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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   청과류 부패방지를 위한 환경친화형 항진균제제 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

     현재 우리나라에서는 청과류 수확후 청색곰팡이병, 녹색곰팡이병, 잿빛곰팡이병 

등의 진균류 발생에 의한 과실연화 및 부패로 실제 저장과 유통과정 중에 전체 생산

물의 25-80%가 손실되고 있다. 과실의 부패를 방제하기 위한 방법으로는 농약

(fungicide)의 처리와 함께 가시광선, UV, X-ray, gamma ray radiation, 열처리, 훈연

처리 등이 이용되어 왔다. 그러나, 과실의 부패방지를 위하여 가장 손쉽게 사용하는 

농약이 최근에 들어 안정성 문제, 잔류문제, 자연생태계에 미치는 여러 가지 문제, 공

해유발 등 유해론이 제기되면서 부정적인 시각이 점차 증대되고 있는 현실이다. 특히, 

청과류 수확후에는 부패방지를 위한 농약사용이 금지되어 있으며, 해외 수출시에는 

농약을 사용할 경우 잔류농약 검사를 통과하기 어렵다. 현재 사용중인 모든 농약의 

사용을 제지할 수 없는 현실로 볼 때 현재의 농약보다 안전하고 부작용이 없는 저독

성의 안전한 합성농약과, 또 이들과는 전혀 차원이 다른 미생물을 활용한 생물학적 

방제방법이 각국에서 연구되어 많은 제품들이 실용화되기에 이르렀다. 

  따라서, 본 연구는 환경생태계에 안전하며, 약제저항성 출현이 없고, 농산물의 안전

성 및 부존자원을 이용한 저렴한 개발비 등의 강점을 지닌 무독성․환경친화형의 획

기적인 청과류 부패방지제 개발을 위하여 시행되었다. 또한 청과류 시장출하 및 저장



중의 과실부패방지를 통한 가격안정 및 고부가가치화로 지역경제 활성화 및 농가소득 

증대를 유도하기 위하여 실시되었다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

   본 연구의 연구개발 최종목표는 국내산 청과류 부패방지를 위한 저비용, 환경친화

형 신소재 및 기술 개발이며, 개발 기술 내용은 국내산 청과류 중 대표적 과실인 사

과, 배, 포도, 단감의 출하시기별 부패율 10% 미만을 목표로 항진균성 미생물 확보 및 

항진균성 미생물 유래의 제제 개발이다.

  연구범위는 다음과 같다.

1) 청과류 수확후 발생하는 주요 부패 곰팡이에 대하여 검색된 항진균 활성 미생물의 

동정, 독성검사 및 배양특성조사

2) 선발균주의 청과류 수확후 최고의 부패 억제를 위한 처리방법 실험 - 수확후 미생

물제제에 침지한 후 상온저장 및 저온저장. 당산비변화, 부패억제율 및 선도 유지정

도 관찰. 

3) 청과류 선도유지를 위한 유용 미생물 선발균주의 생산 최적화 및 제제화

4) 미생물제제와 키토산 및 칼슘제제의 종류와 농도별 혼용시험

 - Oligo 수용성, glyco 키토산 등을 각각 0.1%, 0.2%로 미생물제제에 혼용, 청과류 

부패방지에 가장 효율적인 최적의 키토산 종류 및 농도 선발

 - Calcium chloride, calcium carbonate 등을 각각 1%, 2%로 미생물-키토산 제제에 

혼용, 청과류 부패방지에 가장 효율적인 최적의 칼슘 종류 및 농도 선발

 - 처리방법에 따른 과실의 당산비변화, 부패억제율 및 선도 유지정도 관찰 및 저장

성의 감소 검토

5) 최종적으로 선발된 미생물-키토산-칼슘제제의 대량생산 및 제제화 연구

- 미생물-키토산-칼슘의 경제적 대량배양배지 선발



- 실험 규모 이상의 생산체계 구축

  (수확 및 보관방법 연구)

- 부형제 선택 등 제제화 실험 (액제, 분제 등)

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

  본 연구과제의 연구결과를 정리하면 다음과 같다.

1) 청과류 부패방지용 제제 처리 기술 개발

    본 연구에서 확보한 균주는 Bacillus sp.이며 균주들 중에서 청과류 저장중에 발

생하는 여러 가지 진균류들에 접종한 결과 가장 항진균성 효과가 뛰어난 strain을 선

발하여 GB-019로 명명하였다. GB-019는 청과류 저장중 발생하는 진균류에 매우 뛰

어난 길항성을 보여주었으며, 그 효과는 6.3×106 cells/ml에서 부터  6.3×104 cells/ml 

까지 다양하게 나타났다.

  청과류 수확후 장기저장을 위한 항진균성 미생물과 PE-film 두께의 최적 조건을 선

발한 결과, 사과 ‘후지’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃에

서 약 84일, 배 ‘신고’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.075mm로 packing을 하여 4℃에

서 약 90일, 감 ‘부유’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃에

서 약 60일, 포도 ‘새단’은 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃

에서 약 45일 정도를 저장하면 상품성의 저하없이 저장이 가능하였다.

  또한, 미생물제제 GB-019 구성시 0.2%의 glyco 키토산과 2% calcium carbonate를 

첨가하면 더욱 더 부패방지 효과를 증가할 수 있다.

2) 청과류 부패 방지용 미생물 제제 개발

  분리주 strain 19를 전자현미경으로 관찰하면 간균의 형태를 띠고 있었고, 그람염색

결과 그람양성으로 확인되었다. 또한 동정결과 Bacillus sp.로 동정되었고, Bacillus 

sp. GB-019로 명명하였다.



  길항미생물 Bacillus sp. GB-019의 식물 병원균과의 길항효과 검정결과 , 쟂빛곰팡

이병의 원인이 되는 Botrytis cineria와 푸른곰팡이병의 원인이 되는 Penicillium sp.

에 대하여 생육저지효과가 높았으며 그 외의 식물병원균에 대해서 비교적 억제효과를 

나타내었다. 

  항진균활성 미생물들의 대량생산을 위한 배지조성은 균의 생장과 활성 그리고 경제

성을 고려하여 질소원으로는 soybean meal을 탄소원으로는 starch를 선정하였다. 또

한 RPI 기법을 통한 결과에 따라 지나친 인산염을 배제하고 pH 조정이 가능한 발효

조의 이용을 전제로 material balance를 고려하여 보다 단순한 조성을 갖는 생산배지

를 고안하였다.

  항진균활성을 갖는 미생물 Bacillus sp. GB-019의 포자형성 유도를 위하여 금속이

온(Mn2+)을 배양초기에 첨가하였고 배양중간에 DPA를 첨가함으로써 내생포자의 유도

를 검토한 결과 금속이온 10mM 첨가와 DPA 50 μM를 배양 8시간 후에 첨가함으로

써 약 90% 이상의 포자 전환률을 얻었다.

  항진균활성을 갖는 미생물 Bacillus sp. GB-019의 배양물에 기타 첨가물을 이용하

여 액상으로 제제화 할 경우 40℃에서 안정성을 살핀 결과 균수 및 활성에 있어서 어

느정도 유지되는 것으로 판단되며 상용화 유통시 약 1년 정도는 안정성에 문제가 없

는 것으로 나타났다.  

  항진균활성을 갖는 미생물 Bacillus sp. GB-019의 배양물을 고상으로 제제화 할 경

우 부형제의 종류는 lactose를 이용하는 것이 좋은 것으로 보이며 그 함량은 약 10% 

수준이 적당한 것으로 나타났다.    
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SUMMARY

(영문요약문)

    The objective of this project was to develop the new storage materials with low cost, 

nonpoisonous, and environmental affinity for fruis storage. This project was made up 1) 

development of treatment technology with new materials for long-term storage in apple, 

pear, persimmon, and grape, 2) and mass production of anti-fungal bacteria and the natural 

active substance.

  The results were follows:

 (1) Development of treatment technology with new materials for long-term storage in 

fruits.

    1) All of Bacillus strain GB-019 was showed prominently antagonisms against Botrytis 

cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Phytophthora capsici,  

Colletotricum gloeosporioides, and  Rhizoctonia solani. The effects of bacterial 

concentration had appeared from 6.3×106 cells/ml to 6.3×104 cells/ml.

    2) The optimal concentrations of anti-fungal bacteria were determined 6.3×106 

cells/ml GB-019 strains. 

    3) In PE-film treatment at 4℃ after GB-019 dipping, PE-film 0.045mm packing was 

suitable to apple 'Fuju' during 84 days, PE-film 0.075mm to pear 'Niitaka' during 

90 days,  PE-film 0.045mm to persimmin 'Fuju' during 60 days, and PE-film 

0.045mm to grape 'Sheridan' during 45 days. 

    4) Additional compouds, 0.2% glyco chitosan and 2% calcium carbonate, were risen 

to prevention of decay rate.



 (2) Mass production of anti-fungal bacteria and the natural active substance

    1) GB-019 strain was bacillus form with the electron microscope observation, 

gram-positive with gram-staining, and having motional activity. This strain was 

characterized Bacillus sp., and called Bacillus sp. GB-019. 

    2)  As the results of the antagonism between Bacillus subtilis GB-019 and plant 

pathogens, GB-019 showed the repression effect to Botrytis cineria, Fusarium sp., 

and Penicillium sp.

    3) For the mass production of anti-fungal bacteria, we made a selection of soybean 

meal as N source and starch as C source to the medium. 

    4) In order to the induction of spore formation in B. subtilis GB-019, the addition of 

10 mM Ca2+ was effective in initiation culture. However, it had made observation 

of bacterial growth suppression with dipicolinic acid (DPA) addition in initiation 

culture. 

    5) Bacillus sp. GB-019 also showed the imperfection by autolysis. 

    6) Granular manufacture was more economical efficiency than liquid in Bacillus sp

    7) Anti-fungal active substances were distributed in and out of bacteria.

    8) Anti-fungal active substances were comparatively stable in pH and temperature.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절  연구개발의 목적 및 필요성

제 1 항  기술적 측면

  원예산물은 수확후 진균류 발생에 의한 부패로 실제 저장과 유통과정 중에 전체 생

산물의 25-80%가 손실되고 있는 현실이다. 청과류도 예외는 아니어서 청색곰팡이병

(blue mold; Penicillium italicum)과 녹색곰팡이병(lemon green mold; Penicillium 

digitatum), 잿빛곰팡이병(gray mold, Botrytis cineria) 등으로 인한 저장중 과실 연화 

및 부패의 피해가 매우 크다. 과실의 부패를 방제하기 위한 방법으로 농약(fungicide)

의 처리와 함께 가시광선, UV, X-ray, gamma ray radiation, 열처리, 훈연처리 등이 

이용되어 왔다. 그러나, 편리한 방제수단인 농약이 최근에 들어 안정성 문제, 잔류문

제(원예산물, 토양, 환경 등), 자연생태계에 미치는 여러 가지 문제, 공해유발 등 유해

론이 제기되면서 부정적인 시각이 점차 증대되는 경향이 있다.

