이러스를 이용한 방제법이 가장 효과적인 것으로 알려져 있다

(Smits와 Vlak, 1988).

따라서 본 과제에서는 파밤나방의 방제를 위한 무공해 바이러스 살충제를 개발하기

위하여 파밤나방에 유효한 곤충병원 NPV의 선발과 곤충 독성 유전자의 도입에의한 살

충효과 증대, 바이러스의 대량증식법 및 대량생산법에 관한 실험을 수행하였으며, 바이

러스 살충제의 제제화를 위하여 제제화에 필요한 부가제 소재 및 제제의 조성 실험과

그 결과에 따른 제제화 시험, 제제의 살충효과, 약효 및 안정성 검정, 제제의 포장 실증

시험, 제제의 효율성 제고, 제제의 저비용 대량생산 체계 확립, 시제품 제작 등의 제제

화에 요구되는 일련의 과정에 대한 실험을 수행하였다. 또한 본 과제에서의 실험결과

제작된 제제의 제품화 및 등록과 산업체로의 기술이전에 따른 산업화를 추진하고자 한

다.

제 2 절 재료 및 방법

1. 실험재료

1) 곤충 바이러스 및 실험 곤충



본 실험에 사용된 바이러스는 파밤나방 사충에서 분리하여 본 실험실에서 보관중이

던 파밤나방 핵다각체병 바이러스 (S podoptera exig ua nucleopolyhedrovirus : SeNPV)

를 이용하였으며 (진병래 등, 1991), 실험 곤충은 계통이 확립된 파밤나방을 일본 연구

소로부터 분양받아 인공사료를 이용하여 파밤나방 유충의 발육이 고르면서도 안정적인

수급체계를 확립한 후 실험에 사용하였다.

2. 실험방법

1) 유효 곤충병원 Baculovirus의 선발

본 실험실에서 이미 분리·보유한 주요 문제해충 바이러스 중 국내에서 극심한 피

해를 가하고 있는 파밤나방 (S podopte ra exig ua)을 대상해충으로 선정하고 이에 병원

성을 보이는 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 선발하여 그 병원성을 조사하였다.

2) Baculov irus의 살충효과 증대

Baculovirus를 살충제로 개발함에 있어서 가장 문제점으로 지적되고 있는 지효성을

극복하기 위해, baculovirus 발현벡터계를 이용하여 Bt의 내독소단백질 유전자를 도입

한 재조합 baculov irus를 제작하였다. 이는 이미 보고된 기존의 결과와는 달리 Bt

crys ta l과 baculovirus 다각체의 숙주 곤충내 mode of action을 고려하여 다각체단백질

유전자의 앞에 Bt 내독소단백질 유전자의 N- 말단과 C- 말단 일부분을 융합시킴으로써

단백질융합에 의해 내독소단백질과 하나의 subunit로 된 다각체를 생성함으로써 숙주

곤충이 섭식하였을 때 다각체단백질은 중장소화액의 alkali pH와 소화효소에 의해 분해

되고, 내독소단백질의 act iv e form만 남음으로서 중장에 독성을 나타내고, 동시에 다각

체에서 유리된 바이러스 입자가 역시 중장을 통해 감염됨으로써 내독소단백질에 의한

1차 독성과 바이러스 감염에 의한 2차 효과로 인해 곤충의 치사를 유도하고자 하였다.

또한, 보다 효과적인 해충방제를 목적으로 개발된 Btrus의 융합단백질 외에 불필요

한 다각체단백질의 발현을 억제하기 위하여 Bt의 cryⅠA(c) 내독소단백질 유전자 N-



말단과 A utog rapha californica 핵다각체병 바이러스의 다각체단백질 유전자가 융합하

는 부위를 유전자 수준에서 부분 삭제한 새로운 재조합바이러스 BtursⅡ를 제작하였고,

이와같이 제작된 BtrusⅡ의 병원성을 3령 누에 유충과 5령 흰불나방 유충을 대상으로

검정하였다.

3) 바이러스의 대량증식법 개발 및 대량생산

바이러스의 대량증식을 위해서는 숙주곤충을 이용한 생체 증식이 가장 효과적인 것

으로 현재 알려져 있다. 따라서 본 연구에서도 파밤나방 유충을 이용하여 바이러스를

대량 증식 시키고자 파밤나방의 인공사료육 체계를 확립하고 병원성 검정 결과에 따라

바이러스를 접종하여 바이러스 증식 수율을 조사하였다. 또한, 바이러스 병원성 검정

결과와 대량 증식법의 연구 결과에 따라 계속적으로 바이러스를 접종하여 수거하였다.

4) 제제화에 필요한 부가제 소재 개발 및 제제의 조성

가장 살충효과가 높으면서도 경제적인 제제의 조성을 개발하고자 바이러스 적정 농

도를 살정하였고, 자외선 차단제 및 흡착제로서 W hite carbon, 전착제로서 T riton

X- 100, 증량제 및 계면활성제로서 Bentonite, 침전완화제로서 polyvinylalcohol 및 섭식

유인제로서 Sucrose의 적정 농도를 결정하였다.

5) 제제화 시험

바이러스의 제제화는 제제의 부가제 소재 및 조성 결정 결과에 따라 자외선 차단제

를 주성분으로 하여 여기에 증량제와 전착제 등 각각의 부가제를 첨가하여 바이러스를

제제화하였다.

6) 제제의 살충효과

제제화된 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제에 대하여 파밤나방 3령 유충을 대상



으로 여러 가지 다각체 농도에서 그 병원성을 조사함으로써 제제화 후의 제제의 살충

성을 조사하였고, 그를 바이러스 원제를 이용한 생물검정 결과와 비교하였다.

7) 약효 및 안정성 검정

제제화된 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제에 대해 온도에 대한 안정성, 태양광선

등의 야외 조건 에서의 병원성 지속 효과, 현탁액 상태의 제제에서의 다각체 침전완화

효과 등을 분석함으로서 약효 및 안정성 등을 조사하였다.

8) 제제의 포장 실증 시험

실제 야외에서의 파밤나방의 방제를 위해 제제화된 파밤나방 핵다각체병 바이러스

제제를 여러 농도로 희석하고 배추를 대상 작물로 설정하여 파밤나방 유충에 대한 야

외에서의 실제 살충효과를 조사하였다.

9) 제제의 효율성 제고

제제의 포장 실증 시험과 약효 및 안정성 검정 결과를 토대로, 제제에 첨가하였을

경우 바이러스와 협력적으로 작용하여 파밤나방에 대한 파밤나방 핵다각체병 바이러스

의 방제 효과를 극대화시킬 수 있는 potent iator를 선발하였고, 이를 첨가하였을 때 실

제 야외에서의 파밤나방에 대한 방제효과를 조사하였다.

10) 제제의 저비용 대량생산 체계 확립

제제의 저비용 대량생산 체계를 확립하기 위하여 여러 가지 부가제와 협력제의 효

율적인 농도 및 바이러스의 경제적인 대량생산 조건을 결정하였고, 야외 적용시 가장

효과적인 바이러스 농도를 결정하였다.

11) 시제품 제작



제제의 효율성 제고 및 저비용 대량생산 체계 확립 실험 결과를 바탕으로 실제 야

외 적용시 효과적이면서도 경제적인 시제품을 제작하였다.

