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In this study, we optimized the composition of the indole-3-acetic acid (IAA) production medium 
using response surface methodology on Pantoea agglomerans SRCM 119864 isolated from soil. 
IAA-producing P. aglomerans SRCM 119864 was identified by 16S rRNA gene sequencing. There 
are 11 intermediate components known to affect IAA production, hence the effect of each component 
on IAA production was investigated using a Plackett-Burman design (PBD). Based on the PBD, su-
crose, tryptone, and sodium chloride were selected as the main factors that enhanced the IAA pro-
duction at optimal L-tryptophan concentration. The predicted maximum IAA production (64.34 mg/l) 
was obtained for a concentration of sucrose of 13.38 g/l, of tryptone of 18.34 g/l, of sodium chloride 
of 9.71 g/l, and of L-tryptophan of 6.25 g/l using a the hybrid design experimental model. In the 
experiment, the nutrient broth medium supplemented with 0.1% L-tryptophan as the basal medium 
produced 45.24 mg/l of IAA, whereas the optimized medium produced 65.40 mg/l of IAA, resulting 
in a 44.56% increase in efficiency. It was confirmed that the IAA production of the designed optimal 
composition medium was very similar to the predicted IAA production. The statistical significance 
and suitability of the experimental model were verified through analysis of variance (ANOVA). 
Therefore, in this study, we determined the optimal growth medium concentration for the maximum 
production of IAA, which can contribute to sustainable agriculture and increase crop yield.
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서 론

농림축산식품부의 농림축산식품 주요통계에 따르면 

2020년 기준 대한민국 식량자급률은 45.8%, 곡물자급률

은 20.2%로 OECD 국가 중 가장 낮은 수치를 보였으며

[22], 2021년 식량안보순위는 세계 113개국 중 32위 수준

을 기록했다[10]. 이는 이상기후 및 코로나19 등의 돌발적 

위기 상황 발생시 식량 안보에 영향을 미칠 수 있으며, 세계

적 식량 위기가 다가오면 큰 피해를 입을 가능성이 높다

는 것을 의미한다[3]. 2020년 이후로 코로나19의 확산과 

국제 경제 분쟁 등 다양한 요인으로 많은 해외국가들의 

일시적 수출 규제가 일어났으며, 이러한 수출 규제에 인

해 식량 물가 상승 및 식품원료의 중대한 공급 부족의 

문제를 초래하였다[9]. 국토 이용률은 높고 농경 면적은 

협소한 우리나라의 경우 계절적 환경 영향으로 기존의 

농업 방식을 통한 생산성 향상은 어렵지만, 농업 환경 개

선과 작물의 생육 증진을 위해 석탄회를 이용한 토양개질

제[21], 액비[8], 미생물제제[17] 등의 연구가 지속적으로 

진행되고 있다. 
농업 분야에서의 미생물제제는 식물생장촉진미생물

(PGPR, plant growth-promoting rhizobacteria)을 활용한 제

제로 탄소의 배출을 줄일 수 있고 친환경적인 수단이라는 

이점을 갖고있어 지속가능한 농업의 일환으로 무기농업

에서 유기농업 전환을 기대하는 현시대의 농업 발전 방향

에 부합할 것으로 예상된다[2, 16]. 현재까지 알려진 식물

생장촉진 미생물은 Acinetobacter 속, Agrobacterium 속, 
Bacillus 속, Pantoea 속, Psedomonas 속 등이 있으며, 인산 

및 양분 가용화, 질소고정, 식물병원균과의 길항작용, in-
dole-3-acetic acid (IAA), gibberelins, cytokinins 같은 식물호

르몬의 생산 등 다양한 기작을 통해 식물생장을 직, 간접

적으로 보조하는 것으로 알려져있다[4, 13, 15, 18, 31]. 
특히 IAA는 식물체 내에서 자연적으로 합성되며 세포 

분열과 신장, 조직 분화, 주광성 및 굴지성 등 식물의 발달 

과정에서 중요하게 작용하는 중요한 auxin 호르몬으로[4], 
Kwon과 Song [19]은 IAA를 생산하는 Acinetobacter sp. SW5 

