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ABSTRACT: Ground bed cultivation method for shiitake mushroom (Phogo; Lentinula edodes) has been advanced to use the oak-sawdust 
composted by microorganisms. This method has some advantages in saving the labors and improving productivity. The aim of this study 

is to analyze microbial community in oak sawdust and to provide the information for efficient cultivation of shiitake mushroom. In process 
of composting, the proportions of thermophiles increased from 10% to 80%. This results show the microbial community succession from 
mesophilic bacteria to thermophilic bacteria. T-RFLP analysis and nucleotide sequencing of 16S rRNA gene demonstrated that the 

change of dominant bacteria coupled with shifts in each stages. The family of Enterobacteriaceae as a mesophilic bacteria were 
dominant (100%) in oak sawdust sample, but Amycolatopsis (49.0%) and Saccharopolyspora (26.5%) as a thermophilic Actinomycetes 

were dominant in the last day of composting. In hyphal growth stage, Leuconostoc (psychrophilic bacteria) was dominant (75.0%). The 

composting process of sawdust is very important for growth of mushroom mycelium. Therefore, there is need for the further study for 
the Amycolatopsis as thermophilic Actinomycetes.
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표고버섯(Lentinula edodes)은 활엽수에 기생하는 담자균

류의 주름버섯목 절편버섯과 표고속에 속하는 버섯으로 독특

한 맛과 향을 지녀, 오래전부터 식용 및 약용으로 이용되고 있

다(Hong, 1980; Park and Lee, 1997). 세계적으로 표고버섯은 

동아시아 지역을 중심으로 생산, 소비되고 있으며, 우리나라

에서도 매년 생산과 소비가 증가하고 있어(연간생산액: 2,220

억원; Korea Forest Service, 2012) 경제적인 가치가 매우 높은 

임산물이라고 할 수 있다(Sánchez, 2004).

효소시장을 제외하면 버섯의 배양은 세계에서 가장 큰 잠

재력을 가진 식품생명공학 산업이다(Moore and Chiu, 2001). 

표고버섯 재배 방식은 전통적으로 참나무류를 이용한 노지재

배에 기반을 두고 있었으나, 불규칙한 날씨변화, 곰팡이 등의 

잡균 오염 문제로 인해 시설 원목재배가 증가되어 왔다(Lee et 

al., 2007). 그러나 시설 원목재배는 중국산 표고버섯의 수입증

가에 따른 수익성 악화, 원목가격의 상승에 따른 농가부담, 노

동력의 부족과 고령화 등을 이유로 톱밥배지를 이용하는 시설 

톱밥재배 방식으로 전환되고 있다. 톱밥재배를 이용하여 표고

를 생산하는 비율은 우리나라의 경우 약 15% 수준이지만 일본

과 중국에서는 각각 60%, 100%에 달한다(Park et al., 2008). 

톱밥배지에 표고를 재배하는 방식은 원목재배 방식에는 없

었던 톱밥의 발효과정을 거치게 된다. 이 방식은 발효를 통해 

톱밥배지를 생산하는 과정(단계 I)과 발효가 끝난 톱밥배지를 

살균하고 균사를 접종하여 자실체를 형성하는 과정(단계 II)

의 두 단계로 나뉜다(Moore and Chiu, 2001). 단계 I은 톱밥이

나 쌀겨와 같은 성분을 발효시켜 배지를 만들어 주는 과정을 
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말한다. 표고버섯 배지의 발효에 이용되는 재료로는 밀짚, 닭

분뇨, 석고, 톱밥 등이 포함되며 이들 재료를 혼합하여 사용하

는 경우도 있다(Straatsma et al., 1995; Moore and Chiu, 2001). 

발효과정은 토착미생물 군집에 의한 자체 발열과정이며, 미생

물은 기질분해에 필요한 효소를 만들어 원료에 포함된 유기물

을 분해시킨다(Ryckeboer et al., 2003a). Iiyama 등(1997)은 

글루코오스와 자일로오스 같은 간단한 화합물의 경우 발효 초

기에 세균에 의해 빠르게 분해되고, 후기에는 분해하기 어려

운 리그닌, 셀룰로오즈 등의 복잡한 화합물들만이 남는다고 

보고하였다. 중온성 세균과 내열성 곰팡이는 발효초기에 우점

하며 유기물 분해에 기여한다(Ryckeboer et al., 2003b). 발효

가 진행되며 미생물이 방출하는 대사열로 인해 톱밥의 온도는 

점점 높아지고 이로 인해 내부의 미생물은 한계상황을 맞게 

된다. 따라서 중온성 미생물은 사멸하고 최적생장온도가 높은 

방선균과 같은 고온성 세균으로의 천이가 일어나게 되며

(Finstein et al., 1983), 중온성 세균과 곰팡이에 의해 분해되지 

못한 복잡한 구조의 천연고분자 등이 분해된다(Ryckeboer et 

al., 2003a). 방선균의 효소는 나무 줄기나 껍질과 같은 거친 잔

해도 쉽게 분해할 수 있기 때문에 발효과정의 난분해성 물질 

분해에 매우 중요한 역할을 한다. 또한 발효 단계를 거친 톱밥 

배지에 표고버섯을 재배하는 방법은 다른 재배방법에 비해 작

물 수확주기가 짧아지고 높은 수확을 거둘 수 있다는 장점이 

있다(Sánchez, 2004). 

