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ABSTRACT: This study was carried out to investigate the promoting effect of wood flour on the mycelial growth

of Lentinus lepideus and Lentinus edodes. To determine the optimal culture condition, we first examined the tissue

origin of pine flour (Pinus densiflora) including needle, bark, root and xylem. Only the xylem-derived flour

increased mycelial growth compared to no treatment control. The addition of the xylem flour (5 g/l) showed the

highest increase and the glucose level in the basal medium was best at 10 g/l. The smaller particle size of the xylem

flour showed the positive effect on mycelial growth; two-fold increase when supplemented with flour of which par-

ticle size is less than 106 µm in diameter compared to 425 µm. The addition of the xylem flour continuously

increased the mycelial production for 25 days while mycelia stopped growing within 15 days without the xylem

flour. In addition, when woody flour obtained from the different tree species was applied to L. edodes mycelial

culture, all treatments accelerated mycelial production compared to the control. Based on all results described

above, we conclude that the supplementation of woody flour to culture medium may be an another promising way

to increase mycelial production of economically important fungi.
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버섯 균사체의 액체배양은 버섯 생산의 집약적, 생력화

를 위한 액체종균 생산목적으로서(성 등, 1999) 또는 균

사체로부터 식·약용 물질을 생산하기 위해 균사체 대량

배양 연구가 진행되고 있다(Hwang et al., 2003; Xu and

Yun, 2004). 균사체 액체배양은 버섯균의 생활환 중에서

영양세대의 균사체를 수용성의 영양분이 첨가된 액체배지

에서 배양하여 증식시키는 방법이다(Shiio et al., 1974).

균사체의 액체배양을 위한 배지조성은 탄소원으로서 대부

분이 단당류, 이당류와 전분을 사용하고, 질소원으로서 효

모추출물, 펩톤 등 복합질소원을, 그리고 무기성분으로 인

산, 칼륨, 마그네슘 및 미량원소를 사용하고 있다. 그러나

일반적인 배지조성에서는 생장속도가 느리기 때문에 효율

적인 배양을 위해 천연 물질을 첨가하여 배양속도와 생산

량을 높이고 있다(김 등, 1999; 이 등, 1994). 한편 액체배

양 균사체의 유용물질 및 생리활성도를 증진시키기 위한

목적으로도 다양한 천연추출물 등이 배양 배지에 첨가되

기도 한다(문 등, 2004; 김 등, 2006).

잣버섯(Lentinus lepideus)은 소나무 등 침엽수의 갈색

부후균으로서 구멍장이버섯과에 속하는 식용 담자균류이

다. 잣버섯의 열수 추출물인 Lepidan은 세포내의 전사조

절인자인 NF-kB를 특이적으로 활성화 시키며 면역계 세

포의 싸이토카인인 TNF-α, GM-colony-stimulating factor

(CSF) 등의 분비를 촉진, 조절함으로서 면역계 세포 활성

작용에 의한 생체반응조절 물질로서 잠재적인 가치가 있

는 것으로 보고되었다(Jin et al., 1996, 2003a, 2003b;

Jeong et al., 2006). 이러한 이유로 잣버섯의 인공배양방

법에 대한 연구가 시도되고 있다. 그러나 어느 정도 적정

화된 액체배양조건에서도 잣버섯의 건조균사체를 6 g/l 이

상을 생산하는데 어려움이 있는 것으로 나타났다(신 등,

2003).

균사체는 액체나 고체매질내의 영양분을 이용하기 위해

서는 각종 효소를 세포외로 분비하게 되고 이러한 효소가

기질의 양분을 이용할 수 있도록 분해함으로서 균사체가

흡수하여 생장하게 되고 자실체를 형성하게 된다.

본 연구는 잣버섯 균사체를 대상으로 생장을 촉진하기 위

해 액체배양배지에 고체기질을 첨가함으로써 고체와 액체

배지를 동시에 사용하는 균사체 배양방법을 시도하였다. 고

체의 목분을 첨가한 액체배양방법을 구명하고자 액체 배지*Corresponding author <E-mail : lwy20@forest.go.kr>
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에 고체의 기질 첨가물로서 소나무의 목분을 사용하여 목부

분말도, 목부 첨가량, 배지조성 등에 따른 균사체 생장량을

비교, 분석하였다. 또한 적정화된 고체와 액체 배지 배양조

건에서 표고 균사체의 생장촉진 효과를 검정하였다.

