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서 론 

최근 기후변화와 화석연료의 고갈로 신 재생에너지의 개

발과 이용에 대한 관심이 높아지고 있으며, 이에 재생 자원

으로부터 열화학적 또는 생화학적 공정을 통해 다양한 바이

오 연료와 화학제품을 생산하고자 하는 연구가 이루어지고

있다[1, 3, 16].

당과 전분계 자원은 식량자원으로 사용되고 있어 에너지

자원으로 이용에 한계가 있다. 식용작물의 부산물, 비식용작

물, 나무 또는 삼림부산물 등과 같은 목질계 자원

(lignocellulosic biomass)은 탄수화물 중합체인 cellulose,

hemicellulose 그리고 방향족 중합체인 lignin으로 구성되어

있다[1, 6, 10]. Cellulose와 hemicellulose는 물리, 화학, 생

물학적인 분해과정을 통해 탄수화물 중합체를 단당의 형태

로 분해하여 미생물이 이용가능한 당으로 전환이 가능하다

[6, 9, 16]. 

최근 연구되고 있는 해양 바이오매스로 거대조류(macro-

algae)가 있다. 이들은 광합성을 통해 햇빛에서 에너지를 얻

으며 이산화탄소를 고정하며, 성장이 빠르고 육상 식물보다

단위 면적당 생산성이 우수한 자원으로 주목받고 있다[13].

또한 종(species), 수확 장소 및 시기 등에 따라 구성성분(탄

수화물 및 지질의 함량과 구성)이 다양하여 이용 가능성이

우수하다[10, 13−15, 17]. 현재 거대조류를 이용하여 물리적,

화학적 그리고 생물학적 공정을 통하여 바이오에탄올과 화

학물질의 생산연구가 수행되고 있다[11, 14, 15, 17]. 또한,

조류로부터 지질을 추출해 바이오디젤 생산하거나 생리 활

성을 조사하는 등 각종 분야에서 폭넓은 관련 연구가 진행

되고 있다[4, 5, 8]. 

본 연구에서는 목질계 바이오매스인 보릿대, 볏짚 그리고

유채대와 해조류 바이오매스인 미역, 다시마, 파래 그리고 꼬
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시래기를 탄소원으로 적용하기 위하여 전처리와 효소 가수

분해를 통해 가수분해물을 얻고, 이를 미세조류 중 녹조류에

해당되는 Chlorella saccharophila의 배양에 탄소원으로의

이용 가능성을 조사하였다.

재료 및 방법

실험 재료
실험에 사용한 목질계 바이오매스인 보릿대(barley straw),

볏짚(rice straw) 그리고 유채대(rapeseed straw)는 2010−

2011년에 광주광역시(대한민국) 일대에서 채취한 것을 건조

하고 분쇄하여 실험에 사용하였다. 실험에 사용한 해조류 바

이오매스 중 미역(Undaria pinnatifida)과 다시마(Laminaria

japonica)는 부산 인근의 시장에서 구입하였으며, 파래

(Enteromorpha intestinali)와 꼬시래기(Gracilaria verrucosa)

는 전남 완도(대한민국)에서 양식한 것을 2010년 10월에 수

확하여 건조하여 보관하면서 실험에 사용하였다. 

목질계 바이오매스의 전처리
목질계 바이오매스의 알칼리 전처리는 기존의 유채대를 대

상으로 전처리한 논문[6]을 참고하여 7.9%의 NaOH를 사용

하여 반응온도 68.4℃, 5.5시간의 조건에서 전처리 하였다.

S/L ratio는 1:10으로 하였으며, shaking water bath

(Scilab, Korea)에서 150 rpm으로 교반하면서 전처리를 수

행하였다. 전처리 이후 망을 사용하여 전처리 된 바이오매스

와 액을 분리하였으며, 고형물을 증류수를 이용하여 세척하

여 사용하였다. 