***-****-****
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균주를 토마토에 처리하였을 때, 새싹 길이, 뿌리 길이 및 

습윤중량이 각각 26.3, 33.3, 105.3% 증가하였다는 연구결

과를 보고하였고, Kang 등[14]은 IAA를 생산하는 Rhodo-
bacter sphaeroides KE149 균주의 상등액을 팥에 처리하였

을 때, 새싹의 길이와 중량, 뿌리의 길이와 중량, 직경이 

일반, 홍수 및 가뭄 스트레스 조건에서 모두 증가할 뿐만 

아니라 chlorophyll 함량과 Ca, K, Mg와 같은 양이온 함량

이 향상됨을 조사를 통해 보고하였다.
농업 생산성 향상에 기여할 수 있는 유용물질인 IAA를 

산업화에 적용하기 위해서는 대량생산이 필수적이며, 미
생물이 생산하는 대사산물은 물리적 조건이나 배양 시간 

및 배지 조성 등의 변화를 통해 생산효율을 향상 시킬 

수 있어 대량생산을 위한 생산배지 최적화 연구가 필요하

다[12]. 기존 IAA 생산배지 최적화 방법은 전통적인 최적

화 방법인 OFAT법(One factor at a time method)을 통한 

연구가 대부분이며[4, 20, 29], OFAT법은 다양한 독립변

수들 간의 상관관계를 파악하기 어려우며, 많은 시간과 

비용이 소비되는 단점을 가지고 있어 이를 보완한 방법으

로는 통계학적 기법인 반응표변분석법(RSM, response 
surface methodology)이 있다[6]. 

따라서 본 연구는 농업 생산 향상성에 기여할 수 있는 

식물생장촉진물질인 IAA 생산성이 탁월한 미생물을 분

리하고, 통계학적 기법인 반응표면분석법을 기반으로 

IAA 생산에 영향을 미치는 배지 성분을 결정하고, 선별된 

배지 성분들의 IAA를 생산하기 위한 최적 농도를 조사하

여 산업화를 위한 배지조건 및 기초자료를 확보하고자 

하였다.

재료 및 방법

미생물의 분리와 보관

미생물 분리를 위해 전국에서 토양 10종을 수집하였고, 
0.85% sodium chloride 용액 9 ml에 수집한 시료 1 g을 현탁

하여 단계희석을 하였으며, 각 희석액 100 μl를 Nutrient 
Agar (NA, DifcoTM, MI, USA) 배지에 평판도말하여 30℃ 
조건에서 24 hr 배양하였다. 배양 후 평판배지 위에 형성

된 각각의 단일집락을 선별하여 획선도말을 통해 순수분

리한 후, 멸균된 20% glycerol에 균체를 현탁하여 –80℃에

서 보관하여 다음 연구에 사용하였다.

IAA 생산균주의 동정 및 계통학적 분석

분리한 IAA 생산 균주의 동정을 위하여 27F forward 
primer (5’-AGAGTTTGATCCT GGCTCAG-3’)와 1492R re-
verse primer (5’-GGTTACCTTGTTACGA CTT-3’)를 사용

하여 16s rRNA 서열을 증폭시켰으며, 미국 국립생물정보

센터(NCBI, national center for biotechnology information)의 

nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)로

부터 높은 유사도를 나타내는 표준균주들의 16S rRNA 
유전자 서열을 확보한 뒤, Clustal W 2.0 (EMBL-EBI, 
Hinxton, Cambridgeshire, UK)을 이용하여 표준균주들과 

염기서열 간 상동성 분석을 수행하였다. 분석 결과를 토대

로 Mega 7.0.26 program을 이용하여 근린결합법(Neighbor 
joining method) [25]을 통해 계통수를 작성하였다.

IAA 고생산 균주의 선발

IAA 생산량이 높은 균주를 선발하기 위하여 IAA의 전

구체로 알려진 L-tryptophan (Sigma-aldrich, MO, USA) [27]
을 Nutrient broth (NB, DifcoTM, MI, USA) 배지에 0.1%가 

되도록 용해시켜 멸균하였다. 각 분리균주를 NB 배지에 

배양하여 흡광도가 0.2가 되도록 조정한 뒤 0.1% L-trypto-
phan 함유 NB 배지에 1% 접종하여 30℃, 150 rpm 및 암조

건[28]에서 24 hr 진탕배양하였다. 배양액을 13,000 rpm에

서 10분간 원심분리하여 상등액을 회수하였으며, 0.2 μm 
syringe filter (Sartorius, Göttingen, Gemany)로 여과한 상등

액을 HPLC 분석을 위한 시료로 사용하였다.

