
Abstract

BACKGROUND:Yuza seed by-product has beenproduced
in a large amount fromthe agricultural farms in the southern
area of Korea. It has been mostly abandoned after
commercial process for the production of juice, jamand tea.
The study on the reuse of the yuza seed by-product has
received much attention as a bio-resource material for the
production of active compound in agriculture.
METHODS AND RESULTS: Insecticidal rhamnolipid-
producingPseudomonas sp. EP-3was grown inmineral salt
media with the yuza seed by-product at 2, 20, 50 and 100
g/L. The growth of EP-3was accompanied by a increase in
insecticidal activity against green peach aphid. The highest
insecticidal activitywas observedwhenEP-3was grown in
the medium containing 50 g/L of the seed sample,
producing approximately 996mg/Lof rhamnolipid at 96 h.
Palmitic acid, stearic acid, oleic acid and linoleic acidwere
determined as themajor fatty acids of the seed sample. The
EP-3 cultures grown on the fatty acid mixture extracted

from the seed sample showed a aphid mortality similar to
that of cultures grown on the seed sample. The EP-3
cultures grown on 50 g/L of the seed sample showed aphid
mortality more than 90% under greenhouse conditions.
CONCLUSION: This study suggested that the yuza seed
by-product may be used as a renewable material for
microbial production of rhamnolipid against green peach
aphid.
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서 론

유자(Citrus junos는 국내에서 매년) 13,000~15,000 M/T

수준으로 생산되어 쥬스 식초 향료 잼 등의 가공식품으로, , ,

널리 판매되고 있다 가공식품으로 제조되는 과정에서 발생하.

는 유자의 부산물은 전체 생산량의 수준인 것으로 예측10%

되고 있으며유자 생산 및 유자차 수출동향 주요 부산( , 2013)

물은 껍질과 씨앗으로서 대부분 폐기물로 버려진다 유자가공.

식품공장은 부산물의 처리를 위해 다양한 방법을 강구하고

있지만 특별한 대책이 없어 공장주변에 적재하여 보관하고

있으며 보관기간 동안 발생하는 냄새로 인해 좋지 않은 근무

환경이 만들어지고 있다 따라서 유자의 부산물을 재활용하는.

방법을 강구하여 유자가공식품의 생산에 도움을 제공하고 궁
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Pseudomonas 에 의한 진딧물 살충성 생산을sp. EP-3 rhamnolipid
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극적으로 순환적인 농가소득을 보전하는 대안이 필요하다.

유자는 특성상 과피가 두껍고씨가 많아 다른 과실류에비

해 착즙 후 회수율이 상대적으로 낮아 부산물에 영양성분이

많이 함유되어 있다 따라서 유자의 부산물에 함유된 영양성.

분을 미생물의 배양에 이용하여 농업에 필요한 기능성 물질

을 생산하는 기술은 유자의 부산물을 재활용하는 경제적인

방안이 될 수 있다 실제로 미생물의 대사산물을 생산하는데.

있어서 배양기질의 경제적인 부담을 줄이기 위해 생물소재

부산물을 이용하는 연구가 진행되고 있다(Grohmann and

Baldwin, 1994; Gema et al 특히 과일에서 발생하., 2002).

는 부산물은 유기물과 당의 함량이 높아 미생물의 배양에 의

한 기능성 물질을 생산하는데 활용될 수 있는 적합한 생물자

원으로 인식되고 있다(Bouallagui et al., 2005; George

and Jayachadran, 2009; Jeong et al., 2009).

복숭아혹진딧물은 작물의 잎과 줄기를 포함한 전반적인

부위에 기주하면서 영양분을 흡즙함으로서 작물의 생장에 심

각한 피해를 일으키는 주요 해충이다(Choi et al., 1984; Seo

et al 복숭아혹진딧물을 방제하기 위하여 다양한 합., 2005).

