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요  약  최근 3세대 바이오매스라고 알려진 미세조류를 이용하여 생산되는 바이오디젤은 기존의 교통수단에 사용되는 
화석연료를 대체할 수 있는 유일한 재생에너지로 알려져 있다. 미세조류 중에서도 Scenedesmus obliquus는 다른 미세
조류 대비 성장이 빠르고 건조세포무게 대비 지질을 40-50 % 축적이 가능하여 바이오디젤 생산에 있어 야외 및 대규모
재배에 적합한 지질생산 우수 종으로 알려져 있다. 미세조류를 이용한 바이오디젤 생산을 위해서는 높은 바이오매스 생
산량 확보가 선행되어야 하며 배양공정의 제어를 위해 효과적인 세포 질량 측정 및 분석이 필요하다. 본 연구는 S. 
obliquus를 75일 동안 배양하며 흡광도, 현미경 이미지, 라만 분광법 등으로 미세조류의 성장 변화를 측정하고, 측정된
값들에 대한 상관관계를 관찰하였다. 배양 60일과 배양 75일 기간에, 흡광도의 변화량이 3 % 미만인 반면, 현미경으로 
관찰한 미세조류의 숫자는 3배 이상 증가하였다. 또한, 라만 분광법으로 측정된 결과에서는 β-카로틴에 해당하는 997
cm-1, 1148 cm-1, 1515 cm-1의 강한 피크값이 측정되었으며, 배양 기간 동안 β-카로틴의 피크값은 초기보다 3배 이상
증가하는 것이 관찰되었다. 따라서 라만 분광법을 이용하면 미세조류 배양에서 세포 내 성장 물질과 성장 정도를 알아내
어 높은 바이오매스를 생산할 수 있을 것이다.

Abstract  Biodiesel produced using microorganisms, which are recognized as the third-generation 
biomass, is among the various known renewable energy sources that can replace fossil fuels used in 
conventional transportation. Scenedesmus obliquus has been identified as an excellent species for 
biodiesel production, as it grows faster and can accumulate up to 40-50 percent of the dry cell weight. 
Enhancing production using S. obliquus requires measuring the cell mass for controlling the cultivation
process. In the current study, S. obliquus was cultured for 75 days, and growth changes of the microalgae
were measured by absorbance, microscopic imaging, and Raman spectroscopy. Between days 60 to 75
of culture, the change in absorbance was observed to be less than 3%, whereas the number of microalgae
observed microscopically was more than three times higher. Moreover, the Raman spectroscopy results 
showed three strong peak values of β-carotene at 997 cm-1, 1148 cm-1, and 1515 cm-1, with peak values
of β-carotene showing greater than 3-fold increase during the culture period. Therefore, we predict that
application of Raman spectroscopy will help in identifying the growth elements and growth degree in 
microalgae culture during increased biomass production.
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1. 서론

19세기 이후 급속한 산업화로 인해 화석연료의 사용
량이 급증하면서 화석연료의 연소과정에서 발생하는 이
산화탄소, 메탄, 프레온 가스 등의 온실가스 발생이 급증
하여 지구온난화와 같은 인류를 위협하는 환경 문제들이 
발생하고 있다. 지구온난화의 주범으로 알려진 온실가스
는 이산화탄소(CO2), 메탄(CH4), 아산화질소(N2O), 수소
화불화탄소(HFCs), 과불화탄소(PFCs), 육불화황(SF6)을 
지칭한다. 2016년 국내 온실가스 총 배출량 695백만톤 
중 이산화탄소(CO2)가 638백만 톤으로 90 % 이상을 차
지하여 온실가스 저감을 위해서 이산화탄소 배출량 감소
가 먼저 수행되어야 한다[1]. 현재 우리나라의 이산화탄
소 배출량은 1990년대에 비해 약 2.5배 증가하여 세계 
10위 수준이며, 온실가스 중 약 87 %는 화석연료의 연소
과정에서 발생한다[1-2]. 이산화탄소 배출량을 줄이기 
위해 화석연료 사용 감소가 선행됨과 동시에 포집 및 저
장기술 등과 같은 보다 적극적인 이산화탄소 저감을 위
한 기술개발이 필요하다[3].

대기 중 이산화탄소를 감소시키는 가장 대표적인 방법
은 식물에 의한 광합성인데 민물 또는 바닷물에서 성장
하는 미세조류는 육상식물보다 태양에너지 이용 효율이 
25배 높고 빠르게 성장하여 바이오매스 생산성이 5-10
배 높으며 이산화탄소 고정능력도 15배가량 높다고 알려
졌다. 미세조류 종과 배양 조건에 따라 건체 중량 대비 
80 % 이상의 지질 축적이 가능하며 이산화탄소를 이용
한 바이오디젤과 같은 유용물질 생산에 있어 육상식물보
다 우수한 3세대 바이오매스로 알려졌다[4-5].