SRCM 119864의 배양시간에 따른 IAA 생산량 및 균주

성장 조사

IAA 고생산 균주로 최종 선발한 Pantoea agglomerans 
SRCM 119864 균주의 성장 및 IAA 생산량을 조사하기 

위해 0.1% L-tryptophan이 함유된 100 ml의 NB 배지에 흡

광도를 0.2로 조정한 전배양액을 1% 접종하여 30℃, 150 
rpm 및 암조건에서 48 hr 동안 진탕 배양하였으며, 4 hr 
마다 배양액을 회수하여 흡광도 와 IAA 생산량을 조사하

였다. 흡광도의 측정은 배양액을 회수하여 microplate read-
er (Elisa reader, Infinite 200, Tecan, GD, AUT)를 사용하여 

600 nm에서 측정하였고, IAA 생산량 측정을 위한 HPLC 
(Agilent Technologies 1200 series, CA, USA)를 사용하였으

며, HPLC column으로 CAPCELL PAK C18 UG120 S5 
(Shiseido, TK, JPN, 5μl×4.6mml.D×250mm)을 이용하였으

며, column의 온도는 40℃로 설정하였다. 이동상은 Metah-
nol, Acetic acid, Water를 각각 58, 0.3, 41.7 비율로 혼합한 

용매를 사용하여 0.5 ml/min의 유속으로 흘려주었다. 시료 

20 μl를 injection한 이후 30분 간 형광검출기(FLD, Fluores-
cence detetor, G1321A, Agilent Technologies 1200 series, 
CA, USA)을 사용하여 emission 230 nm, excitation 360 nm 
조건에서 IAA 검출하였다.

Plackett-Burman design (PBD) 설계를 통한 IAA 생산

배지 성분의 선별

P. agglomerans SRCM 119864의 IAA 최적 생산을 위한 

배지 성분을 선별하기 위하여 Plackett-Burman design (PBD)
을 설계하였다. IAA의 전구체로 알려진 L-tryptophan 이외

에 IAA 생산에 영향을 주는 성분으로 조사된[1, 4, 20, 23] 
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Table 1. Results of IAA production by superior 10 isolates of soil sample in NB supplemented with 1 g/l of L-tryptophan 
medium  

Microorganisms Isolation source
(soil)

NB supplemented with 1 g/l of L-tryptophan 
Y (mg/l) O.D600 Y/O.D600

Pantoea agglomerans SRCM 119864 
Leclercia adecarboxylata SRCM 116119 

Bacillus megaterium SRCM 120246
Bacillus megaterium SRCM 120095
Bacillus megaterium SRCM 119768
Bacillus megaterium SRCM 120269
Bacillus megaterium SRCM 116713
Bacillus megaterium SRCM 120061
Bacillus megaterium SRCM 116716
Bacillus megaterium SRCM 116708

Spinach
Forest poppy

Ginseng
Soybean

Peony root
Ginseng
Onion

Sankes beard
Onion

Blueberry

44.05
18.78
 5.75
 4.84
 4.72
 4.63
 4.10
 3.87
 3.72
 3.66

0.11
0.13
0.28
0.19
0.22
0.25
0.23
0.18
0.28
0.21

384.13
147.18
 20.80
 24.93
 21.32
 18.88
 17.64
 21.72
 13.15
 17.14

Y: Acuumulated IAA concentration
O.D600: Absorbance at 600 nm
Y/O.D600: IAA concentration pre optical density of sample at 600 nm

배지 성분 glucose, sucrose, galcatose, yeast extract, peptone, 
tryptone, beef extract, sodium nitrate, potassium nitrate, am-
monium sulfate, sodium chloride 11종을 독립변수로 선정

하고, P. agglomerans SRCM 119864의 IAA 생산에 주요한 

효과를 가지는 구성성분을 조사하기 위해 3개의 수준(-1, 
0, +1)으로 고농도, 중심점, 저농도 수준을 설정하였다. 3
개의 중심점을 포함하여 L-tryptophan이 0.1% 포함된 15개
의 실험구를 구성하였으며, 종속변수로써 IAA 생산량(Y, 
mg/l)을 설정하였다(Table 2). 실험계획과 통계분석은 Design 
expert 12 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA) program
을 이용하여 수행하였다.

