
Abstract Bacillus sp. is a useful strain for agriculture 

because it promotes plant growth and controls plant 

pathogens through a variety of mechanisms. In this study, we 

obtained a microbial preparation with a high number of viable 

cells by culturing newly isolated soil bacteria on an opti-

mized medium. Subsequently, we applied this preparation to 

lettuce to enhance its growth and yield. First, B. amyloliquefaciens 

ISP-5 was isolated from soil. Next, optimization of culture 

medium was carried out using 5 L scale fermenters. When 

culturing B. amyloliquefaciens ISP-5 on this optimized 

medium, the number of viable cells was approximately 1000 

times higher than that obtained from culturing on the 

commercial medium. Afterwards, the plant growth promotion 

properties of the ISP-5 strain were evaluated using lettuce as 

a test plant. Foliar spray treatment of lettuce was carried out 

by inoculating half the standard concentration suspension 

(0.5 × 107 cfu/ml). As a result, leaf width increased by 8.6% 

and leaf length increased by 12.9% compared to the control 

group. Live weight also increased by 24.2% and dry weight 

by 23.9%. Considering the results from field test, B. 

amyloliquefaciens ISP-5 showed potential as a plant growth- 

promoting bacteria.

Keywords Bacillus amyloliquefaciens ISP-5, Carbon source, 

IAA product, Nitrogen source, Plant growth promoter

서 론

농약 및 비료의 사용이 본격화된 20세기 초 이래로 다양한 

농약 및 비료가 개발되었으며 병해충 구제와 효율적인 작물 

재배를 위해 널리 사용되고 있다(Lee 2009). 이러한 화학 제

제의 사용은 농업 효율성 상승에 크게 기여하였으나, 무분

별한 사용으로 인한 환경오염 및 생태계 교란을 일으키는 등 

다양한 환경문제를 유발하고 있다(Kim and Park 2013). 이에 

유기농법, 무농약 재배법 등이 개발되어 현장에 이용되고 

있으나 이러한 방법을 이용하더라도 여전히 화학 농약과 비

료의 사용은 감소하고 있지 않은 상황이다. 농업 유용 미생

물을 이용한 친환경 농법은 지속 가능한 농업기반을 마련하

고 농업 환경 개선 및 생산성 향상이 탁월하기 때문에 최근 

주목을 받고 있다. 이러한 유용미생물을 제품화한 미생물제

제는 여러 작물의 생장촉진뿐만 아니라 유도 저항성, 병해

충방제 및 토양개량 등 다양한 기능을 보유하고 있다. 현재 

미생물제제로 사용되는 미생물은 고초균(Bacillus subtilis), 

효모(Yeast), 유산균(Lactic acid bacteria), 광합성세균(Photosynthetic 

bacteria) 등이 있으며, 특히 고초균(Bacillus subtilis)이 가장 

널리 이용되고 있다(Kim et al. 2006). 미생물은 Indole-3-Acetic 

acid (IAA), abscisic acid, cytokinin, 에틸렌, ACC deaminase과 

같은 식물호르몬 및 생장 조절 물질을 생산하거나 토양과 결

합하여 토양 및 대기로부터 영양분을 흡수하도록 도와 식물 

생장을 촉진시킨다(Guo et al. 2008; Khan et al. 2008; Reyes et 

al. 2002). 특히 IAA는 tryptophan을 전구 물질로 하는 auxin 계

열의 식물 성장 촉진 호르몬으로 식물의 생장과 생리적 과정

에 매우 광범위하게 작용하는 것으로 알려져 있다(Costacurta 

et al. 1998). 미생물제제는 주로 대량 배양을 통해 생산된 배

양액을 액상 형태나 동결건조 및 분무 건조와 같은 제형화를 
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거쳐 생산되는 것이 일반적이다(Bong et al. 2016; Winder et al. 

2003; Yanez-Mendizabal et al. 2012). 대량 배양을 통한 생산이 

이루어져야 하기 때문에 고가의 상업용 배지를 이용하면 생

산원가가 증가하고 제품의 가격이 증가하는 단점이 존재한

다. 따라서 산업적으로 우수한 미생물 제제를 생산하기 위

해서는 가격경쟁력이 우수한 원료를 발굴하고 최적 사용량

을 결정하여 단가를 낮추면서 배양 효율을 높이는 연구가 필

수적이라고 할 수 있다. 

