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환경보존을 위한 친환경 농법에 대한 연구가 큰 관심을 받

고 있다. 화학비료의 사용을 대체할 수 있으며, 토양에 다양

한 유용물질을 제공할 수 있는 토양미생물의 탐색과 생물비

료의 개발은 시급히 해결해야 할 문제이다. 친환경 농법 중

에는 각종 질병으로부터 식물을 보호할 수 있는 미생물을 활

용한 생물농약과 식물의 성장을 향상시킬 수 있는 근권 미

생물을 활용한 생물비료의 개발이 있다[19, 21]. 이중 식물성

장을 촉진시킬 수 있는 기능을 가지고 있는 다양한 근권 미

생물의 개발에 대한 많은 연구가 진행되고 있다[4, 10, 12, 13,

23, 24]. 근권 미생물은 항생물질을 생산하여 토양 내의 병

원균으로부터 발생하는 식물의 질병으로부터 식물을 보호하

거나[3, 15], indole acetic acid(IAA)와 같은 식물성 호르몬

을 합성하며, 인과 같은 미네랄을 가용화시켜 식물이 보다

쉽게 영양물질을 흡수하여 이용할 수 있게 도와준다[11]. 이

밖에도 식물성호르몬이지만 과다하게 분비될 경우 식물뿌리

의 성장을 저해시키는 물질인 에틸렌의 농도를 조절하는 (1-

aminocyclopropane-1-carboxylic acid(ACC) deaminase

activity)를 활성하거나 식물 성장의 필수 요소이지만 난용성

물질이어서 식물이 이용하기 어려운 철을 식물의 체내에 흡

수할 수 있게 도와주는 역할(siderophore synthesis) 등을 한

다[7]. 그러나 이러한 미생물들은 계속적인 계대배양으로 인

해 항생물질을 포함한 다양한 유용물질의 생산력이 크게 감

소되고, 장기간 안정적인 생존상태를 유지하는 것이 어렵다

[1, 4, 8]. 이러한 문제를 해결하기 위해서는 미생물에 적합한

제형으로 제제화 하는 기술 개발이 필수적이다. 미생물의 안

정적 제제화 기술로는 크게 기능성 고분자 및 다당류로 캡

슐화시키는 방법과 세포 보호제를 첨가하여 동결 건조하는

방법이 주로 이용되고 있다[2, 24, 27]. 동결 건조 시에는 온

도와 수분의 손실을 최소화하기 위해 skim milk, starch와

같은 고분자 물질과 glucose, lactose와 같은 저분자 물질 등

이 이용된다[27]. 보호제의 역할은 미생물의 종류, 동결 조

건, 건조 시간 등에 따라 다르며, 미생물의 종류에 따라서는

보호제가 생존율에 많은 영향을 미칠 수 있다[6, 25].
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본 연구에서는 동결건조 보호제 이외에 분리균주 Bacillus

sp. SH1RP8이 빠른 속도로 이용하는 탄소원을 첨가하여 동

결건조한 후 보호제와 각각의 기질이 미생물의 생존율에 미

치는 영향을 평가하였다. 

Bacillus sp. SH1RP8는 식물성장 촉진능이 매우 우수하

며 염에 강한 내성을 가진 미생물로서 이전 연구에서 미생

물 제제로서의 가능성을 평가하여 그 기능을 확인하였다[7].

본 균주의 동결건조 시 첨가할 기질을 알아보기 위하여 Gram

positive 균주용 GP2 MicroPlate(Biolog Inc., USA)를 이용

하여 기질 이용성을 확인하였다. LB broth에 Bacillus sp.

SH1RP8를 접종하여 증식기에서 정체기로 접어들도록 3일

간 30oC incubator에서 배양한 후 원심분리하여 균체를 회

수하고 멸균수를 첨가하여 배지 성분을 제거하였다. 배지 제

거 과정을 2−3회 반복한 후에 초기 배양액과 같은 양의 멸

균수를 첨가하여 혼합하였다. 혼합액을 200 rpm으로 10분

간 교반한 후 GP2 plate(Biolog, USA)의 각각의 well에

150 μl씩 접종하였다. 이를 실온(약 25oC)에서 배양하면서,

4시간 간격으로 각 well의 색 변화를 595 nm 파장에서 측정

하였다. 평균 발색양을 기준으로 OD가 1.00 이상인 기질을

선택하여 그 중 구입 가능하였던 9종을 동결건조용 기질로

사용하였다. 서로 다른 기질이 코팅되어 있는 GP2 plate를

활용하여 SH1RP8의 기질 이용도를 OD 값을 측정하여 평

가하였다. 

