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ABSTRACT : Lentinula edodes liquid spawn growth under explosive aeration (supplying air with tiny bubbles) and soybean meal
addition to liquid culture medium were investigated in terms of mycelial growth and residual free sugar content. The two
treatments were effective for homogeneous culturing of mycelial spawn and for separating colonies during multiplication after an
exponential growth period without limiting sustaining nitrogen nutrients. The mycelial growth and carbon dioxide concentration
were greatest on the 13th day since the inoculation. At 12th day, however, free sugars were almost depleted in the upper part of
the liquid medium. Total nitrogen content within precipitated mycelia was the highest at the 13th day. Chitin and sucrose contents
in the mycelia were the highest at the 18th day, but ergosterol content became highest at 22 days. These results suggest that
Lentinula edodes liquid spawn is ready in 18 days after inoculation.
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서 론

우리나라에서 표고(Lentinula edodes)는 생산량이 약
45,000톤이고 생산액이 약 2,200억원에 달하는 중요한 버
섯품목이다. 최근에는 원목을 이용하는 표고 생산방식은 참
나무 원목자원 구입이 어려워지고, 노동력이 부족하여 참
나무톱밥을 이용하는 봉지재배 방식으로 전환되어서 이 방
식에 의한 표고 생산비율이 30~40%에 이르고 있다. 기존의

톱밥봉지재배에서는 톱밥종균을 이용하고 있으나, 액체종
균으로 접종하는 방식이 매우 효율적임이 연구되고 있다
[1].
표고 톱밥재배에서 액체종균은 톱밥종균에 비하여 배지
점유속도가 신속하여 효율적인 것으로 알려졌고[2], 실제
로 톱밥종균 접종으로 보통 120일 걸리는 톱밥배지 생산기
간이 액체종균 접종으로 90일로 단축되었다[3]. 그리고 이
표고 액체종균의 대량 생산(8 L)에 최적인 C/N율은 13.1로
보고되었다[4].
일반적으로 버섯의 액체종균이 고체종균에 비하여 좋은
장점이 있지만, 느타리, 팽이 등의 다른 버섯에 비하여, 표
고 균사체의 액체배양은 생육속도가 느리고 배양 중 오염
가능성이 높아 산업화가 어려운 실정이다. 그리고 액체종
균의 균체량의 밀도가 낮으면 배지에 접종하였을 때에 활
착이 지연되고, 균일한 배양이 되지 않으며 오염되기 쉽다.
따라서 배지에 접종 후 표고균사 활착을 신속하게 하고, 균
사생장을 균일하게 하기 위해서는 액체종균의 밀도가 높은
것이 유리하다. 따라서 이 표고 액체종균의 밀도를 높이고
오염을 줄여 품질을 높이는 것이 절실하다.
본 연구에서는 표고 액체종균을 대량(140 L) 배양할 때
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에, 접종원을 고속균질기로 균질화하여 투입하고 산소를
폭기방법으로 공급하고, 균체가 다량으로 형성되는 대수기
및 대수기 이후에 균체가 이용할 수 있도록 질소양분을 대
두박으로 충분히 공급하였다. 그 결과 배양액과 균사체가
분리되지 않는 고밀도 액체종균을 만들 수 있었으므로, 이
러한 배양과정에서 액체종균의 품질을 균사체 내 밀도와
양분 함량으로써 알고자 하였다.