단계 II는 발효과정을 거친 톱밥을 살균하고, 버섯균사를 접

종하여 생장시키는 단계로 균사체의 성장에 적합한 선택적 톱

밥 배지를 생산하는 과정이라고 할 수 있다(Jess et al., 2007). 

살균과정의 경우 고온(100°C 이상) 또는 저온(약 60°C)을 일

정시간 동안 가하여 해충 및 병원균을 사멸시키고 배지의 양

분을 버섯균이 이용하기 쉬운 형태로 변화시킨다(Koo et al., 

2012). 따라서 살균은 표고 톱밥재배 과정에서 중요한 작업이

라고 할 수 있다. 100°C 이상의 고온살균은 오염의 우려는 적

지만 살균시설과 에너지 유지 비용이 많이 들어 농가에 부담

이 될 수 있다. 그러나 저온살균의 경우 살균은 충분하지 않지

만 설비비용이 저렴하고 잔류 세균으로 인해 표고와 경쟁하는 

잡균의 오염을 방지할 수 있다. 하지만 표고 균사생장시기의 

온도가 30°C 이상이 되거나 균사 접종 밀도가 25% 이하일 경

우 오염률이 크게 증가하여 균사생장에 저해가 될 수 있는 단

점이 있다. 톱밥 배지를 이용하는 표고버섯 재배방법으로 균

상재배, 봉지재배, 지면재배가 활용되고 있다. 균상재배는 톱

밥 배지를 내열성 비닐봉지에 넣어 살균하고 표고균을 접종하

여 수확하는 방식인데 잡균 오염확률이 높고 많은 노동력과 

시간이 요구된다는 단점이 있다. 균상재배를 개선한 방식인 

봉지재배는 살균 후 표고를 접종한 뒤 봉지의 상면만 개방하

여 버섯을 발생시키는 것으로 수확은 수월하지만 봉지의 측면

에서 버섯이 발생할 수 있고, 상면이 오염되면 회복이 매우 어

렵다는 단점이 있다. 지면재배 방식은 봉지재배의 단점을 개

선하여 살균된 배지를 바닥에 입상시키기 때문에 버섯이 모두 

상부로 발생하여 관리와 수확이 수월하다는 장점이 있어 최근 

이용되고 있는 방식이다(Koo et al., 2013).

톱밥의 발효로 생산된 배지의 밀도는 버섯의 생산량과 양

의 상관관계를 가지기 때문에(Straatsma et al., 1989) 단계 I에

서의 미생물 제어는 버섯의 생산량과 직접적인 연관이 있다고 

할 수 있다. 그러나 현재 표고 지면재배과정 동안 나타나는 세

균 군집에 관한 연구는 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서

는 저온살균을 적용한 표고 버섯의 지면재배 과정 각 단계의 

주요 세균 군집을 추적하기 위하여 16S rRNA 유전자 분석을 

수행하였다. 또한, 총세균 및 고온미생물 분포를 조사하여 성

공적인 표고재배를 위한 참나무 톱밥 배지 발효과정에 대한 

정보를 제공하고자 한다. 

재료 및 방법

시료 채취

발효를 위해 벌채 후 6개월 이상 야적된 참나무를 이용해 만

든 톱밥 11 ton을 비닐하우스 내부에 야적(2 m × 5 m × 2 m)하

고 인위적인 산소 공급 및 온도 조절은 하지 않았다. 발효는 40

일 동안 진행하였으며 발효가 종료된 톱밥은 교반하였다(단

계 I). 교반한 톱밥에 물(충북대학교 농과대학 수돗물)을 혼합

한 후 4시간동안 저온살균(65°C) 하였다. 저온살균한 톱밥배

지에 표고 종균을 첨가하여 혼합하고 18°C에 배양하여 균사

를 생장시켰다(단계 II). 

참나무 톱밥 원료와 2일, 9일, 16일, 23일, 30일, 37일의 표

면과 내부(50 cm, 1 m), 교반된 40일 시료를 채취하였다. 또한, 

저온살균에 사용된 혼합수와 41일(저온살균 직후, 표고 종균 

접종 직후), 균사생장시기(48일, 76일, 104일)의 시료를 채취

하였다. 각 시료는 10 g 이상 채취하였고 온도, pH, 함수율을 

측정하였다. 

총세균수 측정

시료 1 g을 100 ml의 인산완충용액(KH2PO4 0.03 g/L, MgCl2 ․ 

6H2O 0.04 g/L, pH 7.4)에 현탁한 후, sonicator를 사용하여 톱

밥으로부터 미생물을 분리시켰다. 미생물이 현탁된 시료 1 ml

을 취하여 polycarbonate membrane filter (pore size 0.2 μm, 
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Milipore)로 여과하고, acridine orange (1 mg/ml)를 이용하여 

염색하였다. 형광현미경(Excitation; 500 nm, Emission; 520 

nm, Nikon)을 이용하여 15 X 100배의 배율로 적색과 녹색으

로 염색된 총세균수를 계수하였다. 각 시료는 2회 반복하여 조

사하였으며, 30 검경단위(field)를 무작위로 선정하여 계수하

였다. 

