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서 론 미세조류는 광합성 과정을 통해 빛에너지를 이용

하여 이산화탄소를 화학적 에너지로 변환할 뿐만 아

* Corresponding author 
 Phone: +82-32-860-8997  Fax: +82-32-860-7726
 E-mail: leecg@inha.ac.kr

This is an open-access journal distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution Non-Commercial License
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/)

https://doi.org/10.15433/ksmb.2023.15.2.082                                                     ISSN 2383-5400 (Online)

Chlamydomonas reinhardtii dZL 균주의 광도가 세포 생장과 카로티노이드 생산량에 미치는 영향 연구
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Abstract Microalgae, as photosynthetic organisms, possess the ability to produce a diverse array 
of bioactive compounds. This study focused on the transformant Chlamydomonas reinhardtii dZL 
and subjected it to cultivation under varying light intensities (60, 120, 180, and 240 μmol/m2/s). 
Our aim was to assess the impact of light intensity on both microalgal biomass and carotenoid 
production. The cultivation took place in 80 mL bubble column photobioreactors, specifically 
the Multi-cultivator. Notably, the culture exposed to 240 μmol/m2/s exhibited the most rapid cell 
growth, surpassing even the cell concentration achieved at 180 μmol/m2/s by day 8. A detailed 
analysis of the specific irradiance rate over time unequivocally revealed a sharp decline in growth 
rates when the rate fell below 2 × 10-10 μmol/cell/s. Although the culture with 60 μmol/m2/s 
yielded the highest carotenoid content (1.2% of dry weight), the culture exposed to 240 μmol/m2/s 
recorded the highest carotenoid concentration at 8.9 mg/L owing to its higher biomass. Our findings 
reveal the critical importance of maintaining a specific irradiance rate above 2 × 10-10 μmol/cell/s 
to enhance biomass and carotenoid productivity. This study lays the groundwork for defining 
optimal light intensity conditions applicable to mass culture systems, with the objective of augment-
ing C. reinhardtii biomass and optimizing carotenoid productivity.
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니라 산소를 생성하는 친환경 생물자원이다. 미세조

