
The main objective of this study was to optimize the culture 

condition for enhanced growth of Paenibacillus tritici strain 

PH55-1 which was reported as the diazinon biodegradable 

microorganism having several genes related to degradation of 

organophosphorus pesticides in the previous study. In this 

study, the optimized media composition and culture conditions 

were explored by using the response surface methodology. 

Through the Plackett-Burman design (PBD), D-mannitol, 

defatted soy flour, and molybdenum were verified as the best 

medium components, and the temperature was confirmed as 

most important environmental factor of the growth of strain 

PH55-1. The central composite design (CCD) predicted the 

optimal concentration of D-mannitol, defatted soy flour, and 

molybdenum were 3.7%, 5.46%, and 2.2 mM, respectively, 

and the optimal temperature was 33.8°C for optimal growth of 

strain PH55-1. The predicted maximum bacterial growth of 

strain PH55-1 was 9.67 × 109 CFU/ml in the optimum condition, 

and the confirmed cell density by the subsequent validation 

experiment was 3.21 × 109 CFU/ml, which was 13.3 times 

higher than that of the commercial medium, Tryptic Soy Broth 

(TSB; 2.42 × 108 CFU/ml) as the control medium. Improving 

the culture condition for P. tritici strain PH55-1 could benefit 

for the industrial application of bio-remediation technology to 

organophosphate pesticide- contaminated agricultural fields.

Keywords: biodegradation, culture condition, diazinon, opti-

mization, response surface methodology

Diazinon은 유기인계 살충제 중 하나로 acetylcoline esterase

의 억제를 통해 acetylcoline을 축적시켜 신경계의 교란을 야

기하는 방식으로 광범위한 살충 효과를 나타낸다(Koh et al., 

2009). 토양 환경 중의 diazinon의 반감기는 약 14일 미만이고 

유기 염소계 살충제보다 비교적 낮은 환경 독성을 가지고 있

기 때문에 과채류와 원예작물의 재배에 널리 사용되며(Kim et 

al., 1994), diazinon의 사용이 가능한 작물로는 배추, 겨자채, 고

추, 마늘, 감자, 오이, 참외 등이 있다. 하지만 토양 중 diazinon

이 90%가 분해 되기까지 최대 209일 소요되는 것으로 보고되

어(Ferri et al., 2017), 국내 농업 환경에서 diazinon의 지속적

인 사용은 생산되는 후작물에 대한 토양 내 잔류 diazinon의 전

이 및 흡수를 야기할 가능성이 있다. 농산물 안전성 검사 결과, 

diazinon은 2005부터 2019년까지 당귀 잎, 샐러리, 쑥갓, 열무, 

취나물 등의 미등록 작물에서 잔류 부적합이 반복적으로 발생

하고 있기 때문에(Han et al., 2012; Kim et al., 2022), 농산물 

안전성 확보 방안이 필요한 실정이다. 이뿐만 아니라 토양 내 
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잔류 diazinon은 농업용수에 의한 용탈을 통해 수질 환경에 유

입되며, 휘발 및 휘산을 통해 대기중으로 확산되어 대기 환경 

오염의 원인이 될 수 있다(Eisler, 1986; Lee and Ryoo, 2012). 

오염된 작물 혹은 식수의 섭취는 인간과 동물의 체내에 diazinon

이 유입되는 주된 경로이며, 노출된 diazinon은 독성이 강한 

diazoxon으로 산화되어 다양한 실험 동물에서 심각한 문제를 

초래한다고 보고되었다(Garfitt et al., 2002; Toledo-Ibarra et 

al., 2016; Karimani et al., 2021).

환경 내 잔류하는 diazinon을 정화하기 위한 비 생물학적 

방법으로는 광촉매를 이용한 광분해(Ryu and Oh, 2000) 및 

흡착제를 통한 제거 방법 등이 있으나, 이는 불완전한 분해

이며 높은 비용과 복잡한 운영과 같은 몇 가지 문제를 가지고 

있다(Saleh et al., 2020). 토양 미생물을 이용한 생물학적 정

화 방법은 높은 효율과 낮은 비용, 친환경적인 지속가능성 등

의 장점을 가지고 있어 이에 대한 대안으로 사료된다. 특히, 

Serratia marcescense, Stenotrophomonas sp., Bacillus serrata, 

Burkholderia sp., Streptomyces sp. 등의 특정 세균(Cycoń et 

al., 2009; Góngora-Echeverría et al., 2020) 및 Aspergillus 

niger과 같은 곰팡이의 적절한 생장 조건을 제공하였을 때 

diazinon을 효과적으로 제거할 수 있다는 연구 결과가 보고되

었다(Hamad, 2020). 이러한 미생물들의 효과적인 diazinon 분

해는 세포 내에 포함된 다양한 효소의 높은 활성과 가수분해 

및 산화 기능을 통해 오염 물질을 독성이 낮은 단쇄 물질으로 

전환하며 이루어진다(Wu et al., 2021). 그러나 효소의 pH 및 

온도에 대한 낮은 안정성은 유용 균주의 산업 응용 분야에서

의 이용을 제한하고 있으며(Wu et al., 2021), 이를 해결하기 위

해 고활성 미생물의 분리 및 대사과정에 대한 연구는 지속적

으로 이루어지고 있다(Cycoń et al., 2009). 

