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ABSTRACT: The growth inhibition effects of M. aeruginosa were verified using large volume (7.2 L) of algae samples and 

ultrasonication (high frequency of 1.6 MHz vs. low frequency of 23 kHz) in lab-scale experiment. The chlorophyll-a (chl-a) and 

cell number decreased gradually after 6 hr sonication with high frequency of 1.6 MHz whereas both decreased sharply after 6 

hr sonication with low frequency of 23 kHz. Additionally, the first order degradation coefficient (k) values after sonication were 

greater than those during sonication. These results indicate that relatively low sonication energy per volume may affect the 

cell membrane and internal organs of M. aeruginosa in a slow and retarded manner and resulted in gradual decrease of cell 

numbers of M. aeruginosa.  Based on the comparison of chl-a and cell number of M. aeruginosa after sonication, low frequency 

of 23 kHz is superior for growth inhibition of M. aeruginosa, since low frequency of 23 kHz easily penetrates the cell membrane 

and ruptures the internal organs including gas vesicles. As is evident in SEM and TEM images, ruptured cell membranes were 

clearly observed for low frequency of 23 kHz. Finally, the microcystin-LR in water is not detected and considered to be 

harmless in aquaculture systems.

KEYWORDS: Algae, Gas vesicles, Growth inhibition, Low frequency, Microcystis aeruginosa, Ultrasonic

요  약: 초음파의 고주파 (1.6 MHz), 저주파 (23 kHz) 조사를 통해 Microcystis aeruginosa (M. aeruginosa)의 성장 억제 효과 

(growth inhibition effect)를 대용량 (7.2 L) 조류 시료를 활용해 실험실 규모 (lab-scale) 실험을 통해 검증하였다. 6시간 고주파 

조사 후 chl-a 농도와 M. aeruginosa 개체수는 점진적인 감소 경향이 관측된 반면, 6시간 저주파 조사 후 chl-a 농도 및 M. 

aeruginosa 개체수가 고주파 대비 급격하게 감소하는 것을 확인하였다. 또한, 초음파 조사기간 보다 조사종료 이후의 일차분해상수 

(k)가 큰 것으로 확인되었으며, 이러한 결과는 기존 연구에 비해 비교적 낮은 단위부피당 초음파 에너지가 조류 세포막과 내부 

기관에 미치는 영향이 지연되어 일정 시간 이후 점진적인 조류 성장 억제 효과가 관측되는 것으로 사료된다. 초음파 조사 후 
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1. 서 론

최근 기후변화에 따른 수온의 상승 수계 내 설치된 

구조물로 인한 하천의 정체수역 발생 및 오염물질의 유

입으로 인한 영양염류인 질소 (N), 인 (P)의 수계 내 증

가 등 복합적인 요인에 의해 수중 조류 (algae)의 과다증

식에 따른 녹조현상 (algal bloom) 발생 빈도가 증가하

고 있다 (Kim et al. 2019, Lee et al. 2019, Lee et al. 
2020). 이러한 녹조현상으로 인하여 수계의 탁도 증가, 
이취미 유발, 수계 내 독성물질 검출, 수생태계 위해성 

유발 등의 문제를 야기시켜 (Griffith and Gobler 2020, 
Joo et al. 2020), 녹조현상의 지속적인 사회적 문제가 

되고 있다. 환경부에서는 녹조현상을 유발시키며 독성

물질 배출 우려가 있는 유해남조류 (Cyanobacterial 
Harmful Algal Blooms, CyanoHABs) 중 4종 (Micro-
cystis, Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria)을 관

리대상으로 지정하여 중점적으로 관리하고 먹는 물과 

친수용 원수에서의 조류의 발생을 모니터링하여 조류

경보제, 수질예보제 등에 이용하고 물환경정보시스템

에서 보고하고 있다 (Ministry of Environment 2016). 
특히 유해남조류 (CyanoHABs)는 Microcystins, Ana-
toxin, Saxitoxins 등의 독성물질을 생성하며 (Carmichael 
1992, Lee et al. 2003, Codd et al. 2005), 엽록소를 합성

하는 과정에서 물의 흙냄새와 곰팡이 냄새의 원인물질

인 지오스민 (geosmin)과 메틸이소보르네올 (2-MIB)
을 생성한다 (Song et al. 2007). 이러한 녹조현상을 유

발하는 유해남조류 중 Microcystis aeruginosa (M. 
aeruginosa)가 주요한 원인종으로 알려져있으며 (Ma 
et al. 2005, Paerl and Otten 2013), 이를 예방하기 위해 

M. aeruginosa의 성장 억제 및 제어 방안에 대한 다양

한 기술이 연구되어지고 있다 (Dittmann and Wiegand 
2006, Byeon et al. 2016).
녹조저감기술은 원리에 따라 녹조 발생 전 혹은 초기

에 녹조현상 예방을 목적으로 사용되는 물리적 (physical) 
제어, 응집제를 활용한 조류저감기술 등의 화학적 

(chemical) 제어, 조류 증식에 필요한 영양염류에 대한 

경쟁 기술 및 먹이사슬을 통해 조류 섭식을 제거하는 생

물학적 (biological) 제어 그리고 각 기법의 장점을 융합

하여 다양한 조합으로 이용하는 복합적 (complex) 제
어 기법으로 분류된다 (Dittmann and Wiegand 2006, 
Byeon et al. 2016). 하지만 대부분의 제어공법은 일시

적 효과는 보이나 장기간 지속되지 않는다는 단점이 있

어 지속가능한 조류 발생 예방 및 억제 방안이 필요한 

실정이다.
최근 연구되는 초음파 (ultrasonic)를 이용한 물리적 

제어 기법은 초음파가 조류의 기낭 (gas vesicles)을 파

괴하여 부력 능력을 상실시켜 조류의 수직운동을 방해

해 호소 바닥으로 가라앉게 하고, 이로 인하여 조류의 

광합성을 차단하여 조류 성장을 억제한다 (Jachlewski 
et al. 2013, Park et al. 2013, Purcell et al. 2013, Kong 
et al. 2019). 초음파 활용 기법은 화학약품의 수체 내 주