고온미생물수 측정

총세균수 측정 방법과 동일하게 미생물이 포함된 완충용액 

시료를 준비하고 70°C 항온수조에서 1시간 동안 고온 처리한 

후에 Live/Dead BacLight
TM

 bacterial viability kit (Invitrogen)

를 이용하여 세균을 염색하였다. 염색된 시료 1 ml을 poly-

carbonate membrane filter (pore size 0.2 μm)로 여과하였고, 

형광현미경(Excitation; 470 nm, Emission; 540 nm, Nikon)을 

이용하여 15 X 100배의 배율로 녹색의 생존 균수를 계수하였

다. 각 시료는 2회 반복하여 조사하였으며, 30 검경단위를 무

작위로 선정하여 계수하였다. 

분자생물학적 세균군집 분석

T-RFLP 분석: 발효 전 참나무 톱밥, 9일과 23일의 표면 및 

50 cm 내부, 40일, 41일의 저온살균 직후 및 표고 균사 접종 시

료, 48일, 76일, 104일의 시료 0.2 g에서 핵산을 직접 추출하기 

위하여 Miller 등(1999)의 bead beating 방법을 이용하였다. 추

출된 핵산은 QIAamp DNA Micro kit (Qiagen)로 정제하였다. 

Eubacterial primer인 27F에 형광물질인 FAM을 표식시킨 27F 

(E. coli numbering 8-27: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 

3')와 785R (E. coli numbering 785-804: 5'-ACTACCRGGG 

TATCTAATCC-3')로 증폭하였다(Lane, 1991). PCR 반응물

은 1X 반응용액(100 mM Tris-HCl, 400 mM KCl, 1.5 mM 

MgCl2, BSA 500 μg/ml, pH 8.3), 160 μM dNTPs, 0.5 μM 

primer, 정제된 DNA (10–15 ng/μl)와 1 unit의 Taq polymerase 

(Genenmed)를 첨가하여 총 50 μl의 혼합물로 조성하였다. 

PCR 반응조건은 95°C에서 3분간 초기 열처리한 후, 95°C에

서 30초, 58°C에서 30초, 72°C에서 1분씩 40회 반복하고, 마지

막에는 72°C에서 10분 반응시켰다. PCR 산물은 GENEALL
TM

 

PCR SV Mini kit (GeneAll Biosystem)로 정제한 후에 제한효

소 HpaII 5 unit을 첨가하여 37°C에서 5시간 이상 반응시켰다. 

제한효소에 의해 절단된 DNA는 ABI PRISM 3100 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems)를 이용하여 FAM이 표식된 

말단의 단편만을 확인하여 T-RF profile을 얻었다. GelCompar 

II 프로그램(Applied Maths)을 이용하여 각 시료에서 확인

된 T-RF profile의 상관관계(Pearson-correlation)를 분석하고, 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

mean) 방법으로 집괴분석(cluster analysis)을 수행하였다.

16S rRNA 유전자 염기서열 분석: 27F-1492R (E. coli num-

bering 1492-1510: 5'-GGCTACCTTGTTACGACTT-3') primer

를 이용해 증폭한 16S rRNA PCR 산물을 pGEM-T vector 

(Promega)를 이용하여 E. coli DH10B에 형질전환 시킨 뒤 시

료당 100개 이상의 재조합 클론을 선별하였다. 16S rRNA 유

전자 증폭에 이용된 eubacterial primer 27F와 T-vector 삽입자

리에 존재하는 염기서열에 상보적인 prGTr primer (5'-CTC 

AAGCTATGCATCCAACGC-3') (Chun et al., 1999) 쌍을 사

용하여 direct amplified PCR (Fode-vaughan et al., 2001)을 수

행하고, 전기영동으로 PCR 산물의 크기를 확인하여 5'에서 3' 

방향으로 삽입된 재조합 클론을 2차 선별하였다. 선별된 재조

합 클론들은 T7 primer (5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3')

를 이용하여 ABI 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems)

로 염기서열을 분석하였다. 

16S rRNA 유전자 염기서열의 계통분류학적 분석: Ribosomal 

Database Project (RDP; http://rdp.cme.msu.edu)와 GenBank 

(http://ncbi.nlm.nih.gov)의 database로부터 확인된 염기서열

을 16S rRNA 유전자 라이브러리 클론의 염기서열과 비교함

으로써 세균 군집을 분류체계의 속 수준까지 추론하였다. 또

한 Clustal W (Thompson et al., 1994) 프로그램을 이용하여 참

조균주와 라이브러리의 염기서열을 정렬하였으며, MEGA 

6.0 (Tamura et al., 2013)의 Neighbor-Joining 방법과 Jukes- 

Cantor 모델을 이용하여 진화적 거리와 계통도를 추론하였다. 

또한, bootstrap값은 1,000회의 resampled data로부터 추론하

였다. 

