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서 론

팜이나 대두를 이용한 바이오디젤의 생산은 전 

세계적인 식량 가격의 상승을 초래하였다 [11]. 팜
이나 대두를 경작하기 위한 토지와 비료 및 담수의 

이용으로 바이오디젤의 경제적인 생산에 어려움이 
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Abstract The ocean provide great benefits for microalgal mass cultures with maintaining stable 
temperature due to high specific heat, mixing by wave energy, and providing large area for 
large-scale microalgae cultures. In this study, we cultivated a marine green microalga, Tetraselmis 
sp. KCTC12432BP, using marine photobioreactors on the ocean for investigating the effect of 
NaHCO3 concentration on the biomass productivities and evaluating the potential of ocean micro-
algae culture. The culture medium consist of three fold concentrated f/2-Si with 4 g/L of NaHCO3, 
which is dissolved in natural seawater. After 11 days of cultivation, the cultures reached stationary 
phase at biomass concentration of 1.6 g/L. At that time, NaHCO3 concentration of 0, 2, and 
4 g/L were fed to the cultures. The daily productivities of 0.11, 0.19, 0.30 g/L/day were attained 
with feeding rate of 0, 2, and 4 g/L NaHCO3, respectively. Biomass productivity of Tetraselmis 
sp. KCTC12432BP was a function of the NaHCO3 feeding rate as expected. This research shows 
that the microalgae can grow with NaHCO3 as carbon source in marine photobioreactors on the 
ocean while exploiting various benefits of ocean cultivation.
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있다 [11]. 따라서 바이오디젤 생산에서 육상식물의 

사용은 윤리 및 경제적인 면에서 문제가 됨이 확인

이 되었다. 팜이나 대두 등의 육상식물의 대안으로

서 미세조류는 바이오디젤의 제 3세대 생산용 원료

로 각광을 받고 있다 [5, 16]. 미세조류는 육상식물에 

비해 빠른 생장속도, 높은 이산화탄소 흡수율, 바이

오디젤로 전환 가능한 지질을 다량으로 함유하기 때

문에 바이오디젤의 원료로서 충분한 가능성을 가지

고 있다 [5, 11, 16].
이러한 미세조류 유래 바이오디젤이 가격 경쟁력

을 갖추기 위해서는 미세조류 바이오매스 생산을 경

제적으로 하는 것이 가장 중요한 요인으로 고려되고 

있다 [7, 8]. 특히, 미세조류 유래 바이오디젤 생산에 

소요되는 전체 비용의 40%가 미세조류 바이오매스 

생산에 이용되고 있다 [8]. 현재 대부분의 바이오디

젤 생산을 위한 미세조류의 배양은 육상의 도수로연

못 (raceway pond)에서 연구되고 있는 실정이다 [13]. 
도수로연못을 이용한 미세조류 배양에서는 배양 온

도 조절 및 배양액 혼합에 필요한 에너지가 현재 미

세조류 유래 바이오디젤 생산에 가장 큰 문제가 되

고 있다 [13]. 또한, 도수로연못 설치를 위한 토지 

비용 및 배양 중 증발되는 물 등에 대한 비용이 미세

조류를 경제적으로 배양하는데 걸림돌이 되고 있다 

[9]. 해양을 미세조류 배양지로 이용하는 것이 이 문

제를 개선가능하다. 해양은 지구 전체 면적의 72%를 

차지하고 있으며, 해양 미세조류의 본 서식지이며, 
넓은 미세조류 배양 면적을 제공한다. 또한, 높은 비

열 (해양: 약 4000 J·kg-1·K-1, 대륙: 약 1000 J·kg-1·K-1)
을 가지고 있어 배양 중 자연적인 온도조절이 가능

하고, 풍부한 바닷물을 기본 배지로 현장에서 이용

할 수 있다. 뿐만 아니라 파도를 이용한 미세조류 

배양액 혼합이 가능하여 에너지 소비 없이 미세조류 

배양이 가능하다. 하지만, 이러한 해양배양은 현재 

다른 연구자들에 의한 보고가 적어 실제로 해양배양

을 통해 위에서 기술한 다양한 해양배양의 장점들을 

해양반응기의 설치로 효율적으로 이용가능한지 및 

개선할 점은 없는지를 확인해야 한다.
본 연구에서는 해양의 거친 환경 상 미세조류 배

양기로의 이산화탄소의 공급은 추가적인 배양기 디

자인과 운영방식을 필요로 하기 때문에, 상대적으로 

이용이 편리한 중탄산염을 미세조류 탄소원으로 이

용하였다. 미세조류는 이산화탄소 농축 메커니즘 

(CCM, Carbon Concentrating Mechanism)을 거쳐 중

탄산이온을 이산화탄소로 전환하여 생장 가능하다 

[2, 3]. 본 연구의 목적은 해양반응기를 이용하여 미

세조류 배지 중의 중탄산염 농도에 따른 미세조류 

생장을 확인하고, 미세조류 해양배양의 가능성을 확

인하는 것이다.