본 연구에서는 B. amyloliquefaciens ISP-5 균주를 최적 배

지에서 배양한 미생물배양액을 이용하여 미생물 제제를 개

발하였다. 우선 최적 배지 조성을 확인하기 위해 5종의 탄소

원(glucose, fructose, sucrose, maltose, corn starch)과 5종의 질소

원(yeast extract, peptone, tryptone, soytone, soy bean flour)을 이

용하여 IAA를 생산하는 B. amyloliquefaciens ISP-5 균주의 

저비용 고효율의 최적 배지의 조성을 결정한 후, 해당 배양

액을 이용하여 식물의 생장촉진능(엽장, 엽폭, 생물중 및 건

물중)을 측정하여 농업적 활용도를 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법 

균주의 분리 및 동정

본 연구에 사용된 B. amyloliquefaciens ISP-5 균주는 토양에

서 분리하여 사용하였으며, Tryptic Soy Agar (TSA, BD Difco, 

USA: tryptone 17 g, soytone 3 g, dextrose 2.5 g, NaCl 5 g, K2HPO4 

2.5 g, agar 15 g, per liter) 배지와 Tryptic Soy Broth (TSB, BD 

Difco, USA: trptone 17 g, soytone 3 g, dextrose 2.5 g, NaCl 5 g, 

K2HPO4 2.5 g, per liter) 배지를 이용하여 30°C 항온배양기에

서 배양하여 순수 분리 하였다. 16S ribosomal RNA (rRNA) 유

전자 시퀀싱을 통한 분리 미생물의 동정을 위해 순수 분리 

된 집락에서 균체를 취하여 PCR 작업을 수행하였다. 27f와 

1492r의 primer을 이용하여 증폭한 16S rRNA 유전자를 

MACROGEN CO., LTD.에 송부하여 염기서열을 비교, 분석

하였다(Birbir et al. 2007). 미생물 분류 체계에서 16S rRNA 염

기서열의 상동성이 99% 이상이면 기존에 보고된 미생물과 

동일 균주로 분류한다(Shin et al. 2005; Sorokin et al. 2006). 

최적 탄소원 및 질소원 선발

B. amyloliquefaciens ISP-5 균주의 배양에 적합한 최적 배지 

개발을 목표로 최적 탄소원과 질소원 선발을 수행하였다. 

ISP-5 균주의 최적 탄소원 선발을 위해 yeast extract 0.8%가 첨

가된 기본 배지(Nacl 0.15%, K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05% 

MgSO4･7H2O 0.1%)에 탄소원으로 각각 0.5%의 glucose 

(DUKSAN, Seoul, Korea), fructose (DUKSAN, Seoul, Korea), 

sucrose (DUKSAN, Seoul, Korea), maltose (DUKSAN, Seoul, 

Korea), corn starch (DUKSAN, Seoul, Korea)를 첨가하여 30°C, 

150 rpm에서 48시간 배양 후 생균수를 측정하였다. ISP-5 균

주의 최적 질소원 선발을 위해 glucose 0.5%가 첨가된 기본 

배지(Nacl 0.15%, K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05% MgSO4･7H2O 

0.1%)에 질소원으로 각각 0.8%의 yeast extract (BD Difco, 

USA), peptone (BD Difco, USA), tryptone (BD Difco, USA), 

soytone (BD Difco, USA), soy bean flour를 첨가하여 30°C, 150 

rpm에서 48시간 배양 후 생균수를 측정하였다. 

배지 최적화 및 균주 배양

각각의 5종의 탄소원 및 질소원을 사용하여 배양한 후, B. 

amyloliquefaciens ISP-5 균주의 생균수와 대량 배양에 소요

되는 비용을 고려하여 최적 배지를 선발하였다. 최적 배지

와 상용화 배지(TSB)를 사용하여 5 L jar fermenter를 이용하

여 30°C, 교반 속도 120 rpm, 통기량 0.5 ~ 0.6 vvm, 접종량 1% 

조건으로 48시간 배양한 후 생균수 및 pH를 비교 분석하였다.