성농약들이 개발되어 사용되고 있으나 반복적인 사용으로 약

제저항성을 유발할 가능성이 있으며(Silva et al 잔류., 2012)

독성으로 인해 농식품의 안전성을 위협할 수 있다는 문제가

제기되고 있다(Wilson and Otsuki, 2004; Carvalho,

이에 합성농약의 사용을줄이기위해서 최근에는친환2006).

경적인 해충방제법이 연구되고 있으며 미생물제제가 그 대표

적인 방법이다(Isman, 2005; Goettel et al 미생물., 2008).

제제는 대량생산이 가능하고 환경에 노출되었을 경우 인축

및 작물에 대한 부작용을 유발할 가능성이 낮아 효과적이라

고 알려져 있다(Nga and Kumar, 2008; Pardo-López et

al 하지만 농촌진흥청에 등록된 미생물제제 목록을., 2012).

살펴볼 때 현재까지 개발된 미생물제제는 주로 섭식성 해충

을 방제하는 제제가 대부분이며 진딧물 같은 흡즙성 해충을

방제하는 제제는 유효성분을 고려할 때 매우 미비하다 또한.

미생물제제를 개발하는 산업체에 따르면 미생물 배지의 가격

에 대한 경제적인 부담으로 인해 제제개발에 어려움을 갖고

있다 따라서 가격이 저렴한 배양배지를 이용하여 미생물제제.

를 생산하는 기술개발에 대한 연구가 필요하다.

본 연구에서는 대량으로 폐기되는 유자씨앗 부산물을 재

활용하는 방안의 하나로서 미생물에 의한 복숭아혹진딧물

(Myzus persicae 방제용 살충물질의 생산에 관한 연구를)

수행하고자 살충물질의 생산을 위해 유자씨앗 부산물의 활용

성을 조사하고 이의 진딧물에 대한 살충효능을 실내 및 시설

재배 조건에서 시험하였다.

재료 및 방법

시약 및 용매

본 연구에 사용된 용매는 급HPLC (Fisher Scientific,

을 사용하였다 시약은 급MA, USA) . EP (Juicei Chemical

을 사용하였으며 표준품Co., Tokyo, Japan) rhamnolipid

은 에서구입(>95%) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

하여 사용하였다.

유자씨앗 부산물

유자씨앗 부산물은 전라남도 고흥에 위치한 유자 가공식

품 공장인 두원농협에서 제공받았다 유자씨앗 부산물은 껍질.

을 제거한 후 수돗물에서 충분히 세정한 다음 에서 시50 24℃
간 동안 열풍건조 후 믹서로 분쇄하여 시료로 사용하였다.

공시균주

본 연구에 사용된 공시균주는 복숭아혹진딧물에 대해 살

충활성을 갖는 를 생산한다고 알려져 있는rhamnolipid

Pseudomonas sp. EP-3 (Kim et al 로서., 2011) 2, 20, 50,

의 유자씨앗 시료 또는 의 를 함유100 g/L 50 g/L glucose

한 최소무기염류배지에서 배양하였다 최소무기염류배지는.

Na2HPO4 5.7 g/L, KH2PO4 5.4 g/L, NaNO3 4.0 g/L,

그리고 CaCl2 로 구성하였다 의 생장은 배양시1.0 g/L . EP-3

간별로 배양액의 일부를 고체배지에 희석Luria Broth (LB)

하여 평판한 다음 에서 시간 동안 배양 후 나타난 균25 24℃
체수를 계수하여 조사하였다.

살충물질의 추출 및 함량조사

Pseudomonas 가 생산하는sp. EP-3 (EP-3) rhamnolipid

의 추출 및 정제는 등 의 방법에 준하여 수행하였Kim (2011)

으며 이의 함량은 분석을 통해 조사하였다 상LC/MS/MS .

기에서 얻은 배양액 을 에서 분 동안(100 mL) 8,000 rpm 20

원심분리하여 균체를 제거한 다음 상징액에 동일부피의

를 가하여 회 추출하였다 얻어진 유기용매층ethyl acetate 2 .

을 에서 감압농축하여 조추출물을 얻은 다음50 silica gel℃
에서 정제하였다SPE (Phenomenex, CA, USA) column .