미세조류는 chlorophyll, carotenoid 또는 
phycobilin과 같은 색소를 함유하고 있는데 이러한 색
소는 특정 파장을 흡수하는 특징을 가져 세포 농도 측정
을 위해 분광 광도계를 사용하는 흡광도 비교법이 널리 
사용되고 있다[6]. 하지만 기존의 분광 광도법은 세포 성
장의 실시간 측정이 어렵고 세포 농도가 짙어질수록 측
정의 정확도가 떨어지는 단점을 가지고 있다. 미생물 성
장 측정에 있어 라만 분광법을 이용한 측정이 새롭게 적
용되고 있는데, 라만 분광법은 분자의 진동운동을 측정해
서 물질의 특성을 분석하는 방법으로 전처리와 손상 없
이 시료 분석이 가능하다[7-12]. 라만 스펙트럼은 시료
의 형상과 크기뿐만 아니라, 수분에 의한 영향을 거의 받
지 않기 때문에 수용액 상태로 존재하는 미세조류의 특
성 평가에 가능한 기술이다[12]. 

본 연구에서는 흡광도, 현미경 이미지, 그리고 라만 스

펙트럼 등의 방법으로 고농도 배양을 통한 아스타잔틴 
생산증대를[13] 위해 세포량을 측정하고 흡광도와 라만 
결과 비교를 통해 상호 관계를 분석하고 성장 특성을 조
사하였다. 

2. 실험

2.1 배양 균주
본 연구에서 사용된 미세조류는 초승달 모양을 가지고 

있는 S. obliquus LIMS-PS-0871로서 해양과학기원 해
양시료도서관 (JeJusi, Korea)로부터 분양받아 사용하였
다. Fig. 1은 실험에서 사용된 미세조류의 SEM 사진이
다. S. obliquus는 –60 ℃로 1차 냉동하고 동결건조기 
(FDU-1200, EYELA, Japan)에서 –57 ℃로 약 2시간 
동안 건조하였다. 건조된 샘플을 Au 코팅한 후 EPMA 
(JXA-8200, JEOL, Japan)에서 가속전압 10 kV, 배율 
3000배에서 관찰하였다.

Fig. 1. The SEM images present S. obliquus growth
         (a) Single-cell form (b) Four-cell combination form

2.2 배양 조건
S. obliquus 미세조류 배양은 700 x 450 x 300 mm 

크기의 배양기에서 45 L의 미세조류로 진행하였다. 미세
조류 배양기에는 공기 및 이산화탄소 주입 튜브, 수류발
생기, 센서, 그리고 히터 등이 설치되었다. 광합성을 위한 
공기는 연속적으로 주입하였고 배양액 pH는 7이 유지되
도록 CO2양을 자동으로 조절되게 하였다. 배양기에서 
미세조류의 순환은 수류발생기로 조정 하였으며 배양온
도는 22 °C로 설정하였다.

배양조명은 배양기 상단에 백색 LED 광원을 설치하
였으며 광량은 200 μmol/m2‧sec으로 설정하였다. 백색 
LED 광원은 Fig. 2에서 보는 바와 같이 410 nm에서 
720 nm의 파장대를 가지고 강한 피크값은 453 nm와 
544 nm에 있다. LED 광원은 배양 성장을 위해서 30분 
간격으로 On/Off를 하였다.
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Fig. 2. Spectrum of LED light

2.3 배양 배지
미세조류의 성장을 위한 영양소는 Modified Bold’s 

Basal Medium (MBBM) 배지를 사용하였다[14]. 
MBBM 배지는 Table 1에서 보는 바와 같이 16가지 배
양성분으로 조성되어 있으며, 배양성분 중에서 NaNO3

는 전체 39.06 %를 차지하고 있으며, MgSO4*7H2O, 
K2HPO4, KH2PO4 등은 11.8 % 정도를 차지하고 나머
지 다른 배양성분은 0.2 – 4.8 % 정도를 차지하고 있다
[15]. 

No Ingredient 1L 
Standard 

Stock Produce
(50mL, g)

Percentage 
(%)

1 NaNO3 1 12.33 39.06

2 CaCl2*2H2O 1 1.25 3.96
3 MgSO4*7H2O 1 3.7 11.72

4 K2HPO4 1 3.75 11.88
5 KH2PO4 1 3.78 11.97

6 NaCl 1 1.26 3.99
7 Co(NO3)2*6H2O 1 0.02 0.06

8 KOH 1 1.54 4.88
9 FeSO4*7H2O 2 0.25 0.79

10 EDTAFeNa 1 1.24 3.93
11 Na2EDTA*2H2O 2 1.24 3.93

12 CuSO4*5H2O 1 0.08 0.25
13 Na2MoO4*2H2O 1 0.06 0.19

14 H3BO3 1 0.56 1.77
15 MnCl2*4H2O 1 0.07 0.22

16 ZnSO4*7H2O 1 0.44 1.39
* Stock produces of No 9 and 11 were melting on 100 mL

Table 1. Table of modified bold’s basal medium 
(MBBM)