재료 및 방법

사용균주 및 균주 유지방법

본 연구센터가 대한민국, 인천광역시, 영흥도 연안

에서 분리한 미세조류 Tetraselmis sp. KCTC12432BP
를 인공해수 (MBL)를 이용하여 배양하였다. 인공해

수는 증류수에 NaCl 30 g/L, 0.66 g/L KCl, 8.48 g/L 
MgCl2·6H2O, 1.9 g/L CaCl2·2H2O, 6.318 g/L MgSO4

·7H2O, 0.18 g/L NaHCO3를 첨가하여 제조하였다. 
인공해수에 미세조류가 성장하기 위한 영양분으

로 f/2-Si 배지를 추가적으로 공급하였다. 그 조성

은 75 mg/L NaNO3, 5 mg/L NaH2PO4·H2O, 3.15 mg/L 
FeCl3·6H2O, 4.36 mg/L Na2EDTA·2H2O, 0.180 mg/L 
MnCl2·4H2O, 0.022 mg/L ZnSO4·7H2O, 0.01 mg/L 
CoCl2·6H2O, 0.01 mg/L CuSO4·5H2O and 0.006 mg/L 
Na2MoO·2H2O이다. 본 배양을 위한 균주 유지는 

2 L bubble colunm에서 광도 100 μE/m2/s, 2% CO2 
0.1 vvm 폭기로 이루어졌다.

건조균체량 및 질소원 분석

바이오매스 분석을 위해 건조 중량을 측정하였

다. 필터는 Whatman GF/C (0.45 μm pore size; 직경 

47 mm)를 사용하였다. 먼저 필터의 무게를 측정하

고 감압 조건에서 미세조류를 필터에 걸러내고 염

분 제거를 위해 증류수로 세척한다. 세척된 필터는 

80oC오븐에 하루 동안 건조한 후 실온의 데시케이

터에서 무게가 일정하게 유지될 때까지 보관하여 

최종적으로 무게를 측정한다. 질소원은 UV-Vis 
spectrophotometer (UV-1750, Shimadzu, Kyoto, 
Japan)에 의해 측정되었다. 배양액을 3,000 RPM에

서 10 분 동안 원심분리법에 의해 세포와 분리하였

고, 1 N 염산과 상층액을 혼합하여 표준분석법을 

이용하여 분석하였다 [14].
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Fatty Acid Methyl Esters (FAMEs) 분석

동결 건조된 바이오매스 10 mg의 건조샘플을 

5% (v/v) 아세틸클로라이드/메탄올과 내부 표준물

질(C19:0)을 혼합한 후에, 80oC에서 1 시간 동안 전

처리 반응을 수행하였다. 반응이 끝난 후 노르말 

헥산을 넣어 FAME을 추출하였고, 가스크로마토

그래피(Acme 6000 GC, Younglin, Seoul, Korea)를 

이용해 FAME함량과 조성을 분석하였다. Capillary 
column (HP-INNOWax, Agilent, Califonia, USA, 길
이: 30 m, 직경 0.25 mm, 두께 0.25 μm)을 이용하였

고, 유량 3 mL/min의 헬륨가스를 이동상으로 이용

하였다. 오븐의 분석조건은 초기 오븐 온도 140oC
에서 1분간 정치하여 240oC까지 5oC/min로 승온하

여 최종온도에서 10분간 정치하였다. FAME stand-
ards mixture (F.A.M.E. MixC4-C24, SUPELCO, 
Bellefonte, USA)와 미세조류 유래 FAME의 정체시

간을 비교하여 FAME의 정성분석을 실시하였고, 
각 정체시간 동안의 면적을 내부 표준물질의 면적

과 비교하여 정성분석을 실시하였다 [12].

광량 및 온도

LI-COR quantum sensor (LI-190SA, LI-COR, 
Lincoln, USA)를 이용하여 해양배양 현장의 

Photosynthetically Active Radiation (PAR, wavelength 
400-700 nm) 범위의 광도를  측정되었다. 대한민국 

기상청으로부터 해양기상관측 부이의 시간별 기온 

및 수온 데이터를 얻었다.

해양반응기를 이용한 미세조류 배양

해양반응기를 이용하여 대한민국 인천광역시 영

흥도 (37.23˚N, 126.43˚E)에서 미세조류 배양을 실시

하였다. 배양기 크기는 가로 0.5 m, 세로 0.5 m, 높이 

0.5 m 이며, 배양액 부피는 15 L이다. 2014년 6월 

30일부터 2014년 7월 21일까지 21일 동안 배양이 실

시되었다. 초기 4 g/L의 NaHCO3를 공급 한 후, 배양 

기간 중 11일 차에 NaHCO3를 각 0, 2, 4 g/L 씩 추가 

공급하였다. 배양 중 질소원은 고갈되기 전에 추가

적으로 공급되었다.