입 없이 조류 발생 및 성장을 억제하고 조류 세포에 직

접적인 손상을 미치지 않아 독성물질의 용출로 인한 수

생태계의 위해성이 낮은 환경 친화적인 방법이며, 초음

파의 주파수 (frequency), 출력 (watt), 조사시간 (irra-
diation time)을 조절하여 유해조류의 선택적 성장 억

제가 가능하다 (Table 1 참조). 또한 초음파는 유해남조

류가 생성하는 독성물질 중 가장 독성이 강한 micro-
cystin-LR을 단기간에 분해시킨다고 알려져있다 (Song 
et al. 2005, Hudder et al. 2007, Sivonen 2009, Ame et 
al. 2010, Chen et al. 2020).
기존 선행 연구에 따르면 Zhang et al. (2006)은 고주

파, 고출력의 초음파가 M. aeruginosa의 제거를 가속

화하는데 가장 효과적인 것으로 실내 실험을 통해 관측

하였으며, Wu et al. (2012)은 M. aeruginosa의 성장 억

제에 효과적인 초음파의 주파수는 20 kHz>580 kHz> 

chl-a 농도와 M. aeruginosa 개체수 변화, 성장률과 일차분해율을 종합적으로 비교한 결과, 저주파에서 조류 성장 억제 효과가 

우수한 것으로 확인되었으며, 저주파에서 M. aeruginosa 세포막으로 에너지 투과 효율이 우수해 기낭 등 내부기관에 더 큰 

손상을 유도하기 때문인 것으로 사료된다. SEM과 TEM image 관측을 통해서도 고주파 보다 저주파에서의 M. aeruginosa의 

세포 표면 및 세포막의 손상이 명확하게 관측되었다. 마지막으로 초음파에 의한 M. aeruginosa의 기낭 파괴 및 세포막의 기능 

손상을 통해 용출되는 독성물질인 microcystin-LR의 수중 유출은 검출한계 (0.1 μg L-1) 미만으로 용출되어 수생태계에 미치는 

유해성은 미미한 것으로 판단된다.

핵심어: 조류, 기낭, 성장억제, 저주파, Microcystis aeruginosa, 초음파
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1146 kHz으로 주파수가 낮을수록 조류 성장 억제 효율

이 우수하다는 상반된 결과를 보고하였고, Park et al. 
(2013)의 경우 50 kHz와 70 kHz에서 chlorophyll-a 
(chl-a)의 높은 저감 효율을 확인하였다 (Table 1 참조). 
초음파 활용 조류 성장 억제 관련 선행연구를 종합적으

로 고찰한 논문에서는 성장 억제를 위한 목표 조류종별 

최적의 초음파 조사조건이 종별로 다르다는 것을 확인

할 수 있었다 (Dehghani 2016, Park et al. 2017). 그러

나 이러한 대부분의 선행 연구들은 주로 1 L 미만의 작

은 부피의 반응조를 활용하여 단기간의 초음파 조사에 

따른 조류 성장 억제 실험을 진행한 것으로, 조류 성장 

억제의 일시적인 효과는 확인하였지만, 대용량 및 조류 

성장억제의 지속성을 확인하기 위한 최적화된 초음파 

조사조건을 도출하지 못한 한계가 있었다.

Table 1. Summary of the ultrasonic sonication conditions and growth inhibition results from previous study for algal 
growth inhibition

References Target species
Initial cell 

concentration
(cells mL-1)

Frequency
(kHz)

Power
(Watt)

Irradiation 
time

Reactor
volume

(L)
Growth inhibition 

efficiency

Hao et al. (2004) Spirulina platensis N.A.1 20, 200, 
1700 40 5 min 0.8 • 200 kHz > 1.7 MHz > 20 

kHz

Sim et al. (2006)
Melosira sp. 500, 1000, 

1700 28, 40 100 - 300 20 min 1 • Proportional to ultrasonic 
power and irradiation timeSynedra sp.

Zhang et al. (2006) Microcystis aeruginosa 1.5×108
20, 80, 

150, 410, 
690, 1320

32, 48, 80 5 min 0.2 • Proportional to ultrasonic 
power and frequency

Rajasekhar et al. 
(2012)

Microcystis aeruginosa 2×106

20 9, 17, 28, 
87, 64

5, 10, 
15, 20 min 0.2

• A. circinalis > 
M. aeruginosa > 
Chorella sp.

Anabaena circinalis 9.7×105

Chorella sp. 2×106

Srisuksomwong et 
al. (2012)

Microcystis aeruginosa,
Microcystis wesenbergii N.A.1 200 3 0, 1, 2, 

4, 10 min 0.05
• Microcystis wesenbergii > 

M. aeruginosa 
• Ultrasonic irradiation time 

: 2-10 min

Wu et al. (2012) Microcystis aeruginosa 6×106

20 8.06

30 min 0.2 • 20 kHz > 580 kHz > 1,146 
kHz580 0.82

1146 0.36

Fan et al. (2013) Chlorella pyrenoidosa 107
20, 40, 
80, 100, 
120, 150

80 5 min 0.8 • Optimal conditions : 80 
kHz, 80 W, 5 minutes

Park et al. (2013) Microcystis aeruginosa N.A.1 45, 50, 
70, 90 1.2 5 hr 20 • Optimal conditions : 50 

and 70 kHz

Purcell et al. (2013)

Microcystis aeruginosa

4 - 6×106

20 600
5 – 500 sec
(Add 1 hr at 

862 kHz)
1.5

• Optimal conditions : high 
frequenciesAphanizomenonflos - 

aquae
Scenedesmus 
subspicatus 582, 862, 

1144 200 • Optimal conditions : low 
frequencies

Melosira

Rodriguez-Molares 
et al. (2014) Microcystis aeruginosa 13.3×106 21.5 8.24 10 min 0.6

