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Beauveria bassiana 대량배양을 위한 탄소원, 질소원 및 고
체 기질 선발
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Selection of Carbon, Nitrogen Source and Carrier for 
Mass Production of Beauveria bassiana
Jeong Jun Kim*, Ji Hee Han and Sangyeob Lee

Agricultural Microbiology Division, National Academy of Agricultural Science, RDA, Jeonju 565-851, Korea

ABSTRACT : For mass production of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana 149, isolated from moth larva, by two-phase
fermentation, we performed selection of carbon and nitrogen sources for liquid culture and examined solid fermentation on
carrier, ingredient, temperature, and water content. Spore production with rice powder, corn powder, and starch from sweet
potato was higher than that of sucrose and dissolvable starch for liquid fermentation as first-phase fermentation. As a nitrogen
source, addition of peptone and yeast powder showed higher spore production than NaNO

3
, fish powder, and soybean powder.

The isolate produced more conidia in sawdust + wheat bran + corn powder, sawdust + wheat bran and rice shell + wheat
bran as carrier and ingredient than vermiculite as carrier. Conidia production of B. bassiana 149 in solid-phase fermentation was
twice higher at 30 than 20. Conidia yield was higher at 60% and 70% water content (26.9×108 and 38.6×108 conidia/g) than
40% and 50% (13.9×108  and 11.6×108 conidia/g), respectively.
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서 론

작물의 병해충 방제용 농약은 장기간 또는 과다사용 시
병해충의 저항성 발현과 환경오염 등의 부작용을 일으키
는 것으로 알려져 있다. 이러한 문제 해결을 위해 미생물
을 이용한 해충방제가 그 대안으로 제시되고 있고, 전 세
계적으로 해충 방제용으로 등록된 곰팡이 살충제는 171
품목으로 나방류, 딱정벌레목, 진딧물, 가루이 등의 해충

방제에 많이 사용되고 있다[1]. 국내에는 3 종의 곰팡이 살
충제가 등록되어 있다.
해충방제를 위해 곤충병원성 곰팡이를 작물에 살포할
때는 일반적으로 고농도의 포자를 살포한다[2]. 따라서 살
충성 곰팡이 포자의 대량생산은 곰팡이 살충제를 개발하
는데 우선적으로 해결되어야만 하는 핵심 사항이다. 곤충
병원성 곰팡이 포자의 대량 배양에는 일반적으로 3가지
방법[고체 배양, 액체 배양, 액체-고체 배양의 2단계 배양
법(two-phase fermentation)]이 사용되고 있다. 고체 배양
은 곤충병원성 곰팡이의 포자 생산에 가장 많이 사용되는
방법으로 기질로 보리, 쌀 등의 곡물을 사용하고 있다. 액
체 배양은 출아포자(blastospore) 생산에 주로 사용되는 방
법이고, 배지에 glucose, lecithin 등을 첨가하면 곤충병원
성 곰팡이의 포자 생산량이 증가되는 것으로 보고되어 있
다[3-5]. Beauveria brongniartii 는 yeast extract와 peptone
을 액체 배지에 첨가하였을 때 포자 생산이 증가되었으며
[6], casamino acid를 첨가한 배지에서 Metarhizium aniso-
pliae는 포자 생산이 증가될 뿐 만 아니라 포자의 병원성도
증진되었다[7]. 이와 같이 곤충병원성 곰팡이 포자는 기질
과 첨가제의 조합에 따라 포자 생산량이 달라 각 균주에
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대한 적절한 대량 배양 배지 및 배양 조건 선발이 필요하
다. 또한 고체 배양에 의한 포자 생산량은 기질의 종류[8],
수분 함량, 온도[9] 등의 영향을 받는 것으로 보고되어 있
다. 한편, 유용 미생물의 대량 배양을 위한 배지의 조건으
로는 저렴하고 이용하기 쉬운 재료들이어야 한다.
따라서 본 연구에서는 나방류 해충 방제를 위해 병원성
이 확인된 곰팡이 B. bassiana 균주의 실용화 연구의 준비
단계로 대량 배양을 위한 저렴하고 간편한 배지 선정을 위
한 탄소원, 질소원 및 기질 선발 연구를 실시하였다.

