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서   론

최근 개발도상국들의 산업화와 화석연료 사용증가에 따른 지
구온난화 문제로 인해 해양산성화와 대기오염 등 각종 환경문
제가 크게 부각되고 있다(Mata et al., 2010). 최근 이러한 문제
를 해결하기 위한 풍력, 조력, 태양열, 바이오연료 등 신재생에
너지 분야에 대한 관심이 크게 증가하고 있으며 관련 연구에 대
한 범 세계차원의 투자가 확대되고 있는 추세이다(Chisti, 2007; 
Mata et al., 2010). 
신재생에너지원 중 특히 바이오연료는 기존 화석연료와 비슷

한 성질을 가지고 있고, 광합성 작용을 하는 육상식물 및 조류
(algae)를 사용할 경우 대기 중 CO2 제거를 통해 지구온난화를 
줄일 수 있다는 기대심리와 맞물려 화석연료를 효과적으로 대
체할 수 있는 청정 에너지로 여겨져 왔다(Wang et al., 2000; 
Miao and Wu, 2006; Packer, 2009). 특히, 미생물인 미세조류
를 활용한 바이오연료 생산에 관한 내용이 최근 각광 받고 있으
며 미세조류 바이오매스(biomass)를 미래의 에너지 자원으로 
확보하기 위한 연구가 지속되고 있다(Wang et al., 2000; Chisti, 
2007; Mata et al., 2010). 
미세조류는 주로 해양 및 담수 환경에 서식하고 광합성을 통
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이연지1,2·이치헌1,2·조기철3·문혜나1·남궁진1·김기혁1·임병진3·김대경2·여인규1*

1제주대학교 해양생명과학과, 2한국기초과학지원연구원 제주센터, 3국립환경과학원 금강물환경연구소

Effect of Temperature-induced Two-stage Cultivation on the Lipid and 
Saccharide Accumulation of Microalgae Chlorella vulgaris and  
Dunaliella salina
Yeon-Ji Lee1,2, Chi-Heon Lee1,2, Kichul Cho3, Hye-Na Moon1, Jin Namgung1, Ki-hyuk Kim1,  
Byung-Jin Lim3, Daekyung Kim* and In-Kyu Yeo1*
1Department of Marine life Science, Jeju National University, Jeju 63243, Korea 
2Jeju Center, Korea Basic Science Institute (KBSI), Jeju 63309, Korea 
3Geum River Environment Research Center, National Institute of Environmental Research, Okcheon 29027, Korea

