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팽나무버섯(Flammulina velutipes(Curt. ex Fr.) Singer) 

은 담자균류  주름버섯목(Agaricales) 송이과(Tricholoma-

rataceae)에 속하는 백색목재부후균(Donk, 1971)의 일종으

로 자실체는 자연 상태에서 늦가을부터 초겨울까지 활엽수의 

그루터기에 발생되어 winter mushroom이라고도 하며(김, 

1995; 성 등, 2000), 야생에서 자실체 형태는 대가 짧고 갓

이 큰 특징을 가지고 있으나(古川, 1992) 온도가 낮은 곳에

서 인공재배를 할 경우 생육에서 이산화탄소 농도를 높이고 

광량을 줄여주면 야생종과는 달리 대가 길어지고 갓이 매우 

작아지는 분화특성을 갖고 있다(Stamets, 1993).

식용버섯 균사의 액체배양은 Lambert(1933)에 의해 시

작되었고, Hunfeid(1948)는 새로운 형태의 종균으로 균사 

현탁액인 액체종균(liquid spawn)을 이용하여 버섯을 재배

할 수 있음을 제안하였다. 우리나라 버섯재배에서 액체종균

의 산업적 이용은 1990년대 초에 시도된 후 1995년부터 액

체종균의 제조와 이용에 관한 연구가 시작되었고, 농업과학

기술원에서는 팽나무버섯 병재배 농가에서의 자가 종균 생

산에 액체종균의 이용에 관하여 검토 되어왔으며 이후 액체

종균에 대하여 다양한 연구가 이루어져 왔다. 

본 연구는 버섯을 생산하는 농가에서 균일한 액체종균

의 제조 생산에 수치화된 지표를 설정하여 비용이 저렴하

고 시간 절약적인 방법인 균사의 호흡 반응량의 간이 측정

으로 폭기 진행 중에 이산화탄소 농도 측정이 유용한지를 

평가하였다.

재료 및 방법

액체종균�제조

시험에 사용된 품종은 팽나무버섯(일명 고사 품종) 균

주를 사용하였다. 종균계대에서 petri dish에 PDA(potato 

dextrose agar) 42g/1ℓ의 비율로 조제하여 고압 살균 후에 
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ABSTRACT: In this study, to produce   Flammulina velutipes mushroom liquid spawn efficiently and effectively the effects of explosive 
aeration (supplying air with tiny bubbles) of the liquid culture medium on carbon dioxide concentration and residual sugar content in 
the medium on carbon dioxide concentration and residual sugar contentin the medium were measured. Carbon dioxide concentrations 
were measured at the outlet of the incubator. On the third day the explosive aeration greatly increased mycelial growth of the liquid 
spawn, and carbon dioxide concentration also greatly increased but decreased after 5 days. Free sugar contents in the liquid culture 
consistantly decreased up to 7 days and thereafter  was not detected. The weight of the mycelia were maintained similar levels after 
3 days. Total nitrogen content in the liquid medium constantly decreased during the 11days of explosive aeration. The content of free 
sugars in 7 days of culture was the lowest level, thus the inoculum  incubated for 6~7 days was thought to be the most effective. Carbon 
dioxide concentration measurement at the outlet of the container during the liquid spawn incubation required low cost but was efficient 
to estimate the degree of mycelial growth to be used as a simple indicator.
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사면이나 평면 배지를 만들었다. 삼각프라스크 배양은 1ℓ에 

