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Abstract
Several tests and experimental work have been done for identifying the best growth conditions and accumulated amount 

of lipid moiety in B. braunii, a microalga(UTEX 572) in terms of media composition. The specific growth rate was found to 
be the highest at 0.15 g/L-day when the phosphorus concentration was doubled with the other ingredients at the normal level. 
Experiments for varied media compositions revealed that the accumulation of lipid was the highest at 48% (dry cell weight 
based) in the nitrogen deficient medium and its corresponding specific growth rate was comparative to that in the normal BG 
11 medium. In the bubble column experiments, carbon dioxide containing air produced four times more cell mass than air 
only. Light and glucose addition also enhanced cell mass with maximum, 1.8 g/L and accordingly 42% of lipid composition, 
which turned out to be a better strategy for higher lipid-producing microalgal culture.
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1. 서 론

인간과 환경의 지속적, 균형적 발전의 핵심요소로

서 신에너지에 대한 탐구가 범세계적으로 진행중이

다. 특별히 에너지 안전성, 기후 변화, 화석에너지의 

경제적 안정성 등 최근 의 추세와 관련하여 신에너지 

및 연료에 대한 정책적 선택과 그를 뒷받침할 기술적 
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대안이 매우 중요해지고 있다. 이와 같이 증대되는 미

래 에너지 수요에 대한 적절한 기술적 방식이 바이오 

근원의 에너지연료인 데 여기에는 곡류 등 농작물 및 

식물을 이용하는 방법과 해양생물을  이용할 수 있다. 
이 중 농작물이나 식물의 인위적 경작은 필요한 연료

수요를 충족하려면 광대한 면적이 필요하고 더구나 

식량과의 경쟁관계 때문에 활성화에  문제를 내포하

고 있다(Chisti, 2007). 이에 대량수급이 가능한 생물

자원으로 미세조류를 이용한 연료생산이 주목받고 있

다. 조류배양의 장점은 작물생산에 적합하지 않은 염

분농도가 높거나 강한 알카리 등의 극한 환경에서도 성
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장 가능하다는 점이다(Yongmanitchai와 ward, 1991). 
또한 이산화탄소를 광합성을 통해 고정화시키기 때문

에(오 등, 1998) 온난화의 내재원인인 이산화탄소를 

저감하는 이중효과를 얻을 수 있다. 태양빛을 사용한 

조류의 지질 또는 오일 생산은 식물의 그것보다 생산

성이 월등히 높다. 무엇보다 미세조류는 생장이 빨라 

대량생산이 용이하며 성분중 목표산물인 지질의 함량

이 매우 높은 것이 장점이다. 현재 지질을 고농도로 함

유한 미세조류(Chisti, 2007; Table 1)를 대량생산하

기 위한 기술적 진보가 꾸준히 이루어지고 있다.

Table 1. Oil content of some important microalgae which 
have been investigated

Microalga Oil content 
(wt%,dry based) 

Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella prmolecta 23
Isochrysiss sp. 25-33
Monallanthus salina 20 or more
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

군체성 녹조류인 Botryococcus braunii는 건조중량

의 15-75%가 바이오디젤로 전환될 수 있는 탄화수소로 

구성되어 있다(Barclay 등, 1988; Kosaric과 Velikonja, 
1995; Lee 등, 1998). 이 미세조류는 타 조류에 비해 

