
Abstract

Rhodococcus sp. 3-2 strain has been reported to degrade 

benzimidazole-based pesticides, such as benomyl and 

carbendazim. Therefore, this study aimed to optimize 

culture medium composition and culture conditions to 

achieve cost-effective and efficient large-scale produc- 

tion of the Rhodococcus sp. 3-2 strain. The study iden-

tified that the optimal media composition for mass cul-

ture comprised 0.5% glucose, 0.5% yeast extract, 0.15% 

NaCl, 0.5% K2HPO4, 0.5% sodium succinate, and 0.1% 

MgSO4. Additionally, a microbial agent was developed 

using a 1.5-ton fermenter, with skim milk (20%), mon-

osodium glutamate (15%), and vitamin C (2%) as key 

components. The storage stability of the microbial agent 

has been confirmed, with advantages of low temper-

ature conservation, which helps to sustain efficacy for 

at least six months. We also assessed the benomyl deg-

radation activity of the microbial agent within field soil. 

The results revealed an over 90% degradation rate when 

the concentration of viable cells exceeded 2.65 × 106 

CFU/g after a minimum of five weeks had elapsed. 
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카벤다짐 분해 미생물인 Rhodococcus sp. 3-2의 

대량 배양 및 미생물 제제 개발
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Based on these findings, Rhodococcus sp. 3-2 strain can 

be considered a cost-effective microbial agent with di-

verse agricultural applications.

Key words: Benomyl, Biodegradation, Mass production, 

Microbe, Residual pesticide

서 론

최근 안전한 먹거리에 대한 관심이 증가하고, 지속 가능한 

농산업에 대한 필요성이 대두되면서 유해한 화학 잔류물이 없

는 농산품에 대한 수요가 증가하고 있다[1]. 한편 지속가능한 

산업에 대한 요구가 가속화됨으로서 농축산업분야에서 비료와 
농약 사용량의 제한을 받을 전망이다[2]. 이러한 배경으로 인

해 농산물의 질병 통제를 위해 사용되는 합성 화학 물질의 사

용량을 줄이거나 대체하기 위한 전략을 개발하는 것이 매우 

중요해졌다[3,4]. 농약의 경우 정부에서는 이미 2019년부터 농

약허용기준강화제도를 도입하여 식품 및 농경지의 농약 잔류

를 줄이기 위한 노력을 기울이고 있다[5]. 하지만 이러한 거시

적 환경변화와 노력에도 불구하고 여전히 농업현장에서는 사

용기준을 넘어서는 양의 농약이 살포되고 있으며, 농업토양과 

작물에서는 잔류허용기준치를 초과하는 농약의 검출이 빈번히 
일어나고 있다[6]. 특히 베노밀의 분해산물인 카벤다짐은 일부 
국산 농산품과 수입농산물 등에서 검출이 빈번하여 사회적 문

제가 되고 있다.
베노밀은 벤지미다졸계 침투성 살균제로 사과 및 포도에 

발생하는 탄저병뿐만 아니라 고추와 수박 등 과채류의 탄저병 
및 잿빛곰팡이병 방제에 널리 사용되는 살균제이다[7,8]. 베노

밀은 자연상태에는 빠르게 카벤다짐으로 분해되며 대부분의 

살균성은 카벤다짐의 작용으로 알려져 있다[9]. 카벤다짐은 화

학적으로 안정하고 비교적 환경에 오래 지속되며 간과 내분비

계에 해를 끼칠 수 있고 동물에게 낮은 농도에서도 돌연변이 

유발 및 기형 유발 효과가 있다[10,11]. 또한 카벤다짐은 베노

밀 살포 후 4년이 지나도 토양 내 잔류가 감지되는 등 긴 환경 
지속성을 가지고 있어 토양 내 잔류문제가 커지고 있다. 이러

한 베노밀의 분해산물을 무독화하기 위해 광촉매공정[12]과 

초음파법[13] 등 다양한 물리적 및 화학적 처리 방법이 연구 

및 개발되어 있으나, 2차 환경오염 가능성이 있으며 처리 비용

이 증가하는 단점이 있다. 반면 최근 각광을 받고 있는 미생물

을 이용한 생물학적 처리 방법은 이들이 가진 분해 활성을 통

해 토양 내에 잔류된 오염 물질이 자연적으로 분해되어 인간

과 자연 환경에 안전하며 경제적인 효과도 높은 장점을 가진

다[14]. 이러한 이유로 인하여 미생물 제제를 활용하여 베노

밀이나 카벤다짐를 분해하고자 많은 연구들이 수행되어 왔다. 
수행되었던 선행연구로는 Spingomonas paucimobilis [15], 
Alternaria alternata, Bipolaris tetramera [16,17], Pseu- 
domonas luteola [18]를 활용한 카벤다짐의 생물학적 분해 