Paenibacillus 속에 포함된 종 중 일부는 식물 생장 촉진 박

테리아로 이용되며 인돌-3-아세트산(Indole-3-acetic acid)을 

비롯한 옥신(Auxin) 식물 호르몬을 생산하여 식물의 생장에 

직접적으로 영향을 미치거나, 대기 중의 질소를 고정하여 암

모니아로 환원시킨다(Weselowski et al., 2016). 뿐만 아니라, 

유기산을 생산하여 광물 복합체로부터 인의 방출을 촉매하고

(Das et al., 2010; Wang et al., 2012), 식물 병원균을 제어하는 

독성물질을 생성하여 생물 방제의 효과를 나타낸다(Huang 

and Yousef, 2014). Paenibacillus yonginensis와 같은 일부 종

은 siderophore를 생산하거나 식물의 유전자를 활성화시켜 철 

결핍 반응에 관여하는 것으로 보고되었다(Wen et al., 2011). 

Paenibacillus 속과 같은 내생포자를 형성하는 유용 균주를 토

양에 처리하는 것은 생존에 불리한 환경 조건에서도 균이 장

기간 생존할 수 있다는 이점이 있다(Duca et al., 2014). 

본 연구진은 선행 연구 과정에서 충청북도 청주시의 시설 재

배지 토양에서 분리한 P. tritici strain PH55-1 KACC 92326P 

균주를 diazinon 분해 미생물로서 분리 및 선발하였다. PH55-1 

균주의 전장 유전체 분석을 통해 diazinon 분해와 관련된 효소

인 Metallo-ß-hydrolase를 합성하는 유전자 gloBd와 ahlD를 

가지고 있음을 확인하였으며, 유기인계 농약의 분해와 관련된 

인산 및 인산 디에스테르 결합을 가수분해하는 효소를 암호화

하는 유전자를 가지고 있음을 보고하였다(Kim et al., 2021). 

이러한 활용 가치가 높은 미생물의 산업적 응용을 위해서는 

미생물 자원의 분리 및 유전적 특성을 분석해야 할 뿐만 아니

라 대량 배양을 위한 최적 배양 조건을 확립하는 과정을 필요

로 한다. 미생물의 생장 배지에 포함된 배지 성분의 조성과 그 

농도는 균제의 생산성과 밀접한 관련이 있으며(Jang et al., 

2009), 온도, 교반 속도 등의 물리적 요인의 조절은 미생물의 

생장에 지대한 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Hwang et 

al., 2008).

반응 표면 분석법(response surface methodology; RSM)은 

균체량의 증가를 목적으로 고려해야하는 다양한 독립변수들

의 다각적인 상호작용 결과를 통해 최소치와 최대치를 예측하

고, 이를 이용하여 각 변수들의 최적값을 확인하는 효과적인 

실험설계법으로 실험 경비를 절약할 수 있다는 장점을 가지고 

있다(Choi et al., 2009). 이전의 다양한 생물 공학 연구에서 특

정 물질을 생산하기 위한 배지 최적화 수행 시 주로 사용되고 

있으며(Chauhan et al., 2006; Ha et al., 2018), 유용 균주의 산

업적 이용을 위한 균체량 증가를 위한 최적 배지 조건의 탐색

에도 빈번하게 이용되고 있다(Kim et al., 1994; Ha et al., 

2018).

본 연구에서는 농업 환경에서 diazinon을 생분해하는 유용 

균주로 이용 될 수 있는 P. tritici strain PH55-1를 농업미생물

제제로 개발하기 위해 생장량 증진에 영향을 미치는 최적 배

지 조성과 배양 조건을 선별하고, 통계학적 기법으로 반응 표

면 분석법을 이용하여 최적배지 및 배양조건을 선발하였다. 

또한 최적배지 개발 과정 중 PH55-1 균주의 diazinon 분해능

을 검정함으로써 농약 분해 활성을 유지 또는 증진할 수 있는 

탄소원과 질소원을 선발하면서 고밀도 배양을 위한 최적배지

를 개발하고자 하였다.

재료 및 방법

대상 균주 정보 및 기본 배양 조건

이전에 연구에서 Paenibacillus tritici PH55-1 (기탁번호 
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KACC 92326P, GenBank 유전체 염기서열 NZ_CP073365) 

균주는 시설 재배지 토양으로부터 분리되었으며, 전장 유전체 

분석을 통해 diazinon 및 유기인계 농약 분해와 관련된 효소를 

암호화 하는 유전자를 가지고 있음이 확인되었다(Kim et al., 

2021). 본 연구진은 연구 수행을 위한 대상 균주의 기본 배양을 

위해 tryptic soy broth (TSB, BD DifcoTM) 배지를 사용하였고, 

28°C, 150 rpm 조건에서 48시간 동안 진탕 배양하였다. 또한, 

대상 균주의 보존을 위해 20% glycerol을 첨가한 stock을 제조

하여 -70°C 초저온 냉동고에 보관하여 사용하였다. 

최적 배지 개발을 위한 기본 배지 조성 탐색 및 diazinon 분

해력 평가

Diazinon을 분해하는 유용미생물 P. tritici PH55-1의 최적 

배양 배지 개발을 위해 상업용 배지인 TSB 배지(tryptone, 

soytone, glucose, NaCl, KH2PO4)와 Weselowski 등(2016)이 

Paenibacillus polymyxa 균주 배양에 사용한 nitrogen-deficient 

malate (NFM) 배지의 조성을 참고하여 기본배지를 조성하였다. 