류는 바이오디젤의 전구체인 지질을 다량 함유하고 

있어 잠재적인 바이오연료 생산자로도 큰 주목을 받

고 있다. 또한 미세조류 바이오매스 내에는 단백질, 
비타민, 카로티노이드(carotenoid), 불포화지방산과 

다양한 미네랄이 함유되어 있어 건강보조식품은 물

론 의약품, 화장품의 원료로 널리 활용되고 있다

[1-3]. 
카로티노이드는 노란색, 주황색 또는 빨간색을 띠

는 천연색소로 조류와 식물로부터 합성된다[4,5]. 루
테인(lutein)과 같은 1차 카로티노이드는 확장된 광

흡수 스펙트럼을 제공하며 흡수된 에너지를 엽록소

로 전달하는 역할을 한다. 2차 카로티노이드는 광합

성 대사에 과잉으로 공급되는 빛에너지를 흡수하여 

소멸시킴으로 광합성 기작을 보호하는 기능을 가지

고 있다[6]. 이러한 카로티노이드는 강력한 항산화

력을 가지고 있어 활성 산소(reactive oxygen species)
로부터 세포를 보호할 뿐만 아니라 지질 과산화

(lipid peroxidation)를 방지하여 광합성 기구들을 안

정적으로 유지하는 데 기여한다[7]. 이와 같은 항산

화 특성은 노화, 종양, 자가면역반응 등의 질환으로

부터 인체를 보호해 주는 역할을 한다[8,9]. 천연제

품을 선호하는 소비 심리로 인해 다양한 형태의 카

로티노이드 생산이 가능한 미세조류가 주목받고 있

다. 
미세조류로부터 카로티노이드 생산은 양분, 광도, 

혼합조건 등과 같은 생장 환경에 큰 영향을 받는다

[10]. 특히, 광도는 광독립영양 조건에서 미세조류 

균체뿐만 아니라 카로티노이드 생산성 향상에 핵심 

요인으로 알려져 있다[11]. 미세조류의 생장에 빛이 

미치는 영향은 광응답 곡선(light response curve)을 

통해 확인할 수 있다[12]. 빛이 충분히 공급되지 못

하는 조건에서는 광합성 속도는 공급되는 광도에 비

례하는 선형 의존성을 나타낸다. 광포화(saturated 
light intensity) 조건에서 미세조류는 최대 광합성 속

도를 나타내며, 광합성 속도는 암반응에 의존적이다

[13]. 이보다 더 광조건에서는 광억제 현상을 유발하

여 광합성 속도가 감소하고 잉여에너지를 열로 소산

(heat dissipation)하게 된다[6]. 미세조류는 광도 변화

에 대처하기 위해 광순응 기작을 가지고 있다. 낮은 

광도에서는 엽록소의 양, 즉, 광자 수확 능력을 증가

시키고, 높은 광도에서는 과도한 에너지 수확으로 

인한 광합성 기구 손상을 막기 위해 엽록소 수치를 

감소시킨다[12]. 또한 높은 광도에서는 전술한 바와 

같이 광합성 기구를 보호하기 위해 세포 내 2차 카로

티노이드 함량이 증가하게 된다[6]. 따라서 미세조

류 생장과 카로티노이드 생산성 향상을 위해서는 반

드시 적절한 광 조사 전략이 필요하다. 
미세조류로부터 유용 물질을 생산하기 위해 최적

의 광 조사 방법에 대한 다양한 연구가 보고되었다. 
예를 들어, Imaizumi 연구팀은 Chlorella zofingensis
의 생장속도를 높이고자 다양한 광도에서 생장성을 

관찰하였고, 250-1,000 μmol/m2/s에서 최고의 비생장

속도(specific growth rate)가 나타나는 것을 확인하였

다[14]. Yoon et al.의 연구에서는 Anabaena variabilis
의 건조중량 당 받는 광량을 11.5 μmol/s로 조절하여 

0.98 g/L/day의 건조 세포 생산성을 확보할 수 있었

다[15]. 이와 같이 미세조류 생장에 적합한 광도는 

종에 따라 요구도가 다르게 나타난다. 이는 미세조

류 종에 따라 고유의 광합성 색소의 흡수 능력, 세포

에 물리적 특성(크기나 형태)에 따라 음영 효과 및 

세포의 광산란에 영향을 받기 때문이다[16,17]. 따라

서, 효과적으로 광생물반응기를 이용하여 최적의 균

체 생산성을 확보하고 광에너지 효율성을 높이기 위

해서는 최적의 광자요구량을 산출할 필요가 있다.
Chlamydomonas. reinhardtii dZL은 1차 카로티노이

드 생산경로와 제아잔틴에서 안테라잔틴을 합성하

는 경로를 차단한 형질전환체로 베타카로틴과 제아

잔틴으로 구성된 2차 카로티노이드만 생산가능한 

균주이다[18]. 본 연구는 Chlamydomonas. reinhardtii 
dZL에 대해 다양한 광도 조건에서 미세조류의 생장

성을 조사하고, 카로티노이드 함량에 미치는 영향을 

확인하였다. 또한 비조사속도를 통해 세포당 이용 

가능한 광량을 분석하여 세포량 증대와 카로티노이

드 생산성을 향상시키고, 고농도 배양을 위한 광도 

조건의 기초자료를 확보하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 미세조류 균주 및 계대배양

본 연구에 사용된 미세조류는 한양대학교 진언선 

교수 연구팀으로부터 유전체 편집 기술로 lycopene 
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epsilon cyclase와 zeaxanthin epoxidase 유전자가 

knock-out된 Chlamydomonas reinhardtii dZL 균주를 

제공받아 실험을 수행하였다[18]. C. reinhardtii dZL
은 이전에 보고된 바와 같이 100 mL의 TAP배지가 

담긴 250 mL 삼각플라스크에서 배양하였다[19]. 삼
각플라스크는 진탕배양기(VS-8480SF, Vision 
Scientific Co., Ltd., Daejeon, Korea)에서 형광등을 이

용하여 24시간 연속적으로 50 μmol/m2/s의 광도를 

조사하였으며, 120 rpm의 교반속도와 20°C의 온도

를 유지하였다. 돌연변이 특성을 유지하기 위해 배

양액에 25 μg/mL hygromycin을 첨가해주었다. 

(A)

(B)

Figure 1. Multi-cultivator systems for algal cultivation under various 
light intensities (A) at day 0, (B) at day 8.