결과 및 고찰

해양배양기간 중 외부 환경 조건

미세조류의 해양배양 기간 중 해수의 온도와 대기

의 온도를 비교하였다. 해수의 온도는 배양기간 중 

평균 온도 17.2oC부터 20.4oC까지의 변화를 보였다 

(Figure 1). 오차막대는 일교차를 의미한다. 배양 기

간 중의 평균 일교차는 1.5oC이다. 이는 해양의 높은 

비열로 유지되는 해수 온도가 미세조류 생장에 적절

함을 보여준 것이다. 배양기간 중의 대기 온도는 

18.3oC부터 22.0oC까지의 변화를 보였으며, 일교차

는 평균 2.6oC이다 (Figure 1). 배양기간 중 광도는 

523-1085 μE/m2/s로 미세조류 생장에 충분하였다 

(Figure 1) [1, 4, 6].

Figure 1. Outdoor environmental condition during culture periods

중탄산염농도에따른 Tetraselmis sp. KCTC12432BP

의 세포성장

질소원 분석을 실시하여 질소원이 고갈되기 전에, 
추가적으로 f/2 배지를 공급하였다. 배지 내의 함유

된 4 g/L의 중탄산나트륨을 이용하여 균주 접종 후 

배양 11일 차에 1.6 g/L의 미세조류 바이오매스가 

생산되었다. 배양 11일 차 이후에, 추가로 중탄산나

트륨을 공급하지 않은 환경에서는 미세조류가 성장

하지 못하는 것을 확인하였고, 2, 4 g/L의 중탄산나

트륨을 공급한 조건에서는 연속적인 미세조류 생산

이 가능하였다. 4 g/L의 중탄산나트륨 추가 공급 후 

초기 3일 동안 성장저해 현상이 확인되었다 (Figure 
2). 배양 기간 중 배양액 pH는 배양 9일차부터 9.5 
이상으로 유지되었으며, 이는 White [15] 의 NaHCO3

의 탄소원 이용으로 인한 pH 증가 결과와 일치한다.
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Figure 2. Growth of Tetraselmis sp. KCTC12432BP under 
different sodium bicarbonate addition at day 11

중탄산나트륨 추가 공급에 의한 최대 미세조류 농도

및 바이오매스 생산성

배양 11일 차 이후, 0, 2, 4 g/L 중탄산나트륨을 

각각 추가 공급하여 Tetraselmis sp. KCTC12432BP 
건조중량 1.8, 3.5, and 6.4 g/L를 달성하였다 (Table 
1). 중탄산나트륨 추가 접종 후, Tetraselmis sp. 
KCTC12432BP 성장 중의 바이오매스 생산성은 각

각 0.05, 0.27, 0.48 g/L/day로 공급한 탄소원의 양에 

비례하였고, 따라서 미세조류 성장 중 0.11, 0.19, 
0.30 g/L/day의 전체 바이오매스 생산성이 달성되었

다 (Figure 3). 이는 해양배양의 장점인 해수의 큰 비

열을 이용한 배양 온도 유지와 파도를 이용한 세포 

부유가 적절히 이루어져 중탄산나트륨 공급량에 따

른 미세조류 성장이 이루어 졌음을 알 수 있다.

Table 1. Maximum biomass of each experimental group

 Experimental group Maximum biomass

Final NaHCO3 
concentration 
added at day 11

No NaHCO3 
addition 1.842 g/L at day 16

2 g/L  3.48 g/L at day 18

4 g/L  6.41 g/L at day 21

Figure 3. Biomass productivity of each experimental group

해양에서 배양된 미세조류의 지질함량

중탄산나트륨 공급량에 따라 생산된 미세조류 내 

FAME 함량 변화를 확인하였다. 배양 마지막 21일 

차에 FAME 분석을 실시하였다. 중탄산나트륨 추가 

공급 배양에 따른 미세조류 내 FAME 함량 변화는 

크지 않았다. David [10] 에 따르면, Tetraselmis sp.의 

지질 함량은 약 2.5-10.8% 정도로 알려져 있다. 본 

실험에서는 FAME 함량은 평균 약 1.24%로 유지되

었다. 해양에서 생산된 FAME 생산량은 향후 배양법 

기술 개발로써 개선해야 할 것이다. 

Figure 4.  FAME contents of Tetraselmis sp. KCTC12432BP 
of each experimental group

결 론

해양반응기를 이용하여 미세조류, Tetraselmis sp. 
KCTC12432BP를 해양에서 배양하였다. 배양 기간 

중 수온은 기온의 비해 적은 변화폭을 보였다. 또한, 
미세조류 생산성은 공급된 중탄산나트륨의 양에 비

례하여 증가하였다. 전체 바이오매스 생산성은 4 g/L
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의 중탄산나트륨 추가공급으로 최대 0.30 g/L/day가 

달성되었다. 결론적으로, 본 실험을 통해 분리된 미

세조류, Tetraselmis sp. KCTC12432BP가 해양배양에 

적합하며, 다양한 해양배양의 장점을 이용하여 해양

반응기의 설치만으로 미세조류 생산이 가능하였음

을 의미한다. 향후 배양법 기술 개발을 통해 지질 함

량을 보완함으로써 해양배양을 통한 경제적인 미세

조류 유래 바이오디젤 생산에 크게 이바지할 것이다. 
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