• Sedimentation rate : 50% 
within 24 hours

• Sedimentation continued 
for the next 7 days

Yamamoto et al. 
(2015)

Chlamydomonas 
concordia

1×107 20, 580, 
864, 1146

~3, ~20, 
~60 30 min 0.4

• C. concordia : 20 < 580 
< 864 < 1146 kHz

• D. salina : 20 < 580 ≅ 864 
< 1146 kHzDunaliella salina

Lee et al. (2018) Microcystis sp. 8 - 25×103,
4 - 8×104 20 150

0, 20, 40, 80, 
100, 150, 200, 
400, 600 sec

0.3
• Microcystis sp. removal 

efficiency at the high initial 
concentration was greater 

1N.A.: Not Available 
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따라서 본 연구에서는 대용량 (7.2 L)의 유해조류 시

료를 활용하여, 실험실 규모 (lab-scale) 실험에서 초음

파의 고주파, 저주파 조사를 통해 M. aeruginosa의 성

장 억제 효과를 조사하였다. 효과 검증을 위해 (1) 
chlorophyll-a 및 M. aeruginosa의 개체수 변화, (2) M. 
aeruginosa의 성장률 및 일차분해율, (3) 주사전자현미

경 및 투과전자현미경 분석을 통한 M. aeruginosa의 세

포 표면 및 내부 형질 변화, (4) microcystin-LR 분석을 

통한 독성물질의 수체 내 용출 여부 등을 분석하였다. 그
리고 이러한 연구결과를 종합하여 대용량의 시료를 활

용한 실내 실험에서 최적의 초음파 조사조건을 도출하

였으며, 조류 성장 억제 효율과 효율과의 지속성을 확인

하고 현장적용을 위한 가능성을 검증하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 M. aeruginosa 배양방법

본 실험에서 사용된 남조류 M. aeruginosa는 W 저
수지로부터 채수하여 실험실에서 동정분리하였다. 모
든 배양실험은 표면적 182.5 cm2, 부피 500 mL의 Cell 
Culture 플라스크 (VWR, Co., America)에 pH 9로 조

정한 CB배지와 일정량의 M. aeruginosa를 접종하여 

배양하였다. 배양조건은 27 ± 1°C, 12 μmol-photons 
m-2 s-1, 1일 간격으로 명암주기 (12시간 light/dark cycle)
가 자동 조절되는 진탕배양기에서 28 ± 1 rpm으로 18
일간 배양하여 실험에 사용하였다. M. aeruginosa의 

배양에 사용된 CB 배지의 구체적인 조성은 Table 2에 

제시하였다. (NIER 2007)

2.2 초음파 발생장치

초음파 조사가 M. aeruginosa에 미치는 영향을 파악

하기 위하여 초음파 발생장치와 진동판 구동회로를 직

접 조합하여 제작하였다 (AD Sonic, Co., Korea). 본 실

험의 초음파 발생장치의 진동판은 23 kHz의 경우 

Hainertec Co. (China)의 상용화된 제품이며 진동판 면

적이 19.6 cm2인 제품을 활용하였다. 1.6 MHz의 경우 

AD Sonic Co. (Korea)에서 제작한 초음파 가습기 진동

판을 활용하였으며 진동판 면적은 2.5 cm2으로 제작하

여 실험에 적용하였다.

2.3 초음파 활용 M. aeruginosa 성장 억제 실험

초음파의 조사조건이 M. aeruginosa의 성장에 미치

는 영향을 비교·분석하기 위해 A: 대조군 (Control), B: 
실험군 (주파수 1.6 MHz, 출력 1.38 W L-1), C: 실험군 

(주파수 23 kHz, 출력 4.17 W L-1)의 조건을 적용하였

다. 기존 연구에서 M. aeruginosa의 초기 개체수가 높

은 시료에서 조류의 성장억제 효과가 나타난 것으로 보

고되어 (Lee et al. 2018), 본 실험에서는 조류경보제 발

령기준 중 조류대발생 남조류세포수 농도 1×106 cells 
mL-1보다 높은 4.6×106 cells mL-1로 초기 농도를 적용

하였다. 기존 대부분의 연구에서 비교적 적은 용량 

(<1.5 L)의 남조류 시료를 대상으로 조류 성장 억제 실

험을 진행한 반면 본 연구에서는 대용량 7.2 L로 실험하

였다. 또한 Table 1에 제시되었듯 기존 연구에서 초음

파 조사 시간이 수 분에서 5시간으로 조사된 반면 본 연

구에서는 대용량의 시료를 고려하여 6시간 동안 조사 

Table 2. Composition and injected amount of component per liter of CB media used for cultivation of M. aeruginosa. 
(pH 9.0 ± 0.1)

Component Addition (mg) PIV metal mixture component Addition (mg)
Bicine 500 FeCl3･6H2O 196
Ca(NO3)2･4H2O 150 MnCl2･4H2O 36
KNO3 100 ZnSO4･7H2O 22
β-Sodiumglycerophosphate 50 CoCl2･6H2O 4
MgSO4･7H2O 40 Na2MoO4･2H2O 2.5
Vitamin B1 10 Na2EDTA･2H2O 1,000
Vitamin B12 0.1 Distilled water (mL) 1,000
Biotin 0.1
PIV metal mixture (mL) 3
Distilled water (mL) 997
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하였다. 모든 실험은 차광된 아크릴 반응조 (acrylic 
reactor, W 20 cm × L 20 cm × H 30 cm)에서 진행되었

으며 (Fig. 1 참조), 정량화된 실험값을 위해 반응조 내 

시료의 충분한 교반 후 시료를 채취하여 일정 침전시간 

이후 상등액을 취수하여 chl-a 및 개체수 측정을 진행

하였다.