해조류 바이오매스의 전처리
다시마, 미역, 그리고 꼬시래기를 대상으로 효소 가수분해

의 수율을 높이기 위해 해조류 바이오매스를 황산을 사용하

여 전처리 하였다. 전처리에 사용한 황산의 농도는 100 mM

로 설정하였고, 바이오매스를 total volume의 13% (w/v)를

첨가하였다. 이후 autoclave를 사용하여 130℃에서 90분 동

안 반응하였다. 전처리가 끝난 해조류 바이오매스는 실온에

서 충분히 냉각 후 효소 당화를 수행하기 위해 0.2 M citrate

buffer (pH 4.8)와 증류수를 첨가하여 pH를 4.8로 조절하였

다. 파래는 citric acid를 사용하여 전처리 하였으며, citric

acid의 농도는 0.1 M이며, 바이오매스의 S/L ratio는 1:10으

로 하였다. 이후 autoclave를 사용하여 130℃에서 90분 동안

반응하였다. 전처리가 끝난 해조류 바이오매스는 실온에서 충

분히 냉각하여 NaOH를 사용하여 pH 4.8로 조절하였다.

효소당화

목질계 바이오매스의 효소 당화는 건조된 전처리물을 사

용하여 pH 4.8의 0.05 M citrate buffer와 S/L ratio는 1:10

의 조건에서 수행하였다. 해조류 바이오매스는 전처리 후 중

화한 가수분해물을 사용하였다. 효소 반응은 50℃의 shaking

water bath (Scilab, Korea)에서 150 rpm으로 2일간 진행하

였다. 효소 당화에 사용한 효소는 Cellic CTec2 (Novozymes,

Denmark)와 Cellic HTec2 (Novozymes, Denmark)이며,

CTec2와 HTec2의 첨가비율은 목질계 바이오매스 효소당화

에 일반적으로 사용되는 비율인 1:0.1 비율로 혼합하여[5, 6]

건조중량을 기준으로 5% (v/w)를 사용하여 효소가수분해를

수행하였다. Cellic CTec2는 주로 cellulase, β-glucosidases,

hemicellulose로 구성되어 있으며, Cellic HTec2는 β-

glucosidases와 endo-xylanase를 함유하고 있다[9].

미세조류 배지 및 배양 조건
바이오매스 가수분해물을 미세조류 배양에 사용하기 위해

바이오매스 가수분해물을 원심분리하여 상등액을 회수하여

활성탄을 사용하여 발효저해물질을 제거하였다. 정제된 바

이오매스 가수분해물과 PG 배지 성분을 혼합하여 미세조류

배양 배지를 조제하였다. 바이오매스 가수분해물의 환원당

의 농도는 증류수를 이용하여 희석하여 환원당의 농도가

10 g/l가 되도록 하였다. 121℃에서 15 min 멸균하여 미세조

류 배양에 사용하였다. 미세조류 배양은 shaking incubator

(Vision Scientific Co., Ltd., Korea)를 이용하며, 배양 온도

는 25℃, 교반속도 120 rpm으로 배양하였다. 한국미세조류

은행에서 분양받은 Chlorella saccharophila (Kruger)

Migula (KMMCC-195)를 본 실험에서 사용하였다. 미세조

류 초기 접종량은 배지의 3%를 접종하였다. 모든 배양은 조

건마다 2회 반복하였으며, 일정 시간마다 샘플을 취하여 분

석에 사용하였다.

분석 방법
미세조류 수확. 미세조류의 지질함량 및 성분 분석을 위해

시료를 원심분리 하여 상등액은 당분석에 사용하였고, 남은

미세조류는 증류수를 사용하여 세척 과정을 2회 반복하여 배

지 성분을 제거하였다. 세척을 마친 미세조류는 동결 건조하

고 분쇄하여 보관하였다.