2. 광도실험 배양조건

광도에 따른 세포 생장성과 총 카로티노이드 생산

성의 확인하기 위해 100 mL(운전 부피 80 mL)의 원

통형 광생물반응기가 8개로 구성된 다중 배양기 

(Multi-cultivator; MC1000-OD, PSI, Drasov, Czech)를 

이용하였다. 각각의 반응기에는 hygromycin과 무기

탄소원인 20 mg/L Na2CO3가 추가된 80 mL TAP배지

로 배양을 실시하였다. 배양 온도는 온도 조절이 가

능한 수조를 이용하여 20℃를 유지하였다(Figure 1). 
폭기는 공기펌프를 이용하여 0.1 vvm으로 습윤한 공

기를 공급하였다. 광도 조건은 cool white 
(CW5700K) LED array를 이용하여 60, 120, 180, 240 
μmol/m2/s의 광도를 연속적으로 공급하였다(n=2). 
실험 결과는 평균값과 표준편차를 오차범위로 표기

하였다. 

3. 광도실험 배양조건 

미세조류 생장성을 확인하기 위해 Coulter Counter 
(Multisizer 4e, Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, 
USA)를 이용하여 세포 농도와 부피를 측정하였다. 
세포 농도(cells/mL)를 통해 세포의 생장성을 확인하

였고, 이를 바탕으로 비생장속도(/day)를 식(1)과 같

이 계산하였다.

 

ln ln  (1)

μ는 비생장속도(/day), X1과 X2는 t1과 t2 배양 시점

의 세포 농도를 뜻한다. 여기서 t1과 t2는 가장 생장속

도가 빠른 기간인 0일과 2일로 선정하였다.
총 카로티노이드의 함유량을 계산하기 위해 필요

한 건조중량은 Coulter counter로 측정한 세포 농도와 

부피를 이용하였다. 생체중량(fresh cell weight)을 측

정한 후, 생체중량과 건조중량(dry cell weight) 비가 

3.34:1로 측정되어 이를 이용해 건조중량을 환산하

였다[20]. 

4. 비조사속도 분석
 
세포의 광효율성을 평가하기 위해 비조사속도

(specific irradiance rate, μmol/cell/s)을 계산하였다

[21]. 비조사속도는 식(2)와 같이 시간에 따라 단위 

세포당 이용 가능한 광량으로 정의하였다. 광도는 

다중 배양기 시스템의 각 튜브에 조사한 광도 조건

을 뜻하며, 세포 농도는 샘플링 일자에 따라 측정한 

세포 농도를 적용하였다. 부피는 배양액의 부피이
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며, 넓이는 광도가 조사되는 배양기의 단면적을 의

미한다. 시간이 지남에 따라 세포 농도가 증가하면

서 세포 하나당 받는 광량이 적어지는 것을 비조사

속도로 나타내고자 하였다. 비조사속도의 값이 높을

수록 세포당 이용 가능한 광량이 높아 광효율이 높

음을 의미한다.

Specific irradiancerate molcells 
Aream×Cell concentration cellsmLight intensity molms×Volumem (2)

5. 총 카로티노이드 생산량 분석

미세조류의 총 카로티노이드 함량을 측정하기 위

해 C. reinhardii 세포를 원심분리 후 상등액을 제거

하고 남은 세포에 100% 아세톤을 첨가하여 카로티

노이드를 추출하였다. 상층액의 흡광도는 분광광도

계((UV-1800, Shimazu, Kyoto, Japan)로 측정한 후 기

존에 발표된 식(3-5)에 따라 계산하였다[22].

Ca = 11.24A661.6 – 2.04A644.8 (3)
Cb = 20.13A644.8 – 4.19A661.6 (4)
Cx+c = 1000A470 – 1.90Ca – 63.14Cb (5) 

Ca와 Cb는 각각 Chlorophyll a와  Chlorophyll b를 

뜻하며, Cx+c는 총 카로티노이드 농도를 나타낸다.

결과 및 고찰

C. reinhardtii dZL 균주의 카로티노이드 생산량을 

높이기 위해 다양한 광도를 조사하여 세포 생장성 

및 총 카로티노이드 함유량을 비교하였다. C. rein-
hardtii dZL의 selection pressure인 hygromycin을 사용

하여 8일간 배양을 진행하였다. 
C. reinhardtii dZL 균주의 세포 농도는 Figure 2와 

같이 광도가 높아질수록 증가하는 모습을 나타냈다. 
가장 높은 광도인 240 μmol/m2/s에서 8일째에 

3.8×107 cells/mL로 가장 빠른 세포 생장성을 나타냈

다. 그 다음으로 180과 120 μmol/m2/s에서 각각 

3.7×107 cells/mL와 3.1×107 cells/mL로 생장했으며, 
60 μmol/m2/s에서 1.0×107 cells/mL로 가장 낮은 세포 