질소원으로 yeast extract 1%를 첨가한 기본배지(NaCl 2 g/L, 

KH2PO4 0.4 g/L, MgSO4 0.2 g/L, CaCl2 0.1 g/L, K2HPO4 0.5 

g/L)에 각각 1% 농도의 탄소원(sucrose, lactose, D-mannitol, 

glycerol, D-glucose, D-xylose, D-fructose, starch)을 첨가하여 

28°C, 150 rpm 조건에서 48시간 동안 진탕 배양한 후 미생물 

생장량을 분석하였다. PH55-1 균주의 최적 질소원을 선발하

기 위해 1% 농도의 glucose를 첨가한 기본배지에 16개의 질소

원[NH4Cl, NH4NO3, (NH4)2SO4, Ca(NO3)2, KNO3, NaNO3, 

CO(NH2)2, peptone, peptone from casein, polypeptone, malt 

extract, yeast extract, neutralized soya peptone, tryptone, soybean 

meal, DSF]을 각각 첨가한 후 상기와 동일한 방법으로 진행하

였다. PH55-1 균주의 생장량은 미생물 생장 분석기(BioScreen 

C, Labsystem)를 이용하여 600 nm에서 측정한 흡광도 값을 확

인하여 비교하였다. 또한 PH55-1 균주의 생장이 우수한 탄소

원 또는 질소원을 함유하는 배지에서 PH55-1 균주의 diazinon 

분해력을 평가하였다. 배지는 상기에서 PH55-1 균주의 생장

을 위해 조성한 기본배지를 기반으로 하였으며 diazinon은 성

보화학주식회사로부터 원제를 제공받아 사용하였다. Diazinon 

100 mg/L를 포함하는 액체 배지에 PH55-1 균주를 접종한 후 

배양 시간에 따른 diazinon의 농도 감소 여부를 평가하였다. 

Diazinon의 농도 변화는 Shimadzu HPLC (SCL-10Avp, Shimadzu) 

및 YMC-Triart C18 컬럼(150 × 4.6 mm, YCM)과 PDA 

(photodiode array detector)를 이용하여 분석하였다. 이동상은 

Acetonitrile:water = 7:3, 유량은 0.7 ml/min으로 하였고 192 

nm에서 흡광도를 측정하였다. PH55-1 균주의 생장 및 diazinon 

분해력이 우수한 최종 선발 탄소원 및 질소원으로 조성한 기본

배지에 대하여 미량원소(FeCl3, CoCl2, CuSO4, MnCl2, ZnCl2, 

NaMoO4, NiCl2), 온도, 배지의 초기 pH, 접종원의 농도, diazinon

의 농도, 교반 속도를 미생물 생장에 영향을 미치는 추가 요인

으로 선정하여 각각의 영양원 및 배양 조건에 따른 PH55-1 생

장량을 위와 동일한 방법으로 분석하였다.

Plackett-Burman 실험 설계법을 이용한 최적 배양 배지 성

분 및 조건 선별

Paenibacillus tritici PH55-1균주의 생장에 영향을 미치는 

영양 성분 및 배양 조건을 선별하기 위한 통계적 실험 디자인 

방법으로 2수준 설계법 중 하나인 Plackett-Burman design 

(PBD)을 사용하였으며 Design expert 13 (stat-Ease Inc.) 프로

그램을 이용하여 수행되었다. PBD는 높은 값(+1)과 낮은 값

(-1)의 두개의 수준으로 주 효과를 나타내는 요소를 선별하는 

방법이다(Vanaja and Shobha Rani, 2007). 본 연구에서는 미

생물 생장 실험 결과, 생장에 영향을 미치는 것으로 나타난 배

지성분으로 2개의 탄소원(D-mannitol, starch), 2개의 질소원

(DSF, tryptone), 2개의 미량원소(MnCl2, Na2MoO4)과 배양 배

지의 pH, diazinon 농도, 접종원의 양이 독립변수로 선정되었

으며, 배양 조건으로 온도와 교반 속도도 독립 변수에 포함되

어 탄소원, 질소원, 미량원소, 배지 초기 pH, dizainon 농도, 접

종량, 온도, 교반 속도 등 총 11개의 독립변수를 설정하였다. 

미생물 생장 실험 결과를 기반으로 각각의 독립변수의 높은 

수준(+1)과 낮은 수준(-1)을 설정하여 총 12개의 실험 구를 설

정하였으며, 각 실험 구에 대한 종속변수는 28시간 배양 후의 

Colony forming unit (CFU/ml)으로 측정하였다(Table 1). 각

각의 CFU/ml 값은 밑이 10인 상용 로그 값으로 변환되어 분석

되었다. 