Cell density 측정. 미세조류의 성장을 측정하기 위해 분광

광도계(SPEKOL 1300, Analytik Jena)를 이용해서 흡광도

를 660 nm에서 측정하였으며, 표준곡선을 이용하여 건조 세

포 농도로 환산하였다. 흡광도에 따른 cell 건조 중량의 표준

곡선식은 Y = 0.5351X − 0.016 (R2 = 0.995)이다. 이때, X는

측정된 흡광도 값이며, Y는 cell density (g/l)이다.

오일 추출 및 함량 측정. 오일 추출 방법은 Bligh and Dyer
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method [2]를 이용하였다. 동결 건조된 미세조류 10 mg에

5 ml의 DW를 첨가한 후, homogenizer를 사용해 cell을 파쇄

하였다. 파쇄된 cell에 chloroform과 methanol을 1:2 비율로

첨가한 다음 5분간 vortexing한 후 3,914 × g으로 10분간 원

심분리하여 cell debris를 제거하였다. 이후 chloroform과

DW를 1:1 비율로 첨가하여 5분간 vortexing 후 다시

626 × g에서 10분간 원심분리 하여 층분리하였다. 아래의

chloroform 층을 회수하여 chloroform을 제거한 후 시료를

상온에서 건조하고 무게를 측정하였다. 측정된 chloroform

층의 무게(oil 량)는 추출에 사용한 바이오매스의 초기 무게

와 비교하여 % of dcw (오일무게/건조중량 × 100)을 계산하

였다.

클로로필 추출 및 함량 측정. 클로로필 함량을 측정하기 위

해 methanol 10 ml에 동결 건조한 시료 10 mg을 첨가한 다

음 균일하게 혼합하였다. 60℃에서 30 min 간 용출시킨 후

666 nm와 653 nm에서 흡광도를 측정하여 다음과 같은 식

을 사용하여 색소의 양을 계산하였다[7]. 

Chlorophyll (mg/l) = 25.5 × A653＋4 × A666

이때, A는 absorbance로 흡광도이며, 653과 666은 각각의 파

장을 의미한다.

환원당 분석. 환원당의 분석은 DNS method를 사용하였으

며, glucose를 표준물질로 사용하였다[12].

결과 및 고찰

바이오매스 가수분해물 제조
전처리와 효소 가수분해가 끝난 7가지 바이오매스 가수분

해물을 미세조류배지로 사용하기 위해 미세조류의 성장을

저해하는 물질을 제거하기 위하여 활성탄으로 처리 후 얻은

바이오매스 가수분해물의 환원당을 분석하여 그 결과를

Table 1에 나타내었다. 목질계 바이오매스에서는 볏짚에서

84.7 g/l, 그리고 꼬시래기에서 35.7 g/l의 환원당이 측정되

었다. 목질계 바이오매스로부터는 종에 따라 49.3−84.6 g/l

의 환원당을 얻을 수 있었으며, 해조류에서는 17.8−35.7 g/l

의 환원당을 얻을 수 있었다. 특히 홍조류인 G. verrucosa에

서 상대적으로 높은 환원당을 얻을 수 있었다.

바이오매스 가수분해물을 이용한 C. saccharophila의 성장
및 클로로필 생성
목질계 유래 당을 이용한 C. saccharophila 성장 및 클로로필
생성. 유채대, 보릿대, 그리고 볏짚을 이용하여 가수분해물

을 제작하여 미세조류를 12일간 배양한 결과를 glucose를 탄

소원으로 첨가한 배지와 비교하였다. 동일 조건의 환원당 농

도에서 실험을 실시하기 위하여 바이오매스 가수분해물과

glucose의 농도를 10 g/l가 되도록 희석하여 C. saccharophila를

배양하였다. Fig. 1은 glucose와 activated carbon으로 처리

하지 않은 3종의 바이오매스 가수분해물을 대상으로 C.

saccharophila를 배양한 결과를 나타낸 것이다. 주로 목질계

바이오매스의 산 가수분해 과정에서는 가수분해물에 5-HMF,

levulinic acid, formic acid, acetic acid, furfural, 그리고

페놀성 성분들이 생성되고, 이러한 물질들은 미생물의 성장

에 저해를 일으키는 것으로 알려져 있다[6, 9]. 또한 해조류

는 다양한 색소성분과 페놀성 성분을 포함하고 있어 미세조

류의 성장에 저해를 일으킬 것으로 판단된다[5, 8, 13, 14].