재료 및 방법

액체종균 제조
본 시험에는 표고 품종 산조701호를 사용하였다. 원균은

PDA (potato dextrose agar) 사면배지에서 24oC에서 13일
동안 배양되었다. 표고균사 대량 배양을 위한 액체종균 배
양액은 증류수 1 L에 설탕 30 g, 탈지대두박(soybean meal)
3 g, MgSO4·7H2O 0.8 g, KH2PO4·12H2O 0.8 g, 펩톤 0.8 g,
목초액(유기칼) 0.67 mL, 안티폼 204 (Sigma, A-6426) 2~3
방울을 첨가하고, 1 L 삼각프라스크 내에 500 mL씩 넣고,
면전하여 121oC에서 60분간 고압살균되었다. 그리고 PDA
에서 배양된 산조701호 배양체(1 cm 직경) 8~9개 조각을
1 L 삼각프라스크 내 500 mL 액체배지에 접종하여 배양초
기에는 정치하고 배양후기에는 진탕(90 rpm)하면서 15~20
일간 배양하였다.
표고 액체종균을 대량 증식배양하기 위하여, 약 150리터
배양액통(지름 40 cm, 높이 120 cm)에 수도물 140 L, 설탕
4.2 kg, 대두박 0.98 kg, MgSO4 70 g, K2HPO4 70 g, 목초액
(유기칼) 93.3 mL, 안티폼 204 (Sigma, A-6426) 5~6 mL를 넣
었고, 이때의 pH는 6.2였다. 배양액통 전체를 고압살균한
후, 24시간 지하수로 용기를 냉각시켰다. 여기에 최근 배양
된 액체 접종원 700 mL를 고속 균질기로 12,000 rpm에서
40~60초 동안 균질화한 후 무균실에서 접종하였다. 이 배
양액통에 직경 50 mm × 0.2 µm의 필터(Pall Co.) 3개를 직
렬로 연결하여 공기압 2.0 kg.f/cm2

로 폭기하면서 표고균사
를 배양하였다. 폭기는 내경 지름 13~15 mm관에 연결된
내경 1 mm의 가느다란 10개 분지관을 통하여 압력 공기를
주입하는 것으로, 이를 통하여 배양액에 산소를 공급하면
서 배양액도 순환시켰다. 배양실 온도는 20~22oC로 조절하
였고, 폭기 진행 중인 배양기내부의 이산화탄소 농도는 배
출구에서 IAQ (Indoor Air Quality)-CALC7545 (TSI Co.)
측정기로 측정하였다.

대두박 증량처리
액체배양에서는 배양 대수기에 많은 에너지와 양분이 지
속적으로 필요하기 때문에 지효성 질소원(N)인 대두박(soy-
bean meal)을 증량하였다. 즉 대두박을 배양액 140 L에, 대
조구에서는 0.35 kg, 증량 처리구에서는 0.98 kg를 넣어서,
액체종균의 C/N율을 13.1[4]과 4.3으로 하여 배양시킨 균
사량을 비교하였다 (Table 1).

배양 균사 생중량 측정
배양된 표고 균사체의 생중량을 측정하기 위해서 폭기 배
양 중인 140 L 중에서 매일 1 L씩 분획하여 분석시료로 사
용하였다. 분획시료에서 부유 균사를 1시간 동안 침전시켜
서 배양된 균사체 부피(mL/L)를 측정하고, 원심분리하여
생중량(g/L)을 측정한 후, -10oC에 냉동보관하면서 화학적
특성 분석에 이용하였으며, 실험에서 각각의 결과는 매일
분취한 1 L 용량에 대하여 서술하였다.

접종 전 오염검사
액체종균은 수분과 양분이 풍부하고 폭기로 배양되므로
오염되면 급격히 증식되고 배양액 내 빠르게 분산된다. 따
라서 폭기 배양 4일째부터 매일 배양균사체를 채집하여 슬
라이드 글라스에 올리고 진한 Giemsa Staining Solution
[關東化學(株), Cica-Reagent 100 mL Cat No. 17596-23]을
떨어뜨려 균사체와 세균류를 40~60초 동안 염색시킨 후
슬라이드 뒷면으로부터 증류수로 씻어낸 후 건조시켜 현
미경에서 100~1000배율로 오염여부를 조사[5]하고 오염
된 배양액통은 제거하였다.

