
실험 제목 실험교사 성명
배지(Medium)의 제조와 미생물의 순수배양

학교명 반 번호 이름

1. 실험 목표
미생물을 배양하기 위해서 복합배지의 종류인 LB 배지를 제조하고, 도말평판법과 획선평판법

으로 미생물을 접종하여 순수배양을 할 수 있다. 

2. 배경 이론

1) 배지 (Medium)

미생물학 연구는 실험실에서 미생물을 키우고 유지할 수 있는 능력에 달려 있으며 이것은 적

당한 배지가 존재할 때만 가능하다. 배지는 고체 또는 액체로 미생물을 배양하고 옮기거나 저

장할 수 있다. 배지로 사용될 수 있으려면 미생물의 생장에 필요한 영양물질이 모두 들어 있

어야 한다. 특수한 배지를 이용해 미생물을 분리하고 동정할 수 있으며, 항생제에 대한 감수

성을 측정하고, 수질 및 식품 검사를 수행한다. 모든 미생물이 에너지, 탄소, 질소, 인, 황, 무

기질 공급원을 필요로 하지만 영양요구성이 미생물마다 아주 다르기 때문에 배지의 조성도 

미생물의 종류마다 다르다. 환경의 특성에 따라 필요로 하는 영양 물질이 다르므로 미생물의 

정상 서식처를 잘 알고 있으면 적절한 배지를 선정하기 쉽다. 때로는 특정한 미생물을 선별하

여 배양하거나 특정한 종을 동정하기 위해 배지를 선택하는 경우가 있다. 이런 경우 배지를 

어떤 용도로 사용할 것인가에 따라 그 조성이 달라질 것이다. 

 (1) 합성배지 (특정배지)

 배지의 조성을 완전하게 알고 있는 배지를 특정배지 (Defined medium) 또는 합성배지 

(Synthetic medium) 이라고 한다. 많은 종류의 화학유기종속 영양미생물 역시 포도당을 탄소

원으로, 암모늄염을 질소원으로 하는 특정 배지에서 자랄 수 있다. 그러나 모든 특정배지의 



그림 1 도말평판법

조성을 아는 것은 간단하지 않아서 십여종의 성분을 더 첨가해야 하는 경우도 있다. 특정배지

를 이용해 실험할 미생물이 어떤 물질을 대사하는지 알 수 있으므로 특정배지는 미생물 연구

에 널리 쓰인다. 

 (2) 복합배지

 화학조성을 모르는 성분이 포함된 배지를 복합배지 (Complex medium)라 한다. 복합배지에

는 영양물질이 충분하게 들어 있어 여러 종류의 미생물이 한 종류의 배지에서 자랄 수 있기 

때문에 유용하다. 또한 특정한 미생물의 영양요구성을 잘 알지 못해서 합성배지를 만들 수 없

는 경우에도 유용하게 사용된다. 배양조건이 까다로운 세균 가운데에는 혈액이나 혈청이 있어

야 자라는 것도 있다. 

2) 순수배양

자연적인 서식처에서 미생물은 대개 여러 종류의 생물종이 섞인 복잡한 혼합집단에서 자란다. 

혼합배양 (Mixed culture) 상태에서는 한 종의 미생물을 적절하게 연구할 수 없다. 따라서 개

별 종의 특성을 연구하려면 단일세포에서 자라난 세포의 집단을 순수배양 (Pure culture) 하

여야 한다. 독일 세균학자 코흐 (R. Koch)가 개발한 순수배양기법은 미생물학의 지평을 바꾸

었다. 순수배양기술에는 여러 가지 방법이 있으며 여기서는 가장 일반적인 방법만을 살펴보기

로 한다. 

 (1) 도말평판법 

 세포의 혼합액을 한천 표면에 잘 도말하면 각 세포가 자라서 완전하게 분리된 집락을 형성

한다. 집락 (Colony)이란 고체 표면에 자라서 육안으로 볼 수 있는 미생물의 군집으로 각각의 

집락은 하나의 세포가 순수배양되어 형성된다. 



그림 2 획선평판법
그림 3 한천배지에 자란 
세균의 집락

 도말평판법 (Spreading)이란 순수배양된 집락을 얻는 쉽고 직접적인 방법이다. 30~300개 

정도의 세포를 포함하는 미생물 혼합액을 한천배지의 중심에 조금 덜어 구부러진 유리봉을 

멸균하여 전체적으로 펴서 도말한다. (그림 1) 이 과정에서 흩뿌려진 세포는 각각 분리된 집

락을 형성한다. 집락의 수는 시료에 있는 살아있는 개체수와 같으므로 이 방법으로 미생물 집

단에서의 개체수를 계산할 수 있다.