설탕 30g, 탈지대두박 3g, 펩톤 2g, MgSO4· 7H2 O 0.8g, 

KH2PO4·12H2O 0.8g, peptone 0.8g, 목초액(상품명;유기

칼) 농도 1/1,500배액, antiform 204(Sigma, A-6426)를 

2~3방울 첨가하여 면전하고 autoclave로 고압살균을 실

시하고 살균 시간 60~80분간 유지한 후 방랭하였고 접종

원은 petri dish에서 8~9개 조각을 접종하였다. 초기에는 

정치 배양하고 후반기에는 진탕(90rpm)하면서 8~12일간 

균사를 배양하였다. 대용량 배양은 140ℓ에 설탕 3.45kg, 

대두박 0.98kg, MgSO4 70g, K2HPO4 70g, 목초액 농도

(1/1500배액), antiform 204 5㎖를 넣었고 pH는 조정하지 

않았다. 밀폐한 다음 고압살균 처리하였고 방랭은 밤새도

록 냉각수를 흘려보내면서 실시하였다. 접종원량은 액용

량 350㎖를 고속 균질기로 12,000rpm에서 40~60초 동안 

파쇄하여 접종하였다. 배양실 온도는 20~22℃, 폭기 압력 

2.0kg.f/㎠의 공기압, 직경 50㎜×0.2㎛의 필터(Pall Co.)를 

3개 직렬로 배열하여 공기를 여과하면서 폭기 배양을 실시

하였다. 액통의 구조는 밑면*높이의 비율이 1:3 정도의 비

율이며, 폭기 구조는 내경 지름 13~15㎜에 내경 1㎜의 가

느다란 관을 10개로 분지시킨(10구로 토출되는 폭기구)를 

사용하였다. 이와 같은 폭기 구조는 최종 분지된 구멍이 작

고 폭기 압력을 높여서 공기 압력을 분산하였으며 액체종

균의 균사와 공기(산소)와의 접종 비율이 높아지도록 하고 

액의 순환 비율을 높이도록 하였다. 폭기 진행 중의 배출구

에서 상대적인 이산화탄소농도의 측정은 IAQ-CALC(TSI 

Co.)를 이용하였다

액체종균의�폭기�배양�중�균사량�측정

매일매일 1ℓ용량을 분획한 후 부유된 균사를 침전하기 

위하여 1시간 동안 방치시켜 부유된 균사를 침전시켜서 폭

기 중의 증가되는 균사량(㎖/ℓ)을 확인하였다. 폭기가 진행

되는 상태에서 상당량을 분획한 후 곧바로 1ℓ의 메스실린더

로 정용하고 1시간 후에 사진 기록으로 정리하였으며, 이때 

균사가 부유된 량을 상대적으로 평가하였으며, 이후 또 다

른 분석을 위하여 균사의 생리활성을 정지시키고자 곧바로 

냉동하였고, 이를 해빙한 후 원심분리하여 상증액과 침전균

사로 분리하여 분석에 사용하였다. 침전된 균사량은 분석을 

위하여 습윤 균사 중량(g/ℓ)으로 측정하였다.

  

액체�종균�배양시�균사체의�습윤�중량

폭기가 진행되는 기간 동안에 분석을 진행하기 위하여 매

일 1리터 용량을 분획하여 생리기작을 정지시키기 위하여 

이를 -10℃에 냉동하였고 이를 해빙하여 원심분리하여 상

증액과 침전 균사체를 분리하여 실험에 사용하였다. 침전균

사는 습윤 상태로 균사 생성량을 비교하였다.

�액체종균의�일별�폭기�배양�중의�균사�활력�평가에�의한�최

적�접종일�검사

폭기가 진행되는 과정에서 매일 접종할 때의 배지는 동

일한 조건으로 입병을 진행되게 하고 동일한 액통으로 각

각의 폭기 일(4일째~8일째, 그리고 16일째)에 접종하였으

며 배지의 균사 배양 일수는 27일로 동일하게 연차적으로 

진행하였다. 수량은 4바구니(64병)씩을 이용하였으며, 접

종 후 다음날인 1일째에 배지병에 오염방지를 위하여 크린

벤치 내에서 뚜껑을 열어 활착상태를 상대적으로 평가하고 

재배과정 중의 오염빈도를 검토하였으며, 수확은 접종 후 

63일째에 일괄 수확하였으며 수확량(g)을 백분율(%)로 비

교 검토하였다. 