액체종균의 화학적 특성 분석
배양균사체 내 총질소(T-N) 함량 분석은 경기도 농업기
술원에 의뢰하였다. 표고 균사체 0.1 g에 진한 H2SO4 25 mL
와 황산염 촉매제를 넣고 350oC에서 30분간 분해한 시료를
냉각시킨 후, 45% NaOH 60 mL, 진한 H2SO4 2~3방울을 가
하여 나온 증류용액을 0.5 N-H2SO4로 적정하여 질소 함량
을 계산하였다.
환원당은 Luchsinger와 Cornesky[6] 그리고 Nelson[7]의
방법을 준용하여 정량하였다. 표고 액체종균을 원심분리
(3,000 rpm, 10 min)하여 상층액 10g에 증류수 40 mL를 가
하여 50 mL로 정용하였다. 시료액 1에 혼합시약(A:B=25:1,
A=증류수 1 L 내에 무수 NaHPO4 25 g, C4H4O6KNa·4H2O
25 g, NaHCO3 20 g, 무수Na2SO4 200 g, B=증류수 200 mL
내에 CuSO4·5H2O 30 g, 진한 황산 4방울)을 0.5 mL 첨가하
여 20분간 가열, 냉각 후 C액(증류수 450 mL 내에 (NH4)6

Mo7O24·4H2O 25 g, 진한 황산 21 mL, 증류수 25 mL 내에
Na2HSO4·7H2O 3 g)을 1 mL 첨가하고 실온에서 반응시킨
후, 증류수 5 mL를 혼합하여 520oC에서 흡광도를 측정하
였다. 환원당 함량은 글루코오스로 검량선을 작성하여 시
료의 환원당 함량을 산출하였다.
키틴 분석은 Hyun[8]의 시험방법을 준용하였다. 동결된
시료 0.16 g을 칭량하여 6 N HCl 5 mL를 넣고 100oC 중탕
기에서 4시간 동안 가수분해 시켰다. 실온에서 30분 간 방
치 후 110 mm 여과지(No. 2)로 여과한 액을 증류수를 사
용하여 50 mL로 정용하였다. 5 N NaOH을 사용하여 pH
5.7로 조정한 다음 시험관에 피검물 2 mL와 4% acetylace-
tone 0.5 mL를 혼합하고, 90oC 온탕에서 110 rpm으로 흔들
면서 1시간 반응시켰다. 시험관을 실온에서 10분간 방치
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한 후 95% 에탄올 4 mL, Ehrlich 시약 0.5 mL와 증류수 3
mL를 첨가하여 530oC에서 흡광도를 측정하였다. 에르고스
테롤 함량 분석은 Pasanen 등[9]과 Koo 등[10] 등의 방법에
따랐다. 유리당은 Im 등[11]과 Jung[12]의 시험방법을 준용
하여, 표고 균사체 시료 20 g을 80% 에탄올 100 mL에 넣은
후 85oC 온탕에서 30분 간 초음파로 추출한 후 80% 에탄올
100 mL을 가하여 0.45 µm 멤버레인 필터로 여과한 후 프락
토스, 글루코스, 말토스, 수크로스, 락토스를 HPLC로 분석
하였다.

결과 및 고찰

대두박 첨가에 따른 균사 생장
폭기 배양 17일째에 분획된 시료를 1 L의 매스실린더에
서 1시간 동안 침전하여 얻은 균사체 부피(mL/L)는 대조구
에서 68 mL/L인데 비하여, 대두박 증량 처리구에서는 85
mL/L로 25% 더 증가되었다. 이 분획된 1 L의 용액을 원심
분리하여 얻은 균사체 생중량은 대조구 35.7 g/L에 비하여,
대두박의 증량 처리구에서 64.5 g/L로 80.7%가 증가하였다
(Table 1). 이처럼 대두박 추가 첨가로 균사체 생중량이 많
이 증가한 것은 기존 액체종균[13]에서의 영양원이 많이 부
족하다는 것을 의미한다.
그리고 배양 17일째 현미경에서 관찰한 결과, 대두박은
거의 대부분 분해된 상태였다. 이렇게 표고균사가 충분히
자라서 액체배지 내에 대두박이 거의 분해되는 시점에서
액체종균을 톱밥배지에 접종할 경우에는, 오염이 되지 않
으면서 활착이 잘 진행되었다[5]. 그리고 대두박은 폭기
배양 중에 균사가 서로 뭉치지 않고 독립 입자로 자라도록
지지체 역할도 하였다. 이처럼 균사 지지체 역할을 하는 것
으로는 수용액에 완전히 용해되지 않는 보리나 밀 등 부유
성 당화 배지도 효과가 있다[14].