Hybrid design을 활용한 IAA 생산 배지 성분의 농도 최

적화

설계된 PBD 실험 결과를 통해 IAA 생산에 주요한 효과

를 가지는 3개의 독립변수로 sucrose, tryptone, sodium 
chloride로 선별되었으며, 선별된 3개의 독립변수와 L- 
tryptophan의 최적 농도를 조사하기 위해 통계학적 분석법

[24]인 hybrid design을 통해 실험 모형을 설계하였다. 4개
의 각 독립변수 sucrose (X1), tryptone (X2), sodium chloride 
(X3), L-tryptophan (X4)를 5개의 수준(-α, -1, 0, +1, +α)으로 

고농도, 중심점, 저농도 수준을 설정하였으며, 3개의 중심

점을 포함하여 19개의 실험구를 구성하였다. 각각의 실험

구에 흡광도를 0.2로 조정한 P. agglomerans SRCM 119864
의 전배양액 1%를 접종하여 배양하였으며, P. agglomer-
ans SRCM 119864의 IAA 생산에 대한 4개의 독립변수의 

2차 회귀방정식은 다음과 같다.

Y = β0＋∑βiXi＋∑βiiXi
2＋∑βijXiXj

Y는 IAA 생산량(mg/l)을 나타내는 종속변수, Xi는 각 

독립변수, β0는 상수계수, βi, βii, βij는 각 독립변수간의 상

호작용 계수를 나타낸다[11]. 회귀분석에 의한 실험 모형 

식은 Design expert 12 program을 사용하여 예측하였으며, 
ANOVA 분석을 통해 실험 모형의 통계적 유의성을 검정

하고 IAA의 최대 생산을 위한 4개의 변수들의 최적 농도

를 예측하였다.

결과 및 고찰

IAA 생산을 위한 균주 선발과 16S rRNA 유전자 서열 분석

을 통한 동정

IAA의 생산은 여러 세균에서 발견되며 대부분 L-tryp-
tophan을 전구체로 하여 tryptophan side-chain oxidase, ami-
no transferase, tryptamine decarboxylase 등 다양한 효소들

에 의한 여러 대사경로를 통해 생성되는 것으로 알려져 

있다[27]. 수집한 10종의 토양 시료로부터 근권세균을 순

수 분리하였으며, 분리균주를 L-tryptophan이 0.1%가 함유

된 NB 배지에서 30℃, 150 rpm 및 암조건에서 24 hr 배양

하여 IAA의 총 생산량과 균주 성장에 따른 IAA 생산량을 

분석하였다. 28주의 배양상등액에 IAA가 검출되었으나 

이 중 26주는 IAA 생산량이 6 mg/l 이하로 나타났다. IAA 
생산이 가능한 균주 중 SRCM 119864 균주가 총 생산량과 

균주 성장 대비 생산량이 각각 44.05, 384.13 mg/l로 가장 

높아 해당 균주를 최종 선발하였다(Table 1). 최종 선발한 

SRCM 119864 균주의 16S ribosomal RNA 유전자 염기서

열 1,474 bp를 이용하여 NCBI의 GenBank에 등록된 표준

균주들 간의 염기서열 상동성을 비교한 결과, Pantoea ag-
glomerans DSM3493가 99.59%의 가장 높은 유사도를 보

여주었다. 그리고 근린결합법 기반의 evolutionary distance 
추론을 통해 계통학적 분석을 진행하였고 계통수의 신뢰

도를 높이기 위하여 1,000회 bootstrap을 수행하였으며, 최
종 선발균주를 Pantoea agglomerans SRCM 119864로 명명
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Fig. 1. Neighbor-joining phylogenetic tree 
constructed using 16S rRNA gene 
of P. agglomerans SRCM 119864. 
The bootstrap values were calcu-
lated based on 1,000 replications 
of maximum-likelihood analysis to 
estimate the topological robustness.

Fig. 2. Time course profile of IAA production by P. agglomer-
ans SRCM 119864 in NB with 0.1% L-tryptophan. ●: 
IAA (mg/l), ○: Absorbance at 600 nm.

하였다(Fig. 1).

P. agglomerans SRCM 119964의 배양시간에 따른

IAA 생산량 및 균주 성장 조사

P. agglomerans SRCM 119864 균주를 L-tryptophan이 

0.1% 포함된 NB 액체배지 100 ml에 접종하여 48 hr 동안 

30℃, 150 rpm 및 암조건에서 배양하였으며 4 hr 마다 배양

액을 회수하여 균주 성장과 IAA 생산량을 조사하였다

(Fig. 2). 균주 성장의 경우, 배양 8 hr까지 급격한 성장을 

보여주는 대수기를 나타내었고 12 hr 이후로 점차 성장이 

느려져 24 hr 이후 사멸기에 도달하는 것으로 조사되었다. 
IAA 생산량 또한 균주 성장과 유사하게 배양 8 hr까지 

급격히 증가하였으나, 12 hr 이후로 균주 성장이 느려진 

것과 달리 IAA 생산량은 20 hr까지 생산량 증가가 유지되

었고 24 hr부터 IAA 생산량의 증가가 서서히 감소하다 

28 hr에 최고 생산량을 보여주었다. 따라서 IAA 최적 생산

을 위한 P. agglomerans SRCM 119864의 배양시간을 28 
hr으로 설정하였다.

