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Abstract
This research focused on the isolation and characterization of the new strains which 
can be used as microbial resources for auxin production in the agriculture industry. 
For the isolation of the new microorganism in the gut of Larimichthys polyactis, a 
marine agar medium was used and 3 colonies were isolated. Through the 16S-based 
ID service, isolated strains were identified as 1 strain of Niallia circulans and 3 strains 
of Proteus mirabilis. Verifying the agriculture industrial values of these isolated 
strains, the productivity of auxin and activity of various enzymes such as amylase, 
lipase, and protease were confirmed. As a result, isolated 3 strains showed auxin 
activity and only protease activities which means the possibility of applying them to 
the production of effective microorganisms in the agriculture industry.  
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서 론

프로바이오틱스(probiotics)는 정해진 양만큼 사람이 섭취하였을 경우, 인체에 유익한 영향을 미치는 

살아있는 미생물로 유산균이 가장 대표적이며, 일부 Bacillus sp. 균주들이 프로바이오틱스로 활용되고 

있다(Kim and Park, 2021). 또한, Bacillus sp. 일부 균주들은 농업 분야에서 미생물제재로 많이 활용

되고 있으며, 유산균, 효모, 광합성세균, 방선균 등도 이용되고 있다. 이들 균주들은 식물 성장, 병충해 

예방 및 생산성 증대를 위한 농업과 임업 분야, 육질 개선 및 악취 개선을 위한 축산과 어업 분야, 악취 

제거 및 수질 정화 등의 환경 분야에서 다양하게 활용되고 있다(Moon, 2011). 하지만 프로바이오틱스

로 사용 가능한 Bacillus sp. 균주의 식물생장조절로서 농업 분야에 활용 가능성을 높이기 위한 천연 

호르몬 생산과 관련된 연구는 미미하다(Jung et al., 2006, Jung et al., 2007).

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.35732/ctlabp.2023.9.1.39&domain=pdf&date_stamp=2023-6-30
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현재 농업에서 사용 중인 대표적인 식물의 생장 조절 호르몬은 옥

신(auxin)이며, 천연적으로 존재하는 옥신은 indole-3-acetic 

acid (IAA)와 indole butyric acid (IBA)이고, 인공적으로 합성된 

옥신은 2,4-dichloro phenoxy acetic acid (2,4-D)와 

naphthalene acetic acid (NAA)가 있다. 옥신의 주요 기능은 줄

기 끝의 분열 조직과 어린잎에서 생성, 생장 촉진, 각 기관 사이의 

조화 유지, 세포벽을 신장시켜 길이 생장 촉진, 곁눈의 생장 억제, 

열매의 생장과 발근 촉진, 낙엽과 낙과 방지 등 적정 농도에서 식물

에 이로운 작용을 하지만, 지나치게 많으면 생장을 억제한다. 

Rhizobium 균이 옥신을 생산한다는 보고(Kwon et al, 2004) 이

후 Aeromonas veronii (Mehnaz et al., 2001), Arthrobacter 

sp. (Kim et al., 2022), Azotobacter sp. (Joshi et al., 2006), 

Bacillus sp. (Jung et al., 2006; Jung et al., 2007), 

Rhizobium and Bradyrhizobium sp. (Anroun et al., 1998), 

Klebsiella mobilis (Bak et al., 2010), Pseudomonas sp. 

(Kang and Cho, 2014) 등 다양한 균의 옥신 생성 활성에 대한 

연구결과가 보고되고 있다. 

또한 가수분해효소 중에서 protease는 펩타이드 제조, 주류의 

청징, 풍미 증진용으로 사용되고 있고, lipase는 식품뿐만 아니라 

산업폐기물처리 화장품 산업에서 이용되고 있으며, amylase는 

전분을 이용하여 덱스트린, 올리고당 등을 제조하는 데 많이 

사용하는 효소로 알려져 있다.

본 연구에서는 삼천포 수산자원 중 참조기 내장에서 호기적으로 

세균을 분리하고 동정하였으며, 옥신 생성 활성을 측정하여 식물의 

미생물 생육조절 호르몬 생산 균주로서의 활용 가능성과 함께 

가수분해효소 활성을 평가하여 식품산업에 효소 생산 균주로서의 

활용 가능성을 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법

세균 분리 및 배양

경남 삼천포의 참조기에서 분리한 내장 시료로부터 호염성 세균 분

리를 위해 샘플을 멸균된 0.85% 생리식염수에 첨가하여 현탁한 후 

샘플 1 mL를 사용하여 10-1~10-4 배로 serial dilution한 후 희석

액을 준비하였다. 희석한 샘플로부터 균을 분리하기 위한 증균 배

지로 marine broth (BD, USA) 배지에 agar을 첨가한 고체배지

를 제작하였으며, 희석액을 도말하고 37℃에서 호기적으로 정치 

배양하였으며, 동일한 고체배지를 사용하여 추가적인 single 

colony 분리를 수행하여 최종적으로 순수배양체를 획득하였다.