결  과

물리 화학적 변화

발효가 시작되면서 참나무 톱밥 내부 50 cm의 온도는 45°C

에서 최고 60°C까지 증가하였고, 1 m 깊이에서도 최고 60°C

로 비슷한 양상을 보였다(Fig. 1). 표면의 온도는 38–43°C사이

로 변화의 폭이 작았다. 발효 초반에는 표면, 50 cm, 1 m에서 

30–31%의 비슷한 함수율을 보였으나, 표면의 경우 9일만에 

4%로 급격히 감소하였고 50 cm와 1 m는 변화가 관찰되지 않

았다. 발효 종료 시기인 37일에는 표면 함수율은 7.5%로 9일

에 비해 소폭 상승하였고, 50 cm와 1 m는 각각 22%, 23.5%로 

초반에 비해 감소하였다. 표면의 pH는 톱밥 발효기간 동안 큰 
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Fig. 1. Variation of temperature, pH and numbers of total bacteria and 

thermophile during Phase I. (A) 50 cm sample, (B) 1 m sample.

Fig. 2. Cluster analysis of hpa II T-RF profiles during Phase I and Phase II. The dendrogram was constructed by Pearson’s correlation coefficient and 

UPGMA method. Numbers on the branch represent the similarity value of the samples belonging to the same cluster.

변화가 없었으나(pH 5.48–5.58) 37일에서는 pH 4.8로 약산성

을 나타났다. 이와는 반대로 50 cm와 1 m 내부의 pH는 2일에 

비해 상승하여 상대적으로 높은 pH 환경이 조성된 것을 확인

하였다.

세균수 변화

참나무 톱밥 발효과정에 따른 미생물 수의 변화는 Fig. 1과 

같다. 야적된 참나무를 이용해 만든 톱밥의 총세균수는 발효 

시작단계인 2일부터 16일까지 증가하는 양상을 보였다. 50 

cm 내부 시료의 총세균수는 2일 시료에 비해 약 10배
 
증가하

였고, 고온미생물은 7배 증가하였다. 1 m 내부 시료의 경우도 

총세균수와 고온미생물수가 각각 7배, 6배 증가하였다. 총세

균수에 대한 고온미생물수의 비율은 23일 시료에서 가장 높았

다(80% 이상). 저온살균 이후의 총세균수는 저온살균 전보다 

8%가 감소하였으나 고온미생물의 숫자는 유지되어 총세균수

에 대한 고온미생물수의 비율은 증가(53% → 58%)한 것을 확

인하였다. 

세균군집 분석

T-RFLP profile의 집괴분석: 단계 I의 경우 표층과 내부 모

두 98% 이상 유사한 군집구조를 이루고 있다가 고온발효가 진

행되는 23일 50 cm 깊이의 시료부터 군집구조가 변하였다

(Fig. 2). 또한 적정 함수율을 위해 저온살균 전에 혼합수를 첨

가한 이후의 군집구조가 매우 상이하였으며, 표고균사 생장시

기의 세균군집 구조는 98% 이상으로 매우 유사하였다. 

톱밥 발효 초기단계의 시료에서 493–495 bp, 84–88 bp의 

T-RF가 우점하였으나, 고온미생물에 의해 발효가 진행되는 

23일 50 cm 내부에서는 두 T-RF의 비율이 감소하고 160–165 

bp와 60–65 bp의 T-RF가 증가하였다. 혼합수를 첨가한 저온

살균 후에는 140–145 bp의 T-RF가 가장 우점하였고, 균사생

장시기에서는 560–565 bp의 T-RF가 증가하였다. 
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Table 1. The variation of bacterial community during the Phase I and II of the shiitake cultivation (%)

Phylum Genus
Oak

Sawdust

Phase I Phase II

23 day

(50 cm)

23 day

(1 m)

40 day

(mix)

41 day

(A.P*)

48 day

(H.G.S+)

Actinobacteria

Actinocatenispora 4.5 8.2

Actinomadura 10.0

Amycolatopsis 36.4 12.9 49.0

Curtobacterium 2.7

Microlunatus 4.1

Propionibacterium 3.6

Saccharopolyspora 26.5 3.6 

Firmicutes

Bacillus 3.2 94.6 14.3

Clostridium 80.6 

Eubacterium 2.0

Leuconostoc 2.7 75.0

Sporolactobacillus 3.2

Proteobacteria

Beta Burkholderia 18.2 3.6

Gamma

Acinetobacter 2.0

Buttiauxella 2.0 

Citrobacter 2.0

Cronobacter 2.0

Enterobacter 4.1

Erwinia 20.4 2.0

Hafnia 10.2

Klebsiella 6.1 40.9

Kosakonia 4.1 2.0

Leclercia 6.1

Pantoea 12.2

Rahnella 4.1

Raoultella 6.1

Salmonella 2.0

Serratia 10.2

Yersinia 8.2 2.0

Total number of clones 49 22 31 49 37 28

* A.P, After pasteurization

+ H.G.S, Hyphal growth stage

16S rRNA 유전자 군집분석: 발효 전 참나무 톱밥의 경우 확

인된 염기서열 모두 Gammaproteobacteria 강에 포함되었고 

속 수준에서는 Erwinia가 20.4%를 차지하며 가장 우점하였다

(Table 1). 발효단계 23일의 50 cm 내부의 경우 Gamma-

proteobacteria 강(40.9%)과 Actinobacteria 문(방선균; 40.9%)