The aim of this study was to evaluate a temperature-induced two-stage cultivation (TTC) strategy for the regula-
tion of lipid and carbohydrate production by two microalgae, Chlorella vulgaris and Dunaliella salina, for biofuel 
production. The microalgae were grown under several temperature conditions (15, 25, 35, and 45°C) and optimal 
growth was observed at 25°C for both microalgae. To test the TTC, aseptically cultured microalgae were incubated 
under optimal conditions (25°C) for 20 days, and then divided into four aliquots that were incubated at 15, 25, 35, 
and 45°C for 5 days. Similar but somewhat decreased growth rates were observed at the non-optimal temperatures 
(15, 35, and 45°C). In addition, while total lipid accumulation increased in a temperature-dependent manner in both 
microalgae, total carbohydrate increased with temperature in C. vulgaris but decreased in D. salina. However, for 
lipid and carbohydrate production, while the highest lipid productions of C. vulgaris and D. salina were observed at 
25°C and 35°C, respectively, the highest total carbohydrate productions of C. vulgaris and D. salina were obtained 
at 15°C and 25°C, respectively. These results suggest that the TTC strategy may be easily and efficiently applied to 
bioprocessing for biofuel production. 
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해 생태 먹이사슬의 1차 생산자 역할을 담당하는 마이크로 사
이즈의 엽상체 식물이며, 기존 생물자원에 비해 빠른 성장률과 
일일 생산이 가능한 지속가능자원으로 여겨지고 있다(Chisti, 
2007; Mata et al., 2010). 또한 기존 육상식물에 비해 많은 양
의 지질 및 녹말을 축적하기 때문에 이를 전환시켜 바이오디젤
(biodiesel) 및 바이오에탄올(bioethanol) 등의 바이오연료를 생
산하기 위한 생물공정 등 많은 기술들이 개발되고 있다(Chisti, 
2007; Harun et al., 2010). 미세조류는 최대 80% (w/w)의 지질
을 축적할 수 있으며 바이오매스에서 추출된 지질은 에스터교
환(transesterfication) 반응에 의해 바이오디젤로 전환이 가능
하고, 녹말 등 당 성분은 발효(fermentation)과정을 통해 바이오
에탄올로 전환시켜 연료로 활용할 수 있다(Chisti, 2007; Harun 
et al., 2010). 
미세조류는 기존에 바이오연료의 재료로 사용되던 육상식물
과 비교할 때 다양한 이점을 갖는다. 먼저, 넓은 경작지가 필요
한 육상작물에 비해 많은 공간을 차지하지 않으며 토질 등에 의
한 영향이 적다는 장점이 있다. 따라서 육상작물을 경작하기 좋
지 못한 토질 환경과 공간적인 제약을 받지 않는다. 또한 미세조
류는 세대시간(generation time)이 짧고, 성장이 빠르므로 적절
한 생물공정을 통한 일일 생산이 가능하며 생체 무게 대비 광합
성 효율이 높고 대기 중 이산화탄소를 효율적으로 흡수할 수 있
을 뿐만 아니라, 많은 양의 지질을 함유하고 있기 때문에 친환경 
바이오디젤 생산의 원료로서 활용하기에 용이하다. 그리고 미
세조류는 수계에 존재하는 질소화합물, 중금속 등을 비롯한 각
종 독성물질을 효과적으로 흡수할 수 있으므로 생물학적 폐수
처리의 재료로 활용가치가 높다. 따라서 오폐수를 정화함과 동
시에 오폐수 내에 존재하는 영양염류를 활용하여 바이오연료 
및 기타 생물재료를 생산하는 친환경적이고 효율적인 미래 에
너지 생산에 대한 구상이 가능하다. 또한 해양 및 기수성 미세조
류는 담수를 필요로 하지 않으며 옥수수, 콩과 같은 육상작물처
럼 식품으로서 활용가치가 높지 않기 때문에 물 부족 문제와 식
량부족 문제를 일으키지 않는다. 따라서 최근 미세조류는 육상
작물의 한계를 대체할 바이오연료의 좋은 재료로 간주되고 있
다(Chisti, 2007; Amin, 2009; Mata et al., 2010). 
최근 이러한 미세조류를 바이오연료의 재료로 활용하기 위해 
지질 또는 탄수화물의 생산성을 높이기 위한 배양법, 유전학적 
기법, 지질생산성이 높은 종의 분리 및 수거(harvesting) 기법 
등 미세조류의 바이오연료 효율을 높이기 위한 다양한 연구들
이 진행되고 있다(Chen et al., 2011; Baicha et al., 2016; Yang 
et al., 2016). 특히, 미세조류는 온도, 염분, 광조건, 영양염류의 
농도 등 환경적인 조건에 따라 세포 성장 및 내부 축적 물질들의 
조성과 생산성이 달라지기 때문에, 다양한 배양조건 조절을 활
용한 미세조류 바이오연료 생산에 관한 연구가 집중적으로 이
루어져 왔다(Goold et al., 2016; Kinnunen and Rintala, 2016; 
von Alvensleben et al., 2016). 그 중 최근에는 2단계 배양기법
에 따라 미세조류 바이오매스 축적물질의 생산성을 변화시키

려는 시도가 활발하게 이루어지고 있다(Su et al., 2011; Zheng 
et al., 2012; dos Santos et al., 2016). 이를테면, Su et al. (2011)
은 Nannochloropsis oculata 종을 최적배양조건에서 1단계 배
양을 진행하여 2단계로 질소원이 결핍된 상태로 옮겨 배양시킨 
배양방법을 통해 최대 약 2.8배의 지질 생산성을 향상시킬 수 있
다고 보고한 바 있다. 한편 Xia et al. (2013)은 최적배양조건에
서 1단계 배양을 거친 Scenedesmus obtusus종을 NaCl의 농도
를 증가시킨 2단계 배양조건에서 다시 배양한 결과 지질생산성
과 향상과 더불어 고품질의 바이오디젤을 생산할 수 있다고 보
고하였다. 따라서 2단계 배양법을 활용할 경우 비용 및 시간적
인 측면에서 효과적으로 미세조류의 바이오연료를 생산할 수 
있다(Su et al., 2011; Xia et al., 2013; Zheng et al., 2012;  dos 
Santos et al., 2016). 
하지만 현재 2단계 배양법 연구는 현재 영양염류의 조성변화 
및 광조건을 활용한 방법들에 국한되어 있으며 온도조건 변화
에 의한 2단계 배양법에 대한 연구는 상당히 부족한 실정이다. 
온도의 경우 미세조류 지질 합성 및 성장에 상당한 영향을 미친
다고 알려져 있다. 예를 들면 Converti et al. (2009)은 20°C에서 
25°C로 배양온도를 증가시킬 경우 미세조류 Nannochloropsis 
oculata의 지질 축적량을 약 2배 증가시킬 수 있고, 25°C에서  
30°C로 배양 온도를 더 증가시킬 경우 지질합성이 오히려 2배 
이상 감소한다고 보고한 바 있다. 또한 온도조절 방법은 미세조
류의 영양염 조성을 변화시키는 방법보다 노동 및 비용적인 측
면에서 생물공정에 효과적으로 적용이 가능하며 대형 광생물배
양기(photobioreactor) 및 수로형연못배양조(raceway pond)와 
같은 대량배양 시스템에도 쉽게 적용할 수 있다. 따라서 배양온
도 변화를 통한 2단계 배양법을 활용할 경우 간편하게 미세조류 
바이오디젤 생산성을 높일 수 있을 것이라 판단된다.
따라서 이번 연구에서는 바이오연료의 유망종으로 평가 받고 
있는 두 종의 녹조류 Chlorella vulgaris와 Dunaliella salina의 
온도에 따른 2단계 배양 조건에서 바이오연료의 인자인 탄수화
물 및 지질의 축적량 변화를 확인하여 산업적인 이용가치에 대
해 평가해보고 미세조류 바이오연료 생산의 효율성을 높일 수 
있는 생물공정에 대한 기초정보를 제공하고자 한다. 