접종�전�오염검사

통상 폭기 배양 4일째 이후부터는 오염검사가 가능하며 

진한 giemsa sol.에 의한 현미경검경에서 대물렌즈 100X에

서 유침하여 슬라이드를 확인하여 세균류(원균, 간균)를 동

정하여 오염이 없는 상태에서 액체종균을 사용하였다.

액체종균의�화학적�특성�분석

총질소는 경기도 농업기술원 토양 및 퇴비 분석법(2008)의 

시험방법을 준용하여 Kjeldahl 증류법으로 분석하였다. 팽나

무버섯 균사체 0.1g과 H2SO4 25㎖, 황산염 촉매제를 가하여 

350℃에서 30분간 분해한 시료를 냉각시킨 후, 45% NaOH 

60㎖, conc. H2SO4 2~3방울을 가하여 증류하였다. 증류한 

0.5NH2SO4로 적정하여 총질소 함량을 계산하였다.

환원당은 Lunchsinger와 Cormesky가 제시한 Somogyi-

Nelson(1944) 시험방법을 준용하여 정량하였다. 팽나무버섯 

액체종균을 원심분리(3,000rpm, 10min)하여 상층액 10g에 

증류수 40㎖를 가하여 50㎖로 정용하였다. 시료액 1㎖에 혼

합시약(A:B=25:1, A=H2O 1L in anhydrous NaHPO4 25g, 

C4H4O6KNa·4H2O 25g, NaHCO3 20g, anhydrose Na2SO4 

200g, B: H2O 200㎖ in CuSO4·5H2O 30g, comcentrate 

H2SO4 4 drop)을 0.5㎖ 첨가하여 20분간 가열, 냉각 후 C액

(total 500㎖ store at 37℃/day (NH4)6Mo7O24·4H2O 25g 

in d3H2O 450㎖ including, concentratrate H2SO4 21㎖ + 

Na2HSO4·7H2O 3g in d3H2O 25㎖)를 1㎖ 첨가, 실온에 

반응 후 H2O 5㎖를 혼합하여 520㎚에서 흡광도를 측정하였

다. 환원당 함량은 glucose로 검량선을 작성하여 시료의 환

원당 함량을 산출하였다.

chitin 분석은 현(2006)의 시험방법을 준용하였다. 동결

된 시료 0.16g을 칭량하여 6N HCl 5㎖를 넣고 100℃ water 

bath에서 4시간 동안 가수분해 시켰다. 실온에서 30분간 

방치 후 110㎜ filter paper(No2)로 여과한 액을 증류수를 

사용하여 50㎖로 정용하였다. 5N NaOH을 사용하여 pH 
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5.75~5.79범위까지 조정한 다음 시험관에 피검물 2㎖와 4% 

acetylacetone 0.5㎖를 혼합하였다. 혼합액이 들어있는 시

험관을 90℃ shaking water bath(110rpm)에서 1시간 반응

시켰다. 시험관을 실온에서 10분간 방치 한 후 95% ethanol 

4㎖, ehrlich reagent 0.5㎖와 증류수 3㎖를 첨가하여 530㎚

에서 흡광도를 측정하였다. 

유리당은 Im (1998), 정 (2004)의 시험방법을 준용하여 

분석하였다. 팽나무버섯 시료를 분쇄한 후 20g을 칭량하여 

80% 에탄올 100㎖를 넣은 후 85℃ 수욕조에서 30분간 초

음파 추출을 실시하였다. 그 후 80% 에탄올 100㎖을 가하

여 0.45㎛ membrane filter로 여과한 후 fructose, glucose, 

maltose, sucrose, lactose를 HPLC로 분석하였다. 