연구가 있으며, 이 외에도 오염된 토양에서 분리한 Nocar- 

dioides sp. strain SG-4G 균주를 활용한 카벤다짐 분해 연

구[19], 복합 미생물을 활용한 카벤다짐 분해에 대한 연구들이 
수행되었다[20]. 최근 연구에서 Rhodococcus sp. 3-2 균주는 
액상배지에서 60시간 내에 96% 이상의 베노밀을 분해하였으

며, 토양 처리 시 베노밀과 카벤다짐을 10일 이내에 78~82% 
분해하는 것이 밝혀졌다[11]. 카보퓨란(carbofuran), 카두사포

스(cadusafos) 등의 농약과 동일하게, 카벤다짐 분해에 대한 

Rhodococcus sp. 3-2의 생물학적 분해 능력과 관련된 메커

니즘은 주로 생균수 의존성을 기반으로 한다[10,21,22]. 따라

서 Rhodococcus sp. 3-2의 대량 배양은 상업적 사용을 위한 

필수 단계이다. Rhodococcus sp.가 값싼 기질에서도 세포성

장이 우수하고 대사산물을 합성할 수 있다는 점을 고려할 때

[23], 저렴한 화합물이나 추출물의 사용은 생산 비용을 절감하

는데 매우 적합한 방법이라고 할 수 있다[24]. 이 연구의 목적

은 베노밀 및 카벤다짐에 대한 생물학적 분해 효능을 유지하

면서 Rhodococcus sp. 3-2 균주의 최대 성장을 제공하는 상

업용 제품 및 화합물을 기반으로 하는 저비용 배지를 탐색하

는 것이다. 또한, 균주를 1.5 ton 발효기를 통해 대량 배양하

고, 제형화 과정을 통해 미생물 제제를 제작하여 토양에 적용

함으로써 농업 현장에서 사용 가능한 잔류농약 분해용 미생물 

제제로서의 가능성을 탐색하였다.

재료 및 방법

실험 재료 준비

본 연구에 사용된 Rhodococcus sp. 3-2 균주는 농촌진흥

청 국립농업과학원으로부터 분양 받아 사용하였다. 균주의 장

기보존을 위해 균주 배양액에 20% glycerol를 첨가한 stock
을 제조하여 -80°C 초저온 냉동고에 보관하여 사용하였다. 
Rhodococcus sp. 3-2 균주의 보존용 배지로 R2A broth 
(KisanBio Co., Ltd, Korea; Casamino acid hydrolysate 
0.5 g, Yeast extract 0.5 g, Proteose peptone 0.5 g, Dex- 
trose 0.5 g, Soluble Starch 0.5 g, Dipotassium phos- 
phate 0.3 g, Magnesium sulfate 0.05 g, Sodium pyru- 
vate 0.3 g, pH 7.0 ± 0.2, per liter)를 사용하였으며, 균주의 
순수 분리배양을 위해 액체배지와 1.5% agar를 첨가한 한천

배지를 고압 멸균기에서 121°C, 15분간 멸균하여 사용하였다. 
순수 분리를 위해 R2A 한천배지에 도말하여 30°C 항온배양

기에서 48시간 이상 배양 후 형성된 콜로니를 순수 분리하여 

본 연구에 사용하였다.

투명 환을 이용한 Rhodococcus sp.3-2의 카벤다짐 

(베노밀) 분해 효능 검정

베노밀의 분해 연구는 분해산물인 카벤다짐(Carbendazim, 
Sigma-Ardrich, St. Louis, MO, USA)을 이용하였다. 상업

용 배지인 R2A broth 200 ml에 Rhodococcus sp. 3-2 종균

배양액 1%를 접종하여 30°C, 진탕배양기에서 48시간 배양하

였다. 이후, 카벤다짐이 100 mg/L 농도로 첨가된 R2A agar 
배지에 직경 5 mm 크기의 코르크 보러를 이용하여 well을 

만든 후, 0.7% agar solution으로 각각의 well을 채워주었다. 



Mass Cultivation of Rhodococcus sp. 3-2, a Carbendazim-Degrading Microorganism, and Development of Microbial Agents 261

약 30분 동안 agar를 굳힌 후 10배 희석한 균주 배양액을 각 

well에 10 μl씩 분주하였다. 30°C로 설정된 항온배양기에서 

48시간 이상 배양하여 well 주변에 생긴 투명 환(clear zone) 
생성 여부를 확인하였다. 