Activated carbon으로 처리하지 않은 바이오매스 가수분해

물은 C. saccharophila의 성장에 저해를 나타내어 향후 실험

에서는 바이오매스 가수분해물을 activated carbon 처리 후

시행하였다. 

Table 1. Reducing sugar concentration of lignocellulosics biomass and marine macro-algae hydrolysates.

Lignocellulosic biomass Marine macro-algae

Reducing
sugar
(g/l)

Rapeseed straw Barley straw Rice straw
Undaria. 

pinnatifida
Laminaria 

japonica
Gracilaria 
verrucosa

Enteromorpha 
intestinalis

49.28 67.71 84.64 18.69 17.75 35.70 21.40

The coefficient of determination (R2) of the standard curve was 0.996.

Fig. 1. Effect of lignocellulosic hydrolysates on the growth of
C. saccharophila.



Application of Hydrolysates for Chlorella saccharophila Culture  525 

December 2016 | Vol. 44 | No. 4

Fig. 2는 목질계 바이오매스 가수분해물을 activated

carbon으로 처리 후 얻은 가수분해물이 C. saccharophila의

성장 및 대사산물 생산에 미치는 영향을 나타내었다. Fig. 2A

는 activated carbon으로 처리한 바이오매스 가수분해물을

이용하여 C. saccharophila를 12일 동안 배양하여 얻은 cell

growth를 나타내었다. Glucose만을 탄소원으로 사용한 경우

에서 가장 높은 세포 성장을 보였다. 목질계 바이오매스 3종

중에서는 rapeseed straw와 rice straw에서 상대적으로 높

은 성장을 보였다. 환원당은 배양 8일 정도에 대부분 소비되

었으며, cell density 역시 8일 이후 성장이 더디게 이루어지

는 것을 확인할 수 있었다. 

Fig. 2B는 바이오매스 가수분해물을 이용한 C. saccharophila

의 배양의 성장 속도와 productivity를 비교한 것이다. 목질

계 바이오매스 가수분해물의 경우에서는 Glucose를 탄소원

으로 사용한 경우에 비하여 낮은 값을 나타내었다. 이는 바

이오매스 가수분해물 중 환원당의 조성이 glucose 뿐만 아

니라 xylose 등 다른 당이 혼합된 결과로 판단된다. 향후 이

러한 혼합당이 C. saccharophila의 성장에 미치는 영향을 추

가하여야 할 것으로 판단된다. 3종의 바이오매스 가수분해

물을 비교한 결과, rapeseed straw (5.25 day-1)과 barley

straw (5.24 day-1)가 비슷한 cell growth rate를 보였으며,

rice straw는 3.48 day-1로 낮은 값을 나타내었다. Productivity

비교에서도 역시 cell growth rate와 같은 패턴을 보였으며,

rapeseed straw와 barley straw가 각각 0.66 g/g/day와

0.67 g/g/day를 나타내었다. 초기 환원당의 농도가 같음에도

불구하고 이러한 성장의 차이는 각각의 바이오매스 가수분

해물이 가지는 당의 조성 또는 제거되지 않은 저해물질의 영

향이라고 판단된다.

