
Screening of Non-Biogenic-Amine-Producing Bacillus subtilis and Medium 
Optimization for Improving Biomass by the Response Surface Methodology

Hee-Jong Yang1†, Su-Ji Jeong1†, Seong-Yeop Jeong1,2, Ju-Hee Heo1, Nack-Shick Choi2 and 

Do-Youn Jeong1*

1Microbial Institute for Fermentation Industry (MIFI), Sunchang 595-804, Korea 
2Department of Biochemistry and Health Science, Changwon National University, Changwon 641-773, Korea

Received January 14, 2016 /Revised March 22, 2016 /Accepted April 28, 2016

Biogenic amines are produced primarily by microorganisms found in fermented foods and are often 
implicated in poisoning incidents in humans. In this study, 620 strains of microorganisms were iso-
lated from traditional Korean fermented food in Sunchang in order to screen for non-biogenic- 
amine-producing microorganisms present in these foods. One strain was identified and named Bacillus 
subtilis SCJ1, by using 16S rRNA sequencing and biochemical characterization. We investigated the cell 
growth of this organism in order to understand its potential for industrial application. To this end, 
we optimized the culture medium constituents by using the response surface methodology. The 
Plackett-Burman experimental design was used for screening of the medium constituents, such as mo-
lasses, yeast extract and peptone, for improving cell growth. In order to determine the optimal con-
centration of each constituent, we used a central composite design. Consequently, the optimized con-
centrations of molasses, yeast extract and peptone were predicted to be 27.5 g/l, 7.5 g/l and 17.5 g/l, 
respectively. By model verification, we confirmed that a 1.49-fold increase in dry cell weight compared 
to the basal medium-from 1.32 g/l, to 1.9722 g/l-was achieved.
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서   론

한국인의 식탁에 장류는 필수적인 식 재료이기 때문에 식품

으로서의 안전성 확보는 무엇보다도 중요한 요소 중 하나이

다. 현재 전통 방식으로 제조되는 장류의 발효과정에서 식품 

안전을 좌우하는 가장 큰 3가지 요인은 Bacillus cereus 계열이 

생산하는 장 및 구토 독소, Aspergillus flavus나 A. parasiticus가 

생산하는 aflatoxin, 발효 미생물들에 의해 생산되는 생체 아민 

등으로 요약된다. 이 중 생체 아민은 최근 식품의 안전성 측면

에서 단백질을 함유한 발효식품 중에 생체 아민의 분포와 함

량 조사에 대한 연구가 수행되면서 문제점으로 나타나고 있다

[4]. 생체 아민류는 지방족(putrescine, cadaverine, spermine, 

spermidine), 방향족(tyramine, phenylethylamine), 헤테로 고

리구조(histamine, tryptamine)를 가진 형태로 되어 있으며

[32], 동물, 식물, 미생물에서 아미노산의 탈탄산 반응에 의해 

생성되며, 특히 탈탄산효소(decarboxylase) 생산 미생물에 의

해 고단백질 식품이 부패하거나 발효 및 숙성 과정에서 생성

되며, 체내에서 중추신경의 신경전달물질 또는 간접적인 혈관

계 조절 등에 관여한다[34]. 특히, 생체 아민 중 histamine의 

과잉 섭취시 혈압강하와 알레르기, tyramine은 혈압 상승 및 

두통, cadaverine과 putrescine은 장에서 강한 발암물질인 ni-

trosamines, nitrosopiperidine, nitrosopyrrolidine을 생성할 

수 있다[2, 10, 14]. 따라서 국내에서는 생체 아민의 저감화를 

위하여 감마선 조사[16], pH, 온도와 NaCl의 농도에 따른 영향 

조사[6], 스타터를 통한 저감화 연구[5] 등 식품 내 생체 아민에 

관한 다양한 연구가 진행되는 추세이나, 비생성 미생물에 대

한 연구는 아직까지 미비한 실정이다.

전통 장류의 발효과정에서 Aspergillus 속과 함께 발효에 주 

역할을 하는 Bacillus 속은 발효에 관여하는 많은 세균 군집 

중 가장 우점을 하고 있는 미생물로써[18], Bacillus 속의 일부 

균주들은 넓은 항균 스펙트럼과 다양한 구조를 지니는 펩티드 

항생물질을 생산하는 특성을 갖고 있으며, 이들이 생산하는 

항생물질은 ribosomal과 non-ribosomal 항생물질로 분류할 

수 있다[22]. 또한, B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus 등의 

미생물은 전통 장류의 발효과정 중에 다양한 효소에 의해 단

백질과 같은 고분자 물질을 분해하여 맛과 향기에 영향을 준

다고 보고되었다[17]. Bacillus 속은 amylase와 protease, cellu-

lose, glucosidase 같은 상업적으로 중요한 효소를 생산하는 

균으로 널리 알려져 있으며[38], 현재까지 효소를 생산하는 수
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많은 미생물 중에서도 안전한 생물자원으로 인정을 받고 있는 

GRAS (generally recognized as safety)에 속해있어 50년 이상 

산업적으로 사용되어온 생물 자원으로 미국, 일본 등 여러 나

라에서 프로바이오틱스 상품으로 시판되고 있다[9]. 하지만 전

통 장류의 발효 과정에서 주로 Bacillus, Aspergillus, Lactic acid 

bacteria 및 효모들의 복합적 대사과정으로 이루어져 있어 여

러 종의 미생물의 상호 작용에 의하여 발효가 이루어지기 때

문에 생체 아민이 생산되기에 적정한 조건을 갖추게 된다[19]. 

따라서 다양한 기능성을 갖지만 생체 아민과 같은 유해물질도 

생산하는 역할을 하기 때문에 많은 산업 분야에 응용을 위해

서는 자연계에 존재하는 미생물 종 중에서 실제 분리 되어 

사용되는 1%의 종을 제외한 새로운 종의 선별을 통하여 안전

성 및 기능성이 확보되어 실생활에 응용이 가능한 기능성 미

생물의 선별이 매우 절실하다. 