  이러한 여러 가지 문제점이 있다 하여도, 현재 사용중인 모든 농약의 사용을 제지

할 수 없는 현실로 볼 때 현재의 농약보다 안전하고 부작용이 없는 저독성의 안전한 

합성농약과, 또 이들과는 전혀 차원이 다른 미생물을 활용한 생물학적 방제방법이 각

국에서 연구되어 많은 제품들이 실용화되기에 이르렀다. 특히, 생물농약은 환경생태계

에 안전하며, 약제저항성 출현이 없고, 농산물의 안전성 및 부존자원을 이용한 저렴한 

개발비 등으로 볼 때 개발이 반드시 필요하다고 여겨진다. 국내의 입장으로 볼 때 농

약을 필수적으로 사용하지 않으면 안 될 상황에서는 자체개발 생물농약이야말로 필요

한 자재이고, 외국에서 개발된 것보다는 국내자원을 이용한 생물농약이 국내환경에 

잘 적응할 뿐만 아니라 기술적인 측면에서 육성시켜야할 분야이며, 21세기에 화학농

약 대체로 생물농약 사용이 바람직할 것으로 볼 때 실용화 촉진은 필수적인 과제라 

생각되어 진다.

  따라서, 본 연구과제에서는 청과류 수확후 화학농약 사용을 대체할 수 있는 무독성 
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환경친화형 신소재 개발을 하고자 하며, 특히, 수확후 진균성 부패가 많이 발생하는 

과일류에 적용가능한 범용의 신기술 개발을 병행하려고 한다. 

 O 우리나라 과실류의 주요 출하 패턴

 - 유통경로 : 생산자 → 도매상 → 소매상 → 소비자의 3단계가 주류를 이루고 있음

   그림 1. 현재 국내산 과실류의 주요 유통 경로

 O 사과 배의 유통

  - 수확후 사과 '후지', 배 '신고' 등은 저장력이 높아 성출하기를 피해 저장한 후 출

하하며, 저장방법에 따라 상온저장, 저온저장하여 이듬해 여름까지 출하 가능.

  - 9, 10, 11월에는 수확하여 바로 출하하며, 1, 2, 3월에 출하하는 것들은 상온저

장, 4월부터 다음해 수확기인 8월까지는 저온저장한 것을 출하.

  - 가격변동을 보면 이듬해 출하시기전까지 상승세를 보임.

  - 그러나, 상온저장시 약 30%가 부패하여 농가소득 감소 및 가격상승요인 발생.

  - 저온저장의 경우 막대한 시설비가 투자되고 있어 약 50%의 영세 재배농의 경우 

저장을 기피하고 있음.

  - 또한, 저장후 유통시 발생하는 진균류병 및 생리적 장해로 인하여 산물의 손실이 

큼.

  - 따라서, 수확 후부터 저장 유통시 발생하는 곰팡이병류를 제어한다면 농수산물 

가격안정 및 연간 농가소득의 안정 유도.
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표 1. 사과 '후지'의 월별 가격변동

단위：원/10개

연도 1월 2월 3월 4월 5월 6월 7월 8월 9월 10월 11월 12월

1997 8,640 8,636 7,960 8,960 - - - - 12,087 10,000 7,816 11,892

1998 12,273 11,754 13,915 14,758 15,125 17,360 22,538 23,172 19,362 14,433 14,000 14,000

1999 16,438 17,548 22,139 23,000 23,000 20,596 20,462 20,000 20,000 20,000 20,000 20,000

표 2. 배 '신고'의 월별 가격변동

단위：원/10개

연도 1월 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1997 20,000 20,000 20,600 22,400 - - - - 30,435 24,423 18,680 19,538

1998 20,000 20,000 20,000 20,000 20,000 20,000 22,292 23,108 20,085 19,088 20,000 20,000

1999 20,667 22,000 26,135 27,920 28,500 34,500 50,000 50,000 40,870 24,808 20,000 20,000

 O 포도의 유통

  - 다른 과실류보다 보구력이 낮은 포도는 수확후 바로 출하하는 경향이 강함.

  - 포도의 경우 바로 출하를 하더라도, 소매단계에서 과실의 연화 및 곰팡이병으로 

인한 부패에 의하여 1% 정도가 폐기됨.

  - 포도 만생종인 ‘새단’의 경우, 11월 이후까지 저장한다 하더라도 저장중의 진균류 

발생으로 상품가치가 하락, 가격하락의 원인이 됨. 

  - 또한, 수입개방화 후 칠레산 포도 및 캘리포니아산 포도들이 거의 1년 내내 유통

되고 있으며, 상대적으로 저장성이 약한 국내산 포도들이 11월 이후의 가격경쟁

에서 비교하위에 섬.

  - 따라서, 현재의 수입개방화에 대처하여 국내산 청과류들의 상품가치 하락 없이 

각 과실의 저장 상한선에서 1-2개월 정도만 출하를 연장할 수 있다면 수입량을 

대폭 줄여 무역적자 해소에 일익을 담당할 수 있으며, 수출증대, 농가소득보장 및 

소비자에게 안정된 공급의 확보가 가능함.

 O 단감의 유통

  - 단감 ‘부유’는 만생종으로서 수확기가 11월 상, 중순경이며 전체 수확량의 
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15-20% 정도가 저온 저장후 출하

  - 단감 저장시 조직의 연화 정도는 저장 온도에 크게 영향을 받아 온도가 높을수록 

쉽게 연화되어 상품성이 크게 저하, 장기 저장을 위한 단감의 적정 저장 온도는 

-0.5～0℃가 최적 온도로 알려져 있음. 

  - 그러나 단감을 그대로 저장할 경우에는 저장 2개월이 지나면 과실이 연화되면서 

증산에 의한 탈수로 상품 가치를 상실. 따라서 단감의 장기 저장에는 폴리에틸렌 

봉지(PE film)에 밀봉하여 저온 저장하는데 이는 과실의 호흡에 의해 산소 농도의 

감소와 이산화탄소의 증가로 호흡이 억제되고 이에 따라 노화가 지연됨으로써 과

실의 저장 수명을 연장시킴.

제 2 항  경제⋅산업적 측면

  맛과 당도에서 우수한 청과류의 재배 및 저장을 확산시킴으로써 지역경제 활성화 

및 농민소득을 증대시킬 수 있으며, 수출시 잔류농약검사 및 부패문제를 해결함으로

써 수출량 증대를 유도할 수 있다. 또한 저비용의 신소재 공급으로 국내산 청과류 및 

관련제품의 가격안정을 유도하고, 우수한 신소재개발을 통한 제품 개발시 관련 제품

의 수입억제 및 수출이 가능하다고 보여진다. 그리고, 청과류 수확후 선도유지 향상으

로 과실류룰 이용한 가공식품 개발 유도로 관련산업 발전에 기여할 수 있다.

제 3 항  사회⋅문화적 측면

  이제까지 사용되고 있는 화학농약이 과학기술원의 발달에 의해 밝혀지지 않았던 독

성의 문제점이 점차 밝혀짐에 따라 저독성 혹은 무독성의 안전한 생물농약의 개발 및 

실용화는 더욱 촉진될 것으로 생각된다. 특히, 무독성 환경친화형 신소재(항진균활성 

미생물의 처리 및 항진균활성 유래의 천연활성제)의 적용을 통한 바른 먹거리 공급으

로 국민보건향상에 기여하고, 연간 수천억원에 이르는 부패에 의한 폐기 농산물의 감

소로 폐기물 감소 및 처리비용 감소로 생활환경을 개선할 수 있다.
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

  과실의 부패를 방제하기 위한 방법으로 fungicide의 처리와 함께 가시광선, UV, 

X-ray, gamma ray radiation, 열처리, 훈연처리 등이 있다(Louise 등, 1959). 그러나, 

fungicide에 대한 각국의 규제와 기존의 처리방법이 식품오염과 잔류성으로 인체에 미

치는 유해성이 문제가 되어 다른 방제방법을 개발할 필요성이 대두되고 있으며, 최근 

antagonistic microorganism이 ‘living fungicide'로서 수확후 부패를 방제하기 위한 방

법으로 개발․발달되기 시작하였다(Kohl 등, 1995; Wisniewsli와 Wilson, 1992).

  수확후 저장전 오렌지에 Pseudomonas cepacia를 처리하였더니 Alternaria rot과 푸

른 곰팡이의 발생이 억제되어 수확후 손실을 줄일 수 있었으며(Huang 등, 1993), 과

수원 토양에서 분리한 antagonist를 사과의 과실과 잎에 처리하였더니 Botrytis 

cinerea와 P. expansum의 포자형성을 억제하였다(Janisiewiez, 1985). 또한 배에서 분

리한 Sporobolomyces roseus (pink yeast)는 사과의 저장중 부패를 감소시켰고

(Janisiewiez, 1994), 딸기에 Trichoderma virid, T. harzianum을 스프레이 처리하였더

니 곰팡이의 포자형성을 억제하였으며(Pratella와 Mari, 1993), 항진균성 세균으로 자

주 이용되는 Pseudomonas cepacia를 사과와 배에 처리한 결과 푸른곰팡이와 회색곰

팡이 모두에 효과적이었다(Janisiewiez와 Roitman, 1988; Janisiewiez등, 1991).

  그러나, 세균을 처리할 경우에는 대상 식물에 다른 phytotoxicity를 나타내지 않는 

것이 중요하다. 사과의 Botrytis rot에 Trichomoderma pseuokoningii를 처리하였더니 

진균류는 방제하면서 사과에는 다른 부패병을 일으키지 않았으며(Tronsmo와 Raa, 

1977), 복숭아에 자주 발생하는 brown rot의 방제에 Bacillus subtilis를 처리하였더니 

접종후 70% 정도의 부패방제에 성공하였고, 과실의 경도에 영향을 미치지 않았으며 

어떠한 독성 또한 나타나지 않았다(Pusey 등, 1987; Charles 등, 1987).

  페튜니아, 제라늄, 절화장미 등 화훼류를 대상으로도 antagonist의 실험이 이루어져 

왔는데, 여기에서 또한 꽃이나 꽃받침에 아무런 phytotoxicity의 증상없이 진균류의 

방제에 효과가 있었다(Gould 등, 1996; Hammer등, 1993; Mooreman 등, 1992; 

Redmond 등, 1987). 