그 결과 SH1RP8은 plate에 있는 전체 기질을 이용했다.

그 중에서 amine 계열의 L-Alaninamide(1.06 ± 0.06)과

Putrescine(1.07 ± 0.03), Carbohydrate 계열의 Maltose

(1.01 ± 0.05), Maltotriose(1.09 ± 0.17), D-Mannitol(1.51 ±

0.28), D-Ribose(1.00 ± 0.06) 그리고 Turanose(1.02 ± 0.02),

Carboxylic acid 계열은 α-Hydroxy butyric Acid(1.19 ±

0.05), L-Lactic Acid(1.27 ± 0.12) 그리고 L-Malic Acid

(1.10 ± 0.77), Miscellaneous 계열은 Salicin(1.09 ± 0.02)과

Pyruvic Acid Methyl Ester(1.26 ± 0.09), Miscellaneous 중

Phosphorylated chemical 계열은 D-L-α-Glycerol Phosphate

(1.56 ± 0.04)과 Glycerol(1.22 ± 0.01), 그리고 Polymer 계열

은 Dextrin(1.10 ± 0.11), Tween 40(2.19 ± 0.07) 그리고

Tween 80(2.02 ± 0.06)의 기질 이용성이 높았다. 특히, Polymer

계열의 Tween 40과 Tween 80의 기질 이용도가 가장 우수

하였다. 반면에 Amino acid 계열의 기질은 매우 적게 이용하

였다. 

Othman 등[17]은 토양에서 분리된 Bacillus sp. strain A.

rzi가 GP2 plate에 포함되어 있는 기질을 98% 이용하였다

고 보고하였으며, Nowlan 등[16]은 인도의 염전에서 분리한

Bacillus okhensis Kh10-101와 Bacillus krulwichiae

AM31D의 경우 GP2 plate에 포함되어 있는 기질의 이용도

가 서로 매우 다르다는 보고를 하였다. 이러한 결과들은 비

슷한 환경에서 분리한 균주라도 순수균의 기질이용도에 있

어서 매우 다양함을 보여주는 결과이다. 특히, B. okhensis

Kh10-101는 Tween 40과 Tween 80을 이용하지 않는 반면

에 B. krulwichiae AM31D는 Tween 40과 Tween 80을 이

용하였다. 본 연구에서 사용한 SH1RP8 역시 Tween 40과

Tween 80의 기질이용도가 높게 나왔다. Perkins과 Nicholson

[20]의 연구에 의하면 rpoB mutant Bacillus subtilis를 이용

해 기질이용도를 측정한 결과, amino acid 계열의 기질을 이

용하지 않거나 이용도가 낮았다. 본 연구에서도 SH1RP8 역

시 amino acid 계열의 기질이용도가 낮았다. 

Average well color development(AWCD)는 미생물의 기

질이용도를 평균값으로 나타낸 것으로 그 값이 높을수록 미

생물의 기질이용도가 높음을 의미하고, 기질이용속도를 유

추할 수 있다. SH1RP8에 의한 기질 이용도를 알아보기 위

하여 AWCD 분석은 다음의 식으로 계산하였다[5].

AWCD = Σ(C − R)/n 

C: 각 well의 OD595nm 값

R: Control well의 OD595nm 값

n: 기질의 수(31)

그 결과 본 연구에서 사용된 SH1RP8의 경우는 반응시작

1시간에 최대기질이용도를 나타냈으며, 18시간 이후부터 평

균 발색 OD 값이 0.28로 가장 높았고 그 후에 유사값을 유

지하였다(Fig. 1). 

앞서 언급한 미생물 제제화를 위한 최적조건을 알아보기

위하여 동결건조 시 첨가하는 보호제를 선별하였다. 보호제

로는 skim milk, peptone, glucose를 사용하였다. 각각의 보

호제는 LB에서 배양된 본 배양액을 1/10로 농축한 현탁액에

Fig. 1. Time course of average well color development of

Bacillus sp. SH1RP8 (n = 3).
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각각 5와 10%의 비율로 첨가되었다. 또한, 선별된 보호제를

대상으로 보호제의 농도가 미생물 생존에 미치는 영향을 알

아보기 위해 보호제의 농도를 미생물 현탁액의 2, 4, 5, 6, 8

그리고 10%로 첨가하여 미생물의 생존율을 평가하였다. 이

밖에도, 앞선 결과에서 SH1RP8의 이용성이 높았던 기질이

균주의 생존율에 미치는 영향을 알아보고자 선정된 각각의

기질을 1%씩 첨가하였다. 동결건조 전의 생균수와 동결건조

후의 생균수와 비교하여 SH1RP8의 생존율을 평가하였다.

