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ABSTRACT
This study was performed to develop a useful method for substrate pH adjustment in bottle 
cultivation of Grifola frondosa. Four types of organic acid solution—citric acid, malic acid, 
tartaric acid, and succinic acid—were added at 0.5% to 3.0% (w/v) into the substrate. The pH 
after the organic acid treatments ranged from 3.8 to 4.8 for the mycelial growth of G. frondosa 
after sterilization. Supplementation with succinic acid at 0.5% resulted in a shorter cultivation 
period and higher consistent yields compared to other organic acid treatments. These results 
indicate that the technique we developed is beneficial for higher production of G. frondosa 
using bottle cultivation.
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서론
잎새버섯(Grifola frondosa)은 주름버섯강(Agaricomycetes) 구멍장이버섯목(Polyporales) 왕잎새버
섯과(Meripilaceae) 잎새버섯속(Grifola spp.)에 속하는 버섯으로 가을에 참나무 고목에 사물기생하
여 다발로 발생하는 백색목재부후균으로 우리나라를 비롯한 동아시아, 유럽, 북미 등에 분포되
어 있다[1]. 

잎새버섯은 식용이면서 약리작용이 뛰어난 기능성 버섯으로 항암작용[2, 3], 항바이러스작용
[4], 혈중 콜레스테롤 저해작용[5], 항산화작용[6] 등이 있는 것이 보고된 후 생산과 소비가 꾸준히 

증가하였다. 잎새버섯은 1981년에 일본에서 325톤이 상업 생산된 후, 꾸준히 생산량이 증가하여 
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현재는 전 세계적으로 약46,000톤 이상 생산되고 있으며[7], 이는 우리나라 느타리버섯의 생산량
과 맞먹는 규모이다. 우리나라에서도 2018년에 잎새버섯 우량계통인 �대박�이 육성되고 인공재
배법이 개발되었으나[8], 현재까지 많이 확산되지는 못하고 있는 실정이다.  

일반적으로 버섯의 균사생장에 적합한 pH는 버들송이는 7.0[9], 느타리버섯은 5.0~6.0[10], 큰느
타리버섯은 6.0[11]으로, 대부분 중성부근에서 균사생장이 우수하다고 알려졌으나, 잎새버섯과 

꽃송이버섯은 pH 4.0~5.0로서 약산성 부근에서 균사생장이 우수한 것으로 보고되었다[12, 13]. 또
한 본 연구진의 잎새버섯 봉지재배법 개발 선행연구에서, 배지의 이화학성 중 버섯수량에 영향
을 주는 요인을 분석한 결과 배지 pH가 잎새버섯의 수량에 영향을 끼치는 것으로 나타났다[12]. 

그러나 현재 배지의 pH를 높일 수 있는 첨가제(탄산칼슘, 패화석분 등)는 많이 알려져 있으나, pH

를 낮출 수 있는 첨가제에 대해서는 연구가 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구는 잎새버섯 안정생
산을 위한 적합 pH 조절제를 선발하기 위하여 수행되었다.

재료 및 방법

접종원 및 액체종균 제조
본 실험에 사용된 균주는 경기도농업기술원 버섯연구소에서 수집 선발한 �참� 잎새버섯(Grifola 

frondosa, (Fr.) S.F. Gray)을 PDB (potato dextrose broth, BD Difico, USA) 배지에서 증식시키면서 액체
종균용 접종원으로 사용하였다. 배지조성은 증류수 10 L 기준으로 대두박 15 g, 설탕 200 g, 밀가
루 50 g, MgSO4 5 g, KH2PO4 0.5 g, 식용유 10 mL를 첨가하여 18 L 내열성 배양병에 담아 121oC에서 

20분간 멸균하여 식힌 후 접종원을 100 mL 접종하여 약 10일간 배양하여 액체종균으로 사용하였
다.