지질함량이 높을 뿐 아니라 생성되는 지질 및 탄화수

소의 질적 측면에서도 바이오디젤을 제조하는데 매우 

경쟁력이 강한 종이며(Metzger와 Largeau, 2005) 또
한 B. braunii에 의하여 생산된 바이오디젤의 연소 시 

방출되는 배출 가스는 기존의 디젤유와 비교하여 CO
는 20%이하, NOx는 55%, 총 매연은 5% 수준이고 

SO2방출은 거의 없는 것으로 알려져 있으며, 생분해성

이며 독성이 거의 없으므로 환경 친화적이라고도 할 

수 있다(Grima 등, 1994; Wolf 등, 1985). 한편, 미세조

류의 대량생산은 raceway pond와 photobioreactor 
(tube형)를 중심으로 일부 산업화되고 있는데 대체에

너지의 대두와 더불어 갈수록 경쟁력 및 경제적 타당

성을 얻어가고 있는 추세이다(Lorenz와 Cysewski, 
2003; Spolaore 등, 2006). 조류에 의한 바이오디젤 생

산은 단위면적당 생산성, 기름 추출 비용절감 등 엔지

니어링 비용의 최소화를 통해 최적화될 수 있다. 다만 

유럽연합 등(Standard EN 14214와 EN 14213)에서 

제시한 지질의 불포화 지방산 및 그 유도체의 함량 기

준에 못미치는 질적 차이가 존재하나(Kenyon 등, 
1972; Belarbi 등, 2000) 촉매 전환과 같은 현재의 상

용기술로 충분히 극복 가능하다고 보고되고 있다

(Dijkstra, 2006). 
미세조류의 최적 성장조건과 최적 지방산 생산조

건은 영양원의 제한, 질소/인 비의 변화, 질소원의 종

류, 환경조건(pH, 온도, 빛의 세기), 성장 시기 등에 영

향을 받는다. 특히 배지 조성은 세포의 성장 및 지질 

합성에 큰 영향을 미친다(Bajpai와 Bajpai, 1993; 
Endo 등, 1977; Lee 등, 1998; Xu 등, 2006).  본 연구

는 텍사스주립대에서 분양받은 B. braunii를 사용하

여 균체의 고밀도 생산과 더불어 성분중 지질함량을 

제고하기 위한 최적 배지 및 광주기 등 환경요인을 고

찰하기 위해 수행되었다. 플라스크 배양 및 버블칼럼

을 이용한 labscale의 실험이 병행되었다.

2. 재료 및 방법

2.1. 미세조류

미세조류 중에서 탄화수소함량이 높은 것으로 알려

진 Botryococcus braunii UTEX 572는 The University 
of Texas at Austin에서 분양 받았으며, 미세조류의 보

존 및 배양을 위하여 BG 11배지를 사용하였다.

2.2. 배지조정

배지의 영양물질 구성에 따른 미세조류의 생장률

과 지질함량의 변화를 알아보기 위해 배지를 조정해

서 실험을 하였다. 1 L 플라스크에 200 mL의 배양액

을 넣어 실험하였고 광은 2000 lux로 조절하였다. 표준 

BG(for Blue Green Algae) 11배지와 미량 금속성분을 

제외한 실험실 기초배지, 질소와 인의 변화 또는 결핍, 
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염도의 조건으로 배지를 구성하였다. 미세조류의 생장

에 필수적인 염류인 질소와 인의 영향을 분석하기 위하

여 질소:인의 비율을 4:1, 8:1, 16:1, 32:1, 64:1 로 조절

하였다. 질소는 NaNO3로, 인은 K2HPO4로 조절하였다. 
또한 염도에 따른 배양은 0.15M NaCl로 배지를 구성

하였다. 지질 측정은 배양 25일째에 시행하였다.

2.3. 버블칼럼

이산화탄소의 농도에 따른 지질함량 변화를 알아

보기 위해 0.1%(v/v)와 0.5%(v/v)의 혼합공기로 유량 

1000 mL/min으로 조절하여 주입하였다. 버블칼럼의 

총부피는 500 mL이고 60%만큼 배양액을 넣어 실험

하였다. 광은 12000 lux로 조절하였다. 7일에 1회 pH
를 7.0-7.5로 조절하였고 부족해진 부피를 보충해 주

었다. 지질함량은 18일째와 25일째에 측정하였다.