재료 및 방법

공시균주 및 균주 조제

시험에 사용한 잣버섯의 균사체는 자실체로부터 분리하

여 사용하였다. 전배양으로 PDA배지에 배양중인 잣버섯

균사체를 250 ml 삼각플라스크에 잘게 썰어 넣어 진탕기에

서 120 rpm으로 액체배양을 실시하였다. 액체배양된 균사

체를 호모게나이져(Ingenieurbüro, X1030 D)로 13,000 rpm

에서 8초간 분쇄, 균질화하여 접종원으로 사용하였다. 액체

배양 기본배지의 조성(FGM 배지)은 배양액 1,000 ml당

glucose 25 g, yeast extract 2 g, glutamic acid 1 g, biotin

0.5 mg, thiamine 0.1 g, KH2PO4 2 g, MgSO4 0.5 g, 0.1 M

FeCl3 5 ml 및 0.1 M MnSO4 5 ml로 하였다(이 등, 2007).

액체배지내 고체기질 첨가시료(목분) 조제

배지에 첨가하기 위한 소나무는 강원도 홍천군 동면에

서 채취한 30년생을 사용하였다. 소나무 수피, 목질부(목

부), 뿌리, 잎으로 구분하여 채취하였고, 소나무의 목부는

톱밥 제조기를 이용하여 파쇄하여 시료로 사용하였다. 참

나무류 및 현사시는 20~30년생을 채취하여 수피를 제거

한 후 목부만을 톱밥 제조기로 파쇄하여 시료로 사용하였

다. 채취시료는 음건 후 45
o
C 환류온풍건조기에서 건조하

였다. 건조된 시료는 분쇄기를 이용하여 분쇄하였다. 분쇄

된 시료는 250 µm의 체를 사용하여 걸러, 250 µm 이하의

분말을 실험에 사용하기 위한 고체기질로 조제하였다.

고체기질 첨가시료(목분)의 전처리 방법

분말로 조제된 소나무 목분(목부)을 전처리 후 액체배

지 첨가배양에 따른 균사체 생장에 미치는 효과를 분석하

기 위하여 소나무 목부의 열수 추출물, 에탄올 추출 후 잔

사, 알카리 추출 후 잔사, hollow cellulose를 조제하여 처

리하였다. 열수 추출물은 10배의 증류수를 가하여 고압멸

균기에서 120
o
C, 1.2기압으로 1시간 추출하여 원심분리

후 상등액을 동결 건조하여 열수추출물을 조제하였다. 에

탄올 추출 후 잔사는 목분의 10배액의 무수 에탄올을 가

하여 24시간 100 rpm의 진탕기에서 진탕 후 여과하여 잔

사를 70
o
C 항온기에서 건조하여 조제하였다. 알카리 추출

후 잔사는 목분을 10배액의 0.1 N-KOH 용액에 24시간

담가둔 후 여과하였고, 잔사에 염산을 가하여 중화 시

킨 후 70
o
C 항온기에서 건조하여 조제하였다. Hollow

cellulose는 목분에 산과 알카리를 반응 시킨 후 잔사를

70
o
C 항온기에서 건조하여 조제하였다(박 등, 1993). 대조

구로 전처리를 하지 않은 소나무 목부 목분을 사용하였다.

균사체 배양 및 생장량 조사

균사체 배양은 250 ml 삼각플라스크에 100 ml 배지액을

넣은 후 상기에서 조제된 목분 0.5 g을 첨가하여 121
o
C,

1.2 기압으로 멸균 후 잣버섯 균사체를 접종하여 진탕 배

양하였다. 잣버섯 접종원은 5%(v/v) 첨가하여, 24
o
C의

120 rpm 진탕배양기에서 10~15일간 배양 하였다. 사용된

배지는 접종원 배양과 동일한 FGM 배지로서 다만 glucose

의 양을 10 g/l로 하여 배양용 배지로 조제하였다.

생장량 조사를 위해 10 또는 15일간 액체 배양된 균사

체를 4,500 rpm으로 20분간 원심분리하여 잔사를 취하였

다. 잔사의 일부는 건중량 측정(균사체 및 고형 잔사를 포

함)용 시료로 사용하였으며, 일부는 생장량 조사(추정)를

위한 ergosterol 함량분석을 위해 −70
o
C 초저온 냉동고에

보관하여 사용하였다.

