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To remove excess nitrate from the agricultural environments, Enterobacter amnigenus GG0461 has
been isolated as a bacterial strain having high capability of nitrate uptake activity. This strain was
able to remove nitrate more than 3,000 ppm (50 mM) in the Pseudomonas agar F (PAF) medium.
Therefore, it could be a candidate strain for a nitrate scavenger in the various contaminated
environments, such as agricultural soils, livestock sewage, and industrial wastewater. In order to
develop medium for the large-scale production of the strain GG0461, each component of PAF
medium was replaced with the corresponding commercial product and the optimal conditions for
bacterial growth and nitrate uptake activity were measured. Glycerol was replaced with the
commercially available product and the nitrogen source was substituted with commercial tryptone,
yeast extract, soybean meal, and fermented fish extract. Bacterial growth and nitrate uptake
activity were maximal in the media containing 2% tryptone, followed by yeast extract, soybean
meal, and fermented fish extract. The pH of the growth medium containing 2% tryptone was
decreased by the bacterial nitrate uptake, suggesting that the nitrate uptake is mediated by a
nitrate/proton antiporter. This result shows that the medium containing commercial tryptone was
good enough for the physiological activity of the strain GG0461. Each component of PAF medium
was successfully replaced with the corresponding commercial product except peptone. In
conclusion, the composition of medium for the cultivation of the strain GG0461 was determined as
2% tryptone, 1% glycerol, plus required salts according to the composition of PAF medium.
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서 론

질산이온은 질소비료의 주된 성분으로서 식물의 성장과 분화

를 위한 기본영양소[Crawford, 1995]이며, 식물체의 생산증대를

위한 가장 중요한 성분중의 하나이다. 그러나, 질산염류는 토양

중 과량이 축적할 경우에는 오히려 작물의 생육을 억제하며, 이

것은 염류장애라는 현상으로 잘 알려져 있다[Hasegawa 등,

2000; Lee 등, 2001; Kang과 Hong, 2004]. 염류장애는 토양

중 염류의 축적에 의해 나타나는 현상으로 국내에서는 질소질

비료의 과다 시비로 염류장애가 빈발하고 있다. 특히 시설원예

농업에서는 시설에 의한 강수의 차단으로 염류의 용탈이 억제

되기 때문에 염류장애가 심각하게 나타나고 있으며, 매년 전국

적으로 큰 피해를 주고 있다[Kang 등, 1996; 1997; Mori 등,

2011]. 시설재배에서는 연중 수확을 목적으로 과다한 양의 비

료를 투입하는 다비재배법이 이루어지고 있다. 이러한 영농법

은 필연적으로 표토에 염류집적을 유발하며, 염류 농도의 증가

는 식물뿌리의 성장 저하[Archibald 등, 2006; Eker 등, 2006]

와 작물의 생산성 감소[de Pascale 등, 1997; Mori 등, 2008]

는 물론, 품질을 떨어뜨리고[Ozturk 등, 2004], 장기적으로 토

양을 작물재배에 부적합하게 변화시킨다.

작물의 우수한 품질 및 생산성을 유지하기 위해서는 토양이

나 환경 중 집적한 과량의 질산이온 제거가 필수적이다. 오염

된 토양이나 환경에서 질산이온의 제거는 다양한 생물학적, 화
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학적, 물리적 방법에 의해 이루어질 수 있다. 시설원예 농업에

서는 강수에 의한 염류의 용탈이 불가능하나, 관수에 의한 용

탈을 유도하는 경우에는 지하수의 오염을 동반할 수 있다

[McIsaac, 2003]. 시설을 이용한 작물재배에서 이러한 문제점을

극복하기 위하여 미생물이나 식물체를 이용한 생물학적 정화

(bioremediation) 방법이 성공적으로 이용하고 있다. 미생물을 이

용한 생물학적 정화방법은 특히 폐수처리에서 효과적임을 확인

하였고[Zayed와 Winter, 1998; Drysdale 등, 1999; Vilchez 등,

2001; Wang 등, 2010], 시설재배지 토양 중 집적한 질산이온의

제거에도 효과가 있음을 보고하였다[Cha 등, 2003; Kim 등,

2009]. 이러한 미생물들은 질산이온을 질소원이나 전자수용체

또는 환원력으로 이용함이 밝혀졌다[Steenhoudt 등, 2001].

