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Abstract : The aim of this study was to investigate the efficiency of temperature, light intensity and pH on the growth rate of 
Chlorella vulgaris (C. vulgaris). The size of C. vulgaris (FC-16) was 3-8 µm, having round in shape. The cells of C. vulgaris
(FC-16) was cultured in the Jaworski’s Medium with deionized water. To evaluate the efficiency of temperature, light intensity and 
pH on the growth rate of C. vulgaris, six different fractions of temperature (10℃, 15℃, 20℃, 25℃, 30℃, 35℃), various light 
intensities (100-800 µEm-2s-1) and seven different fractions of pH (3, 4, 5, 6, 7, 7.5, 9) were prepared. The growth rate of C. vulgaris
cultivation was approximately 5.2 to 5.5 times faster, the concentration of Chlorophyll a was also 5 to 5.5 times higher, and cell 
volume per unit area was 14% higher at 25℃ to 30℃ than those at 10℃. Therefore, the optimal temperature for cultivation of 
C. vulgaris was estimated 25℃ to 30℃. The growth rate of C. vulgaris increased slowly up to 5 days, exploded after 5 days until 
15 days, and then stoped after that. The optimum cultivation period of C. vulgaris was estimated as 15 days. The optimum pH 
for the growth rate of C. vulgaris was determined pH 7 to 7.5.
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요약 : 본 연구는 온도, 광세기 및 pH가 Chlorella vulgaris (C. vulgaris)의 증식률에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 각 조

건에서의 효율을 평가하기 위하여 C. vulgaris (FC-16) (3~8 µm)를 Jaworski’s Medium에 증식시킨 뒤, 다양한 온도(10℃, 15℃, 
20℃, 25℃, 30℃, 35℃)와 다양한 광세기(100~800 µEm-2s-1) 및 다양한 pH (3, 4, 5, 6, 7, 7.5, 9) 조건에서 실험하였다. 실험결
과, 25~30℃ 조건에서는 10℃ 조건과 비교 시 같은 양의 C. vulgaris를 증식하는데 걸리는 시간은 약 5.2~5.5배 빨랐고, Chlo-
rophyll a는 5~5.5배 높았으며, 단위 면적당 cell volume은 14% 이상 높아 C. vulgaris 최적 배양온도는 25~30℃로 조사되었다. 
C. vulgaris 배양기간의 경우, 증식속도가 5일까지는 느리게 증가했지만, 6일 이후부터 15일까지는 폭발적으로 증가했고, 15
일 이후에는 거의 증식이 멈춰 15일 이내가 적당한 것을 알 수 있었다. C. vulgaris 증식을 위한 최적 pH는 pH 7~7.5로 조사
되었다.
주제어 : 클로렐라 불가리스, 클로로필, 증식, 광세기