2.4 배양 성장 측정
미세조류의 성장은 UV/Vis 분광기 (Optizen 2120 

UV, Mecacy, Korea)를 이용하여 680 nm에서 측정한 
흡광도 방법, 현미경 (FLUOVERT FS, LEITZ, Germany)
으로 측정한 이미지로 개체량 숫자 측정 방법, 그리고 
532 nm 파장 레이저를 이용한 라만 스펙트럼 (LabRAM 
HR800, Horiba, Japan)방법 등으로 측정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 미세조류의 성장 및 분석
미세조류는 배양기에서 75일 동안 배양하면서 시료를 

채취하였고, 분광 광도계를 이용하여 흡광도를 측정하였
으며, 10일, 26일, 60일, 75일에는 단위면적당 세포 숫
자와 크기는 광학현미경 Fig. 3으로 측정하였다. 광학현
미경 이미지에서 300 μm x 200 μm의 면적을 기준으
로 미세조류의 세포 수량은 10일에 4개, 26일에 17개, 
60일에 39개, 75일에 121개가 측정되었으며, 시간이 증
가함에 따라 단세포에서 2, 4 또는 8개의 세포로 된 군체
가 증가하는 것이 관찰되어 세포 성장이 잘 이루어짐을 
확인할 수 있었다. 

 

Fig. 3. The optical microscope images of cultured 
microalgae for (a) 10, (b) 26, (c) 60, (d) 75 
days

Fig. 4는 미세조류 배양 일에 따라 측정된 세포 크기
와 숫자에 대한 분포 그래프이다. 10일째 관찰한 미세조
류는 단세포 형태로서 평균 크기는 3.5 μm x 13.8 μm 
이였으며, 26일의 평균 크기는 3.4 μm x 12.9 μm이다. 
26일에 관찰된 세포의 길이는 10.3 μm - 15.2 μm에 
분포하고 있으며, 이 중에서 과반수의 미세조류가 평균 
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이하의 길이를 가지고 있었다. 60일간 성장한 미세조류
의 평균 크기는 15.8 μm x 4.4 μm, 75일까지 성장한 
미세조류의 평균 크기는 4.8 μm x 18.4 μm로 측정되었
다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 S. obliquus 크기 분포는 
배양일이 증가함에 따라 단세포의 크기가 성장하고 있다. 
배양 10일을 기준으로 배양 75일까지의 미세조류는 평
균 성장은 40 % 정도이고, 최대 120 % 까지 성장하고 
있는 것을 볼 수 있다. 

Fig. 4. Cell size by the culture days (10, 26, 60, and 
75 days)

Fig. 5는 배양되는 과정에서 측정한 흡광도와 광학현
미경 이미지에 측정한 단위면적당 세포 수에 대한 그래
프이다. 배양 10일의 흡광도는 0.01이며, 미세조류가 증
가함에 따라 점차 증가하여 60일에는 1.75이며, 75일에
는 1.80의 값이 측정되었다. 흡광도의 변화량이 2.9 % 
정도인 배양 60일과 배양 75일에 사이에 미세조류의 세
포 수가 3배 이상이 증가하는 것이 보인다. 

Fig. 5. Microalgae growth graphs in MBBM culture 
medium. Absorbance and number of cells 
were plotted by incubation time (days)

3.2 라만 분광 및 분석
미세조류에 대한 라만 분광법은 미세조류의 특성 및 

성장에 따른 변화를 분석하는 방법으로 새롭게 사용하고 
있다[7-12]. 라만 분광은 분자의 진동방식을 측정해서 
물질의 특성을 분석하는 장비이다. 미세조류 분석을 위하
여 건조, 동결, 분쇄와 같은 샘플 전처리가 필요하지 않고 
분석과정에서도 시료를 파괴하지 않기 때문에 실시간 모
니터링이 가능한 장점이 있다. 

Fig. 6에서 보는 바와 같이 532 nm 파장의 레이저를 
이용하여 미세조류 배양을 시작일로부터 10, 15, 60, 65
일에 측정한 라만 스펙트럼 그래프이다. 배양 후 10일에 
측정한 라만 스펙트럼에서 3개 (997 cm-1, 1148 cm-1, 
1515 cm-1)의 피크값이 관찰되었고, 이 중에서 제일 강
한 피크값은 1515 cm-1이다. 이러한 라만 피크값은 S. 
obliquus 미세조류의 특성을 보여주고 있다[8]. 배양 후 
15일 이후에 측정한 라만 스펙트럼에서는 형광 배광효과
가 보인다. 시간이 증가함에 따라 형광 효과도 함께 증가
하고 있다.