12) 제제의 제품화 및 등록

제제의 포장실증 시험과 효율성 제고와 아울러 제제의 대량생산 체계가 확립된 미생물

살충제를 국내 농약회사에 기술이전으로 제품화와 함께 등록하고자 한다.

13) 산업화 추진

국내농약회사인 <㈜경농> 의 협력하에 제제화함과 아울러 등록시험을 수행한 후 기술

이전을 통하여 산업화를 추진한다.

제 3 절 결과 및 고찰

1) 유효곤충병원 Baculovirus의 선발

채소, 화훼 및 과수 등 기주 범위가 넓으며 파, 배추, 수박 등 시설재배지에 대발생

하여 전국적으로 극심한 피해를 가하고 있는 파밤나방을 무공해 바이러스 살충제 개발

에 의해 방제하기 위하여, 국내에서 분리된 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 대상 바이

러스로 선발하였다. 선발된 파밤나방 핵다각체병 바이러스에 대해 그 병원성을 LD50

및 LT 50 값으로 조사한 결과, LD50 값은 3령의 경우 1.64×104 다각체/㎖ 이었으며, 4령

의 경우 3령에 비해 약 2.5배 높은 4.28×104 다각체/㎖ 이었다 (표 1). 그러나 5령의 경

우에는 3령에 비해 약 390배 높은 6.40×106 다각체/㎖로 현저한 감수성 차이를 보였다

(표 1). 이는 임 등 (1991)이 보고한 SeNPV에 대한 파밤나방 병원성 결과에서 볼 때,

3령의 경우는 유사하나 5령의 경우는 본 실험의 결과와 상당한 차이를 나타내었다. 그

러나 LD50 값이 3령에서 보다 5령에서 상당히 증가했다는 Smits와 Vlak (1988)의 보고



와는 비슷한 경향치였다. 한편 LT 50 값은 바이러스 접종 농도가 높아짐에 따라 짧아지

는 경향이었으며, 고농도구와 저농도구간에 상당한 차이를 나타내었다. 5령 유충의 경

우 바이러스 접종후 사육 온도를 25℃에서 20℃로 낮출 경우, 25℃에서 계속 사육하였

을 때 보다 LT 50 값이 고농도인 1.0×107∼108 다각체/㎖에서 1일 정도 길게 나타났는

데 (표 2), 이는 LD50 값이 낮아지는 것을 고려할 때 5령 유충 기간의 연장과 관련이

있는 것으로 여겨졌다.

T a b le 1. M edia n le th a l d os e(L D 50) v a lu e of S p od op te ra e x ig u a n u clea r

polyhedros is virus tes ted ag ains t 3rd, 4th and 5th ins tar S . exig ua larvae

Larv al ins tar
Dosage

(PIB/ml)

LD 50

(PIB/ml)
S lope(B) Intercept χ2 df

3rd 1.0×104∼8 1.64×104 0.717 1.978 13.613 3

4th 1.0×104∼8 4.28×104 0.732 1.610 2.709 4

5th 1.0×104∼8 6.40×106 0.661 0.499 3.392 3

5tha) 1.0×104∼8 1.02×105 0.366 3.168 13.918 4

a) S . exig ua larvae w ere reared at 20℃ after inocula tion.



T a b le 2. M ed ia n le th a l t im e (LT 50) v a lu e of S p o d op te ra e x ig u a n u cle a r

p olyhedros is v irus tes ted ag ains t 3rd, 4th and 5th ins tar S . exig ua larvae

Larval

ins tar

Inoculum

(PIB/ml)

LT 50

(day)
S lope(B) Intercept χ2 df

3rd

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

14.92

9.68

6.46

5.46

5.39

2.265

2.964

8.110

8.010

10.367

2.342

2.078

- 1.570

- 0.906

- 2.584

0.352

0.908

10.704

4.170

5.201

5

5

4

5

3

4th

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

13.28

9.12

5.79

4.51

4.18

3.741

3.725

3.602

5.368

8.534

0.798

1.423

2.254

1.486

- 0.302

1.655

0.613

1.967

9.842

3.535

5

6

6

5

4

5th

1.0×106

1.0×107

1.0×108

9.69

7.18

6.40

7.167

9.142

6.582

- 2.068

- 2.825

- 0.308

0.462

1.248

1.457

1

2

4

5tha)

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

14.53

10.87

9.75

8.85

7.58

3.175

6.214

6.963

7.409

9.642

1.310

- 1.440

- 1.885

- 2.016

- 3.479

0.334

0.120

1.794

7.725

11.349

5

5

5

7

6

a) S . exig ua larvae w ere reared at 20℃ after inocula tion.



T able 3. Pathogenecity of S podoptera exig ua nuclear polyhedros is virus ag ains t S .

e xig ua larvae

Ins tar
Inoculum

(PIBs /ml)

Mortality

(% )

3rd

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

38.6

61.1

93.5

100

100

4th

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

33.3

59.3

86.7

93.5

100

5th

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

5.0

10.0

25.0

60.0

77.8

5tha)

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

38.9

57.9

69.0

85.2

100

a) S . exig ua larvae w ere reared at 20℃ after inocula tion.



2) Baculov irus의 살충효과 증대

Baculovirus 살충제가 가지는 지효성의 단점을 보완하기 위하여, baculovirus 발현

벡터계에 Bt 내독소 단백질 유전자를 도입한 재조합 baculovirus Btrus는 그 특성이

곤충 배양세포와 곤충 생체에서 차이를 보였다. SDS- PA GE 분석결과 약 92 kDa의 융

합단백질과 33 kDa의 다각체 단백질은 곤충 배양세포 내와 곤충 생체 내에 공통적으

로 존재하는 반면, 59 kDa의 내독소 단백질은 곤충 생체 내에만 존재하는 것으로 나타

났다. 또한, 생물검정의 경우에도 곤충 생체 내에 존재하는 발현물질이 더욱 높은 독성

을 보였다. 이러한 결과는 baculovirus가 발현하는 내독소 단백질은 그 독성면에서 원

래의 Bt에서 발현되는 그것과 차이가 없으나 발현에 있어서 N- 말단의 내독소 단백질

과 다각체 단백질이 서로 분리되어지며, 특히 단일 세포로 구성된 곤충 세포주의 경우

분리되어진 내독소 단백질이 세포내에서 분해되어짐을 보여주는 결과였다. 따라서 내독

소 단백질과 다각체 단백질의 분리를 막기 위하여, 두 유전자가 융합되는 지점을

random delet ion으로 mutat ion 시킨 후 두 단백질이 분리되지 않는 재조합 바이러스

BtrusⅡ를 제작하였다. 융합단백질 이외의 불필요한 다각체 단백질의 발현을 억제하기

위해 Bt의 cryⅠA (c) 내독소 단백질 유전자 N- 말단과 A utog rapha californica 핵다각

체병 바이러스 (AcNPV)의 다각체 단백질 유전자가 융합되는 부위를 유전자 수준에서

부분삭제한 새로운 재조합 바이러스 BtrusⅡ의 경우 Btrus에 비하여 24개의 염기서열

이 삭제되어 있음을 DNA 염기서열 결정을 통하여 확인하였다. SDS- PA GE와

W estern blot을 통한 단백질 분석 결과 BtrusⅡ가 발현하는 융합단백질의 크기는 약

92 kDa으로 Btrus에서 발현되었던 33 kDa의 다각체 단백질은 나타나지 않아, BtrusⅡ

에서는 불필요한 다각체 단백질의 발현이 억제됨을 확인 할 수 있었다. 광학현미경과

전자현미경으로 다각체의 형태를 확인한 결과 유합단백질로 이루어진 BtrusⅡ의 다각

체의 형태는 부정형으로 정육면체 모양의 Btrus와는 차이를 보였다. 병원성을 확인하

기 위하여 3령 누에 유충과 5령 흰불나방 유충을 대상으로 생물검정을 실시한 결과, 누

에의 경우 약 36.4%의 치사율을 보였고, 흰불나방의 경우 refusa l diet 현상을 보임으로



서 BtrusⅡ의 병원성을 확인하였다.