 순수 분리된 균주들이 complex 배지에서의 생육 가능성을 확인

하기 위하여 nutrient agar (BD, USA), R2A agar (BD, USA)와 

tryptic soy agar (BD, USA)에 각각 평판 도말법을 이용하여 접종

하고, 37℃에서 7일간 정치배양을 하였다. 또한, 분리된 균주들이 

호염성 균주로써 바닷물의 염 농도와 유사한 3% NaCl 농도와 그 

이상의 NaCl 농도에서도 생육이 가능한지를 확인하기 위하여 

marine agar 배지에 3%와 9% NaCl을 첨가한 배지를 제작하여 

분리 균주들의 생육을 확인하였으며, 최적 생육 pH를 확인하기 위

하여 pH를 4.0, 7.0, 9.0으로 각각 조절한 marine agar 배지에서 

분리 균주들의 생육을 확인하였다. 추가적으로, 분리된 균주들의 

배양 온도에 대한 생육 가능 유무를 확인하기 위해 같은 배지를 사

용하여 균주들을 획선 도말법으로 접종한 후 순수 분리 실험 시 설

정한 37oC를 기준으로 낮은 온도(30oC)와 높은 온도(40oC, 45oC)

로 조정된 배양기에서 정치배양을 통해 생육 가능 배양 온도를 확

인하였다. 

16S rDNA 염기서열의 계통학적 분석

경남 삼천포의 참조기에서 분리한 내장 시료로부터 호기적 배양 조

건에서 순수 분리된 균주들의 분자생물학적 동정을 위해 marine 

고체배지에 각각 분리된 균주의 colony가 배양된 상태의 고체 배

지를 ㈜바이오팩트에 보내 universal primers (27F: 5’- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, 1492R: 5’-TACGGYT-

ACCTTGTTACGACTT-3’)를 사용한 16S rDNA 염기서열의 분

석을 의뢰하였으며, 분석된 16S rDNA 염기서열(약 1.5kb)로부터 

가장 유사한 근연 균주의 확인을 위하여 ㈜천랩의 웹 기반 분석 데

이터베이스인 EzBioCloud에 접속하여 16S-based ID 분석 앱 

(https://www.ezbiocloud.net/)을 사용하였다. 

옥신(Auxin) 생성능 분석

분리된 균주의 옥신 생성능은 0.1% L-tryptophan이 첨가된 

Nutrient broth (BD, USA) 배지에 순수 분리된 콜로니를 

tooth-picking 한 후 37℃에서 7일간 배양하여 원심분리(13,000 

rpm, 5 min)를 수행하였다. Salkowski 시약(35% HClO4 50 mL 

+ 0.5 M FeCl3 1 mL) 800 μL를 배양 상등액 400 μL에 섞어준 

후 어두운 곳에서 30 min 반응시켜 흡광도(535 nm)를 측정하여 

옥신 생성 활성을 확인하였다.

세포외 분해 효소 생산능 분석

분리된 세균들의 세포외 분해 효소 amylase, lipase, protease 생

산능을 확인하기 위하여 각각의 효소와 특이적으로 반응할 기질 성

분이 포함된 고체평판 선별배지를 사용하였다. 먼저 amylase 생산

능은 0.2% soluble starch (BD, USA)를, lipase 생산능은 1% 

Tween 80 (Sigma, USA)을, protease 생산능은 2% skim milk 
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(BD, USA)를 기질로 선택하여 marine agar (BD, USA) 배지에 

각각 첨가하여 제조하였으며, 분리된 균주를 직접 접종하여 37℃

에서 7일 배양한 후 투명환(clear zone)의 직경으로 조사하였다. 

분리된 균주의 효소 활성 분해능 평가는 배양 후 나타나는 접종균 

주위의 투명환의 크기(+++ : > 7 mm, ++ : 4~7 mm, + : 1~4 

mm)로 나타내었다.