균사 생장량 추정을 위한 ergosterol 함량 측정

균사체의 에르고스테롤 함량은 Mottonen 등(1998)의

방법을 일부 변형하여 사용하였다. 즉 냉동보관된 시료에

MeOH 100 ml를 넣어 녹인 후 3분간 sonication(Branson,

8210)하고 EtOH 20 ml와 KOH 10 g을 넣고 80
o
C 환류냉

각장치에서 1시간 사포닌화한 후 여과하여 일정 여액을

분취하여 Hexane으로 3회 분획, 건고 후 메탄올에 녹여

에르고스테롤 함량 측정용 시료로 사용하였다.

에르고스테롤 함량은 HPLC(TSP operating system)에

칼럼은 LiChrospher 100RP-18S(5 µm, 4.6×250 mm)를,

이동상으로 MeOH : H2O=98 : 2의 혼합용액을, 유속은

2 ml/min로 하여, UV검출기(TSP 3000HR) 282 nm에서

측정, 정량하였다.

표고 균사체 배양 및 목분 처리 방법

시험에 사용한 표고의 균사체는 산림1호로 국립산림과

학원에 보관중인 균주를 사용하였다. 전배양 및 실험에

사용한 기본배지는 GYS배지로 조성은 배양액 1,000 ml

당 glucose 20 g, yeast extract 1.5 g 및 soytone 1.5 g로

하였다. 전 배양 방법, 접종원 조제, 목분처리는 방법, 배

양방법, 생장량 조사 및 생장량 추정을 위한 ergosterol 함

량 측정은 상기와 동일하게 실시하였다. 목분은 상수리나

무(Quercus acutissima Carruth.), 굴참나무(Q. variabilis

Bl.), 떡갈나무(Q. dentata Thunb.), 및 현사시(Populus

alba x glandulosa)의 목부를 상기의 방법에 의해 조제된

것을 사용하였다. 배양기간은 15일간 실시하였다.

결과 및 고찰

소나무 부위별 목분에 따른 잣버섯 균사체 생장

잣버섯은 침엽수(주로 소나무, 필자 채집 경험)의 죽은

부위에 발생하는 갈색부후균으로 알려져 있고, 잣버섯 균

사배양 시 침엽수의 부위별 첨가 효과는 평가해 볼 필요
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성이 있다. 본 실험은 소나무 목분이 잣버섯 균사체의 액

체배양 효과를 검정하기 위해 액체배양 배지에 소나무의

채취 부위별에 따라 조제된 목분을 0.5 g 첨가하여 생장량

을 비교하였다.

Fig. 1은 FGM 액체배지에 기질로서 소나무 부위별 목

분을 첨가하여 배양한 결과 ergosterol함량이 대조구(12.1

mg/l)에 비해 목부 분말(15.0 mg/l) 처리구에서 높게 나타

났고, 소나무의 뿌리, 수피 및 잎의 분말 첨가 처리는 같

거나 낮게 나타났다. 따라서 소나무 목부의 분말은 잣버

섯 균사생장에 증진효과가 있는 것을 알 수 있었다.

한편, 생장량 조사는 균사체에 목분이 함유되어 있어

균사체만을 측정하고자 균사체의 세포벽 구성성분인

ergosterol의 양을 분석하였다(이 등, 2007). Ergosterol 분

석은 균사 이외의 다른 매질들이 포함된 것에서 균사체량

만을 조사하는데 적합한 방법으로 자주 사용되는 방법이

다(Ekblad et al., 1998; Pasanen et al., 1999; Imberger

and Chiu, 2001).

소나무 목부의 분말(목분) 전처리 방법에 따른 잣버섯

균사체의 생장량

소나무 목분을 잣버섯 균사체의 액체배양 촉진을 위한

배양기질로서 사용하기 위해 기본배지에 목분을 전처리,

첨가배양하여 균사체 생장효과를 비교하였다. 소나무 목

분을 0.1 N-KOH에 의한 사전 세척후 잔사, 무수 EtOH에

의한 사전 세척 후 잔사, 열수추출물, 소나무 목부로부터

조제된 hollow cellose을 첨가 배양하여 전처리하지 않은

목부 분말 첨가간의 생장량을 비교하였다(Fig. 2). 0.1 N-

KOH 처리 후 잔사(11.3 mg/l), 무처리 소나무 목분(9.7

mg/l) 및 EtOH 처리 후 잔사(9.1 mg/l)에서 ergosterol 함

량이 높아 균사생장의 촉진 효과가 상대적으로 높은 경향

이었고, 열수 추출물 첨가(8.0 mg/l)도 기본배지(6.9 mg/l)