1. 서 론

미세조류는 식물과 마찬가지로 광합성에 의해 이산화탄

소, 물, 빛을 이용하여 유기물을 합성하지만, 식물에 비해 

증식 속도가 빠르고, 유전자 조작이 용이하며 다양한 유용

물질을 생산할 수 있고, 기존의 식용작물이 아니라는 점에

서 재생에너지원으로서 많은 장점을 가지고 있다.1) 미세조

류의 단위면적당 바이오디젤 생산은(오일 함량이 30%인 

경우) 약 58,700 L/ha로 대두(446 L/ha)에 비해 130배 많

다.2) 이와 같은 이유로 Haag3)는 미세조류에서 생산되는 바

이오 디젤을 “Green Gold”라 칭했다. 최근에는 미세조류를 

가지고 바이오디젤,4) 유해한 중금속 제거,5,6) 영양염류 제

거7~10) 등 많은 연구가 이루어지고 있다. 이탈리아 피렌체 

대학에서는 소형 병합발전시스템에서 배출되는 연소가스

를 미세조류 배양 시설에 공급하여 처리하고 생산된 미세

조류를 혐기 소화하여 생산된 메탄을 병합발전시스템 연료

로 사용하는 실증 연구에 착수하였다.11) 최근에 분리, 동정

된 해양성 미세조류인 Chlorococcum littorale 등과 같은 일

부 광합성 미생물들은 20~50%의 이산화탄소 농도에서 내

성을 가지는 것으로 알려져 있다.12) Watanabe 등13)은 20~ 
30%의 이산화탄소에 대해 내성을 갖는 담수성 미세조류인 

Chlorella를 분리하여 동물사료로서의 활용성을 조사하였

고, Sakai 등14)이 온천에서 분리한 Chlorella는 42℃의 고온

에서도 성장 가능하였다. Papazi 등15)은 온천에서 분리한 

Synechococcus elongatus를 대상으로 60℃의 고온과 60%의 

이산화탄소 농도에서 빠른 성장에 대한 기작을 조사한 바 

있고, 산성 및 고온 조건에서도 내성을 가진 미세조류를 탐

색한 결과, 단세포 홍조인 Galdieriapartita는 pH 1, 50℃, 50 
ppm, SO2의 조건에서도 생장 가능한 것으로 보고하였다.

최근에는 연안의 부영양화 방지를 위한 구체적인 수질환

경의 개선책이 요구되고 있는데, 그 방법으로 주목 받고 있

다. 부영양화 된 연안의 양식장에서 미세조류를 재배하면 

양식장에서 배출되는 용존 무기질소(N)나, 용존 무기인(P)
을 미세조류가 흡수하고, 양식생물에게는 용존산소를 공급
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Table 1. Characteristics of C. vulgaris by various temperature (pH: 7-7.5, Light Intensity: 100 µEm-2s-1)

Characteristic 10℃ 15℃ 20℃ 25℃ 30℃ 35℃

Doubling time (h) 45.6±2.60 30.3±2.11 16.1±1.52 8.8±0.62 8.7±0.63 8.8±0.61

Chl. a/b 7.4±0.54 6.9±0.51 4.5±0.47 3.9±0.41 3.8±0.40 3.9±0.41

Chl. per cell (fg) 120±28.04 230±30.22 390±35.63 632±43.01 633±42.31 633±43.1

Cell volume (µm3) 90.2±2.50 91.4±2.21 96±1.92 105.2±1.52 105.3±1.52 105.4±1.52

할 수 있어 일거양득이다. 또한, 수질오염문제를 해결하기 

위한 방법으로 하수오염원인 축산분뇨나 생활 오․폐수, 
음식물찌꺼기 등을 미세조류의 먹이자원으로 사용하여 저비

용으로 미세조류를 배양하고, 더불어 인, 질소 등 수질오염

원의 하천유입을 막아 수질오염문제도 해결할 수 있다.16) 
이렇게 유용한 미세조류를 대량증식하기 위해서는 적당한 

조도의 빛, CO2, 무기영양소, 알맞은 온도 및 pH를 필요로 

한다. 따라서 이들 최적 환경 인자를 고려한 합리적인 생산 

시스템을 갖춘다면, 미세조류의 대량생산이 가능하게 되므

로 환경 인자들의 최적화가 필수적이다.
지금까지의 연구는 주로 미세조류를 이용한 하․폐수에

서의 영양염류제거, CO2 고정화 및 미세조류를 이용한 바

이오 오일 생산에 중점을 두고 있으며 미세조류의 증식에 

대한 기초적인 연구가 미흡하다. 또한, 양식장의 배출수나, 
하․폐수에 미세조류를 배양할 때 기본적인 미세조류의 최

적 조건이(최적의 pH, 온도, 광세기) 결정되지 않았기 때문

에 미세조류 배양에 많은 시행착오를 겪고 있다. 기본적인 

최적 조건 결정 후 환경적 요인들의 변수를 조절한다면 미

세조류 배양시에 나타나는 시행착오를 줄일 수 있으리라 생

각된다. 따라서 본 연구에서는 미세조류 중 지방과 단백질

의 함유량이 많아 유용성이 높고, 생명력이 강한 Chlorella 
vulgaris (C. vulgaris)의 온도, 광세기 및 pH에 따른 증식률

을 보고자 하였다.