배지의 pH 조절 및 접종
잎새버섯 재배용 배지조성은 주재료로 참나무톱밥(80%)을 사용하였고 여기에 영양원으로 건비
지와 옥수수피를 각각 5%, 15%를 부피 비율로 첨가하였다. 또한 사전에 수분함량을 60%로 조절
하기 위한 물 투입량을 산출하여, 여기에 pH 조절제로 식품첨가용 구연산, 사과산, 주석산, 호박
산을 이용하였다. 유기산 첨가수준은 물 투입량의 0.5, 1, 1.5, 2, 3%가 되도록 농도를 조절한 뒤 잘 

용해시켜 혼합배지에 첨가하였다. 그리고 850 mL 병당 배지를 500 g씩 충진하여, 121oC에서 90분
간 고압살균 후 20oC이하로 냉각하여 액체종균 자동접종기를 이용하여 병당 15 mL씩 접종하였
다. pH 조절에 따른 혼합배지의 경시적 균사생장정도를 측정하기 위해 20×200 mm 시험관을 이
용하여 위의 pH 처리별 혼합배지를 충진한 후 121oC에서 40분간 고압 살균하였다. 그리고 접종원
으로 페트리디시에서 생장한 균사체를 직경 5 mm의 코르크보러로 절단한 균사체 2개를 접종한 

후 21±1oC의 항온실에서 배양시키면서 경시적으로 균사생장 길이를 조사하였다.

배양 및 생육 특성 조사
종균접종이 완료된 배지는 배양실로 옮겨 21±1oC의 온도에서 소량의 환기를 시켜가면서 배양
하고 병의 배양 상단의 공간에 균사가 모여 축적될 때까지 후숙을 실시하였다. 배양 및 생육 특성
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은 느타리버섯의 배양 및 생육조사 기준과 농촌진흥청 표준조사법에 준하여 실시하되, 발이일수
는 균사생장이 완료되어 입상한 시점에서 전체 발이 물량의 70% 이상 발이가 형성된 시점의 기
간이며, 수확기간은 자실체 첫수확부터 끝날 때까지의 기간을 조사하였다. 또한, 자실체의 생육
조사는 잎새버섯의 특성에 맞게 일부 변형하여 조사하였다[14,15]. 그 결과의 통계처리는 SAS 프
로그램을 이용하여 Duncan의 다중범위검정(Duncan�s-multiple range test)을 통하여 평균값들에 대
한 유의성을 검정하였다. 

결과 및 고찰
본 실험에 사용된 기본배지는 참나무톱밥+건비지+옥수수피(80:5:15, v/v)로서 살균 전의 pH가 6.1, 

조지방함량 2.4, C/N율은 54로 측정되었다. 유기산 첨가에 따른 잎새버섯 균사생장 정도를 컬럼
테스트를 이용하여 측정한 결과(Table 1, Fig. 1), 0.5% 농도의 유기산 처리구가 대조구 및 다른 농
도 처리구보다 균사생장이 우수하였고, 이중에서도 호박산 처리구가 균사생장이 가장 빠른 것으
로 나타났다. 그러나, 유기산의 첨가농도가 높을수록 균사생장은 억제되는 경향으로 특히, 사과
산과 주석산은 1.0%이상부터 균사생장이 억제되었다. 

 유기산 첨가에 따른 배양중 배지의 pH 변화는 Table 2와 같다. 배지혼합을 위해 첨가되는 물의 

pH가 7.8이었는데, 여기에 유기산을 첨가농도별로 용해시켜 용액으로 제조했을 때, 유기산 첨가
수준이 높을수록 용액의 pH는 낮아지는 경향을 보였다. 대조구는 살균 전 pH가 6.1이었으나 살균 

Table 1. Mycelial growth of Grifola frondosa by organic acids addition

Organic acid Concentration (%) Incubation (days)
8 15 22 29

Citric acid
 

0.5 40a 60 78 97 
1.0 26 48 74 90 
1.5 22 46 68 79 
2.0 13 31 45 54 
3.0 12 25 38 53 

Malic acid 0.5 15 47 71 91 
1.0 18 40 60 79 
1.5 15 34 49 59 
2.0 13 29 43 57 
3.0  8 18 28 43 

Tartaric acid 0.5 22 54 77 91 
1.0 15 40 56 69 
1.5 12 33 54 71 
2.0 13 25 40 51 
3.0  4 16 23 28 

Succinic acid 0.5 29 55 81 105 
1.0 18 50 82 100 
1.5 18 42 65 89 
2.0 15 31 50 63 
3.0 16 39 56 66 