보다는 생장량이 큰 것으로 나타났다. 소나무 목부는 0.1

N-KOH 처리로 페놀물질 등 리그닌 일부가 제거 되어 잣

버섯 생장에 유리한 것으로 추정된다. 그러나 전처리을

하지 않은 목부 분말에서도 높은 균사체의 생산량을 보임

으로서 전처리가 반드시 필요하지 않는 것으로 추정되었

다. 한편 hollow cellulose처리(7.0 mg/l)에서 목분 무처리

구와 같게 나타나 hollow cellulose의 처리효과는 10일 배

양이 아닌 그 이상의 배양 시간이 필요한 것으로 추정된다.

소나무 목분의 분말도 및 첨가 농도가 잣버섯 균사생

장에 미치는 영향

잣버섯 균사체 액체배양 촉진을 위해 첨가되는 소나무

목부의 분말도를 결정하고자 Fig. 3과 같이 목분 분말도

에 따른 균사체 생장량을 비교하였다. Ergosterol 함량이

목분의 분말도가 가장 낮게 처리된 108 µm 이하에서

24.4 mg/l, 108~180 µm에서 19.4 mg/l, 180~425 µm에서

11.6 mg/l, 425~820 µm에서 16.5 mg/l로 나타나 분말도가

낮을수록 균사체 생장량이 높게 나타나 미세 분말일수록

액체 배양배지에 첨가 효과가 큰 것으로 나타났다.

한편 잣버섯 균사체 액체배양에 있어 적정한 목분 첨가

량은 15일간 배양시 Fig. 4와 같이 ergosterol 함량이 목

분 무첨가(21.9 mg/l) 보다 배지액 l당 5 g 즉 0.5%(w/w)

Fig. 1. Supplementation effect of pine (Pinus densiflora) flour

to culture medium on the Lentinus lepideus mycelial

production. The mycelia were grown in the culture

medium containing the wood flour derived from the

different pine tissues including needle, bark, root and

xylem, while no wood flour was added to the control

culture. The biomass including the weight of both

mycelia and wood flour were determined after the

mycelial cultures were grown at 24
o

C for 10 days.

The ergosterol content was shown to represent the

amount of pure mycelia.

Fig. 2. Pre-treatment effect of the pine xylem flour on the

Lentinus lepideus mycelial production. The mycelia

were cultured at 24
o

C for 10 days with the xylem

flour pre-treated as followed. A: Hot water extract, B:

Xylem flour after the extraction of hot water, C:

Xylem flour after extraction with 0.1 N-NaOH, D:

Xylem flour after extraction with ethanol, E: Hollow

cellulose derived from the xylem, F: Control (addition

of no pre-treatment xylem flour), G: Basal medium

(non-addition of the xylem flour). The biomass

represented the weight of mycelia plus the xylem flour

and the ergosterol content was shown to represent the

amount of pure mycelia.



48 이위영 등

의 목분 첨가구(41.9 mg/l)에서 높은 것으로 나타났으며

이 농도 이상으로 첨가량이 높아지면 잣버섯 균사체 생산

량은 감소하는 것으로 나타났다. 또한 0.5%의 목분첨가

농도에서의 적정한 glucose 첨가량은 배지액 1당 10 g으로

나타났다(Fig. 5). 통상 액체 배지내의 탄소원은 glucose

로 20 g/l 이상 첨가하는데 목분 첨가로 glucose를 10 g/l

만 첨가하여도 됨으로써 목분은 탄소원 대체효과가 있는

것으로 추정 할 수 있다.

목분 첨가 액체배양에 의한 배양 일자별 잣버섯 균사

체 생장 특성

목분 무첨가구와 적정화된 목분첨가 조건에서 즉 소나

무 목부 분말을 배지액에 0.5%로 첨가하여 잣버섯 균사

체의 액체배양 기간별 생장량을 비교, 분석한 결과 Fig. 6

에서와 같이 배양 5일째에는 대조구에서 ergosterol 함량

이 목분 첨가 보다 높았으나 배양 10일 전후부터는 목분

첨가배양에서 높게 나타났다. 한편 대조구는 배양 20일

전후로 ergosterol 함량이 낮아져 균사체의 생육이 감소하

는 것으로 나타났으나 목분 첨가배양은 계속적으로 증가

하는 경향이어서 25일 이후에도 균사체의 활성도가 높음

을 나타냈다. 목분을 첨가하여 배양하면 액체배지의 액체

기질이 다 소모 되어도 목분 내의 고체기질을 균사체는

계속 이용하고 있음을 추정할 수 있다. 따라서 목분을 첨

가해 주면 무첨가 보다 오래 균사체의 활력을 유지 시킬

수 있을 것으로 추정되었다.

