
서 론

지금까지 전 세계적 식량수요를 해결하기 위한 가장

현실적이고 경제적인 농작물의 병해충 방제방법 중 하나

로서 유기합성농약을 이용한 방제가 주로 이루어져왔

다. 만약 이러한 농약을 사용하지 않고 작물을 재배 수

확할 경우, 수량 및 출하금액의 감소치를 기준하였을 때

벼, 맥류는 20~30%의 감소를 보였고 사과, 복숭아를 비

롯한 다른 작물도 병해충에 의한 막대한 피해를 입는다

고 알려져 있다 (Ferreira 1991). 하지만 이렇게 농업 생

산성에 커다란 영향을 주고 병해충 및 잡초의 방제를

위하여 널리 사용되어 온 유기합성농약은 현재 잔류 독

성에 의한 환경오염 및 생태계 파괴 그리고 비대상 생

물체에 대한 2차적 악영향 등으로 심각한 환경문제를

야기하고 있다 (Ames 1979). 따라서 그동안 주로 사용되

어온 유기합성농약의 사용규제가 점차 강화되고 있으며

안전한 농작물의 생산을 위한 무공해 생물학적 방제법

의 필요성이 대두되고 있다 (Henis and Chet 1975; De-

main 1983). 유기합성농약의 이러한 문제점을 해결하고

자 자연 상태에서 쉽게 분해되고 환경에 미치는 영향을

최소화할 수 있으며 방제대상 생물에 대하여 높은 선택

성을 지닌 천연물농약, 미생물농약과 같은 효과적인 생

물학적 방제방법을 개발하여 친환경농법의 수단으로서

활용하려는 시도가 관심의 대상이 되고 있다 (Cook

1985; Lange et al. 1993; Shoda. 2000). 최근 특별히 토양

에 서식하는 미생물로부터 생산되는 대사산물로서 항생

물질뿐만 아니라 vitamines, alkaloids, 효소, 효소억제 물
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질 등 다양한 생리활성물질이 알려져 있다 (Katz and De-

main 1977; Omura 1992). 이들 물질 가운데 고추역병과

같은 진균 유래의 식물병원성 질병에 효과적인 항진균성

항생물질이 개발된다면 유기합성농약을 이용한 방제에

비해 자연분해가 가능한 친환경적인 생물농약으로서의

가치와 유용성이 크다고 할 수 있다. 항진균성 항생물질

은 주로 방선균, 세균, 곰팡이와 식물 등에서 주로 발견

되고 있으며 현재 알려진 항진균성 항생작용은 그 작용

기작에 따라 세포막투과 파괴성 항생작용과 세포벽 합성

효소 억제 항생작용과 세포벽 가수분해효소에 의한 용

균작용 등 다양한 방제기작을 들 수 있다 (이와 김 2000;

Vincente et al. 2003). 미생물을 이용한 식물병원균의 방

제 방법은 길항작용을 지닌 활성미생물 자체를 식물의

잎이나 종자표면에 도포함으로써 병원균의 발아를 억제

하거나 식물생장을 보호하는 방법과 미생물이 분비하는

대사산물을 생물농약으로 개발하여 이용하는 방법 및

그 대사물질을 새로운 유기합성농약유도체의 전구물질

로 이용하는 방법 등이 있다 (Staub and Sozzi 1984). 특

히 미생물의 2차 대사산물을 농약으로 이용하는 농업용

항생물질의 개발에 대한 연구는 1960년대 중반에 bla-

sticidin S의 개발을 시작으로 급속히 진전, kasugamycin,

polyoxin, validamycin 등의 살균제와 aermectin, tetranac-

tin 등의 살충제 및 bialaphos, cyclohexamide 등의 제초

제가 개발, 실용화되었다 (배 1978). 특히 토양서식 미생

물 중 주로 Bacillus 속과 Pseudomonas 속 길항미생물에

대한 연구가 광범위하게 이루어져왔으며 Pseudomonas

속 길항세균을 이용한 식물병 방제방법 개발에 대한 연

구가 가장 많이 보고가 되고 있다 (Xu and Gross 1986;

Elad and Chet 1987; Fravel 1988; 서 등 1993; Kim et al.