재료 및 방법

미세조류 배양 

실험에 사용한 두 종의 미세조류 Chlorella vulgaris (KMMCC 
-120), Dunaliella salina (KM979516)는 부경대학교 한국해
양미세조류은행(Korea Marine Microalgae Culture Center, 
KMMCC)과 영남대학교에서 각각 구입하였다. 배양배지는 
Erd-Schreiber’s 배지(pH 8.0)을 제조하여 실험에 사용하였다
(Okaichi et al., 1982). 각각의 배지는 15, 25, 35 및 45°C로 조
절된 multi-room incubator (JS RESEARCH INC, KOR)에서 
배양하였으며 광주기는 12:12의 light:dark 주기로, 광도는 형
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광등을 광원으로 하여 120 μmol m-2 s-1의 세기로 배양기간 동
안 유지하였다. C. vulgaris 및 D. salina 종의 초기 세포 농도는 
각각 1.72×106 cells mL-1 및 1.58×105 cells mL-1였으며, 100 
mL의 Erlenmeyer flasks (IWAZAKI, JPN)를 사용하여 배양액 
총 용량을 50 mL로 맞추어 배양하였다. 또한 2단계 온도 배양
조건에서는 450 mL의 Erlenmeyer flasks (DURAN, GER)를 
사용하여 총 배양액 300 mL를 정체기(stational phase)가 될 때
까지 20일간 배양 후 100 mL의 Erlenmeyer flasks (IWAZAKI, 
JPN)에 50 mL의 용량으로 옮겨 각각의 온도에서 5일간 배양
하였다.

미세조류 성장 측정

미세조류의 성장은 24시간마다 microplate reader (BioTek, 
USA)를 활용하여 570 nm 파장으로 흡광도(Absorbance)를 측
정하여 측정하였다. 측정된 흡광도는 OLYMPUS BX53 광학
현미경(OLYMPUS, JPN) 및 혈구계수기(AO-Spencer, USA)
를 사용하여 세포농도를 측정 후 세포농도에 따른 흡광도의 검
량선을 만들어 배양액 내의 세포수를 계산하였다. 

미세조류의 탄수화물 측정

미세조류 총탄수화물의 함량은 페놀-황산법을 활용하여 측정
하였다(Masuko et al., 2005). 준비된 미세조류 배양액 1 mL를 
13,000 g에서 원심 분리하여 상등액을 제거한 후 3차 증류수로 
세포를 2회 washing 하고, 다시 3차 증류수 1 mL를 넣어 재부
유한 후 100 μL를 분취하여 300 μL의 진한 황산과 5% 페놀용
액 100 μL를 혼합해서 90°C 에서 5분간 반응시켜주었다. 이 반
응물을 상온에서 식힌 후 microplate reader (BioTek, USA)를 
이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정해 탄수화물의 농도를 구
했고 D-glucose를 표준물질로 검량하였다.

미세조류의 지질 측정

미세조류 지질의 함량은 sulfo-phospho-vanillin 반응법을 이
용하여 측정하였다(McMahon et al., 2013). 미세조류 배양액 3 
mL를 13,000 g에서 원심 분리하여 상등액을 제거한 후, 증류수
를 이용하여 세포를 2회 세척하였다. 이 후 세포 펠렛에 증류수 
1 mL를 넣어 재부유시킨 용액 100 μL를 분취한 뒤 5 mL의 진
한황산과 90°C에서 10분간 반응시켜주었다. 이 반응물 400 μL
에 phosphor-vanillin 시약을 6 mL를 첨가한 후 암실에서 45분
간 반응시켰고, 상온에서 방치 후 microplate reader (BioTek, 
USA)를 이용하여 525 nm 에서 흡광도를 측정하였다.