시료를 이 함유된 의 에50% chloroform 6 mL ethyl acetate

용해하여 에 가한 다음 의 함량을SPE column ethyl acetate

씩 증가시키면서 의 혼합용매로 용출하여 세정하였10% 6 mL

다 용출액은 모두 제거하고 에 다시. column 50% ethyl

를 함유한 의 를 가해 용출한 다음 이acetate 6 mL methanol

를 받아 에서 농축하였다 농축물은 에 재용40 . methanol℃
해하여 분석을 하였다HPLC MS/MS .

는MS/MS API 4000 triple quadrupole mass

이었다 는spectrometer (Applied Biosystems) . HPLC Shimadzu

모델로서 칼럼은LD 20AD Phenomenex C18 stainless

column (100×4.60 mm, 2.6 μ 을 사용하였고 이동상은m)

와 가첨가된0.1% formic acid 5 mM ammonium formate

증류수와 의 혼합용매 로서 유속은acetonitrile (7:3, v/v) 0.3

이었다 시료에 함유된 의 함량은mL/min . rhamnolipid

분석에서 의 쪼개짐 이온MS/MS rhamnolipid (daughter

인ion) m/z 315.1(M+Na)+을 갖는 를 표준품dirhamnose

의표준검량선에서정량하여산출하였다rhamnolipid (Pereira

et al 한편 를 정성적으로 조사하기 위., 2012). , rhamnolipid

해 상기에서 얻은 조추출물을 얇은 막 크로마토그래피(TLC,



Lim et al.38

Silica gel 60 F254, 20× 에서전개하였다20 cm, Merck) . TLC

전개용매는 chloroform : methanol : formic acid (80 : 20

혼합용매이었으며 전개 후 황산수용액을: 0.1, v/v/v) 10%

분무하여 건조기에서 발색시켜 를 검출100 rhamnolipid℃
하였다.

진딧물 살충효능 시험

진딧물 살충효능 시험은 등 의 방법에 준하여Kim (2007)

다음과 같이 실시하였다 실험실에서 순치시킨 균일한 크기.

의 령 복숭아혹진딧물 유충 마리을 주간 생장한 배추2 (10 ) 3

잎(3.0× 에 안치한 다음 증류수를 적신 여과지3.0 cm)

가 배치된 곤충생육용 플라스틱 용기에 옮(Whatman No. 6)

겼다 안치 후 진딧물을 온도 및 습도 조건을 갖는. 25 70%℃
배양실에서 시간 동안 순치하였다 순치 후 상기에서 얻은12 .

배양액EP-3 을마이크로피펫을이용해진딧물에국소처리하

였다 를. Rhamnolipid 함유한 조추출물의 살충효능 시험은

을 함유한 증류수에 용해하여 상기와10% (v/v) methanol

같이 수행하였다 대조구는 최소무기염류배지 또는. 10%

이었으며 예비실험을 통해 살충효능에 영향(v/v) methanol

을 미치지 않음을 확인하였다 살충효능은 시료처리 시간. 24

후 진딧물의 생충수와 사충수를 고려한 방법Abbott(1925)

에 준하여 조사하였으며 모든 실험은 반복으로 수행하였다3 .

유자씨앗의 성분 분석

가 유자씨앗의 어떤 성분을 양분으로 사용하는지 유EP-3

자씨앗 시료 중 단백질 지방 및 탄수화물 등의 주요 성분을,

분석하였다 단백질의 함량은 법을 적용하여 식품. Kjeldahl

중 질소의 함량을 단백질 함량으로 환산하였으며 지방의 함

량은 추출장치로 추출하여 중량법으로 측정하였고Soxhlet

수분은 상압가열 건조법 그리고 회분의 함량은105 , 600℃ ℃
회화법으로 조사였다 탄수화물의 함량은 시료 중 수. 100 g

분 단백질 지방 및 회분의 함량을 제외한 차감법으로 산출, ,

하였다 년 식품공전 시험법(2011 ).