Enterobacter amnigenus GG0461 균주는 밭토양에서 분리하

였고, 선행연구를 통하여 질산이온 흡수능이 탁월함을 확인하

였다[Choi 등, 2008]. 본 연구에서는 GG0461 균주의 우수한

질산이온 흡수능을 유지하며, 경제성있는 대량생산용 배지를 개

발하기 위한 기초연구로 다양한 상업용 질소원과 탄소원을 사

용하여 균주를 배양하였고, 질소원에 따라 질산이온 흡수능의

변화를 측정하였다. GG0461 균주의 성장과 질산이온 흡수능력

은 PAF 배지에서 특히 우수하였으므로[Kim 등, 2009], 균주생

산을 위한 상업용 배지의 개발은 PAF 배지성분을 기준으로 주

로 질소원을 상업용 재료로 대체하며 균주의 성장과 우수한 질

산이온 흡수활성의 유지 여부를 측정하였다.

재료 및 방법

재료. Tryptone은 벤텍바이오(음성, 한국), 효모추출물(yeast

extract)은 비전바이오켐(성남, 한국), 대두박(soybean meal)은 제

일제당(서울, 한국)에서 각각 구입하였으며, 생선발효액(fermented

fish extract)은 (주)흙살림(괴산, 한국)에서 생산하는 ‘생선 아미

노산’이라는 제품을 이용하였다. 생선발효액은 생선부산물 78%,

발효보조제 22%로 이루어져 있는 제품이다. 대두박은 대두에

서 기름을 추출하고 남은 단백질 성분을 말하며, 평균 단백질

함량은 48%이다.

미생물의 배양조건. E. amnigenus GG0461 균주는 밭토양 시

료에서 분리한 그람음성 균주로 Pseudomonas agar F (PAF 배

지; 10 g tryptone, 10 g peptone, 1.5 g K2HPO4, 1.5 g MgSO4,

10 mL glycerin/L 증류수)에서 좋은 성장과 높은 질산이온 흡수

능을 보인다. 균주는 액체배지에서 37oC, 150 rpm의 교반상태

로 배양하였다.

질산이온 흡수측정. 미생물 균주는 50 mM KNO3를 첨가한

PAF배지에서 배양하였으며, 균주의 성장은 분광광도계(U-2000,

Hitachi, Tokyo)를 이용하여 600 nm에서 흡광도를 측정하여 관

측하였다. 질산이온 흡수는 균주의 배양중 배지에 남아있는 질

산이온의 양을 정량분석하여 측정하였고, 제거된 질산이온의 양

을 백분율로 표시하였다. 질산이온의 농도는 질산이온전극과 표

준전극(double junction reference electrode)을 이용한 이온분석

기(Ion Selective Analyzer, Orion 960 ISE meter, Beverly,

MA)를 사용하여 측정하였다[Kang과 Hong, 2004]. 표준용액과

토양추출시료는 50:1 (v/v)의 비율로 이온강도조정용액(ISE)을

섞어주었다. 전극은 사용하기 전에 50 ppm의 질산이온 표준용

액에 2시간동안 안정화시키고, 분석 전에 5 ppm과 50 ppm의

질산이온표준용액을 사용하여 보정하였다.

배양중 배지의 pH 변화측정. 조제한 배지에서 균주의 성장

에 따른 배지의 pH 변화를 측정하였다. 조제한 배지는 다량의

단백질 및 펩티드 성분과 인산염 등을 함유하고 있어 자체적인

완충력을 가짐으로 별도의 완충액을 첨가하지 않았으며, 따라

서 배양전 배지의 초기 pH 조정은 가능한 적은양의 산과 염기

를 사용하여 이루어졌다. 즉, PAF 배지를 pH 5에서 pH 9까지

조정하기 위하여, pH 5, 6, 7은 묽은 HCl, pH 8, 9는 묽은

NaOH 용액을 사용하였다. 배지의 pH 변화는 pH 측정기(M-92,

MeterLab Co., Lyon, France)로 측정하였다.