미세조류의 현미경 관찰

온도변화에 따른 미세조류의 형태변화를 관찰하기 위하여 각 
미세조류 배양액 10 μL를 슬라이드 글라스에 놓고 OLYMPUS 
BX53 형광현미경(OLYMPUS, JPN)을 이용하여 bright field 
모드로 미세조류의 형태 변화를 관찰하였다. 

통계학적 분석

실험값의 통계는 Excel 2013 (Microsoft, USA) 프로그램을 
활용한 one-way ANOVA 및 데이터 간의 Turkey’s multiple 
comparison test를 통해 유의성 테스트를 진행하였고 모든 실
험값은 3반복 실험에 의한 평균±표준편차(mean±standard 
deviation)로 나타내었다.

결과 및 고찰

미세조류의 온도에 따른 성장변화

2단계 온도 배양법에 따른 미세조류 C. vulgaris와 D. salina
의 최적 배양 온도를 구하기 위해15, 25, 35, 45°C 각 온도에 따
른 미세조류의 24시간 간격의 성장변화를 측정하였다. 그 결
과 Fig. 1에서 나타난 바와 같이 C. vulgaris 및 D. salina 두 종 
모두 25°C에서 가장 높은 성장을 나타냈고, C. vulgaris의 경우 
35°C, 15°C, 45°C의 순으로, D. salina의 경우 15°C, 35°C, 45°C 

Fig. 1. Effect of different temperatures (15, 25, 35, and 45°C) on 
the daily growth of oceanic microalgae Chlorella vulgaris (A) and 
Dunaliella salina (B). Error bars represent mean±standard devia-
tion (SD) of triplicate experiments. 

0

2

4

6

8

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

07  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

15 25

35 45

(A)

0

1

2

3

4

5

6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

06  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

15 25

35 45

(B)

15℃ 25℃

45℃35℃

Chlorella vulgaris

15℃ 25℃

45℃35℃

Dunaliella salina

0

2

4

6

8

10

12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

07  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

1st stage 2nd stage

(A)

0

2

4

6

8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

06  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

1st stage 2nd stage

(B)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

15 25 35 45

C
el

l d
ry

 w
ei

gh
t (

g/
L)

Temperature (℃)

(A)

a

ab b

c

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

15 25 35 45

C
el

l d
ry

 w
ei

gh
t (

g/
L)

Temperature (℃)

(B)

a
ab

a

c

0

5

10

15

20

25

30

35

15 25 35

To
ta

l l
ip

id
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a
a

b

A
A

B

(A)

0

5

10

15

20

15 25 35

To
ta

l l
ip

id
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a

A a A

b B

(B)

0

20

40

60

15 25 35

To
ta

l c
ar

bo
hy

dr
at

e 
co

nt
en

ts
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a A
b B

c
C(A)

0

20

40

60

80

15 25 35

To
ta

l c
ar

bo
hy

dr
at

e 
co

nt
en

ts
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a
A

a

A

b

B

(B)

0

2

4

6

8

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

07  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

15 25

35 45

(A)

0

1

2

3

4

5

6

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

06  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

15 25

35 45

(B)

15℃ 25℃

45℃35℃

Chlorella vulgaris

15℃ 25℃

45℃35℃

Dunaliella salina

0

2

4

6

8

10

12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

07  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

1st stage 2nd stage

(A)

0

2

4

6

8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(1

06  c
el

ls
/m

L)

Cultivation time (Day)

1st stage 2nd stage

(B)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

15 25 35 45

C
el

l d
ry

 w
ei

gh
t (

g/
L)

Temperature (℃)

(A)

a

ab b

c

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

15 25 35 45

C
el

l d
ry

 w
ei

gh
t (

g/
L)

Temperature (℃)

(B)

a
ab

a

c

0

5

10

15

20

25

30

35

15 25 35

To
ta

l l
ip

id
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a
a

b

A
A

B

(A)

0

5

10

15

20

15 25 35

To
ta

l l
ip

id
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a

A a A

b B

(B)

0

20

40

60

15 25 35

To
ta

l c
ar

bo
hy

dr
at

e 
co

nt
en

ts
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a A
b B

c
C(A)

0

20

40

60

80

15 25 35

To
ta

l c
ar

bo
hy

dr
at

e 
co

nt
en

ts
 (%

, w
/w

)

Cultivation temperature  (℃)

a
A

a

A

b

B

(B)



2단계 온도배양에 따른 미세조류의 지질 및 탄수화물 축적 35

순으로 두 종이 서로 형태가 다른 성장 곡선을 나타냈다. 또한 
45°C의 온도에서 두 종의 미세조류 배양액 모두 녹색에서 흰색
으로 색 변화가 일어났고 성장이 더 이상 증가하지 않았다. 또한 
45°C의 온도에서 두 종의 미세조류 배양액 모두 녹색에서 흰색
으로 색 변화가 일어났고 성장이 더 이상 증가하지 않았다. 또한 
Fig. 2에서 보는 바와 같이 현미경 사진으로 관찰한 결과 45°C
에서 그 형태와 색이 다른 온도 조건의 배양 미세조류들과 비교
했을 때 확연히 구분되는 흰색의 찌그러진 모양이 나타남을 확
인할 수 있었다. 이러한 현상은 38°C에서 C. vulgaris가 녹색에
서 회갈색으로 변화되어 미세조류의 성장률이 저해된 Converti 
et al. (2009)의 연구결과와 비슷하며 연구 결과에서 보고된 바
와 같이 이번 연구에서도 높은 온도로 인한 스트레스로 인해 세
포가 사멸한 것으로 판단된다. 