- 6 -

  Biocontrol agent에 관한 연구는 미국 농무성, 이탈리아, 호주를 비롯 주요 선진국가

에서 그 연구가 활발하게 진행되고 있으며, 미국 Ecogen 社에서는 효모를 이용한 과

실류 수확후 장기 선도유지용 미생물 농약 시판하고 있다. 특히, Bacillus, 

Pseudomonas속의 세균, Candida, Debaryomyces속의 효모류를 중심으로한 연구가 

활발히 진행중이다.

  국내에서는 현재 태동단계로 관련 연구개발실적이 미미한 상태이기는 하나, 주관기

관과 협동연구기관이 98년 10월 - 2000년 10월(2년)에 농림기술개발연구과제의 일환

으로 현장애로기술개발사업을 수행, ‘감귤 수확후 장기저장을 위한 신소재 개발’에 항

진균성 미생물을 시험적용 결과 감귤 상온저장에 있어서 곰팡이에 의한 부패율이 현

저히 감소하는 성과를 확인하여 이를 보고한 바 있다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 청과류 부패방지용 제제 처리기술 개발

제 1 항  재료 및 방법

1. 청과류 저장중 발생하는 곰팡이에 대한 항진균활성 미생물의 활성 검정 및 

   최적농도 선발실험

  본 연구에서 확보한 균주는 Bacillus sp.이며 균주들 중에서 청과류 저장중에 발생

하는 여러 가지 진균류들에 접종한 결과 가장 항진균성 효과가 뛰어난 strain을 선발

하여 GB-019와 GB-65로 명명하였다.

  청과류의 저장중 발생하는 진균류의 분리를 위하여, 청과류를 상온에 두어 과실 표

면에 자연적으로 발생한 fungi를 접종침으로 분리하여 Potato Dextrose Agar 배지에 

접종한 후 25℃ 항온기에서 3-5일간 배양하였으며, 배양한 fungi는 단일종으로 분리하

기 위하여 순수분리하였다(Fig. 1.1, Fig. 1.2). 

  발생한 fungi 포자는 각각 멸균 filter paper에 묻혀 PDA배지의 가운데 부분에 접종 

한 후, fungi를 접종한 부위의 둘레에 GB-019와 GB-65의 현탁액에 침지한 멸균 

paper를 치상하였다. 균주의 농도는 GB-019 6.3 x 106, 3.15 x 106, 6.3 x 105, 3.15 x 

105, 6.3 x 104 cells/ml로 처리하였다.

  Fungi와 bacteria를 접종한 petridish는 30℃ 항온기에서 3-5일간 배양하였고, 배지

에서 fungi가 생장한 정도와 bacteria가 생장한 정도를 관찰하여 petridish 내에서 

fungi의 생장을 억제하는 것으로 보이는 bacteria를 길항성이 있는 세균으로 판단하였

다. 
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제 2 항  청과류 수확후 장기저장을 위한 항진균성 미생물과 PE film의 최적 조

건 실험

  청과류 수확후 장기저장을 위한 항진균성 미생물과 PE-film 두께의 최적 조건을 선

발하기 위하여 공시재료로 사과 ‘후지’, 배 ‘신고’, 단감 ‘부유’, 그리고 포도 ‘새단’을 사

용하였다. 저장 온도는 4℃를 기준으로 하였으며, 항진균성 미생물 선발에서 효과가 

탁월했던 GB-019 균을 각 과종에 침지처리한 후 0.025, 0.045, 0.075mm의 PE-film을 

각각 처리하였다. 사과 ‘후지’와 배 ‘신고’는 예비실험의 결과를 토대로 미생물 처리후 

각각 0.045mm와 0.075mm의 PE-film을 처리하여 상온에 저장하였다.

  PE-film 처리구들은 각 과종별로 4개씩 1단위 포장을 한 후 7반복으로 처리하였으

며, 과실의 부패율, 무게 감소율 및 유기산, 당산비의 변화율을 조사하였다. GB-019 

균주는 30℃에서 균주를 LB+soluble starch 배지에 24시간 배양한 액(6.3×106 

spores/ml)을 사용하였다. 

제 3 항  미생물제제와 키토산 종류 및 농도별 혼용시험

    항진균성 미생물제제와 키토산의 혼용효과를 알아보기 위한 공시재료로 사과 ‘후

지’, 그리고 단감 ‘부유’를 사용하였다. Oligo chitosan, 식품용 키토산, glyco 키토산 

등 3가지 키토산을 각각 0.1%, 0.2%의 농도로 미생물제제에 혼용하여 최적의 농도를 

선발하고자 하였다.  저장온도는 각 과종별로 1차년도에서 확인된 최적의 미생물제제 처리 

저장온도인 4℃ 조건에 맞추어 저장하였으며, 각 처리구들은 각 과종별로 4개씩 1단위 포

장을 한 후 7반복으로 처리한 후, 처리방법에 따른 과실의 당산비변화, 부패억제율 및 자

연감모율을 검토하였다. 
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Transference of fungi on mandarin 

to PDA media and cultivating it

↓

Smearing above with autoclaving NaCl water

↓

Pippetting of 1mL from above and 

diluting with 9mL NaCl solution

↓

Repeat above 4 times

↓

Pippetting of 1mL from final diluted solution 

and cultivating in water agar 

(containing antibiotics)

↓

Incubation 25℃ for 3-4 days

↓

Taking colony from above and 

transferring to PDA media

↓

Incubation at 25℃ for 3-4days

Fig. 1.1. Flow diagram of purification and isolation of fungi applied for the present 

        studies.



- 10 -

Adding deionized NaCl solution 

to the fungi culture flask

↓

Scarping the culture surface with a spetula

↓

Pippetting of 1mL from above and 

diluting with 9mL NaCl solution

↓

Repeat above 4 times

↓

Determination of conidial concentration 

with a hemocytomater

↓

Dilution of conidial suspension to aimed concentration 

with deionized NaCl solution

Fig. 1.2. Flow diagram of determination of conidial suspension concentration applied for

        the present studies (Rohrbach and Pfeiffer, 1976).
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제 4 항  미생물-키토산 제제와 칼슘제제의 종류 및 농도별 혼용시험

    앞서 실험한 미생물-키토산의 혼용제제 중 효과가 가장 높았던 0.2% glyco 

chitosan 처리구에 calcium chloride, calcium carbonate 등의 칼슘제제를 농도별로 처리

하여 미생물제제의 최대 효과를 알아보기 위하여 본 실험을 수행하였다. 공시재료는 사과 ‘후

지’, 배 ‘신고’, 단감 ‘부유’, 그리고 포도 ‘새단’을 사용하였으며, 각각의 칼슘제제를 1%, 2%의 

농도로 미생물-키토산 제제에 혼용하였다. 저장온도는 각 과종별로 1차년도에서 확인된 최적

의 미생물제제 처리 저장온도 및 MA 조건에 맞추어 저장하였으며, 각 처리구들은 각 과종

별로 4개씩 1단위 포장을 한 후 7반복으로 처리한 후, 처리방법에 따른 과실의 당산비변

화, 부패억제율 및 자연감모율 등을 검토하였다. 
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제 2 항  결과 및 고찰

1. 청과류 저장중 발생하는 곰팡이에 대한 항진균활성 미생물의 활성 검정 및 

   최적농도 선발실험

    순수분리된 fungi는  Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pythium 

aphanidermatum, Phytophthora capsici,  Colletotricum gloeosporioides, 그리고 

Rhizoctonia solani가 주종을 이루었다.

  이들 fungi 포자를 각각 멸균 filter paper에 묻혀 PDA배지의 가운데 부분에 접종 

한 결과, GB-019와 GB-65 두 균주 모두 뛰어난 길항성을 보여주었으며, 그 효과는 

6.3×106 cells/ml에서 부터  6.3×104 cells/ml 까지 다양하게 나타났다 (Fig. 1.3, Fig. 

1.4). 

  그러나, GB-65 균주들이 대량배양에 있어서 매우 불안정한 상태를 보였으며, 길항

효과도 GB-019가 더 뛰어나 차 실험에서는 GB-019 균주만을 선택하여 사용하였다. 

  GB-019의 사용 농도는 대부분의 곰팡이 균들에 뛰어난 길항성을 보이는 6.3×106 

cells/ml 농도를 사용하기로 결정하여 PE-film 처리구들에 적용하였다.

제 2 항  청과류 수확후 장기저장을 위한 항진균성 미생물과 PE film의 최적 조

건 실험

  청과류 수확후 장기저장을 위한 항진균성 미생물과 PE-film 두께의 최적 조건을 선

발하기 위하여 공시재료로 사과 ‘후지’, 배 ‘신고’, 단감 ‘부유’, 그리고 포도 ‘새단’을 사

용한 결과, 과종마다 다른 양상을 나타내었다.

  사과 ‘후지’의 경우, PE-film 처리 후 4℃에서 저온저장을 실시한 결과, 부패율이 84

일까지는 PE-film 0.075mm에서 가장 낮은 부패율을 나타내었으나 112일째에는 

PE-film 0.045와 비슷한 양상을 보였으며(Fig. 1.5), 자연감모율은 PE-film 0.045 처리

구에서 가장 낮게 나타났다(Fig. 1.6). 
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      Botrytis cinerea          Fusarium oxysporum    Pythium aphanidermatum

   Phytophthora capsici    Colletotricum gloeosporioides    Rhizoctonia solani 

Fig. 1.3. Results of in vitro antagonism testing after 5 days for bacterial strain GB-019. 
      A) 6.3 x 106, B) 3.15 x 106, C) 6.3 x 105, D) 3.15 x 105 , E) 6.3 x 104 cells/ml 
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   Fusarium oxysporum         Botrytis cinerea      Rhizoctonia solani AG1-1A

   Phytophthora capsici      Pythium aphanidermatum      Pyricularia oryzae

Fig. 1.4. Results of in vitro antagonism testing after 5 days for bacterial strain GB-65. 
      A) 6.3 x 106, B) 3.15 x 106, C) 6.3 x 105, D) 3.15 x 105 , E) 6.3 x 104 cells/ml 
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Fig. 1.5. Decay rate with various thickness of PE-film treatment at 4℃ during 112 days 
in apple 'Fuji'. Bars are standard error.
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Fig. 1.6. Decreasing rate of fresh weight with various thickness of PE-film treatment at 
4℃ during 112 days in apple 'Fuji'. 
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  배 ‘신고’는 PE-film별 차이가 뚜렷하게 나타났는데, PE-film 0.075mm 사용시 부패

율이 현저하게 저하되었으며(Fig. 1.7), 자연감모율 또한 PE-film 0.075mm 처리구에서 

가장 낮았다. 따라서 배 ‘신고’의 경우에는 미생물 처리후 PE-film 0.075mm로 

packing하여 112일(약 4달)까지 장기저장이 가능한 것으로 나타났다.