2.4 분석방법

2.4.1 M. aeruginosa 개체수 분석

초음파 조사에 따른 M. aeruginosa의 성장억제 효과

를 관찰하기 위해 셀 개체수 분석을 진행하였다. 시료 

채취 직후 루골 (lugol)용액을 이용해 셀을 고정한 후 암

실 보관하였으며 혈구계수기 (Marienfeld, Germany)와 
광학현미경 (DN-10A, Samwon Scientific Industries, 
Ltd., Korea)을 이용하여 개체수를 관찰하였다. 또한 

시간에 따른 개체수의 변화율을 아래 Eqs. 1 and 2를 적

용하여 M. aeruginosa의 성장률 (growth rate)과 일차

분해속도 (first order decay)를 도출하였다.

 ∆

 
                              (Eq. 1)

 ∆

 
                          (Eq. 2)

μ는 비성장속도상수 (hr-1), k는 일차분해속도상수 

(hr-1), N0 및 Nt는 실험 초기와 일정시간 경과 후의 M. 
aeruginosa의 개체수 (cells mL-1), t는 경과시간 (hr)을 

나타낸다.

2.4.2 M. aeruginosa의 세포 표면 및 내부 형질 분석

초음파 조사에 따른 M. aeruginosa의 표면 및 내부 

기관의 손상을 관측하기 위해 주사전자현미경 (scanning 
electron microscopy, SEM)과 투과전자현미경 (trans-
mission electron microscopy, TEM)을 통해 분석하였

다. SEM 분석을 위해 남조류 시료를 falcon conical 
tube에 10 mL 채취해 동결건조기 (FDCF-12012, 
OPERON, Co., Korea)를 이용해 온도 -80°C, 압력 80 
mmHg으로 적용하여 48시간 동안 동결건조를 진행하

였다. 건조된 시료는 lon coater (HC-21, Hyo Yeon 
Tech, Co., Korea)를 이용하여 백금 (Pt) 코팅을 진행하

였으며, 코팅 두께는 약 10 nm로 적용하였다. 코팅 후 

FE-SEM (field emission scanning electron microscope)
인 MAIA3 (TESCAN, Czech)를 사용하여 10 kV의 가

속전압에서 M. aeruginosa의 세포 표면을 관찰하였다.
TEM 분석을 위해 남조류 시료를 0.5 mL 채취해 2% 

glutaraldehyde와 0.05 M cacodylate buffer (pH 7.2)
로 완충시킨 2% glutaraldehyde 용액을 포함하여 10 
mL로 4시간 동안 고정한 후 고정액을 제거한 다음 0.05 
M cacodylate buffer로 세정하였다. 세정 후 0.05 M 
cacodylate buffer로 완충시킨 2% OsO4로 1시간 동안 

추가 고정 후 0.05 M cacodylate buffer로 추가 세정하

였다. 그 후 30%, 50%, 70%, 90%, 95%, 100% (2회) 
ethyl alcohol로 탈수하여 100% ethyl alcohol와 LR 
White resin을 2:1, 1:1, 1:2로 혼합한 용액을 6시간 간

격으로 치환하여 침투시켰으며, 100% LR White resin
으로 2회 치환 후 gelatin capsules에 시료와 LR White 
resin 용액을 넣고 밀봉하여 60°C 오븐에서 24시간 경

화시켰다. 경화된 시료는 ultramicrotome에 유리 나이

프를 장착해 TEM 관찰할 범위를 결정 후 다이아몬드 

나이프를 이용하여 80 – 100 μm 두께로 절편을 제작하

였고 제작된 절편은 nickel grid 위에 고정한 후 4% 
uranyl acetate와 0.4% lead citrate를 이용해 이중염색

하였다. 전처리 과정을 거쳐 염색된 시료는 건조 후 

FE-TEM (field emission transmission electron micro-
scope)인 JEM-2100F (JEIL, Ltd., Japan)를 이용하여 

(a)

(b)

Fig. 1. Schematic diagram and pictorial view of ultrasonic 
reactors used in this study.
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200 kV 가속전압에서 M. aeruginosa의 내부단면을 관

찰하였다.

2.4.3 시료 중 microcystin-LR 농도 분석

초음파 조사에 따른 M. aeruginosa의 독성물질 유출

을 확인하기 위해 microcystin-LR 분석을 실시하였다. 
일정량의 시료 내 조체를 분석용 초음파분쇄기를 통해 

파쇄하여 직경 47 mm, 공극 1.2 μm의 GF/C 여과지로 

여과하였으며, 여과된 시료 100 mL를 취하여 gram-
icidin-S를 메탄올에 용해시킨 내부표준물질 용액 

(1 mg L-1)을 정확히 40 μL 취해 시료에 첨가하였다. 또
한 고상 카트리지 (C18, SPE, FUTECS, Co., Korea)를 

활성화시키기 위해 메탄올 10 mL를 흘려준 후 정제수 

10 mL를 흘려 메탄올이 완전히 제거되도록 하였으며, 
활성화된 고상 카트리지가 건조되기 전에 준비된 시료

를 카트리지에 10 mL min-1 이하의 속도로 흘려주었다. 
이후 20% 메탄올 5 mL를 추가로 통과시켜 고상 카트

리지의 불순물을 제거하였고, 0.1% TFA (trifluoroacetic 
acid)/메탄올용액 5 mL를 천천히 통과시켜 고상 카트

리지 내에 흡착되어 있는 microcystin을 용출시켰다. 
최종 용출용매 5 mL를 진공농축기 또는 질소가스를 이

용하여 완전히 건조시켜 건조된 microcystin을 메탄올

로 용해해 1,000 μL의 최종액 중 시험용액 100 μL를 취

하여 액체크로마토그래피 질량분석기 (LC-MS, Thermo 
scientific, Co., Korea)에 주입하여 분석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 시료별 색도와 부유성 변화