1998). Bacillus 속의 경우 대부분 인간에게 비병원성이

며 식물병 방제 및 식물생장효과가 잘 알려져 있으며

내생포자 (endospore)를 형성하므로 균 자체를 이용한

분제, 수화제, 유제 등의 여러 가지 제형으로 이용할 수

있다고 알려져 있다 (Phae et al. 1990). 또한 Bacillus속은

진균의 세포벽분해효소 뿐만 아니라 (Phister et al. 2004)

많은 종류의 항진균성 항생물질을 생산하므로 효과적인

생물학적 방제제로서의 개발 가치가 높다고 알려져 있

다 (Gueldner et al. 1988; Ferrira et al. 1991; 김 등 1991;

손 등 1994; Vanittanakam and Loeffler 1994; Spadaro et al.

2005).

따라서 본 연구에서는 환경오염문제와 독성이 없는

생물농약을 개발할 목적으로 토양으로부터 고추탄저병

균 (Colletotrichum gloeosporioides)에 강한 항진균 활성

을 가진 미생물을 분리하고 그 활성미생물의 형태적 및

생리적인 특성을 검토하고 항생물질 생산을 위한 기초

배양조건을 조사한 결과를 보고하고자 한다. 

재료 및 방법

1. 항생물질 생산균주의 분리

전국 토양으로부터 시료를 채취하여 각 시료를 0.85%

(w/v) 생리식염수로 현탁∙희석한 후 nutrient agar 배지

(0.3% beef extract, 0.5% bacto peptone, 1.5% agar)에 도말

하고 30�C에서 24~48시간 배양하여 단일 균락을 분리

하였다. 생육된 colony들 중 형태, 색깔 등 외관상 상이

한 균주들을 순수 분리하여 사면배양한 후 저온에 보관

하면서 항균활성의 검색에 이용하였다. 각각의 분리한

균주는 nutrient broth (NB) 액체배지에 백금이로 1회 접

종하고, 30�C에서 5일 동안 진탕배양 하였다. 배양액을

12,000×g에서 20분간 원심분리한 후 고추 탄저병균

(Colletotrichum gloeosporioides KACC 4003)을 피검균으

로 사용하여 paper disc method로 배양 상등액의 항균활

성을 측정하였다. 분리균주 중에서 피검균에 대하여 가

장 높은 활성을 나타내는 균주를 선별하였다.

2. 항생물질 생산균주의 동정

선발 미생물에 대한 현미경 관찰을 통한 형태학적 특징

과 생리적 및 생화학적 특성을 조사하고 이들 결과를 토대

로 Bergey’s manual of determinative bacteriology (Holt et

al. 1994)에 준하여 일반적인 세균 동정법에 따라 동정

하였다.

3. 항균활성의 측정

항균활성의 측정은 고추 탄저병균 (C. gloeosporioides

KACC 4003)을 피검균으로 사용하여 cup method로 행

하였다. PDA배지 (Difco Co.) 15 mL를 멸균한 후 45~

50�C로 냉각하고, 여기에 피검균 현탁액 0.5 mL을 접종

하여 중층하였다. 이와 같이 만든 평판 배지의 표면에

cup (내경 6 mm, 외경 8 mm, 높이 10 mm)을 올려 놓고

분리균주의 배양 상등액을 넣어 30�C에서 48시간 동안

배양한 후 형성된 생육 저지환의 직경을 측정하였다. 

4. 현미경에 의한 항균활성의 관찰

고추 탄저병균 (C. gloeosporioides KACC 4003)을 피검

균으로 사용하여 PDA배지상에서의 피검균의 생육저지

현상을 관찰하기 위해 피검균 현탁액 0.5 mL를 접종하

고 여기에 분리균주의 72시간 배양한 배양 상등액을 각
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각 50 μL mL-1, 25 μL mL-1, 12.5 μL mL-1, 6.25 μL mL-1,

3.125 μL mL-1되게 희석하고 혼합하여 중층한 후 30�C

에서 48시간 동안 배양하였다. 배양된 PDA agar배지상

의 피검균을 백금이로 취한 후 400배율의 현미경하에서

피검균의 포자형태 및 균사생육의 저해현상을 관찰하였

다.

5. 균체량의 측정

건조 균체량 (DCW)을 구하기 위해 일정 조건으로 배

양한 배양액 50 mL를 취해 12,000×g에서 20분간 원심

분리한 후 균체만 취하여 증류수로 세척 후 105�C에서

3시간 건조 후 평량하여 건조 균체량을 측정하였다.

6. 항생물질의 생산 조건

탄소원, 질소원, 배양 초기 pH 및 배양온도 등을 달리

한 효소생산 기본배지 (NB)에 종배양액을 1% (v/v) 수준

으로 접종하여 180 rpm으로 회전진탕배양한 후 원심분

리하여 얻은 상등액의 항균활성을 측정하였다.