Rhodococcus sp. 3-2의 배지성분 및 배양 조건 

최적화

Rhodococcus sp. 3-2의 생균수 기반 저비용 산업용 배지 
선발을 위한 실험은 방법 250 ml의 삼각 플라스크에 50 ml의 
산업형 기본배지(K2HPO4 0.5%, NaCl 0.15%, MgSO4 0.1%, 
Na-succinate 0.5%, pH 7.0 ± 0.2)를 이용하여 수행하였다. 
먼저 R2A 한천배지로부터 Rhodococcus sp. 3-2 균주의 군

집을 R2A 액상배지에 접종하여 30°C, 150 rpm 조건으로 14
시간 동안 전배양을 실시하였다. 이후 최종 배양 볼륨의 1%에 
해당하는 전배양액을 산업형 기본배지에 접종하여 실험을 진

행하였다.
배지 최적화 실험을 위해 산업형 기본배지에 최종 배양 볼

륨의 0.5%에 해당하는 각기 다른 탄소원 및 질소원을 추가하

였다. 탄소원 선발을 위해 yeast extract를 0.5% 농도로 고정

한 후 각각의 탄소원 별 생균수 결과를 확인하였고, 질소원 선

발을 위해 Glucose를 0.5% 농도로 고정한 후 각각의 질소원 

별 생균수 결과를 확인하였다. 이후, 각 성분마다 생균수 결과

를 통해 최적 탄소원, 질소원을 선정하여 산업형 배지 조성을 

확립하였다. 또한 선발된 조성을 기반으로 최적배양 조건 설정

Exp. Exp. No. Vessel capacity Carbon source Nitrogen source pH Temp. (°C) RPM

Aa

1 500 ml Fructose Yeast extract 7.0 30 150

2 500 ml Galactose Yeast extract 7.0 30 150

3 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 30 150

4 500 ml Glycerol Yeast extract 7.0 30 150

5 500 ml Lactose Yeast extract 6.9 30 150

6 500 ml Maltose Yeast extract 6.9 30 150

7 500 ml Soluble starch Yeast extract 7.0 30 150

8 500 ml Sucrose Yeast extract 7.0 30 150

9 500 ml Glucose Tryptone 7.0 30 150

10 500 ml Glucose Peptone 7.0 30 150

11 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 30 150

12 500 ml Glucose Soybean flour 7.0 30 150

13 500 ml Glucose Soytone 7.0 30 150

14 500 ml Glucose (NH2)4SO4 6.7 30 150

Bb

15 500 ml Glucose Yeast extract 4.0 30 150

16 500 ml Glucose Yeast extract 5.0 30 150

17 500 ml Glucose Yeast extract 6.0 30 150

18 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 30 150

19 500 ml Glucose Yeast extract 8.0 30 150

20 500 ml Glucose Yeast extract 9.0 30 150

Cc

21 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 27 150

22 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 30 150

23 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 32 150

24 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 35 150

25 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 37 150

26 500 ml Glucose Yeast extract 7.0 40 150

Dd

27 5 L Glucose Yeast extract 7.0 30 200

28 5 L Glucose Yeast extract 7.0 30 400

29 1.5 ton Glucose Yeast extract 7.0 30 100

The experiment was carried out in the order of A to D. Aa: Carbon and Nitrogen source selection, Bb: Growth conditions 
by pH, Cc: Growth conditions by culture temperature, Dd: Mass cultivation conditions by lab-scale results.

Table 1. Cultivation conditions for optimization of the Rhodococcus sp. 3-2 strain
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을 위해 다양한 배양 온도 및 pH 조건을 설정하여 Rhodo- 

coccus sp. 3-2의 최적 생육조건을 확인하였다. 적용된 모든 

배지조성 및 배양조건은 Table 1에 나타내었다.
각 조건별 생육은 생균수 확인을 통해 이루어 졌으며 더불

어 탄소원, 질소원, 배양 pH, 배양 온도 조건에서 농약분해효

과를 확인해보고자 카벤다짐 100 mg/L이 포함된 배지에 각 

조건별 배양액을 10 μl씩 분주하여 투명 환 생성 여부를 확인

하였다. 모든 배양은 2회에 걸쳐 반복 수행하였으며 결과값의 

평균 및 표준편차를 Prism 8.5 (GraphPad Software Co., 
USA)를 이용하여 그래프로 도식화하였다.