초음파 조사 6시간 이후 대조군 (A, Control)과 실험

군B, 실험군C의 시료 변화를 19일 동안 육안으로 관찰

한 결과, 초음파 조사 전에는 대조군과 실험군 모두에

서 M. aeruginosa 특유의 녹색과 부유성이 관찰되었다 

(Fig. 2 (a)). 초음파 조사 종료 3일 후 대조군의 경우에

는 녹색과 부유성이 지속적으로 유지되었으나 실험군

B와 실험군C는 초음파 조사 전 보다 투명해진 것을 확

인하였다 (Fig. 2 (b)). 이러한 시료의 변화는 고주파 (B) 
보다 저주파 (C)에서 크게 관찰되었다. 초음파 조사 종

료 19일 후, 대조군의 경우 이전과 동일하게 녹색과 부

유성이 유지되었지만 실험군B와 실험군C의 경우 시료 

중 M. aeruginosa의 침전으로 녹색이 거의 사라져 투명

해진 것을 확인하였다 (Fig. 2 (c)). 이러한 결과는 초음

파가 조류 성장 억제에 효과가 있음을 육안상으로 확인

한 것으로, 고주파 조사 조건 (B)에서 보다 저주파 조사 

조건 (C)에서 시료의 투명도 증가가 크게 관찰된 것으

로 보아 저주파가 고주파 보다 조류 성장 억제에 효과적

인 것으로 판단된다.

3.2 Chlorophyll-a와 M. aeruginosa 개체수의 변화

시간 경과에 따른 chl-a와 개체수를 검토한 결과 

(Fig. 3 참조), 대조군은 관찰 기간 동안 chl-a 농도와 개

체수가 비교적 균일하게 유지되어, 추가적인 조류 성장 

억제 요인은 없는 것으로 판단된다. 실험군B는 6시간 

초음파 조사에 따른 chl-a 농도가 초음파 조사 이후 5일 

(a)

(b)

(c)

Fig. 2. Pictorial view of M. aeruginosa in cell culture flask 
with time. (a) before experiment, (b) elapsed time 3 
days, and (c) elapsed time 19 days.
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동안 큰 변화는 확인되지 않았으나 (Fig. 3 (a)), 5일 이

후 19일 동안 (Fig. 3 (b))에는 M. aeruginosa 개체수는 

점차 감소하였다. 실험군C의 경우 chl-a 농도 및 M. 
aeruginosa 개체수가 상대적으로 급격하게 감소하였

다. 실험군B는 M. aeruginosa 개체수가 감소하여 15일 

이후 90% 이상의 조류 성장 억제 효율이 관측되었으나, 
실험군C는 초음파 조사 3일 이후 90% 이상의 조류 성

장 억제 효율이 나타났다. 이러한 결과는 고주파 (B) 보
다 저주파 (C)에서 조류 성장 억제가 단기간에 더 효과

적이라는 것을 보여준다 (Fig. 3).
두개의 실험군에서 모두 초음파 조사 기간 (≤6시간) 

동안 chl-a와 M. aeruginosa 개체수의 변화는 미미하

게 관측되었으나 초음파 조사 종료 이후부터 chl-a와 

개체수가 저감되는 경향이 명확하게 관찰되었다. 이는 

초음파 조사 시 보다 초음파 조사 이후 조류 성장 억제 

효과가 크다는 것을 보여준다. 기존 선행 연구에서는 

초음파 조사 시 즉각적인 조류 성장 억제 효과가 관측되

었다고 보고하고 있으나 (Zhang et al. 2006, Srisuk-

somwong et al. 2012, Rodriguez-Molares et al. 2014), 
선행연구의 시료 용량 (<1.5 L) 대비 본 연구의 실험 용

량 (7.2 L)의 크기가 약 5배 크고 초기농도도 상대적으

로 높은 조건이며, 단위부피당 초음파 에너지도 선행연

구 조건 (13.73 - 400 W L-1)에 비해 본 연구 (1.38 W L-1, 
4.17 W L-1)가 상대적으로 낮아 조류 성장 억제 속도가 

지연되는 것으로 판단된다. 즉, 낮은 초음파 에너지가 

높은 조류 개체수에 분산되어 조류 세포막과 내부 기관

에 미치는 직접적인 영향이 지연 및 감소되어 즉각적인 

조류 성장 억제 효과가 관측되지 않은 것으로 사료된다.

3.3 성장률과 일차분해율 분석

M. aeruginosa의 개체수를 이용해 비성장속도상수 

(μ)와 일차분해속도상수 (k)를 도출한 결과, 초음파 조

사 기간 동안 (≤6시간) 대조군에서 비성장속도상수가 

μ=6 × 10-4 hr-1로 도출되어 조류의 성장을 확인하였으

며, 실험군B와 실험군C의 경우 성장률 대비 높은 일차

분해율이 관측되었다 (Fig. 4, Table 3). 특히 실험군B 
(kB, Ultrasonic on= 9 × 10-4 hr-1) 보다 실험군C (kC, Ultrasonic 

(a)

(b)

Fig. 3. Effect of ultrasonic frequency on chl-a and cell 
number of M. aeruginosa with time. (a) chl-a and (b) 
cell number. (note that marked area is the ultrasonic 
irradiation time.)