결과 및 고찰

액체�종균�배양시�이산화탄소의�농도

Fig. 1.과 Fig. 2.는 폭기 배양 중에 배출구(솜통 부위)에

서 상대적인 이산화탄소 농도와 1시간 방치한 겉보기 균사

량과 비교한 그림이다. 그림에서와 같이 균사의 증가는 배

출되는 이산화탄소 농도와는 완전히 일치하지는 않았다. 폭

기 5일째까지는 이산화탄소 농도가 증가하다가 5일 이후부

터는 감소하였다. 겉보기 균사량은 폭기 3일부터 큰 변화가 

없는 것으로 나타났으나 이는 부유상태의 부력이 존재하기 

때문으로 판단되었다. 액체종균의 균사량은 투입되는 영양

원량, 배양 온도, 폭기되는 공기량과 온도, 폭기구 구조, 액

통의 구조, 접종원의 상태와 투입량 등의 영향을 받는다(성 

등, 1999, 홍 등, 2003). 이산화탄소 농도 측정 결과는 유 

등(1998)이 액체 배양시 접종 후 6~7일경에 PDB(potato 

dextrose broth), YPD(yeast extract peptone dextrose) 액

체배지에서 균 총수가 최대치에 달한다고 보고한 결과와 유

사한 경향을 보였다. 지금까지 대량 배양시 외관상 균사량 

만을 판단하여 액체종균을 제조하는 것보다는 균사 세포 호

흡량의 부산물인 이산화탄소 농도를 상대적으로 측정함으로

써 간단하고 시간과 분석 비용을 절약하면서도 폭기 배양의 

기준을 정할 수 있는 방법이 될 것으로 판단되었다. 

액체종균�배양시�습윤�균사량

액체종균의 분석을 위하여 분획물을 원심분리로 침전된 

균사량을 확인한 것은 Fig. 3의 그래프와 같이 폭기 배양 

11일째까지의 균사량은 지속적으로 증가하며 겉보기 균사

량처럼 급격하게 증가된 량은 아니므로 Fig. 2과 같이 1시

간 동안 방치하여 겉보기로 보는 균사는 서로간의 활력에 

의한 부유 상태의 것으로 균밀도가 높은 것으로 판단해서는 

않된다. Fig. 3에서 첫째 날의 침전물에는 투입된 고형분인 

대두박 량이 많이 함유되었기 때문이며, 이후의 균사 평가

에서는 겉보기 평가에 의한 것보다는 원심분리에 의한 균사

의 습윤 상태의 균사 중량에 의한 평가가 더욱 신뢰성이 있

Changes in the Co2 and amount of mycelium growth of the liquid spawn on flammulina velutipes 

Fig. 1.  The measuring of relatively emissions of concentration carbon 
dioxide(ppm) during  the aeration of liquid spawn of flammulina 
velutipes.

Fig. 2.  The measuring of apparent volume(㎖/ℓ) of mycelium to leave 
1hour stationary after daily fraction  during  the aeration of 
liquid spawn of flammulina velutipes.

Fig. 3.  The humidity mycelium weight(g/ℓ) of precipitation to cent-
rifugation  after daily 1ℓ fraction  during  the aeration of liquid 
spawn of flammulina velutipes. 
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는 것으로 판단되었다.

�액체종균의�일별�폭기�배양�중의�균사�활력�평가에�의한�최

적�접종일�검사

Fig. 2와 같이 액체종균의 폭기 배양 중 상대적인 균사량

을 확인 한 바에 의하면 폭기 배양 3일째에 급격한 균사량

이 증가되었지만 입자는 비교적 작고 균일하게 분산되어 있

었고 현미경 검경에 의하여 확인한 바 첨가된 대두박의 덩

어리가 존재하였고 상증액은 뿌옇게 남아 있었다. 폭기량이 

적다든지, 대두박 량이 너무 많아서 접종시에 남아있는 경

우에는 병에서의 오염 원인이 되기도 하므로 대두박의 잔량

이 없어지는 때까지 폭기 배양하여 접종하도록 하는 것이 

좋다. Fig. 3에서 1일째 량이 다소 많았던 것은 투입된 대두

박 양이 침전물로 나타난 것이다. 특히 대용량의 액체 배양

용기에서 폭기량이 약하거나 폭기 구조가 불량하여 용액과 

균사체 등이 잘 순환 되지 못하는 경우도 있다. 