  상기의 결과를 토대로 사과 ‘후지’와 배 ‘신고’를 미생물처리후 PE-film처리와 무처

리구로 하여 저온저장과 상온저장을 한 후 부패율과 자연감모율을 비교해 본 결과, 

사과 ‘후지’와 배 ‘신고’ 모두 미생물 처리후 PE-film으로 packing 한 처리구에서 부패

율과 자연감모율이 낮은 것으로 나타났다. 그러나, 상온저장시에는 두 과종 모두 자연

감모율이 매우 높아져 70일 이후에는 외관상 품질이 너무 떨어지므로 상품성이 없었

다.

  당도변화와 산도변화를 살펴본 결과 항진균 미생물 처리후 PE-film 처리 및 저장기

간별에 따른 뚜렷한 변화를 볼 수 없었다. 이에 대한 원인으로는 내부품질이 갖는 개

체간의 다양성에 의한 것으로 사료된다(Table 1.5, 1.6).

  단감 ‘부유’를 미생물 처리후 PE-film을 처리하여 4℃에 저장한 결과, 부패율은 

PE-0.075mm와 PE-0.045mm 처리구에서 가장 낮게 나타났으나(Fig. 1.9), 자연감모율

은 PE-0.075mm 처리구에서 최저치로 나타났다(Fig. 1.10). 그러나 저장 56일째를 기

준으로 과실이 매우 연화되고 84일째에는 내부갈변이 뚜렷하게 나타나 상품성의 저하

가 매우 심각하게 나타났다(Fig. 1.11).

  포도 ‘새단’의 경우에는 다른 과종들의 저장과는 저장기간에 있어서 다른 양상을 보

여주었다. 부패율은 PE-0.045mm 처리구에서 가장 낮았으며(Fig. 1.12), 자연감모율은 

0.045mm 처리구에서 낮은 것으로 나타났으나 유의한 차이는 없었다(Fig. 1.13). 포도

는 과립하나만이라도 곰팡이균에 감염이되면 그 전이율이 매우 높아 저장 30일 이후

의 부패율이 급격하게 증가하였으며, 또한 상품성도 크게 하락하여 미생물을 이용한 

장기저장에 적합하지 않은 것으로 나타났다. 그러나, control과 비교하였을 때, 

PE-film 모든 처리구가 부패율 및 자연감모율에서 수치가 낮은 것으로 나타났다. 또

한 PE-film 0.045mm 처리후 4℃에서 저장한 결과, 45일 정도는 상품성의 하락없이 

저장이 가능한 것으로 나타났다(Fig. 1.14).
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Fig. 1.7. Decay rate with various thickness of PE-film treatment at 4℃ during 112 days 
in pear 'Niitaka'. Bars are standard error.
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Fig. 1.8. Decreasing rate of fresh weight with various thickness of PE-film treatment at 
4℃ during 112 days in pear 'Niitaka'. 
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Table 1.1. Decay rate (%) according to storage time and temperature with GB-019 and 

PE-0.045mm treatment in apple 'Fuji'.

Temp. Treatment
Storage day

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Room
GB-019+PE-0.045mm 1.1az 1.5b 2.2b 2.6b 3.3b 4.1b 5.6b 6.7b 7.4b 8.5b

GB-019 1.5a 2.2a 3.3a 4.4a 5.6a 6.3a 8.5a
10.0

a

10.7

a
11.1a

4±1℃
GB-019+PE-0.045mm 0 0 0 0 0.7c 1.5c 2.2c 2.6d 3.0d 3.7d

GB-019 0 0 0 1.1c 1.5c 2.2c 3.3c 4.8c 5.2c 6.3c

z DMRT. P=0.05
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Table 1.2. Decay rate (%) according to storage time and temperature with GB-019 and 

PE-0.075mm treatment in pear 'Niitaka'. 

Temp. Treatment
Storage day

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Room
GB-019+PE-0.045mm 0.7a 1.1b 1.9b 2.2b 2.6b 3.0b 3.7b 4.8b 5.9b 7.0b

GB-019 1.1a 1.9a 3.0a 3.7a 4.8a 5.6a 6.3a 9.6a 11.1a 11.9a

4±1℃
GB-019+PE-0.045mm 0 0 0 0 0 0.7c 1.9c 2.2c 2.6d 3.0d

GB-019 0 0 0 0 0.4c 1.1c 2.2c 4.1b 4.4c 5.6c

z See Table 1.1.
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Table 1.3. Decreasing rate of fresh weight according to storage time and temperature with 

GB-019 and PE-0.045mm treatment in apple 'Fuji'.

Temp. Treatment
Storage day

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Room
GB-019+PE-0.045mm 2.0 3.8 6.7 11.1 13.8 14.2 15.0 15.9 16.9 18.0

GB-019 4.3 5.6 9.7 11.9 13.3 15.7 16.4 17.8 18.3 19.3

4±1℃
GB-019+PE-0.045mm 1.4 2.3 3.7 4.0 5.0 5.9 6.7 8.1 9.9 11.4

GB-019 1.4 2.2 3.5 5.0 6.0 7.1 8.0 9.0 10.3 12.6
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Table 1.4. Decreasing rate of fresh weight according to storage time and temperature with 

GB-019 and PE-0.075mm treatment in pear 'Niitaka'.

Temp. Treatment
Storage day

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Room
GB-019+PE-0.045mm 2.1 3.9 6.9 12.0 13.9 15.2 15.8 16.2 17.1 19.1

GB-019 4.2 5.3 8.8 13.2 14.8 16.2 17.5 18.4 19.6 21.1.

4±1℃
GB-019+PE-0.045mm 1.3 2.4 3.7 4.1 5.3 6.0 6.9 8.5 9.5 12.0

GB-019 1.5 2.6 4.3 4.7 5.9 7.2 8.1 9.3 10.6 13.2
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Table 1.5. Change of soluble solid content (oBrix) according to storage time and temperature 

with GB-019 and PE-film treatment in apple 'Fuji' and pear 'Niitaka'.

Treatment
Storage days

0 10 20  30 40 50 60 70 80 90

'Fuji'

4℃ 
GB-019+PE-0.045mm 12.9 11.7 11.5 10.8 12.3 12.9 11.5 12.5 11.1 11.7

GB-019 12.9 12.7 12.5 12.9 12.4 11.2 12.0 11.9 11.2 11.2

Room

Temp.

GB-019+PE-0.045mm 12.9 12.4 12.2 11.9 11.1 12.2 11.1 12.2 11.5 12.4

GB-019 12.9 11.4 12.8 12.2 12.0 12.5 12.0 12.6 11.1 12.2

Pear

'Niitaka'

4℃ 
GB-019+PE-0.075mm 12.5 12.5 11.8 11.6 12.6 12.2 11.6 11.8 11.5 11.3

GB-019 12.5 12.4 11.1 11.1 11.1 12.6 11.2 11.8 11.4 11.2

Room

Temp.

GB-019+PE-0.075mm 12.5 11.8 11.3 11.1 11.5 11.9 12.0 11.2 11.4 12.7

GB-019 12.5 12.4 12.1 12.1 11.7 12.2 11.4 11.8 12.2 11.6
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Table 1.6. Change of organic acids content (%) according to storage time and temperature 

with GB-019 and PE-film treatment in apple 'Fuji' and pear 'Niitaka'.

Treatment
Storage days

0 10 20  30 40 50 60 70 80 90

'Fuji'

4℃ 
GB-019+PE-0.045mm 0.81 0.66 0.68 0.60 0.63 0.71 0.56 0.58 0.62 0.56

GB-019 0.81 0.76 0.66 0.70 0.65 0.60 0.64 0.54 0.55 0.50

Room

Temp.

GB-019+PE-0.045mm 0.81 0.63 0.68 0.70 0.64 0.74 0.60 0.53 0.57 0.59

GB-019 0.81 0.88 0.70 0.72 0.74 0.65 0.56 0.47 0.48 0.44

Pear

'Niitaka'

4℃ 
GB-019+PE-0.075mm 0.95 0.86 0.75 0.68 0.72 0.75 0.52 0.67 0.64 0.69 

GB-019 0.95 0.77 0.72 0.59 0.86 0.73 0.58 0.68 0.63 0.61

Room

Temp.

GB-019+PE-0.075mm 0.95 0.84 0.68 0.69 0.63 0.76 0.62 0.57 0.52 0.51

GB-019 0.95 0.81 0.60 0.82 0.69 0.67 0.63 0.49 0.46 0.41
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Fig. 1.9. Decay rate with various thickness of PE-film treatment during 112 days at 4℃ 
in persimmon 'Fuju'. Bars are standard error. 
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Fig. 1.10. Decreasing rate of fresh weight with various thickness of PE-film treatment at 
4℃ during 112 days in persimmon 'Fuju'. 
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A                         B

C                         D

Fig. 1.11. Internal browning and flesh softening during storage in persimmon 'Fuju'.

A: 15 days, B: 30days, C: 50 days, D: 70days after storage.
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Fig. 1.12. Decay rate with various thickness of PE-film treatment during at 4℃ 60 days 

in grape ‘Sheridan’. Bars are standard error. 
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Fig. 1.13. Decreasing rate of fresh weight with various thickness of PE-film treatment at 
4℃ during 60 days in grape 'Sheridan'. 
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Fig. 1.14. Width and length section of fruits after storage with GB-019 strain dipping and 

PE-film packing treatment.

A: apple 'Fuji' with PE-0.045mm treatment after 84 days, 

B: persimmon 'Fuju' with PE-0.045mm treatment after 60days, 

C: pear 'Niitaka' with PE-0.075mm treatment after 90days, 

D: grape 'Sheridan' with PE-0.045mm treatment after 45 days.
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제 3 항  미생물제제와 키토산 종류 및 농도별 혼용시험

    항진균성 미생물제제와 키토산의 혼용효과를 알아보기 위한 공시재료로 사과 ‘후

지’, 단감 ‘부유’를 사용하였다. Oligo chitosan, 식품용 키토산, glyco 키토산 등 3가지 

키토산을 각각 0.1%, 0.2%의 농도로 미생물제제에 혼용하여 최적의 농도를 선발하고

자 하였다. 

  사과 ‘후지’의 경우, 0.2% 식품용 키토산과 0.2% glyco 키토산의 첨가가 부패율 억

제에 큰 효과가 있었으며(Fig. 1.15), 자연감모율 또한 낮춰주어 외관상의 품질저하도 

막아주었다(Fig. 1.16). 이는 키토산의 피막효과에 기인한 것으로 사료된다.