결과 및 고찰

균주 분리 및 배양 

경남 삼천포 참조기 내장으로부터 균을 분리하기 위해 marine 

agar 배지에 희석한 시료를 도말하였다. 배양된 colony를 다시 동

일한 고체배지를 사용하여 2차로 single colony를 분리한 결과, 

3종류의 균을 순수하게 분리하여 M311, M343, M344로 나타냈

다(Table 1). 분리된 균주의 최적의 생육 pH 조건을 확인하기 위

하여 pH를 4.0, 7.0, 9.0으로 각각 조절한 marine agar 배지에 

분리 균주들의 생육을 확인한 결과, 분리된 모든 균주가 pH 7.0 

이상에서는 생육이 가능하였으나, pH 4.0 조건에서는 생육이 확인

되지 않았다(Table 1). 또한 분리된 균주가 호염성 미생물로 높은 

염 농도에서도 생육이 가능한지를 확인하기 위하여 marine agar 

배지에 3 및 9% NaCl을 각각 첨가한 배지를 제작하여 분리 균주

들의 생육을 실험한 결과, 모든 분리 균주들은 3% NaCl 조건에서

도 생육이 가능하여 분리된 균주가 모두 호염성 세균의 특성을 가

지고 있음을 확인하였으며, M343과 M344 균주의 경우 9% NaCl 

첨가 농도에서도 생육이 가능한 것으로 확인하였다(Table 1).

또한, 참조기 내장에서 분리한 균주들의 배양학적 측면에서의 산업

적 활용 가능성을 확인하고자 complex 배지에서의 생육 가능성을 

확인하였다. 실험 결과, 테스트한 3종류의 complex 배지

(nutrient agar, R2A agar, tryptic soy agar)에서 분리 균주들의 

정상적인 생육이 가능한 것을 확인하였다(Table 1). 이 결과는 본 

연구에서 분리된 균주들의 농업 분야 등과 같이 산업적으로 활용하

기 위해 추가적인 배지 성분의 최적화와 같은 배양학적인 측면에서

의 연구개발과정은 줄일 수 있을 것으로 판단되었다. 추가적으로 

분리된 균주들이 나타내는 배양 온도 특성을 확인하기 위해 45oC

에서 정치배양한 결과, 분리 균주 모두 45oC에서는 생육이 가능한 

것으로 확인되었다.

16S rDNA 염기서열 분석을 통한 분리 균주 동정

분리된 3균주의 colony가 각각 배양된 상태의 고체 배지를 균 동

정을 위한 분석 서비스가 가능한 분석회사에 송부하여 분석을 의뢰

하고 염기서열을 분석한 결과, M311 균은 Niallia circulans, 

M343과 M344 균은 모두 Proteus mirabilis로 확인되었다

(Table 2). M343과 M344균은 P. mirabilis와의 유사도가 각각 

99.86%로 높게 나타났으나, M311균의 경우 N. circulans와의 유

사도가 95.15%로 다소 낮은 유사도를 보였으며, 이는 신 균주일 

가능성도 있을 것으로 판단되었다. N. circulans는 Bacillus 

circulans로 2020년 Bacillus 속에서 Niallia 속으로 재 분류되어 

명명된 속으로 Bacillaceae 과의 균(Gupta et al., 2020)이며, 같

은 과, 속의 종으로 향후 이에 대한 연구가 더 필요한 것으로 판단

되며, 본 연구를 통하여 분리한 모든 균주들은 KRIBB 미생물가치

제고사업단에 기탁하였다(Table 2).

옥신 생산능과 세포외 분해효소 활성능 분석

Fig. 1에서 나타낸 것처럼 분리된 3균주의 농업적 활용 가능성을 

확인하기 위해 옥신 생성 활성을 평가한 결과, N. circulans 

M311에서 1.635로 가장 높은 옥신 생성 활성을 보였다(Table 3). 

P. mirabilis M343과 P. mirabilis M344는 각각 1.192와 1.368

의 N. circulans보다 낮은 옥신 생성 활성을 보였다. 가장 높은 옥

신 생성 활성을 보인 N. circulans균주의 경우, 2022년에 

Sarmiento-López 등의 연구에 따르면 N. circulans E9을 pea 

Table 1. Isolation and identification of aerobically cultured bacteria isolated from the gut of L. polyactis in Samcheonpo

No Isolate
number

Media MA*

NA# R2A TSA
pH NaCl (%) Temp. (℃)