 (2) 획선평판법

 

 획선평판법 (Streaking)으로 순수배양을 할 수도 있다. 여러 미생물이 섞여 있는 혼합물을 

백금이나 면봉을 이용해 한천배지의 한쪽 끝에 접종한 다음 여러 형태를 그리면서 표면 전체

로 획선을 긋는다. (그림 2) 이 과정 중에 어떤 지점에 이르면 백금이에서 단일세포가 떨어져 

나와 한천 표면에 묻게 되고 이것이 자라 분리된 집락을 형성한다. (그림 3)

 

3) 미생물을 제어하는 물리적인 방법

미생물의 생장을 제어하고 도구를 멸균하는 데 열과 그 외의 다른 물리적인 방법을 사용할 

수 있다. 가장 흔한 예가 미생물실험실에서 늘 쓰이는 고압멸균법이다. 널리 사용되고 있는 

물리적 제어방법으로는 열, 저온, 여과 등의 방법이 있다. 

 (1) 열처리

 그리스시대부터 불과 끓는 물을 이용해 멸균하거나 살균했으며 열처리는 여전히 미생물을 

파괴하는 가장 일반적인 방법이다. 이때 습열이나 건열을 모두 이용할 수 있다. 습열은 바이

러스, 세균, 곰팡이류를 쉽게 사멸할 수 있다. 끓는 물에 10분간 노출해도 영양세포나 진핵포



자를 충분히 죽일 수 있다. 그러나 불행히도 끓는 물의 온도는 세균의 내생포자를 파괴하기에 

충분하지 못하다. 세균의 내생포자는 끓는 물에서도 여러 시간 견딜 수 있다. 그러므로 끊는 

물을 이용해서 식수나 도구를 살균할 수는 있으나 멸균시키지는 못한다.  

 세균의 내생포자를 파괴하기 위해서는 100℃ 이상에서 습열멸균을 해야 하며 이때 높은 증

기압이 필요하다. 증기멸균은 압력솥 같은 고압멸균기 (Autoclave)를 이용한다. 습열은 핵산

을 분해하고 효소 및 다른 필수단백질을 변성시키므로 아주 효과적인 미생물 사멸방법이다. 

 우유 같은 것은 끓는점보다 훨씬 낮은 온도에서 열을 가해 미생물을 제어한다. 이 방법은 이

를 개발한 파스퇴르 (Louis Pasteur)의 업적을 기려 파스퇴르살균법 (Pasteurization; 저온살

균법)이라 한다. 이 방법으로 병원성 미생물을 제거하고 식품을 부패시키는 비병원성 미생물

의 수를 감소시켜 식품이 부패되는 속도를 낮춘다. 

 여러 기구를 멸균할 때에는 증기를 사용하지 않는 건열멸균법을 쓴다. 멸균시킬 물건을 

160~170℃의 오븐에 2~3시간 넣어둔다. 미생물은 세포의 성분이 산화하고 단백질이 변성하

게 되면 사멸하게 된다. 건열은 습열에 비해 효과가 적다. 그렇지만 건열 멸균에는 이점도 많

다. 습열을 사용하는 경우 유리나 금속 기구를 부식시키지만 건열은 그렇지 않다. 건열을 쓰

면 분말, 기름 등을 멸균할 수도 있다. 하지만 열에 약한 플라스틱이나 고무제품에는 사용할 

수 없다. 

 (2) 저온처리

 앞에서의 방법은 미생물을 파괴하는 것에 중점을 두긴 했지만 가장 편리한 제어방법은 냉동 

또는 냉장법을 이용해 미생물의 생장과 증식을 억제하는 것이다. -20℃ 또는 그 이하로 얼리

면 온도가 낮고 액상 물분자가 없어 미생물의 생장이 중지된다. 얼음결정으로 세포막이 파괴

되어 죽는 미생물도 있지만 냉동과정으로 오염된 미생물을 사멸시킬 수는 없다. 사실 적절한 

방법으로 시료를 냉동시킨다면 미생물 시료를 오랫동안 보존할 수 있다. 대부분의 실험실에는 

미생물 배양액을 보존하기 위해 –20℃ 또는 –70℃의 냉장고가 비치되어 있다. 

 (3) 여과

 여과법은 열에 약한 물질의 용액에서 미생물 집단을 감소시키기에 아주 좋은 방법이다. 여과

법에서는 오염된 미생물을 직접 파괴하지 않고 여과장치를 사용하여 제거한다. 막여과지 

(Membrane filter)는 구멍이 많이 뚫린 막으로 두께는 0.1mm 정도이며 구멍의 크기에 따라 

다양한데 직경이 0.2㎛인 구멍을 지닌 막을 사용하면 1mL에서 몇 리터에 이르는 용액에서 

대부분의 영양세포를 제거할 수 있다. 그러나 이것으로 바이러스를 제거하지는 못한다. 