B. subtilis이 산업에 이용되기 위해서는 대량생산을 위한 

최적배지 조성의 확립과 손쉬운 배양 조건이 필수요소이며, 

배지성분은 균체 생산성에 직결되고 각 배지 성분의 농도와도 

매우 밀접한 관련이 있다[11]. 기존의 대량생산을 위한 최적화 

공정은 하나의 배지성분을 여러 수준으로 놓고 나머지 배지성

분들의 농도를 고정시켜 실험하는 방법을 주로 이용해왔으나, 

이 방법은 주어진 조건에서 특정 성분의 영향을 파악할 수 

있는 장점을 갖지만 다른 요소와의 상호작용에 의한 결과 즉, 

다른 성분들의 조건이 변하면 그 결과의 예측이 어려운 단점

을 갖고 있다. 반응표면분석법(Response surface method-

ology, RSM)은 여러 개의 인자가 상호작용을 하는 경우 원인

보다는 결과에 근거하여 최적점을 찾는 통계방법으로 최적 

배지조성 확립과 배지 성분 간의 상호관계를 확인하는데 적합

한 방법이다. 이러한 장점을 지니기 때문에 최적배지 조건과 

배지성분간의 상호관계를 통하여 생산성을 증가시킬 수 있으

며, 복잡하고 번거로운 공정을 간소화할 수 있고, 산업화 공정

에서의 비용 절감 효과를 지니기 때문에 발효공학 분야에서는 

최근 최적조건을 확립하는 연구에 종종 응용되고 있다. 

따라서, 본 연구에서는 순창군 전통 발효식품으로부터 다양

한 기능성을 가지며, 인체에 유해한 물질인 생체 아민을 생성

하지 않는 토종발효 미생물을 선별하고, 특성을 조사하며, 통

계학적 기법인 반응표면분석법을 이용하여 선별 분리주의 산

업화를 위한 최적의 배지조성을 확립하고자 하였다. 

재료  방법

미생물의 분리  배양

본 연구에서 사용한 균원시료(고추장, 된장, 메주, 간장 시

료)는 전라북도 순창군 11개 면의 일반 가정집에서 2014년도

에 제조된 장류 200여 종을 수집하여 사용하였고, 수집한 시료 

1 g을 0.85% 멸균 NaCl용액 9 ml에 현탁하여 각 단계별로 

희석한 후 Luria-bertani agar (LB, DifcoTM, MI, USA)배지에 

100 μl 도말하여 30℃에서 24시간 배양하였다. 배양한 미생물

의 형태적 차이를 이용하여 콜로니를 1차 선별하였고, 다시 

순수 배양하여 미생물을 선별하였다. 

생체 아민 생성능 조사

분리한 미생물에 대하여 생체 아민의 생성여부는 Chang과 

Chang의 방법[3]에 준하여 측정하였으며, 검출용 고체 배지는 

0.25% glycerol (Junsei Chemical Co. Ltd., Tokyo, Japan), 

0.006% bromocresol purple (BCP, Sigma-aldrich, MO, USA), 

0.1% histidine과 tyrosine (Sigma-aldrich, MO, USA)이 함유

된 LB agar (pH 7.0) 배지를 제조하여 사용하였다. 균체는 멸

균 증류수로 3회 세척하여 8 mm ADVANTEC paper disc 

(Toyo Roshi Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)에 10 μl씩 분주한 후 

37℃에서 24시간 배양한 후 대조구인 일반 LB 배지와 발색 

정도에 따라 생체 아민의 생성여부를 확인하였다. 또한, 선별 

분리주를 대상으로 생체 아민 정량 실험은 LB 액체 배지에 

각 분리 미생물을 접종한 후 30℃ shaking incubator (VS- 

1203P3V, Vision Scientific Co. Ltd., Daejeon, Korea) 150 rpm

에서 24시간 전배양한 후 전배양액 1 ml을 전구체 0.1% histi-

dine과 tyrosine이 포함된 LB 액체 배지 9 ml에 접종하고 37℃ 

shaking incubator 150 rpm에서 24시간 동안 본배양 하였다. 

본 배양액은 13,000 rpm에서 30분간 원심분리하여 균체를 제

거하고, 균체가 제거된 상등액을 생체 아민 분석을 위한 전처

리 시료로 사용하였다. 전처리 시료용액과 표준용액을 각각 

0.5 ml 취한 후 0.25 μl 1,7-diaminoheptane (Sigma-aldrich, 

MO, USA)와 0.25 ml 포화 Na2CO3 용액(Sigma-aldrich, MO, 

USA), 1% acetone (Sigma-aldrich, MO, USA), 0.4 ml dansyl 

chloride (Sigma-aldrich, MO, USA)을 혼합한 후 45℃에서 1

시간 동안 유도체화 하였다. 유도체화한 시료에 0.25 ml의 

10% proline (Sigma-aldrich, MO, USA)을 가한 후 여분의 

dansyl chloride를 제거한 뒤 2.5 ml의 ethyl ether (Samchun, 

Seoul, Korea)를 가하여 3분간 진탕한 후, 분리된 상등액을 취

하여 증발시키고 남은 잔사를 0.5 ml acetonitrile (Mallinck-

rodt J. T. Baker, Phillipsberg, NJ, USA)에 정용하여 0.45 μm 

syringe filter (Sartorius, Frankfurt, Germany)로 여과한 것을 

분석에 사용하였다. 생체 아민의 분석을 위한 기기 분석 조건

은 Jakszyn와 Gonzalez의 방법[13]을 따라 조사하였다. 

세포외 효소 활성 측정

전통식품 유래 미생물이 균체외(exo-type)로 방출하는 효소 

중 protease와 cellulase의 활성 검증은 각 효소와 특이적으로 

반응하는 기질이 포함된 고체 선별배지를 이용하여 well dif-

fusion 방법으로 조사하였다. 분리한 미생물의 각 배양 상등액

을 0.45 μm syringe filter (Sartorius, Frankfurt, Germany)로 

제균한 뒤 100 μl씩을 8 mm의 준비한 well에 접종하여 25℃에

서 24시간 반응시킨 후 억제환을 측정하였다. Protease 분비능
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은 Vermelho 등의 방법[36]에 따라 2% skim milk (DifcoTM, 

MI, USA)에 1.5% agar (Junsei Chemical Co. Ltd., Tokyo, 

Japan)를 첨가하여 분리균의 배양 상등액을 접종한 후 억제환

을 관찰하였고, cellulase 분비능은 Teather와 Wood의 방법

[35]에 따라 1% carboxylmethyl cellulose (CMC, Junsei 

Chemical Co. Ltd., Tokyo, Japan)에 1.5% agar를 첨가하여 

분리균의 상등액을 접종한 후 0.1% congo red (Sigma-aldrich, 

MO, USA)로 염색하고, 1 M NaCl (Daejung Chemicals & 

Metals Co. Ltd., Siheung, Korea)로 세척한 뒤 억제환을 관찰

하였다.