3) 바이러스의 대량증식법 개발 및 대량생산

선발된 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 파밤나방의 미생물적 방제에 응용하기 위

해서는 우선 파밤나방 핵다각체병 바이러스의 대량 증식이 선행되어져야 하는데, 이를

위해서는 숙주곤충을 이용한 생체 증식이 가장 경제적인 것으로 알려져 있다

(Kurs tak, 1982). 따라서, 파밤나방의 안정적인 공급을 위한 인공사료육 체계를 확립하

기 위하여 계통이 확립된 파밤나방을 일본 연구소로부터 분양받아 파밤나방 유충의 발

육이 고르면서도 안정적인 수급체계를 확립하였다. 파밤나방이 안정적으로 공급됨에 따

라 바이러스의 병원성 검정 결과를 토대로 증식 수율을 조사하였다. 파밤나방 유충의

령기에 따른 사충당 바이러스 생산성을 조사한 결과 령이 진전될수록 생산성이 높게

나타났으며, 저농도구에 비해 고농도의 바이러스 접종구에서는 사충율은 높았으나 바이

러스 생산성은 낮게 나타났다 (표 4).

한편, 파밤나방은 사육 온도에 따라 유충 및 용 기간이 상당히 차이가 나서 20℃ 에

서는 유충 기간이 32.2±3.2일 이고, 25℃ 에서는 17.3±2.0일 이며, 30℃ 에서는 10.5±

1.0일 이다 (박종대, 1995). 따라서 파밤나방의 충체가 가장 큰 5령 유충을 이용하여 파

밤나방 핵다각체병 바이러스를 대량 생산하고자 바이러스 접종 후 사육 온도를 25℃에

서 20℃로 낮추어 5령 유충 기간의 연장에 따른 병원성 증가와 충체중의 증가에 따른

바이러스 생산성을 조사한 결과, 4령 유충에 비해 바이러스 접종후 20℃에서 사육한 5

령 유충에서 바이러스 생산성이 전반적으로 높게 나타났으며 고농도구의 경우 약 2배

정도 높았다. 그러나 파밤나방 유충의 령기와 접종 농도에 따른 사충율 및 사충 마리당

바이러스 생산량을 전체 접종 유충수로 산정하였을 때, 3령의 경우 93.5%의 사충율을

보인 1.0×106 다각체/㎖ 접종 농도구에서 8.47×1011 다각체로 가장 높게 나타난 반면,

4령의 경우는 86.7%의 사충율을 보인 1.0×106 다각체/㎖ 접종 농도구에서 13.36×1011

다각체로 가장 높게 나타났으며, 바이러스 접종후 사육 온도를 20℃로 낮춘 5령 유충에



서의 경우 1.0×107 다각체/㎖ 접종 농도구에서 85.2%의 사충율과 함께 13.75×1011 다

각체로 가장 높게 나타났다. 이러한 결과로 보아 4령 유충에 1.0×106 다각체/㎖ 농도로

접종했을 때 바이러스 생산성에 있어서 가장 효율적임을 확인하였다.

T able 4. Yields of S podoptera e xig ua nuclear polyhedros is virus in relat ion to

inocula and mortality in S podoptera exig ua larvae

Larval ins tar
Inoculum

(PIB/ ml)

Mortality

(%)

PIB/dead larv a

(×1010)

T otal Yields a)

(×1011)

3rd

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

38.6

61.1

93.5

100

100

2.03

1.55

1.51

1.37

1.13

4.71

5.68

8.47

8.22

6.78

4th

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

33.3

59.3

86.7

93.5

100

3.15

2.89

2.57

1.91

1.22

6.30

10.28

13.36

10.72

7.32

5thb)

1.0×104

1.0×105

1.0×106

1.0×107

1.0×108

38.9

57.9

69.0

85.2

100

3.75

3.48

3.14

2.69

2.06

8.75

12.09

12.99

13.75

12.36

a) T otal yields w ere calculated by total tes ted larvae, mortality and PIB per dead

larv a.

b) S . exig ua larvae w ere reared at 20℃ after inoculat ion.



또한 최적 수거시기를 결정하기 위하여 각각 100마리의 4령 유충에 1.0×106 다각체

/㎖의 농도로 바이러스를 접종한 후 접종 8, 9, 10일 후에 바이러스 생산량을 조사한

결과, 접종 8일 후에 2.21×1012 다각체의 최대 생산량을 보여 각각 2.09×1012과 2.21×

1012 다각체 생산량을 보인 접종 9일과 10일 후에 비해 바이러스의 효율적인 대량생산

을 위한 최적 수거시기임을 확인하였다. 접종 후 시간이 많이 지남에 따라 바이러스 생

산량이 감소한 것은 파밤나방이 보여주는 cannibalism과 관련이 있는 것으로 생각된다.

따라서 파밤나방 핵다각체병 바이러스의 제제화를 위해 안정적인 사육체계가 확립된

파밤나방에 대해 위의 대량증식 조건의 결과에 따른 방법으로 계속적으로 바이러스를

접종하고 바이러스의 불활화를 최소화 하기 위하여 사충상태로 - 20℃에 수거·보관하

며 이후의 실험에 사용하였다.

4) 제제의 부가제 소재 개발 및 제제의 조성

살충효과가 탁월하면서도 경제적인 바이러스 제제의 조성을 개발하고자 부가제의

효과적인 적정 농도를 조사한 결과, 자외선 차단제이자 흡착제로 작용하는 W hite

carbon은 최종 부피에 대해 1%를 첨가하였을 때 효과적이었고, 섭식유인제인 sucrose

의 경우 1%를 첨가하였을 때 가장 효과적이었다. 다각체는 현탁액 상태에서 24시간이

경과하면서 급격히 침전이 일어나게 되는데 polyv inylalcohol을 첨가함으로서 다각체의

급격한 침전을 완화시킬 수 있었고, 이 때 가장 효과적인 polyvinyla lcohol의 농도는

0.5% 였다. 전착제로 작용하는 T riton X- 100을 첨가한 실험구에서는 모두 100%의 살

충율을 보인 반면 첨가하지 않은 실험구에서는 95%의 살충율을 보여 T riton X- 100의

전착 효과를 확인할 수 있었으며, 첨가량이 0.1% 였을 때 효과적이었다.

5) 제제화 시험

앞에서 대량 증식된 파밤나방 핵다각체병 바이러스의 제제화를 위하여 2×108 다각

체를 포함하고 있는 30㎖의 바이러스 현탁액에 섭식유인제로써 100g의 sucros e, 자외선



차단 및 흡착제로써 100g의 W hite carbon, 침전완화제로써 50g의 polyvinylalcohol, 전

착제로써 10㎖의 T riton X- 100 그리고 증량 및 계면활성제로써 10g의 Bentonite를 첨

가하여 표 5에서의 조성과 같이 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 제제화하였다.