Indole-3-acetic acid(IAA)의 생산 확인

B. amyloliquefaciens ISP-5 균주를 선발된 최적 배지를 이용

하여 5 L jar fermenter에서 30°C, 48시간 배양한 후 IAA의 생

산을 확인하였다. IAA 분석을 위해 Quick, Easy, Cheap, 

Effective, Rugged and Safe (QuEChERS) 분석법을 이용하여 

전처리 하였다(Lehotay et al. 2010). 시료 각 10 ml을 채취 후, 

acetonitrile 용액 10 ml, NaCl 1 g 및 MgSO4 4 g을 첨가하여 추

출하였다. 원심분리(4,000 rpm, 5 min)하여 상층액 8 ml를 취

한 후, 0.22 µm spin-X filter를 사용하여 전처리하였다. 시료의 

분석은 Agilent 1100 series (Agilent, CA, USA), API 3200 Q 

TRAP (AB Sciex, CA, USA)에서 X-Bridge C18 (2.1 × 100 mm, 

3.5 µm) 칼럼을 이용하였고, 이동상은 Buffer A (0.05 % TFA 

in H20), Buffer B(0.05 % TFA in ACN)을 사용하여 0.2 ml/min 

유속으로 분리한 후 MRM Mode를 이용하여 검출하였다. 

B. amyloliquefaciens ISP-5 배양액을 이용한 작물 생장 촉진 

평가

B. amyloliquefaciens ISP-5 배양액을 이용한 작물 생육을 확

인하기 위해 상추(청치마)를 이용하였다. 실험군은 무처리

군, 기준량(250배 희석)을 처리한 정상처리군 및 배량(125배 

희석)을 처리한 배량처리군으로 나누어 총 3개의 처리구로 

3회 반복하였으며 각 주당 25 ml씩 7일 간격으로 3회 관주 처

리하였다. 실험은 기상 상황에 영향을 받지 않는 실내에서 

원예용 상토를 이용해 진행하였다. 작물의 평가는 각 처리

군에 따른 작물의 엽장, 엽폭, 생체중 및 건물중을 측정하여 

평가하였다. 
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결 과

B. amyloliquefaciens ISP-5 균주의 동정 및 배양 최적화

16S rRNA 분석결과, ISP-5 균주의 rRNA는 B. amyloliquefaciens 

균주의 rRNA 서열과 99% 이상 상동성을 가지는 것으로 

Bacillus 속 균주로 확인되었다. ISP-5의 군집 형상은 흔히 알

려져 있는 B. amyloliquefaciens 균주의 군집 형태와 유사도

가 높았으며 16S rRNA 분석 결과를 토대로 ISP-5 균주는 B. 

amyloliquefaciens로 동정 되었다. B. amyloliquefaciens ISP-5 

균주의 최적의 탄소원을 선발하기 위하여 최적 배지에 5종

의 탄소원(glucose, fructose, sucrose, maltose, corn starch)을 각

각 넣은 배지를 제조하여 48시간 동안 배양한 배양액의 생균

수를 측정하였다. 그 결과 glucose (2.3 × 108 cfu/ml), fructose 

(3.3 × 107 cfu/ml), sucrose (2.5 × 108 cfu/ml), maltose (1.8 × 108 

cfu/ml) 및 corn starch (5.8 × 107 cfu/ml)의 생균수를 확인하였

다(Table 1). 각 탄소원 중 sucrose를 배지에 투입하였을 때 

ISP-5의 생균수가 가장 높은 값을 나타냈으나 생산단가를 

고려하여 최적 배지에 투입되는 탄소원으로는 glucose가 선

정되었다. 이어서 최적의 질소원을 선발하기 위하여 5종의 

질소원(yeast extract, peptone, tryptone, soytone, soy bean flour)