이 우점하였다. 속 수준에서는 Klebsiella 속이 40.9%, Actino-

bacteria 문의 Amycolatopsis 속이 36.4%를 차지하였으며, 

Betaproteobacteria 강의 Burkholderia 속은 18.2% 존재하는 

것으로 나타났다. 1 m 내부 시료의 경우 Proteobacteria 문은 

관찰되지 않았으며, 참나무 톱밥과 50 cm 내부에서 나타나지 

않았던 Firmicutes 문이 87.1%를 차지하였다. 그 중 혐기성 세

균으로 알려져 있는 Clostridium 속이 전체 염기서열의 80.6%

로 가장 우점하였고, 50 cm 시료에서 우점한 Actinobacteria 

문의 Amycolatopsis 속도 13.3% 존재하였다. 

발효 40일후 교반한 시료에는 Actinobacteria 문이 89.8%

를 차지하였으며, 그 중 Amycolatopsis 속과 Saccharopolyspora 

속이 각각 49.0%와 26.5%를 차지하였다. 수돗물을 첨가한 

뒤 65°C에서 4시간 저온살균한 시료(41일)의 미생물 군집은 
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Fig. 3. Phylogenetic tree of actinobacterial 16S rRNA genes identified from the composting process. The tree was inferred by neighbor joining method and 

Jukes-Cantor model with 1,000 bootstrap replicates. Bootstrap values of <50% are not shown. The scale bar represents 5% sequence divergence. The 16S 

rRNA gene of Methanothermobacter defluvii (X99046) was used as an outgroup (data not shown). The numbers written in the front of the sample name refer 

to the date of sampling. 

살균전과 많은 차이를 보였다. 40일에 89.8%를 차지하던 

Actinobacteria 문은 2.7%로 급격히 감소하였고 Firmicutes 문

이 97.3%로 급격히 증가하였다. 속 수준에서는 Bacillus 속 

94.9%, Leuconostoc 속 2.7%로 확인되었다.

표고 종균 접종 후 1주(48일)에는 저온살균 후와 마찬가지

로 Firmicutes 문이 89.3%로 우점하였으나, 속 수준에서는 전

체군집의 94.6%를 차지하던 Bacillus 속이 14.3%로 감소하고 

작은 분포를 보이던 Leuconostoc 속이 75.0%로 우점하였다. 

방선균의 계통분류학적 분석: 톱밥 발효시기(23일, 40일) 

및 균사생장시기(48일)의 시료에서 확인된 방선균의 16S rRNA 

유전자 염기서열을 GenBank와 RDP의 database의 서열과 비

교 분석하여 계통을 추적하였다(Fig. 3). 시료에서 확인된 방

선균 서열의 60%는 Amycolatopsis로 분석되었다. 발효 23일

(50 cm, 1 m)에서 우점한 Amycolatopsis 속은 대부분이 A. 

pigmentata (AB327254)와 유사하였으나, 발효 마지막(40일) 

시료의 경우 Amycolatopsis sp. OSD2 (KF218953)와 유사한 

세균으로 군집이 변화한 것을 확인할 수 있었다. 이외에도 40

일 시료에는 Saccharopolyspora rosea (AM99260), Actinoca-

tenispora thailandica (AB107233), Microlunatus panaciterrae 

(AB271051) 유사세균 등 다양한 방선균이 확인되었다. 
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고  찰

폐기물 처리가 아닌 버섯 생산배지의 원료로 사용되는 기질

을 준비하기 위한 톱밥 발효과정(단계 I)은 유기물을 무기화시

키거나 상대적으로 안정한 유기물질로 재구축하기 위해 사용

된다(Fergus, 1964). 참나무 톱밥 원료에는 Enterobacteriaceae 

과에 속하는 그람 음성 세균인 Erwinia, Pantoea, Serratia 등의 

중온성 세균이 많이 분포하였다. Prażmo 등(2000)은 소나무와 

밤나무에서 Enterobacter와 Rahnella 등의 Enterobacteriaceae 

과에 해당되는 그람 음성 세균을 확인한 바 있다. 본 연구에 사

용된 참나무는 6개월간 야적되었기 때문에 주변 환경으로부

터 Enterobacteriaceae 과의 세균이 오염되었을 가능성이 있

다. 중온성 세균은 종이 다양하기 때문에 유기물을 분해할 때 

사용할 수 있는 효소의 범위가 넓어 여러 종류 유기물의 효율

적 분해가 가능하다. 따라서, 중온성 세균은 발효초기에 우점

하여 초기 유기물 분해에 관여하고 발효물(톱밥)의 온도를 높

이는데 기여를 한다(Ryckeboer et al., 2003a). 