Control 36 49 64 70
a length of hyphae growth on Column
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Fig. 1. Mycelial growth of Grifola frondosa by organic acid addition (29 days of incubation). A, citric 
acid. B, malic acid. C, tartaric acid. D, succinic acid

Table 2. Changes in pH of substrates of Grifola frondosa by organic acids addition

Organic acid Concentration (%) pH of 
solution

pH of
substrates

before sterilization

pH of
substrates 

after sterilization

Incubation period (days)

5 10 15 20 25 30

Citric acid 0.5 2.5 5.0 4.8 4.7 4.7 4.8 4.9 5.3 5.2
1.0 2.1 4.4 4.4 4.4 4.4 4.3 4.7 4.6 4.5
1.5 2.0 4.2 4.2 4.3 4.1 4.2 4.3 4.7 4.4
2.0 2.0 3.9 4.1 4.1 3.9 3.9 4.1 4.2 4.1
3.0 2.0 3.6 4.3 3.9 3.7 3.7 4.0 4.1 4.0

Malic acid 0.5 2.5 4.8 4.7 4.6 4.7 4.7 4.9 5.4 4.8
1.0 2.3 4.2 4.3 4.3 4.3 4.2 4.9 5.0 5.1
1.5 2.2 4.0 4.2 4.2 4.1 4.0 4.1 4.9 4.2
2.0 2.2 3.8 4.0 4.0 3.9 3.8 3.9 4.2 4.1
3.0 2.1 3.5 3.8 3.7 3.6 3.6 3.7 3.7 3.6

Tartaric acid 0.5 2.5 4.7 4.6 4.7 4.5 4.5 4.7 4.9 4.7
1.0 2.3 4.2 4.3 4.3 4.2 4.2 4.2 4.4 4.2
1.5 2.1 3.8 4.2 4.0 3.9 3.8 4.0 4.1 3.9
2.0 2.0 3.6 3.9 3.8 3.7 3.4 3.8 3.8 3.8
3.0 1.9 3.2 3.5 3.5 3.4 3.6 3.5 3.5 3.4

Succinic acid 0.5 2.8 4.9 4.7 4.6 4.6 4.7 4.6 5.0 4.9
1.0 2.6 4.4 4.5 4.6 4.5 4.5 4.7 4.9 4.9
1.5 2.5 4.3 4.3 4.4 4.3 4.4 4.5 5.1 5.1
2.0 2.5 4.2 4.4 4.3 4.2 4.2 4.4 4.4 5.1
3.0 2.4 3.9 4.1 4.1 4.2 4.0 4.1 4.3 4.1

Control 7.8 6.1 5.3 5.3 5.3 5.3 5.3 5.1 4.8
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후에는 pH가 5.3으로 급격하게 떨어졌으며, 유기산 처리구는 0.5%수준에서는 pH가 4.8~5.0, 1%

수준에서는 4.2~4.4, 1.5%수준에서는 3.8~4.3, 2%수준에서는 3.6~4.2, 3%수준에서는 3.2~3.9사이
로 유기산의 첨가농도가 높을수록 혼합배지의 pH는 낮아지는 경향이었다. 또한 유기산 처리구
는 대조구와는 달리 살균 전과 후의 pH의 급격한 변화는 관찰되지 않았다. 배양경과에 따라 대조
구의 pH는 6.1에서 4.8로 서서히 낮아지는 반면, pH 조절제 처리구는 배양기간 중 큰 변화가 없었
다. 

 한편, 잎새버섯은 일반적으로 균사생장 최적 pH 범위가 계통간의 차이는 있지만 pH 4~5범위의 

약산성으로 알려져 있는데[12, 14], 본 실험에서는 혼합배지의 살균 후 pH를 기준으로, 구연산은 

0.5~3%, 사과산은 0.5~2%, 주석산은 0.5~1.5%, 호박산 0.5~3%로 첨가했을 때 잎새버섯의 균사생
장 최적 pH 범위내에 있는 것으로 나타났다. 