Rhodococcus sp. 3-2의 대량배양

5.0 L scale jar fermentor (KoBiotec, Korea) 배양조건

은 3.0 L의 산업화 배지에 12시간 배양한 전배양액을 2% 접
종하여 배양을 시작하였다. 배양온도는 30°C, pH는 7.0 및 통

기량 0.5 vvm에서 이루어졌으며 균주의 최적 배양 조건 탐색

을 위해 교반속도는 각각 200 rpm 및 400 rpm 조건으로 나

누어 수행하였다. 매 12시간마다 배양액을 샘플링하여 생균수, 
포도당 소비량, pH 변화를 모니터링하였다. 또한 배양액 샘플

을 이용해 카벤다짐 100 ppm이 첨가된 R2A agar 배지에 분

주하여 투명 환 생성 여부를 확인하였다. 5 L jar fermentor 
배양 결과를 바탕으로 1.5 ton 발효기(KoBioTech Co., Ltd)
를 이용한 Rhodococcus sp. 3-2의 대량배양을 수행하였다. 
종균의 준비는 2번에 걸쳐 준비되었으며, 50 ml의 산업배지가 
포함된 250 ml 삼각 플라스크에서 1차 종균배양을 진행 후, 
2.0 L의 배지에 1%의 1차 종균 배양액을 접종하여 대량배양

을 위한 최종 접종원으로 이용하였다. 1.5 ton 발효기에서 산

업배지 1 ton을 제조 후 0.2%의 종균을 투입하여 배양을 시

작하였다. 발효기의 배양 온도는 30°C, 통기량 0.5 vvm, 교반

속도는 100 rpm, 배양시간 48시간, 내부압력 0.4 kg/cm2로 

설정하여 진행되었으며 40시간에 걸쳐 시간대별 배양액을 샘

플링하여 광학밀도 600 nm값 및 생균수를 측정하여 배양 효

율을 평가하였다.

Rhodococcus sp. 3-2의 분말 제제의 저장 안정성 

조사

Rhodococcus sp. 3-2의 미생물 제제를 제작하기 위해 다

음과 같이 분말 제형화를 수행하였다. 개발된 산업배지를 이용

하여 1 ton 볼륨으로 대량 배양된 배양액을 6,800 rpm에서 

1시간 동안 디스크 원심분리기를 이용하여 균체를 농축하였다. 
약 70 L로 농축된 균체를 보존제에 따른 균주의 생존율 비교

를 위해 농축된 균체에 성분 조성 및 농도가 다른 각각의 보존

제를 첨가하여 120시간 동안 동결건조 후 분쇄기를 이용하여 

균질한 상태로 분말화하였다. 보존제 성분 및 농도에 따른 제

형화 조건은 Fig. 4에 제시하였다. 세 가지 조건별로 제작된 

분말형 미생물 제제를 저온(4°C), 상온(25°C), 고온(40°C)으
로 설정된 보관소에 저장하여 온도에 따른 미생물 제제의 저장 
안정성이 유지되는지 확인하였다. 2주 간격으로 총 7개월 동

안 진행되었다.

Rhodococcus sp. 3-2 미생물 제제를 이용한 토양 내 

잔류농약 분해 활성 검정 

Rhodococcus sp. 3-2의 미생물 제제를 이용한 베노밀의 

분해 활성 검정은 주변 토양으로의 농약 유출 및 오염을 방지

하기 위하여 국립농업과학원 내 설치된 비닐하우스에서 수행

하였다. 45 cm × 45 cm × 21 cm (L × W × H) 크기의 사

각 플라스틱 상자에 15 cm 깊이로 토양 25 kg을 채우고, 대
조구 농약으로 베노밀 수화제(HE 베노밀, 한얼싸이언스, 
Korea)를 사용하였다. 베노밀 수화제를 물에 희석하여 최종농

도 100 mg/L가 되도록 제조하여 토양에 혼합하고, 약 4시간 

후 Rhodococcus sp. 3-2 미생물 제제를 골고루 섞어 비닐하

우스에 보관하였다. 미생물 제제의 농도는 토양 1 g당 생균수

가 각각 2.65 × 105, 2.65 × 106, 2.65 × 107 CFU/g이 되도

록 1 L의 물에 희석하여 관주 처리하였고 각각의 처리는 3반

복으로 진행하였다. 토양 시료의 채취 및 분석을 위한 전처리 

방법은 다음과 같다. 베노밀 농약과 농도별로 미생물 제제가 

처리된 토양 상자 중앙부와 가장자리 5지점의 5~10 cm 깊이

에서 약 500 g씩 채취하였다. 샘플은 그늘에서 풍건하여 2 
mm 체로 체질하여 사용하였다. 토양 시료의 베노밀 추출은 

QuEChERS 방법을 이용하였다. 건조된 토양 시료 2 g을 15 
ml conical tube에 넣고, 증류수 1.2 ml을 첨가하여 1분간 

교반 후 acetonitrile 3 ml과 5분간 vortex mixer로 교반하

였다. 혼합시료는 QuEChERS extraction kit (Agilent, 5982- 
5650) 1.3 g을 첨가하여 강하게 섞은 후 3,000 rpm 조건으로 
10분간 원심 분리하였다. 원심분리 후 상층액 1 ml를 0.2 μm 
필터로 필터링 후 high performance liquid chromato- 
graphy (HPLC)를 이용하여 정성 및 정량분석을 실시하였다. 
분석에 사용된 HPLC, 컬럼 및 분석조건은 Table 2에 제시하

였다.