Juneja et al. (2013)에 따르면 온도는 미세조류의 성장과 세
포의 크기, 생화학물질 조성 및 영양염 흡수에 영향을 주는 가
장 중요한 환경 요소 중 하나이며 미세조류 세포질의 점성도에 
영향을 주어 탄소원과 질소원의 흡수를 조절하는 역할을 한다
고 알려져 있다(Hope and Walker, 1975; Raven and Geider, 
1988). 또한 온도가 낮을 경우 대기중 이산화탄소의 고정률이 
감소하면서 광합성 작용시 전자전달을 감소시켜 미세조류에 광
저해(photoinhibition)와 동일한 효과를 일으키는 것으로 알려
져 있고 최적 온도보다 높은 조건에서는 RNA unit 당 유리 아
미노산의 양이 많아지는 현상 즉, 단백질의 합성 효율이 저해되
는 현상이 일어나면서 성장을 저해시킨다는 보고가 있다(Rhee 
and Gotham, 1981; Kakinuma et al., 2006; Juneja et al., 2013). 
따라서 이번 실험에서도 성장의 최적온도인 25°C와 비교했을 
때 낮은 온도인 15°C에서 대사활성의 장애로, 25°C보다 높은 
온도인 35°C에서는 단백질 합성 효율의 저해로 인해 미세조류 
성장이 억제된 것으로 판단된다. 
또한 두 종 C. vulgaris와 D. salina는 온도에 따라 서로 패턴
이 다른 성장 곡선을 나타냈으며 최적온도인 25°C 보다 높은 온
도에서 D. salina 종의 성장이 C. vulgaris보다 더 크게 줄어든
다는 사실을 확인할 수 있었다. 이러한 사실은 D. salina가 C. 

vulgaris에 비해 세포 부피가 크며 세포벽이 소실되어있기 때문
에 온도 변화에 의한 열 에너지를 세포막에 더욱 많이 받기 때
문이라고 판단되며 그에 따라 단백질 합성의 저해도 크게 일어
나고 보다 큰 성장억제가 일어나는 것으로 판단된다(Cowan et 
al., 1992). 

2단계 배양에 의한 미세조류의 성장 및 바이오매스의 
변화

2단계 배양에 의한 미세조류의 성장효과를 확인하기 위해 두 
미세조류 C. vulgaris와 D. salina의 최적 성장 온도인 25°C에서 
1단계 배양을 20일간 진행 한 후 변화가 뚜렷하게 확인이 되는 
5일 동안 15°C, 25°C, 35°C, 45°C에서 2단계 배양을 진행하였
다. 그 결과 Fig. 3에서 보는 것과 같이 2단계 배양시점부터 서로 
다른 온도에 따른 성장 차이를 확인할 수 있었다. 
먼저 Fig. 3A에서 보는 것처럼 C. vulgaris의 경우 오히려 

Fig. 2. Microscopic observation of microalgae Chlorella vulgaris 
and Dunaliella salina under 15, 25, 35, and 45°C of incubation 
temperatures.
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Fig. 3. Daily growth of microalgae Chlorella vulgaris and Du-
naliella salina under two-stage culture condition. One-stage cul-
tivation was performed under 25°C for 20 days, and subsequently 
two-stage cultivation was performed under 15 (□), 25 (■), 35 (△), 
and 45°C (▲) for 5 days. Error bars represent mean±standard de-
viation (SD) of triplicate experiments.
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25°C보다 35°C에서 가장 높은 성장곡선을 보였고 25°C, 15°C, 
45°C 순으로 높은 성장곡선을 나타냈다. 또한 Fig. 3B에서 보는 
것처럼 D. salina의 경우 25°C에서 가장 높은 성장을 나타내었
고 15°C, 35°C, 45°C순으로 높은 성장 곡선을 나타냈으며 이러
한 차이는 앞서 설명한 온도에 따른 대사활성과 단백질 합성의 
변화에서 기인하는 것으로 생각된다. 또한 Fig. 4에서 나타난 바
와 같이 2단계 배양 후 미세조류 세포 건조체의 질량(바이오매
스)을 비교한 결과 최적성장 온도인 25°C와 비교했을 때 온도
에 따라 다소의 차이는 나타났지만 15°C 및 35°C구간에서 비슷
한 양의 바이오매스를 얻을 수가 있었다. 하지만 45°C 구간에서
는 성장저해가 크게 일어났으며 하얀색으로 변화된 적은 양의 
바이오매스를 보였다. 이러한 결과들을 통해 2단계 배양법을 활