2. 연구방법

2.1. 미세조류 배양 및 배지

실험에 사용된 C. vulgaris (FC-16)는 한국해양미세조류

은행(KMMCC)에서 3~8 µm 크기의 둥근모양을 분양 받았

다. 분양받은 C. vulgaris (FC-16) (3~8 µm) 10 mL를 100 mL
의 Jaworski's Medium (4.0 g Ca(NO3)2․H2O, 2.48 g KH2PO4, 
10.0 g MgSO4․7H2O, 3.18 g NaHCO3, 0.45 g EDTAFeNa, 
0.45 g EDTANa2, 0.496 g H3BO, 0.278 g MnCl2․4H2O, 0.20 
g (NH4)6Mo7O24․4H2O, 0.008 g Cyanocobalamin, 0.008 g 
Thiamine HCl, 0.008 g Biotin, 16.0 g NaNO3 and 7.2 g 
Na2HPO4․12H2O in per 200 mL)에 접종시킨 후 25℃의 항

온기에서 15일간 증식시켰다. 배지와 C. vulgaris가 약 110 
mL 정도의 적은 양이기 때문에 공기 주입은 따로 하지 않

았으나, 하루에 세 번씩 흔들어 주어 증식에 도움을 주었다.

2.2. 실험방법 및 측정방법

15일 동안 배양한 C. vulgaris를 원심분리기에 배지와 분

리한 후 3 g 을 1,000 mL 배지에 넣고, pH 따른 증식률 실

험은 항온기에 넣어 (25℃) pH 3, 4, 5, 6, 7, 7.5, 9 로 실험

하였다. 온도에 따른 증식률과 온도와 Light Intensity를 통

한 증식률 실험은 pH 7~7.5에 맞추어 실험하였으며, 다양

한 온도(10℃, 15℃, 20℃, 25℃, 30℃, 35℃)와 다양한 광

세기(100~800 µEm-2s-1 로 나누어 실험하였다.
C. vulgaris의 증식률을 위한 Cell-counting은 용액을 50 

mL/Falcon 튜브에 담아 글루타르 용액으로 최종 농도 1%
로 고정 시킨 후, 고정한 시료를 4시간 이내에 광학 현미경

하에서 200X 배율로 측정하였다. 총 엽록소 측정은 500 
mL를 GF/F (Ø 0.45 µm, Wattman)필터로 여과한 다음, 습
기를 제거하고 90% 아세톤으로 암/냉장 하에서 12시간 동

안 색소를 추출하여 실시하였다. 엽록소는 형광분석기(TD- 
700, Turner Designs)를 이용하여 흡광도를 측정한 후, 엽록

소 a 값으로 환산하였다. 엽록소 측정은 100 mL 시료를 20 
µm, 3 µm, 0.45 µm (GF/F 필터)로 단계적으로 여과한 후, 
각각의 필터를 총 엽록소 분석방법과 동일하게 실시하였다. 
이때 세포의 파괴를 줄이기 위해 일정한 압력(100 mmHg)
하에서 여과하였다. pH는 S20-K (Mettler Toledo)로 측정하

였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 온도와 광세기에 따른 증식률

미세조류의 성장은 종에 따라 다양한데 일반적으로 광합

성에 의한 성장 및 증식에서 온도와 빛의 강도는 매우 중요

한 성장 및 증식요소이다. 온도조절 및 광주기(Light and 
dark)의 적절한 설정은 미세조류의 증식을 증대시킬 수 있

는 방법이다. 온도와 빛은 미세조류의 신진대사율에 직접

적인 영향을 미치기 때문에 미세조류를 이용한 영양염류 

제거 효율에 영향을 미치는 가장 중요한 물리적 영향 인자

이다. 즉, 미세조류는 스스로 내부의 온도 조절 기능이 없

기 때문에 주변 환경의 온도와 빛은 미세조류의 바이오매

스 성분, 신진대사, 그리고 신진대사의 반응속도에 직접적

으로 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.17) 온도에 따른 C. 
vulgaris의 증식률을 Table 1에 나타내었다.