반응표면분석법(RSM)을 이용한 배양 조건 및 배지 성분의 

농도 최적화 

PBD 실험 설계 방법을 통해 diazinon 분해 미생물 PH55-1

의 생장에 주된 영향을 미치는 4개의 독립변수(D-mannitol, 

DSF, Mo, 온도)의 최적 농도 및 조건을 탐색하기 위해 반응표

면분석법(response surface methodology; RSM) 중 실험 횟수

의 증가 폭을 최소화할 수 있는 실험설계법인 중심합성계획법

(central composite design; CCD)을 이용하여 실험 모형을 설

계하였다(Asghar et al., 2014). 실험의 설계는 design expert13 

program을 이용하여 수행되었다. 선별된 4개의 독립변수는 5

개의 수준(-α, -1, 0, +1, +α)으로 설정되었으며, 총 29개의 실험 

구를 이용하여 28시간 배양한 후 CFU/ml 측정을 통해 종속변
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Table 1. Matrix of the Plackett-Burman design (PBD) experiments on 12 variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-1 +1

Temperature X1 (°C) 28 35

pH X2 (-) 7.5 9

Agritation speed X3 (rpm) 140 160

Starch X4 (%) 1 3

D-mannitol X5 (%) 0.5 2

Tryptone X6 (%) 1 3

DSF X7 (%) 0.5 2

MnCl2 X8 (mM) 0.5 2

Na2MoO4 X9 (mM) 1 3

Diazinon X10 (ppm) 5 15

Amount of inoculum X11 (%) 1 3

Run X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 CFU/ml

  1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 6.60E+08

  2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 3.54E+08

  3 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 3.14E+08

  4 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 2.47E+08

  5 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 6.10E+08

  6 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 2.32E+09

  7 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 5.66E+08

  8 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 6.51E+08

  9 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 5.58E+08

10 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 7.26E+08

11 -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 1.00E+09

12 +1 -1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 1.91E+08

X1–X11 represent respective assigned variables and response values.

Table 2. Variable as medium component and culture conditions and the result of ANOVA for the Plackett-Burman design (PBD) experiment

Variable 

(Xi)

Effect 

(Exi)

Coefficient Estimate 

(Bi)

Sum of 

Squares

Mean 

Square
F-value p-value

Confidence level 

(%)

Model - 8.7400 0.8929 0.1116 15.28 0.023 91.26

Temperature -0.3014 -0.1507 0.2725 0.2725 37.30 0.009 99.85

Starch 0.0737 0.0369 0.0163 0.0163   2.23 0.232 99.96

D-mannitol -0.2340 -0.1170 0.1642 0.1642 22.48 0.018 99.88

Tryptone 0.1418 0.0709 0.0603 0.0603   8.26 0.064 99.93

DSF 0.2496 0.1248 0.1869 0.1869 25.59 0.015 99.88

MnCl2 0.0925 0.0462 0.0256 0.0256   3.51 0.158 99.95

Na2MoO4 0.2109 0.1054 0.1334 0.1334 18.26 0.024 99.89

Diazinon 0.1058 0.0529 0.0336 0.0336   4.60 0.121 99.95

Amount of inoculum 0.0342 0.0171 0.0035 0.0035   0.10 0.764 99.97

pH 0.0580 0.0290 0.0101 0.0101   0.30 0.615 99.97

agritation speed -0.0527 -0.0263 0.0083 0.0083   0.25 0.646 99.98

Standard deviation 0.0855 Press   0.3506

Mean 8.7400 R-squared   0.9760

Coefficient of variation 0.9780 Adjusted R-squared   0.9122
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수를 산출하였다(Table 2). 각각의 CFU/ml 값은 밑이 10인 상

용 로그 값으로 변환되어 분석되었으며, PH55-1 균주의 최적 

생장을 위한 4개의 독립변수(DSF 농도; X1, D-mannitol 농도; 

X2, Mo 농도; X3, 온도; X4)와 종속변수(CFU/ml; Y) 의 회귀방

정식은 다음과 같다. 


ii

iij
ijij

이때, Y는 종속변수를 나타내며 본 실험에서는 CFU/ml값

을 의미한다. Xі와 β0는 각각 독립변수와 상수 계수를 나타내

며, βі와 βіі 그리고 βіј는 각 독립변수 간의 상호작용 계수를 나

타낸다(Seo et al., 2018). 회귀 분석에 의한 모델 식은 design 

expert13 program으로 예측하였으며, 각각의 CFU/ml값은 밑

이 10인 상용 로그 값으로 변환되어 분석되었다. 실험 모델의 

통계적 유의성은 분산분석(analysis of variance; ANOVA)을 

통해 검정하였다. 회귀분석 결과를 통해 PH55-1균주의 생장 

최적화를 위해 선별된 4개의 독립변수의 최적조건을 결정하

였다.

최적 배양 배지의 성능 검증

각 독립변수의 예상 최적 값은 4개의 독립변수(X1, X2, X3, 

X4)를 실험 범위 내로 설정하고 종속변수(Y; CFU/ml)의 회귀

방정식의 값을 목표로 설정하여, 이를 신뢰 구간 95% 수준

(p-value < 0.05)에서 최적 점을 통해 확인하였다. 확인된 최적 

조건에서 향상된 균체 생장량을 확인하기 위하여 상용화 배지

인 TSB에 600 nm 파장에서 흡광도 값이 1인 PH55-1 접종원을 

3% (v/v)접종하고 28시간 동안 배양한 후 CFU/ml을 측정하여 

CCD 설계 결과로 얻은 예상 최적 배양 조건 CFU/ml과 비교하

였다. 각 측정 값의 통계적인 분석은 독립 표본 t-검정(two 

independent sample t-test)를 통해 확인되었다. 