  단감 ‘부유’의 경우, 0.2% glyco 키토산의 첨가가 다른 처리구들에 비해 부패율을 

현저하게 낮춰주었다(Fig. 1.17). 이는 한라봉에 다양한 키토산을 처리했던 예비결과와 

달랐다(Fig. 1.18). 한라봉의 경우에는 oligo 키토산 0.2%의 처리가 가장 부패방지 효

과가 큰 것으로 나타난 반면 본 실험에서는 glyco 키토산 0.2% 처리가 좋은 것으로 

나타났는데, 이는 사과나 단감의 과피 구성이 감귤류와는 다른 데서 기인한 것으로 

사료된다.

  단감의 상온저장 중 당도의 변화를 조사해 본 결과(Table 1.7) 저온저장에 비하여 

무처리구의 당도가 좀 낮아지는 경향이 있었으나, 0.2% glyco chitosan을 처리한 

GB-019 침지처리구에서는 저장기간동안 저장온도에 관계없이 당도가 높아지는 경향

을 나타내었다.

  단감의 산도변화의 경우 저장기간이 경과함에 따라 모든 처리구에서 감소하는 경향

을 나타내다가 일정기간이 지나면 모두 산도가 증가하는 경향을 보였는데, 이는 단감 

내부 성분의 변화로 초산이 발효되며 산도가 다시 증가하는 것으로 사료된다. 따라서 

저온저장의 경우 60일 정도까지는 내부성분이 상품성을 가지는 것으로 생각된다

(Table 1.8).

  단감 과실의 경도는 저장기간이 지남에 따라 모두 감소되었으며, 특히 무처리구의 

상온저장에서의 매우 낮은 것으로 나타났다(Table 1.8).
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Fig. 1.18. Effect of biological control and chitosan treatment for long-term storage in 
tangor.
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Table 1.7. Change of solid content (。Brix) during storage with GB-019, 0.2% glyco 

chitosan, and 0.045mm PE-film treatment in persimmin 'Fuju'.

 Treatment
Storage days

0 10 20  30 40 50 60 70 80 90

4℃
0.2% Glyco chitosan 10.5 10.5  9.8  9.6 10.6 10.2  9.6 9.8  9.5 11.3

Control 10.5 10.4  9.9  9.1 11.1 10.6  9.2 9.8  9.4 11.2

Room

Temp.

0.2% Glyco chitosan 10.5  9.8  9.3  9.9  9.5  9.9 10.0 9.2  9.4 10.7

Control 10.5 10.4 10.1 10.1  9.7 10.2  9.4 9.8 10.2  9.6
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Table 1.8. Change of organic acids content (%) during storage with GB-019, 0.2% glyco 

chitosan, and 0.045mm PE-film treatment in persimmin 'Fuju'.

 Treatment
Storage days

0 10 20  30 40 50 60 70 80 90

4℃
0.2% Glyco chitosan 0.81 0.66 0.68 0.60 0.63 0.58 0.51 0.62 0.71 0.85

Control 0.81 0.76 0.66 0.65 0.67 0.69 0.71 0.76 0.84 0.91

Room

Temp.

0.2% Glyco chitosan 0.81 0.63 0.68 0.70 0.64 0.60 0.62 0.63 0.77 0.83

Control 0.81 0.88 0.70 0.92 0.84 0.95 0.86 0.87 0.86 0.95
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Table 1.9. Change of firmness (5㎜∮/g) during storage with GB-019, 0.2% glyco chitosan, 

and 0.045mm PE-film treatment in persimmin 'Fuju'.

 Treatment
Storage days

0 10 20  30 40 50 60 70 80 90

4℃
0.2% Glyco chitosan 1028.3 1036.0 823.7 804.7 1014.8 859.9 761.8 869.3 696.0 796.6

Control 1028.3 894.5 818.1 911.3 835.1 719.6 711.4 686.3 744.8 699.1

Room

Temp.

0.2% Glyco chitosan 1028.3 1006.4 890.8 792.0 776.8 888.1 731.1 684.2 534.0 658.5

Control 1028.3 781.8 889.6 905.5 760.4 719.8 857.4 709.1 722.1 650.3



- 40 -

제 4 항  미생물-키토산 제제와 칼슘제제의 종류 및 농도별 혼용시험

    앞서 실험한 미생물-키토산의 혼용제제 중 효과가 가장 높았던 0.2% glyco 

chitosan 처리구에 calcium chloride와 calcium carbonate 등의 칼슘제제를 농도별로 

처리하여 미생물제제의 최대 효과를 알아보기 위하여 본 실험을 수행하였다. 그 결과 

사과 ‘후지’, 배 ‘신고’, 단감 ‘부유’ 모두 calcium carbonate 2% 첨가가 부패방지에 매

우 효과적인 것으로 나타났다 으며(Table 1.10), 자연감모율에 있어서는 calcium 

chloride와 calcium carbonate 모든 처리구에서 유의한 차이가 없었다(Table 1.11). 그

러나, 제제를 만드는 데에 있어 calcium carbonate의 첨가는 결정이 생긴다거나, 혹은 

발열이 되어 약간의 문제가 제기되었다. 또한 calcium carbonate를 첨가하게 되면, 침

지처리후에 과피에 하얗게 분말이 생기게 되는데, 이를 소비자들이 농약으로 잘 못 

인식을 하지 않을까 우려되어 이 부분에 대한 부수적인 연구가 더욱 필요하다.

  Fig 1.19는 GB-019 strain과 0.2% glyco chitosan, 그리고 2% calcium carbonate를 

첨가하여 만든 제제로 사과 ‘후지’, 배 ‘신고’, 단감 ‘부유’를 90일간 저장한 과실들의 

단면을 보여준다. 그림에서 보는 것과 같이 사과 배, 단감은 위의 제제로 침지한 후 

PE-film을 처리하면 90일까지는 상품성이 유지되나, 포도의 경우에는 4℃에 저장을 

하더라도 60일을 고비로 저장이 불가능했다.

  상기의 연구결과를 정리하면 다음과 같다.

  사과 ‘후지’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃에서 약 84

일, 배 ‘신고’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.075mm로 packing을 하여 4℃에서 약 90

일, 감 ‘부유’는 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃에서 약 60

일, 포도 ‘새단’은 GB-019 처리 후 PE-film 0.045mm로 packing을 하여 4℃에서 약 

45일 정도를 저장하면 상품성의 저하없이 저장이 가능하다.

  또한, 미생물제제 GB-019 구성시 0.2%의 glyco 키토산과 2% calcium carbonate를 

첨가하면 더욱 더 부패방지 효과를 증가할 수 있다.
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Table 1.10. Decay rate (%) of fruits treated with various concentration of calcium 

compounds after 90 days storage.

Apple 'Fuji' Pear 'Niitaka' Persimmon 'Fuju' Grape 'Sheridan'

Control 2.3 3.0 15.0 56.0

Calcium chloride 1% 2.0 2.5 7.3 50.0

2% 2.1 2.0 7.3 32.0

Calcium carbonate 1% 1.5 2.3 6.4 28.0

2% 1.5 1.3 4.7 26.0
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Table 1.11. Decreasing rate of fresh weight (%) of fruits treated with various concentration 

of calcium compounds after 90 days storage.

Apple 'Fuji' Pear 'Niitaka' Persimmon 'Fuju' Grape 'Sheridan'

Control 4.76 5.27 3.28 8.6

Calcium chloride 1% 4.04 4.45 2.97 7.0

2% 4.38 4.24 2.97 7.1

Calcium carbonate 1% 4.51 4.26 3.10 6.79

2% 4.42 4.30 3.12 7.0
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A                          B

C                         D

E                         F

Fig. 1. 19. Effect of GB-019, 0.2% glyco chitosan, and 2% calcium carbonate with 

PE-film treatment for storage in fruits.

A, B: apple 'Fuji', C, D: pear 'Niitaka', E, F: persimmon 'Fuju'

A, C, E: before storage, B, D, F: after 90days in storage
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제 2 절 청과류 부패방지용 미생물 제제 개발

제 1 항  재료 및 방법

1. 항진균활성 미생물의 screening

1) 토양으로부터 토양미생물의 분리

   청과류 재배지 토양으로부터 소량의 토양시료를 채취한 후 토양시료 1.0g을 멸균

식염수 10㎖에 현탁하여 내생포자를 형성하는 bacillus류 균주의 분리를 위해 60℃에

서 30분간 열처리 하였고, 상등액 100㎕를 LB-agar plate (1% Tryptone, 0.5% NaCl, 

0.5% Yeast extract, 1.5% Agar)에 도말하여 30℃에서 2일간 배양하였다. 각각의 

plate 에서 분리한 colony를 다시 백금이를 이용하여 single colony로 분리하였고 이

를 항진균활성을 갖는 길항미생물 screening에 이용하였다.

2) 항진균 활성을 나타내는 길항미생물의 1차 screening

   토양으로부터 분리된 균주로부터 청과류 저장 중 과실의 연화 및 부패의 피해를 

주는 청색곰팡이병, 녹색곰팡이병 및 잿빛곰팡이병을 일으키는 곰팡이(Penicillium 

sp., Botrytis cinerea)에 대한 길항력을 갖는 균주를 screening 하기 위하여 중층배지

를 이용한 in vitro assay법을 사용하였다. 

   중층배지용 접종원은 병원성 곰팡이를 PDA(Potato Dextrose Agar) plate에서 2

5℃에서 5일간 배양한 후 사용하였다. 중층배지의 제조는 포자가 형성된 병원성 곰팡

이의 plate에 멸균식염수 10㎖를 첨가한 후 glass rod를 이용하여 서서히 도말하여 포

자현탁액을 제조한 후 이 포자현탁액을 또 다른 멸균식염수에 연속 희석하여 전자현

미경을 통해 106 수준이 되도록 하였다. 이 병원성 곰팡이 포자현탁액을 soft 

agar(0.8% agar) 5㎖에  200㎕ 넣어 현탁 한 후 이것을 PDA plate위에 부어 병원균 

중층배지를 만들었다. 

   제조된 병원균 중층배지에 Fig 1.과 같이 토양에서 분리한 후보균주를 접종한 후 

25℃에서 3일간 배양하여 병원성 곰팡이균주에 대하여 항진균활성을 갖는 균주를 1차 
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선별하였다. 

3) RPI 기법을 통한 항진균활성 길항미생물의 2차 screening

   1차 선별된 후보균주에 대하여 병원성 곰팡이에 대한 길항력과 후보균의 생장속도

를 고려 인자로 하는 RPI(Relative Performance Indies)기법1)을 통하여 최종 후보 길

항균을 선정하였다. 

   Efficacy는 PDA (Potato Dextrose Agar) plate에서 대칭배양을 하여 후보균들의 

inhibition rate을 측정하였다. Penicillium sp.의 경우 생장속도가 빨라 대칭배양시 후

보균과의 거리를 5cm로 하였고(2일 배양). Botrytis cinerea는 4cm로 하였다(3일 배

양). 