항균 활성 측정

각각의 장류로부터 분리한 미생물들의 항균력을 조사하기 

위해 각각의 분리주는 LB 액체 배지에 접종하고 30℃에서 24

시간 배양한 후, 13,000 rpm에서 30분간 원심분리 하여 상등액

을 회수하였다. 회수한 상등액을 0.45 μm syringe filter (Sar-

torius, Frankfurt, Germany)로 여과시킨 후 0.8% soft agar 

plate를 이용한 well diffusion 방법[24]에 준하여 100 μl씩을 

8 mm의 준비한 well에 접종한 후 30℃에서 24시간 배양하여 

well 주변에 억제환의 형성유무를 확인하였다. 항균력 측정을 

위한 지시 균주로 Gram 양성균 Micrococcus luteus KCTC 

1056, Listeria monocytogenes KCCM 40307, KCTC 3710, Listeria 

ivanovii subsp. ivanovii KCTC 3444, Staphylococcus aureus 

subsp. aureus KCCM 41446, Bacillus cereus KCTC 1661, KCTC 

3624 등 7종과 Gram 음성균 Escherichia coli KCCM 11596, 

KCTC 2443, Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis KCCM 

40763, Salmonella typhimurium KCTC 1926, Shigella flexneri 

KCCM 40948, Shigella sonnei KCTC 2518 등 6종을 한국미생물

보존센터(KCCM)과 생명공학연구원 미생물자원센터(KCTC)

에서 분양 받아 사용하였다. 각 배양 배지에서 배양한 지시 

균주를 균일한 농도(O.D.650, 0.4)로 앞선 0.8% soft agar에 접종

하여 항균활성 측정을 위한 배지를 제조하였다.

분리 미생물의 동정  phylogenetic tree 작성

최종 선별 균주의 생화학적 특성은 API 50 CHB kit (Bio-

mérieux, Marcy-L’Etoile, France)를 이용하여 분석하였다. 분

리 균주를 지시약이 포함된 kit medium에 현탁하여 strip에 

분주한 후 24~48시간 동안 배양하여 당 발효능을 측정한 후 

균주 동정 프로그램(http://apiweb.biomerieux.com)을 이용

하여 확인하였다. 최종적인 선별 균주의 동정을 위하여 16S 

rRNA 염기서열을 결정하여 알려진 균주들과 비교를 하였다. 

염기서열은 BLASTN 프로그램을 이용하여 GeneBank에 등록

된 염기서열들과 비교하였으며, EzTaxon-e 서버(http://www. 

eztaxon.org)를 통해서 다운로드 받아 표준 균주의 16S rRNA 

염기서열을 얻은 다음 염기 서열들 간의 상호 비교는 Clustal 

W 2.0 program을 사용하였다. 계통도 분석은 균주들의 16S 

rRNA 유전자 염기서열을 정렬하고 MEGA 3.0 program [20]

을 사용하여 계통도를 작성하였다. 계통도의 작성은 염기서열

의 정렬에서 정보량을 가장 간단한 형태로 만들어 데이터 분

석 및 다루기가 쉽고 빠른 Neighbor-joining 알고리즘[29]을 

사용하였고 1,000회 반복으로 bootstrapping 하여 계통도의 견

고성을 확인하였다. 

배양 시간에 따른 균체 성장 조사

선별한 균주의 배양시간에 따른 생육 정도를 조사하기 위하

여 LB 액체 배지에 5% 분리균을 접종한 다음 72시간 동안 

150 rpm, 30℃ shaking incubator에서 배양하였고, 4시간 단위

로 배양액을 회수하여 건조 균체량(DCW, dried cell weight), 

흡광도를 측정하여 분리균의 생육곡선을 작성하였다. 흡광도

는 4시간 간격으로 회수한 배양액 1 ml을 13,000 rpm에서 30

분간 원심분리 한 후 멸균 증류수로 3회 세척하고, 멸균 증류

수 1 ml에 재부유 하여 UV/VIS spectrophotometer (SPE-

CORD 200, Analytic jena) 600 nm에서 측정하여 기록하였다. 

건조 균체량의 측정은 4시간 간격으로 배양액 10 ml을 회수하

여 13,000 rpm에서 30분간 원심분리 한 후 멸균 증류수로 3회 

세척하여 80℃에서 항량이 도달할 때까지 건조한 후 균체의 

무게를 측정하였다. 

최  배지 성분의 선별을 한 Plackett-Burman design

SCJ1의 균체 성장 증가를 위한 배양 조건의 최적화를 수행

하기 위해 반응표면분석법(RSM, response surface method-

ology)를 실시하였다. 먼저 다양한 배지 조성 성분 중 SCJ1의 

균체 성장에 가장 영향력이 있는 성분을 선별하기 위하여 선

행 연구를 통해 선별한 11개의 배지 성분 중 주 효과가 있는 

3개의 성분을 선별하기 위한 방법으로 2수준 일부 실시 실험 

계획법 중 하나인 Plackett-Burman design (PBD)을 이용하였

다. 균체 성장을 위한 배지 성분에 대한 모델의 변수와 수준은 

Table 1에 나타내었으며, 균체 성장에 영향을 줄 수 있는 변수

로는 탄소원 5종(glucose, fructose, molasses, lactose, man-

nitol), 질소원 3종(yeast extract, tryptone, peptone), 기타 미량 

원소로 3종(NaCl, MgSO4, (NH4)2SO4)을 설정하였다. 실험의 

초기값 선별을 위한 모델로 3개의 중심점을 포함한 15개의 

실험구(Run)를 구성하였으며, 각각의 성분의 2가지 수준, 즉 

높은 수준(+1)과 낮은 수준(-1)으로 나누어 실험에 적용하였

다. 모든 실험구는 3회 반복 측정을 통하여 수행하였고, 실험

계획, 데이터 분석과 최적화 분석은 Design expert 9.0 (Ver-

sion 9.0.3.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA) 프로그램을 사

용하였다.