결  과

선정 최적 탄소원 또는 질소원 함유 액체배지 내 PH55-1 균

주의 diazinon 분해력

미생물은 농약 등 오염물질을 분해하고 이를 생장 및 대사

활동을 위한 에너지원으로 사용할 수 있다고 알려져 있으며

(Chin-Pampillo et al., 2015), 미생물의 오염물질 분해 활성은 

영양원, 물리화학적 조건 등과 같은 다양한 요인들에 의해 영

향을 받는다고 알려져 있다(Park et al., 2006). 본 연구에서는 

탄소원 또는 질소원이 P. tritici strain PH55-1 균주의 생장 및 

diazinon 분해력에 미치는 영향을 평가하였다. PH55-1 균주의 

배지 조성별 생장량을 분석한 결과, 탄소원으로 starch 또는 

D-mannitol을 함유하는 배지에서 흡광도는 각각 0.26과 0.23

으로으로 다른 탄소원을 첨가했을 때보다 통계학적으로 유의

하게 높은 생장량을 나타내었다(p < 0.01) (Fig. 1). 배지 내 탄

소원이 D-glucose, lactose, sucrose, D-fructose, glycerol 및 

Fig. 1. The growth and diazinon degradation rate of strain PH55-1 regarding each carbon and nitrogen source.
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D-xylose일 때 PH55-1 균주의 흡광도는 각각 0.17, 0.16, 0.15, 

0.14, 0.04 및 0.01으로 생장량이 비교적 낮았다. 탄소원으로 

starch 또는 D-mannitol을 함유하는 배지 내 PH55-1 균주의 

diazinon 분해력은 접종 후 7일 째에 starch 함유 배지에서 

97.8%, D-mannitol 함유 배지에서 99.5%으로 확인되었다. 따

라서 PH55-1 균주의 생장량과 diazinon 분해력이 우수한 starch

와 D-mannitol을 최적 탄소원으로 최종 선정하였다.

PH55-1 균주는 배지 내 질소원으로 DSF를 함유할 때 통계

학적으로 유의하게 높은 생장량을 나타내었다(흡광도 0.89, p 

< 0.001). 또한 배지 내 질소원으로 tryptone을 함유할 때 흡광도

는 0.23으로 다른 질소원과 비교하여 통계학적인 차이는 없었

지만 비교적 생장량이 우수하였다. 그러나 질소원이 polypeptone, 

yeast extract 및 soybean meal일 때 흡광도는 각각 0.16, 0.11 

및 0.23으로 DSF 또는 tryptone 첨가 시보다 생장량이 다소 낮

았다. 질소원으로 tryptone 또는 soybean meal을 첨가했을 때 

PH55-1 균주의 생장량은 통계학적으로는 유사했지만 다이아

지논 분해력은 PH55-1 균주를 처리한 7일 후 각각 99.7% 및 

93.4%으로 큰 폭으로 차이를 보였다. 질소원 DSF를 함유하는 

배지 내 PH55-1 균주의 diazinon 분해력은 93.6%으로 확인되

어(Fig. 1), 비교적 분해 활성이 저하되었지만 PH55-1 균주의 

생장량을 매우 우수하게 증진하는 영양원으로 확인되었다. 따

라서 최적 질소원으로서 tryptone과 DSF를 선정하였다.

Plackett-Burman 실험 설계법을 이용한 최적 배양 배지 성

분 및 조건 선별

Paenibacillus tritici PH55-1은 유기인계 살충제 diazinon

을 효과적으로 분해하는 균주로서 생물학적 제제로 이용될 수 

있는 산업적인 가치가 있는 생물 자원이며, 유용 균주를 산업 

분야에 적용 하기 위해 경제성과 효율성을 모두 갖춘 배지 조

성으로 높은 균체 생산 수율을 확립하는 과정은 필수적이다

(Ha et al., 2018). 본 연구에서는 총 11개의 배지 성분 및 배양 

조건이 PH55-1의 생장에 미치는 영향을 확인하기 위해 PBD

를 이용하여 실험을 설계하였다. 각 영양원 별 예비 생장 실험

의 결과를 기반으로 탄소원 D-mannitol과 질소원 DSF는 높은 

   

   

 

Fig. 2. Main effect graph for each variable on the growth of P. tritici PH55-1. The slope of lines shows the magnitude of the main effect.
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수준과 낮은 수준을 0.5%와 2%로, 탄소원 starch와 질소원 