결과 및 고찰

Rhodococcus sp. 3-2의 카벤다짐 분해능 확인

미생물 배지에 특정 물질을 섞어 불투명한 배지를 제작 후 

투명 환을 관찰하는 방법은 미생물의 인산가용화[25], 폴리머 

Solvent A: Acetonitrile, B: Distilled water

Isocratic condition A:B = 7:3

Instrument
Shimadzu HPLC

(SCL-10Avp, Shimadzu, Japan)

Column
ZORBAX Eclipse WDB-C18 column
(4.6 mm × 150 mm, Agilent, USA)

Detector Photodiode array detector

Flow rate 0.7 ml/min

Temperature 40°C

Wave length 286 nm

Injection volume 10 μl

Table 2. Operating conditions of HPLC for the analysis of
Benomyl
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분해능[26] 또는 아밀레이스 활성[27] 등을 시험하는데 널리 

사용되는 방법으로 특히 농업용 및 환경정화용 미생물 식별에 
널리 사용되고 있는 방법이다. 본 연구에서는 카벤다짐 100 
ppm을 포함하는 불투명 R2A 배지를 제작하여 투명 환을 관

찰하는 방법을 고안하여 카벤다짐 분해 여부 및 그 활성을 관

찰하고자 하였다. Fig. 1은 24시간 배양한 Rhodococcus sp. 
3-2의 배양액을 세포 농도별로 희석 후 카벤다짐을 포함하는 

R2A 배지에 분주하여 배양한 결과로, 배양 원액의 투명 환 크

기는 평균 11.4±0.5 mm로 가장 크기가 큰 것으로 나타났다. 
또한 10배 희석배양액의 투명 환 평균크기는 9.4±0.5 mm였

으며 100배 이상 희석한 경우 세포의 성장 및 카벤다짐의 분

해 여부를 육안으로 관찰하기는 어려웠다. 본 결과를 통해, 육
안으로 24시간 내 Rhodococcus sp. 3-2 균주의 카벤다짐 분

해활성을 관찰하기 위해서는 적어도 생균수 108 CFU/ml 이
상의 배양액이 필요하다는 것을 알 수 있었다. 또한 Rhodo- 

coccus sp. 3-2균주에 의한 카벤다짐 분해활성은 배양액 내 

세포농도와 밀접한 관련이 있는 것을 알 수 있었다. 이 결과는 
미생물 균체 농도가 높을수록 살충제 fenitrothion의 분해속

도와 관련이 크다는 기존 연구내용과 일치한다[28]. 또한 카벤

다짐의 생분해는 미생물의 비성장속도와 관련이 있다는 기존 

연구와도 동일한 결과이다[29]. 본 연구에서 고안한 방법을 통

해 베노밀 뿐만 아니라 다른 농약 분해능을 가지는 유용미생

물을 손쉽게 식별할 수 있을 것으로 판단된다.

Rhodococcus sp. 3-2 균주의 최적 탄소원 선발

앞서 밝힌 것과 같이 카벤다짐 분해 미생물의 생균수는 카

벤다짐 분해속도 및 효율과 직접적인 연관성이 있기 때문에, 
다음으로 카벤다짐 분해 미생물에 대한 생균수 기반 배지 최

적화 연구를 진행하였다. 본 연구에서는 산업화를 염두에 둔 

배지를 개발하고자 하기 때문에 높은 생균수를 보장하면서도 

최대한 가격경쟁력이 우수한 배지성분을 선발하는 것을 목적

으로 하였다. 먼저 8종의 각기 다른 탄소원을 포함하는 배지를 
제작하여 Rhodococcus sp. 3-2 균주를 각각의 배지에 배양 

후 이들의 생균수 변화를 조사하였다. 48시간의 배양 결과, 탄
소원으로 glucose를 함유한 배지에서 가장 높은 생균수(2.8 × 
109 ± 0.2 CFU/ml)가 관찰이 되었으며, sucrose (2.2 × 109 ± 
0.8 CFU/ml), lactose (1.5 × 109 ± 0.2 CFU/ml), galactose 
(1.2 × 109 ± 0.3 CFU/ml), soluble starch (9.2 × 108 ± 0.3 
CFU/ml), maltose (8.6 × 108 ± 0.2 CFU/ml), fructose 
(5.9 × 108 ± 0.2 CFU/ml), glycerol (1.0 × 108 ± 0.1 CFU/ 
ml)의 차례로 생균수가 높게 측정되었다(Fig. 2A). 또한 100 
ppm 농도의 카벤다짐을 포함하는 고체배지에 48시간 배양액