Fig. 7은 소나무 목분 첨가배양에 의한 잣버섯 균사체의

생장형태를 50배의 실체현미경으로 관찰한 것이다. 소나무

목분을 첨가하여 액체 배양하면 잣버섯 균사체는 깃털처럼

풀어져 자라고 있었다. 반면 무처리에서는 삼각플라스크내

Fig. 5. Quantitative effect of glucose in the culture medium

containing the pine xylem flour on the production of

Lentinus lepideus mycelia. The mycelia were cultured

at 24
o

C for 15 days. The biomass represented the

weight of mycelia plus the xylem flour and the

ergosterol content was shown to represent the amount

of pure mycelia.

Fig. 3. Effect of particle size of the pine xylem flour on the

Lentinus lepideus mycelial growth. The mycelia were

grown at 24
o

C for 15 days in the culture medium

containing the different particle size of the xylem

flour. The ergosterol content was shown to represent

the amount of pure mycelia.

Fig. 4. Quantitative effect of the xylem flour in the culture

medium on the production of Lentinus lepideus

mycelia. The mycelia were grown at 24
o

C for 15 days

in the culture medium containing the different amount

of the xylem flour. The biomass represented the

weight of mycelia plus the xylem flour and the

ergosterol content was shown to represent the amount

of pure mycelia.

Fig. 6. The time-course change of the mycelial growth in the

culture medium containing the pine xylem flour (flour)

or not (control). The ergosterol content was shown to

represent the amount of pure mycelia.
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의 회전진탕배양으로 인하여 펠렛 형태로 뭉쳐 자라는 특

성이 있었다. 한편 이와 같이 깃털처럼 자라는 경우가 펠렛

형태보다 균사체의 활력이 높을 것으로 추정된다.

목분 첨가 액체배양에 의한 표고 균사체의 생장 특성

Fig. 8은 다른 버섯 균사체에서도 목분첨가 배양에 의한

균사체 생장 촉진 효과가 있는지 보기위해 상기의 잣버섯

목분 첨가 액체배양조건으로 표고버섯(표고 1호) 균사체

를 배양한 결과이다. 배지는 GYS 배지를 사용하였고, 탄

소원으로 glucose를 10 g/l 비율로 첨가하고 참나무류 및

현사시 목부의 분말도 첨가하여 표고버섯 균사체를 배양

하였다. 표고 균사체는 일반 액체배양배지에서 생장이 느

린 것으로 나타났다. 그러나 여러 종류의 활엽수 목분을

액체배지에 첨가하여 배양한 결과 ergosterol 함량이 무처

리에서 3.1 mg/l로 나타났으나 목분 첨가배양에서는 7.31~

12.2 mg/l로 나타나 무처리에 비해 2~4배의 균사 생장을

촉진하는 것으로 나타났다. 잣버섯 및 표고 균사체 배양

에서와 같이 이러한 결과로 목분 첨가배양은 목재 부후균

의 균사체 배양촉진에도 효과가 있을 것으로 추정된다.

적 요

잣버섯 균사체의 액체배양을 촉진하기 위해 소나무 목

분의 첨가배양 조건을 구명하고자 하였다. 소나무의 여러

부위 중 목부의 목분에서 균사체 생장이 양호한 것으로

조사되었다. 목분을 액체 배양에 첨가하기 위한 전처리로

서는 알카리 처리 조건에서 균사체 생장이 우수하였으나,

전처리를 하지 않아도 균사체 배양 촉진에 효과가 있는

것으로 나타났다. 액체배양 배지에 적정한 목분의 분말도

는 200 µm 이하로 낮을수록, 목분의 첨가 농도는 0.5%

(w/v)로 또한 배지내의 탄소원인 glucose 농도는 10 g/l로

하는 조건에서 균사체 생장 촉진 효과가 큰 것으로 나타

났다. 이러한 배양 조건에서 표고버섯 균사체를 배양한

결과도 균사배양 촉진 결과가 우수하여 액체배지에 목분

첨가에 의한 다른 목재부후균의 균사체 배양 촉진에도 효

과가 있을 것으로 추정된다.
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