농도를 나타냈다. 고광도인 240 μmol/m2/s는 3일째

2.0×107 cells/mL의 세포 농도에서 선형적으로 생장

하기 시작하였다. 180 μmol/m2/s의 조건 또한 3일째

에 광량이 부족한 선형적인 생장 형태를 나타내며 

8일째 240 μmol/m2/s과 유사한 세포 농도를 나타냈

다. 120과 60 μmol/m2/s의 조건은 2일 이후 광량이 

부족한 생장형태를 보였으나, 120 μmol/m2/s은 꾸준

Figure 2. Changes in cell concentration of C. reinhardtii grown 
at various light intensities (60, 120, 180, and 240 μmol/m2/s).

Figure 3. Comparison of specific growth rate (/day) under variou
s light intensities (60, 120, 180, and 240 μmol/m2/s).

Figure 4. Changes in the specific irradiance rate (×10-10 μmol/cel
l/s) under various light intensities (60, 120, 180 and  240 μmol/
m2/s).
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히 생장성을 나타냈고, 60 μmol/m2/s은 1×107 
cells/mL에서 더 이상 생장하지 못하였다. 세포 농도

를 이용하여 계산한 C. reinhardtii dZL 균주의 비생

장속도는 Figure 3과 같이 나타난다. 60 μmol/m2/s은 

다른 조건에 비해 낮은 생장속도를 나타냈지만, 120 
μmol/m2/s 이상에서는 차이가 크게 나타나지 않았

다. 따라서, 2일차에 60 μmol/m2/s의 조건에서 광도

가 제한인자로 작용하여 생장속도가 느려지는 것으

로 판단된다. 
세포 당 이용 가능한 광량을 확인하기 위해 Figure 

4와 같이 비조사속도를 계산하여 각 광도 별로 비교

하였다. 세포 농도가 높아지게 되면 광원에 가까운 

세포들의 그림자에 의해 광원으로부터 멀리 있는 세

포들은 받을 수 있는 빛에너지가 적어지면서 전술한 

바와 같이 공급되는 광도에 의존적인 생장이 나타나

게 된다. 이러한 현상은 미세조류 간 상호간섭효과

(mutual shading)로 광원과 멀리 떨어진 세포는 충분

한 광자를 받지 못해 광합성 효율이 낮아지는 데 기

인한다[23]. 소규모 실험에서는 배양기의 두께가 얇

기 때문에 상대적으로 상호간섭효과의 영향이 적으

나, 대규모 반응기의 경우 배양기의 두께가 증가하

기 때문에 상호간섭효과의 영향을 많이 받는다. 따
라서 빛의 짧은 투과 길이를 극복하기 위해서 배양

기 안쪽 영역과 광원 사이의 거리를 가능한 한 줄여

야 한다[24]. 미세조류의 대규모 배양을 위해 단위 

체적당 표면적의 비율이 높은 평판형 반응기가 주목

받고 있다[25]. 최근에는 반응기 내부의 불균형적인 

광분포를 조절하기 위해 반응기 내부에 조명을 넣어 

반응기 규모가 확대되더라도 세포에 일정한 빛에너

지가 전달되도록 내부조명 광생물반응기가 개발되

었다[26]. 따라서, 비조사속도를 계산하여 상호간섭

효과가 일어나지 않도록 평판형 반응기 또는 내부조

명 광생물반응기 등을 이용하여 세포 당 받는 광량

을 조절해야 한다. 
Figure 4와 같이 비조사속도는 120 μmol/m2/s 이상

의 광도에서는 2.0×10-10 μmol/cell/s 이하가 되면 세

포 생장 지연이 일어나는 것을 볼 수 있다. 60 μ

mol/m2/s에서의 세포 당 이용 가능한 광에너지는 다

른 광도 조건보다 높은 4.0×10-10 μmol/cell/s 부근에

서 효율이 낮아지는 것을 알 수 있다. 따라서 대규모 

배양시 상호간섭효과을 피하기 위해 저광도의 경우 

4.0×10-10 μmol/cell/s로, 고광도의 경우 2.0×10-10 μ

mol/cell/s이 되도록 광에너지를 조절해야 하는 것을 

확인할 수 있었다. 빛의 강도는 미세조류가 최적으

로 생장할 수 있도록 유지되어야 한다. 적은 양의 

빛은 광합성의 제한요소로 작용하여 세포 생장을 지

연시키고, 과도한 빛은 광억제로 인해 발생된 광산