재료 및 방법

실험 균주
곰팡이에 감염된 나방 유충에서 분리된 B. bassiana 149
균주는 감자한천배지(Patato Dextrose Agar, PDA)에 도말
하여 분생포자를 분리하여 10% 글리세롤 용액에 넣어 -80
oC에 보관하였다. B. bassiana 149 균주는 PDA 배지에 접
종하여 25±1oC, 10~14일 간 배양하여 형성된 분생포자를
실험에 사용하였다.

탄소원 및 질소원 선발
Beauveria bassiana 149 균주 대량 배양을 위한 적정 탄
소원 선발을 위해 배양 10~14일된 분생포자 현탁액(1×105

conidia/mL) 2 mL을 탄소원으로 자당(sucrose), 쌀가루(rice
powder), 옥수수 분말(corn powder), 전분(starch from
sweet potato), 또는 수용성 전분(dissolvable starch)과 질
소원으로 1% peptone가 혼합된 액체 배지(100 mL)에 접
종하여 25±1oC, 150 rpm으로 3일간 1차 배양하였다. 1차
배양액은 100 g의 고체배지(6 쌀겨 : 4 밀기울)에 혼합하여
25±1oC, 12일간 배양한 후 고체배지 5 g을 수거하여 멸균
된 5 mL 0.05% Tween 80에 넣고 1분간 현탁하여 혈구계
수기를 이용하여 포자수를 계수하였다. 질소원 선발은 1%
질산나트륨(NaNO3), 어분(fish powder), 효모분말(yeast
powder), peptone, 또는 대두분말(soybean powder)과 탄
소원으로 4% sucrose가 혼합된 액체 배지에 위와 동일한
방법으로 균을 접종, 배양하여 포자 생산량을 조사하였다.
이 실험은 3회의 각기 다른 시기에 수행되었으며, 매 실험
마다 3개의 반복을 가지고 수행하였다.

고체배양용 carrier 및 첨가제 선발
고체 배지 기질 선발을 위해 1차 액체 배양은 4% 쌀가
루 + 1% 대두분말의 액체배지에 위와 같은 방법으로 균을
접종하여 3일 동안 배양한 후, carrier와 첨가물이 6:4로 혼
합된 고체배지(100 g)에 접종하여 10일간 배양한 후 생산
된 포자수를 위와 같은 방법으로 조사하였다. 이 실험에
사용된 carrier는 쌀겨(rice shell), 질석(vermiculite), 톱밥
(sawdust)이며, 첨가물로는 밀기울(wheat bran), 옥수수 분
말(corn powder) 그리고 밀기울+옥수수 분말 혼합 가루가

사용되었다. 기질 선발 및 첨가제 선발을 위한 대조군으로
백미가 사용되었다. 모든 기질은 균 접종 전 멸균을 실시
하였다. 이 실험은 3회의 각기 다른 시기에 수행되었으며,
매 실험마다 3 반복 수행하였다.

고체배양 적정온도 및 수분함량
고체배양을 위한 적정 온도 및 수분함량 선발을 위해 1
차 액체 배양은 4% 쌀가루+1% 대두분말 배지에 3일 간
배양한 접종원을 쌀겨 6 : 밀기울 4 비율의 고체 배지에 수
분함량이 40%, 50%, 60%, 70%가 되도록 접종한 후, 각각
을 20oC, 25oC 그리고 30oC에 10일간 배양한 후 포자생산
량을 위와 동일한 방법으로 조사하였다. 이 실험은 3회의
각기 다른 시기에 수행되었으며, 매 실험마다 3 반복 수행
하였다.

통계 분석
처리간의 차이는 SAS사의 통계 패키지 중 PROC GLM
을 이용하여 분석되었다. 분석은 각 반복을 종합하여 분석
하였으며, 처리 간의 차이는 Fisher's LSD (Least Signifi-
cant Difference)의 다중비교를 이용하여 분석하였다.

결 과

액체 배양을 위한 영양원
Beauveria bassiana 149 균주의 1차 액체 배양을 위한 적
정 탄소원 선발 결과, 포자 생산량은 옥수수 분말, 전분 그
리고 쌀가루를 이용한 배지가 자당이나 수용성 전분 보다
통계적으로 유의하게 높게 나타났다(F=6.43; df=4, 10; Pr
> F=0.0079)(Fig. 1). 질소원별 포자 생산량은 펩톤과 효모
분발 배지에서 20.9×108 conidia/g와 17.8×108 conidia/g로

Fig. 1. Influence of different carbon sources on spore pro-
duction of Beauveria bassiana 149. The B. bassiana 149 was
cultivated in liquid media containing 1% peptone as nitrogen
source and 4% of different carbon sources for 3 days and in
solid media containing 6 rice shell : 4 wheat bran (v/v or w/
w) for 12 days. Means (±SE) followed by different letters are
significantly different (p<0.05, LSD Test).
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가장 높았으며, 어분(11.5×108 conidia/g), 대두 분말(10.5×
108 conidia/g) 그리고 질산나트륨(4.3×108 conidia/g) 순이
었다(F=19.86; df=4, 10; Pr > F=0.0001)(Fig. 2).