T able 5. Compos ition of viral insect icide us ing S podoptera exig ua nuclear

polyhedros is virus

Ingredient Formulat ion % Ing redient

W hite carbon 100g 33.3

Sucrose 100g 33.3

Polyvinyla lcohol 50g 16.7

T riton X- 100 10㎖ 3.3

Bentonite 10g 3.3

Virus (2×1010 PIB) 30㎖ 10.0

T otal 300g 100.0

6) 제제의 살충효과

제제화 후의 파밤나방 핵다각체병 바이러스의 파밤나방에 대한 살충성을 알아보기

위하여 실내 생물검정을 통한 병원성을 조사하여 제제화에 사용한 바이러스 원제와 비



교하였다 (표 6). 파밤나방 3령 유충에 대해 제제 및 원제의 농도를 달리하며 인공사료

를 이용하여 그 병원성을 조사한 결과, 바이러스 원제와 병원성에서 차이를 보이지 않

아 제제화 후에도 바이러스의 병원성이 그대로 보존됨을 확인할 수 있었다.

T able 6. Pathog enicity of S podoptera exig ua nuclear polyhedros is virus technical

pow der and formulat ion.

Infection dose

(PIB/ Larvae)

Mortality (% )

SeNPV technica l pow der SeNPV formulat ion

1×103 20.5 28.6

1×104 38.6 40.0

1×105 68.2 71.0

1×106 92.0 93.9

1×107 100.0 100.0

7) 제제의 약효 및 안정성 검정

제제화된 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 온도에 대한 안정성을 알아보기 위

하여 제제와 바이러스 원제를 각각 2×107 다각체로 희석하여 20℃, 30℃, 40℃, 50℃에



서 1시간 동안 처리하고 파밤나방 3령 유충에 대해 인공사료를 이용하여 그 병원성을

조사한 결과, 제제와 바이러스 원제가 모든 처리온도에서 100%의 살충효과를 보임으로

서 제제화 후에도 제제의 살충효과가 바이러스 원제에서와 같이 보존되면서 실제 야외

환경에 적용시 노출될 수 있는 온도에 대해서도 안정함을 확인하였다 (표 7).

제제를 야외에 적용함에 있어서 제제의 지속성에 가장 큰 영향을 미치는 것으로 알

려진 자외선에 대한 제제의 안정성을 검정하기 위하여 제제와 바이러스 원제를 각각 2

×107 다각체/㎖의 농도로 희석하여 야외의 자외선 조건에서 1일, 2일, 3일 동안 처리하

고 파밤나방 3령 유충에 대해 인공사료를 이용하여 그 병원성을 조사한 결과, 바이러스

원제의 경우 각 처리구에서 30% 정도의 살충율을 보였으나 제제의 경우에는 70% 정

도의 살충율을 보여 바이러스 원제에 비해 제제가 야외의 자외선 조건에서도 어느정도

안정성을 보임으로서 병원성의 지속효과를 기대할 수 있음을 확인하였다 (그림 1).

T able 7. Effect of formulat ion on the protection of S podopte ra exig ua nuclear

polyhedros is virus from heat inactivat ion.

T reated temperature
Mortality (% )

SeNPV technical

pow der
SeNPV formulat ion

20℃ 100 100

30℃ 100 100

40℃ 100 100

50℃ 100 100



Fig. 1. Effect of F ormulat ion on the protect ion of S podoptera exig ua nuclear

polyhedros is virus from s unlight

또한, polyv inylalcohol 첨가에 의한 현탁액 상태의 제제에서의 다각체의 침전완화

효과를 260㎚에서의 흡광도를 측정하여 조사한 결과, polyv inylalcohol을 첨가하지 않은

바이러스 원제에 비해 제제에서 다각체의 급격한 침전이 방지됨을 확인하였다.

8) 제제의 포장 실증 시험

실제 야외에서의 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 방제효과를 알아보기 위하

여 제제와 바이러스 원제를 각각 2×106 다각체/㎖, 1×107 다각체/㎖, 2×107 다각체/㎖

의 농도로 희석하여 배추에 살포한 후 파밤나방 유충에 대해 포장 실험을 실시한 결과,



제제의 경우 2×106 다각체/㎖ 농도구에서는 67.4%의 방제효과를, 1×107 다각체/㎖ 농

도구에서는 85.7%의 방제효과를, 2×107 다각체/㎖ 농도구에서는 87.5%의 방제효과를

보임으로서 각각 41.7%, 58.5%, 60.0%의 방제효과를 보인 바이러스 원제에 비하여 제

제가 탁월한 방제효과를 가짐을 확인하였다. 또한, 실제 야외에서 사용할 시는 1×107

다각체/㎖의 농도로 살포하는 것이 가장 효율적임을 확인하였다 (그림 2).

F ig . 2. Pathog enicity of S podopte ra e xig ua nuclear polyhedros is virus technical

pow der and formulat ion in field as say

9) 제제의 효율성 제고

포장 실증시험 결과 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 경우 바이러스 원제에

비해서는 우수한 방제효과를 보여주었지만, 실내 생물검정에서는 1×107 다각체/㎖ 농



도구에서 100%의 살충율을 보이는데 반하여 포장 실증실험에서는 85.7%의 방제효과를

보임으로서 제제의 살충효과가 보완되어야 함을 알 수 있었다. 따라서 제제에 첨가할

경우 바이러스와 협력적으로 작용하여 바이러스의 살충효과를 극대화시킬 수 있는

potentiator로써 실내 생물검정을 통하여 t inopal과 또다른 곤충병원 미생물인 B acillus

thuring ie ns is (Bt) NT 0423을 선발하였다. 실내 생물검정을 통하여 선발된 potent iator

에 대해 실제 포장에서의 방제효과를 알아보기 위하여 파밤나방 핵다각체병 바이러스

제제에 각각 0.1% T inopal, 0.01% Bt, 0.05% Bt를 첨가하고 농도로 희석한 후 배추에

살포하여 파밤나방에 대한 방제효과를 조사하였다. 그 결과 0.05%의 Bt를 첨가한 경우

에 제제 살포 10일 후에 100%의 방제효과를 보임으로서 제제에 potentiator로서 0.05%

의 Bt를 첨가할 경우 이들이 바이러스와 협력적으로 작용하여 제제의 방제효과를 극대

화 시킬 수 있음을 확인하였다 (그림 3).

F ig . 3. Increas ing effect in pathog enicity of formulat ion by addit ion of potent ia tor



10) 제제의 저비용 대량생산 체계 확립

파밤나방 핵다각체병 바이러스의 제제화에 있어서 가장 기초가 되는 단계인 바이러

스의 대량생산은 초기 바이러스 접종농도와 인공사료 사용량 등의 경제적인 면을 고려

하였을 때, 파밤나방 4령 유충에 유충당 1×106 다각체를 접종하였을 경우 접종 8일 후

에 유충당 2.21×1010 다각체로 가장 높은 바이러스 생산량을 보였다. 또한 제제화에 사

용되는 여러 가지 부가제 및 협력제의 경우, 최종 부피에 내해 자외선 차단제이자 흡착

제인 W hite carbon은 1%, 섭식유인제인 sucrose는 1%, 침전완화제인

polyvinyla lcohol은 0.5%, 전착제인 T riton X- 100은 0.1%를 첨가하였을 때 가장 효과적

이었다. 이와 같은 결과를 토대로 제제화를 진행할 경우 효율적이면서도 경제적인 제제

의 저비용 대량생산 체계를 확립할 수 있음을 확인하였다.