을 배양배지에 각각 투입하여 48시간 동안 배양 후 배양액의 

생균수를 측정하였다(Table 1). 각 배양 배지별로 yeast extract, 

2.3 × 108 cfu/ml; peptone, 1.0 × 106 cfu/ml; tryptone, 2.5 × 107 

cfu/ml; soytone, 3.1 × 108 cfu/ml 및 soy bean flour, 5.0 × 108 

cfu/ml의 생균수를 확인하였다(Table 1). 각 질소원 중 soy 

bean flour를 질소원으로 투입하였을 때 가장 높은 생균수를 

나타내어 최적 질소원으로 soy bean flour 선택하였다. 최종

적으로 선발된 최적 배지의 조성은 glucose 0.5%, soy bean 

flour 0.8%, NaCl 0.15%, K2HPO4 0.25%, Na2CO3 0.05% MgSO4･

7H2O 0.1%이다.

최적 배지를 이용한 5 L jar-fermenter 에서의 조건 확립

상기의 최적 배지를 이용하여 배양 규모를 증가시켰을 때의 

생균수 변화양상에 대해 알아보기 위해, 5 L jar-fermenter에

서 회분식 배양을 수행하였다. 48시간 동안 회분식 배양 결

과 실험군 배양액의 pH는 접종 직후 7.22였으며 48시간에서

는 7.31로 나타났다. 대조군 배양액에서는 pH 7.22에서 7.74

로 실험군에 비해 pH값이 0.4가 증가하였다(Fig. 1a). 최적 배

지에서 시간대별 생균수를 측정한 결과, 12시간, 24시간, 36

시간 및 48시간에서 각각 3.6 × 107, 1.0 × 1011, 2.5 × 1011 및 5.7 

× 1010으로 측정되었고, 배양 36시간 후 최대 2.5 × 1011 cfu/ml

의 생균수를 보였으며 배양 48시간 데이터에서는 생균수가 

감소하는 모습을 보였다. 반면 대조군 배지의 경우 12시간, 

24시간, 36시간 및 48시간에서 각각 3.3 × 107, 1.0 × 108, 1.0 × 

108 및 3.1 × 108으로 측정되었으며 48시간에서 3.1 × 108 

cfu/ml의 생균수를 확인하였다(Fig. 1b).  배양 36시간 기준 최

적 배지에서 ISP-5균주를 배양하였을 때 상용 배지인 TSB에 

비해 약 2500배 이상 높은 생균수를 나타내었다.

Table 1 Culture profile of Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 using 5 carbon and 5 nitrogen sources

Carbon sourcea) Total viable cells (cfu/mL) Nitrogen sourceb) Total viable cells (cfu/mL)

glucose 2.3 × 108 yeast extract 2.3 × 108

fructose 3.3 × 107 peptone 1.0 × 106

sucrose 2.5 × 108 tryptone 2.5 × 107

maltose 1.8 × 108 soytone 3.1 × 108

corn starch 5.8 × 107 soy bean flour 5.0 × 108

a)fixation of 0.8% yeast extract 
b)fixation of 0.5% glucose 

Fig. 1 Culture profile of Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 on optimal medium (MMS) and TSB medium in 5 L jar fermenter
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B. amyloliquefaciens ISP-5 균주에서의 IAA의 생산 확인

B. amyloliquefaciens ISP-5 배양에서 IAA의 정량분석을 위해 

IAA 표준폼을 이용한 표준 곡선을 얻었고 0.999 이상의 R2 

값을 확인하였다(Fig. 2a). 최적 배지를 이용한 ISP-5 배양액

에서 식물 생장에 도움이 되는 IAA의 함량을 확인한 결과, 

IAA의 피크를 확인할 수 있었고 평균 5.89 ± 0.05 µg/ml의 

IAA 함량이 확인되었다(Fig. 2b).