접종 후 배양병의 활착 상태를 위주로 평가할 수 밖에 없

는 상황이므로 접종 후 다음날인 1일째에 크린벤치 내에서 

뚜껑을 열어 접종균을 육안으로 확인하였다. Table 1에서와 

같이 각각의 입자는 표면 접종위치에서 습윤상태에서 벗어

나 흰색의 균사 활착상태 상대적으로 확인하였다. 폭기 배

양 4~5일째의 접종은 작은 입자 등의 원인으로 활착이 늦어 

보였고 폭기 8일째에는 입자가 크더라도 활착은 다소 느려

보였으며, 폭기 6~7일째에 접종에서 균사활착은 가장 양호

하게 보였다. 또한 16일째까지 폭기가 진행된 종균은 세포

내 영양원 고갈과 노화현상 등으로 아주 느린 활착을 보였고 

배양 병에서 오염은 없었지만 균사 증식은 거의 진행되지 않

았다. 폭기 일별 접종에 의한 수량은 활착이 잘 유지되었던 

6~7일째의 접종이 가장 높은 수량을 나타내었다.

접종�전�오염검사

현미경 검경에 의하여 폭기 배양 4~5일째까지는 불용성

인 잔존 대두박을 확인할 수 있었으며 접종 전일 또는 당일

에 세균 등에 의한 오염 여부의 동정이 가능하였다. 액체종

균의 제조과정에서 감염원의 침입 경로, 시간, 밀도 등의 정

도에 따라 다르겠지만 단 1개의 살아있는 세포로도 미생물

의 특성상 증식 대수기가 있어서 빠르게 증식되고 용액에 

폭기하여 분산시키므로 배양이 종료되었을 때에는 이들의 

세포를 반드시 동정해 낼 수 있는 농도로 존재하고 giemsa 

용액에 의한 단일 염색으로도 현미경의 검경이 가능하였다. 

접종 전의 검경에 의하여 오염원이 전혀 없을 때에 접종원

으로 사용하였다.

팽나무버섯�액체�종균�시료의�분석

팽나무버섯 액체종균의 폭기 배양 중 일별 분획의 시료를 

원심분리하여 침전물의 균사에서의 전질소량을 조사한 결

과는 그림과 같다. 초기에는 투입된 량의 대두박 등에 의하

여 높게 검출되다가 균사가 증가하면서 점진적으로 증가하

는 양상은 Fig. 4의 균사 습윤 중량의 경향과 거의 일치하였

다. 팽나무버섯은 질소요구량이 크고, 질소원으로서는 유기

태, 무기태의 암모니움염을 이용하지만 대부분 유기태 질소

를 분해 이용한다(Block, 1958). 

환원당 변화는 배양 5일째 까지 완만하게 감소하다가 6일

째부터 급격히 감소하여 배양 8일째 환원당의 함량은 9.3g/

ℓ로 거의 소비되었다. 이 등(1992)은 운지버섯 균사체에서

는 배양 6일째 환원당 함량이 거의 소비되는 것으로 보고된 

것과는 다소 차이가 있었다. 이는 투입되는 영양원과 접종

비율 등의 다양한 조건에 따라서 다르게 나타날 수 있으므

Table 1. �The�activity�of�mycelium�and��mild�contamination�ratio�after�daily�fraction��during��the�aeration�of�liquid�spawn�of�
Flammulina�velutipes

airratoin days of liquid spawn �th �th �th 7th 8th 1�th

relative rooting of after 1st day of inoculation + ++ ++++ ++++ +++ +

Contamination ratio of mold(%) 1.� 0 0 0 0 1.�

harvest of fruit body mean(g) 1�� 1�7 1�� 1�2 1�� 0

harvest ratio of fruit body(%) 92.7 9�.2 100.0 98.2 9�.9 0

Fig. 4.  The amount of T-N of precipitation  mycelium  after daily 
fraction  during  the aeration of liquid spawn of flammulina 
velutipes.
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로 같은 조건에서의 비교가 필요할 것이다. 침전 균사에서 

총질소원의 감소와 액체종균의 상증액에서의 환원당은 폭

기 진행 중에 균사의 호흡반응 그리고 균사의 증가에 따라 

투입된 영양원량은 점점 감소되었다(Fig. 5).  