Fig. 6. Raw raman spectra of S. obliquus on culture 
solution, day 10, day 15, day 60, and day 65. 
After day 60, strong fluorescent background 
effects appeared

형광 배경효과는 미세조류와 같은 색소가 존재하는 생
물학적 샘플에서 나타나는 형상으로 스펙트럼 모양을 전
체적으로 왜곡시키게 된다[16]. 이러한 배경효과는 스펙
트럼의 피크값들이 비선형성으로 나타나게 되므로 라만 
분광을 정확히 분석하기 위해서는 배경효과를 제거해야 
한다[17-18]. 

S. obliquus에는 엽록소 a, β-카로틴 등과 같은 성분
으로 구성되어 있다. 라만 스펙트럼에서 β-카로틴에 관
련된 피크값은 1001 cm−1, 1152 cm−1, 1161 cm−1, 
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1521 cm−1이며, 엽록소 a의 피크값은 주로 1182 cm−1, 
1534 cm−1에 나타난다[8]. 

Fig. 7 (a)는 라만 스펙트럼에서 형광 효과가 제거된 
후의 라만 스펙트럼을 보여준다. 라만 스펙트럼은 997 
cm−1, 1148 cm−1, 1515 cm−1 부근에서 강한 피크값을 
보인다. 3개의 라만 스펙트럼 피크값은 시간 증가에 따라 
피크값이 점차 증가하는 것을 보고 있다. 측정된 라만 스
펙트럼 피크값에서 4 cm−1 오차범위에서 β-카로틴 피크
값과 일치하고 있다. 따라서 미세조류 배양 일수에 따라 
3개의 피크값 강도 증가는 엽록소 a보다 β-카로틴 증가
가 매우 크다는 것을 알 수 있다.

Fig. 7. The peak values at day 15, day 60, and day 65 
were based on day 10. (a) Raman spectra of S. 
obliquus after removal of fluorescent 
background effects, (b) Raman spectra peaks 
at 997 cm-1, 1148 cm-1 and 1515 cm-1

Fig. 7 (b)는 3개의 라만 피크값에 대한 시간별 변화 
값에 대한 그래프이다. 미세조류 배양 10일을 기준으로 
배양 15일에 O.D. 값의 변화량은 거의 없으나 997 cm-1 

피크값은 1.5배 증가하였으며, 1148 cm-1 피크값과 
1515 cm-1 피크값은 1.3배 증가하였다. O.D.값이 1.75
로 증가한 60일의 경우, 997 cm-1 피크값은 2.2배, 
1148 cm-1, 피크값은 1.6배, 1515 cm-1 피크값은 2.2배

까지 증가하였다. 배양 65일의 경우, 피크값은 배양 10
일을 기준으로 각각 3.8, 3.3, 3.2배 증가하였다. 그러나 
배양일 15일을 기준으로 하면 세 피크값 모두 2.5배로 
증가하는 것으로 나타났다. 라만 분광법은 기존에 미생물 
검측에 사용된다고 알려졌었는데 미생물뿐만 아니라 미
세조류 배양에서도 세포 성장 및 세포 내 생산물질에 대
한 생성 정도를 측정하는 데 유용하게 사용될 것으로 사
료된다[10].

4. 결론

미세조류의 한 종류인 S. obliquus를 75일 동안 배양
하며 흡광도(O.D.), 현미경 이미지, 라만 분광계 등으로 
미세조류의 성장 변화를 관찰하였다. 배양 기간(75일) 동
안 흡광도의 변화는 0.01에서 1.8로 증가하였으며 미세
조류의 크기는 3.5 μm x 13.8 μm에서 평균 크기는 40 
% 이상 증가하였으며, 최대 6.0 μm x 28.2 μm 크기로 
성장하는 것이 관찰되었다. 

라만 분광계의 측정 결과에서, β-카로틴에 해당하는 
3개의 스펙트럼 피크값 997 cm-1, 1148 cm-1, 1515 
cm-1에서 측정되었으며, 배양 기간의 증가에 따라 스펙
트럼 피크값의 세기가 증가하였다. 배양 초기의 라만 피
크값 들이 유사한 비율로 증가하는 시점이 최대 배양 시
점으로 판단된다. 또한, 미세조류는 배양 시간이 증가함
에 따라 β-카로틴 증가가 대부분을 차지하고 있는 것을 
보인다. 배양일 10일을 기준으로 β-카로틴의 피크값은 
3배 이상 증가함을 확인하였다. 이러한 실험 결과를 토대
로 S. obliquus의 대량 배양을 위한 기초자료로써 유용
하게 이용될 것이다.
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