Fig. 2C는 목질계 바이오매스 가수분해물을 이용한 C.

saccharophila의 배양 후 얻은 미세조류 바이오매스에 함유

되어 있는 oil과 chlorophyll의 함량을 비교한 것이다. 대조

구로 사용한 glucose의 경우에서 가장 높은 oil 함량을 나타

내었다. Rice straw에서 목질계 바이오매스 중에서 가장 높

은 oil 함량을 보였으나, cell growth rate는 가장 낮은 값을

나타내었다(Fig. 2B). 그리고 rapeseed straw가 가장 낮은

oil yield를 나타내었다. Chlorophyll 함량은 대조구로 사용

한 glucose에서 목질계 바이오매스에 비하여 상대적으로 낮

은 값을 나타내었고, 목질계 바이오매스들은 비슷한 결과를

보였다.

해조류 가수분해물을 이용한 C. saccharophila 배양 및 대사
산물 생성. 해조류인 미역, 다시마, 파래 그리고 꼬시래기 가

수분해물을 제작하여 C. saccharophila를 12일간 배양한 결

과를 Fig. 3에 나타내었다. 4가지 해조류 가수분해물에 활성

탄을 처리하지 않고, 12일간 배양한 결과, 거의 성장하지 않

은 것으로 나타났다. 이는 해조류 가수분해물에는 해조류 유

래의 다양한 polyphenol 등이 함유되어 있어 미세조류를 사

멸시키거나 성장을 저해한 것으로 판단된다. 

Fig. 4는 4종의 해조류 가수분해물을 활성탄을 사용하여

처리한 후 C. saccharophila를 배양한 결과를 나타낸 것이

Fig. 2. Cell growth and production of oil and chlorophyll of C.
saccharophila using lignocellulosic biomass hydrolysate
treated with activated carbon. (A) Cell growth, (B) Cell growth
rate and productivity, (C) Oil and chlorophyll.
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다. 활성탄을 처리한 해조류 가수분해물을 사용하여 C.

saccharophila를 배양한 결과 활성탄 처리를 하지 않은 조

건(Fig. 3)과 다르게 4가지 해조류 가수분해물에서 C.

saccharophila가 성장하였다. Glucose를 첨가한 배지는 가

수분해물의 성장을 비교하기 위한 것으로 앞의 목질계 유래

당 실험에서 사용된 Fig. 2A의 data를 비교한 결과 대조구

로 사용한 glucose에서 가장 높은 성장을 보였다. 해조류 가

수분해물 중 가장 성장이 우수한 것은 다시마로 확인되었으

며, 10일 이후 성장이 거의 정지된 glucose (12.36 ± 0.80 g/l)와

미역(5.14 ± 0.19 g/l)과는 대조적으로 12일까지 성장(7.92 ±

0.16 g/l)을 나타내었다. 환원당이 모두 소비가 되지 않았으

므로 긴 시간 배양할 경우 더 높은 성장을 기대할 수 있으리

라 판단된다. 남아있는 환원당의 양과 성장 소요시간을 고려

했을 때 12일까지의 배양이 적합하다고 판단하였다(Fig. 4A).

그리고 미역(U. pinnatifida)의 경우, 8일 이후 여분의 환원

당이 잔존함에도 불구하고 거의 성장이 이루어지지 않은 것

으로 보아 이는 C. saccharophila가 사용할 수 없는 형태의

당으로 판단된다(Fig. 4A). 또한 파래(E. intestinali)의 경우

에서는 4일까지 거의 성장하지 않았으나, 이후 급격히 성장

(6.02 ± 0.05 g/l)하였다. 꼬시래기(G. verrucosa)의 경우에서

는 10일 이후 급격한 성장을 보였다(5.66 ± 0.03 g/l). 이러

한 경향은 파래와 꼬시래기의 가수분해물의 주성이 C.

saccharophila가 섭취하는데 적응이 요구되는 당 구성인 것

Fig. 3. Effect of marine macro-algae hydrolysates on the
growth of C. saccharophila before activated carbon treat-
ment. U. pinnatifida (U), L. japonica (L), E. intestinali (E), and G.
verrucosa (G).