상업용 재료를 이용한 배지제조. GG0461 균주의 대량생산을

위한 배지개발을 위하여 다양한 상업용 재료를 조사하였다. 균

주의 성장효과가 확인된 PAF 배지의 성분을 상업용 제품으로

대체하기 위하여 시중에서 판매되는 상업용 tryptone, MgSO4,

K2HPO4, glycerol과 효모추출물을 구하였으며, 이들을 이용하여

배지를 만들고 GG0461 균주의 성장과 질산이온 흡수를 측정

하였다.

결과 및 고찰

질소원에 따른 균주의 성장 및 질산이온 흡수특성. GG0461

균주는 PAF 배지에서 성장이 우수한 것이 확인[Choi 등, 2008]

되었으므로, 균주의 생산을 위한 배지의 개발은 PAF 배지의 성

분을 기본으로 하여 각 성분을 유사한 상업용 재료로 대체하고

질산이온 흡수능을 확인하는 방법으로 이루어졌다. 탄소원으로

는 시중에서 저렴하게 구할 수 있는 식품용 glycerol을 사용하

였고, 질소원으로는 상업용 tryptone을 구하였으나, peptone은

구할 수 없어 대체할 수 없었다. 이들 이외에 질소원으로 대두

박과 효모추출물 등을 구할 수 있었으며, 아미노산 비료로 쓰

이는 생선발효액도 질소원으로 시험에 사용하였다.

상업용 tryptone을 2% 첨가한 배지를 만들고 GG0461 균주

를 접종하였을 때, 8시간 배양 후 균주의 성장은 PAF 배지에

서 얻은 대조구와 같은 정도로 양호하였으며, 질산이온의 흡수

활성도 다른 질소원에 비하여 가장 우수하였다(Fig. 1). 질소원

으로 효모추출물을 2% 가한 배지에서, 배양 후 4시간에 균주

의 성장은 흡광도 1.22로 대조구인 PAF 배지에서의 흡광도

0.57에 비하여 빠르게 증가하여 초기성장은 크게 나타났으나(자

료 미제시), 정체기에 도달하여 균주의 성장량은 대조구에 비

하여 오히려 감소하였고, 질산이온 흡수능도 64%로 대조구의

활성에 비하여 낮게 나타났다. 효모추출물과 tryptone을 각각

1%씩 첨가한 배지에 균주를 배양하였을 때, 균주의 성장에서

도 초기성장 속도가 빨라짐을 확인하였으나, 질산이온 흡수활

성은 PAF 배지 대조군과 tryptone을 2% 가한 배지에서의 질산

이온 흡수에 비해 감소하여 약 72%로 얻어졌다. 배지에 효모

추출물의 첨가시 균주의 초기 성장이 촉진된 것은 효모추출물

에 포함된 다양한 성분 등에 의한 것으로 여겨지나[Kasprow

등, 1998], 이러한 촉진효과가 성장의 초기에만 나타났고, 늦은

대수기와 정체기에는 관측되지 않았다. 한편, 대두박을 2% 첨
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가한 배지에서는 균주의 성장이 매우 낮고 질산이온 흡수활성

이 40% 이하로 나타나, 대두박은 대체를 위한 질소원으로 적

당하지 않음을 확인하였다.

상업용 질소원인 tryptone, 효모추출물, 대두박을 각각 2%씩

가한 배지에 GG0461 균주를 배양하고, 배양온도 27, 37, 47oC

에서 균주의 성장 및 질산이온 흡수력을 비교하였다(Fig. 2). 균

주의 성장은 47oC에서 매우 낮았고, 따라서 질산이온의 흡수활

성도 10% 이내로 나타났다(자료 미제시). 그러나 최적온도인

37oC에서는 균주의 성장과 질산이온의 흡수활성은 모두 왕성하

였으며, 특히 tryptone 2%를 첨가한 배지에서 가장 우수하여 8

시간 배양후 질산이온의 흡수는 87%로 확인되었다. 효모추출

물 첨가배지에서는 tryptone 첨가 배지에 비하여 균주의 성장과

질산이온 흡수능 모두 감소하여, 질산이온 흡수는 61%로 측정

되었다. 대두박을 첨가한 배지에서의 균주의 질산이온 흡수는

약 30%로 매우 낮았다. 한편, 27oC에서는 모든 조건에서 균주

의 성장과 질산이온 흡수능이 tryptone 첨가배지에서 우수하였

으나, 37oC에서의 측정한 활성에 비하여 낮았다.