Plackett-Burman design (PBD)을 이용한 IAA 생산 배

지의 성분 선별

P. agglomerans SRCM 119864 균주의 IAA 생산에 전구

체인 L-tryptophan 이외에 영향을 미치는 배지의 조성 성

분을 조사하기 위해 PBD를 이용하여 실험을 설계하였다. 
L-tryptophan 이외에 IAA 생산에 영향을 미치는 것으로 

조사된 11개의 독립변수들의 각각의 중심값으로부터 고

농도와 저농도 수준을 glucose, sucrose, galactose는 1.1±1 
g/l로, yeast extract, peptone, tryptone, beef extract는 3.6±3.5 
g/l로, sodium nitrate, potassium nitrate, ammonium sulfate는 

0.6±0.5 g/l로, sodium chloride는 2.6±2.5 g/l로 설정하였으

며, 설계된 모든 실험구에 L-tryptophan이 0.1% 함유되도

록 구성한 뒤, 독립변수 별로 IAA 생산에 미치는 영향을 

조사하였다. 3개의 중심점을 포함한 15개의 실험구에 대

한 IAA 생산량(Y, mg/l)을 Table 2에 나타내었으며, 각 독

립변수 별로 농도별 수준에 따라 IAA 생산에 미치는 영향

을 보여주는 plot을 Fig. 3에 나타내었다. 농도 수준 설정 

범위 내에서 sucrose, peptone, tryptone, sodium chloride의 

농도 수준이 증가함에 따라 P. agglomerans SRCM 119864
의 IAA 생산량이 증가하는 추세를 나타내었고, 다른 성분

들은 농도 수준이 올라갈수록 P. agglomerans SRCM 
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Table 2. Matrix of the Plackett-Burman design experiments on eleven variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-1 0 +1
Glucose
Sucrose

Calactose

X1 (g/l)
X2 (g/l)
X3 (g/l)

0.1 1.1 2.1

Yeast extract
Peptone
Trytone

Beef extract

X4 (g/l)
X5 (g/l)
X6 (g/l)
X7 (g/l)

0.1 3.6 7.1

NaNO3

KNO3

(NH4)2SO4

NaCl

X8 (g/l)
X9 (g/l)
X10 (g/l)
X11 (g/l)

0.1

0.1

0.6

2.6

1.1

5.1

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11
IAA (mg/l)

Predicted Observed
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

-1
-1
0
1

-1
-1
-1
1
0
1
0

-1
1
1
1

-1
-1
0
1
1
1
1

-1
0

-1
0

-1
1

-1
1

1
-1
0

-1
-1
1
1

-1
0
1
0

-1
1
1

-1

-1
-1
0
1
1

-1
1

-1
0
1
0
1

-1
1

-1

1
-1
0
1
1
1

-1
1
0

-1
0

-1
-1
1

-1

1
-1
0
1

-1
1

-1
-1
0
1
0
1

-1
-1
1

-1
-1
0

-1
1
1

-1
1
0
1
0
1
1

-1
-1

1
-1
0

-1
1

-1
1
1
0
1
0

-1
-1
-1
1

1
-1
0

-1
1

-1
-1
-1
0

-1
0
1
1
1
1

1
-1
0
1

-1
-1
1
1
0

-1
0
1
1

-1
-1

-1
-1
0

-1
-1
1
1
1
0

-1
0
1

-1
1
1

11.53 
54.51 
30.29 
49.06 
26.20 
57.82 
25.13 
21.20 
30.29 
13.33 
30.29 
28.09 
13.05 
24.93 
38.67 

11.53 
54.51 
31.19 
49.06 
26.20 
57.82 
25.13 
21.20 
30.78 
13.33 
29.98 
28.09 
13.05 
24.93 
38.67 

X1-X11 represent respective assigned variables and response values
Predicted represents predicted response value by PBD design
Observed represents the experimental response value