심합성계획법을 통한 배지 성분 농도의 최 화

Plackett-Burman design을 통하여 선별된 배지성분의 최적 

농도를 결정하기 위해 배지 성분의 각각의 농도 변화가 균체 
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Table 1. Range of different variables for the Plackett-Burman design and results for dried cell weight using factors

Factor
Symbol

(unit)

Coded values

-1 0 +1

Glucose

Fructose

Molasses

Lactose

Mannitol

X1 (g/l)

X2 (g/l)

X3 (g/l)

X4 (g/l)

X5 (g/l)

5 10 15

Yeast extract

Tryptone

Peptone

X6 (g/l)

X7 (g/l)

X8 (g/l)

3 8 13

NaCl

MgSO4

(NH4)2SO4

X9 (g/l)

X10 (g/l)

X11 (g/l)

0.2 0.4 0.6

Runs X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11
Responsea

Y (g/l)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

1

-1

0

1

1

-1

1

-1

1

-1

0

1

0

-1

-1

1

-1

0

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

-1

0

1

-1

-1

-1

0

1

1

1

-1

1

-1

-1

0

1

0

1

-1

-1

1

0

1

-1

1

-1

-1

1

1

0

1

0

-1

-1

-1

-1

0

1

-1

-1

1

1

1

1

0

-1

0

1

-1

1

1

0

-1

-1

-1

-1

1

1

-1

0

1

0

1

-1

-1

1

0

-1

1

-1

1

-1

-1

1

0

1

0

1

-1

1

-1

0

-1

-1

1

1

1

-1

1

0

1

0

-1

-1

1

1

0

1

1

-1

-1

1

-1

1

0

-1

0

-1

-1

-1

1

0

-1

1

1

1

1

1

-1

0

-1

0

-1

-1

1

1

0

1

-1

1

1

-1

-1

-1

0

-1

0

1

-1

1.07

0.885

0.99

1.14

1.31

1.245

1.0

1.49667

1.04333

1.16667

1.02667

1.45

1.05667

1.39

1.19

Dried cell weight by Bacillus subtilis SCJ1 cultivated at 150 rpm, 30
oC for 28 hr. The experiments were carried out in triplicate.

aResponse were dried cell weight from Bacillus subtilis SCJ1.

생산에 미치는 영향을 중심합성계획법(CCD, central compo-

site design)을 이용하여 분석하였다. 앞선 연구를 통해 선별된 

독립변수로는 molasses (g/l, X1), yeast extract (g/l. X2), pep-

tone (g/l, X3)을 설정하였으며, PBD 실험계획을 기반으로 중

심값과 실험범위를 각각 -2, -1, 0, 1, 2로 설정하여 5단계로 

부호화하고 17개의 실험계획으로 이루어진 중심합성계획법

을 실시하였다. 또한, 독립변수의 영향을 받는 종속변수(Y, 균

체량)를 측정하여 그 값을 회귀분석에 사용하였다. 중심점 3회

를 포함한 3회 반복실험을 실시하여 평균값을 회귀분석에 사

용하였으며, 이때의 독립변수와 종속변수에 대한 2차 회귀 모

형식은 다음과 같다.

여기에서 Y는 종속변수이며, X1, X2, X3은 독립변수, β0은 

절편, βX는 회계계수이다. 실험을 통해 얻은 결과는 Design 

Expert 9.0 (Version 9.0.3.1, Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)

을 사용하여 회귀분석에 의한 모델식을 예측하였으며, 분산분

석(ANOVA, analysis of variance)을 통해 유의성을 검토하였

다. 또한, 각 배지 성분 간의 상호영향을 분석하고, 이 결과를 

바탕으로 하여 최대 균체 생산을 위한 각 배지성분의 최적농

도를 결정하였다.

 

결과  고찰

생체 아민 비생성 균주의 분리

토종 발효 미생물의 분리를 위하여 사용한 균원 시료로는 

순창군의 일반 가정집에서 제조한 장류 약 200여 종을 수집하

여 사용하였다. Bacillus 속 미생물은 주로 메주, 청국장의 발효

에 이용되는 미생물로 알려져 있으며, 그 유용성과 안전성이 

이미 널리 알려져 있고, 다수의 Bacillus 속 미생물의 특징 중 

하나로 넓은 항균 스펙트럼을 가지고 있어[25], 다양한 장류로

부터 Bacillus 계열의 미생물을 분리하기 위하여 먼저 수집한 
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Table 2. Range of different variables for the central composite design and results for dried cell weight using factors

Factor Symbol (unit)
Coded values

-2 -1 0 +1 +2

Molasses

Yeast extract

Peptone

X1 (g/l)

X2 (g/l)

X3 (g/l)

5

2.5

2.5

12.5

7.5

7.5

20

12.5

12.5

27.5

17.5

17.5

35

22.5

22.5

Runs X1 X2 X3 Responsea,  Y (g/l)

1

2
3
4

5
6
7

8
9
10

11
12
13

14
15
16

17

-2

-1
1
1

2
-1
0

1
0
0

0
-1
-1

0
0
0

1

0

1
1
1

0
-1
0

-1
0
0

2
1
-1

0
0
-2

-1

0

-1
-1
1

0
-1
-2

-1
0
0

0
1
1

2
0
0

1

1.18333

1.32333
2.18333
2.21667

2.48
1.07333

1.4

2.06333
1.26667

1.27

1.55
1.40333
1.075

1.41667
1.235
1.33

2.26333

Dried cell weight by Bacillus subtilis SCJ1 cultivated at 150 rpm, 30
oC for 28 hr. The experiments were carried out in triplicate.

aResponse were dried cell weight from Bacillus subtilis SCJ1.

각 시료를 취해 균질화한 후 1 g을 취하여 멸균 증류수에 현탁

하고 단계 희석법을 이용하여 균주를 배양한 후 육안으로 col-

ony의 형태, 크기 등의 형태학적 특징에 따라 620여 종의 미생

물을 분리하였다. 정성 실험을 통한 생체 아민 비생성 균주의 

1차 선별을 위하여 생체 아민 검출용 고체배지를 이용하여 

진행하였고, 그 결과 620여 종의 분리주 중 203종의 분리주가 

생체 아민을 생성하지 않음을 확인하였다(data not shown). 

따라서 203종의 분리주를 대상으로 LB 액체배지에 접종하여 

2일간 배양한 후 균체를 다음 연구를 위해 4℃에서 보관하여 

사용하였다.

세포외 효소 분비능이 우수한 균주 선별

장류 발효에 관여하는 대표적인 균주로는 B. subtilis, B. li-

cheniformis, B. citreas 등이 알려져 있으며, 이들은 발효과정에

서 protease, amylase, cellulase, lipase와 같은 미생물의 다양

한 효소에 의해 amino acid, free sugar, isoflavone, aglycone, 

fatty acid 등으로 분해되어 풍미뿐만 아니라 다양한 기능성을 

갖는 2차 산물이 생성된다고 알려져 있다[26, 27]. 따라서 앞서 

선별한 203종의 분리주를 대상으로 세포외 효소 활성을 측정

한 결과 86종의 분리주에서 protease 및 cellulase 2가지 효소

를 모두 생성하는 것을 확인하였다(data not shown).