질산이온 흡수에 따른 배지의 pH 변화. 배지의 질소원으로

tryptone을 2% 사용하였을 때, 균주의 성장은 pH 7에서 가장

우수하였으며, pH 7에서의 흡광도 1.61에 비하여 pH 6과 pH

8에서는 각각 0.93과 1.31로 상대적으로 낮은 성장을 보였다

(Fig. 3). 같은 조건에서 질산이온 흡수활성을 측정하였을 때,

pH 7과 8에서는 각각 86와 72%로 우수한 질산이온 흡수를 보

였으나 pH 6에서는 흡수력이 감소함을 확인하였다. pH의 변화

에 따른 균주성장 및 질산이온 흡수능의 변화는 상업용 tryptone

으로 질소원을 대체하였음에도 대조실험과 비교하여 큰 감소를

보이지 않았으며, 특히 pH 7과 8에서는 이들 활성이 우수하

였다.

질산이온을 첨가하지 않은 배지에서 상업용 질소원을 2%씩

가하고 균주를 배양하며 배지의 pH 변화를 측정하였다(Fig.

4A). 먼저, tryptone을 2% 첨가한 배지에서는 균주 성장에 따

라 배지의 초기 pH 7이 크게 변하지 않았다. 배양 2시간 후,

배지의 pH는 0.2 감소하였으나, 배양시간 경과에 따라 배지의

pH 변화는 오히려 작아져 pH 7에 근접하였다. 반면, 효모추출

물과 대두박을 2%씩 첨가한 배지에서는 pH가 크게 낮아져 8

시간 배양 후 각각 5.6과 5.8로 산성화가 일어났다. 배양시간동

안 pH 변화량을 동일한 조건에서 비교하였을 때, tryptone 배

지에서는 균주의 성장에 따른 pH의 변화가 거의 없었으나, 효

모추출물과 대두박을 첨가한 두 배지에서는 시간이 지날수록

상당한 pH 감소가 측정되었다. 이러한 결과로 tryptone을 2%

첨가한 배지에서 균주의 성장에 따른 배지의 pH 변화가 작아

균주의 성장 및 질산이온 흡수활력유지에 유리하였으나, 다른

두 질소원을 첨가한 배지에서는 성장에 따른 배지의 산성화로

활력이 좋은 균주의 생산에는 불리함을 확인하였다.

질소원과 동시에 질산이온을 50 mM 첨가한 배지에서는 균

주의 성장시 배지의 산성화가 배지에 따라 다르게 나타났다(Fig.

4B). Tryptone을 2% 첨가한 배지에서 균주를 6시간 배양하였

을 때, 배지의 pH는 약 0.3 감소하였다. 그러나, 효모추출물이

나 대두박을 첨가한 배지에서는 질산이온 첨가로 배지의 산성

화가 감소하였다. 특히, 효모추출물을 첨가한 배지에서 pH는

1.5 감소하였으나, 질산이온을 추가로 첨가한 경우에 pH는 0.9

감소하여 배지의 산성화가 작게 나타났다.

배지의 초기 pH에 따른 배지의 pH 변화. GG0461 균주는

Fig. 3. Effect of tryptone and pH on microbial growth and nitrate

uptake. Nitrogen source of PAF medium was replaced with 2%
commercial tryptone.

Fig. 1. Effects of various nitrogen sources on the microbial growth

and nitrate uptake. Con, control; T2, 2% tryptone; Y2, 2% yeast
extract; T1+Y1, 1% tryptone plus 1% yeast extract; S2, 2% soybean
meal.