119864의 IAA 생산량이 감소하는 것으로 나타내었다. 종
속변수에 대한 독립변수들의 영향과 유의성 등의 통계분

석 결과를 Table 3에 나타내었으며, 해당 결과를 바탕으로 

IAA 생산에 주요한 효과를 가지는 배지 성분으로 sucrose 
(X2, 99.75%), tryptone (X6, 99.6%), sodium chloride (X11, 
99.43%)를 선별하였다. 탄소원과 질소원의 경우, 같은 종

이라도 균주에 따라 선호하는 배지 성분이 다양하였으나

[1, 29], Silini-Chérif 등[26]과 Bhise와 Dandge [5]에 의하면 

기존에 연구된 다른 Pantoea agglomerans 균주의 경우 내

염성 및 호염성을 가져 sodium chloride의 존재 하에 인산 

가용화 및 IAA 생산 등 식물생장촉진활성이 향상된다고 

보고하였으며, 이번 연구결과 또한 농도 수준 설정 범위 

내에서 sodium chloride의 농도 수준이 올라갈수록 IAA 
생산에 긍정적인 영향을 미치는 것이 확인할 수 있었다.

Hybrid design을 활용한 배지 성분의 농도 최적화

PBD 통계분석을 통해 얻은 결과를 기반으로 선별한 

sucrose, tryptone, sodium chloride 3종과 전구체인 L-trypto-
phan의 농도를 최적화기 위해 hybrid design [24]을 선택하

여 실험 모형을 설계하였다. 3개의 중심점을 포함한 19개
의 실험구에 대한 IAA 생산량을 Table 4에 정리하였으며, 
Design expert 12 program을 사용하여 각 독립변수와 종속

변수에 대한 회귀방정식을 다음과 같이 예측하였다.

Y = −79.15865 + 2.82781×sucrose + 5.61240×tryptone 
+ 13.34502×sodium chloride + 2.66589×L − tryptophan
− 0.004891×sucrose×tryptone − 0.014612×sucrose
× sodium chloride + 0.114957×sucrose×L
− tryptophan + 0.018940×tryptone×sodium chloride 
− 0.016429×tryptone×L − tryptophan + 0.038493
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Fig. 3. Main effect plot for each variable on IAA production by P. agglomerans SRCM 119864. Stepper slope in the line shows 
the greater magnitude of the main effect.

Table 3. ANOVA variance analysis for coefficients of Plackett-Burman design affecting IAA production

Variables
(Xi)

Effect
(Exi)

Coefficient
(βi) Sum of squares F-value P-value Confidence 

level (%)
Model

Glucose
Sucrose

Galactose
Yeast extract

Peptone
Tryptone

Beef extract
NaNO3

KNO3

(NH4)2SO4

NaCl

71.28
-8.44
11.04

-14.10
-5.90
3.52
6.56

-8.66
-17.92

-15.4
-13.22

5.52

35.64
-4.22
5.52

-7.05
-2.95
1.76
3.28

-4.33
-8.96
-7.70
-6.61
2.76

3962.80
 213.60
 365.91
 596.87
 104.09
  37.18
 129.29
 224.86
 963.38
 712.03
 524.08
  91.50

 685.14
 406.23
 695.89
1135.13
 197.96
  70.71
 245.89
 427.65
1832.16
1354.15
 996.71
 174.02

0.0015**
0.0025**
0.0014**
0.0009***
0.0050**
0.0138*
0.0040**
0.0023**
0.0005***
0.0007***
0.0010**
0.0057**

99.85
99.75
99.86
99.91
99.50
98.62
99.6

99.77
99.95
99.93
99.90
99.43

*: significant at p<0.05, **: significant at p<0.01, ***: significant at p<0.001

×sodium chloride×L − tryptophan − 0.123937
×sucrose×sucrose − 0.153479×tryptone×tryptone
− 0.707166×sodium chloride×sodium chloride 
− 0.342142×L − tryptophan×L − tryptophan

ANOVA 분석 결과를 통해 실험 모형의 p-value 값이 

0.0001보다 낮아 높은 통계적 유의성을 가진 것이 확인 

되었으며, 결정계수(R-square)의 값이 0.9996로 산출되어 

설계된 실험 모형이 높은 적합도를 나타내었다(Table 5). 
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Table 4. Hybrid design quadratic polynomial model for IAA production and response values

Factors Symbol (unit) Level of coded variables
-α -1 0 +1 +α

Sucrose
Trytone

NaCl
L-tryptophan

X1 (g/l)
X2 (g/l)
X3 (g/l)
X4 (g/l)