   Kinetics는 후보균들을 5㎖ LBS배지 (1% soluble starch, 1% tryptone, 0.5% 

yeast extract, 0.5% Nacl)가 함유된 test tube에 30℃, 16시간 1차 배양 후 10㎖의 

LBS배지가 함유된 test tube에서 2차 배양 (30℃, 12hr)하여 최종 OD600값을 이용하였

다.

   후보균들의 Penicillium sp. 및 Botrytis cinerea에 대한 길항력과 생장속도를 고려

하여 RPIoverall값이 큰 균주를 최종선별 하였다. 

2. 선별된 길항미생물의 동정 

   최종 선별된 균주의 동정은 Bergey's manual of determinative bacteriology, 

Microbiological method, Manual of methods for general bacteriology, Microbiology- 

1) 길항균 선정시 RPI (Relative Performance Indies) 기법 

   ⅰ) 식물병원균의 길항력에 대한 RPIEfficacy

       RPIEfficacy = [ { (x- x)/σ}-2]×25

          x : single observation value, x : average observation value standard deviation

   ⅱ) 후보균의 생장속도에 대한 RPIKinetics

       RPIKinetics = [ { (x- x)/σ}+2]×25
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Fig 1. Screening of antifungal activity strain by in vitro assay.  
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a laboratory manual, Bergey's manual of systemic bacteriology 및 식품공학실험 등

에 수록되어 있는 일반적인 세균동정법에 따라 행하였다. 

3. 선별된 길항미생물의 항균 spectrum 

   최종 선별된 균주의 각종 식물병원균에 대한 항균 spectrum을 검토하기 위하여 식

물에 일반적으로 피해를 많이 주는 병원균인 잿빛곰팡이병(Botrytis cineria), 시들음

병(Fusarium sp.), 입고병,잘록병(Pythium sp.), 고추역병(Phytophthora capsici), 무름

병(Erwinia carotovora), 모잘록병(Rhizoctonia solani), 푸른곰팡이병(Penicillium sp.), 

균핵병(Scletonia sclerotiorum)을 사용하였다. 항균활성은 선별균주를 5㎖ LBS 배지

가 함유된 test tube에 접종한 후 30℃에서 24h 배양하였다. 배양완료 후 배양액을 원

심분리(8,000rpm, 10min)하여 상등액 50㎕를 취하여 paper disc(직경 8mm)에 묻힌 후 

각각의 병원균을 포함한 PDA 중층배지위에 올려놓고 각각의 병원균의 최적생육 온도

에서 3-5일 배양한다. 각종 병원균에 미치는 영향은 형성된 생육 저지원(clear zone)

의 직경으로 조사하였다. 

4. 선별된 길항미생물의 배양조건 검토 

1) 배양 시간에 따른 영향

   최종 선별균주의 생장속도를 위하여 1L △flask에 LBS 배지를 200㎖씩 분주한 후 

초기 접종원의 농도를 2%로 하여 접종한 후 30℃에서 24h 진탕배양 하였다. 세포 생

장은 viable cell count 및 optical density (600nm)로 측정하였다.

2) 초기 pH에 따른 영향

   최종 선별균주의 배양을 위한 pH 조건을 위하여 1L △flask에 LBS 배지를 200㎖

씩 분주한 후 1N HCl, 1N NaOH를 이용하여 초기 pH를 각각 3, 5, 7, 9, 11로 조절한 
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후 접종원의 농도를 2% 접종한 후 30℃에서 24h 진탕배양 하여 균의 생장을 측정하

였다.

3) 배양온도에 따른 영향

   최종 선별균주의 최적 생육 온도을 검토하기 위하여 1L △flask에 LBS 배지를 

100㎖를 분주한 후 접종원의 농도를 2%로 하여 접종한 후 이를 10㎖씩 취하여 멸균

된 L flask에 분주하여 gradient temperature를 이용하여 20 - 40℃까지 온도 조건에

서 12h배양하여 균의 생장을 측정하였다.

5. 선별된 길항미생물의 배지조건 검토

1) 기본배지의 설정

   최종 선별균주의 배양을 위한 배지 조건을 위하여 일반적으로 bacillus류 배양배지

로 알려진 공업용 GB 배양배지(soluble starch, soybean meal, yeast extract, 

(NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4)를 기본배지로 이용하였으며 기본배지 성분들이 세포생

장에 미치는 영향을 측정하기 위해 Plackett-Burman experimental design (Table 1)

을 이용하여 각 배지성분들의 main effect를 계산하였다. 

2) 질소원 및 탄소원의 영향

   질소원은 기본배지에서 무기질소원인 (NH4)2SO4의 함량을 고정한 후 유기질소원인 

yeast extract, soybean meal과 동일한 함량으로 다른 질소원으로 meat extract, 

peptone, corn steep liquor, yeast extract, soybean meal, casamino acid, tryptone, 

urea, (NH4)2SO4, NH4NO3,를 사용하였으며, 탄소원은 기본배지의 soluble starch와 동

일한 함량으로 다른 탄소원인 glucose, sucrose, xylose, glycerol, molasses, dextrin를 

사용하였다. 각각의 질소원 탄소원에 대한 영향은 균의 생장과 병원성 곰팡이인 

penicillium sp.에 대한 활성으로 검정하였다. 균의 생장은 viable cell counting을 통하

여 생균수를 측정하였으며 활성은 paper disc법을 이용하여 측정하였다. 
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Table 1. Plackett-Burman experimental design.

Run
Soybean 

meal
Soluble 
starch

Yeast 
extract

(NH4)2SO4 KH2PO4 MgSO4

1 + - + - - +

2 + + - + - -

3 - + + - + -

4 + - + + - -

5 + + - + + +

6 + + + - + -

7 - + + + - +

8 - - + + + +

9 - - - + + -

10 + - - - + +

11 - + - - - +

12 - - - - - -

13 0 0 0 0 0 0

14 0 0 0 0 0 0

15 0 0 0 0 0 0

+(g/L) 8 10 5 2.5 3 1.5

-(g/L) 0.8 1 0.5 0.25 0.3 0.15

0(g/L) 4.4 5.5 2.75 1.375 1.65 0.825
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3) 금속이온에 대한 영향

   내생포자를 생성하는 Bacillus류 균의 경우 포자형성 및 활성물질의 생산을 위해 

금속이온에 대한 영향성을 요구하는 경우가 있으므로 Co2+, Mn2+, Fe2+, Cu2+, Ca2+, 

Mo
2+
, Ni

2+
, Zn

2+
의 +2가 이온을 10mM 농도로 첨가하여 포자생성 유무와 활성을 측정

하였다. 포자 측정은 배양완료 후 배양액을 60℃에서 30분 열처리한 후 viable cell 

counting을 통하여 측정하였으며 활성은 paper disc법을 이용하여 측정하였다.

6. 항진균 활성을 나타내는 미생물의 최적 대량배양조건 검토

   최종 선별 균주의 최적배양을 위하여 얻어진 배지조건을 기초로 발효조를 이용하

여 배양시간에 따른 균의 생장 및 활성을 검토하였다. 아울러 pH 및 DO의 조절에 따

른 배양 수율의 증가를 확인하였다. 배양은 5L 발효기를 이용하여 working volume을 

2L로 하여 배양(Temp 30℃, Agitation rate 200rpm, Aeration rate 0.5vvm)하였다.

7. 제제화

   대량배양을 통한 미생물 배양물이 현장에서 재현성 있게 이용될 수 있도록 배양물

에 존재하는 포자 및 활성물질이 장기간 유지될 수 있도록 액상 및 고상의 형태로 제

형화 하였으며 각각의 제형에는 안정제, 보존제 및 기타 각종 부재료의 첨가를 통하

여 제형의 안정성을 검토하였다. 안정성 시험은 formulation된 제제를 40℃에서 보관

하며 viable cell 및 활성을 측정하였다. 
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제 2 항  결과 및 고찰

1. 항진균활성 미생물의 screening  

1) 토양으로부터 토양미생물의 분리

   청과류 재배지 토양으로부터 토양시료를 채취한 후 토양시료로부터 내생포자를 생

성하는 Bacillus류 균주를 분리한 결과 약 300여종의 균주를 분리하였다.

2) 항진균활성을 갖는 길항미생물의 1차 screening

   토양으로부터 분리된 300여종의 균주로부터 청과류 저장중 과실의 연화 및 부패에 

피해를 주는 병원균인 Penicillium sp. Botrytis cinerea에 대한 길항력을 갖는 균주 

선별을 위해 중층배지를 이용한 in vitro assay 결과 병원균에 대한 항균활성이 높은 

6종을 선정하였다. 

3) RPI 기법을 통한 항진균활성 길항미생물의 2차 screening

   1차 선별된 6종의 균주에 대하여 Penicillium sp. Botrytis cinerea에 대한 길항력

과 LBS 배지를 이용하여 배양 시 생장속도를 고려인자로 하여 RPI기법을 통하여 검

토한 결과 Fig 2.에서 보는과와 같이 #19 후보균이 가장 큰 13.1의 RPIoverall값을 보였

다.

2. 선별된 길항미생물의 동정 

   일반적인 세균동정법에 따라 동정한 결과 #19 균주를 전자현미경으로 관찰하면 간

균의 형태를 띠고 있었고, 그람염색 결과 그람양성으로 확인되었으며, Bergey's 

manual에 따라 그 형태학적, 생화학적 성질을 조사한 결과 Table 2와 같았고, 이 균

주는 Bacillus sp.로 확인되었고, Bacillus sp GB-019로 명명하였다. 
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Fig. 2. Strain Performance/Selection (Growth, Antifungal activity)
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Table 2. Characteristics of the isolated strain GB-019.

Morphological Characteristic Result

Shape Bacillus

Gram-staining Positive

Endospore form Ellipsoidal shape

Motility Present

Biological Characteristic Result

Range of growth temperature  form 15℃ to 45℃

Optimal growth temperature 25∼35℃

Range of growth pH 5.0∼8.0

Biochemical oxygen demand  facultative anaerobic

Catalase  +

Voges-Proskauer  response +

Starch catabolic ability +

Casein catabolic ability  +

Gelatin catabolic ability  +

Reduction of Nitrate +

Tolerance to NaCl up to 10.0(W/v)%

Acid production from  Glucose +

  carbohydrate sources Arabinose +

Xylose -

Mannitol -

Analysis of fatty acid in cell C15 : 0 anteiso 41.8 %

C15 : 0 iso 26.2 %

C17 : 0 anteiso 7.7 %

C16 : 0 iso 4.5 %

C16 : 0 2.4 %

C14 : 0 iso 2.1 %
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3. Bacillus sp GB-019의 항균 spectrum 

   최종 선별된 GB-019 균주의 식물병원균인 잿빛곰팡이병(Botrytis cineria), 시들음

병(Fusarium sp.), 입고병,잘록병(Pythium sp.), 고추역병(Phytophthora capsici), 무름

병(Erwinia carotovora), 모잘록병(Rhizoctonia solani), 푸른곰팡이병(Penicillium sp.), 

균핵병(Scletonia sclerotiorum)에 대한 항균 spectrum을 살펴본 결과 Table 3에서 나

타난 결과와 같이 Botrytis cineria에 대한 활성이 가장 높았으며 Erwinia carotovora, 

Scletonia sclerotiorum에 대해서는 활성이 거의 없었다.