용할 경우 C. vulgaris, D. salina  두 종 모두에서15°C 및 35°C
는 최적성장온도와 비슷한 양의 바이오매스를 수득할 수 있다
는 사실을 확인할 수 있었고 45°C는 온도 스트레스로 인한 세포 
사멸로 바이오매스의 생산량 저하가 크게 일어나는 것을 알 수 
있었다. 따라서 2단계 배양시45°C의 배양 온도는 비효율적이라
고 판단하였고 45°C를 제외한 15°C, 25°C, 35°C의 온도 조건에
서 다음 실험을 진행하였다. 

2단계 배양에 따른 지질 및 탄수화물 축적량의 변화

미세조류의 지질 및 탄수화물은 산업적인 바이오연료 생산
의 주 원료로서 매우 잠재성이 큰 것으로 알려져 있다(Chisti, 
2007; Chen et al., 2013). 미세조류 탄수화물의 경우 주로 세포
벽의 셀룰로오스와 색소체에 함입된 녹말이 주요 구성성분으로 
이뤄져 있으며 lignin과 hemicelluloses의 양이 적기 때문에 쉽
게 발효원으로 전환시켜 바이오에탄올 생산 공정에 사용할 수 
있다(Chen et al., 2013). 또한 미세조류의 지질은 triacylglycer-
ide (TAG)가 주 성분이며, TAG를 알코올과 촉매제하에서 에스
터교환(transesterfication) 반응을 통해 바이오디젤로 전환시켜 
산업적인 이용이 가능하다고 알려져 있다(Chisti et al., 2007). 
따라서 이번 연구에서 미세조류의 2단계 배양의 산업적인 적용 
가능성을 평가하기 위해 2단계 온도배양 조건에 따른 미세조류
의 지질 및 탄수화물 축적량 변화를 확인하였다. 또한 각각의 온
도 15, 25, 35°C에서 2단계 배양 없이 같은 기간(25일) 동안 배
양한 미세조류 바이오매스를 모아 2단계 배양과 비교했을 때 축
적량에 변화가 있는지 비교해 보았다. 그 결과 Fig. 5에서 보는 
바와 같이 C. vulgaris의 경우 35°C온도 조건에서 지질 축적량
에 차이를 보였고(Fig. 5A), D. salina의 경우 35°C에서 탄수화
물 축적량에 차이를 나타냈다(Fig. 6B). 하지만 지질 및 탄수화
물의 온도에 따른 축적 양상은 2단계 배양에서도 각 온도조건
에서 배양한 미세조류와 동일하게 나타났다. 먼저 지질의 축적
량은 C. vulgaris와 D. salina 두 종 모두에서 동일하게 온도가 
증가함에 따라 감소하는 경향성을 나타냈다. C. vulgaris의 경
우 가장 지질함량이 높은 15°C의 배양 조건에서 최대 약 26%의 
지질 함량을 나타냈으며 35°C조건에서는 최저인 약 21%의 지
질 함량을 나타냈다. 또한 15°C와 25°C의 두 온도 조건 간의 지
질함량 차이에 유의성이 없었다. 따라서 지질의 2단계 배양조
건에서 지질의 생산은 15, 25, 35°C에서 각각 약 0.183, 0.196, 
0.164 g L-1로 25°C에서 가장 높은 생산성을 나타낸다는 사실을 
확인할 수 있었다. D. salina의 경우 15°C의 온도에서 약 15%
의 최대 지질 함량을 나타냈고 35°C에서 최소치인 약 11%의 함
량을 나타냈다. 생산량은 15°C, 25°C, 35°C에서 각각 약 0.094 
g L-1, 0.088 g L-1, 0.065 g L-1로 15°C일 때 가장 높은 지질 생
산을 나타냈다. 
이러한 결과는 Xin et al. (2011)이 Scenedesmus sp. 종에서 온
도실험을 통해 지질축적양상을 파악한 결과와 유사하게 나타났
지만 Converti et al. (2009)의 연구에서 보고된Nannochlorop-