분리 균주의 항균 활성

앞서 선별한 분리주 86종을 대상으로 병원성 미생물에 대한 

항균활성을 Gram 양성균 7종과 음성균 6종을 대상으로 조사

하였다. 총 13종의 병원성 미생물에 대하여 항균 활성을 측정

한 결과 대부분 1종 이상의 유해 미생물에 대하여 항균활성을 

지니고 있었으며, 특히 Table 3에 제시된 Gram 양성균인 L. 

monocytogenes KCCM 40307, L. monocytogenes KCTC3710, L. 

ivanovii subsp. ivanovii KCTC 3444, M. luteus KCTC1056, B. 

cereus 1661, B. cereus 3624에 대한 저해 활성과 Gram 음성균인 

S. typhimurium KCTC 1926 7종의 병원성 미생물에 대하여 가

장 많은 종류의 분리주에서 활성을 나타내는 것을 확인할 수 

있었다. 분리주 중에서도 SCJ1, SCJ3, SCJ34, SCJ123, SCJ287, 

SCJ305, SCJ520, SCJ555, SCJ587 등 9종이 다양한 항균 spec-

trum을 지니고 있었으며, 저해 효과 또한 우수하였다. 특히 

앞선 9종의 분리주 대부분의 항균활성이 Gram 양성균에 집중

되어 있으므로 세균이 생산하는 항균 물질인 subtilin, sub-

tilosin A와 같은 bacteriocin이 근연 관계의 종에 저해 활성을 

나타내는 특성과 유사함을 확인하였다[1, 12]. 분리주 중 SCJ1

은 7종의 병원성 미생물에 대하여 가장 우수한 활성을 보였으

며, L. monocytogenes KCCM 40307, KCTC 3710과 L. ivanovii 

subsp. ivanovii KCTC 3444와 같은 Listeria에 강한 항균활성을 

나타내었고, 따라서 저온성 병원 미생물의 성장 억제에도 효

과적일 것으로 예상되었다. 전통 장류 발효 및 식품 제조에 
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Table 3. Comparison of enzyme activity, antibacterial activity and contents of the biogenic amine for selected strains

Test contents

Selected strains

SCJ1

(B. subtilis)

SCJ3

(B. subtilis)

SCJ34

(B. subtilis)

SCJ123

(B. subtilis)

SCJ287

(B. subtilis)

SCJ305

(B. subtilis)

SCJ520

(B. subtilis)

SCJ555

(B. subtilis)

SCJ587

(B. subtilis)

Enzyme 

activity

(mm)
a

Protease

Cellulase

15

wc

11

13

12

13

13

13

14

11

12

12

10

14

12

11

13

10

Antimicrobial

Activity

(mm)

TS1b

TS2

TS3

TS4

TS5

TS6

TS7

10

10

10

15

-
d

10

11

-

-

9

12

-

7

-

8

-

-

7

-

10

-

-

9

-

-

10

7

-

8

10

-

7

11

8

-

-

12

-

-

9

11

-

7

-

-

9

-

10

10

-

11

-

10

7

-

7

8

9

-

9

-

9

-

Biogenic 

amines

(mg/l)

Histamine

Tyramine

N.D.
e

N.Q.f
N.D.

N.Q.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.Q.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.D.

N.Q.

N.Q.

N.D.

N.D.

aSize of clear zone (diameter).
bTested strains = TS1: L. monocytogenes KCCM 40307, TS2: L. monocytogenes KCTC 3710, TS3: L. ivanovii subsp. ivanovii KCTC 3444, 

TS4, S. typhimurium KCTC 1926, TS5: M. luteus KCTC 1056, TS6: B. cereus KCTC 1661, TS7: B. cereus KCTC 3624.
cNo formation of clear zone. 
dw-weak response.
eNot detected.
fNot quantified.

다양한 항균 spectrum을 갖는 미생물의 사용은 식품 제조업체

에서의 오염에 대한 문제 해결에 유용할 것으로 보이며, 천연

식품 보존제나 사료보존제로서 뿐만 아니라 새로운 항생제 

대체 의약소재로의 응용이 가능함을 보여주었다. 

선별 균주의 amine 생성능 분석

국내 전통 발효식품 대부분 단백질이 풍부한 콩을 원료로 

사용하고 있으며, 식품에 존재하는 미생물들은 protease 활성

이 우수하기 때문에 유리 아미노산이 원인이 되는 생체 아민

의 생성에도 영향을 주고 있어, 장류와 발표식품에 있어서 최

근에는 생체 아민의 안정성 측면에서의 문제점이 대두되고 

있는 실정이다. 생체 아민은 N-nitrosamine과 같은 발암물질

로 전환될 수 있는 잠재적인 위험성을 갖고 있는 물질이며[31], 

다량 섭취 또는 amine 대사과정이 저해 또는 결핍이 된 경우

에는 사람이나 동물의 체내에서 독성을 나타내기도 한다[7]. 

특히 대두를 발효하여 제조한 장류 식품의 경우 생체 아민 

중에서 histamine과 tyramine의 함량이 높은 것으로 보고되고 

있다[8]. 따라서 선별한 균주를 생체 아민의 전구체인 histi-

dine, tyrosine이 함유된 액체배지에 배양하여 해당 아미노산

에 대한 탈탄산 활성능과 균주가 생성한 histamine, tyramine

의 함량을 측정하여 Table 3에 나타내었다. 선별한 9종의 균주 

대부분 앞선 정성분석 결과와 동일하게 생체 아민을 생성하지 

않는 것으로 분석되었고, 일부 균주에서는 생체 아민이 검출

이 되었으나 정량이 되지 않는 매우 낮은 수준의 검출로 인체

에 유해하지 않은 수준을 나타내었다. 따라서 앞선 결과들을 

바탕으로 세포외 효소활성, 항균활성, 생체 아민의 생성능 모

두에서 가장 우수한 결과를 보여준 SCJ1 균주를 최종선별 하

였다. 