4. Bacillus sp GB-019의 배양조건 검토

1) 생육속도

   최종선별된 Bacillus sp. GB-019를 LBS 배지에 배양하여 생육속도를 검토한 결과 

Fig 3.과 같이 배양시작 후 8h 후에 최대성장을 하며 10h 이후에는 급격히 사멸하는 

것으로 나타났다. 또한 600nm에서 흡광도를 측정한 결과 시간에 따라 흡광도는 

viable cell number와는 달리 계속적으로 증가하였다. 그러나 배양시작 후 약 8h 정도

까지는 viable cell number와 O.D. 값의 증가가 일치하는 것으로 나타났다.

2) 초기 pH

   최종선별된 Bacillus sp. GB-019를 LBS 배지에 초기 pH를 3, 5, 7, 9, 11로 적정

한 후 배양하여 생육속도를 검토한 결과 Fig 4.과 같이 초기 pH 7에서의 생육이 가장 

좋았으며 pH 3, 9, 11의 경우 생육이 거의 일어나지 않았다. 이결과 배양초기 pH는 

7.0으로 하였다.  

3) 배양온도

   최종선별된 Bacillus sp. GB-019를 temperature gradient를 이용하여 배양 한 결과 

Fig 5.와 같이 30±2℃에서 생장이 가장 좋았다. 이결과 최적 배양온도는 30℃로 하였

다. 
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Table 3. Antimicrobial activity of Bacillus sp. GB-019.

  Name of test organism Effect of growth repression (mm)

  Botrytis cineria 27

  Fusarium sp. 20

  Pythium sp. 19

  Phytophthora capsici 11

  Erwinia carotovora 0

  Rhizoctonia solani 18

  Penicillium sp. 26

  Scletonia sclerotiorum 0
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5. Bacillus sp GB-019의 배지조건 검토

1) 기본배지의 설정   

  최종선별된 Bacillus sp GB-019의 기본배지(soluble starch, soybean meal, yeast 

extract, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4) 성분들이 세포생장에 미치는 영향을 측정하기 

위해 Plackett-Burman experimental design을 이용하여 각 배지성분들의 main effect

를 계산한 결과 Fig 6.과 같이 Soybean meal이 생균수 증진에 미치는 영향이 가장 

컸으며 KH2PO4는 고농도로 배지에 존재시 균수 증진을 방해하였다.

2) 질소원 및 탄소원의 영향

   최종선별된 Bacillus sp GB-019의 기본배지(soluble starch, soybean meal, yeast 

extract, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4)를 기초로 하여 배양온도 30℃, 배양시간 12h으

로 고정한 후 질소원의 영향을 검토한 결과 Table 4.와 같이 viable cell number 및 

Penicillium sp. 병원균에 대한 활성에 있어 meat extract, soybean meal 등이 우수하

였다. 

   탄소원의 영향을 검토한 결과 Table 5.와 같이 xylose를 제외하고 전반적으로 큰 

차이가 업는 것으로 나타났다. 또한 탄소원을 기본배지의 soluble starch로 사용하였

을 경우 starch 농도에 따른 영향을 살펴본 결과 Fig 7.에서 나타나는 것처럼 함유농

도 2%에서 생장이 가장 좋은 것으로 나타났다. 이들 결과로부터 대량생산을 전제로 

경제성을 고려하여 질소원으로는 soybean meal을 탄소원으로는 starch를 선정하여 계

속적인 실험에 이용하였다. starch가 선정된 이유는 다른 병원균에 대한 스펙트럼을 

조사하는 과정에서 glucose 보다 전분을 이용하는 편이 항균스펙트럼이 높았으며 배

양에 있어 탄소원에 대한 영향이 비교적 적은점에 있어 경제적인 측면을 고려하여 선

정하였다.

3) 금속이온에 대한 영향

   최종선별된 Bacillus sp GB-019의 각종 금속이온에 대한 영향을 검토한 결과 

Table 6, 7과 같이 Mn
2+
 첨가시 포자 생성에 가장 좋았으며 Penicillium sp.에 대한
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Table 4. Effect of nitrogen sources on the antifungal activity of starin GB-019.

Nitrogen sources Viable cell number(cfu/㎖) Antifungal activity(mm)

  Meat extract 5.2 x 109 28

  Peptone 1.5 x 109 21

  Corn steep liquor 7.8 x 109 19

  Soybean meal 4.1 x 109 25

  Casamino acid 9.2 x 107 17

  Tryptone 2.8 x 109 21

  Urea 1.2 x 107 15

  Ammonium sulfate 4.2 x 108 17

  Ammonium nitrate 3.1 x 108 16

  Yeast extract 1.2 x 109 20

  Control 1.9 x 109 27
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Table 5. Effect of carbon sources on the antifungal activity of starin GB-019.

Nitrogen sources
Viable cell 

number(cfu/㎖)

Antifungal 

activity(mm)

  Glucose 2.9 x 109 28

  Sucrose 1.5 x 109 26

  Xylose 5.3 x 108 21

  Glycerol 1.1 x 109 26

  Molasses 1.2 x 109 25

  Dextran 1.8 x 109 26

  Control 1.9 x 109 27
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Table 6. Effect of concentration of mineral sources on sporulation of stran GB-019. 

Mineral sources Vegetative cells 

(cfu/㎖)

Spore(cfu/㎖) Antifungal 

activity(mm)

  Co2+ 9.2 x 108 4.5 x 108 25

  Ca2+ 1.1 x 109 7.8 x 108 26

  Fe2+ 8.3 x 108 5.1 x 108 25

  Cu2+ 8.9 x 108 4.8 x 108 26

  Mn2+ 2.2 x 109 9.8 x 108 28

  Mo2+ 7.8 x 108 4.3 x 108 26

  Ni2+ 8.9 x 108 6.1 x 108 27

  Zn2+ 9.5 x 108 8.5 x 108 26

  Control 1.9 x 109 3.8 x 108 27
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Table 7. Effect of concentration of Mn2+ ion on the sporulation of stran GB-019.

Concentrations of

Mn2+ ion

Vegetative cells

(cfu/㎖)

Spore

(cfu/㎖)

% of spore

formulation

Antifungal 

activity

 0 mM 1.9 x 109 3.8 x 108 20 27

 5 mM 2.7 x 109 7.8 x 108 29 28

10 mM 2.2 x 109 9.8 x 108 45 28

20 mM 1.5 x 109 7.9 x 108 53 25

50 mM 9.5 x 108 6.5 x 108 68 25
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활성은 영향이 없는 것으로 나타났다. 또한 그 첨가 농도에 따라 포자로의 전환율은 

높았으나 전체 균수 및 포자 수에 있어서는 10mM 농도가 가장 좋게 나타났다. 

4) 최적배지 선정

   최종선별된 Bacillus sp GB-019의 배양을 위한 최적배지원으로 탄소원으로는 

starch를 질소원으로는 soybean meal을 포자 형성을 위한 금속이온은 Mn2+을 선정하

였으며 Plackett-Burman experimental design을 이용하여 각 배지성분들의 main 

effect 결과 배지의 완충효과를 주기 위해 들어가는 지나친 인산염을 배재하고 pH 조

정이 가능한 발효조의 이용을 전제로 material balance를 고려하여 다음의 Table 8.과 

같이 단순한 조성을 생산배지를 고안하였다.

5) Bacillus sp GB-019의 포자형성 유도

   Bacillus sp GB-019은 내생포자를 형성하는 특징이 있으므로 미생물의 안정성을 

고려하여 영양세포의 포자로의 전환이 필요한 것으로 판단되어 안정적인 내생포자의 

형성을 유도하였다. 이에 앞서 금속이온을 이용하여 어느정도 포자 전환율을 높였으

나 좀더 높은 포자 전환율을 얻기 위하여 내생포자의 형성을 위해 내생포자 cortex 

형성에 중요하게 작용하는 것으로 알려진 dipicolinic acid(DPA)의 첨가효과를 검토하

였다. 금속이온의 경우 초기 배지성분에 넣어주어도 무방하나 DPA의 경우 배양초기

에 배지에 첨가하면 대사산물 형성을 크게 저해하므로 배양과정 중에 첨가하여 안정

적인 항진균성 대사산물의 생산과 내생포자를 유도하였다.

   DPA의 첨가 시간은 생육이 최대를 이루고 포자의 형성을 시작하는 시기로 판단되

는 배양 8시간 정도에 첨가를 하였다, 한편 첨가하는 DPA의 농도를 결정하기 위해 

배양 후 8시간째 다음의 Table 9.와 같은 농도로 첨가하고 20시간째에 영양세포수, 내

생포자수 그리고 항균활성을 조사하였다. 그 결과 DPA 농도에 따라 영양세포수는 감

소하는 경향을 보였으나 포자형성 유도는 증가하는 경향을 나타냈다. 이 때 항균물질

의 변화는 거의 없는 것으로 나타났다. 따라서 PDA 첨가농도는 배양완료 후 영양세

포가 다량 존재하면 후발효의 문제가 발생하므로 포자전환률이 가장 높고 항균활성과 

영양세포수가 모두 양호한 50μM을 첨가농도로 결정하였다. 
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Table 8. The compositions of the biomass and activity metabolite production.

Ingredients Concentration

  Soybean meal 1.0 %

  Soluble starch 2.0 %

  KH2PO4 0.3 %

  (NH4)2SO4  0.25 %

  MgSO4․7H2O   0.049 %

  MnCl2 10 mM
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Table 9. Effect of the concentration of DPA on the sporulation induction of Bacillus sp. 

GB-019.