Fig. 4. Changes of cell dry weight of microalgae Chlorella vul-
garis and Dunaliella salina under different temperature (15, 25, 35, 
and 45°C) and temperature-induced two stage culture conditions. 
Error bars represent mean±standard deviation (SD) of triplicate 
experiments and different letters exhibited significant difference 
(P<0.05). 
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sis sp. 미세조류의 결과와는 다르게 나타났다. 
또한 성장 최적온도와 비교했을 때 낮은 온도에 노출된 미세
조류는 산화스트레스 환경에 놓이게 된다고 보고된 바 있으며, 
따라서 낮은 온도인 15°C에서 산화스트레스가 발생하고 그에 
따른 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)에 의한 스트
레스가 미세조류 물질대사에 영향을 미치고 이러한 결과물로 
지질함량이 증가한 것으로 판단이 된다(Cho et al., 2016; Xin 
et al., 2011). 그리고35°C 배양 조건에서 지질 함량이 감소한 
이유는 열 스트레스에 의한 자극으로 인해 지질합성에 관여하
는 효소가 피해를 입었기 때문인 것으로 보인다. Renaud et al. 
(2002)에 의한 온도에 따른 성장과 생화학물질 축적에 관한 연
구에 의하면 미세조류 Isocrysis sp., Rhodomonas sp., Crypto-
monas sp., Chaetoceros sp., 그리고 에서 최대 성장률이 각각 
27°C, 25°C, 25°C 및 30°C로 나타났으며 이번 연구와 비슷하게 
최대 성장률을 나타내는 온도조건보다 높은 온도조건에서 지
질합성이 감소하는 경향성을 나타냈고, 이러한 현상을 Renaud 
et al. (2002)는 식물 효소의 온도에 의한 변성에 기인한 것으

로 설명한 바 있다. 2단계 배양에 따른 탄수화물의 경우 두 종 
C. vulgaris와 D. salina의 축적 경향성이 서로 상반되게 나타
났다(Fig. 6A, 6B). 먼저 C. vulgaris의 경우 온도가 증가함에 
따라 상당히 증가된 탄수화물의 축적량을 나타냈으며 최대치
인 35°C에서 약 50%의 총 탄수화물 함량을 나타낸 반면, 최소
치인 15°C에서는 약 31%의 탄수화물 함량을 보였다. 또한 C. 
vulgaris의 2단계 배양에 의한 바이오매스 대비 총탄수화물의 
생산량은 15°C, 25°C, 35°C조건에서 약 0.214 g L-1, 0.254 g 
L-1, 0.394 g L-1로 35°C에서 가장 높게 나타났다. D. salina의 
경우 반대로 15°C에서 최대 63%의 탄수화물 함량을 나타냈고 
35°C에서 약 30%의 탄수화물 축적량을 나타냈으며, 바이오매
스 대비 총 탄수화물의 생산량은 15°C, 25°C, 35°C조건에서 약 
0.391 g L-1, 0.403 g L-1, 0.174 g L-1로 25°C에서 가장 높게 나타
났다. Ogbonda et al. (2007)에 따르면 남조류인 Spirulina sp.에
서 온도를 25°C에서 40°C로 증가시켰을 때 탄수화물의 축적이 
14%에서 21%로 증가했다는 보고가 있었고, 반면 de Castro 
Araujo and Garcia (2005)에 의해 규조류 Chaetoceros sp.에