액체 종균 배양기간 중 이산화탄소의 발생량 변화
배양 중 이산화탄소 농도와 균체내 질소함량을 측정한
결과, 이산화탄소 농도는 폭기 시작 일부터 증가하다가 13
일째 3000 ppm으로 최고에 이른 후 서서히 감소하였고, 균
체 내 질소함량은 13일째 급격히 축적된 후 다시 급격히 감
소한 후 안정화되었다(Fig. 1). 그러나 배양기에서 분취한

1 L를 1시간 정치하여 조사한 균체량은 폭기 7일째부터 지
속적으로 증가하였다(Fig. 2, 3). 따라서 액체종균 배양기에
서 균체량과 배출되는 이산화탄소 농도는, 배양 초기부터
13일째까지는 함께 증가하였다. 이 결과는 균체량이 점점
증가하는 동안 균사활성은 왕성하였으나, 초기 투입된 질
소영양원이 점차로 고갈되면서 균사활성이 감소하고, 균체
내 축적된 양분이 재활용됨으로써 균사생장이 안정화되기
때문으로 생각되었다. 위 결과는 팽이의 액체 종균배양에
서는 배양 5일째에 이산화탄소 농도가 2,495 ppm으로 최대
농도에 도달하였으나, 균사증가속도와 이산화탄소 배출농
도가 일치하지는 않았다고 하는 보고[5]를 뒷받침하였다.
액체 종균 내 균사체량은 투입된 영양원, 배양 온도, 폭기
되는 공기량, 폭기구 구조, 접종원의 상태와 투입량 등에
따라 달라지는 것으로 보고된 바 있다[15]. 따라서 이와 같
이 폭기 배양 중의 배출구에서의 이산화탄소 농도의 측정
으로 액체 종균의 제조 상황을 수치적으로 확인이 가능할
것으로 판단되었다.

액체종균 배양시 균사 생중량 변화
액체종균 내 균사생장량은 폭기 배양 9일째까지 지속적
으로 증가하여 13일째에 최대 (생중량 81 g/L)가 되고 이후

Table 1. Gravitationally precipitated mycelial volume and fresh mycelium weight per 1 L liquid spawn culture fraction of
Lentinula edodes while explosive aeration

Measurement Treatment (C/N ratio)

Mycelial volume (mL/L)

Date of culture fraction collection

6th 9th 11th 13th 15th 17th

Gravitationally
precipitated mycelium

Control (13.1) 11 25 36 48 64 68

Soybean meal addition (4.3) 18 43 58 61 84 85

Fresh pure mycelium
Control (13.1) 10.1 15.6 14.3 30.1 32.4 35.7

Soybean meal addition (4.3) 25.1 38.6 61.9 71.2 56.3 64.5

Fig. 1. Concentration of carbon dioxide (ppm) emitted from
explosively aerated liquid spawn culture of Lentinula edodes
and nitrogen content in the mycelia.
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부터는 감소하였다(Fig. 3). 하지만 겉보기 균체량은 폭기
배양 23일째까지도 증가하였다(Fig. 2). 이에 비하여 실제
균체량이 13일째 이후 감소한 것은, 배양액의 투명도가 높
아진 것과 대두박 입자가 감소한 것을 확인한 결과, 균사체
둘러싸인 대두박 입자가 분해되었기 때문인 것으로 판단되
었다. 겉보기 균사는 균사체간의 활력과 호흡으로 배출된
이산화탄소 가스에 의한 부유 상태가 혼합된 것이므로 이
를 균밀도가 높은 것으로 판단할 수는 없었다. 또한 원심분
리된 균사체 중량은 첫째 날부터 8일째까지는 점진적으로
약간 감소되었는데(Fig. 3), 이는 첨가된 고형 대두박이 원
심분리할 때에 균사체와 함께 침전되어 포함된 것으로, 균
사생장과 함께 점차 용해되어 감소한 것으로 생각된다. 즉
균사벽의 실제 구성물인 키틴분석 결과(Fig. 4)에서 보면,
균체량은 배양 11일째까지는 느리게 증가하였고 그 이후에

대수적으로 급격히 증가하였다. 한편 15일째 이후 균사량
의 변동(Fig. 3)은 140 L 배양액으로부터의 시료채집 오차
에 의한 것으로 생각된다. 이런 변동의 원인은 명확하게
밝혀진 것이 아니므로, 이 결과는 균사생장량, 균체 내 유
리당 탄수화물, 키틴과 에르고스테롤의 배양일수에 따른
전체적 변화 경향으로 이해하는데 국한된다고 생각한다.