11) 시제품 제작

실제 파밤나방의 방제를 위한 바이러스 살충제로서 앞에서 결정된 각각의 부가제

및 협력제의 효율적인 농도를 고려하여 실제 사용할 때의 최종 부피를 10ℓ로 하였을

때 1×1010 다각체를 포함하는 바이러스 현탁액 150㎖에 자외선 차단제이자 흡착제인

W hite carbon 100g , 섭식유인제인 s ucrose 100g , 침전완화제인 polyvinylalcohol 50g ,

전착제인 T riton X- 100 10㎖, 증량 및 계면활성제인 Bentonite 10g , potentiator인 Bt

NT 0423 5g을 첨가하여 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 시제품을 제작하고 (표

8), 이를 파밤나방 V라 명명하였다 (그림 4).



T able 8. Compos ition of viral insect icide 파밤나방 V

Ingredient Formulat ion
Ing redient / las t volume

(% )

W hite carbon 100g 1

Sucrose 100g 1

Polyvinyla lcohol 50g 0.5

T riton X- 100 10㎖ 0.1

Bentonite 10g 0.1

Bt NT 0423 5g 0.05

Virus (1×1011 PIB) 150㎖ 1×107 PIB/㎖

A dd the ingredients of the formulat ion to 10ℓ of w ater for field us e.



Fig . 4. T he v iral ins ect icide 파밤나방 V

12) 제제의 제품화 및 등록

국내 농약회사의 협력하에 제제화한 시제품을 제품화하며, 동시에 농약 등록법에 따

른 등록시험을 준비중에 있다.

13) 산업화 추진

파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 시제품 개발 연구결과를 국내 농약회사에 기

술이전하여 산업화를 추진과정에 있다. 또한 본 파밤나방 V 살충제는 국내최초로 개발

한 바이러스 살충제로서 방제가 어렵고 피해가 막대한 파밤나방 해충을 무공해적으로

방제하는데 큰 역할을 할 것이다.



제 4 절 종합결과

최근에 국내에서 전국적으로 대발생하여 문제가 되고 있는 파밤나방을 방제하기 위

한 바이러스 살충제의 개발을 위하여 실시한 본 연구의 결과는 다음과 같다. 국내에서

분리된 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 대상 바이러스로 선발하고, 선발된 파밤나방

핵다각체병 바이러스에 대해 그 병원성을 LD50 및 LT 50 값으로 조사한 결과, LD50 값

은 3령의 경우 1.64×104 다각체/㎖ 이었고, 4령의 경우 3령에 비해 약 2.5배 높은 4.28

×104 다각체/㎖ 이었으며, 5령의 경우에는 3령에 비해 약 390배 높은 6.40×106 다각체

/㎖로 현저한 감수성 차이를 보였다. LT 50 값은 바이러스 접종 농도가 높아짐에 따라

짧아지는 경향이었으며, 고농도구와 저농도구간에 상당한 차이를 나타내었고, 5령 유충

의 경우 바이러스 접종후 사육 온도를 25℃에서 20℃로 낮출 경우 25℃에서 계속 사육

하였을 때 보다 1일 정도 길게 나타났다. 또한, 바이러스의 병원성 검정 결과를 토대로

파밤나방 유충의 령기에 따른 사충당 바이러스 생산성을 조사한 결과, 4령 유충에 1.0

×106 다각체/㎖ 농도로 접종했을 때 바이러스 생산성에 있어서 가장 효율적이었고, 바

이러스 접종 8일 후에 2.21×1012 다각체로 최대 생산량을 보임으로써 바이러스의 효율

적인 대량생산을 위한 최적 수거시기임을 확인하였다.

Baculovirus 살충제가 가지는 지효성의 단점을 보완하기 위하여, baculovirus 발현

벡터계에 Bt 내독소 단백질 유전자를 도입한 재조합 baculovirus BtrusⅡ는 누에 3령

유충에 대해 약 36.4%의 치사율을 보였고, 흰불나방 5령 유충에 대해서는 refus al diet

현상을 보임으로서 병원성을 확인하였다.

살충효과가 탁월하면서도 경제적인 바이러스 제제의 조성은, 제제의 최종 부피에 대

해 자외선 차단제이자 흡착제인 W hite carbon은 1%, 섭식유인제인 sucros e는 1% , 다

각체 침전 완화제인 polyvinylalcohol은 0.5%, 전착제인 T riton X- 100은 0.1% 였다. 이

러한 조성으로 대량 증식된 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 제제화 하여 파밤나방에

대한 살충성을 알아본 결과, 바이러스 원제와 병원성에서 차이를 보이지 않아 제제화



후에도 바이러스의 병원성이 그대로 보존됨을 확인하였다. 또한, 제제화된 파밤나방 핵

다각체병 바이러스 제제는 실제 야외환경에 적용시 노출될 수 있는 온도에 대해서도

안정하였고, 야외의 자외선 조건에서도 어느정도 안정성을 보임으로서 병원성의 지속효

과를 기대할 수 있음을 확인하였으며, polyvinylalcohol의 첨가에 의해 다각체의 급격한

침전이 방지됨을 확인하였다.

실제 야외에서의 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 방제효과를 알아보기 위하

여 제제와 바이러스 원제를 이용하여 파밤나방 유충에 대해 포장 실험을 실시한 결과,

제제의 경우 2×106 다각체/㎖ 농도구에서는 67.4%, 1×107 다각체/㎖ 농도구에서는

85.7%, 2×107 다각체/㎖ 농도구에서는 87.5%의 방제효과를 보임으로서 각각 41.7%,

58.5%, 60.0%의 방제효과를 보인 바이러스 원제에 비하여 탁월한 방제효과를 가짐을

확인하였고, 실제 야외에서 사용할 시는 1×107 다각체/㎖의 농도로 살포하는 것이 가

장 효율적임을 알 수 있었다. 제제의 살충효과를 보완하고자 바이러스와 협력적으로 작

용하여 바이러스의 살충효과를 극대화시킬 수 있는 potentiator를 첨가한 결과, 0.05%

의 Bt를 첨가했을 때 살포 10일 후에 100%의 방제효과를 보임으로서 제제의 방제효과

를 극대화 시킬 수 있었다. 이상의 결과를 토대로 제제화를 진행하여 효율적이면서도

경제적인 제제의 저비용 대량생산 체계를 확립하여 시제품인 파밤나방 V를 제작하였

고, 국내 농약회사의 협력하에 제제화한 시제품을 제품화하며, 동시에 농약 등록법에

따른 등록시험을 준비중에 있다. 한편, 이러한 연구결과를 국내 농약회사에 기술이전하

여 산업화를 추진과정에 있다. 국내 최초로 개발된 바이러스 살충제인 파밤나방 V 살

충제는 방제가 어렵고 피해가 막대한 파밤나방 해충을 무공해적으로 방제에 유용하게

이용될 것으로 기대될 뿐만 아니라, 기타 다른 주요해충에 대해서도 적용시킬 수 있어

여러 가지 바이러스 제제의 개발을 가능하게 할 것이다.