고체 배양을 위한 기질 및 첨가물
Beauveria bassiana 149 균주의 포자대량 생산을 위한 기
질 및 첨가물 선발 실험을 수행한 결과, 포자 생산량은 톱
밥+밀기울+옥수수 분말 혼합 배지에서 19.7×108 conidia/g
로 가장 높았으며, 톱밥+밀기울과 쌀겨+밀기울 배지에서
15.2×108 conidia/g와 16.3×108 conidia/g이었다. 질석을 기
질로 하는 처리에서 포자 생산량은 6~8×108 conidia/g으로
가장 낮게 나타났다(F=10.96; df=8, 17; Pr > F=0.0001)
(Table 1). 실험에 사용된 세 가지 기질 모두 밀기울과 옥
수수 분말 두 가지가 동시에 첨가된 경우 포자 생산량이
가장 높았으며, 밀기울 단독 첨가의 포자 생산량이 옥수수
분말 첨가보다 높았으며, 무처리 대조로 사용된 쌀의 생산
량은 첨가제가 처리된 구에 비해 상당히 낮았다.

고체 배양을 위한 온도 및 기질 수분함량 
Beauveria bassiana 149 균주의 포자 대량 생산을 위한

고체 배양 온도를 조사한 결과, 포자 생산량은 30oC 배양
에서 26~41×108 conidia/g로 20oC의 12~20×108 conidia/g
보다 2배 정도 높은 경향을 보였다. 30oC와 25oC 배양시
포자 생산량은 습도에 영향을 많이 받는 것으로 조사되었
다. 149 균주의 포자 생산량은 25oC, 수분함량 60%와 70%
에서 배양시 26.9×108 conidia/g와 38.6×108 conidia/g로
40%와 50%의 13.9×108 conidia/g와 11.6×108 conidia/g보
다 상당히 높았다(F=24.15; df=3, 8; Pr > F=0.0002)(Fig.
3). 30oC에서 균주 배양 시 포자 생산량은 20oC와 25oC와
달리 수분함량에 따라 차이가 없었다 (F=3.56; df=3, 8; Pr
> F=0.0669).

고 찰

친환경 해충 방제용으로 살충성 곰팡이를 사용하기 위
해서는 고병원성 균주를 선발, 확보하는 것도 중요하지만
선발된 균주를 사용하기 위한 대량생산 방법을 확립하는
것도 중요하다. 곤충병원성 곰팡이의 대량배양을 위해서

Fig. 2. Influence of different nitrogen sources on spore pro-
duction of Beauveria bassiana 149. The B. bassiana 149 was
cultivated in liquid media containing 4% sucrose as carbon
source and 1% of different nitrogen sources for 3 days and in
solid media containing 6 rice shell : 4 wheat bran (v/v or w/
w) for 12 days. Means (±SE) followed by different letters are
significantly different (p<0.05, LSD Test).

Table 1. Conidia production of Beauveria bassiana 149 with different carriers and ingredients for solid-phase fermentation

Ingredient

Number of conidia (×108 conidia/g dry wt., mean±SE)

Carrier

Rice Rice shell Vermiculite Sawdust

- 4.2±0.3 d - - -

Wheat bran - 16.3±2.2 ab 7.1±0.6 d 15.2±0.5 ab

Corn powder - ND 6.1±0.3 d 12.3±2.1 bc

Wheat bran + corn powder - 14.7±0.9 b 8.3±0.1 cd 19.8±3.7 a
aMeans (±SE) followed by different letters are significantly different (p<0.05, LSD Test).