  유기산 첨가농도에 따른 잎새버섯 발이율은(Table 3), 대조구의 발이개시일은 7일로 나타났으나, 

0.5%의 구연산, 사과산, 호박산 처리구에서는 6일째 발이가 개시되었다. 그러나 1.0% 이상의 유
기산 처리구 모두 발이개시일이 지연되거나 발이율이 현저하게 떨어지는 경향이었으며, 특히 사
과산과 주석산의 발이억제 현상이 두드러지게 관찰되었다. 발이경과일수가 늘어남에 따라 발이
율은 서서히 증가하다가 발이 16일에 대조구의 발이율이 60%인 반면 0.5% 호박산 처리구는 95%, 

0.5% 구연산 처리구는 92.5%, 0.5%의 주석산과 사과산 처리구는 80%로 각각 나타났다. 

 유기산 첨가농도에 따른 생육단계별 소요기간을 측정한 결과(Table 4), 배양일수는 대조구가 35

일인데 비해 0.5%의 구연산, 호박산, 사과산 처리구는 30~31일로 대조구보다 4~5일 단축되었다. 

Table 3. The ratio of primordium formation of Grifola frondosa by organic acids addition

Organic acid Concentration (%) Incubation period (days)
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Citric acid 0.5 12.5 25 35 37.5 37.5 55 67.5 67.5 85 92.5 92.5
1.0 - a 12.5 15 17.5 17.5 25 22.5 25 32.5 35 35
1.5 - - - - 5 5 7.5 7.5 7.5 15 15
2.0 - - - - - - - - - - -
3.0 - - - - - - - - - - -

Malic acid 0.5 5 32.5 45 45 47.5 52.5 60 70 72.5 80 80
1.0 - - - 15 15 17.5 20 22.5 30 40 40
1.5 - - - - - - - - - - -
2.0 - - - - - - - - - - -
3.0 - - - - - - - - - - -

Tartaric acid 0.5 - 15 30 35 50 55 57.5 60 65 72.5 80
1.0 - - - - - - - - - - -
1.5 - - - - - - - - - - -
2.0 - - - - - - - - - - -
3.0 - - - - - - - - - - -

Succinic acid 0.5 10 35 35 45 57.5 75 85 92.5 95 95 95
1.0 - - - 15 20 20 27.5 27.5 30 30 30
1.5 - - - 5 10 10 10 15 15 15 15
2.0 - - - - - - - - - - -
3.0 - - - - - - - - - - -

Control - 10 15 20 20 30 35 45 50 57.5 60
a non-primordia formation
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또한 발이일수는 대조구가 13일인데 비해 호박산이 11일로 가장 빠르고, 그 다음 구연산이 12일
로 나타났으며, 유기산 첨가농도가 높을수록 발이일수가 지연되는 경향이었다. 총 재배기간은 

0.5% 호박산이 52일, 0.5% 구연산과 사과산 처리구가 54일, 0.5%의 주석산과 1%의 호박산 처리
구가 58일로 나타났으나, 그 외의 처리구는 대조구(59일)보다 지연되는 것으로 나타났다.

  유기산 첨가에 따른 잎새버섯 자실체 생산성을 보기 위하여 3회 재배 시 평균 수량을 조사하였
다(Table 5). 대조구의 병당 수량이 87.5 g인데 비해 0.5% 호박산 처리구가 121 g, 0.5% 구연산 처리
구가 107 g순으로 나타났으며, 두 처리간의 유의성은 없었다. 또 0.5% 사과산 처리구는 병당 수량
이 95.7 g으로 대조구와 비슷한 수량을 보여주었으나, 0.5% 주석산 처리구는 73.4 g으로 대조구보
다 수량이 낮게 나타나 이 두 종류의 유기산은 잎새버섯의 생산에 적합하지 않는 것으로 판단된
다. 또한, 1.0% 이상의 모든 유기산 처리구에서 발이가 억제되거나 버섯 발생이 되지 않는 것으로 

나타나 일정 수준 이상의 유기산 첨가는 자실체 발생을 오히려 방해할 것으로 판단된다. 

이상의 결과를 종합하면, 잎새버섯의 안정한 생산을 위해 배지의 pH를 조절하기 위해서 호박산
을 0.5% 농도로 첨가하면 살균 후 혼합배지의 pH가 4.7로 조절되며 균사생장과 발이가 촉진되어 

자실체 생산성을 향상시키는 것으로 나타났다.