50 cm 내부의 경우 발효가 진행되는 동안 세균수가 증가하

였으며 동시에 톱밥 내부의 온도도 증가하는 것이 확인되었다

(Fig. 1). 또한, 최고 온도(약 60°C)가 유지되는 16일에는 2일

에 비해 세균수가 10배 이상 증가하였고 이후 세균수가 다시 

감소하면서 톱밥 내부의 온도가 서서히 낮아지는 것이 관찰되

었다. Finstein (1983)은 발효 초기 단계에서 간단한 기질을 이

용하는 세균의 개체수가 증가하기 때문에 발효 더미의 온도가 

상승하게 된다고 보고하였다. 또한, 발효더미의 온도가 45°C 

이상이 되면 중온성 세균은 사멸하고 고온성 세균들이 우점하

게 된다고 하였다. 본 연구 결과에서도 총세균수 대비 고온세

균의 비율은 9일까지만해도 10%에 머물렀지만 23일이 되면

서 80% 이상을 차지하였다. 이 결과로 발효과정이 진행되며 

주로 중온성 미생물로 구성되었던 참나무 톱밥내 미생물 군집

이 고온성 미생물로 천이가 일어났음을 알 수 있었다. 또한, 나

무 제재에서 확인된 그람 음성세균에는 잠재적 병원균이 다수 

포함되어 있어 벌목인부들의 호흡기 질병에 원인이 될 수도 

있다(Prażmo et al., 2000). 발효과정이 진행되고 온도가 가장 

높게 올라간 23일 시료의 경우 그람 음성세균의 비율은 감소

하고 방선균이 우점하는 결과를 고려하면 단계 I은 원료에 존

재하는 유해세균 사멸의 역할도 한다고 볼 수 있다.

발효가 진행되면서 나타나는 미생물 군집의 천이는 T-RF 

profile과 16S rRNA 유전자 염기서열 결과를 함께 비교하면 

알 수 있다. 단계 I에서 관찰된 493–495 bp의 T-RF는 Erwinia 

속으로 예상된다. 중온성 세균인 Erwinia는 발효과정을 거치

며 우점하다 23일 50 cm 내부부터 서서히 사멸하는 것으로 보

인다. 이와 반대로 160–165 bp는 23일 50 cm 시료에서 나타나 

저온살균 전(40일) 시료에서 우점하였는데, 이는 Amycolatopsis

의 T-RF로 예상되며 발효과정이 진행되면서 중온성 미생물

에서 방선균으로 미생물 군집의 천이가 일어나는 것을 확인할 

수 있다. 퇴비화 과정이 진행되면서 방선균은 중온성 세균을 

대체하며 유기물을 분해하는데 중요한 역할을 한다(Allgaier 

et al., 2010). 특히 셀룰로오즈, 헤미셀룰로오즈, 리그닌 등의 고

분자 물질을 분해하는 능력이 탁월하다(Lacey, 1973; Ryckeboer 

et al., 2003b; Tang et al., 2007). 염기서열 분석결과, 방선균은 

발효 전 참나무 톱밥에서는 발견되지 않았으나 발효 23일 50 

cm 깊이의 톱밥 시료에서 40.9%, 1 m 깊이에서 12.9%를 차지

하였고, 발효 마지막인 40일에서 분석된 염기서열의 89.8%로 

가장 우점하였다. 발효과정에서 나타난 방선균 중 가장 우점

한 세균은 Amycolatopsis 속에 포함되는 것으로 확인되었다. 

Amycolatopsis 속은 23일 50 cm 시료에서 36.4%, 저온살균전 

시료(40일)에서 49.0%를 차지하며 우점하였다. Amycolatopsis 

속은 호기성 세균으로 토양, 자연동굴, 해양 퇴적토, 식물, 의

료용품 등의 다양한 환경에서 분리되었으며, 항생제와 같은 

생활성 물질을 생산하는 산업활용 잠재력이 높은 세균 및 폴

리에스터의 일종인 polylactide를 생분해하는 세균도 포함된

다(Pranamuda et al., 1997; Bala et al., 2004). Amycolatopsis 

속의 균주는 중온성 방선균과 고온성 방선균으로 구분되는데, 

중온성의 경우 45°C 이상에서, 고온성의 경우 65°C 이상의 온

도에서는 생장하지 못하는 특성을 갖고 있다(Goodfellow et 

al., 2001). 발효 23일 시료에서 관찰된 Amycolatopsis의 대부

분은 A. pigmentata (AB327254)와 유사한 세균으로 확인되

었다. A. pigmentata는 토양에서 분리되었으며, 수용성 염료

를 생산하는 특징을 갖는다. 25°C–37°C에서 성장하는 중온

성 방선균으로 셀로바이오즈를 탄소원으로 이용할 수 있어 

톱밥 배지에 포함된 난분해성 물질인 셀룰로오즈의 분해가 

가능하여 톱밥 배지재료를 연화시킬 가능성이 있다(Tamura 

et al., 2010). 23일에는 60°C에 가까운 온도가 유지되던 시점

으로, 본 연구에서 확인된 A. pigmentata 유사세균은 보고된 

세균과는 약간 다른 생장 특성을 가질 것이라고 생각된다. 40

일에 우점한 Amycolatopsis는 본 연구를 통해 분리, 배양된 

Amycolatopsis sp. OSD2와 가장 유사한 것으로 나타났다. 