B. amyloliquefaciens ISP-5 배양액을 이용한 상추의 생육 평가

B. amyloliquefaciens ISP-5 배양액을 이용한 상추 생육에서

의 엽폭, 엽장, 생체중 및 건물중을 측정하였다(Fig. 3). 엽폭

은 무처리구, 정량처리구 및 배량처리구에서 각각 5.30 ± 

0.17, 5.76 ± 0.14 및 5.64 ± 0.17 cm로 측정되었으며, 무처리구

에 비해 정량처리구에서는 약 8.6%, 배량처리구는 약 6.3% 

증가되었고, 엽장은 무처리구, 정량처리구 및 배량처리구에

서 각각 11.91 ± 0.06, 13.44 ± 0.20 및 12.90 ± 0.29 cm로 측정되

었으며, 정량처리구에서 12.9%, 배량처리구에서 8.3% 증가

되었다(Table 2). 배양액처리에 따른 수확량 조사 결과를 확

인한 결과 생체중은 무처리구, 정량처리구 및 배량처리구에

서 각각 8.95 ± 0.15, 11.11 ± 0.03 및 10.41 ± 0.38 g로 측정되었

Fig. 2 IAA production of Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 in 

culture medium. (a) Standard curve of IAA, (b) IAA production 

of Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 in (MMS?) culture medium

Control Quantitative sample Double-treated samples

Primary treatment

Secondary treatment

Tertiary treatment

Fig. 3 Growth promotion in lettuce by Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 culture
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으며 무처리구와 비교하여 정량처리구 24.2%, 배량처리구 

16.3% 증가하였다 건물중은 무처리구, 정량처리구 및 배량

처리구에서 각각 1.15 ± 0.02, 1.43 ± 0.02 및 1.34 ± 0.09 g로 측

정되었으며 무처리구 대비 정량처리구에서 23.9%, 배량처

리구에서 16.1% 증가하였다(Table 3). 식물의 생장 측정지표

인 엽폭, 옆장 및 생체중, 건물중을 측정한 결과, 정량처리군

이 무처리군 및 배량처리구 보다 뛰어난 생장을 나타내었다. 

고 찰 

B. amyloliquefaciens 균은 Plant Growth Promoting Rhizo-

bacteria (PGRP) 미생물의 한 종류로 식물생장촉진효과가 있

는 생물농약으로 알려져 있다(Kim et al. 2003). 또한 IAA는 

트립포판을 전구물질로하는 식물 생장에 관여하는 여러 호

르몬 중 하나로 알려져 있다(Idris et al. 2007). B. amyloliquefaciens 

ISP-5 균주의 최적 배지에 IAA 전구 물질인 트립토판을 첨가 

한다면 더욱 많이 양의 IAA 생산이 기대된다. 

본 연구에서 B. amyloliquefaciens ISP-5 균주의 최적 배지

에서는 기존 상업용 배지인 TSB보다 뛰어난 생균수를 확인

할 수 있었고, 식물생장호르몬으로 알려진 호르몬 중 하나

인 IAA의 생산을 확인할 수 있었다. 또한 그 배양액을 이용

한 상추에서의 생육 평가에서는 엽장, 엽폭, 생체중 및 건체

중의 증가를 확인하였다. 이는 ISP-5 균주의 식물생장촉진

제의 가능성을 확인하였고, 추후 최종 현장 적용이 가능한 

미생물제제로 개발할 계획이다.

적 요 

본 연구에서는 Bacillus amyloliquefaciens ISP-5 균주의 최적 

배지조성을 확인하기 위해 5종의 탄소원(glucose, fructose, 

sucrose, maltose, corn starch)과 5종의 질소원(yeast extract, 

peptone, tryptone, soytone, soy bean flour)을 이용하여 각각의 

생육을 측정하였다. 그 결과 glucose와 soy bean flour를 각각 

최적 탄소원과 질소원으로 확립하였으며 최적 배지를 이용

하였을 때 상업용 배지(TSB)에 비해 약 2500배의 생육을 확

인할 수 있었다. B. amyloliquefaciens ISP-5 배양액을 상추에 

엽면 살포하였을 때 상추의 엽폭과 엽장은 대조군에 비해 

8.6%, 12.9%의 증가하였으며, 생체중과 건물중은 대조군에 

비해 각각 24.2%, 23.9% 증가하였다. 이러한 결과들을 종합

해보았을 때 B. amyloloiquefaciens ISP-5 균주를 이용한 미생

물 제제는 상추용 식물생장촉진제로써 활용할 수 있을 것이

라 기대된다.
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