Fig. 2. Effect of incubation temperature on the microbial growth

and nitrate uptake. Tryp, 2% tryptone; Yeast, 2% yeast extract.
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염기성 조건의 PAF 배지에서 성장과 질산이온 흡수활력이 증

가하였다[Choi 등, 2008]. 이러한 사실은 균주의 질산이온 흡수

와 수소이온 농도가 서로 관련이 있음을 의미한다. 따라서,

tryptone을 첨가한 배지에서 균주의 성장에 따른 pH 변화를 배

지의 초기 pH를 변화시키며 측정하였다(Fig. 5A). 먼저 질산이

온을 첨가하지 않은 조건에서, 배지의 초기 pH를 8과 9로 조

정하였을 때, 8시간 배양후 배지의 pH는 약간의 감소를 보여

산성화하였으나, 배지의 초기 pH를 5와 6으로 하였을 때는 배

양중 pH가 증가하여 pH 7로 수렴하였다. 한편, 배지에 질산이

온 50 mM을 첨가한 염기성 조건에서, 배지의 산성화가 크게

나타났으나, 산성조건에서는 질산이온이 없는 대조구에 비하여

pH 7로의 수렴이 작게 나타났다. 즉, 질산이온을 첨가한 조건

에서는 배지의 초기 pH에 관계없이 배지는 산성화되었다.

이러한 결과로부터 질산이온의 존재시에 나타나는 배지의 pH

변화 경향을 알기위하여, 각 pH 조건에서 질산이온을 첨가한

배지의 pH 변화값으로부터 질산이온을 첨가하지 않은 배지에

서의 pH 변화값을 빼주었을 때의 pH 차이 값을 Fig. 5B에 나

타냈다. 이 결과는 각 pH 값에서 GG0461 균주가 질산이온의

흡수에 동반하는 배지의 산성화를 나타내는 것으로, GG0461

균주는 pH 6 이상의 배지에서 초기 pH가 증가할수록 더 크게

배지를 산성화함을 나타낸다. 이것은 기존의 연구에서 GG0461

균주가 염기성 배지에서 질산흡수능이 증가한다는 결과[Choi

등, 2008]를 고려할 때, 질산이온 흡수는 배지의 산성화를 동반

한다는 것으로 NO3

−/H+ antiporter의 활성에 의함을 나타낸다.

이 antiporter의 활성에 의한 질산이온의 흡수시 배지의 산성화

는 cyanobacteria에서도 보고[Incharoensakdi와 Laloknam, 2005]

되었으며, GG0461 균주도 질산이온의 흡수시 수소이온의 분비

를 동반하여 배지를 산성화하며, 이러한 효과는 pH 6 이상의

배지에서 관측되어 배지가 염기성일수록 크게 나타났다.

한편, 효모추출물이나 대두박을 첨가한 pH 7의 배지에서는

tryptone을 첨가한 배지에서와 다른 결과를 보이나, 이것은 이들

성분이 아미노산과 단백질뿐만 아니라 다른 생체물질의 복합물

에서 오는 효과로 여겨지며[Kasprow 등, 1998], pH 변화에 대한

단계적 실험을 수행하여야 자세한 분석이 가능할 것이다.

생선발효액에서의 균주 생육특성. 저렴한 가격에 판매되는 생

선발효액을 질소원으로 균주의 생육효과를 조사하였다. Fig. 6

은 생선발효액, 글리세롤, 옥수수 전분당(corn syrup), 그리고 두

가지 염의 효과를 측정한 것이다. 생선발효액을 2% 첨가한 배

지에서 GG0461 균주를 10시간 배양후 측정한 균주의 성장은

매우 낮았다. 여기에 마그네슘과 인산의 염을 첨가하면, 균주

성장은 약 30%, 질산이온 흡수는 2배 증가하였다. 염류에 더

하여 탄소원인 옥수수 전분당과 글리세롤을 첨가하였을 때, 균

주 성장과 질산이온 흡수는 더욱 증가하였으며, 글리세롤 첨가

시에 최대 성장과 흡수를 보였다.

Fig. 5. pH changes in the media at different initial pH’s. (A) pH
difference before and after incubation at the indicated initial pH. (B)
pH difference obtained by subtracting the pH of control media from
the pH of nitrate-added media.