2.4. 탄소원 첨가

B. braunii의 탄소원에 대한 성능을 비교하기 위해 

BG 11배지에 포도당 10 g/L를 첨가하였다. 250 mL-
플라스크에 100 mL의 배양액을 넣어 실험하였다. 빛
에 의한 포도당(탄소원) 효과를 알아보기 위해 2000 
lux의 광으로 조절하여 실험하였고, 다른 한 플라스크

에서는 알루미늄 호일로 플라스크를 감싸 빛을 차단

한 가운데 탄소원 효과를 관찰하였다. 그리고 25일째 

지질을 측정하였다.

2.5. 배지에서의 생장

B. braunii의 배양에서 건조중량과 흡광도(y = 
0.5511x + 0.0127, r2 = 0.9986)는 매우 높은 상관을 

보였다. 따라서 B. braunii의 배양시 680nm에서 흡광

도 값을 측정하여 간편하고 신속하게 건조중량을 추정

할 수 있었다. 미세조류의 비증식속도(specific growth 
rate, μ)는 배양시간 t0(day)와 t1(day)에서의 건량인 

N0(mg/L)와 N1(mg/L)을 조류의 세포밀도로 하여 다

음 식에 의하여 계산하였다.

μ=ln(N1/N0)/(t1-t0)          (1)
2.6. 지질측정

미세조류의 세포내 지질함량은 수확된 B. braunii
를 초음파분쇄기(Sonics VCX 500)로 분쇄하고 분액

여두를 이용하여 chloroform:methanol(2:1, v/v) 혼합

용매로 추출하였다. 조류 추출액에 증류수를 첨가하

여 chloroform:methanol:water의 비율이 1:1:0.9가 되

게 조절하여 분리된 chloroform층을 건조시켜 지질함

량을 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 배지 조정

3.1.1. N/P의 변화에 따른 생장

N/P의 비율에서 인을 변화시켰을 때는 그림과 같이 

BG 11의 N/P비인 36:1일 때 속도인 0.06 g/L․day보
다 인을 두 배 증가시켰을 때의 18:1에서의 생장속도

는 0.15 g/L․day로 증가했다. 하지만 네 배 증가시켰

을 때는 오히려 생장속도가 작은 것으로 나타났다. 인
의 양이 부족할 경우 생장속도도 감소하는 것을 볼 수 

있는데 B. braunii의 생장은 인의 농도가 적당히 높을 

때 잘 자라는 것으로 판단된다.
N/P의 비율에서 질소를 변화시켰을 때는 그림 2와 

같이 BG 11의 N/P비인 36:1보다 질소를 두 배 감소시

켰을 때의 18:1에서의 생장속도는 0.13 g/L․day로 

증가했다. 인과는 달리 질소의 양은 오히려 그 양이 많

을 경우 생장속도도 감소하는 것을 볼 수 있는데 B. 
braunii의 생장에 너무 많은 질소는 부영양으로 인해 

독성으로 작용한 것으로 판단된다.

Fig. 1. Growth of B. braunii for varying phosphorus concen- 
trations.
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Medium BG 11 Base medium Nitrogen deprivation Phosphorus deprivation 0.15M salinity 

Lipid content 
(% biomass) 31 27 48 45 27

Table 2. Total lipid content produced under various media

Fig. 2. Growth of B. braunii for various nitrogen concen- 
trations.

3.1.2. 배지 조성에 따른 생장과 지질 함량

배지 성분에 따른 생장률은 실험실 기초배지에서 

질소를 결핍시킨 배지와 BG 11배지의 생장속도가 비

슷하고, 미량금속성분을 넣지 않은 실험실 기초배지

에서도 잘 자라는 것을 볼 수 있다. 이에 비해 인이 결

핍된 배지와 0.15M의 염도가 있는 배지에서는 생장

이 억제되었다. 이 결과는 인이 B. braunii의 생장조건

에 필요한 성분이라는 것을 알 수 있다.

Fig. 3. Growth of B. braunii for varying media.

지질 추출하였을 때는 질소성분이 결핍되었을 때

가 건조 중량의 48%로 가장 많은 지질을 함유하였다. 