(a)

(b)

Fig. 4. Change in growth rate (μ) and first order decay 
constant (k) of cell number for M. aeruginosa. (a) ultrasonic 
on (t ≤ 6 hr) and (b) ultrasonic off (6 hr < t ≤ 19 day).
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on=1.3 × 10-4 hr-1)에서의 높은 일차분해속도상수가 도

출되었으나 초음파 조사 기간 동안 두 실험군에서 조류 

성장 억제 효율의 유의한 차이는 확인되지 않았다.
초음파 조사 종료 이후에는 대조군에서 비성장속도

상수가 μ = 7 × 10-4 hr-1로 나타났다 이는 시간 경과에 

따른 조류의 성장에 차이가 없고, 관찰기간 동안 추가

적인 조류 성장 억제 요인은 없는 것으로 판단된다. 실
험군B와 실험군C의 경우에는 대조군 대비 높은 일차

분해율이 관측되었으며, 초음파 조사기간 보다 조사 종

료 이후의 일차분해율이 크게 나타났다 (Table 3 참조). 
초음파 조사 종료 이후 실험군B (kB, Ultrasonic off = 6.1 × 
10-3 hr-1) 보다 실험군C (kC, Ultrasonic off = 1.95 × 10-2 hr-1)

에서 약 3배 높은 일차분해상수를 보였으며, 이는 저주

파 (C)에서의 조류 성장 억제 효과가 더 우수함을 나타

낸다 (Table 3, Fig. 4). 이러한 결과는 Wu et al. (2012), 
Purcell et al. (2013), Huang et al. (2020) 등 선행연구

와 일치하고 있다. 이는 저주파에서 M. aeruginosa 세
포막으로 에너지 투과 효율이 우수하여 기낭 등 내부기

관에 더 큰 손상을 유도하기 때문인 것으로 사료된다.

3.4 M. aeruginosa의 세포 표면 및 내부 형질 

변화

SEM 분석 결과, 선행연구 결과 (Li et al. 2014, Huang 
et al. 2020, Peng et al. 2020)와 동일하게 대조군은 세

Table 3. Summary of growth rate (μ) and first order decay constant (k) of M. aeruginosa using (A) control, (B) ultrasonication 
with high frequency (1.6 MHz, 1.38 W L-1) and (C) ultrasonication with low frequency (23 kHz, 4.17 W L-1)

Ultrasonic
On (t ≤ 6 hr) Off (6 hr＜t ≤19 day)

Control A Experiment B Experiment C Control A Experiment B Experiment C
μ (hr-1) 6×10-4 - - 7×10-4 - -
k (hr-1) - 9×10-4 1.3×10-3 - 6.1×10-3 1.95×10-2

R2 0.759 0.748 0.877 0.971 0.960 0.804

Table 4. The scanning electron microscopic images of M. aeruginosa. (a) Control (normal cell) after 13 days, (b) 3 
hr ultrasonic irradiation (1.6 MHz, 1.38 W L-1), (c) 3 hr ultrasonic irradiation (23 kHz, 4.17 W L-1), (d) 6 hr ultrasonic 
irradiation (1.6 MHz, 1.38 W L-1), and (e) 6 hr ultrasonic irradiation (23 kHz, 4.17 W L-1). (note that arrows indicate 
ruptures cell membrane of M. aeruginosa)

Irradiation time Control A Experiment B
(1.6 MHz, 1.38 W L-1)

Experiment C
(23 kHz, 4.17 W L-1)

t = 3 hr

(a) (b) (c)

t = 6 hr

(a) (d) (e)
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포 표면의 손상이 발견되지 않았으나 실험군B와 실험

군C에서는 세포 표면 및 세포막의 손상 (rupture)이 확

인되었다 (Table 4 참조). 조사시간이 3시간에서 6시간

으로 증가됨에 따라 M. aeruginosa의 세포 표면 및 세

포막의 손상이 더 심화된 것을 확인하였으며 고주파 

(B)에서 보다 저주파 (C)에서 명확하게 관측되었다.
TEM 분석 결과, 대조군과 실험군C의 조건 (23 kHz, 

4.17 W L-1)으로 6시간 동안 초음파를 조사한 시료를 

비교하였을 때 조류 세포막의 일부 손상이 관측되었다 

(Table 5). 하지만 선행연구 결과에서 확인된 초음파에 

의한 조류 세포 내 기낭의 파괴 및 분포 감소 (Jachlewski 
et al. 2013, Park et al. 2013, Purcell et al. 2013, Kong 
et al. 2019)는 본 연구에서는 명확히 관측되지 않아 추

가적인 실험을 통한 검증이 요구된다. 이러한 결과는 

선행 연구에 비해 상대적으로 본 연구의 단위부피당 초

음파 에너지가 낮고 조류 개체수가 많아 초음파 에너지

가 분산되어 조류 기낭 등의 내부 기관에 미치는 직접적

인 영향의 지연 및 감소로 인한 것으로 사료된다.

3.5 Microcystin-LR 분석

초음파에 의한 M. aeruginosa의 기낭 파괴 및 세포

막의 기능 손상을 통해 용출되는 독성물질인 micro-
cystin-LR은 대조군과 실험군B, 실험군C 모든 시료에

서 검출되지 않았다. 이는 microcystin-LR의 수중 유출

이 거의 없거나 검출한계 (0.1 μg L-1) 미만으로 용출된 

것, 또는 초음파에 의한 microcystin-LR의 분해 등의 

원인으로 파악될 수 있으나 (Song et al. 2005, Hudder 
et al. 2007, Sivonen 2009, Ame et al. 2010, Chen et al. 
2020), 대조군에서 microcystin-LR이 검출되지 않아 

그 원인을 정확히 판단하는데 어려움이 있어 추가적인 

실험이 요구된다.

4. 결 론

본 연구에서는 수생태계의 위해성이 낮으며 선택적

으로 유해남조류의 성장 억제가 가능한 초음파 기법의 

현장적용 전 M. aeruginosa의 성장 억제 효과를 실험실

규모 실험을 통해 검증하였다. 고주파, 저주파 비교 실

험을 통하여 chlorophyll-a, M. aeruginosa 개체수, 비
성장속도상수와 일차분해상수, SEM과 TEM, micro-
cystin-LR을 검토하여 최적의 조건을 도출하였다. 본 

연구 결과는 다음과 같다.