Lee 등[2]은 8 L 용량의 표고 액체종균을 17일간 배양하
여 균사 건중량 106 mg/40 mL(= 2.6 g/L)을 얻었다. 본 연구
에서는 같은 기간 동안에 140 L 배양액에서 액체층과 균사
층이 분리되지 않는 고밀도로 부유된 표고 액체 균사체 약
55 g/L를 얻을 수 있었다. 그리고 이를 톱밥배지에 2 kg.f/
cm2
의 압력으로 스파이럴형 노즐로 균사체를 분산시키면

서 접종하였을 때, 24시간 후에는 배지에서 하얀 표고균사
가 활착되는 것(Fig. 6)을 확인하였다.

Fig. 2. Mycelial growth of Lentinula edodes by volume (mL/L). These are daily fractions collected from explosively aerated
liquid spawn culture of L. edodes. Arrow indicates height of one-hour gravitationally precipitated mycelium volume.

Fig. 3. Changes in fresh mycelial weight, chitin and ergoste-
rol contents in the mycelia daily collected fractions from ex-
plosively aerated liquid spawn culture of Lentinula edodes.

Fig. 4. Mycelial growth and changes in reducing sugar con-
tents in upper solution in daily fractions collected from ex-
plosively aerated liquid spawn culture of Lentinula edodes.
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액체배지 내 에너지원과 배양 균사체 내 키틴 질소 에르고
스테롤 함량 변화
액체배지 내 환원당 함량은 접종시 60 g/L에서 배양 11일
째까지 계속 감소하여 약 90%가 소비되었다(Fig. 3). 이것
은 글루코스를 20 g/L 함유한 배지에서 구름버섯 균사체가
배양 6일째 환원당을 거의 소비한 것[16]보다는 느렸다. 한
편 균사체내 유리당 함량은 배양 8주째부터 증가하여 18일
째에는 5종 총유리당 함량은 최대치인 88.0 mg/kg 되었으
며 이후에는 점점 감소되었다(Fig. 5). 이런 변화는 균사체
내 수크로스 함량의 변화와 거의 일치하며(Fig. 5). 키틴함
량 변화(Fig. 4)와도 유사한 경향이었다.
표고 액체종균의 폭기 배양 중 균사체 내 총질소(T-N)함
량은 균사생장과 함께 점진적으로 증가하였다(Fig. 1). 이
것은 균사 생중량 변화(Fig. 4)과 거의 일치하였으며, 폭기
배양 13일째에 최고치를 보였고 첨가된 영양원이 고갈되
는 후기에는 현저히 감소되었다. 따라서 균사체 중에 최고
의 농도를 보인 13일째에도 균사가 배양액을 충분히 채우
지 못한 상태이므로, 처음에 첨가되는 영양원들을 더 많이
투입할 수 있다고 생각한다.
표고 액체종균의 폭기 배양 중에 일별 분획된 배지 내
키틴 함량의 증가는 왕성한 호흡이 이루어지는 증식 대수
기 이후이며, 키틴 함량이 가장 많은 시기는 배양 18일째
였다(Fig. 4). 폭기 배양 23일째에 겉보기 균사체량은 계속
증가한 것으로 보이지만 실제 균사벽 성분인 키틴함량은