인성분이 결핍된 배양액은 생장률이 낮았음에도 불구

하고 지질은 건조 중량의 45%로 높은 지질함량이 나

타났다. 이 결과는 배지내의 영양물질인 인이나 질소

가 결핍되면 광합성을 할 때 아미노산으로의 합성보

다 지방산으로 합성이 더욱 일어나는 것을 예측할 수 

있다. 이것은 일반적으로 질소가 부족할 때 지질 축적

을 한다는 사실의 근거가 된다(Livne와 Sukenik, 
1992; Molina 등, 1991).

3.2. 버블칼럼 실험

3.2.1. 버블칼럼에서 이산화탄소 농도에 따른 B. braunii

의 생장

Fig. 4. Growth of B. braunii at 0.1% CO2+air and 0.5% 
CO2+air in a bubble column.

Fig. 5. Lipid content accumulated in cell mass with two 
different CO2 concentrations in 18 and 25 days.
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버블칼럼에서는 CO2 혼합공기 0.1%와 0.5%의 생

장속도가 비슷했다. 일반 플라스크 실험에서보다 생

장속도가 약 4배정도 빠른 것으로 나타났다. 버블칼럼

은 CO2혼합공기의 주입에 의한 활발한 혼합과 CO2

(혹은 용존 CO2) 공급량 증가로 광합성효율이 증가하

는 것으로 판단된다.

3.2.2. 버블칼럼에서 이산화탄소 농도에 따른 B. braunii

의 지질 함량

버블칼럼에서 얻은 B. braunii의 지질을 측정한 결

과 빠른 생장속도와 많은 건조 중량에 비해 지질 함량

은 낮았다. 시간에 따른 지질 함량을 보았을 때 두 경

우 모두 18일째의 조류보다 25일째의 조류의 지질 함

량이 높은 것을 볼 수 있다. 이것은 지수성장을 할 때

보다 생장률이 감소할 때 지질 함량이 높은 것으로 판

단된다.

3.2.3. N결핍배지와 광주기 실험(0.1% CO2 혼합공기)

Fig. 6. Growth of B. braunii at two different light shedding 
methods (24h light only; 18h light and 6h in 
darkness; natural light as control).

버블칼럼 실험에서는 지질축적에 우수했던 BG 11
배지에서 질소를 제외한 배지로 실험하였다. 그리고 

0.1% 이산화탄소 혼합공기를 주입하였다. 초기에 빠

른 생장속도를 보였지만 일찍 정체기에 들어서는 것

을 볼 수 있다. 이것은 조류의 필수영양소인 질소의 결

핍으로 생장이 억제되는 것으로 볼 수 있다. 녹색을 띄

고 있는 조류의 엽록소가 소실되고 카로티노이드가 

증가로 노랗게 변했다고 생각된다. 카로티노이드는 

질소를 함유하지 않은 색소이며 벤젠, 이황화탄소, 에

테르 등의 지용성 용매에 녹는 것으로 보아 카로티노

이드의 증가는 지질함량에 영향을 주는 것으로 보인

다. 광주기에 따른 지질함량은 24시간 빛을 줄때 생장

속도가 빠르고 지질함량이 높은 것으로 나타났다. 이
는 지질합성은 빛이 있을 때 이루어지기 때문으로 판

단된다.

Fig. 7. Comparison of growth and lipid content with varied 
lighting times.

3.3. 탄소원 첨가에 따른 B. braunii의 지질 함량

Fig. 8. Effect of light and glucose(carbon source) addition 
on growth and lipid content of B. braunii. 