tryptone은 1%와 3%로 설정하였다. 미량원소 MnCl2와 Na2MoO4

의 높은 수준과 낮은 수준은 0.5 mM과 2 mM 그리고 1 mM과 

3 mM으로 각각 설정하였으며, diazinon의 농도는 10 ± 5 ppm, 

접종량은 2 ± 1% (v/v)으로 설정하였다. 배지의 pH조건은 낮

은 수준으로 7.5를, 높은 수준으로 9.0을 설정하였다. 배양 조

건에 대해서는 28°C와 35°C를 온도 조건으로 설정하였으며, 

150 ± 10 rpm을 교반 속도의 높은 수준과 낮은 수준으로 설정

하였다. 각각의 실험 조건에서 28시간 동안 배양 후, 반응 값인 

PH55-1의 CFU/ml 값을 Table 1에 나타내었으며 각 독립 변수

별 PH55-1의 생장에 미치는 영향을 Fig. 2에 나타내었다. 각 독

립변수들의 영향에 대한 ANOVA분석 결과는 Table 2에 나타

내었으며, 이를 바탕으로 PH55-1의 생장에 영향을 미치는 탄

소원으로 D-mannitol, 질소원으로 DSF, 미량 원소로 Na2MoO4 

그리고 배양 조건으로 온도를 선별하였다. 설정한 범위 내에

서 D-mannitol의 경우 농도가 낮을수록, DSF와 Na2MoO4은 

농도가 높을수록 균체량이 증가하였다. 배양 조건인 온도의 

경우에도 낮은 값인 28°C에 가까울수록 균의 생장량이 높게 

나타났다. 4개의 독립변수를 제외한 나머지 영양 성분 및 배양 

조건은 유의한 영향을 미치지 않았다. 

중심합성계획법(CCD)을 이용한 배양 조건 및 배지 성분의 

농도 최적화 

Plackett-Burman design의 통계분석 결과를 통해 총 11개의 

배지 조성 및 조건 중 PH55-1의 생장에 영향을 미치는 요인으

로 D-manntol, DSF, Na2MoO4, 온도를 선정하였으며, 각 배지 

성분들의 농도 및 배양 온도의 최적화를 위한 방법으로 CCD

를 이용하여 실험을 설계하였다. 3개의 중심점을 포함한 29개

의 실험 구에 대한 각각의 독립 변수의 범위와 실험 조건에서

의 반응 값을 Table 3에 나타내었으며, 각 독립변수와 반응 값

에 대한 회귀방정식은 아래와 같이 예측되었다.

Log10 (CFU) = 9.59+0.10* X1+0.03* X2 +0.16* X3-0.56* X4 

-0.13* X1 * X2+0.07* X1 * X3+0.04* X1* X4-0.17* X2 * 

X3+0.03* X2* X4+0.23* X3* X4-0.04* X1² +0.25* X2² 

+0.01* X3² -0.48* X4²

가정된 모델의 F-value 값은 3.37으로 실험 모델이 적합함

을 확인하였으며 p-value가 0.0128으로 0.05보다 낮게 나타나 

통계적으로 유의한 범위를 나타냈고 결정 계수(R-square)값

이 0.7590로 1에 가까운 수치를 나타내기 때문에 가정된 실험 

모델이 높은 유의성을 가지고 있음을 확인하였다. 평균에 대

한 표준편차의 백분율을 나타낸 값인 변동 계수(coefficient of 

variation, CV)는 6.85%로 나타나 각 변수들의 상호작용과 독

립적인 영향이 안정적으로 작용함을 확인하였으며, 회귀방정

식을 검정하기 위한 적합성 결여(lack of fit)의 p-value 값이 

Table 3. Matrix of the central composite design (CCD) experiments on 30 

variables with response values

Factors Symbol (unit)
Level of coded variables

-α -1 0 +1 +α

DSF X1 (%)   2   4   6   8 10

D-mannitol X2 (%)   1   2    3   4   5

Na2MoO4 X3 (mM)   0   1   2   3   4

Temperature X4 (°C) 22 27 32 37 42

Run X1 X2 X3 X4 CFU/ml

  1 8 2 1 37 3.32E+08

  2 8 4 1 37 6.94E+08

  3 6 1 2 32 2.59E+10

  4 8 2 1 27 1.34E+10

  5 8 4 3 37 6.55E+09

  6 8 2 3 37 1.07E+10

  7 6 3 2 42 6.46E+05

  8 4 4 1 27 2.23E+10

  9 4 2 1 27 4.83E+09

10 4 2 3 37 1.40E+09

11 4 2 3 27 8.52E+09

12 4 4 1 37 1.51E+09

13 6 3 2 22 2.25E+08

14 8 4 3 27 1.08E+10

15 6 3 2 32 2.50E+09

16 2 3 2 32 7.69E+08

17 6 3 2 32 3.09E+09

18 10 3 2 32 6.50E+08

19 6 3 2 32 9.37E+09

20 6 3 2 32 1.54E+10

21 6 5 2 32 4.27E+09

22 4 4 3 37 1.75E+09

23 8 4 1 27 3.05E+10

24 6 3 4 32 1.33E+09

25 4 4 3 27 1.58E+10

26 8 2 3 27 2.80E+10

27 6 3 2 32 1.06E+09

28 6 3 2 32 3.09E+09

29 6 3 0 32 9.95E+08

30 4 2 1 37 1.09E+08

X1–X4 represent respective assigned variables and response values.
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Table 4. Analysis of variance (ANOVA) result for the central composite design (CCD) experiment

Source Sum of squares Degree of freedom Mean square F-value p-value

Model 19.5500 14 1.4000   3.37 0.0128

X1   0.2375   1 0.2375   0.57 0.4605

X2   0.0179   1 0.0179   0.04 0.8381

X3   0.6277   1 0.6277   1.52 0.2371

X4   7.6200   1 7.6200 18.40 0.0006

X1X2   0.2802   1 0.2802   0.68 0.4235

X1X3   0.0737   1 0.0737   0.18 0.6790

X1X4   0.0279   1 0.0279   0.07 0.7987

X2X3   0.4720   1 0.4720   1.14 0.3025

X2X4   0.0137   1 0.0137   0.03 0.8583

X3X4   0.8510   1 0.8510   2.06 0.1721

X12   0.0438   1 0.0438   0.11 0.7494

X22   1.7600   1 1.7600   4.25 0.0571

X32   0.0047   1 0.0047   0.01 0.9169

X42   6.3700   1 6.3700 15.4 0.0014*

Residual   6.21 15 0.4139 - -

Lack of Fit   5.33 10 0.533   3.03 0.1162

Pure Error   0.8787   5 0.1757 - -

Cor Total 25.76 29 - - -

Standard deviation 0.6434 Press 31.97

Mean 9.39 R-squared   0.759

Coefficient of variation (%) 6.85 Adjusted R-squared   0.534

* Significant value.