결과 및 고찰

1. 활성균주의 분리

토양으로부터 시료를 취하여 평판희석배양법에 의하

여 nutrient agar 배지에 도말하고 30�C에서 24~48시간

배양한 다음 외관상 형태가 상이한 단일균락을 분리한

결과 시료토양으로부터 300여 주의 외견상 상이한 균주

를 분리하였다. 분리된 300여 주의 균주에 대한 항균활

성을 조사하기 위해 고추 탄저병균 (C. gloeosporioides

KACC 4003)을 피검균으로 사용하여 paper disc 및 cup

method로 항균활성을 조사한 결과, 활성을 가진 10여

주의 균주를 1차 분리하였다. 그중 가장 저지환의 반경

이 큰 CJ-1균주룰 선별하여 본 실험에 사용하였다. 이때

측정된 CJ-1의 저지환의 반경은 cup (외경 8 mm)을 사

용했을 경우 24~25 mm의 저지환을 나타내어 분리균주

중 최대의 활성을 나타냈다 (data not shown).

2. 항생물질 생산균주의 동정

1) 형태 및 배양학적 특성

선발된 균주의 동정을 위해 현미경 관찰을 통한 형태

학적 관찰과 배양학적 특성을 조사한 결과 그람 양성의

단간균이며 운동성이 있고, 호기성이며 포자를 형성하는

것으로 관찰되었다. Nutrient 한천 평판배지에서의 colony

형태는 원형이었고, 색깔은 크림색이었으며, 표면은 광택

이 나면서 매끄러운 상태였다. 그리고 nutrient 액체 배지

에서 균체의 생육은 좋았고, pellicle을 형성하면서 균체

의 침전 현상을 나타냈다.

2) 생리학적 특성

선발균주의 생리 및 생화학학적 특성을 검토한 결과는
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Table 1. Physiological properties of strain CJ-1

Characteristics

Temperature range for growth 20~50�C
pH range for growth 5~10
NaCl tolerance for growth ‹5%
Catalase ++

Oxidase ++

Urease ++

Lipase (Tween 80 hydrolysis) ++

β-Galactosidase ++

Arginine dihydrolase ++

Phenylalanine deaminase ++

Hydrolysis of; Starch ++

Casein ++

Cellulose ++

Esculin -
Indole production ++

H2S Production on TSI agar ++

Levan formation from sucrose ++

NH3 production from arginine ++

NH3 production from peptone -
Gelatin liquefaction ++

Utilization of citrate ++

Methyl red test ++

Nitrate reduction ++

Denitrification ++

Action on milk; Coagulation -
Peptonization ++

O-F test Fermentation
Degradation of tyrosine -

Table 2. Sugar utilization by strain CJ-1

Sugars

Arabinose ++

Cellobiose ++

Cellulose -
Dextrin ++

Fructose ++

Galactose ++

Glycerol ++

Inositol ++

Inulin ++

Lactose ++

Mannitol ++

Mannose ++

Raffinose ++

Soluble starch ++

Sorbitol ++

Sucrose ++

++: Utilized; -: Not utilized



Table 1과 같다. 본 균주의 생육온도 범위는 20~50�C이

었고, 생육 pH 범위는 3~10이었으며, 염농도 5%까지

생육이 가능하였다. 그리고 catalase 양성, oxidase 음성

및 propionate 이용성을 나타내었으며 전분을 가수분해

하였다. 또한 당의 이용성을 검토하여 본 결과 실험에

사용한 여러 가지 당 중에서 cellulose를 제외한 모든 당

을 균체의 생육에 이용하였고 (Table 2), 당의 발효성 실

험 결과 일부 당으로부터 산이 생성되었지만 가스는 모

든 당으로부터 생성되지 않았다 (Table 3).

이상의 결과를 바탕으로 분리균주를 Bergey’s manual

of systematic bacteriology (Holt et al. 1994)에 준하여 검

토하였을 때 Bacillus sp.로 동정하였고, Bacillus sp. CJ-1

으로 명명하였으며 향후 보다 자세한 동정이 요구된다. 