또한 유자씨앗에 함유된 지방산을 분석하기 위해 유자씨

앗 시료 을 의5 g 100 mL chloroform : methanol (2 :

혼합용매에 시간 동안 침지추출하였다 추출물은 감1,v/v) 2 .

압여과하여 잔여물을 제거한 다음 여과액을 의200 mL

chloroform : methanol : 0.9% NaCl (3 : 50 : 47, v/v)

혼합용매로 추출하였다 추출 후 층을 수거한 다. chloroform

음 감압농축하여지방추출물 을얻었다 지방추출물은(50 mg) .

의5 mL NaOH : methanol : H2O (3 : 10 : 10, v/v/v)

혼합용매에 재용해한 다음 조건의 중탕에서 분 동안80 25℃
비누화반응을 시켰다 반응액을 상온에서 냉각시킨 후. 30%

수용액을 함유한 의 을 가(v/v) 6N HCl 10 mL methanol

한 다음 에서 시간 동안 반응시켰다 반응 후 시료를80 1 .℃
상온에서 냉각시킨 다음 동일 부피의 hexane : methyl

tert 혼합용매로 추출하였다 추출-butyl ether (1 : 1, v/v) .

후 층을 무수황산나트륨에서 탈수시킨 후 질량분석hexane

기를 이용하여 지방산을 분석하였다(Kim et al 질량., 2011).

분석기는 모델로서 분Shimadzu QP2010 (Tohyo, Japan)

석컬럼은 DB5-MS (30 m×0.25 mm i.d., 0.25 μm film

이었다 이동상은 헬륨으로서 유속은thickness) . 1 mL/min

이었으며 시료 주입방법은 로서 비율은 이었split mode 20:1

다 컬럼온도는 에서 분 동안 유지한 후 분당 씩. 50 2 5℃ ℃
까지 승온하여 최종온도 에서 분 동안 유지하280 280 10℃ ℃

였다 시료의 이온화는 의. 70 eV electronic ionization

에서 수행하였다mode .

유자씨앗 지방추출물을 이용한 의 배양EP-3

가 유자씨앗 지방을 기질로 이용하여EP-3 rhamnolipid

를 생산하는지 조사하기 위해 유자씨앗에서 추출한 지방을

탄소원으로 하여 최소무기염류배지에서 배양하였다 배양 후.

상기와 같이 배양액을 진딧물에 국소처리하여 살충효능을 조

사하였으며 전개를 통해 살충물질을 분석하였다TLC .

시설재배 조건에서 진딧물 살충효능 시험

농가현장에서 배양액의 복숭아혹진딧물에대한살충EP-3

효능시험은 농촌진흥청 약효시험기준법에 준하여 전라남도

나주시 남평읍 평산리에 위치한 시설재배 고추농가에서 실시

하였다 자연적으로 발생한 복숭아혹진딧물이 마리 이상. 50

서식하고 있는 그루의 고추나무에 상기에서 얻은 배5 EP-3

양액을 고르게 살포하였다 살충효능은 살포 전 전체 진딧물.

생충수 대비 살포 시간 후 사충수의 비율을 백분율로 환산24

하여 조사하였다.

통계처리

본 연구에서 시험결과의 통계적 유의성은 IBM SPSS

를 이용하여 분석하였다 모든 값은statistics 21.0 software .

평균 표준편차 값으로 나타내었고 각 평균치의 통계적 유의±

성을 P<0.05 수준에서 에 의Duncan’s multiple range test

해 검정하였다.

결과 및 고찰

의 생장과 살충물질 생산EP-3

유자씨앗 배지에서 의 생장율을 경시적인 균체수 변EP-3

화를 기준으로 조사한 결과 배양 시간 후부터 가장 많았다18

균체수는 배지에 첨가한 유자씨앗 시료의 함량에 비(Fig. 1).

례하여 증가하였으며 에서 가장 많았다 한편50 g/L . glucose

배지의 경우 유자씨앗 배지에 대비하여 낮은 균의 생장을 보

였다 이러한 결과는 유자씨앗 배지가 상업적으로 판매되고.