C. vulgaris를 증식하는데 걸리는 doubling time은 10℃에

서 45.6±2.6 h, 15℃에서 30.3±2.1 h, 20℃에서 16.1±1.5 h, 
25℃에서 8.86±0.6 h, 30℃에서 8.7±0.6 h, 35℃에서 8.8± 
0.6 h로 측정되었다. 25℃, 30℃와 35℃에서는 걸리는 시간



513大韓環境工學會誌 論文

온도, 광세기 및 pH에 따른 Chlorella Vulgaris 증식률

대한환경공학회지 제33권 제7호 2011년 7월

이 비슷했으나 10℃에서는 25~35℃ 보다 5.2~5.5배의 시간

이 더 필요했다. 셀 당 클로로필 함량은 10℃에서 120±28 
fg, 15℃에서 230±30.2 fg, 20℃에서 390±35.6 fg, 25℃에서 

632±43 fg, 30℃에서 633±42.3 fg 그리고 35℃에서 633± 
43.1 fg이 측정되어 C. vulgaris를 증식하는데 doubling time
과 마찬가지로 25~35℃에서는 셀 당 클로로필 함유량이 

비슷했으며, 10℃에서 증식시킨 C. vulgaris 보다 클로로필

의 함량이 5.0~5.5배 높았다. 단위 면적당 Cell Volume도 

10℃ 보다 25~35℃에서 훨씬 높아 배양온도에 따라서 클

로로필 의 함량과 단위면적당 Cell Volume이 14% 이상 차

이가 있었다. Muñoz et al.18)은 C. vulgaris를 이용한 실험

에서 온도가 25℃와 30℃일 때 10℃ 보다 증식률은 4배 이

상 높았으며, 영양염류 제거율도 2배 이상 높았다고 보고

했다. Ogbonna et al.19)은 C. vulgaris를 이용하여 온도에 따

른 증식률 실험 결과 30℃일 때 1.30 µmax day-1로 가장 높

았다. Lee and Lee20)도 역시 25~35℃ 사이 일 때 2.0 µmax 
day-1의 가장 높은 증식률을 얻어 25~35℃ 사이가 다른 온

도에 비하여 C. vulgaris의 증식률이 가장 높음을 알 수 있

었다. 본 실험 결과에서도 25~35℃가 10℃ 보다 doubling 
time 및 클로로필 함량이 5배 이상 높았다. 반면 25~35℃ 

사이에는 거의 변화가 없었다.
Fig. 1은 온도와 광세기에 따른 C. vulgaris의 증식률을 나

타내었다. C. vulgaris의 증식률을 구하는 식은 아래와 같다.

µ = (In Nt - In No) / (tt - t0) *100 (1)

µ는 C. vulgaris의 증식률, N0은 C. vulgaris의 초기 농도, 
Nt는 t시간에 C. vulgaris의 농도이다.21) 광세기 100 µEm-2s-1

에서 10℃에서는 0.2 day-1, 15℃에서 0.69 day-1, 20℃에서 

0.9 day-1, 25℃에서 1.15 day-1, 30℃에서 1.2 day-1 그리고 

35℃에서 1.05 day-1가 측정되어 30℃, 100 µEm-2s-1에서 C. 
vulgaris의 증식률이 가장 높았다.

특히 30℃ (1.2 day-1)가 10℃ (0.2 day-1) 보다 83%, 15℃ 

(0.69 day-1) 보다는 42.5% 증식률이 높았다. 광세기 100 
µEm-2s-1에서 25℃와 30℃의 증식률은 각각 1.15 day-1과 1.2 
day-1를 나타내어 큰 차이가 없었다. 하지만 광세기 200

Fig. 1. The relation between temperature and light Intensity by 
C. vulgaris (pH: 7-7.5).