LB 배지 조성표 
NaCl 1%                    g
Yeast extract 0.5%                    g
Tryptone 1%                    g
한천(Agar) 1.5%                    g
증류수                   mL

3. 실험 재료 및 기구
NaCl, Yeast extract, Tryptone, 한천 (Agar), 증류수

액체배지에 배양되어 있는 대장균, Petri-dish, 250mL 플라스크, 메스실린더,

저울, 약수저, 유산지, Hot plate 또는 전자레인지, Stirrer & magnetic bar,

세모난 유리막대, 백금이, 알코올램프, 에탄올, 비커

4. 실험 방법

실험 1> LB (Luria-Bertani) 배지의 제조

 1) LB 배지의 조성은 아래의 표와 같다. 각 성분의 % 농도를 확인하고, 전체 100mL의 LB 

배지를 제조 한다고 가정 했을 때의 각 성분의 양을 적는다. 그리고 필요한 양만큼 무게를 

재서 준비한다. 

 2) LB 배지 제조에 필요한 성분들을 용액으로 만들고, 멸균하기 위해 멸균기를 사용하여 멸

균하거나, 한천을 녹이기 위해 Hot plate 또는 전자레인지를 사용한다. 

 3) 한천이 녹은 것을 확인한 LB 배지를 굳지 않은 상태로 유지하면서 Petri-dish에 기포가 

생기지 않도록 1/2 높이로 조심스럽게 부어준다. 

  주의: 매우 뜨거운 상태의 LB 배지는 적당히 식혀서 부어준다. 

 4) LB 배지가 잘 굳도록 Clean-bench에 넣어 두고 1시간 정도 굳힌 후에 Petri-dish를 뒤

집어서 냉장상태로 보관해 두고 필요할 때마다 꺼내 쓴다.



실험 2> 미생물 배양을 위한 Spreading & Streaking 수행

 1) 피펫을 사용하여 한천배지의 중앙에 소량의 미생물 시료를 떨어뜨린다. 

 2) 구부러진 유리막대를 에탄올에 담근다. 

 3) 에탄올에 적신 유리막대를 알코올 램프의 불꽃에 통과시켜 휘어진 부분을 멸균한다.

  주의: 에탄올이 흘러 불꽃이 번지지 않도록 주의 한다.  

 4) 멸균한 유리 막대를 이용해 한천 배지에 시료가 골고루 퍼지도록 도말한다.   

  주의: 유리 막대가 너무 뜨겁지 않도록 잠시 식힌 뒤 도말한다.

 5) 백금이를 에탄올에 담근다. 

 6) 에탄올에 적신 백금이를 알코올 램프의 불꽃에 통과시켜 루프 부분을 멸균한다.

 7) 멸균한 백금이를 한천배지의 한쪽 구석에서 앞 뒤로 식혀주고 피펫을 사용하여 한천배지

의 한쪽 구석에 소량의 미생물 시료를 떨어뜨린다. 

 8) 아래의 그림과 같은 순서로 Streaking 한다. 

 

 : (1)단계에서 최대한 미생물 시료를 많이 Streaking 

하고 (2),(3),(4) 단계에서는 최대한 한 번에 그어서 

Streaking 하여, Colony로 분리 될 수 있도록 한다.  

 9) Spreading & Streaking 한 배양배지를 37℃ 배양기에서 정치배양 한다. 



5. 실험 결과 및 고찰

 1) LB 배지의 조성에서 각 성분은 미생물 생장에 어떤 역할을 하는지 생각해 보자. 

 2) 살균과 멸균의 차이에 대해 설명해 보라. 

 

 3) Spreading 또는 Streaking 방법을 통해 미생물을 배양하고자 하는 이유가 무엇이라  

    생각 하는가. 그리고 Colony가 가지는 의의를 생각해 보자. 

 

고찰이란? 

실험을 통하여 결과를 얻었을 때, 실험 과정과 결과에 대해 생각하고 연구하는 것을 의미한다. 실험 결과가 좋던 나쁘
던 관계없이 실험 과정에서 발생할 수 있는 오류에 대해 생각하여 기재하고, 실험 결과에 대해 전체적인 정리를 하고, 
더 나아가 실험과정과 결과를 이용하여 더 깊이 연구할 수 있는 실험에 대해 생각하고, 어떤 분야에 응용할 수 있는지
에 대해 생각해 보도록 하자.



6. 토론
모든 미생물 실험실에서 실험자의 안전은 아주 중요하다. 실험실에서 병원성 미생물에 감염

된 사례가 수천 건에 이르며 이 결과 사망한 사람도 많다. 감염증에 대한 예방조치를 강화하

기 위하여 실험실 감염증이 나타나는 원인을 조사한 결과, 가장 자주 나타나는 원인은 공기 

중의 감염원을 흡입하였기 때문이다. 

연구자는 미생물을 다룰 때 주의를 기울어야 하며 상식을 잘 지키는 습관을 들여야 한다. 실

험실에서 미생물로 인해 일어날 수 있는 위험인자에 대해 생각해 보고 실험실을 안전하게 

지킬 수 있는 방법에 대해 토론해 보자. 



7. 실험 후 느낀 점 및 배운 점 