Fig. 3. Influencet of temperature and water content on conidia
production of Beauveria bassiana 149. The B. bassiana 149
was cultivated in liquid media including 4% rice powder +
1% soybean powder for 3 days and in solid media containing
6 rice shell : 4 wheat bran (v/v or w/w) for 10 days at differ-
ent combination of 20oC, 25oC and 30oC and 40%, 50%, 60%
and 70% water content. Means (±SE) followed by different
letters at the same temperature are significantly different
(p<0.05, LSD Test).
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는 일반적으로 액체 배지에서 1차 배양한 곰팡이를 고체
기질에서 2차 배양하는 2단계 발효법(two-phase fermen-
tation)이 이용되고 있다.
국내에서 선발된 진딧물 고병원성 곰팡이 B. bassiana
균주는 탄소원과 질소원으로 옥수수 분말과 옥수수 액을
사용한 액체배지에서 출아포자 생산량이 가장 높은 것으
로 조사되었다[8]. Vega 등[3]은 B. bassiana 한 균주의 액
체 배지 성분으로 sucrose와 casamino acid를 탄소원과 질
소원으로 사용시 효과적인 것으로 보고하였다. 곤충병원
성 곰팡이의 한 종인 Metarhizium flavoviride는 sucrose와
brewer’s yeast를 탄소원과 질소원으로 사용하였을 때 포자
생산율이 높았다 [10]. 본 연구에 사용된 B. bassiana 균주
는 sucrose를 탄소원으로 한 경우 포자 생산량이 가장 낮
았고, 옥수수 분말이나 전분을 이용한 경우 포자 생산량이
가장 높았다. 질소원으로는 peptone이나 효모 분말을 사용
한 처리에서 가장 많은 수의 포자를 생산하였다. 이 균주
의 상업적 생산을 위해서는 탄소원과 질소원의 적정 비율
선발도 필요할 것으로 생각된다.

2차 고체배양을 위한 적절한 기질 선발도 대량 배양을
위한 중요한 요소이다. 진딧물에 고병원성인 B. bassiana
의 경우 백미에서 포자 생산량이 현미보다 높았으며, 왕겨
에서 포자 생산량은 매우 낮아 대량 생산 기질로는 적합하
지 않았다[8]. B. bassiana 뉴질랜드 분리 균주는 백미에서
배양시 높은 포자 생산량을 보였다[11]. 이러한 결과들과
달리 본 연구에서는 백미만 기질로 이용한 처리보다 톱밥
에 밀기울과 옥수수 분말이 포함된 배지의 포자 생산량이
5배 정도 높았으며 질석에 밀기울 또는 옥수수 분말이 포
함된 경우에도 백미에서 보다 높은 포자 생산량을 보였다.
따라서 이 균주의 대량 배양을 위해 농산업 부산물을 이용
하여 미생물 살충제 재료를 생산하는 1석 2조의 효과가 기
대된다.
고체 기질을 이용한 대량배양에서 수분함량은 중요한
역할을 하는 것으로 알려져 있다[9]. 고체 배양을 위한 기
질의 초기 수분 함량은 곰팡이 균주나 기질의 종류에 따라
다른데 일반적으로 35~80% 범위였다[12]. 진딧물 방제용
으로 한국에서 선발된 B. bassiana 균주는 백미에서 배양
시 수분함량 40%에서 가장 높은 포자생산을 보였으나[8],
본 연구에 사용된 B. bassiana 균주는 25oC, 수분함량 70%
와 30oC, 수분함량 40~60%에서 포자 생산량이 높았다. 이
는 수분의 증발과 대사량의 차이 그리고 기질의 종류에 따
른 공극의 차이에 의한 것으로 생각된다.

요 약

Two-phase fermentation을 통한 Beauveria bassiana 149
균주의 대량 배양을 위한 탄소원, 질소원, 기질 그리고 배
양 조건 선발 실험을 실시하였다. 1차 액체 배양을 위한
적정 탄소원으로는 옥수수 분말, 전분 그리고 쌀가루가,

질소원으로는 펩톤과 효모 분발을 첨가한 것에서 포자 생
산량이 높았다. 포자 대량 생산을 위한 기질 및 첨가물로
는 톱밥+밀기울+옥수수 분말, 톱밥+밀기울, 쌀겨+밀기울
혼합에서 포자 생산량이 높았다.

B. bassiana 149 균주의 포자 대량 생산을 위한 고체 배
양 결과, 포자 생산량은 30oC 배양에서 20oC보다 2배 정도
높은 경향을 보였다. B. bassiana 149 균주의 포자 생산량은
25oC, 수분함량 60%와 70%에서 배양 시 26.9×108 conidia/
g와 38.6×108 conidia/g로 40%와 50%의 13.9×108 conidia/
g와 11.6×108 conidia/g 보다 상당히 높았다.
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