µEm-2s-1을 넘으면 20℃에서 0.7 day-1, 25℃와 30℃에서 0.77 
day-1의 C. vulgaris의 증식 유지율이 측정되어, 20℃, 25℃ 

와 30℃에서는 비슷한 증식률을 유지했으나 30℃에서는 

0.58 day-1 증식률이 떨어졌다. 광세기 400 µEm-2s-1 이상에

서는 20℃와 25℃에서 각각 0.57 day-1, 0.52 day-1의 C. 
vulgaris의 증식율이 측정되어 30℃의 0.28 day-1 보다 50%
정도 C. vulgaris의 증식률이 높음을 알 수 있었다. 실험결

과 25~30℃ 사이와 100~150 µEm-2s-1의 광세기가 C. vulgaris
의 증식에는 최적의 조건임을 알 수 있었다. 광세기가 400 
µEm-2s-1 이상이 되면 C. vulgaris의 증식율에 변화가 없어 

C. vulgaris의 활동력이 현저히 떨어짐을 알 수가 있었다. 
C. vulgaris는 광합성을 하는 단세포 생물로써 광합성을 통

해 이산화탄소를 포도당(글루코스)과 산소로 전환하고 생

성된 글루코스로 살아간다. 1905년 영국의 블랙만은 온도

와 빛세기를 변화시키면서 광합성이 어떻게 변하는지를 조

사하였다. 실험결과 조도가 120 µEm-2s-1까지는 조도가 높

아질수록 광합성률이 높아지지만, 조도가 120 µEm-2s-1 이
상에서는 아무리 조도를 증가시켜도 광합성률은 증가하지 

않았다. 또한, 조도가 낮을 때는 온도변화에 관계없이 광합

성량이 거의 일정하다. 따라서 저온에서는 빛이 광합성의 

한정요인이 되고, 조도가 높아지면 저온에서 온도가 상승

함에 따라 광합성속도는 상승하므로 온도가 한정요인이 된

다. 온도가 증가하면 광합성률이 증가하다가 고온에서 광

합성 속도가 급격히 감소되는데 이는 광합성이 효소에 의

해 일어나며 효소에 영향을 받는 반응이라는 것을 나타내

준다.22)

3.2. 최적 배양기간

온도와 광세기의 관계에 따른 증식률의 실험에서 나타났

듯이 C. vulgaris는 25~30℃ 사이에서 증식률이 가장 높았

고, Light Intensity가 강할수록 25℃ 에서의 증식률은 다른 

온도보다 높게 유지되었다. Light Intensity 100 µEm-2s-1에

서 25℃와 30℃에서의 C. vulgaris 증식률은 큰 차이가 없

어서 본 실험에서는 25℃에 온도를 맞추어 C. vulgaris 최
적의 배양기간을 알아보았다. Fig. 2에 25℃의 항온기에서 

C. vulgaris의 배양속도를 나타내었다. 초기부터 5일까지 C.

Fig. 2. The growth rate of C. vulgaris (pH: 7-7.5, Tempera-
ture: 25℃).
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vulgaris의 배양속도는 느리게 증가했지만, 6일 이후부터 

15일까지는 폭발적으로 증가했음을 알 수 있다. 또한 15일 

이후에는 거의 증식이 멈춰 C. vulgaris의 배양은 15일 정도

가 적당한 것을 알 수 있었다. Wu and Shi23)도 Chlorella를 

고밀도 배양하기 위한 최적화 실험에서 12~15일이 Chlorella 
배양에 최적 기간임을 발표했다.