Fig. 5. Effect of different temperatures (15, 25, 35, and 45°C) con-
dition (■) and temperature-induced two-stage culture condition (□) 
on the lipid accumulation of microalgae Chlorella vulgaris (A) and 
Dunaliella salina (B).
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Fig. 6. Effect of different temperatures (15, 25, 35, and 45°C) con-
dition (■) and temperature-induced two-stage culture condition 
(□) on total carbohydrates accumulation of microalgae Chlorella 
vulgaris and Dunaliella salina.
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서 온도가 낮아질수록 탄수화물의 축적량이 증가된다는 사실
이 보고된 바 있다. 또한 Hosono et al. (1994)에 의해 녹조류 
Chlorella vulgaris SO-2의 온도에 따른 당 축적은 온도가 높아
질수록 줄어든다는 연구도 보고된 바 있다. 이번 연구에서 녹조
류인 C. vulgaris와 D. salina는 서로 다른 축적양상을 나타냈
는데 그 이유는 서식환경이 다른 곳에서 분리된 종마다 환경에 
대한 내성의 차이가 있기 때문인 것으로 판단된다. 특히, 배양
온도가 달라짐에 따라 세포막이 온도 변화로 인한 산화스트레
스 작용에 의해 영향을 받게 되고 영양염류 흡수율에 변화가 일
어나게 된다고 알려져 있으며, 이러한 산화스트레스 작용을 방
어하기 위한 과산화물제거효소(superoxide dismutase), 카탈라
아제(catalase) 및 글루타티온과산화효소(glutathione peroxi-
dase)와 같은 항산화 효소(antioxidant enzyme)와 아스코르빈
산(ascorbic acid) 등과 같은 비효소적 항산화 물질의 분비가 일
어나게 되고, 이러한 항산화 물질들의 분비양상은 종마다 서로 
다른 것으로 알려져 있다(Lesser, 2006; Chokshi et al., 2015). 
따라서 항산화효소의 분비양상 차이로 인해 산화스트레스의 
보호작용이 종에 따라 달라지고, 온도 변화에 의한 산화스트레
스에 반응하는 정도가 달라지기 때문에 미세조류 2차 대사물질
의 축적량이 다르게 나타난 것으로 사료된다. 또한, 서로 다른 
세포벽 및 세포막의 구조를 가진 두 종간의 구조적인 차이도 이
러한 종간 생화학물질 축적의 정도를 변화시킨 요인중의 하나
라고 생각된다. 그리고 D. salina의 경우 온도가 증가함에 따라 
지질과 탄수화물이 모두 감소되는 현상을 보였으며, 이러한 현
상은 좀더 많은 연구가 필요하겠지만, 온도가 증가함에 따라 단
백질과 같은 다른 2차대사물질의 양이 상대적으로 많아지면서 
탄수화물과 지질의 양은 감소된 것으로 보인다. 
추가적으로 Fig. 1에서 보는 것처럼 이번 연구에서 C. vulgaris
의 경우 온도 스트레스에 의해 35°C, D. salina의 경우 15°C에
서 최적성장 온도인 25°C 조건 보다는 감소했지만 두 번째로 높
은 성장을 나타냈고 이때 탄수화물의 축적량은 25°C에 비해서 
증가하는 경향성을 나타내었다. 이러한 현상은 다양한 스트레
스 조건에 의해서 미세조류의 탄수화물 축적량이 증가할 수 있
다는 Pancha et al. (2015), Markou et al. (2012) 등 기존의 문
헌들과 일치하는 결과이며, 성장이 더욱 낮게 나타난 온도 조건
(C. vulgaris의 경우 15°C, D. salina의 경우 35°C)에서 오히려 
탄수화물이 성장 최적온도인 25°C 조건과 비교할 때 감소된 것
을 확인할 수 있었는데, 이러한 결과는 Renaud et al. (2002)의 
연구에서 보고된 미세조류 Prymnesiophyte NT19와 비슷한 양
상을 나타내었으며 이러한 이유는 스트레스 정도가 일정 수준 
이상으로 일어날 경우 오히려 탄수화물 대사활성에 관여하는 
효소 및 항산화 물질의 활성이 떨어지기 때문인 것으로 판단된
다. Tammam et al. (2011)의 연구에 의하면 농도에 따른 염분에 
의해 산화스트레스가 일어나며 그에 따른 기작으로 Malondial-
dehyde (MDA)가 증가하는 것을 확인하였고, 탄수화물의 농도
는 염분에 의한 스트레스가 증가함에 따라 증가하는 추세를 보

이다가 일정 농도 이상(1.25 molar)에서는 오히려 감소하는 현
상을 나타내 MDA의 양과 반대되는 경향성을 나타낸다는 사
실을 확인한 바 있고, 이 때 항산화 활성을 나타내는 비효소 계
열의 물질인 ascorbic acid와 satalase, peroxidase, glutathione 
reductase, glutathione S-transferase와 같은 항산화효소의 활성
이 또한 산화스트레스가 증가함에 따라 일정 농도 이상에서 크
게 변화한다는 사실을 보고한 바 있다. 따라서 온도에 의한 스트
레스 작용에서도 비슷한 현상으로 스트레스가 일정 이상 크게 
증가할 경우 스트레스에 의한 방어기작을 담당하는 효소 및 비
효소 계열의 활성변화로 인해 대사활성이 변화되어 오히려 탄
수화물이 감소된 것으로 사료된다. 
이번 연구를 통해 두 종의 미세조류 C. vulgaris와 D. salina의

15, 25, 35, 45°C의 온도 변화에 의해 유도된 2단계 배양법에 따
른 성장과 지질 및 탄수화물의 축적량 변화에 대하여 확인할 수 
있었다. 미세조류 C. vulgaris의 경우 25°C에서 가장 높은 지질 
생산량을 나타냈고 35°C에서 가장 높은 탄수화물 생산량을 나
타냈으며, D. salina의 경우 15°C에서 최대 지질 생산량을, 25°C
에서 최대 탄수화물 생산량을 나타냈다. 따라서 온도 조절을 통
한 2단계 배양법을 활용할 경우 배양공학적 적용을 통해 간단
한 방법으로 효율적인 미세조류 바이오연료 생산이 가능할 것
이라 여겨진다. 또한 미세조류를 주 원료로 만들어 낼 수 있는 
카로테노이드, 폴리페놀(polyphenol) 등 생리활성 물질 및 기
타 생화학물질의 조성변화에도 앞으로 더 많은 연구를 진행하
여 산업적으로 적용할 수 있는 기초정보가 뒷받침 된다면 유용
물질 생산을 위한 효율적인 배양기술로 적용이 가능할 것으로 
사료된다. 
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