Amycolatopsis sp. OSD2는 최적 생장온도가 40°C인 고온성 

방선균이다. Yu 등(2007)은 쌀겨를 이용한 농업 폐기물 발효

과정의 미생물 군집 변화를 quinone profile을 통해 관찰하였

으며, 이때 리그닌을 분해하는 주요 미생물은 Q-9 (H2)을 주요 

quinone 성분으로 하는 고온 방선균임을 보고하였다. 이와 같

이 고온 방선균은 호기적 조건 및 높은 온도에서도 유기물을 
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분해할 수 있는, 퇴비화 과정에서 필요한 미생물 군집이다

(Unaogu et al., 1994; Lacey, 1997). Amycolatopsis sp. OSD2

는 A. pigmentata에 비해 최적생장온도가 10°C 이상 높아 고온

으로 유지되는 발효과정 동안에 참나무 톱밥 내부에서 생존이 

가능하여 발효 마지막까지 관찰되었던 것으로 생각된다. 

Amycolatopsis 속은 퇴비화 과정에서 자주 보고되는 주요한 

세균은 아니었지만, 고분자 물질 분해와 이차 대사물질(항생

물질)을 생산하는 등의 특징을 고려하면, 본 연구에서 진행된 

참나무 톱밥 배지의 발효에서 중요한 역할을 담당했을 것이라 

생각된다. 고온 방선균에 포함되는 Saccharopolyspora 속은 

40일 시료에서 26.5%를 차지하며 두번째로 우점하였다. 이 속

은 곡물, 볏짚 등을 분해하는 능력은 탁월하나, 일부 종의 경우 

폐 질환을 일으킬 수 있다는 단점이 있다(Duchaine et al., 1999). 

본 연구에서 우점한 Saccharopolyspora rosea (AM992060)의 

경우도 기관지 암을 앓는 환자에서 분리된 바 있으므로(Yassin, 

2009), 톱밥 발효과정의 주요 균주임에도 불구하고 실제 활용

가능성은 매우 낮다고 볼 수 있다. 

발효 23일의 1 m 시료에서는 Clostridium 속이 군집의 

80.6%를 차지하며 우점하였다. Clostridium 속은 내생포자를 

갖는 그람 양성 절대 혐기성 세균으로 1 m 깊이의 경우 산소 농

도가 낮아져 자연스럽게 혐기성 미생물인 Clostridium이 우점

하게 된 것으로 생각된다. 일반적으로 셀룰로오즈나 리그닌과 

같은 상대적으로 분해가 어려운 물질들을 이용하여 물질대사

를 할 수 있는 것으로 알려져 있으므로(Partanen et al., 2010) 

참나무 톱밥의 혐기적 발효와 깊은 관련이 있는 세균으로 생

각된다. 

저온살균과 균사생장시기를 포함하는 단계 II는 병원균을 

경쟁에서 도태되게 하고 퇴비의 분해를 촉진하면서 버섯의 균

사와 공생할 수 있는 미생물을 허용하는 역할을 한다(Fergus, 

1964). 톱밥 배지의 살균은 버섯 균사의 생장에 해를 입힐 수 있

는 내부의 세균을 제거하고 배지를 연화시켜 균사가 잘 자라도

록 하는데 그 목적이 있다(Koo et al., 2012). 40일 시료와 저온

살균 후(41일)의 세균군집 다양성 지수(H; Shannon-Weiner 

diversity index)와 우점도(D; Simpson dominance index)를 계

산하였을 때 40일에서는 H=2.16, D=0.323였으나, 41일 시료

에서는 H=0.37, D=0.904로 다양성 지수는 낮아지고 우점도 

지수는 높아지는 것으로 나타났다. 이 결과는 저온살균의 효

과를 간접적으로 증명할 수 있는 수치로, 65°C 저온살균을 거

치며 방선균을 포함한 많은 미생물이 사멸되어 특정 군집만이 

생존하였다는 것을 의미한다. 저온살균 후 나타난 T-RF 단편

의 profile 중 140–145 bp는 Bacillus에서 유래된 것으로 예상

되는데(Fig. 2), 이 단편은 혼합수에서도 관찰되었으며, 저온

살균 후 시료의 16S rRNA 유전자 염기서열 분석결과 65°C에

서도 성장이 가능하다고 알려진 B. smithii (Z26935) 유사 세균

인 것으로 확인되었다. 내열성이고 포자를 형성하는 특징을 

지닌 Bacillus 속(Nakamura et al., 1988)의 경우는 저온살균의 

영향을 받지 않은 것으로 생각된다. 따라서 저온살균을 통한 

효율적인 톱밥 배지를 생산하기 위해서는 혼합수의 품질관리

가 선행되어야 할 것이다. 

저온살균 된 배지에 표고버섯 균사를 접종하고 성장시키

는 균사성장시기에서 가장 중요한 것은 Trichoderma 등으로 

인한 곰팡이 오염의 위험이 있다는 것이다(Badham, 1991). 