Concentration of

DPA (μM)

Vegitable cells

(cfu/㎖)

Spores

(cfu/㎖)

% of spore

fromation

Antifungal activitya)

(mm)

0 2.5 x 109 1.1 x 109 44 27

12.5 2.1 x 109 1.2 x 109 57 27

25 1.7 x 109 1.2 x 109 71 27

50 1.2 x 109 1.1 x 109 92 26

100 8.9 x 108 6.9 x 108 78 24

a) Diameter of clear zone against Penicillium sp.
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6. 대량배양을 위한 최적화

   최종선별된 Bacillus sp GB-019의 배양을 위해 얻어진 최적배지를 이용하여 발효

조에서 대량생산을 위한 배양조건을 살펴보았다. 발효기에서 배양시 pH를 7.0 ±0.2, 

DO를 20% sat.로 조절하였다. 그 결과 Fig 8.에서 나타나는 것처럼 생균수의 경우 배

양 8시간까지 급격히 증가한 후 점차적으로 감소하였으며, 포자 형성의 경우 배양 8

시간 이후 점차적으로 형성되어 최종 포자수는 1.2x109 cfu/㎖까지 증가하였다. 또한 

발효기 배양시 배양시간에 따른 Penicillium sp. 와 Botrytis cineria 에 대한 항균활

성을 측정한 결과 Table 10에서 처럼 배양 후 10시간 이후로 증가하여 약 18시간 후

에 최대로 나타났으며 그때의 clear zone의 size는 약 26mm 정도를 나타내었다.  

7. 제제화

   상기에서 얻어진 배양물을 기본적인 제형인 액상 제제 검토를 위하여 Table 11.과 

같은 배합비로 보조제를 첨가하여 미생물배양물을 이용한 제제를 만들고, 40℃에 보

관하면서 viable cell number 및 항진균활성 검정을 통하여 제제의 안정성을 검토하였

다. 그 결과 저장 4주 후에 10
8
 수준으로 감소하였으며 12주 후에 10

7
 수준으로 감소

하였다. 또한 항진균활성은 점차적으로 감소하나 효과적인 면에서 크게 차이가 나지 

않는 것으로 판단되었다. 이상으로 저장 안정성을 검토한 결과 액상제제로는 약 1년 

정도 안정성이 유지되는 것으로 나타났다. 

   또한 고상의 경우 미생물 배양물 1L에 dextrin, soluble starch, lactose를 부형제로 

하여 함량별로 첨가 후 동결건조 하여 각각에 대한 viable cell number를 측정하여 그 

결과 Table 12의 결과처럼 lactose를 첨가하는 것이 비교적 좋은 것으로 나타났으며 

부형제의 첨가량은 약 10% 수준이 바람직한 것으로 나타났다. 
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Fig 8. Fermentation of strain GB-019 (pH, DO control, production medium).
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Table 10. Viable cell number and antifungal activity of starin GB-019 on jar fermentation. 

Time

(h)

Viable cell number

(cfu/㎖)

Antifungal activitya)

(mm)

2 1.1 x 108 0
4 3.4 x 109 0
6 1.9 x 109 11

8 2.0 x 109 15

10 1.3 x 109 19

12 1.3 x 109 23

14 1.2 x 109 26

18 1.1 x 109 26

20 1.3 x 109 26

a) Diameter of clear zone against Penicillium sp.
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Table 11. Formulation of the culture broth.

Ingredients Percent Functions

  Cultures 92 Active ingredient

  Glycerol 5 Thickner

  Potassium propionate 0.3 Preservative

  Sodium sorbate 0.2 Preservative

  Methyl-ρ-benzoate 0.1 Preservative

  Tween 80 1.5 Sticker

  H2SO4 pH4.2 pH adjustant

  Final volume with H2O to 1L
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Fig 9. Stability of the formulated liquid type microbial preparations.
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Table 12. Effect of concentration adjuvant on the formulated solid type microbial 

preparations.

Adjuvant Total No. of viable cells 

before lyophilization

(cfu/㎖)

Total No. of viable cells 

after lyophilization 

(cfu/㎖)

Rate of 

harvest(%)Component Content

Dextrin

5 2.2 x 1012 8.1 x 1011 37

10 2.2 x 1012 1.3 x 1011 59

15 2.2 x 1012 1.3 x 1012 59

Soluble starch

5 2.2 x 1012 8.5 x 1011 39

10 2.2 x 1012 1.2 x 1012 55

15 2.2 x 1012 1.5 x 1012 68

Lactose

5 2.2 x 1012 9.1 x 1011 41

10 2.2 x 1012 1.6 x 1012 73

15 2.2 x 1012 1.7 x 1012 77



- 75 -

제 4 장   목표달성도 및 관련분야에의 기여도
 

  본 연구의 결과는 청과류 중 사과, 배, 포도, 단감 이외의 키위, 딸기 등 다른 주요 

과일로 확대 연구가 가능하다. 또한, 수확후 선도유지 외의 재배중 발생하는 병해에도 

적용할 수 있는 항진균활성 미생물 및 항진균활성 미생물 유래의 천연활성제 개발로 

확대 발전이 가능하며, 일반 농산물의 곰팡이성 부패를 방제할 수 있는 연구로 발전

이 가능하다. 따라서, 본 연구의 결과로 환경친화형 농업의 확대를 유도하고자 한다.

구      분

평가의 착안점 및 척도

착 안 사 항
척 도 

(점수)

1차년도
(2001.8-2002.8)

1) 청과류 수확후 발생하는 주요 부패 곰팡이에 대한 
항진균 활성 미생물의 동정, 독성검사 및 배양특성조사
2) 선발균주의 청과류 수확후 최고의 부패 억제를 위한 
처리방법 실험

3) 청과류 선도유지를 위한 유용 미생물 선발균주의 생
산 최적화 및 제제화

15

55

30

2차년도
(2002.8-2003.8)

1) 미생물제제와 키토산 종류 및 농도별 혼용시험
2) 미생물-키토산 제제와 칼슘제제의 종류 및 농도별 
혼용시험

3) 최종적으로 선발된 미생물-키토산-칼슘제제의 대량
생산 및 제제화 연구

30
30

40

최종평가 

○ 국내산 청과류 수확후 출하기까지 부패율 10% 미만
으로 유지할 수 있는 항진균활성의 미생물과 최적의 미

생물제제 개발 및 이를 이용한 장기선도유지 기술 확보

○ 제제화 방안 확보

○ 관련 연구분야로의 확대적용 기반 확립

60

25
15
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

 1) 예상 활용 분야

    - 농작물의 수확후 장기선도유지제 개발

    - 농작물 재배용 미생물농약 : 묘종, 정식, 성장기, 수확기

 2) 현장보급 방안

    - 과수원 경영 농가를 중심으로 우선 보급 실시

    - 일선 농가에서 사용이 용이한 형태로 제제화 (액상 또는 분말)

    - 농협, 유기농 협회등 농민단체를 통한 보급 활성화 추진

 3) 기업화 방안

    - 정부출연 시설화 자금 활용 또는 창업투자사와 연계하여 생산시설 확보

    - 국제특허 획득을 통한 수출 적극 추진
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제 6 장  연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

  미생물 자체를 이용한 병해방제 시도로서, 각종 식물병원균에 대해 증식억제작용, 

기생작용, 항생작용 및 포식작용을 나타내는 길항미생물을 이용하는 연구로 1927년 

미국에서 감자 더뎅이병 방제에 방선균을 이용한 것이 최초이며, 일종의 면역작용을 

나타내게 하는 교차보호를 이용한 바이러스 방제, 곰팡이를 이용한 고구마줄기 썩음

병에 대한 연구가 1951년 시도되었다.

  미생물을 이용한 병해 방제제는 1960년 이후부터 농약의 형태로 실용화 되었고, 일

본에서는 1962년에 담배허리 마름병 Trichoderma 생균제제를 시초로 많은 제품이 나

오고 있으나, 대부분의 실용화 제품은 묘잘록병 방제용으로 개발되었다.

  병해방제용 생물농약중 가장 획기적이며 성공적인 제품은 각종 작물, 특히 다년생 

목본류의 뿌리에 발생하고 있는 뿌리혹세균병(crown gall)에 길항미생물인 

Agrobacterium radiacter strain 84 및 K1026 균주를 이용한 Galltrol, Dygall, Nogall 

등의 제품이라 하겠다. 현재 사용되고 있는 유기합성농약이 모든 세균병에 방제효과

가 저조하지만 특히 뿌리혹세균병은 유기합성농약이 효과를 나타낼 수 없는데 비해, 

이 생물농약은 확실한 효과를 나타냄으로서 우수한 방제제로 이용되고 있다.

  미생물농약 중 국내에 도입되어 실용화중인 것으로 B. t. kurstaki, B. t. aizawari 

균주를 이용한 제품이 1981년에 등록되어, 초기에는 흰불나방을 대상해충으로 사용되

었으나, 1989년 이후 배추좀나방의 발생과 유기합성농약의 약제 저항성 출현으로 

1995년에는 출하량 1백2톤 (매출액38억원)에 이르는 급성장한 제품으로 알려져 있으

며, 최근에는 Bt 농약 원제도 국내에서 생산 공급하고 있는 상태이다.

  미생물 자체를 이용하거나, 미생물이 생산하는 생리활성물질에 대한 국내의 연구 

및 개발은 외국에 비해 30-50년 뒤늦은 1980년 후반에 기초적인 연구가 수행되어 왔

으며, 전문가가 부족한 실정과 체계가 갖추어 있지 않은 상황에 따라 실용화되어 있

는 제품이 없는 실정이다.

  생물농약이 세계적으로 차지하는 매출액은 전체농약 300억불 중 1%에 해당하는 3

억불에 지나지 않으며, 개발 실용화된 70여종중 각국에서 많이 사용되고 있는 미생물 

살충제인 Bt제를 제외하면 대부분의 생물농약 사용량은 많지 않은 편이다. 현재 Bt제 
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이외의 생물농약은 화학농약보다 효과가 우수하거나, 화학농약에 의한 문제점으로 도

출된 약제저항성 문제 또는 방제가 어려운 뿌리혹 세균병의 방제제로 이용되고 있다.

  그러나, 이제까지 사용되고 있는 화학농약이 과학기술원의 발달에 의해 밝혀지지 

않았던 독성의 문제점이 점차 밝혀짐에 따라 저독성 혹은 무독성의 안전한 생물농약

의 개발 및 실용화는 더욱 촉진될 것으로 생각된다.

  특히, 생물농약은 환경생태계에 안전하며, 약제저항성 출현이 없고, 농산물의 안전

성 및 부존자원을 이용한 저렴한 개발비 등으로 볼 때 개발이 반드시 필요하다고 여

겨진다.

  따라서, 국내의 입장으로 볼 때 농약을 필수적으로 사용하지 않으면 안 될 상황에

서는 자체개발 생물농약이야말로 필요한 자재이며, 외국에서 개발된 것보다는 국내자

원을 이용한 생물농약이 국내환경에 잘 적응할 뿐만 아니라 기술적인 측면에서 육성

시켜야할 분야이며, 21세기에 화학농약 대체로 생물농약 사용이 바람직할 것으로 볼 

때, 실용화 촉진은 필수적인 과제라 생각되어 진다.
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