제 5 절 적 요

파밤나방의 방제를 위하여 이에 병원성을 가진 파밤나방 핵다각체병 바이러스를 선

발하고 병원성을 조사하였으며, 대량증식 체계를 확립하였다. 한편, Bt의 내독소단백질

유전자를 바이러스에 도입함으로써 바이러스의 병원성을 향상시킬 수 있음을 확인하였

다. 경제적이면서도 효과적인 제제의 조성을 결정하여 파밤나방 핵다각체병 바이러스를

제제화 시험을 수행한 결과, 살충효과가 그대로 유지되면서 야외의 온도 및 자외선 등

에 대해 안정함을 확인하였다. 또한, 제제의 야외 살충효과는 제제를 바이러스 최종농

도가 1×107 다각체/㎖이 되도록 희석하여 살포하였을 때 가장 효과적 이었으며,

potentiator로서 0.05%의 Bt NT 0423균주를 첨가하였을 때 100%의 방제효과를 보였다.

파밤나방 방제를 위한 파밤나방 핵다각체병 바이러스 제제의 개발에 대한 본 연구의

결과는 파밤나방의 방제에 유용하게 이용될 수 있음은 물론, 여타 주요해충의 방제를

위한 여러 가지 바이러스 제제의 개발에도 응용될 수 있을 것으로 기대된다.
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제 4 장 식물성 살충제 개발

제 1 절 식물체 유래 살충활성

I. 서 언

농약은 인류가 식량문제를 농업에 의존하는 한 농산물의 양적증대 및 질적향상에

필수 불가결한 농업자재의 하나로서, 그 특성상 유익성과 위해성을 동시에 갖는다. 특

히 2차 대전 이후에 비약적으로 발전한 유기합성농약은 농업해충의 방제에 의한 농산

물의 증수와 질병매개곤충의 구제에 의한 인류보건 향상에 크게 기여한 것은 사실이

나, 이들 살충제의 連用과 남용은 여러가지 부작용을 야기하였다. 그중에서도 살충제

저항성해충의 출현에 의한 살충제 사용량과 살포회수의 증가는 이러한 부작용을 더욱

증폭시켜, 금후 약효의 선택성 및 안전성 측면에서 새로운 低毒性 살충제의 개발이 절

실히 요구되고 있다.

1938년부터 DDT 가 살충제로서 실용화된 이후 BHC, aldrin , endrin 등의 유기염소

계 살충제가 개발되기 시작하면서부터, 종래의 무기 및 천연물 살충제의 사용량은 감

소하는 반면 유기합성살충제의 사용은 폭발적으로 증가하게 되었고, 이에 따른 농산물

의 증수와 인류의 보건향상도 괄목할 만한 발전을 보였다. 실제, 미국에서 1945년부터

9년간 살충제 DDT 와 살균제 Nabam을 병해충방제에 사용한 결과, 감자는 90% , 밀은

20% , 야채류는 61% , 두류는 42%의 높은 단위면적당 생산량 증가를 보였지만, 반면에

농약무처리 토지에서는 그 9년간 전작에서 4- 6% , 야채류에서 3- 6% 정도의 낮은 증가

를 보였을 뿐이었다(鈴田와 宮本, 1980). 이러한 DDT 의 뛰어난 효과가 입증된 이래

유기염소계, 유기인계, 카바메이트계 살충제등 점차 많은 수의 살충제가 개발, 시판되

어 본격적인 농약시대의 막이 올랐다. 이와같이 유기합성살충제의 장점만이 사람들의

주목을 받던 이 시기를 농약의 역사에 있어서 樂觀의 시대(the era of optim is m)"



라고 부르고 있다(M etcalf, 1980).

1958년이후 인구증가로 인한 심각한 기아상태와 질병의 만연이 세계적으로 누적되

어 각국은 농업해충방제에 의한 식량증산 및 위생해충의 구제에 의한 질병퇴치 정책

상 살충제의 사용을 적극 권장하게 되었다. 그 때문에 식량증산과 보건향상에 큰 효과

를 올린 것은 사실이었으나, 반면 살충제의 사용량과 살포회수는 점점 증가하여 저항

성(res is tance) 해충의 출현, 잠재해충의 주요해충화, 해충의 이상격발(res urg ence), 천

적과 유용곤충의 살해, 야생동물 및 어류에 대한 악영향, 인축에 대한 독성, 토양이나

식품 중의 잔류(res idue), 그외 각종 환경오염 문제등의 부작용이 점차 나타나기 시작

하였다(湯嶋등, 1973; Brow n, 1978; 田中와 金澤, 1979). 살충제의 이러한 부작용에 대

해서, W ig g lesw orth(1945)는 DDT 는 양날의 劍 이라는 표현을 사용해서 DDT 의 무

분별한 사용을 최초로 경고하였고, 수많은 연구자들도 신랄한 비판을 가하였다. 그

중에서도 Carson(1962)은 명저 Silent Spring 을 통해서 자연은 소름이 끼칠 정도

로 조용했다. 즐겁게 재잘거리던 새들은 다 어디로 갔는가? 봄은 왔는데 침묵은 계속

되었다. 단지 고요한 침묵만이 저 들판과 숲과 늪에 깔려 있을 뿐이다 라며 농약의

위험성을 심각하게 경고하였으며, 황폐해져 가는 지구를 연민하는 저자의 호소는 인류

에 큰 충격과 감명을 주어 일반대중의 관심은 물론 정치적인 영향력으로까지 발전하

여 그것을 계기로 각국에서 환경보호에 관한 다양한 법령과 기구가 만들어졌다. 마침

내 잔류성과 인축 및 환경독성등의 문제 때문에 DDT , parathion등 다수의 살충제의

사용이 1960년대를 전후하여 금지되었는데, 살충제의 역할에 대하여 회의가 높았던 이

시기를 농약의 역사에 있어서 懷疑의 시대( the era of doubt)" 라고 부르고 있다

(Metcalf, 1980).

그러나, 인류는 여전히 제한된 면적에서 식량을 생산하지 않으면 안되고 아직도 곤

충이 매개하는 질병의 위협하에 놓여있다. 따라서 해충방제에 대한 새로운 접근이 필

요하며 이의 일환으로 새로운 성질의 살충제, 즉 탁월한 약효와 선택적 살충성, 인축

및 환경에 대한 낮은 危害性, 저항성 문제의 해결을 위한 새로운 살충기작등을 갖춘



살충제 개발에 주력하고 있으며, 이러한 관점에서 구미, 일본등 선진제국들은 오래전

부터 개발확률이 매우 낮은 화학적 합성에 의한 살충제 개발에서 인축 및 환경에 부

작용이 적은 천연물로부터의 살충성분의 탐색과 개발에 눈을 돌려 이미 많은 업적이

축적되어 있을 뿐 아니라, 실용화에 이르고 있다(M iyakado, 1986; Arnas on등, 1989).

또한 이들 천연물 유래의 살충성분을 모핵 화합물(lead compound)로 하여 유기인계,

카바메이트계, 피레스로이드계 살충제 등이 개발되어 농업 및 위생해충의 방제에 이용

되고 있으며, 오늘날도 꾸준히 저독성 살충제의 개발에 진력하고 있다.

예를 들면, 아프리카산 콩과작물의 일종인 카라바콩(P hysos t ig m a vene nosum ) 종

자의 독성분인 phy sos t igm ine(es erine)이 여러 곤충에 대해 살충력을 발휘한다는 사

실이 발견된 이래로(M etca lf와 M arch, 1950), physos t ig mine 화학구조중 N - methy l

carbamoyl기를 모핵 화합물로 하여 carbaryl을 비롯한 많은 카바메이트계 살충제가

개발되었고(Kuhr와 Doroug h, 1976), 제충국의 살충성분인 pyrethrin을 모핵 화합물로

하여 탁월한 살충효과를 갖는 여러가지 피레스로이드제가 개발되었다(Elliot , 1976).