  

  

Fig. 3. The 3D graph of response surface analysis for growth of P. tritici PH55-1 as predicted by the quadratic model and simultaneously displayed the effect 

of two independent variables on bacterial growth.
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0.05보다 크게 나타났으므로 실험 모델이 회귀모형을 설명하

는데 적합하다고 판단하였다(Table 4). Paenibacillus tririci 

strain PH55-1의 생장 증진에 영향을 미치는 요인으로 선별된 

4개의 독립변수가 다른 변수에 미치는 교호 효과와 각 독립변

수의 상호작용으로 인한 균체량 변화는 반응등고선과 3차원 

반응표면도로 나타내어 평가하였으며 이를 Fig. 3에 나타내었

다. 설정 범위 내에서 P. tritici strain PH55-1의 생장에 영향을 

미치는 주 요인은 배양 온도였으며, 온도가 높아질수록 균체

량이 증가하다가 약 30°C 이상에서는 다시 감소하는 경향을 

보였다. 선별된 배지 성분인 DSF와 Na2MoO4은 농도가 높아

질수록 생장량이 증가하는 경향을 보이는 반면, D-mannitol은 

낮은 농도에서 더 높은 생장량을 보였다. CCD를 통해 예측된 

정상점을 안장점(saddle point)으로 P. tritici strain PH55-1의 

최적 생장 조건은 D-mannitol, DSF, Na2MoO4의 농도가 각각 

3.7%, 5.5%, 2.2 mM이고 배양 온도는 33.8°C으로 예측되었

고, 이때의 최대 생장량을 예상한 결과 9.67 × 109 CFU/ml로 확

인되었다. 

실험 모델의 검증 

반응표면분석법(RSM)을 통해 산출된 최적 조건에서의 균

체량을 검증하기 위해 실험모델에서 예측된 생장을 위한 최적 

배지에 P. tritici strain PH55-1를 접종하여 배양한 후 CFU/ml 

값을 확인하였다. 예상 최적조건하에서 5반복 실험을 통해 확

인한 실제 균체량은 3.21 × 109 CFU/ml으로 이론적인 예측 값

인 9.67 × 109 CFU/ml과 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않

았다(p > 0.05). 반면에 이는 대조구로 사용된 상업용 배지 

TSB에서의 균체량인 2.42 × 108 CFU/ml과 비교하여 13.3배 

증가했으며, LB에서의 균체량인 5.90 × 107 CFU/ml과 비교하

여 54.4배 증가한 값을 나타냈다(p < 0.05). 

고  찰

탄소원은 미생물의 생장에 필수적인 요소로 탄소원의 물

질대사 속도는 미생물의 균체량 증식뿐만 아니라 1차 또는 2

차 대사산물의 생산에 영향을 미친다(Stanbury et al., 2013). 

D-mannitol은 당알코올의 일종으로 일반적인 포도당이 환원

된 형태로, 이전의 연구에서 일부 Paenibacillus 및 Clostridium 

속의 미생물의 경우 D-mannitol을 탄소원으로 이용할 때 효율

적인 대사 및 생장을 보이는 것으로 보고되었다(Emtiazi et al., 

2007; Woo et al., 2016). Paenibacillus tritici의 type strain 

RTAE36는 D-mannitol을 탄소원으로 사용하여 산을 생성하

는 발효과정을 대사할 수 있다고 보고되었으며(Menéndez et 

al., 2017), 본 연구에서는 D-mannitol이 P. tritici strain PH55-1

의 생장에 영향을 미치는 탄소원임을 통계적인 방법으로 확인

하였다.

질소원 역시 미생물 생장에 필수적인 요소로서 탄소원이 

없는 환경에서는 탄소원으로서 작용할 수 있으며(Hwang et 

al., 2009), 본 연구에서 확인된 최적 질소원 DSF는 유기 질소

원으로서 Bacillus sp.의 효소 생산을 위한 최적 질소원으로 보

고되었다(Chauhan and Gupta, 2004). 뿐만 아니라 DSF는 B. 

subtilis CPA-8 strain을 이용한 생물학적 방제제의 생산 연구

에서 낮은 비용으로 높은 생산성을 보이며 경제성 있는 최적 

질소 공급원으로 보고된 바 있으며(Yánez-Mendizábal et al., 

2012), 동일 속의 균주인 B. thuringiensis subsp. israelensis의 

대규모 생산을 위한 배지 개발 과정에서도 대두 분말을 기반

으로 한 배지를 사용할 때 높은 경제적 이점이 있다고 보고되

었다(Prabakaran and Balaraman, 2006). 본 연구에서 DSF가 배

지 내 질소원일 때 PH55-1 균주의 다이아지논 분해력이 다소 

감소하는 경향이었지만 생장량을 우수하게 증진하는 영양원

으로 확인되어 PH55-1 균주의 고밀도 배양을 위한 질소원으

로 선발하였다. 한편, 배지 내 질소원이 tryptone, polypeptone 

또는 yeast extract일 때 PH55-1 균주의 diazinon 분해력은 각

각 99.7%, 99.6%, 및 99.4%으로 나타났다. 따라서 tryptone, 

polypeptone 또는 yeast extract는 PH55-1 균주를 diazinon 잔

류 토양에 처리할 때 분해 효능을 유지 또는 증진하기 위한 후

보 보조영양원이 될 수 있다고 사료되며 이를 이용한 추가 연

구가 필요하다.