Trichoderma 속의 일부는 푸른곰팡이병을 유발하며 일반적

으로 표고버섯 균사의 생장을 저해하고 자실체에 손상을 입힌

다고 알려져 있다(Tokimoto and Komatsu, 1979). 따라서 유해

균류에 의한 오염을 방지하는 길항작용의 효과를 갖는 세균에 

관한 연구가 필요하다. 본 연구의 균사생장시기에서 가장 우

점한 세균은 Leuconostoc 속이다. Leuconostoc 속은 통성혐기

성이며 젖산발효균 혹은 김치발효균으로 널리 알려져 있고 

포도당을 젖산이나 에탄올 등으로 발효할 수 있다. 특히, 

Leuconostoc 속의 일부 종은 식물 재료의 발효에 매우 중요한 

역할을 한다고 보고되었으며, 5–37°C에서 생장이 가능하다

(Kim et al., 2000). 저온(18°C) 환경을 유지하는 표고균사 생

장단계에서 톱밥배지는 Leuconostoc 속이 생장하기에 유리한 

환경이라고 생각되며, 앞으로 Leuconostoc 속이 표고 균사생

장시기에 기여하는 점에 대한 연구가 필요할 것이다. 

Steger 등(2007)에 의하면 방선균 군집은 퇴비화의 마지막 

단계에 존재하는 미생물 군집의 대부분을 구성하는 경우가 

많아 퇴비의 성숙도를 결정하는 지표로서의 잠재력을 가지고 

있다고 한다. 본 연구의 발효 마지막 단계에서도 미생물 군집

의 약 90%가 방선균으로 이루어져 있었으며, 이로써 톱밥발

효가 성공적으로 진행됐다는 것을 추측할 수 있었다. 그 중 

Amycolatopsis 속의 경우 본 연구 이후에 진행된 2차 참나무 톱

밥발효 실험에서도 가장 우점한 미생물 군집이었다(결과 미

제시). 따라서 현재까지는 정확하게 알려진 바 없지만 참나무 

톱밥 발효에 중요한 역할을 하는 세균임을 예상할 수 있다. 특히 

발효 마지막(40일) 시료에서 Amycolatopsis 속과 유연관계가 

있다고 확인된 염기서열은 본 연구에서 분리된 Amycolatopsis 

sp. OSD2와 가장 유사하였으므로 이 세균의 특성을 조사하여 

발효과정에 이용한다면 효율적으로 참나무 톱밥발효를 통한 

버섯 재배가 가능해질 것이라고 생각된다. 

T-RFLP 방법은 저비용으로 많은 시료를 비교 ․ 분석할 수 

있는 장점이 있지만 절편의 크기만으로 군집을 해석하는 한계

점이 있기 때문에 본 연구에서는 16S rRNA 유전자 클론 라이
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브러리의 염기서열을 추가로 분석하였다. 그러나 이 방식은 

염기서열 분석에 소요되는 비용 때문에 클론의 수가 매우 제

한적이라는 단점이 있다. 따라서 차후 연구에서는 톱밥 발효

과정의 미생물 군집 분석에 차세대 염기서열 분석방법을 적용

하는 것이 바람직할 것으로 생각된다.

적  요

톱밥발효를 이용한 표고버섯의 지면재배방법은 적은 노동

력을 소요하고 표고의 생산력을 증대시킬 수 있는 방법이다. 

이 방법은 미생물에 의한 참나무 톱밥의 발효과정과 표고균사

를 접종하고 생장시키는 과정의 두 단계로 나누어진다. 본 연

구에서는 참나무 톱밥을 이용한 표고 지면재배과정의 각 단계

에서 우점하는 주요 미생물을 확인하고 효율적인 표고버섯 재

배를 위한 정보를 제공하고자 하였다. 발효과정이 진행되며 

온도가 상승함에 따라 톱밥의 고온 세균의 비율은 10%에서 

80%까지 증가하여 중온성 세균에서 고온성 세균으로 군집의 

천이가 확인되었다. 16S rRNA 유전자를 이용한 T-RFLP 방

법과 염기서열 분석 방법으로 참나무 톱밥 지면재배과정의 

단계별 미생물 군집의 변화를 확인했다. 발효 전 참나무 톱밥

시료에서는 중온성 세균인 Enterobacteriaceae 과의 세균이 

우점(100%)하였고, 발효가 진행되며 Amycolatopsis (49.0%), 

Saccharopolyspora (26.5%) 등의 고온성 방선균으로 미생물

군집의 천이가 발생되었다. 특히, Amycolatopsis 속이 최고온

도가 유지되는 발효과정 중에도 항상 우점한 결과를 고려하면 

발효를 주도하는 미생물이라고 생각된다. 균사생장시기에서

는 저온성 세균인 Leuconostoc이 우점(75.0%)하였다. 표고 균

사의 활발한 성장을 위해서는 참나무 톱밥의 발효과정이 매우 

중요하기 때문에 발효과정에서 우점한 고온성 방선균인 

Amycolatopsis 속에 관한 다양한 연구가 필요할 것으로 생각

된다.
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