해안에 서식하는 환형동물에 속하는 갯지렁이의 일종인 L um bricone re is he te ropoda

M arenz 의 사체에 접촉된 파리나 모기가 마비, 치사한다는 사실로부터 그 활성본체인

nereis tox in이라는 독성분임을 분리하였고, 이를 모핵 화합물로 하여 아미노산계 살충

제인 cartap이 개발되었다(Sakai, 1966).

천연물에서의 생물활성물질의 탐색에 관한 국내의 연구동향은 의학, 약학, 식품

분야에서는 다소 이루어지고 있으나, 농약활성물질의 탐색에 관해서는 아직 체계적인

연구가 거의 이루어져 있지 않은 실정에 있다. 특히 신농약개발의 필수적 전제가 되는

생물검정법은 외국에서는 오래 전부터 많이 연구, 개발되어 그들만의 know - how 로

서 축적하고 외부로는 공개하지 않을 만큼 신농약 개발에 있어서 생물검정법의 개발

은 중요하다. 따라서 새로운 생물검정법 체계의 확립이야말로 신농약 개발 성패의 열

쇠가 된다고 할 수 있는데, 趙등(1987), 安과 趙(1992), 安등(1992)은 국내실정에 맞는

생물검정법을 확립한 바 있다.



본 연구는 콩과식물 종실을 비롯한 미곡 등 국내산 식물체 150종, 인도산 50종 및

한방식물체 20종을 대상으로 하여 농림 및 저장물에 주요한 해충을 선발하고 확립된

생물검정법을 활용하여 식물체 유래 살충활성물질을 탐색하고자 수행하였다.



II. 재료 및 방법

1. 식물체 및 시료조제

국내산 소귀나무 등 150종의 식물체 시료 및 인도산 Cassia tora 외 49종의 식물체

시료를 채집하였으며 한방식물체 정향 외 19종은 서울소재 경동시장 한약방에서 구입

하였다.

본 제 2 세부과제 책임자는 “식물체 유래 저독성 살충제의 개발”을 위하여 1990년

- 1995년까지 국내산, 아프리카산 및 인도산 식물체를 채집하여 살충, 섭식저해 및 기피

활성을 조사하여 학회지에 발표한 바 있다(한국응용곤충학회지 1994 33: 225- 229; 한국

응용곤충학회지 1995 34: 200- 205; 한국응용곤충학회지 1996 35: 153- 158, 한국농화학회

지 1994 37: 492- 497, 503- 508; J. Chem. Ecol. 1995 21: 263- 271). 이 결과에 따르면 강

한 방향성을 가지는 식물체에서 높은 활성을 나타내었기 때문에, 한국(溫陽民俗博物館

學藝硏究室 編, 1302年阿彌陀佛腹藏物의 調査硏究, 1991; 科學百科事典出版社 編, 藥草

의 成分과 利用, 일월서각, 1991), 중국(潘吉星, 中國造紙技術史稿, 北京文物出版社,

1979; 錢存訓著·宇都木章 外譯, 中國古代書籍史, 法政大學出版局, 1986; 森八郞, 藥香の

防蟲效果, 保存科學 14, 1975; 上海科學技術出版社·小學館 編, 中藥大辭典 2, 小學館,

1985), 일본(寺島良安著·島田勇雄 外譯, 和漢三才 會 7, 東洋文庫, 平凡社, 1987; 古事

類苑 48, 吉川弘文館, 1970; 渡 武, 正倉院寶庫の藥物, 書陵部紀要 7, 1956; 朝比奈泰彦

編, 正倉院藥物, 植物文獻刊行會, 1955)에서 고대로부터 전승되어 온 방향성이 강하거

나, 살충효과를 나타내는 식물체 23종 (정향, 유향, 백단향, 석창포, 목단피, 오수유, 백

부근, 천궁, 팔각향, 마, 산목, 영릉향, 후박, 울금, 은행나무, 용뇌, 쑥, 감초, 계심, 촉초,

감송향, 아주까리, 소나무)을 공시식물체로서 선발하였다.

또한 국내산 유용식물 자원의 개발을 위하여, 제주도에서 25종의 식물체를 채집하였

다(개벗나무, 검은재나무, 고로쇠나무, 고추나무, 곰의말채, 괴물나무, 구실잣밤나, 굴피

나무, 까치박달, 꾸지뽕나무, 다정큼나무, 담팥수, 돈나무, 때죽나무, 말채나무, 먼나무,

모람, 무환자나무, 물푸레나무, 백목련, 병개암나무, 병솔꽃나무, 비자나무, 산딸나무, 산



수국, 산유자나무).

이들 식물체들을 건조시킨 후 마쇄하여 분말로 만들고 나서, 각각의 분말시료 50 g

씩을 취하여 500 ㎖ Erlenmeyer flask에 넣고, 메탄올 300 ㎖를 부어 잘 흔들어 준 후

에 실온 암실하에 방치하였다. 2일 후 감압여과하고 회전진공농축기로 40℃에서 감압농

축하여 메탄올 조추출물을 얻어 이것을 생물검정에 이용하였다.

2. 공시충

살충활성 스크리닝을 위한 공시충으로는 수도의 주요해충인 벼멸구, 채소작물의 경

우에는 배추좀나방, 담배거세미나방, 복숭아혹진딧물을 공시하였다. 사과는 10대 수출유

망 작목의 하나로 고부가 가치성 품질향상을 통한 국제경쟁력 강화가 절실히 요망되고

있는데, 국내 사과해충 총 312종 중에서 점박이응애가 사과의 가장 중요한 해충으로 알

려져 있어 이를 공시하였다.

또한 UR 및 W T O 성립으로 인하여 농산물의 수입과 수출로 인한 창고나 콘테이

너, 선박등 저장물이 증가하여 해충의 유입이 문제시되고 있으나, 이들 해충의 방제에

는 적절한 합성살충제가 없는 현 시점에 있어서 저장물해충에 유효한 살충제의 개발이

시급한 실정에 있어 본 연구에서는 주요 저장물해충인 쌀바구미와 팥바구미를 공시하

였다.

공시충의 사육은 본 연구진에 의하여 개발된 방법에 준하였다 (Ahn 등, 1992).

3. 생물검정

7종의 실험곤충에 대한 살충력은 趙등(1987), 安·趙(1992), 安등(1992)의 방법에 따

라 검정하였다. 조추출물의 출발농도가 너무 높을 경우에는 미생물에 의해서 부패하

기 쉬우며, 너무 낮을 경우에는 추출물중에 미량으로 존재하는 활성본체를 놓칠 확률이

높기 때문에 (조등, 1987), 본 실험에서는 4,000- 8000 ppm을 출발농도로 하여 A hn 등

(1992)의 방법에 따라 살충활성 검정을 행하였다. 1차 스크리닝에서 살충효과를 보인



식물체는 농도를 낯추어 생물검정을 행하였다. 보정사충율은 Abbott(1925)의 방법에 따

라 산출하였다.