유용 균주의 동정

최종 선별한 SCJ1 균주의 동정을 위해 16S rRNA 유전자 

염기서열을 분석하였으며, 결과를 기반으로 BLAST search 결

과 SCJ1은 Bacillus subtilis로 판명되었으며, 염기서열을 이용

하여 Eztaxon serve에서 표준 균주와 상동성을 분석한 결과 

SCJ1 (1262 bp)는 B. subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633T 

(NR118486), B. subtilis DSM 10T(AJ276351)과 각각 97%의 유

사성을 나타내었으며, Sequence alignment 분석에 사용한 pa-

rameter 및 option 값으로는 protein weight matrix로 Gonnet 

series를 사용하였으며, GAP (Gap opening) 15. GEP (Gap ex-

tension 6.66, delay transition weight 0.5로 설정하였으며, 

Gap penalty 5, K-tuple size 2, Top diagonals 4, window size 

4로 설정하여 sequence alignment 분석을 실시하였다. 16S 

rRNA 염기서열을 토대로 하여 phylogenetic tree를 작성하기 

위한 evolutionary distances의 추론은 maximum composite 

Likehood 방법을 nucleotide substitution 모델로 사용하였다

(Fig. 1). Seki 등[30]의 보고에 따르면 Bacillus 속은 다양한 환

경속에서 포자를 형성하여 생존할 수 있는 능력을 지녀 환경

에 따라 종 다양성이 매우 큰 세균으로 분류되며, 16S rRNA 
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Fig. 1. Phylogenetic tree based on nearly complete 16S rRNA gene sequence of strain SCJ1. All the sequences used here were 

from Bacillus type strains. Bacillus species and other related bacteria, based on 16S rRNA sequences. GenBank accession 

numbers are given in parentheses. The branching pattern was generated by the neighbor-joining method. Bar, 0.02 sub-

stitutions per nucleotide position. Bootstrap values are expressed as percentages of 1,000 replicates.

염기서열에서 100%의 상동성을 나타내어도 서로 다른 종으로 

분류될 수 있기 때문에 추가적으로 API 50CH kit을 사용하여 

SCJ1의 당 대사능을 조사하였다. 당 대사능 조사 결과는 Table 

4와 같으며, glycerol, D-ribose, D-glucose, D-fructose, D- 

mannose, inositol, D-mmitol 등을 발효할 수 있는 능력을 지

니나 erythritol, D-arabinose, xylose 등에는 비 발효성을 나타

내면서 SCJ1 균주는 98.0%의 유사율로 B. subtilis로 동정되어 

앞선 16S rRNA 염기서열 분석결과와 일치함을 확인하였으며, 

최종적으로 Bacillus subtilis SCJ1로 명명하였다. SCJ1은 한국

미생물보존센터(KCCM, Korean Culture Center of Microor-

ganisms)에 Bacillus subtilis KCCM 11568P로 기탁하였다.

배양시간에 따른 균체 성장

B. subtilis SCJ1의 생장 곡선을 조사하기 위해 LB 액체배지

에 접종하여 30℃에서 72시간 동안 배양하였으며, 4시간 간격

으로 흡광도와 건조 균체량을 측정하였다. 0~8시간 까지 균체

가 급속도로 성장하는 대수기를 나타냈으며, 8~28시간까지 증

식이 점차 느려져 28시간 이후에는 정지기에 들어갔다. 배양 

28시간에서 흡광도 1.4001(O.D600)과 1.32 g/l의 건조 균체량으

로 가장 높은 세포성장을 보여 일반적으로 B. subtilis의 세포 

성장이 28시간 이내에 정지기에 도달한다는 보고[37]와 청국

장으로부터 분리한 Bacillus subtilis MC31의 최적 배양 시간이 

24시간이라는 보고[21]와도 유사한 결과를 보였다. 따라서 

SCJ1의 균체 성장의 최적 배양시간을 대수기에서 정지기에 
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Table 4. Carbohydrates assimilation of SCJ1 by API 50 CHB kit

Enzymea B. subtilis SCJ1 Enzymea B. subtilis SCJ1

Control

Glycerol

Erythritol

D-arabinose

L-arabinose

D-ribose

D-xylose

L-xylose

D-adonitol

Methyl-D-xylopyranoside

D-galactose

D-glucose

D-fructose

D-mannose

L-sorbose

L-rhamnose

Dulcitol

Inositol

D-mannitol

D-sorbitol

Methyl-D-mannopyranoside

Methyl-D-glucopyranoside

N-acetyl glycosamine

Amygdalin

Arbutin

-

+

-

-

+

+

-

-

-

-

-

+

+

+

-

-

-

+

+

+

-

+

-

+

+

-

+

-

-

+

+

-

-

-

-

-

+

+

+

-

-

-

+

+

+

-

+

-

+

+

Esculin

Salicin

D-cellobiose

D-maltose

D-lactose

D-melibiose

D-saccharose

D-trehalose

Inulin

D-melezitose

D-raffinose

Starch

Glycogen

Xylitol

Gentiobiose

D-turanose

D-lyxose

D-tagatose

D-fucose

L-fucose

D-arabitol

L-arabitol

Potassium gluconate

Potassium 2-ketogluconate

Potassium 5-ketogluconate

+

+

+

+

-

-

+

+

-

-

+

+

+

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

+

+

+

+

-

+

+

-

-

+

+

+

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

a+, utilized; -, not utilized.

들어가는 28시간으로 결정하였다(Fig. 2). 

Plackett-Burman design에 의한 배지 조성 선별

SCJ1의 장류와 같은 전통발효식품 및 기능성 식품 제조, 

사료첨가제 등 다양한 산업적 분야에 적용을 위해 1차적으로 

스타터나 종균으로 제조하여 사용할 경우 값싼 배지 조성의 

사용과 높은 균체량 생산 수율은 가장 중요한 요소 중 하나이

며, 이를 위해 균체의 배양 조건 최적화를 수행하였다. 산업화

를 위한 배지 성분의 선별을 위해 Plackett-Burman design을 

사용하였으며, Plackett-Burman design에 의한 방법은 적은 

실험횟수로 각 요인이 결과에 미치는 영향을 예측할 수 있는 

방법으로 시간과 비용을 감소시킬 수 있어 중요한 변수 선별 

시 매우 유용한 장점을 가지고 있다[33]. 실험을 진행하기에 

앞서 높은 수준(+)와 낮은 수준(-) 값의 설정은 농도가 높은 

탄소원의 경우 중심값에서 10±5 g/l로 설정하였으며, 질소원

은 8±5 g/l, 기타 미량원소 0.4±0.2 g/l로 설정하였다(Table 

1). Table 1의 실험 결과값으로부터 각각의 변수 level과 균체

량에 대한 plot은 Fig. 3에 나타내었다. Molasses, yeast extract, 

peptone은 높은 수준에서 균체량이 더욱더 증가하는 경향을 

보였으며, glucose, lactose, NaCl, MgSO4, (NH4)2SO4는 높은 

수준으로 갈수록 균체량이 감소하는 것으로 나타났으며, 나머

지 변수의 경우 첨가에 따른 큰 차이를 보이지 않는 것으로 

분석되었다. 또한 반응값에 대한 각 변수의 영향, 모델 계수, 

F-value, P-value와 신뢰 수준에 대한 분석결과는 Table 5에 

나타내었으며, 균체 성장을 위한 최적의 결과값을 얻기 위해 

신뢰수준이 80% 이상의 변수를 중요한 인자로 선정하였다. 