3. 현미경에 의한 항균활성의 관찰

피검균인 고추 탄저병균 (C. gloeosporioides KACC

4003)의 분리균주의 활성에 의한 생육저지현상을 현미

경하에서 관찰하기 위하여 피검균의 포자형태 및 균사

생육의 저해정도를 조사한 결과, Fig. 1에서와 같이 배양

상등액 대신 증류수를 첨가한 대조구의 경우 전혀 피검
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Table 3. Sugar fermentation by strain CJ-1

Sugars
Production of

Acid Gas

Arabinose - -
Cellobiose ++ -
Cellulose - -
Dextrin - -
Fructose ++ -
Galactose - -
Glycerol ++ -
Inositol - -
Inulin - -
Lactose - -
Mannitol ++ -
Mannose ++ -
Raffinose ++ -
Soluble starch - -
Sorbitol - -
Sucrose ++ -

++: Positive; -: Negative

Fig. 1. Microscopy of fungal inhibition by culture filtrate. (A): Distilled water was added instead of culture filtrate as control. (B)-(F): Various
concentrations of culture filtrate were added.

Bacillus sp. CJ-1

(A) Control (B) 50μL mL-1 (C) 25μL mL-1

(D) 12.5μL mL-1 (E) 6.125μL mL-1 (F) 3.0625μL mL-1



균의 생육저해가 관찰되지 않은 반면 12.5μL mL-1이상

의 농도부터 농도가 증가함에 따라 포자가 발아되지 않

은 상태로 관찰되어 균사로의 생육저해현상이 뚜렷이

관찰되었다. 6.25 μL mL-1나 3.125 μL mL-1의 농도에서

도 균사의 생육은 가능하였으나 포자의 형태가 일부 변

형이 되는 특성을 보여주었다. 따라서 본 분리균주의 항

진균 활성기작은 피검균의 포자발아억제와 연관이 되어

있을 것으로 추측된다. 이러한 작용기작에 대해서는 앞

으로 계속적인 연구가 요구된다.

4. 배양조건의 검토

1) 배양시간에 따른 영향

NB 배지 20 mL에 종균 배양액 1.0% (v/v)씩을 접종하

고 30�C에서 진탕배양하면서, 24시간 간격으로 배양액

을 취하여 원심분리한 후 배양 상등액의 항균활성을 측

정하였다. 배양시간에 따른 Bacillus sp. CJ-1 균주의 생육

과 항생물질 생산을 검토한 결과는 Table 4와 같다. 균

체의 생육은 48시간 이후에 정지기에 도달하였다. 그리

고 항진균활성은 균체의 생육이 정지기에 도달한 후인

72시간에서 최대를 나타냈고 72시간 이후에는 점차 감

소하였다. 따라서 이 후의 실험에서는, 항생물질 생산을

위한 배양은 72시간 행하였다.

2) 배양온도의 영향

종균 배양액을 NB 배지 20 mL에 1.0% (v/v)되게 접종

하고, 각각 온도를 달리하여 진탕 배양시킨 후 원심분리

하여 배양 상등액의 항균활성을 측정하였다. 배양온도에

따른 Bacillus sp. CJ-1 균주의 생육과 항진균활성을 검토

한 결과는 Table 5와 같다. 이 결과 균체의 생육과 항진

균활성은 35�C에서 최대가 되었다. 따라서 Bacillus sp.

CJ-1균주의 생육과 항생물질 생산은 배양온도에 따라

차이가 있음을 알 수 있었다. 이러한 결과는 다른 연구

에서 보고된 Bacillus sp.의 항진균 물질 최적생산온도가

24~30�C라는 결과들과 다소 차이를 보여주었다 (박 등

2005; 박 등 2006;이 등 2008). 

3) 초기 pH의 영향

항생물질 생산을 위한 최적 pH를 검토하기 위하여 기

본배지의 pH를 4~10까지 조절하고 종균 배양액을

1.0% (v/v)씩 접종하여, 35�C에서 진탕 배양시킨 후 원심

분리하여 배양 상등액의 항균활성을 측정하였다. 초기

pH를 3~9까지 변화시키면서 항진균활성을 검토한 결

과 pH 6에서 가장 좋았다 (Table 6). 이 결과로 본 균주

가 항진균물질 생산 시 초기 pH가 중성조건에서 배양하

는 것보다는 약산성의 조건에서 보다 더 생산성이 증가

된다는 것을 보여주었다. 또 다른 Bacillus sp.를 사용한

항진균성 물질 생산조건에 관한 연구에 의하면 pH 7에

서 최적 활성을 보였고(이 등 2008) 또 B. licheniformis를

사용한 연구에서는 최적 pH가 8로 보고된 바 있다 (박

등 2005). 그러나 본 균주의 경우, 최적 pH가 6이라고 보

고한 박 등의 B. subtilis를 사용한 항진균 활성연구결과

와는 일치함을 보여주었다 (박 등 2006).