1) 벼멸구

벼멸구에 대한 메탄올추출물의 살충활성은 충과 유묘 동시살포법(spray m ethod)

또는 미량국소처리법(topica l applica tion method)으로 검정하였다. 살포법의 경우, 벼

(품종: 秋晴) 유묘(초장 5 cm)를 3∼5본씩 뿌리부위를 솜으로 말아서 약간의 물이 들7

어 있는 유리시험관( 3×15 cm)속으로 밀어넣은 시험관에 흡충관으로 생육단계가 균

일한 우화 3일후의 성충 암컷 20마리씩을 접종하고 나서, 소형분무기를 이용하여

8,000 ppm으로 희석한 시료를 시험관 입구에서 분무하였고, 처리 48시간 후에 각각의

사충수를 조사하였다.

미량국소처리법의 경우, 아세톤에 각 획분을 0.01 g/ 0.2 l 수준으로 희석하여 두

고, 벼유묘(초장 5 cm ) 10본의 뿌리부위를 솜으로 말아서 약간의 물이 들어 있는 유

리시험관( 3×15 cm)속으로 밀어 넣은 유묘시험관을 준비하였다. 흡충관으로 생육단

계가 균일한 성충암컷 20마리씩을 잡아 탄산가스로 20초 정도 순간마취시켜 여지에

일렬로 배열시킨 후, 미량국소처리기(BURKA RD, UK)를 사용하여 마취된 공시충의

가슴등판에 희석된 분획 0.2 l씩 국소처리하였고, 매처리마다 24시간 후에 각각의 사

충수를 조사하였다.

2) 배추좀나방과 담배거세미나방

배추(품종: 서울배추) 잎을 cork borer로 오려낸 절단엽( 5 cm) 1매를 아세톤에

녹인 8,000 ppm의 조추출물 희석액에 10초간 침지한 후, hood속에서 통풍건조 시켜

샤레( 9 cm)에 옮겼다. 처리잎이 담겨진 샤레에 3∼4령 유충을 10마리씩 방사하고

덮개를 덮은 다음 25℃ 항온기에 두어 처리 48시간 후에 각각의 사충수를 조사하였다.

3) 복숭아혹진딧물

담배(품종: NC81)잎을 cork borer로 오려낸 절단엽( 5 cm) 1매를 8,000 ppm 공시

약액에 10초간 침지한 후 hood 속에서 통풍건조시켜 샤레( 9 cm )에 옮겼다. 처리잎



이 담겨져 있는 샤레에 무시태생의 성충암컷을 10마리 씩 방사하고 덮개를 덮은 다음

25℃ 항온기에 두어 처리 48시간 후에 각각의 사충수를 조사하였다.

4) 점박이응애

강남콩 잎을 cork borer로 오려낸 절단엽( 5 cm) 1매를 8,000 ppm의 조추출물 희

석액에 10초간 침지하고 나서 hood내에서 통풍 건조시켰다. 물을 충분히 흡수시킨 두

꺼운 탈지면을 샤레에 깔고 탈지면 위에는 여지를 한장 깐 다음 건조잎을 여지 위에

얹었다. 응애성충 20마리를 건조잎 위에 방사하고 나서 처리 48시간 후에 사충수를 조

사하였다.

5) 쌀바구미와 팥바구미

쌀바구미와 팥바구미는 여지확산법을 이용하였는데, 시료 5 mg을 취하여 아세톤 1

ml에 녹여 여지(직경 3 cm)에 흡지시킨 후 3반복(각각 10개체씩)으로 준비한 diet cup

에 넣어 주고 나서 먹이를 공급한 후 뚜껑을 덮은 뒤 처리 48시간 후에 사충수를 조사

하였다.

4. 살충성분의 분리 및 정제

1) 조시료 추출

스크리닝 대상 식물체들중에서 울금과 은행나무잎 그리고 정향의 살충활성이 우수하

여 울금과 정향은 서울 소재 경동시장에서 구입하였으며, 은행나무잎은 서울대학교 농

업생명과학대학 교정에서 일체의 농약이 살포되지 않은 깨끗한 잎을 채취하였다.이들

식물체들은 50℃에서 2일간 열풍건조기(關東理化器製作所, 日本)로 건조시킨 후 믹서

로 마쇄하여 시료를 준비하였다. 이들 건조 시료 6 kg씩을 5,000 ml 삼각플라스크에

넣고 메탄올 3,000 ml를 부어 잘 흔든 후에 실온 암실하에 3일간 방치한 후 여과한

다음 여과액을 회전진공농축기(EYELA autojack NA J- 160, Japan)로 농축하였다. 이

과정을 2회 반복하여 생물검정 및 활성성분의 분리를 위한 메탄올 조추출물을 준비하

였다.



2) 용매분획

상기 식물체 메탄올 조추출물 20 g을 증류수 800 ml와 헥산 800 m l에 녹여 2 L

분액여두에 넣은 후, 마개를 닫고 시료와 두가지 용매가 잘 섞이도록 흔들어 물층과

헥산층으로 분리하였으며, 약 30분 후에 다른 분액여두를 이용해 헥산층은 뽑아내고,

물층에 새로운 헥산 800 ml를 부어 동일한 방법으로 2차의 헥산층을 뽑아내었다.

남아있는 물층에 클로로포름 800 ml을 붓고 마개를 닫은 후 충분히 흔들어 물층과

클로로포름층으로 분리하였으며, 약 30분 후에 클로로포름층을 뽑아내고, 물층에 새로

운 클로로포름 800 m l를 부어 동일한 방법으로 2차의 클로로포름층을 뽑아내었다. 마

지막 단계로서, 남아있는 물층에 에틸아세테이트 800 ml을 부어 헥산 분배시와 동일

한 방법으로 에틸아세테이트층을 2회에 걸쳐 뽑아내었다.

이상과 같이 용매분획하여 헥산층, 클로로포름층, 에틸아세테이트층 및 물층의 4획

분을 얻었으며, 이중 물층은 동결건조기(Vert is , USA)를 이용하여 진공감압하여 물을

제거하였으며, 헥산층, 클로로포름층, 에틸아세테이트층은 회전진공농축기(EYELA

autojack NAJ- 160, Japan)로 농축하였다.

3) 컬럼크로마토그라피

살충활성이 검증된 획분 10 g을 아세톤 30 ml에 녹여 30 g의 s ilica g el(70∼230

m esh, Merck)과 함께 섞은 후 아세톤을 완전히 휘발시켜 시료가 실리카겔에 흡착되

게 하였다. 유리제 column( 5.5×70 cm , PT EE end pla te 부착)에 실리카겔(70∼230

m esh, Merck) 500 g을 클로로포름으로 습식충진 시킨 뒤, 상층부에 클로로포름으로

녹인 흡착시료를 10 ml 피펫으로 충진하였다. 용출용매는 클로로포름/메탄올 = 99/ 1,

97.5/2.5, 95/ 5, 90/ 10, 80/20 을 각 1,000 ml씩 순차적으로 흘렸고 마지막은 메탄올로써

용출시켰으며, 용출속도는 분당 10 ml, 분취량은 50 ml로 하였다. 각 분취시료는 박층

크로마토그라피(T LC: T hin lay er chrom atog raphy )에 의해 T LC plate(S IL G/ UV254,

0.25 mm , MA CHEREY - NA GEL, Germany)상에 전개된 spot pat tern을 UV hand

lam p(UVGL- 58, UV- 254/ 366 nm, UVP Inc., USA )로 확인하였으며, 동일 spot으로 확
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