생존율은 아래 식을 이용하였다 

그 결과, 각각의 보호제가 5%씩 첨가됐을 때가 10%씩 첨

가됐을 때 보다 생존율이 우수하였다. Skim milk는 농축액

의 5%가 첨가됐을 때는 30.6%의 생존율을 나타냈고, 10%일

때는 7.5%의 생존율을 나타냈다. 또한, peptone의 경우는 각

각 21.3%와 0%였고, glucose는 11.2%와 11.7%로 나타났다

(Table 1). 

동결건조 보호제의 최종 선정을 위해 선별된 skim milk를

대상으로 보호제의 각기 다른 농도가 미생물 생존에 미치는

영향을 알아본 결과, skim milk의 농도가 2, 4, 5, 6, 8 및

10%로 첨가되었을 때, 생존률이 26.73, 28.72, 30.60, 21.01,

20.35, 및 7.50%로 보호제의 농도가 증가할수록 생존율이 증

가하다가 5% 첨가시 최대값을 보이고 그 이후의 농도에서

다시 감소하였다. 이에 보호제의 최적 농도는 5%로 결정하

였다. 

Park 등[18]은 Photorhabdus temperate M1021을 대상으

로 동결건조 보호제에 따른 생존율을 평가하였다. 그들의 연

구에서 skim milk를 1−10% 첨가하여 생존율을 평가하였는

데 고농도로 갈수록 미생물의 생존율이 향상하다가 10%에

서는 감소하였다는 연구결과를 발표하였다. 이러한 결과는

본 연구의 결과와 유사하며 skim milk를 배양액에 10%가 되

도록 첨가하였을 때는 오히려 SH1RP8의 생존율이 감소하

였다. Skim milk는 단백질, 탄수화물, 및 지방을 포함하고

있으며 단백질 및 당류가 원심분리 시 균체와 함께 침적되

어 균체를 포집 및 포괄하는 작용을 하며 동결 건조 후에는

건조균체의 세포벽과 결합하여 미생물을 코팅하여 균체를

보호한다[9]. 그러나 일정 농도 이상이 되면 미생물 보호제

로서의 성능은 증가하지 않고 점성이 증가하여 분리되는 현

상이 나타난다(Kolon, Korea Patent No: 10-1996-0078399). 

본 연구에서 skim milk가 5%일 때 보다 10% 첨가했을 때

생존율이 낮아졌던 이유도 점성의 증가로 인해 균 농축액과

skim milk가 분리되어 동결 건조 시 skim milk가 보호제로

서의 성능이 감소했기 때문이라 사료된다. 

동결 건조 시 미생물의 생존 효율을 증대시키고자 Bacillus

sp. SH1RP8가 선호하는 기질을 첨가하여 건조 후의 생존율

평가하였다. 선정된 기질은 총 9개로 A4; Dextrin, A8,

Tween 40, A9; Tween 80, C3; Maltose, C5; D-Mannitol,

D7; D-Ribose, G1; L-Alaninamide, G12; Glycerol, H12;

D-L-α-Glycerol Phosphate였다. 그 결과, Miscellaneous

(Alcohol) 계열의 Glycerol이 214.29%로 생존율이 가장 우수

했고, 나머지 모든 기질들은 생존율이 크게 감소하였다(Table

2). 

생존율(%) = 
동결건조된 시료의 cfu 값

 × 100
동결건조 전 시료의 cfu 값

Table 1. Assessment of Bacillus sp. SH1RP8 survival ratio according to the cryoprotectant agents.