1) Chl-a와 M. aeruginosa 개체수 분석 결과, 초음

파가 효과적으로 조류 성장을 억제함을 확인하

였으며, 고주파 (1.6 MHz, 1.38 W L-1)보다 저주

파 (23 kHz, 4.17 W L-1)에서 조류 성장 억제 효율

이 우수한 것으로 판단되며 초음파 조사기간 보

다 조사 종료 이후 조류 성장 억제가 급격히 증가

하는 것을 확인하였다.
2) SEM, TEM 분석 결과, 초음파의 조사시간이 길

수록 조류 세포 표면 및 세포막의 손상이 명확히 

관측되었으며 M. aeruginosa의 기낭 파괴 및 분

Table 5. The transmission electron microscopy images of M. aeruginosa. (a) Control (normal cell) after 13 days and 
(b) 6 hr ultrasonic irradiation (23 kHz, 4.17 W L-1). (note that red dotted line indicate damage of M. aeruginosa cell 
surface and internal organs)

(a) Control (b) 23 kHz, 4.17 W L-1
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포의 감소는 명확히 확인되지 않았다.
3) Microcystin-LR 분석 결과, 초음파에 의한 세포 

표면 및 세포막의 손상으로 인한 내부의 독성물

질이 불검출 혹은 검출한계 (0.1 μg L-1) 미만으로 

나타났다.
4) 종합적으로 검토하였을 때, 초음파에 의한 조류 

성장 억제 효과를 확인하였으며 고주파 보다 저

주파에서 조류 성장 억제 효과가 더 우수한 것으

로 판단된다. 본 연구결과를 바탕으로 향후 초음

파의 낮은 주파수를 세분화하여 주파수별, 출력

별, 조사시간별, 초기 조류 농도별 등 추가 실험을 

통해 최적의 초음파 조사조건을 도출할 것이다.

감사의 글

본 연구는 중소벤처기업부의 기술개발사업[G21S30 
2588801]과 과학기술정보통신부의 ICT 기술개발사업 
(G21S302588801)의 지원에 의한 연구임.

References

Amé, M.V., Galanti, L.N., Menone, M.L., Gerpe, M.S., 
Moreno, V.J. and Wunderlin, D.A. 2010. Microcystin–
LR,–RR,–YR and–LA in water samples and fishes from 
a shallow lake in Argentina. Harmful Algae 9(1): 66-73.

Byeon, K.D., Kim, G.Y., Lee, I.J., Lee, S., Park, J.R., 
Hwang, T.M. and Joo, J.C. 2016. Investigation and 
Evaluation of Algae Removal Technologies Applied in 
Domestic Rivers and Lakes. Journal of Korean Society 
Environmental Engineers 38(7): 387-394.

Carmichael, W.W. 1992. Cyanobacteria secondary metabolites
—the cyanotoxins. Journal of applied bacteriology 72(6): 
445-459.

Chen, G., Ding, X. and Zhou, W. 2020. Study on 
ultrasonic treatment for degradation of Microcystins 
(MCs). Ultrasonics sonochemistry 63: 104900.

Codd, G.A., Morrison, L.F. and Metcalf, J.S. 2005. 
Cyanobacterial toxins: risk management for health 
protection. Toxicology and applied pharmacology 203(3): 
264-272.

Dehghani, M. H. 2016. Removal of cyanobacterial and 
algal cells from water by ultrasonic waves—A review. 
Journal of molecular liquids 222: 1109-1114.

Dittmann, E. and Wiegand, C. 2006. Cyanobacterial 
toxins–occurrence, biosynthesis and impact on human 
affairs. Molecular nutrition & food research 50(1): 7-17.

Fan, G., Zhang, Z., Luo, J., Wan, X. and Liu, C., 2013. 

Response Surface Design for the Optimization of the 
Removal of Chlorella pyrenoidosa Low Frequency 
Ultrasonic Irradiation. Asian Journal of Chemistry 25: 
202-208.

Griffith, A.W. and Gobler, C.J. 2020. Harmful algal 
blooms: a climate change co-stressor in marine and 
freshwater ecosystems. Harmful Algae 91: 101590.

Hao, H., Wu, M., Chen, Y., Tang, J. and Wu, Q. 2004. 
Cavitation mechanism in cyanobacterial growth inhibition 
by ultrasonic irradiation. Colloids and Surfaces B: Bio-
interfaces 33: 151-156.

Huang, Y.R., Li, L., Wei, X.M., Li, H.Z., Zeng, J.Y. and 
Kuang, R. 2020. An investigation of mechanisms for 
the enhanced coagulation removal of Microcystis aeruginosa 
by low-frequency ultrasound under different ultrasound 
energy densities. Ultrasonics Sonochemistry 69: 105278.

Hudder, A., Song, W., O'Shea, K.E. and Walsh, P.J. 2007. 
Toxicogenomic evaluation of microcystin-LR treated 
with ultrasonic irradiation. Toxicology and applied pharma-
cology 220(3): 357-364.

Jachlewski, S., Botes, M. and Cloete, T.E. 2013. The effect 
of ultrasound at 256 KHz on Microcystis aeruginosa, 
with and without gas vacuoles. Water SA 39(1): 171-172.

Joo, J.C., Kim, G.Y., Lee, M.J., Ahn, C.H., Lee, S., Park, 
J.R. and Kim, J.K. 2020. Growth Inhibition of Microcystis 
aeruginosa Using TiO2-Embedded Expanded Polystyrene 
Balls. Journal of nanoscience and nanotechnology 20(9): 
5775-5779.

Kim, G.Y., Joo, J.C., Lee, M.J., Park, J.R., Ahn, C.H. and 
Lee, S. 2019. Evaluation on Growth Inhibition Effect 
of Harmful Blue Green Algae Using TiO2-embedded 
Expanded Polystyrene (TiEPS) Balls: Lab-scale Indoor/ 
Outdoor Experiments. Journal of Korean Society Environ-
mental Engineers 41(11): 637-646. (in Korean)

Kong, Y., Peng, Y., Zhang, Z., Zhang, M. and Zhou, Y., 
Duan, Z. 2019. Removal of Microcystis aeruginosa by 
ultrasound: Inactivation mechanism and release of algal 
organic matter. Ultrasonics sonochemistry 56: 447-457.