있는 배지보다 의 생장에 효율적인 양분으로glucose EP-3

사용될 수 있음을 의미하였다 배지에 첨가된 유자씨앗 시료.

의 함량을 이상으로 증가하여 균의 생장을 조사한50 g/L

결과 균의 생장이 점점 낮아졌다 또한 유자씨앗 시료의 함량.

을 이상으로 할 경우 균을 적절하게 배양하기 위해50 g/L

배양기의 진탕속도를 증가시킬 필요가 있었다 따라서 동일한.

조건에서 의 생장을 위한 유자씨앗 시료의 최적함량은EP-3
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수준으로 정하여 향후 시험을 수행하였다50 g/L .

가생장하면서생산된 의함량을EP-3 rhamnolipid LC/MS/

및 분석을 통해 정량적 및 정성적으로 조사한 결과MS TLC

를 와Fig. 2 에 제시한 바와 같았다 배양 시간 후3 . 48 EP-3

를 의 유자씨앗 배지에서 배양한 경우50 g/L rhamnolipid

의 함량이 약 수준이었으며 이는 동일한 조건에996 mg/L

서 배지에서 배양한 경우의 함량인 약glucose 에124 mg/L

비해 배 높았다 또한 상기에서 얻은 의 배양8 (Table 1). EP-3

액을 진딧물에 처리하여 살충효능을 조사한 결과 배양액을

배 희석하였을 경우 유자씨앗 배양액의 살충효능은10 13.64

수준이었다 특히 의 유자씨앗 배양액의 경~81.82% . 50 g/L

우 살충효능이 배양액에 비해 배 이상 높았다glucose 2.7

이러한 결과는 에의한 를 생산(Table 2). EP-3 rhamnolipid

하기 위해 유자씨앗 부산물이 활용될 수 있음을 의미하였다.

유자씨앗 부산물의 화학적 성분과 의 생장EP-3

의배양에이용된유자씨앗시료의주요성분을단백질EP-3 ,

지방 탄수화물등을 기준으로조사한 결과단백질 지, 14.9%,

방 그리고 탄수화물 으로서 농수산물유통공사27.5%, 52.4%

의 연구결과(Lee et al 와 유사하였다 균주를., 1987) . EP-3

접종하지 않고 유자씨앗 배지만을 시간 동안 진탕 후 배지48

Fig. 1. Growth of Pseudomonas sp. EP-3 on the yuza seed
by-product or glucose.

Fig. 2. LC/MS/MS total ion chromatograms of dirhamnose
from the extracts of cultures grown on 5% (w/v) glucose
(A) and 5% (w/v) yuza seed by-product. The total ion
chromatograms were obtained from the fragmented ion at
(M+Na)+ m/z 315.1 generated from rhamnolipid.

Fig. 3. Thin layer chromatograms of the extracts of yuza
seed by-product or cultures grown on yuza seed
by-products.

Medium (50 g/L) Rhamnolipid (mg/L)*

Yuza seed 996.0±40.7

Glucose 123.5±4.3
*The data are means ± SD of triplicate.

Table 1. Rhamnolipid concentration in Pseudomonas sp.
EP-3 cultures grown on glucose or the yuza seed by-
product

Medium

Aphid mortality (%)*

Without cultures
With cultures

Not diluted 10X diluted

Yuza seed (2 g/L) 4.6±13.6f 61.4±7.9c 13.6±3.9ef

Yuza seed (20 g/L) 22.7±10.4de 100.0±0.0a 59.2±6.8c

Yuza seed (50 g/L) 13.6±10.4ef 100.0±0.0a 81.8±7.9b

Glucose (50 g/L) 3.6±11.2f 100.0±0.0a 29.6±10.4d
*The data are means±SD of triplicate. Means with different superscripts within the column are significantly different at
P<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Table 2. Aphid mortality of Pseudomonas sp. EP-3 cultures grown on glucose or the yuza seed by-product
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수용액에 용출된 성분을 분석한 결과 단백질 지방 및 탄수화,

물의 함량이 매우 낮았다 또한 원심분리하여 유자씨앗 시료.