Fig. 4. pH changes during the incubation of GG0461. Acidification
upon microbial growth in the media containing various nitrogen
sources was measured in the absence (A) and presence (B) of 50 mM
nitrate. Tryp, 2% tryptone; Yeast, 2% yeast extract; Soy, 2% soybean
meal.
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그러나, 생선발효액을 질소원으로 하는 조건에서 균주의 성

장과 질산이온 흡수력은 tryptone을 첨가한 배지에서 얻은 생육

효과에는 크게 미치지 못하였다. 균주성장은 흡광도로 1.5에 미

달하였으며 질산이온 흡수도 45% 정도로 tryptone 배지의 결과

에 비하여 매우 낮게 나타났다. 다만, 배양시간을 40시간으로

4배 증가하였을 경우 tryptone 배지에서 얻은 결과와 근접하는

결과를 얻었다. 균주의 성장이 지연되는 것은 생선발효액중 포

함된 여러 성분들에 기인하는 것으로 여겨지나, 현재 생선발효

액의 자세한 성분분석은 이루어지지 않았다. 배양시간을 증가

시키는 것은 균주 생산비용 증가와 배양 중 오염 가능성을 높

이는 것으로, 생선발효액의 사용은 tryptone에 비하여 장점보다

단점이 많은 것으로 판명되었다. 이러한 결과는 아미노산 비료

로 사용하는 생선발효액도 균주 생산에 저렴하게 이용할 수 있

겠으나, 균주 배양에 많은 시간이 소요되어 상업용 tryptone에

비하여 균주생산 효율성은 떨어지는 것으로 나타났다.

본 연구는 GG0461 균주의 대량배양용 배지를 개발하기 위

한 기초연구로 수행되었다. 배지의 개발은 균주의 성장과 질산

이온 흡수에 최대 활성을 보여준 PAF 배지 성분에 준하여, 배

지를 구성하는 각각의 성분을 동일한 이름으로 판매되고 있는

상업용 제품으로 대체하였다. 배지의 효과 확인은 균주 배양 중

특성변화를 최소화하기 위한 기준으로 질산이온 흡수능을 측정

하였고, 배지 중 pH 변화를 관측함으로써 질산이온 흡수특성

에 변함이 없음을 확인하였다. 결론적으로 GG0461 균주는 2%

tryptone과 1% glycerol, 0.15% K2HPO4, 0.15% MgSO4을 첨

가하여 배양하였을 때, 균주의 성장과 질산이온 흡수가 최대로

얻어졌으며, 이러한 조건에서 균주의 질산이온 흡수에 필수적

인 NO3

-/H+ antiporter 활성이 높게 나타남을 확인하였다.

초 록

농업 환경 중에 과잉으로 축적한 질산이온의 제거를 위하여,

질산이온 흡수력이 우수한 Enterobacter amnigenus GG0461 균

주를 분리하였다. 이 균주는 Pseudomonas agar F (PAF) 배지

에 배양하였을 때, 3,000 ppm (50 mM) 이상의 질산이온 흡수

가 가능하므로, 농업용 토양, 축산폐수, 산업폐수를 포함한 오

염된 환경의 질산이온 제거를 위한 좋은 후보 균주가 될 수 있

다. GG0461 균주의 대량생산을 위한 상업용 배지를 개발하기

위하여 PAF 배지 성분을 상업용 재료로 대체하고, 균주의 성

장과 질산이온 흡수 활력을 측정하였다. 탄소원인 글리세롤은

상업용 제품으로 대체하였고, 질소원으로 tryptone과 효모추출

물, 대두박, 생선발효액을 배양실험에 사용하였다. 균주의 성장

과 질산이온 흡수활력은 2% tryptone을 첨가한 배지에서 가장

우수하였고, 효모추출물, 대두박, 생선발효액의 순으로 효과가

나타났다. Tryptone을 2% 첨가한 배지에서 균주의 질산이온 흡

수는 배지의 pH를 낮추었으며, 이것은 질산이온의 흡수가

nitrate/proton antiporter의 활성으로 나타남을 의미한다. 이상의

결과에서 상업용 tryptone을 사용한 배지는 균주의 생리활성에

적합하였으며, peptone을 제외한 PAF 배지의 각 성분은 그것에

해당하는 상업용 재료로 대체할 수 있었다. 결론적으로,

GG0461 균주의 배양을 위한 상업용 배지성분 조성은 2%

tryptone과 1% glycerol, PAF 배지를 위한 무기이온들로 결정하

였다.
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