을 떨어뜨려 투명 환 생성을 관찰한 결과, glucose를 탄소원

으로 배양했을 때 가장 큰 크기의 투명 환이 관찰되었다(11.3 
±0.2 mm). 투명 환은 sucrose (10.9±0.3 mm), fructose 
(10.8±0.2 mm), maltose (9.9±0.2 mm), lactose (9.2±0.1 
mm), soluble starch (9.1±0.1 mm), galactose (9.2±0.2 mm) 
순으로 크기가 크게 관찰되었다(Fig. 2A). 이 실험을 통해 생

균수가 높게 측정된 배양액일수록 카벤다짐의 분해능이 우수

하다는 것을 알 수 있었다. Glucose는 사용된 탄소원 중 상대

적으로 구매비용이 가장 저렴한 탄소원이기도 하므로 경제성 

측면에서도 매우 우수하여 미생물 제제 생산에 매우 바람직하

다고 할 수 있다.

Rhodococcus sp. 3-2의 최적 질소원 선발 및 배양 

조건 확립

다음으로 Rhodococcus sp. 3-2 균주의 성장에 최적인 질

소원을 탐색하기 위해 포도당을 탄소원으로 하고, 총 6종의 각

기 다른 질소원을 사용하여 배지를 제조 후 배양을 수행하였

다. 배양 결과, Rhodococcus sp. 3-2 균주의 생균수는 yeast 
extract를 질소원으로 이용하였을 때 가장 높았다(2.3 × 109 ± 
0.2 CFU/ml)(Fig. 2B).투명 환 형성실험 결과에서도 yeast 
extract로 배양했을 때 가장 큰 투명 환을 관찰할 수 있었다

(11.4±0.1 mm). 이 밖에 뚜렷한 투명 환을 생성한 질소원 중 

soybean flour와 soytone은 불용성으로 침전물을 형성하기

에 제형화 과정에서 불순물이 섞일 우려가 있다. Peptone과 

Tryptone은 수용성인 장점이 있으나 가격경쟁력이 다소 낮기 
때문에 yeast extract를 최적의 질소원으로 선발하였다. 결과

적으로 0.5%의 glucose와 yeast extract를 포함하는 Rhodo- 

coccus sp. 3-2의 산업배지 조성이 확립되었다. 다음으로 산

업배지를 이용하여 다양한 pH 및 배양온도 조건에서 Rhodo- 

coccus sp. 3-2 균주를 배양하였다. pH별 배양결과, pH 7.0 
조건에서 5.9 × 109 ± 0.3 CFU/ml으로 가장 높은 생균수가 

확인되었다. pH 6.0, 8.0 및 9.0 조건에서는 각각 4.6 × 109 ± 
0.2, 4.3 × 109 ± 0.4, 4.2 × 109 ± 0.3 CFU/ml의 생균수가 

확인되었다(Fig. 2C). 배양액의 투명 환 크기를 관찰한 결과 

pH 6.0, 8.0, 9.0에서 각각 11.3±0.3, 10.8±0.2, 10.2±0.2 mm
였으며 pH 7.0 조건에서는 11.5±0.4 mm로 측정되었다. 온도

별 배양결과, 27, 30, 32°C에서 배양하였을 때, 각각 4.2 × 109 

Fig. 1. The investigation of the effect of different cell con- 
centrations of Rhodococcus sp. 3-2 on the degradation of 
carbendazim.
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± 0.4, 5.3 × 109 ± 0.3, 4.6 × 109 ± 0.2 CFU/ml의 결과를 확

인하였다(Fig. 2D). 반면 35, 37, 40°C 조건에서는 5.7 × 107 
± 0.3, 1.3 × 107 ± 0.3, 1.7 × 106 ± 0.3 CFU/ml로 생균수

가 다소 낮게 측정되었다. 투명 환의 크기는 27, 30, 32°C 조
건에서만 각각 10.8±0.2, 11.1±0.4, 10.9±0.2 mm로 측정되었

다. 결과를 종합해보면, 산업배지 이용 시 Rhodococcus sp. 
3-2 균주의 성장에 가장 적합한 배양조건은 pH 7.0과 30°C로 
나타났다.