4) 탄소원의 영향

탄소원에 따른 항생물질의 생산을 검토하기 위하여 기

본배지에 각종의 탄소원을 1.0% (w/v)씩 첨가하고 종균

배양액을 1.0% (v/v)씩 접종하여, 35�C에서 72시간 진탕

배양시킨 후 원심분리하여 배양 상등액의 항균활성을 측

정하였다. Table 7과 같이 glucose를 탄소원으로 사용하

였을 때 생산성이 가장 높았다. 또한 항생물질 생산을 위

한 glucose 농도를 검토한 결과 Table 8에서 보는 바와

같이 glucose의 농도를 1.5% (w/v) 첨가하였을 때 가장

좋았으며, 그 이상의 농도에서는 감소하는 경향을 나타
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Table 4. Effect of the cultivation time on the cell growth and anti-
fungal activity

Culture DCW* Final pH Inhibitory zone (mm) against
time (hr) (g mL-1) Colletotrichum gloeosporioides

24 0.04 6.92 15.4
48 0.06 6.60 21.4
72 0.05 6.84 24.3
96 0.03 6.70 20.0

*Dry cell weight 

Table 5. Effect of the temperature on the cell growth and antifungal
activity

Temperature DCW Inhibitory zone (mm) against
(�C) (g mL-1) Colletotrichum gloeosporioides

0 ∙ 8
25 0.02 18.4
30 0.04 24.1
35 0.06 25.6
40 0.02 19.2

Table 6. Effect of the initial pH on the cell growth and antifungal
activity

Initial pH DCW Final pH Inhibitory zone (mm) against
(g mL-1) Colletotrichum gloeosporioides

3 ∙ ∙ 8
4 ∙ ∙ 8
5 0.02 5.75 18.4
6 0.05 6.82 25.9
7 0.04 7.42 23.8
8 0.03 8.27 22.1
9 0.03 9.34 19.0



내었다. 이 결과는 탄소원의 종류에 따라 미생물의 생육

과 이차대산산물인 항진균물질의 생산에 크게 영향을

준다는 사실과 일치하였으며 (Lounes et al. 1996) 적정 농

도 이상의 glucose첨가 시 항균활성의 감소는 catabolite

repression으로 인한 결과로 생각된다.

5) 질소원의 영향

탄소원으로 glucose가 1.5%가 첨가된 기본배지에 각

종의 유기질소원과 무기질소원을 각각 1.0% (w/v)씩 첨

가하고 종균 배양액을 1.0% (v/v)씩 접종하여, 35�C에서

72시간 동안 진탕배양시킨 후 원심분리하여 배양 상등

액의 항균활성을 측정하였다. 항진균활성에 미치는 각종

질소원의 영향을 검토한 결과, Table 9과 같이 yeast ex-

tract를 질소원으로 사용하였을 때 생산이 가장 좋았다.

또한 항생물질 생산을 위한 yeast extract 농도를 검토한

결과, Table 10에서 보는 바와 같이 yeast extract의 농도

를 0.5% (w/v) 첨가하였을 때 가장 좋았으며, 그 이상의

농도에서는 서서히 활성이 감소하는 경향을 나타내었다.

이러한 적정농도 이상에서 활성이 감소되는 경향은 탄

소원에서 나타난 저해와 마찬가지 현상으로 생각된다.

본 결과는 각각의 B. licheniformis와 B. megaterium을 사

용한 항진균활성 연구들에서도 yeast extract가 가장 우

수한 항진균 활성효과가 있었다고 보고한 결과와 유사

한 결과를 보여주었다 (Lee et al. 2001; Jung et al. 2003). 

적 요

새로운 항진균성 항생물질개발을 목적으로 고추탄저

병균인 Colletotrichum gloeosporioides에 대한 항생활성

을 가지는 미생물을 토양으로부터 분리하여 동정한 결

과, Bacillus sp. CJ-1로 동정하였다. 항생물질의 생산을

위한 배양조건을 검토한 결과, glucose 1.5% (w/v), yeast

extract 0.5% (w/v), pH 6.0의 배지를 사용하여 35�C에서

72시간 진탕 배양하였을 때 항진균활성이 가장 좋았으

며, 이때 피검균인 C. gloeosporioides에 대한 배양액의

생육저지환은 약 27.8 mm로 최대의 활성을 보여주었다.

피검균인 C. gloeosporioides에 대한 배양액의 생육저지현

상을 현미경을 통해 관찰한 결과 배양액 12.5 μL mL-1이

상의 농도에서 뚜렷한 생육저해현상을 관찰할 수 있었

으며 이는 피검균 포자의 발아억제현상과 연관되어 있

을 것으로 추측된다.
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