빛과 포도당을 함께 사용한 경우, B. braunii의 건

조 중량과 지질 함량이 가장 높은 것으로 나타났다. 그
에 비해 어두운 곳에서 포도당만을 사용한 조류는 광

합성만 했을 때보다 생장률을 높았지만 지질 함량은 

그다지 높지 않은 것으로 나타났다. Fig. 8로 보아  포

도당은 빛과 함께 광합성을 할 때 생장률을 높여주고 

단백질보다는 지질로의 합성이 이루어지는 것으로 판
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단된다. 광합성을 하지 않을 때 포도당첨가는 B. 
braunii의 생장에는 기여하지만 더 많은 지질의 합성

은 기대하기 어렵다는 것을 알 수 있다. 이와 달리 

Chlorella sp.의 유기물질에 의한 생장은 바이오매스

의 높은 생산과 세포 안에 높은 지질을 축적한다(Endo 
등, 1977). 종속영양으로 자란 C. protothecoides의 세

포로부터 지질의 추출(55.2%)은 독립영양으로 자란 

세포보다 약 3.4배 높다는 보고가 있다(Wyman과 

Goodman, 1993). 

3.4. 배지실험

BG 11배지와 BG 11배지내 구연산 및 ammonium 
ferric citrate green을 제외한 배지에서의 생장과 지질

함량을 알아보았다. 그 결과 생장속도는 비슷했지만 

유기물 함량이 좀 더 높은 BG 11배지에서의 지질함

량(28%)이 유기물이 제외된 배지의 지질함량 24%보

다 높았다.

3.5. 시간에 따른 지질축적

Fig. 9. Growth of B. braunii in BG medium and in organics- 
deficient BG medium.

BG 11배지에서 시간에 따른 생장 및 지질 축적량

을 알아보았다. 새로운 배지에서 영양분을 섭취한 B. 
braunii는 23%의 초기 지질이 추출되었고, 시간에 따

라 서서히 지질함량이 증가(28%)하는 결과를 얻었다. 
15일 이후 지질함량은 탄소원 등 주 영양성분의 결핍

으로 추가적 지질 생전환이 어려웠기 때문으로 사료

된다.

Fig. 10. Comparison of growth and lipid content of B. 
braunii in BG medium and in organics-deficient 
BG medium.

Fig. 11. Algal growth related lipid accumulation with time 
in a bubble column.

4. 결 론

탄화수소의 함량이 높은 것으로 알려진 B. braunii
로 여러 가지 배지의 조성에 대해 보다 효과적인 생장

률과 지질 함량을 위해 실험을 수행하였다. 그 결과 배

지에서 질소의 양을 고정하고 인의 양을 두 배로 증가

시켰을 때 생장속도는 0.15 g/L․day로 가장 빨랐고, 
인의 양을 고정하고 질소의 양을 두 배로 감소시켰을 

때 생장속도는 0.13 g/L․day로 가장 빠르게 나타났

다. 배지 조성에 따른 실험에서는 질소가 결핍되었을 

때 생장속도가 기존 BG 11배지와 비슷했고 지질도 

건조 중량의 48%로 가장 높은 지질이 측정되었다.
버블칼럼에서는 25일 배양한 결과 CO2혼합공기의 

주입으로 인한 활발한 혼합과 공기에 존재하는 CO2 
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보다 더 많은 양을 공급해 줌으로써 4배 빠르게 생장

했다. 0.1% CO2 혼합공기에서 25일째 생장한 조류에

서 건조 중량의 19%의 지질이 측정되었다. 또한 탄소

원 첨가 배지의 영향을 알아본 결과 빛과 포도당을 함

께 사용한 B. braunii의 건조 중량은 약 1.8 g/L로 가

장 높았고, 지질 함량 역시 약 42%로 가장 높았다. 생
장과 지질 함량을 함께 고려해 보았을 때 CO2 혼합공

기를 주입해 준 버블칼럼의 총지질 생산량이 약 1.1 
g/L로 가장 높았다. 따라서 지질 함량과 생장이 비교

적 뛰어난 빛과 포도당을 사용하는 B. braunii를 버블

칼럼을 이용하여 배양하면 더 많은 지질이 축적될 수 

있을 것으로 사료된다.
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