화 과정에 의해 세포 손상이 유발된다[27]. 이를 해

결하면서 배양 규모를 확대하기 위해 세포 당 받는 

광량이 균일하도록 광도를 세포 생장에 따라 지속적

으로 변경해주는 루모스탯(lumostat) 형태의 배양 공

정이 알려져 있다 [28]. C. reinhardtii dZL 균주 배양

의 스케일업을 위해서는 고광도에서 2.0×10-10 μ

mol/cell/s 이상 유지하기 위한 루모스탯 배양 공정이 

필요할 것으로 판단된다. 기존 연구에서 

Haematococcus pluvialis의 루모스탯 배양을 위해 필

요한 광에너지는 3.0×10-8 μmol/cell/s로 본 연구의 

2.0 ×10-8 μmol/cell/s보다 높게 나타났다[28]. 세포 당 

흡수하는 에너지량은 바이오매스에 의존적이며, 바
이오매스는 세포 농도와 크기, 밀도로 나타낼 수 있

다[29]. C. reinhardtii dZL와 H. pluvialis의 크기는 각

각 9~12 μm와 18~40 μm로, C. reinhardtii dZL과 H. 

Figure 5. Total carotenoid content (% dry cell weight).

Figure 6. Total carotenoid production (mg/L) amd dry cell 
weight (g/L).
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pluvialis의 세포 크기 차이가 바이오매스에 영향을 

미쳐 세포 당 이용 가능한 광에너지량의 차이를 나

타내는 것으로 보인다[30,31].
다양한 광도 조건 아래에 있는 세포를 8일째에 수

거하여 총 카로티노이드 생산량과 함유량을 측정하

였다. 건조중량 당 총 카로티노이드 함량은 60 μ

mol/m2/s에서 1.2%로 높게 나타났고, 120과 180, 240 
μmol/m2/s의 광도에서는 각각 0.85%와 0.80%, 0.89%
로 유사한 함유량을 나타냈다(Figure 5). 이전 연구에

서 발표된 Chlamydomonas 야생형의 광도 실험에서

도 확인할 수 있듯이 총 카로티노이드의 함량은 고

광도인 200 μmol/m2/s보다 저광도인 30 μmol/m2/s에
서 높은 총 카로티노이드 함량을 나타냈다[32]. C. 
reinhardtii dZL 균주는 저광도에서 생산되는 1차 카

로티노이드의 생산경로를 차단하였음에도 불구하

고 야생형 균주와 같이 총 카로티노이드 함량이 증

가되는 모습을 나타냈다. C. reinhardtii dZL 균주는 

1차 카로티노이드가 생산되지 않지만 저광도에서 2
차 카로티노이드를 생산하여 확장된 스펙트럼을 제

공함으로써 더 많은 광에너지를 흡수할 수 있었다. 
C. reinhardtii dZL은 60 μmol/m2/s에서 3.6 mg/L을 생

산한 반면, 240 μmol/m2/s에서 2배 이상인 8.9 mg/L를 

생산하였다. Figure 6과 같이 바이오매스 생산량이 

높을수록 카로티노이드 생산량 또한 같이 증가하였

으며, 카로티노이드 생산량에 세포량이 영향을 미치

는 주요 인자임을 확인하였다.

결 론

본 연구는 다양한 광도 조건에서 형질전환체인 C. 
reinhardtii dZL의 세포 생장성과 비조사속도, 총 카

로티노이드 함량, 총 카로티노이드 생산량을 분석하

였다. 그 결과 광도가 높아짐에 따라 세포 생장성은 

향상되었으나, 세포당 조사된 광량이 2×10-10 μ

mol/cell/s 이하에서는 상호간섭효과에 의해 세포 생

장속도가 낮아지는 것을 확인하여 세포의 생장성을 

높이기 위해서는 상기 광량을 유지하는 것이 중요할 

것으로 판단된다. 60 μmol/m2/s에서 총 카로티노이

드 함량이 높았으나, 세포 농도가 높은 240 μ

mol/m2/s에서 가장 높은 총 카로티노이드 생산량을 

나타냈다. 이를 토대로 총 카로티노이드 생산량을 

증대시키기 위한 주요인자로 세포 농도가 연관되어 

있음을 확인하였다. 본 연구는 대량 배양 공정에 적

용하여 C. reinhardtii 세포 생장과 총 카로티노이드 

생산성을 높일 수 있는 광도 조건에 대한 토대가 될 

것으로 기대된다.
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