따라서 앞선 실험 변수 수준과 균체량에 대한 plot 결과와 신

뢰수준의 결과를 기반으로 하여 molasses, yeast extract, pep-

tone을 균체 성장을 위한 최적의 변수로 선정하였다. 이러한 

결과는 B. subtilis의 생육에 미치는 질소원의 경우 무기질소원

을 첨가하는 것보다 yeast extract 및 peptone과 같은 유기질소

원을 첨가하는 경우가 균체 생육이 더 양호하며, 특히 단독으

로 첨가하는 경우보다 2종류의 성분을 혼합하여 첨가한 결과

가 균의 생육 및 항균 활성이 더욱 우수하다는 보고[28]와도 

일치하는 결과였다. 또한 탄소원으로 선정된 molasses의 경우 

균체량 증가를 위한 산업적 응용을 위해 사용되는 대체 탄소

원으로 미생물의 생장에 필요한 영양분이 풍부하며, pH 5.0의 

점성이 높은 비정제 사탕수수당으로 탄소, 질소, 인, 염, 철 

성분이 64, 6, 0.3, 0.33, 5.5%씩 함유되어 있고, 미네랄원소가 

풍부하며 비질소 화합물을 2~8% 함유하고 있어 최근 사용량

이 증가하는 추세인 대체 탄소원으로 산업적 적용에서도 매우 

유용할 것으로 나타났다[23]. 
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Table 5. Variables as medium constituents, their effects, coefficients, sum of squares, t-values, probability due to chance, and con-

fidence levels obtained by analyzing the experimental data for the Plackett-Burman design used for screening of medium 

components for biomass production by Bacillus subtilis SCJ1

Variable

(Xi)

Effect

(Exi)

Coefficient

(βi)
Sum of squares F-value P-value

Confidence

level (%)

Mean

Glucose

Fructose

Molasses

Lactose

Mannitol

Yeast extract

Tryptone

Peptone

NaCl

MgSO4

(NH4)2SO4

-

-0.060

0.011

0.28

-0.088

0.014

0.047

0.002778

0.078

-0.042

-0.071

-0.15

-

-0.030

-0.005278

0.14

-0.044

0.007223

0.024

0.001389

0.039

-0.021

-0.036

-0.077

-

0.011

0.0003342

0.23

0.023

0.000626

0.00669

0.00002316

0.018

0.005208

0.015

0.072

31.49

9.69

0.30

210.12

20.73

0.56

6.00

0.021

16.51

4.67

13.61

64.18

0.0312

0.0896

0.6390

0.0047

0.0450

0.5318

0.1340

0.8986

0.0556

0.1632

0.0663

0.0152

96.88

91.04

36.10

99.53

95.50

46.82

86.60

10.14

94.44

83.68

93.37

98.48

                     Time (hr)

Fig. 2. The time course profile of cell growth. Time course pro-

file of absorbance, dried cell weight, and antioxidant ac-

tivity by Bacillus subtilis SCJ1 cultivated in LB medium(as 

basal medium) at 150 rpm, 30
oC(○, dried cell weight; 

●, absorbance 600 nm).

심합성계획법에 의한 배지 조성의 최 화

균체량 증가를 위하여 Plackett-Burman design을 통해 최

종 선별된 배지 성분의 최적 농도를 결정하기 위하여 반응표

면 분석법 중 중심합성계획법을 사용하여 최적화를 수행하였

다. 독립변수로는 앞서 선정한 molasses (X1), yeast extract 

(X2), peptone (X3)을 3개의 요인 변수로 설정하였으며, 5개의 

수준에서 실험계획을 수립하여 건조 균체량을 측정하였다. 중

심점 3개를 포함한 모두 17개의 구간에서 실험을 실시하였고, 

각각의 독립변수에 대한 종속변수(Y, 건조 균체량)의 반응값

은 Table 2에 나타내었다. 반응값에 대한 모델식의 예측은 

Design expert 프로그램을 사용하여 분석하였으며, 건조 균체

량에 대한 회귀 방정식은 아래와 같다. 

분산 분석을 실시한 결과 R-square (결정계수)는 0.9111으

로 1에 가까운 값을 나타내어 매우 높은 유의성을 보였으며, 

전체 모델에 대한 유의확률이 0.0061로 0.05보다 작아 가정된 

실험 모형이 결과에 적합함을 확인하였다. 또한 변동계수(CV, 

Coffecient of variation)는 13.37로 균체량 생산에 변수들의 독

립적인 영향뿐만 아니라 변수들 간의 상호작용도 매우 높음을 

확인할 수 있었다(Table 6). Fig. 4는 각 변수가 미치는 영향을 

쉽게 확인하기 위하여 3개의 변수 중 하나의 독립변수를 최적

점에 고정한 후 나머지 2개의 변수를 이용하여 3차원의 형태

로 교호작용을 확인한 결과이며, 실험 범위 내에서 molasses와 

peptone은 첨가량이 증가할수록 균체량은 더욱더 증가하는 

경향을 보였으나, yeast extract는 첨가량이 증가함에 따라 균

체량이 감소하는 경향을 보였다. 최종적으로 중심합성계획법

을 통하여 예측된 최대 건조 균체량은 2.03704±0.210283 g/l로 

예측되었고, 이때의 각 변수의 농도는 molasses 27.5 g/l. yeast 

extract 7.5 g/l. peptone 17.5 g/l로 예측되었다.