오히려 감소하였는데, 이 시기에는 영양원의 고갈과 함께
균사의 노화현상에 의한 자가소화 현상이 있었다고 생각
된다.
한편 에르고스테롤은 곰팡이 세포 내 원형질 내 분포하
는 스테롤물질로서 실제 활력있는 세포질 함량을 추정하
는 데 이용된다[10]. 이번 결과에서 에르고스테롤 함량(Fig.
4)은 호흡량이 가장 높고 균체내 질소축적량이 가장 높은
13일째 높았으며(Fig. 1), 균체량이 많고(Fig. 3) 균체내 총
질소량(Fig. 4)이 최대가 된 때와 거의 일치하였다. 한편
에르고스테롤 함량은 12일째 거의 최고점인 112.8 mg/L에
도달한 후 급속히 감소하였고, 다시 점차로 증가하여 22일
째에 최고점 120.7 mg/L에 도달하였다. 이런 불일치 현상
은 배양액 내 당의 고갈, 균사체 내 당의 축적량, 질소함량,
키틴함량, 에르고스테롤 함량 변화와 관련하여 보다 상세
한 연구가 필요하다는 것을 나타낸다. 배양 후반기 15일째
이후 키틴 함량이 높지만 균체량과 에르고스테롤 함량이
이에 비례하지 않은 것은, 실제로는 과숙한 균사에는 균사
벽만 있고, 원형질이 적다는 것을 의미한다. 이것은 배양
15일 째부터 호흡량이 감소한 것으로도 설명이 된다.
따라서 액체배양체 내 균사활력, 배양균사량, 키틴함량,
에르고스테롤함량, 액체 배지 내 유리당 함량과 균사활력
등으로 판단하여 볼 때, 가장 적합한 액체종균은 폭기 배양
18일 전후였다. 하지만 액체종균의 제조방법에 따라서는
폭기 배양일 수를 단축할 수도 있을 것으로 판단되었다.

액체종균의 오염여부와 배출공기의 이산화탄소 농도변화
한편, 표고균사의 액체종균 배양법은 신속하게 대량 배양
할 수 있고, 효율적으로 접종할 수 있으며, 초기균사생장
속도가 빠르다는 장점이 있다. 그럼에도 불구하고 극소량
의 오염균이라도 존재하는 경우에는 그 피해가 막심할 수
있으므로, 철저한 접종 전 오염검사를 통하여 오염되지 않
은 액체종균을 사용해야만 한다.

Fig. 5. Changes in free saccharose content in the mycelial
fractions daily collected from explosively aerated liquid spawn
culture of Lentinula edodes.

Fig. 6. Hyphal regrowth from liquid spawn of Lentinula edo-
des within 24 hours after its inoculation into the oak sawdust
medium.
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액체종균을 사용하는 버섯생산현장에서는 정밀한 방법으
로 검사하기에 시간과 비용적인 면에서 한계가 있으므로
액체종균 내의 균체량에 대하여 효율적이고 수치화된 방법
으로 추정할 수 있는 기법이 필요하다. 폭기배양 진행 중에
배출되는 이산화탄소 농도는 배양균사의 호흡량에 따른 것
이므로, 이 농도가 갑작스럽게 증가하는 것은 오염의 증거
가 된다. 또한 예상과는 다른 감소는 배지 내 양분의 고갈
등을 나타낼 수도 있다.

적 요

본 연구에서는 효율적으로 표고 액체종균을 생산하기 위
하여, 액체배지에 폭기방법으로 산소를 공급하고, 대두박
을 첨가하여 표고균사체 생장량과 잔존 배양액의 유리당
함량을 조사하였다. 그 결과 폭기방법은 균질화된 표고균
사가 생장하면서 서로 뭉치지 않고 균질하게 증식하고, 대
두박 첨가는 대수기 이후에도 지효성 질소영양원이 공급
되도록 하는 효과가 있었다. 배양 중 침전 균사체의 중량은
13일째에 가장 많았으며, 배양용기의 배출구에서 이산화탄
소 농도는 13일째에 가장 높았다. 상층 수용액에서 환원당
은 폭기 12일째에 거의 소비되었다. 그리고 배양균사체에
서 총질소(T-N)량은 폭기 배양 13일째에 최고 수준이며, 키
틴함량과 5종의 유리당 중에서 수크로즈함량은 폭기 배양
18일째에 가장 높았으나, 에르고스테롤 함량은 폭기 배양
22일째에 가장 높았다. 이와 같은 결과를 종합적으로 판단
할 경우 표고액체 종균으로서 사용 적기는 균사활력이 가
장 왕성하고 균체량이 많은 배양 18일째로 판단되었다.
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