Protective agent 

ratio (%)

Protective agent

 type

CFU/ml
Survival ratio (%)

Before drying After drying

5 Skim milk 1.2 × 1011 3.4 × 1010 30.6

Peptone 7.5 × 1011 1.3 × 1011 21.3

Glucose 7.5 × 1011 6.7 × 1010 11.2

10 Skim milk 3.54 × 1012 2.6 × 1011 7.5

Peptone 7.5 × 1011 0 0

Glucose 7.5 × 1011 1.2 × 1011 11.7

Table 2. Assessment of Bacillus sp. SH1RP8 survival ratio

according to the substrates with 5% skim milk (each substrate

concentration: 1% of the microbial suspension).

Guild Carbon source
Survival 

ratio (%)

w/o 100

Amines/amides L-Alaninamide (G1) 8.09

Carbohydrate D-Mannitol (C5) 4.56

D-Ribose (D7) 4.26

Maltose (C3) 11.48

Miscellaneous

(Phosphorylated chemical)

D-L-α-Glycerol 

Phosphate (H12)

82.65

Miscellaneous (Alcohol) Glycerol (G12) 214.29

Polymer Dextrin (A4) 4.78

Tween 40 (A8) 10.12

Tween 80 (A9) 16.51
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동결건조 보호제는 미생물의 생존율에 영향을 미치는 가

장 중요한 인자이지만 미생물의 종류에 따라 악영향을 미칠

수도 있다[14]. 본 연구에서는 Bacillus sp. SH1RP8가 선호

하는 기질을 동결건조 보호제인 skim milk와 함께 적절히

혼합하게 되면 동결 시 상해 방지에 함께 미생물의 기질이

혼합되어 생존율이 크게 향상될 것으로 기대하였다. 그러나

대부분의 기질은 생존율을 향상시키지 못했다. 하지만 또 다

른 동결상해방지 효과를 가진 glycerol의 경우는 Bacillus sp.

SH1RP8가 선호하는 기질의 한 종류로써 skim milk와 함께

혼합하였을 때 동결건조 후의 생존율이 크게 향상됨을 확인

하였다. Glycerol은 ethylene glycol과 propylene glycol과

마찬가지로, 비이온성이다. 물-물의 수소결합과 경쟁하여 물

과 강력한 수소결합을 형성한다[24]. 이는 온도가 급강하지

않을 경우 얼음의 결정격자를 깨뜨린다. 물에 70% glycerol

이 포함되면 빙점이 -37.8oC까지 저하된다. 또한, 생물독성

이 없으며 빙점을 낮추기 때문에 동결건조 시 얼음의 결정

격자(ice crystal)에 의한 세포파괴를 막을 수 있어 동결건조

보호제로 이용된다[9]. 

동결 건조 후에도 Bacillus sp. SH1RP8의 식물성장 촉진

능력의 상실 여부를 평가하기 위해 Hong과 Lee[7]의 논문을

참고하여 ACC deaminase 활성을 평가하였다. Deaminase 활

성 확인을 위하여 사용한 배지는 DF medium으로 배지의 조

성은 증류수 1 L에 3 mM의 ACC, 4 g의 KH2PO4, 15 g의

Na2HPO4·12H20, 0.2 g의 MgSO4·7H2O, 1.0 mg의 FeSO4·

7H2O, 10 μg의 B(as H3BO3), 11 μg의 Mn(as MnSO4·H2O),

125 μg의 Zn(as ZnSO4·7H2O), 78 μg의 Cu(as CuSO4·

5H2O), 17 μg의 Mo(as Na2MoO4·2H2O)을 첨가하여 제조하

였다. 각각의 보호제 및 기질을 첨가하여 동결건조된 균주를

배지에 5% (w/v)가 되도록 접종하여 30oC에서 180 rpm으로

48시간 동안 배양하였다. 식물 성장 촉진 근권 미생물이 ACC

deaminase 활성을 갖고 있는 경우 ACC를 질소원으로 이용

하여 뿌리 주변의 ACC 농도를 조절한다. 에틸렌의 전구체

인 ACC가 ACC deaminase에 의해 분해되어 에틸렌 생성으

로 인한 식물의 스트레스를 감소시킨다. 이러한 원리를 착안

하여 미생물 성장값인 흡광도(optical density, OD) 값을 측

정하여 미생물이 ACC를 질소원으로 사용하는지를 측정한다

[22]. 이에 배양기간 동안 4시간마다 600 nm에서 OD를 측

정하였다. Bacillus sp. SH1RP8를 동결 건조 보호제(5%

skim milk)만을 첨가하여 동결건조한 대조군과 보호제와 선

호기질을 함께 첨가한 실험군으로 나누어 재배양(LB

medium에 3일 배양)하여 식물 성장 촉진 능력을 평가하였

다. 그 결과, ACC deaminase 활성은 배양 48시간째에 대조

군(C)의 OD 값은 0.05 ± 0.01이였다. 보호제와 기질을 첨가

한 실험군은 기질의 첨가로 인해 대조군과 비교하면 효소 활

성이 크게 향상되었으며 동결건조전의 효소활성(0.25 ± 0.02)