Lee, M.J., Joo, J.C., Kim, G.Y., Park, J.R., Ahn, C.H. and 
Lee, S. 2019. Evaluation on Growth Inhibition Effect 
of Harmful Blue Green Algae Using TiO2-embedded 
Expanded Polystyrene (TiEPS) Balls: River/Reservoir 
Mesocosms. Journal of Korean Society Environmental 
Engineers 41(11): 647-656. (in Korean)

Lee, Y., Kim, I.H. and Moon, H.B. 2020. Perception 
Trend Analysis on Harmful Algae Bloom from a 
Large-scale Text Big Data. The Korean Association of 
Political Science & Communication 23.1: 201-222. (in 
Korean)

Lee, H.K., Kim, J.H., Yoo, S.A., Ahn, T.S., Kim, C.K. 
and Lee, D.H. 2003. Primer Evaluation for the Detection 
of Toxigenic Microcystis by PCR. Korean Journal of 
Microbiology 39(3): 166-174. 656. (in Korean)



S.Y. Jang et al. / Ecol. Resil. Infrastruct. (2021) 8(3): 143-153 153

Lee, H.J., Park, H.K., Heo, J., Lee, H.J. and Hong, D.G. 
2018. Colonial Cyanobacteria, Microcystis Cell Density 
Variations using Ultrasonic Treatment. Journal of Korean 
Society on Water Environment 34: 210-215.

Li, P., Song, Y. and Yu, S. 2014. Removal of Microcystis 
aeruginosa using hydrodynamic cavitation: performance 
and mechanisms. water research 62: 241-248.

Ma, B., Chen, Y., Hao, H., Wu, M., Wang, B., Lv, H. 
and Zhang, G. 2005. Influence of ultrasonic field on 
microcystins produced by bloom-forming algae. Colloids 
and Surfaces B: Biointerfaces 41(2-3): 197-201.

Ministry of Environment. 2016. Algal bloom, What is the 
algal bloom?

NIER. 2007. A study on the production and behavior of 
cyanobacterial toxin.

Paerl, H.W. and Otten, T.G. 2013. Harmful cyanobacterial 
blooms: causes, consequences, and controls. Microbial 
ecology 65(4): 995-1010.

Park, J., Church, J., Son, Y., Kim, K.T. and Lee, W.H. 
2017. Recent advances in ultrasonic treatment: challenges 
and field applications for controlling harmful algal blooms 
(HABs). Ultrasonics sonochemistry 38: 326-334.

Park, Y.M., Kown, O.C., Park, J.W., Chung, G.Y., Lee, 
J.E. and Seo, E.W., 2013. Effects of Low Powered 
Ultrasonic Wave Exposure on Microcystis sp. (Cyano-
bacteria). Korean Journal of Environmental Biology 
31(2): 113-120. (in Korean)

Peng, Y., Zhang, Z., Kong, Y., Li, Y., Zhou, Y., Shi, X. 
and Shi, X. 2020. Effects of ultrasound on Microcystis 
aeruginosa cell destruction and release of intracellular 
organic matter. Ultrasonics sonochemistry 63: 104909.

Purcell, D., Parsons, S.A. and Jefferson, B., 2013. The 
influence of ultrasound frequency and power, on the 
algal species Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon 
flos-aquae, Scenedesmus subspicatus and Melosira sp.. 
Environmental technology 34. 17: 2477-2490.

Rajasekhar, P., Fan, L., Thang, N. and Roddick, F.A. 

2012. A review of the use of sonication to control 
cyanobacterial blooms. Water Research 46: 4319-4329.

Rodriguez-Molares, A., Dickson, S., Hobson, P., Haward, 
C., Zander, A., Brunch, M. 2014. Quantification of the 
ultrasound induced sedimentation of Microcystis aeruginosa. 
Ultrasonic Sonochemistry 21: 1299-1304.

Sim, J.H., Seo, H.J. and Kwon, B.D. 2006. Study on effect 
of algae removal using ultrasonic waves in double cisterns. 
Journal of Korean Society Environmental Engineers 28: 
1310-1315. (in Korean)

Sivonen, K. 1999. Cyanobacterial toxins. Toxic Cyanobacteria 
in Water, A Guide to Their Health Consequences, 
Monitoring and Management.

Song, W. and O’Shea, K.E. 2007. Ultrasonically induced 
degradation of 2-methylisoborneol and geosmin. Water 
research 41(12): 2672-2678.

Song, W., Teshiba, T., Rein, K. and O'Shea, K.E. 2005. 
Ultrasonically induced degradation and detoxification of 
microcystin-LR (cyanobacterial toxin). Environmental 
science & technology 39(16): 6300-6305.

Srisuksomwong, P., Peerapornpisal, Y., Nomura, N. and 
Whangchai, N. 2012. Comparative ultrasonic irradiation 
efficiency of Microcystis aeruginosa and M. wesenbergii 
from surface bloom and re-flotation behavior. Chiang 
Mai J. Sci 39(4): 731-735.

Wu, X., Joyce, E.M. and Mason, T.J. 2012. Evaluation 
of the mechanisms of the effect of ultrasound on 
Microcystis aeruginosa at different ultrasonic frequencies. 
Water Research 46: 2851-2858.

Yamamoto, K., King, P.M., Wu, X., Mason, T.J. and 
Joyce, E.M. 2015. Effect of ultrasonic frequency and 
power on the disruption of algal cells. Ultrasonics 
Sonochemistry 24: 165-171.

Zhang, G., Zhang, P., Wang, B. and Liu, H., 2006. 
Ultrasonic frequency effects on the removal of Microcystis 
aeruginosa. Ultrasonics Sonochemistry 13: 446-450.