2.3407
1.04645
2.4115
0.6514

7
7
5

6.1156

16
18.5
10
8

25
30
15

12.2315

29.6593
35.95355
17.5885
20.1219

Run X1 X2 X3 X4
IAA (mg/l)

Predicted Observed
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

-1
-1
-1
0
0

+1
0

+1
0

-1
0

-α
0

+α
+1

0
0

+1
0

-1
+1
-1
0
0

+1
0

-1
0

+1
0
0

+α
0

+1
-α
0

-1
0

+1
+1
-1
0
0

+1
0

+1
0

-1
+α

0
0
0

-1
0
0

-1
-α

+1
+1
+1

0
0

+1
0

+1
+α
+1
-α
-α
-α
-α
+1
-α
-1
+1
-α

 4.53
 4.12
 7.50
62.90
62.90
 2.36
62.90
 4.79
 1.86
 2.74
 5.25
45.59
 4.79
10.07
 3.61
 3.60
63.36
10.39
15.21

 5.09
 3.54
 6.92
62.34
63.00
 2.92
64.00
 4.21
 1.85
 3.30
 5.27
45.60
 4.81
10.09
 3.03
 3.62
62.72
10.95
15.23

X1-X4 represent respective assigned variables and response values
Predicted represents predicted response value by hybrid design
Observed represents the experimental response value

Table 5. ANOVA variance analysis for experimental results of the hybrid design (quadratic model)

Factor Sum of squares Degree of freedom Mean square F-value P-value
Model

X1

X2

X3

X4

X1 X2

X1 X3

X1 X4

X2 X3

X2 X4

X3 X4

X1
2

X2
2

X3
2

X4
2

Residual
Lack of fit
Pure error
Cor total

11074.32
211.52
12.51
44.03

487.21
2.05
3.46

419.63
9.49
13.99
14.52

1028.20
4203.38
3188.82
2514.56

4.56
3.16
1.40

11078.88

14
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
4
2
2

18

791.02
211.52
12.51
44.03

487.21
2.05
3.46

419.63
9.49

13.99
14.52

1028.20
4203.38
3188.82
2514.56

1.14
1.58

0.7008

694.11
185.60
10.98
38.63

427.52
1.80
3.04

368.22
8.33

12.28
12.74

902.24
3688.41
2798.15
2206.49

2.25

< 0.0001
0.0002***
0.0296*

0.0034**
< 0.0001

0.2509
0.1564

< 0.0001
0.0448*
0.0248*
0.0234*

< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001
< 0.0001

0.3075

Standard deviation
Mean

Coefficient of variation (%)

1.07
19.92
5.36

Press
R-squared

Adjusted R-squared

8673.06
0.9996
0.9981

X1: Sucrose, X2: Tryptone, X3: Sodium chloride, X4: L-tryptophan
*: significant at p<0.05, **: significant at p<0.01, ***: significant at p<0.001
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Fig. 4. Three dimensional response surface plots of IAA production as predicted by the quadratic model. The effects of two 
independent variables on IAA production are simultaneously demonstrated.

Fig. 5. Comparison of IAA production in different media, NB 
with 0.1% L-tryptophan as well as comparing the mod-
el to experimental value. Data are presented as the 
mean ± SD.

회귀방정식의 검정 방법으로 적합성 결여(lack of fit)의 

p-value를 확인하였으며, 값이 0.3075로 유의성을 판단하

는 기준인 0.05보다 높아 실험모형의 회귀방정식의 적합

성 결여가 유의하지 않음을 나타내어 설계된 실험 모형이 

회귀 모형을 설명하는데 적합한 것으로 분석되었다[11]. 
IAA 생산의 최적화를 위해 선별된 배지성분인 sucrose, 
tryptone, sodium chloride, L-tryptophan의 상호작용을 분석

하기 위한 3차원 반응표면도를 Fig. 4에 나타내었다. 4가
지 독립변수에서 조합된 6개의 3차원 반응표면도를 통해 

설정 범위 내에서 IAA 생산에 가장 큰 영향을 미치는 변

수는 전구체인 L-tryptophan로 확인되었으며, 그 다음으로 

sucrose, sodium chloride, tryptone 순으로 나타났다. 또한 

모든 독립변수 간 반응표면도의 임계점이 중간에 가깝게 

위치하여 설정범위 내 독립변수 간 상호작용을 면밀히 

조사할 수 있었으며, 반응표면분석법을 통해 예측된 IAA 
최대 생산량은 64.34±1.07 mg/l로 나타났고 이 때의 배지

조성은 sucrose 13.38 g/l, tryptone 18.34 g/l, sodium chloride 
9.71 g/l, L-tryptophan 6.25 g/l로 분석되었다.