과 비교하면 증가하거나 유사한 값을 나타내었다(0.20 ± 0.4−

0.34 ± 0.02) (Fig. 2). 실험군의 효소활성은 대조군과 비교하

였을 때 크게 향상되는 것을 유의적으로 확인하였다(SPSS

18(PASW statistic 18)). 또한, Glycerol(G12)을 기준으로 다

른 기질의 효소활성도에 대한 유의차를 분석한 결과 p value

값은 D-mannitol(C5)가 0.052의 최저값을 가지며, 0.052−

0.652의 범위를 보인다. 즉, 기질간의 효소활성도의 차이는

통계적으로 큰 의미가 없는 것으로 나타났다.

즉, 기질로도 이용되고 보호제로도 이용된 glycerol은 동

결건조 후 해동과정에서 보호제의 역할로 생존율에 기여하

였으며, 기타 기질이용도가 높은 기질의 경우 동결건조 시

첨가할 경우 해동 후 미생물의 초기 생육을 촉진시켜 이차

대사과정인 ACC deaminase 활성을 향상시켜 주는 것으로

사료된다. 

앞에서도 언급했듯이 동결건조 보호제는 미생물의 생존율

에 영향을 미치는 가장 중요한 인자이지만 미생물의 종류에

따라 악영향을 미칠 수도 있다. 이러한 문제를 보안하고자

본 연구에서는 특정미생물이 선호하는 기질을 추가로 첨가

하여 동결건조 후 미생물의 생존률과 활성을 보호하고자 하

였다. 5% skim milk를 첨가한 Bacillus sp. SH1RP8의 동

결건조 시 maltose, D-mannitol 등 다양한 기질을 첨가하였

을 때 생존율에 미치는 영향을 알아보았다(Table 2). 그 중

glycerol 첨가 시 생존률이 크게 향상되었다. 이에 본 연구에

서는 미생물의 생존률을 향상시킨 5% skim milk와 생존률

과 효소활성을 함께 향상시킨 1% glycerol를 첨가하면 우수

한 미생물 제제를 생산할 수 있을 것이라고 사료된다. 

Fig. 2. ACC deaminase activity of lyophilized Bacillus sp.

SH1RP8 with skim milk and various substrates (n = 3). (C,

control (without substrates); A4, Dextrin; A8, Tween 40; A9, Tween

80; C3, Maltose; C5, D-Mannitol; D7, D-Ribose; G1, L-Alanin-

amide; G12, Glycerol; H12, D-L-α-Glycerol Phosphate). (*, 0.01<

p ≤ 0.05; **, 0.001 < p ≤ 0.01; ***, p ≤ 0.001).
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요 약

본 연구는 식물성장촉진 근권세균인 Bacillus sp. SH1RP8

를 친환경 생물비료로 이용하기 위하여 수행되었다. SH1RP8

균주를 동결건조시 세포의 용혈을 방지하도록 여러 가지 동

결건조 보호제를 첨가하여 균주의 성장과 활성에 미치는 영

향을 알아보았다. SH1RP8 균주의 동결건조 시 동결건조 보

호제로 skim milk, glucose, peptone 등을 이용하였을 때, 그

중 5%의 skim milk를 첨가하였을 때 가장 높은 (30.6%)의

생존율을 보였다. 또한, 균주의 성장을 촉진하는 기질 그룹

을 첨가하여 5%의 skim milk 단독으로 첨가한 경우와 기질

그룹을 각각 첨가한 경우의 동결건조 보호 효과를 비교하여

보았다. 그 결과 5% skim milk에 glycerol을 동시에 첨가할

경우 균주의 생존율이 skim milk 단독 첨가효과와 비교 시

214.29%의 향상율을 보여주었다. 또한 동결건조된 Bacillus

sp. SH1RP8 은 매우 효과적인 PGPR로 활성을 보여주어 생

물비료로서의 훌륭한 기능이 기대된다.
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