Na2MoO4은 효소의 보조 인자로 사용되어 일부 미생물의 

생장 및 대사에 필수적인 미량원소 중 하나로 보고된 바 있다

(Schönheit et al., 1979; Hajfarajollah et al., 2014). 본 연구에서 

이용한 Plackett-Burman 실험 설계는 교호작용을 배제한 여러 

개의 단일 변수가 반응 값에 미치는 영향을 평가하는 통계적 

기법으로, 다양한 미생물의 균체량 및 대사 산물의 생산성 증

대에 필수적인 영양원을 탐색할 때 주로 사용된다(Kim et al., 

2006, 2016; Ha et al., 2018, 2019). 

미생물의 생장과 대사 과정에서 배양 온도는 매우 밀접한 관

련이 있으며, 적정 수준 보다 과도하게 높거나 낮은 온도는 효

소를 불활성 시키고 대사 기능을 떨어뜨려 세포의 생장을 저해

한다(Kim, 2012). Paenibacillus tritici의 type strain RTAE36

의 생장 가능 온도 범위는 15~45°C이고 최적 배양 온도는 30°C

로 보고되었으며(Menéndez et al., 2017), 본 연구에서 CCD 실

험 설계를 통해 확인한 최적 배양 온도는 33.8°C로 이전의 연

구와 유사한 결과를 나타냈다.
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본 연구에서는 diazinon을 분해하는 유용 미생물 자원 P. 

tritici strain PH55-1를 상업적으로 응용하여 농업 환경 내 잔

류 diazinon을 제거하기 위하여 기존의 상업 배지인 TSB보다 

향상된 균체량을 얻을 수 있는 생산 배지의 최적화를 수행하

였다. 본 연구 결과를 통해 확립한 최적 배지 조성 및 배양 조건

을 기반으로 Paenibacillus tritici를 산업적으로 활용한 생물학

적 제제의 개발이 가능할 것으로 사료되며, 발효조를 이용한 

대량 배양 연구가 추가적으로 수행 된다면 환경 친화적이고 

지속 가능한 방법으로 농약으로 오염된 토양의 생물학적 정화

가 가능할 것으로 판단된다. 

적  요

본 연구는 반응표면분석법을 이용하여 Paenibacillus tritici 

PH55-1 균주의 생장량 증진을 위한 최적 배지 조성과 배양 조

건을 탐색하기 위해 수행되었다. PH55-1 균주는 diazinon 분

해능이 있는 균주로서, diazinon 생분해와 관련된 유전자를 갖

는 미생물로 보고된 바 있다. 총 6개의 배지 조성 및 5개의 배양 

조건 중 P. tritici PH55-1 균주의 생장에 가장 큰 영향을 미치는 

주요 인자를 분석하기 위한 방법으로 Plackett-Burman design 

(PBD)을 설계했다. 실험 결과, 6개의 배지 조성 중 균주의 생장

에 영향을 주는 탄소원으로 D-mannitol, 질소원으로 탈지 대두 

분말(defatted soy flour, DSF) 그리고 미량 원소로 Na2MoO4을 

최종 선정하였으며, 온도를 5개의 배양 조건 중 배양에 영향을 

미치는 주 요인으로서 최종 선정하였다. Paenibacillus tritici 

PH55-1 균주의 배양 최적화를 위한 각 요인들의 최적조건은 

중심합성계획법(central composite design; CCD)에 기반하였

으며, 실험 모델에 의한 최적 조건은 D-mannitol 3.7%, 탈지 대

두 분말 5.5%, Na2MoO4 2.2 mM, 온도는 33.8°C으로 예측되었

다. 이 때 P. tritici PH55-1 균주의 생장량은 9.67 × 109 CFU/ml

으로 예측되었으며, ANOVA분석을 통해 실험 모델의 적합성

과 유의성을 확인하였다. 최종적으로 실험 모델의 검증을 위

한 실제 배양 결과, 최적 배양 조건에서 균주 생장량이 실험 모

델에 의해 예측된 생장량과 통계적으로 차이가 없음을 확인하

였다(p > 0.05). 또한, 최적 배지에서 PH55-1 균주의 생장량이 

상용 배지인 TSB, LB와 비교하여 각각 13.3배, 54.4배 향상된 

것을 검증하였다. 본 연구는 diazinon을 분해하는 균주인 P. 

tritici PH55-1을 산업적으로 이용하여 농경지 토양과 작물에

서의 잔류가 문제 되고 있는 diazinon의 분해에 적용할 수 있는 

연구자료로 유용하게 활용 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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