실험 모델의 검증

중심합성계획법을 통해 확립한 최적 배지에서 B. subtilis 

SCJ1의 균체 성장을 검증하기 위해 예측된 최적 배지에 SCJ1

을 접종하여 건조 균체량을 조사하였다. 대조구로는 최적화를 

실시하기 이전의 기본 LB 액체 배지를 사용하였으며, 최적 배

지에서 배양한 결과 SCJ1의 건조 균체량은 1.9722±0.0194 g/l

로 예측된 2.03704±0.210283 g/l의 오차범위 내에 존재하여 

실험모델의 예측값이 신뢰할 수 있음을 확인하였다. 또한, 최

적화를 수행하기 이전의 배지 대조구 균체량 1.32±0.0265 g/l

와 비교하면 0.6522 g/l 증가하여 49.4%의 균체량이 증가하는 
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Fig. 3. Main effect of media components on biomass production.
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Fig. 4. Three-dimensional response surface of maximal dried cell weight showing the interactions between molasses, yeast extract 

and peptone concentration. (A) Response surface plot showing the effect of molasses (X1) and yeast extract (X2) on dried 

cell weight (Y, response value) (B) Response surface plot showing the effect of molasses (X1) and peptone(X3) on dried cell 

weight (Y, response value) (C) Response surface plot showing the effect of yeast extract (X2) and peptone (X3) on dried 

cell weight (Y, response value).

결과를 얻을 수 있었다(Fig. 5). 최적 조건에서 배양한 후 세포

외 효소 활성은 조성의 변화에 큰 영향 없이 동일한 활성능을 

얻을 수 있어 배지의 조성의 변화에 따라 효소활성이 큰 차이

를 보인다는 Kim 등의 보고[15]와는 다르게 SCJ1 균주는 산업

화 적용 가능한 배지 조성에서도 변화를 나타내지 않음을 확

인하였다. 병원성 미생물에 대한 항균활성은 S. typhimurium 

KCTC 1926, M. luteus KCTC 1056, B. cereus KCTC 3624에서는 

모두 동일한 활성을 보였으나, L. monocytogenes KCCM 40307, 

L. monocytogenes KCTC 3710, L. ivanovii subsp. ivanovii KCTC 

3444, B. cereus KCTC 1661에서는 2배 이상 활성능이 증가함을 

확인할 수 있었다. 추후 안전성 및 기능성 부분에 대한 세부적

인 추가 연구가 필요하지만 다양한 기능성을 갖는 산업적 적

용이 가능한 B. subtilis로의 가능성 및 산업화 적용 가능 배지 

조성을 확립하였다.  
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Table 6. Analysis of variance(ANOVA) of central composite design for improving dried cell weight about Bacillus subtilis SCJ1

Source
Coefficient 

estimate

Sum of 

squares

Degree of 

freedom

Mean 

square

Standard

error
F-value

P-value,

Prob > Fa

Model

X1–Molasses

X2–Yeast extract

X3–Peptone

X1X2
b

X1X3

X2X3

X1
2

X2
2

X3
2

Residual

Lack of Fit

Pure Error

Cor Totalc

1.33

0.40

0.068

0.022

-0.063

0.019

-0.011

0.15

0.055

0.047

3.17

2.60

0.074

0.007584

0.032

0.002875

0.0009753

0.45

0.059

0.043

0.31

0.31

0.0007464

3.48

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

5

2

16

0.35

2.60

0.074

0.007584

0.032

0.002875

0.0009753

0.45

0.059

0.043

0.044

0.062

0.0003732

0.12

0.053

0.053

0.053

0.074

0.074

0.074

0.048

0.048

0.48

7.97

58.71

1.68

0.17

0.72

0.65

0.022

10.25

1.33

0.97

165.49

0.0061

0.0001

0.2355

0.6912

0.4239

0.8061

0.8861

0.0150

0.2868

0.3565

0.0060

Standard deviation

Mean

Coefficient of variation

0.21

1.57

13.37

Press
d

R - squared

Adjusted R - squared

2.48

0.9111

0.7967

Response model was suggested quadratic model through the lack of fit tests.
aP-value, probability distribution value. P-value less than 0.05 indicate that the term is significant.
bX1X2, X1X3, X2X3 represent the interaction effect of variables X1, X2, and X3. X1

2, X2
2, and X3

2 are the squared effects of the variables.
cCor Total, Sum of squares total corrected for the mean.
dPress, The predicted residual sum of squares for the model.

Fig. 5. The comparison of LB(basal) and optimal culture broth 

after incubation for 28 hr. The experiments were carried 

out in triplicate.
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록：바이오제닉 아민 비생성 Bacillus subtilis의 선별  반응표면 분석법에 의한 균체량 증가를 

한 배지 최 화

양희종1
†
․정수지1

†
․정성엽1․허주희1․최낙식2․정도연1*

(1(재)발효미생물산업진흥원, 2창원대학교 보건의학과)

바이오제닉 아민은 주로 발효식품에 존재하는 미생물에 의해 발생하며, 종종 사람의 체내에서 심각한 독성을 

나타내기도 한다. 따라서 바이오제닉 아민 비생성 균주의 선별을 위하여 순창군에서 제조된 전통 장류 200여 종으

로부터 620종의 다양한 미생물을 분리하였고, 이중에서 다양한 생리활성 분석 및 바이오제닉 아민 생성여부를 

조사하여 최종적으로 바이오제닉 아민 비생성 균주로써 Bacillus subtilis SCJ1을 선별하였다. 최종 선별한 SCJ1의 

생화학적 특성과 16S rRNA 염기서열 분석을 통하여 Bacillus subtilis SCJ1로 명명하였다. Bacillus subtilis SCJ1의 

산업적 적용이 가능한 최적배지 조성을 확립하기 위해 먼저 SCJ1균체 성장을 조사하였으며, 이를 기반으로 통계

학적 방법인 반응표면 분석법을 사용하여 최적화를 수행하였다. 실험계획법은 배지 조성 성분의 선별을 위해 

Plackett-Burman design을 사용하여 모델을 설정하였다. 실험 모델을 통하여 선별된 배지 성분으로는 molasses, 

yeast extract, peptone으로 예측되었으며, 배지조성에 대한 최적 농도를 설정하기 위해 중심합성계획법을 사용하

여 최적화를 수행하였다. 최종적으로 예측된 배지 성분의 농도는 molasses 27.5 g/l, yeast extract 7.5 g/l, peptone 

17.5 g/l로 예측되었고, 이때의 최대 균체량은 2.03704 g/l로 예측되어 모델의 검증실험을 통한 예측 모델과 실제 

결과가 동일함을 확인하였다. 또한, 기본 배지와 균체량을 비교하였을 때 1.32 g/l에서 1.9722 g/l로 약 49.4% 증가

하였고, 효소활성과 항균활성 또한 증가함을 확인하였다.
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