Fig 6.에서와 같이 팽나무버섯 액체종균의 폭기 배양 중

에 일변 분획된 chitin 분석에 의하면 왕성한 균사의 증식 

대수기(4일째)와 폭기 9일째에 높게 나왔다. 이는 영양분이 

많이 존재하고 왕성한 증식기에서 키틴 함량이 높았으며 이

후 영양원이 감소함에 따라 줄어들다가 균체 내에 축적된 

영양원을 소모시키면서 균체량이 증식되는 현상일 것으로 

판단되었으나 추정일 뿐이며 폭기 진행 중의 이산화탄소 농

도의 배출 패턴과는 달랐다.

유리당은 Fig.7에서와 같이 폭기 7일째까지 지속적으로 

감소하였지만 이후에는 생성된 균사량이 많아지면서 후기에

는 약간 증가하였다. 5종의 당류에서 fructose와 glucose의 

량이 총량에 더 많은 영향을 주었다. 여러 가지 분석에서 얻

은 결과는 서로가 완전히 일치하는 패턴을 없었으나 환원

당 변화량과 균사활착의 결과로 볼 때 폭기 배양 6~7일 정

도에 접종하는 것이 가장 좋은 것으로 평가되었다. 하지만 

농가에서 균일성을 위한 수치화된 지표를 설정하기 위하여 

균사의 호흡 반응량의 간이 측정으로는 비용이 저렴하고 시

간 절약적인 방법으로 상대적인 이산화탄소 농도를 측정하

는 것도 유용할 것으로 판단되었다.

적 요

본 연구에서는 효율적으로 팽나무버섯 액체종균을 생산

할 때에 폭기(공기방울을 매우 작게하여) 배양의 효과에 대

하여 액체 배지 내 이산화탄소 농도와 잔류 유리당 함량 변

화로써 측정하였다. 이산화탄소 농도는 폭기 진행 중 배양

용기의 배출구에서 측정하였다. 액체종균은 폭기 배양 3일

째에 균사생장이 급격히 증가하였으며, 이산화탄소 농도

(CO2)도 급증하였으나 폭기 5일째에는 정점을 나타낸 후 감

소하였다. 액체배지 내 환원당은 배양 7일째까지 일정 속

도로 감소되었고 이후에는 검출되지 않았고, 침전 균사체

의 중량은 3일째 이후 비슷한 수준으로 유지되었다. 총질소

(T-N)량은 폭기 11일째까지 일정한 수준으로 감소되었다. 

유리당의 함량은 폭기 배양 7일째에 가장 낮았으므로 폭기 

배양 6~7일째에 접종원으로 사용하는 것이 가장 효과적인 

것으로 생각되었다. 그리고 액체종균의 배양 중에 배출구

에서의 이산화탄소 농도 측정은 저비용으로 액체종균의 균

사배양 정도를 추정하는 간이 지표로 이용할 수 있을 것으

로 판단되었다.

Fig. 5.  Changes in reducing sugar contents of upper solution after 
daily fraction  during  the aeration of liquid spawn Fig. 6.  Change the chitin(as glucosamine) amount in the precipitation 

at the days of aeration of the liquid spawn.

Fig. 7.  Change the free sugar amount in the precipitation at the 
days of aeration of the liquid spawn.

Changes in the Co2 and amount of mycelium growth of the liquid spawn on flammulina velutipes 
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