4 7 9 3 9 30 40 45

1 M311 +a + + -b + + + - + + +

2 M343 + + + - + + + + + + +

3 M344 + + + - + + + + + + +
#: Nutrient agar, *: Marine agar, a: Well growth, b: No growth.
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fluor medium (PYM)에서 배양한 결과, IAA 생성량이 증가되었

다고 하는 보고(Sarmiento-López et al., 2022)가 있었던 것처럼 

분리된 N. circulans M311의 배양 배지 성분 중 탄소원이나 배양 

조건을 달리하여 옥신 생성 활성을 증가시킬 수 있을 것으로 판단

되며, 이에 대한 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. P. 

mirabilis M343과 P. mirabilis M344는 16S rDNA 분석 결과에

서는 종과 속이 같은 균으로 확인되었으나, 염 농도에 대한 생육 

특성이나 옥신 생성 활성이 차이가 나는 것으로 보아, 정확한 동정

을 위해서 추가적인 전장유전체 분석 등이 필요할 것으로 생각된

다. P. mirabilis의 경우, P. mirabilis PD25 균주에서 옥신의 한 

종류인 IAA 생성능이 있으며, 밀에 직접 처리하여 생육을 확인한 결

과, 농작물 성장에 도움을 주는 것으로 보고되고 있다(Verma et al., 

2021). 본 연구를 통해 분리한 3균주도 농업 분야에서의 식물성장조

절제 생산 유용 균주로서의 활용 가능성은 있을 것으로 판단된다.

추가적으로 분리된 3균주의 세포외분비 가수분해효소들의 활성을 

평가한 결과, amylase, lipase의 활성은 나타나지 않은 반면, 

protease 효소의 활성은 2균주의 P. mirabilis M343과 P. 

mirabilis M344에서 우수한 결과를 보였으며, N. circulans 

M311은 P. mirabilis M343과 M344보다 상대적으로 낮은 활성

을 나타내었다(Table 3). 하지만 protease 효소는 알러지 반응과 

내열성의 이유로 산업적으로 Bacillus 속 균주가 활용되어지는 경

우(Kook et al., 2011)가 많아 효소 활성 부분은 추과적인 연구가 

필요할 것으로 판단된다. 

따라서 본 연구에서 분리한 균주는 국내 어류 내장 시료로부터 분

Table 2. Identification of an aerobically cultured bacteria isolated from the gut of L. polyactis in Samcheonpo

No Isolate
number Closed strain Top-hit strain Similarity (%) Deposited number

1 M311 Niallia circulans ATCC 4513(T) 95.15 NMC8-B319
2 M343 Proteus mirabilis ATCC 29906 99.86 NMC8-B352
3 M344 Proteus mirabilis ATCC 29906 99.86 NMC8-B353

Fig. 1. Confirmation of auxin production by using cultured media of isolated strains.

Table 3. The production profile of auxin and extra-cellular enzymes of an aerobically cultured bacteria isolated from the gut of L. 
polyactis in Samcheonpo

No Isolate
number Closed strain Auxin productivity

(A535)$

Extracellular enzyme activity

Amy# Lip& Pro*

1 M311 Niallia circulans 1.635 -a - ++

2 M343 Proteus mirabilis 1.192 - - +++

3 M344 Proteus mirabilis 1.368 - - +++
$: Absorbance 535nm, #: Amylase, &: Lipase, *: Protease, a: No activity.
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리한 옥신 생산 활성과 함께 protease 활성을 갖는 프로바이오틱

스 자원의 농업 분야에서의 활용 가능성을 검증했다는 측면과 함께 

국내 농생명 자원의 다양성 확보 차원에서 의미를 찾을 수 있을 것

으로 예상된다.

요 약

본 연구는 산업적 응용에서 옥신 생산을 위한 미생물 자원으로 이

용될 수 있는 새로운 균주의 분리와 특성 분석을 위해 수행되었다. 

국내 참조기 내장으로부터 새로운 미생물을 분리하기 위해 

marine agar를 사용하였으며, 3균주를 분리하였다. 16S-based 

ID 분석 프로그램으로 동정한 결과, 분리 균주들은 1균주의 

Niallia circulans와 3균주의 Proteus mirabilis로 확인되었다. 

분리한 균주들의 산업 활용을 위하여 옥신 생산 활성과 amylase, 

lipase, protease와 같은 가수분해효소 생산 활성을 확인하였다. 

그 결과, 3균주 모두 옥신 생산과 protease 효소의 활성을 나타내

었으며, 이는 농업 분야에서의 미생물제재로의 생산 가능성을 확인

한 결과를 나타낸다.
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