Table 4. Cultivation properties of Grifola frondosa by organic acid addition 

Organic acid Concentration (%) Incubation period
(days)

Primordium formation
(days)

Fruiting body development
(days)

Cultivation period
(days)

Citric acid 0.5 31 12 11 54
1 36 13 11 60

1.5 38 15 12 65
2 -a - - -
3 - - - -

Malic acid 0.5 31 12 11 54
1 35 14 11 60

1.5 - - - -
2 - - - -
3 - - - -

Tartaric acid 0.5 34 12 12 58
1 - - - -

1.5 - - - -
2 - - - -
3 - - - -

Succinic acid 0.5 30 11 11 52
1 35 12 11 58

1.5 40 13 12 65
2 - - - -
3 - - - -

Control 35 13 11 59
a non-primordia formation
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적요
잎새버섯 안정생산을 위하여 배지의 pH를 적정하게 조절할 수 있는 방법을 개발하고자 유기산
을 이용한 pH 조절 및 적정 첨가농도를 구명하기 위하여 수행하였다. 혼합배지에 4종의 유기산
(구연산, 호박산, 사과산, 주석산)를 5수준(0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3%)으로 처리하여 균사생장정도를 측
정한 결과 유기산 0.5% 수준에서 균사생장이 빨랐으며, 그 중에서도 호박산이 가장 우수하였다. 

Fig. 2. Morphological properties of Grifola frondosa by organic acids addition. A, citric acid (0.5%: 
54 days after inoculation, 1%: 60 days after inoculation, 1.5%: 65 days after inoculation, 2 and 
3%: non-primordia formation). B, malic acid (0.5%: 54 days after inoculation, 1%: 60days after 
inoculation, 1.5 – 3%: non-primordia formation ). C, tartaric acid (0.5%: 58 days after inoculation, 1 
– 3%: non-primordia formation). D, succinic acid (0.5%: 52 days after inoculation, 1%: 58 days after 
inoculation, 1.5%: 65 days after inoculation, 2 – 3%: non-primordia formation). E, control (59 days 
after inoculation).

Table 5. Yield of Grifola frondosa by organic acids addition

Organic acid Concentration (%) Yield (g/bottle) Average Yield (g/bottle) CVg

1st 2nd 3rd
Citric acid 0.5 100.3 104.7 116.0 107.0ab 7.6

1.0 66.0 75.0 56.3 65.7de 14.2
1.5 42.6 9.6 47.6 33.3f 62.1

Malic acid 0.5 89.9 104.1 93.1 95.7bc 7.9
1.0 72.0 101.0 83.2 85.4bcd 17.1

Tartaric acid 0.5 85.3 58.4 76.6 73.4cde 18.7
Succinic acid 0.5 107.2 125.5 130.3 121.0a 10.1

1.0 32.1 52.3 65.3 49.9ef 33.5
1.5 62.0 48.3 47.2 52.5ef 15.7

Control 62.0 90.4 110.0 87.5bcd 27.6
a-f Different letters within a column are significantly different (p < 0.05)
g Coefficient of variation
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유기산의 첨가농도가 높을수록 혼합배지의 pH는 낮아지는 경향으로 배양기간 경과에 따라 대조
구의 pH는 서서히 낮아지는 경향을 보인 반면 유기산 처리구는 유지되는 경향이었다. 발이율은 

0.5%의 농도에서 호박산이 95%, 구연산 92.5%, 사과산과 주석산 80%로 대조구의 60%보다 우수
하였다. 그러나 유기산의 농도가 1% 이상에서는 발이가 지연되거나 억제되는 경향을 보여주었
다. 배양기간은 유기산 0.5% 처리구가 30～34일로 대조구의 35일보다 빠른 것으로 나타났으며, 

전체 재배기간은 0.5% 호박산이 52일, 0.5%의 구연산과 사과산이 54일, 0.5%의 주석산이 52일로 

대조구의 59일보다 빠른 것으로 나타났다. 병당 수량성은 0.5%의 호박산과 구연산 첨가 시 각각 

121 g, 107 g으로 가장 우수하였고 대조구의 87.5 g에 비해 21～37% 증수되었다.
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