3.3. pH에 따른 증식률

pH는 온도, 빛과 같이 미세조류의 생식에 중요한 영향인

자이다. 미세조류 시스템에서 medium 안의 pH는 바이오매

스 조절, 미세조류의 광합성 그리고 미세조류에 대한 인의 

가용성에 영향을 미친다.24) 또한, pH는 미세조류에 대한 

암모니아의 독성에 영향을 미치는데 이는 NH3와 NH4 비율

의 영향에 따른 미세조류의 생존에 영향을 미친다.25) 이미 

20년 동안의 연구결과 pH는 미세조류안의 CO3
2-, HCO3

- 및 

CO2의 상대적인 양의 상관관계에 영향을 미치는 즉, 무기

탄소의 가용성에 영향을 미쳐 pH가 직접적으로 C. vulgaris
의 대사속도에 영향을 미침을 발견했다.26) Fig. 3에 pH에 

따른 C. vulgaris의 증식률을 나타내었다.
pH 3과 pH 9에서 C. vulgaris 증식률은 현저하게 저조했

으며, pH 7과 pH 7.5에서의 C. vulgaris 증식률은 pH 3과 9 
에서보다 80~85% 정도 높았다. pH 7 과 pH 7.5에서의 C. 
vulgaris 증식률은 pH 7.5가 pH 7 보다 약간 증식률이 높기

는 했으나, 거의 차이가 없이 비슷한 증식률을 나타냈다. 
pH 3과 pH 9에서의 C. vulgaris 증식률은 25시간 후에는 

전혀 변화가 없었고, 약 5일 후(125시간) 에는 모든 pH에서 
증식률에 큰 변화가 없었다. 초기 2일 동안 C. vulgaris가 

pH 5에서는 67%, pH 7에서는 81%, pH 7.5에서는 85%의 

증가율을 보여 pH 3과 pH 9를 제외하고 C. vulgaris가 폭

발적으로 증가했음을 알 수 있었다. 실험결과 pH 7~7.5 정
도가 가장 성장률이 좋았고 pH가 너무 낮거나 높을 경우 

(pH 3 이하 또는 pH 9 이상) 증식률이 저조할 뿐만 아니라 

오히려 폐사했다. Mayo와 Noike는27) pH가 높으면 C. vulgaris
는 스트레스를 받게 되며 이때 유독 긴사슬의 지방산을 배

출하는 것을 확인하였으며, pH 7, 25℃ 근처에서 C. vul-
garis는 가장 적은 스트레스를 받으며 성장에 최적의 조건

Fig. 3. The growth rate of C. vulgaris by various pH (Light 
Intensity: 100 µEm-2s-1, Temperature: 25℃).

이었다. C. vulgaris는 광합성을 통하여 생성된 글루코스로 

살아간다. 실험결과 pH가 8이상일 경우 글루코스의 친화력

은 감소하기 시작했으며 즉, pH가 너무 높거나 낮은 경우 

(pH가 3 이하이거나 9 이상) C. vulgaris는 성장에 필요한 

글루코스를 축적하기가 어려워 폐사한 것으로 추측된다.17)

4. 결 론

본 연구에서의 결과를 요약하면 다음과 같다.

1) 같은 양의 C. vulgaris를 증식하는데 걸리는 시간은 10℃
에서는 25~35℃ 보다 약 5.2~5.5배의 시간이 더 걸리는 것

을 알 수 있었다. Chlorophyll 색소의 함량도 25~35℃가 10℃
에서 증식시킨 C. vulgaris 보다 5~5.5배 높았다.

2) 단위 면적당 Cell Volume은 25~35℃가 10℃ 보다 14% 
이상 높았으며, 본 실험에서 C. vulgaris 최적 배양온도는 

25~35℃였다. 배양기간은 15일이 가장 적당하였다.
3) 초기부터 5일까지 C. vulgaris의 배양속도는 느리게 증

가했지만, 6일 이후부터 15일까지는 폭발적으로 증가했다. 
또한 15일 이후에는 거의 증식이 멈춰 C. vulgaris의 배양은 
15일 이내가 적당한 것을 알 수 있었다.

4) pH 7.5와 pH 7에서 C. vulgaris의 증식률은 가장 높았

고, 비슷한 증식속도를 나타내었다. 반면 pH 3, 9에서는 증

식률이 현저하게 낮았으며 시간이 지남에 따라 오히려 폐

사하였다.
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