를 제거한 후 얻은 수용액에 균주를 배양하였을 때 균EP-3

의 생장이 의 결과 대비 현저하게 낮았다 이러한 결과Fig. 1 .

는 유자씨앗 배지에서 는 수용액에 용출된 성분보다 유EP-3

자씨앗 자체에 함유된 성분을 이용하여 생장한다는 것을 의

미하였다.

가 콩기름을 탄소원으로 이용하여 생장하면서EP-3

를 생산하는 능력이 있다는 연구결과rhamnolipid (Kim et

al 를 고려할 때 가 유자씨앗 시료에 함유된 성분., 2011) EP-3

중 지방을 이용하여 생장하였을 것으로 추측되었다 이에 유.

자씨앗 시료의 지방을 분석한 결과 주요 지방산은 palmitic

등으로 함량비acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid

율은 각각 이었다 균주를21.2%, 1.9%, 29.3%, 47.6% . EP-3

의 유자씨앗 시료 또는 동일한 양의 유자씨앗 시료에50 g/L

서 추출한 지방을 무기염류배지에 탄소원으로 첨가하여 배양

한 후 얻은 배양액의 살충효능을 조사한 결과 과 같Table 3

았다 유자씨앗 시료로 구성된 배지에서 생장한 균주의 배양.

액을 배 배 배 희석하였을 때 살충효능은 각각 약8 , 24 , 72

수준이었다 한편 동일한 양의 유자씨앗100%, 86%, 51% . ,

시료에서 추출한 지방으로 구성된 배지에서 생장한 균주의

배양액을 배 배 배 희석하였을 때 살충효능은 각각 약8 , 24 , 72

수준으로서 유자씨앗 시료에서 생장한 배양93%, 55%, 48%

액의 살충효능과 유사하였다 는 생물학적 계. Rhamnolipid

면활성제로서 소수성 기름성분을 수용액에 유화시키는 능력

이 있는 것으로 알려져 있다(Ron and Rosenberg, 2002;

Thavasi et al 또한 생물학적 계면활성제를 생산하., 2011).

는 미생물은 소수성 기름성분에 부착하여 생장하는 능력이

있는 것으로 알려져 있다(Abouseoud et al., 2008; George

상기와같은결과와배경을고려and Jayachandran, 2012).

할 때 균주는 유자씨앗 시료에 함유된 지방산을 탄소EP-3 ( )

원으로 이용하여 생장하면서 를 생산하였을 것rhamnolipid

으로 예측되었다.

시설재배조건에서 배양액의진딧물살충효능시험EP-3

균주를 의 배지와 의 유자EP-3 50 g/L glucose 50 g/L

씨앗 배지에서 배양한 후 배양액을 고추나무에 발생한 복숭

아혹진딧물에 살포한 다음 시간 후에 살충효능을 조사한24

결과 와 같았다 유자씨앗 배지의 경우 배양액을 배Fig. 4 . 8

희석하였을 때 살충효능이 수준으로서 동일 조건에서80%

배양한 배지의 배양액 보다 살충효능이 배 이상 높glucose 7

았다 배지에서 얻어진 배양액의 경우 의 살충. Glucose 80%

효능을 달성하기 위해서는 배까지만 희석해야 하였다 이러2 .

한 결과는 유자씨앗 시료가 의 진딧물 살충물질을 생산EP-3

하기 위해 기질로 활용될 수 있다는 것을 의미하였다 미생물.

에 의한 의 생산과 관련하여 배양환경과 공급되rhamnolipid

는 탄소원 및 질소원에 따라 함량을 현저하게 증가시킬 수 있

는 것으로 보고되고 있다(Chayabutra et al., 2001; Mata-

Sanddoval et al., 2001; Deepika et al 이러한 배., 2016).

경을 고려할 때 의 배양공정에 대한 연구가 향후 수행된EP-3

다면 보다 많은 의 생산을 통해 높은 살충효능rhamnolipid

을 갖는 제제의 개발이 가능할 것으로 생각되었다.
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