실험모델의 검증

반응표면분석법을 통해 산출된 이론적 IAA 생산량을 

검증하기 위해 실험 모형에 의해 예측된 IAA 생산을 위한 

최적배지와 기존 선별 배지인 0.1% L-tryptophan NB 배지

에 SRCM 119864 균주를 접종하여 배양한 뒤 IAA 생산량

을 측정하였다. 최적조건 상에서 3회 반복 실험을 통해 

측정된 실제 IAA 생산량은 65.40±0.20 mg/l로 실험 모형에

서 예측한 IAA 생산량인 64.34±1.07 mg/l의 오차범위 내에 

존재하였으며, 기존 선별 배지였던 0.1% L-tryptophan NB 
배지의 IAA 생산량인 45.24±0.49 mg/l 보다 44.56% 향상

된 결과를 나타내었다(Fig. 5). 지속가능한 농업의 일환으

로 높은 함량의 IAA를 생산하는 식물생장촉진미생물을 
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통한 작물의 길이 및 중량 증가 등의 생산성 향상 방안이 

지속적으로 보고되어 왔으며, 가뭄 및 염류집적 등 이상

기후 환경에서 작물의 생장을 돕는 미생물에 대한 다양한 

연구들이 계속되어 진행되어 오고 있다[5, 7, 14, 19, 30]. 
본 연구는 지속가능한 농업에 기여하기 위해 다양한 작물

이 심어진 토양에서 분리된 근권세균 중 IAA를 고생산하

는 균주를 선별하였으며, 통계학적 분석방법을 이용하여 

IAA 최적 생산을 위한 배지 성분 최적화를 수행하여 산업

화에 적용하기 위한 기초자료를 확보하였다. 이후 배양 

온도 및 시간 등의 물리환경적 요인과 경제적인 대량생산

을 위한 조건 수립, 실제 현장에서의 실증 실험 등의 추가

적인 연구의 수행을 통해 산업 및 농업 분야에 적용되면 

다양한 작물의 보조제 개발 및 생산량 증대에 기여할 수 

있을 것으로 기대된다.
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초록：반응표면분석법을 활용한 Pantoea agglomerans SRCM 119864의 Indole-3-acetic

acid 생산 배지 최적화

정호진․하광수․정수지․류명선․김진원․정도연․양희종*

((재)발효미생물산업진흥원)

본 연구에서는 토양으로부터 분리한 Indole-3-acetic acid (IAA) 고생산 균주인 Pantoea agglomerans SRCM 
119864의 IAA 생산량을 증가시키기 위해 반응표면분석법을 활용하여 배지 조성 최적화를 수행하였다. 
Plackett-Burman design (PBD)을 이용하여 전구체인 L-tryptophan 이외의 IAA 생산에 영향을 주는 배지 성분 

11개의 영향을 조사하였으며, 통계학적 분석을 통해 IAA 최적생산을 위한 배지 인자로 sucrose, tryptone, 
sodium chloride를 선정하였다. PBD에서 선정된 3가지 인자와 L-tryptophan의 농도 최적화를 수행하기 위해 

적은 실험수로도 최적값을 분석할 수 있는 hybrid design을 설계하였다. 실험 모형에서 예측한 P. agglomer-
ans SRCM 119864 균주의 IAA 최적 생산을 위한 배지 조성과 농도는 sucrose 13.38 g/l, tryptone 18.34 g/l, 
sodium chloride 9.71 g/l, L-tryptophan 6.25 g/l로 분석되었으며, 이때의 IAA 생산량은 64.34±1.07 mg/l로 예측

되었다. ANOVA 분석을 통하여 실험 모형의 통계학적 유의성과 적합성을 검증하였으며, 설계한 최적 조성 

배지에서 모델 검증실험을 수행하여 IAA 생산량을 측정한 결과, 예측된 IAA 생산량과 매우 유사함을 확인

하였으며, 최종 최적화 수행을 통해 IAA 생산량을 기본 배지 대비 44.56% 증가시켰다. 본 연구를 통하여 

토양에서 IAA를 고생산하는 균주를 선별하여 배지 조성 최적화를 수행하였으며, 이를 바탕으로 지속가능

한 농업 및 작물 생산량 증대를 위한 산업화 기초자료로서 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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