Fig. 4. Effect of marine hydrolysates on the growth and production of C. saccharophila after activated carbon treatment. TRS
is total reducing sugar and CD is cell density. U. pinnatifida (U), L. japonica (L), E. intestinali (E), and G. verrucosa (G). (A) Cell growth and
sugar consumption of U. pinnatifida and L. japonica, (B) Cell growth and sugar consumption of E. intestinali and G. verrucosa, (C) Cell
growth rate and productivity, (D) Oil and chlorophyll content. 
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으로 판단된다.

Fig. 4C에 해조류 가수분해물을 이용하여 C. saccharophila

를 배양하여 얻은 cell growth rate와 productivity를 비교하

였다. 다시마 가수분해물에서 가장 높은 7.36 day-1의 cell

growth rate와 0.72 g/g/day의 productivity를 나타내었으며, 이

는 glucose의 8.16 day-1 cell growth rate와 1.07 g/g/day의

productivity에 근접한 결과를 나타낸 것이다.

Fig. 4D는 해조류 가수분해물을 이용하여 C. saccharophila

를 배양하여 얻은 oil과 chlorophyll 함량을 비교한 것이다.

Oil 함량은 glucose에서 가장 높은 함량(41.26 ± 0.69%) (Fig.

2)을 나타내었으며, 해조류 가수분해물에서는 26−31%의 oil

함량을 나타내었다. Chlorophyll의 경우 미역에서 가장 높은

함량(6.26 ± 0.38%)을 나타내었다. 또한 chlorophyll의 경우

다시마를 제외한 미역, 파래, 꼬시래기의 경우에 있어서

glucose를 첨가했을 때(Fig. 2)보다 높은 함량을 나타내었다.

이는 목질계 가수분해물의 결과와도 비슷한 양상을 나타내

었다.

목질계 바이오매스인 유채대와 보리대 그리고 볏짚의 경

우에는 그 주요 구성당이 glucose로 이루어진 cellulose와 주

로 xylose로 이루어진 hemicellulose로 구성되어 있다. 이외

에 소량의 galactose, arabinose와 같은 당으로 구성되어 주

요 구성당이 미생물에 의해 이용가능한 당으로 알려져 있다

[3, 6, 9]. 그러나, 해조류 바이오매스인 미역, 다시마, 파래

그리고 꼬시래기의 경우에는 주요 탄수화물이 종에 따라 다

양하게 alginate, laminaran, agar, sugar alcohol, cellulose 등

으로 구성되어 있어 구성성분이 다양하다[5, 9, 11, 13−15,

17]. 이러한 다양한 당의 구성은 가수분해물을 이용한 미세

조류의 배양에 있어 육상의 목질계 바이오매스에 비하여 이

용성이 낮아지는 결과를 나타내는 것으로 판단된다.

요 약

본 연구에서는 3종류의 목질계 바이오매스와 4종류의 해

조류 바이오매스를 전처리와 효소가수분해 과정을 통하여

얻은 환원당을 이용하여 C. saccharophila를 배양하였다. 얻

어진 가수분해물을 활성탄 처리 유무에 따라 배양한 결과,

목질계 바이오매스와 해조류 바이오매스 가수분해물을 활성

탄 처리하지 않은 경우에는 C. saccharophila의 성장이 저해

되었다. 목질계 바이오매스인 유채대와 보리대 그리고 볏짚

과 해조류 바이오매스인 미역, 다시마, 파래 그리고 꼬시래

기 가수분해물의 경우 활성탄 등으로 처리한 경우에서 목질

계 바이오매스와 해조류 바이오매스 가수분해물에서 C.

saccharophila의 성장이 관찰되었다. 미세조류의 생산성과

oil 함량, chlorophyll 등을 고려하였을 때 목질계 바이오매

스와 해조류 바이오매스는 C. saccharophila의 product 생

산을 위한 배양에 이점을 가지며, 특히 chlorophyll 생산에

보다 유용하리라 판단된다. 
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