Rhodococcus sp. 3-2의 대량배양 조건 확립

다음으로 5 L scale에서 산업배지의 효율을 판단하고자 jar 
fermentor 배양을 진행하였다. 우선 200 rpm 조건에서는 배

양 36시간 후 1.4 × 109 ± 0.1 CFU/ml로 최대의 생균수 결

과를 보였다(Fig. 3A). 400 rpm 조건에서도 배양 36시간 후 

3.0 × 109 ± 0.2 CFU/ml으로 가장 높은 생균수가 측정되었다. 
pH 변화는 400 rpm 조건에서 두드러졌으며(7.83에서 8.68), 
배양 24시간 후 급격히 상승하는 결과를 보였다(Fig. 3A). 
Glucose의 소비량은 400 rpm으로 배양했을 때 0.06 g/L/h
의 속도로 48시간 내 투입한 포도당을 모두 소비한 반면, 200 
rpm 조건에서는 0.04 g/L/h의 속도로 투입된 포도당을 전

부 소비하지는 못하였다. 시간대 별로 수집한 배양액을 100 
ppm 농도의 카벤다짐이 포함된 배지에 떨어뜨려 투명 환 크

기를 대조한 결과, 200 rpm 조건은 평균 9.2±0.1 mm 크기의 
투명 환이 관찰된 반면 400 rpm에서는 평균 12.1±0.1 mm로 

투명 환 크기가 약 32% 큰 결과를 보여 400 rpm 조건으로 

배양된 배양액이 농약을 보다 효과적으로 분해하는 것을 확인

하였다(Fig. 3A and B). 최종적으로 Rhodococcus sp. 3-2 
균주의 대량배양 및 제형화를 위해 1.5 ton 대용량 발효기에

서 실제 중량 1 ton으로 배양을 진행하였다. 배양결과 배양 

15시간 후 OD600 값이 0.240, 33시간일 때 최대 3.887로 측정

되었으며 최대 생균수는 3.36 × 108 CFU/ml로 나타났다. 
pH는 초기 6.98에서 48시간에서 8.89로 측정되었고, 용존산

소량은 급격히 균주가 생장하는 배양 18시간 후 9%까지 감소

하였다(Fig. 3C). 균주 생장이 느려지는 시점에서부터 증가하

여 균주 성장과 반비례 관계가 있음을 알 수 있었다.

Rhodococcus sp. 3-2의 분말 제형과 저장 안정성 

조사

비포자형성 그람 양성 세균은 일반적으로 미생물 제제화 

과정이나 보관과정에서 생균수가 감소하여 사용 시 활성이 

낮아지는 단점이 존재한다[30]. 이에 대한 대안으로 미생물의 

배양 후 배지성분의 제거를 통해 저장성을 높이는 방법이 알

려져 있다[31]. Rhodococcus sp. 3-2 균주의 저장성 증대를 

위해 배양액에서 균체만 회수 후 건조하여 분말화를 하였다. 
본 실험에 앞서 탈지분유, 유당, 비타민 C, 글루탐산염, 전분 

등 5종 이상의 제형 보존제 평가를 수행하였다. 산업화배지를 

통해 배양된 Rhodococcus sp.3-2 배양액에 보존제 후보물

질을 첨가하여 교반 시킨 후, 60일간 보존하며 각각의 생균수 

Fig. 2. Optimization of media composition and culture conditions to enhance cellular growth of the Rhodococcus sp. 3-2
strain. Viable cell numbers of the Rhodococcus sp. 3-2 strain cultured in industrial media with varying carbon sources
(A), nitrogen sources (B), pH levels (C), and temperatures (D) during batch cultivation. For measurement of biodegradation
activity, each 48-hour culture broth was spotted on R2A solid media supplemented with 100 ppm of benomyl. Left panel
indicates Colony Forming Unit by media composition and culture conditions, and right panel indicates colony forming 
result in plate.
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변화를 확인하였다. 생균수에 변화에 따른 생존율(%) 확인 

결과, 보존제 후보 물질 모두 60일간 보존에도 모두 70%이상 

생균수가 유지됨을 확인하였고, 특히 탈지분유, 글루탐산염, 
비타민 C 성분이 2:1.5:0.2 비율로 첨가된 배양액에서 90% 
이상 유지됨을 확인하였다. 이를 통해 선별된 3가지의 보존제 

혼합물(탈지분유, 글루탄산염, 비타민 C)을 분말형태의 미생

물과 혼합하여 각각 저온(4°C), 상온(25°C), 고온(40°C)에서 

보관하면서 저장보존성 및 안정성 시험을 수행하였다. 제형화 

직후 각 제형의 생균수는 1번, 2번, 3번 제형의 차례로 1.7 × 
109 ± 0.2, 1.8 × 109 ± 0.4, 4.1 × 108 ± 0.5 CFU/g으로 나

타났다. 7개월 간의 저장보존성 실험결과 4°C에서는 세 분말 

제형 모두 생균수가 108 CFU/g 이상으로 유지되어 가장 효

과적인 저장보관성을 보였다(Fig. 4). 1번 제형의 경우 25°C
에서 생균수가 다른 제형에 비해 다소 낮게 측정되었다(Fig. 
4A). 2번 제형은 4°C 결과와 25°C 결과 간 유의미한 차이는 

관찰되지 않았으나 40°C 결과의 경우 저장 3개월 이후부터 

세포농도가 급격히 감소하여 저장 4개월 이후에는 미생물 제

제 내 균주를 관찰할 수 없었다(Fig. 4B). 40°C에서는 오직 3
번 제형만 107 CFU/g의 생균수가 측정되어(Fig. 4C), 세 가

지 온도조건 모두에서 보존성이 가장 우수한 3번 제형(Skim 
milk 20%, Monosodium glutamate 15%, Vitamin C 
2%)을 최적의 분말 제형화 조건으로 결정하였다. 보존성 시

험 결과와 농업현장에서의 사용성을 고려했을 때 최종 분말 

제제의 보관 온도는 상온이 바람직하며 유통기한은 6개월로 

권장해야 할 것으로 판단된다.

Rhodococcus sp. 3-2 미생물 제제 시제품 토양 내 

잔류농약 분해 활성 검정

최종적으로 제작된 Rhodococcus sp. 3-2의 분말 시제품

을 이용하여 토양 내 잔류하는 베노밀의 분해 활성 검정을 실

Fig. 3. Culture profile and clear zone test results of Rhodococcus sp. 3-2 cultivated in a 5 L jar fermentor under various 
agitation conditions: (A) 200 rpm, (B) 400 rpm. The growth dynamics and metabolic activity of Rhodococcus sp. 3-2 grown
in a 1.5-ton fermentor (C).

Fig. 4. Evaluation of microbial stability of different formulations: Formula I (A), Formula II (B), and Formula III (C).
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시하였다. 비닐하우스 내부의 토양에 2.65 × 105, 2.65 × 106, 
2.65 × 107 CFU/g농도로 미생물 제제를 각각 토양에 처리하

고 5주간 베노밀 분해 양상을 측정한 결과, 대조군에서는 처리 
5주차에 10.2 mg/kg의 베노밀이 측정되어 약 38% 정도의 

자연감소가 측정되었다. 반면 미생물 제제를 처리한 실험군에

서는 105 CFU/g 처리구, 106 CFU/g 처리구, 107 CFU/g 
처리구 각각 4주차에 각각 10.3%, 28.15%, 45.5%의 분해결

과를 얻었으며, 5주차에는 77.4%, 92.59%, 95.29%의 결과를 

확인하였다(Fig. 5). 액상실험 결과와 유사하게, 토양실험에서

도 농도가 높은 미생물 제제를 토양에 처리하였을 때 베노밀

의 분해가 효과적으로 이루어졌음을 확인할 수 있었다. 흥미로

운 점은 토양에 2.65 × 106 CFU/g 농도의 미생물 제제만 처

리해도 92.59%의 높은 베노밀 분해율을 관찰할 수 있었다는 

것이다. 3번제제의 제형화 직후 생균수가 4.1 × 108 CFU/g
이었던 것을 감안하면 액상화한 분말 생균제를 155배 희석하

여 사용하여도 토양 내 베노밀을 5주 이내 90% 이상 감소시

킬 수 있다는 것을 보여주어, 본 연구에서 개발한 미생물 제제

가 매우 효과적으로 농업토양에 적용될 수 있음을 보여주었다. 
최근 토양, 농산물 및 환경에 잔류하는 농약을 제거하기 위한 

다양한 방법들이 시도되고 있는 가운데 본 연구는 친환경 미

생물 자원을 통해 잔류농약성분을 제거 및 중화시킴으로 친환

경적이며 경제적인 농약제거 기술의 기반을 닦는 연구가 될 

것으로 전망된다. 향후 Rhodococcus sp. 3-2 미생물 제제의 

사용 적기, 적정 사용량 등 추가 연구를 통해 농약 사용량 감

소, 농산물의 안전성 확보 및 농가 소득향상 등 사회, 경제적 

효과도 기대할 수 있을 것으로 판단된다. 또한 Rhodococcus 
속 균주는 일반적으로 식물의 생육 촉진 인자의 생성이 우수

한 균주이므로[32,33] 농업 현장에서 다용도로 활용될 것으로 

예상된다.
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