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ABSTRACT

Spirulinasp.which isoneofcommercially importantinterestalgawith

Chlorellasp.andDunaliellasp.hasbeenproducedintheform ofpillsand

spray-driedpowderapproximately3000tonsperyearintheworld.Though

Spirulinasp.cultivatedinseveralsitessofar,manyplaceshaveceasedits

production owing to high costofproduction,so Spirulina sp.is,today,

producedinonlyfew countries.Thereasonforthehighcostofproductionis

becauseoftheZarrouk'smedium generallyusedforcultivatingSpirulinasp.

which containsatremendousamountofcarbon,nitrogen and phosphorus

compounds resulting in the high costofproduction,compared to other

mediums such as Allen's medium,Bold’s Basal Medium,Blue Green

Medium-11,F/2medium forcultivatingothermicroalgaesuchasChlorella

sp.,Haematococcussp.,Scenedesmussp.

This study was conducted with applying shells and soilto improve

efficiency and economic feasibility ofspirulina production.Both materials

wentthroughchemicaltreatmentsintheirseparateways,whichwerethe

alkalitreatmentwith 0.1 M sodium hydroxide for shells and the acid

treatmentwith10% hydrogenperoxideforsoil.Theby-productsfrom these

treatmenton materials;shellsand soilextract,wereused in thisstudy.

Finally,theshellsextractwasusedasasolventforthemedium andthesoil

extractwas used as metalsolution to substitute forthatofZarrouk's

medium.

Asaresult,notonlywastheremuchdifferencesinthebiomass,yieldof

chlorophyll-a,C-PC andbiochemicalcompositionsbetweenthecontrolgroup

and the experimentgroup butalso itshowed 15% costreduction from

Zarrouk'smedium.Additionally,twothingswhichthattheamountofthe
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carbon contenthad an effecton thegrowth ofspirulinasp.ratherthan

productionofchlorophyll-aandC-phycocyaninandthatSpirulinasp.was

abletoproducechlorophyll-aandC-phycocyaninevenwithoutmolybdenum

(Mo)andcopper(Cu)werealsoshowninthisstudy.
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1.서 론

“용수철 모양으로 꼬였다(Spiral)"라는 라틴어에서 유래한 종명을 가지는 스피룰

리나(Spirulina)는 남조 강(ClassCyanophyceae),연쇄체 목(OrderNostocales),

흔들말 과(FamilyOscillatoria),스피룰리나 속(GenusSpirulina)에 속하는 사상

형의 다세포성 남세균으로 아열대,열대 지역의 고염분,강알칼리 환경에서 서식

하는 산소발생 광합성 생물이다(HongandLee,1993).

스피룰리나는 비타민(vitaminB12,β-carotene),단백질(60―70%),불포화지방산

인 gamma-linolenicacid(GLA)을 다량 함유하고 제아산틴(zeaxanthin),피코시아

닌(phycocyanin),마이소크산토필(myxoxanthophyl)등과 같은 천연 색소를 가지

고 있어 면역강화,혈액순환제,식품첨가물,건강보조식품 등으로 이용되고 있는

미세조류로,알약 혹은 분말가루 형태로 전세계적으로 연간 약 3천톤이 상업적으

로 생산되고 있다(VonshakandRichmond,1988;Kim etal.,2006).지금까지 국

외 여러 지역에서 스피룰리나의 대량생산이 시도되었지만 높은 생산비용으로 대

부분 중단 되었고(VonshakandRichmond,1988),그 결과 현재 멕시코(Spirulina

MexicanaSA),중국(Yunnan Spirin Co.,Ltd.,Hainan DIC MicroalgaeCo.,

Ltd.),태국(Siam Algae Co,Ltd.),인도(Parry Agro Industries Ltd.),일본

(Nippon SpirulinaCo,Ltd.),대만(Nan PaoResinsChemicalCo.,Ltd,Blue

ContinentCo.,Ltd,FarEastMicroalgaeCo.,Ltd.,TungHaiChlorellaCo.,

Ltd.),이스라엘(Koor Foods Co.,Ltd.),미국(Earthrise Farms,Cyanotech

Corporation)등,소수의 지역에서만 생산되고 있는 실정이다(Kim etal.,2006).

스피룰리나 배양에 표준배지로 사용되고 있는 Zarrouk's배지(Zarrouk,1966,

Table1)는 크게 3종류의 화학적 성상인 산성,알칼리성 그리고 금속성(미량원

소)이온으로 구성되어 있고,그 조성에는 주원소인 탄산수소나트륨(NaHCO3,

16.8g/L),질산나트륨(NaNO3,2.5g/L),인산칼륨(K2HPO4,0.5g/L),염화나트륨

(NaCl,1g/L),황산칼륨(K2SO4,1g/L),염화마그네슘(MgCl2,0.2g/L),염화칼슘

(CaCl2,0.04g/L),황산철(FeSO4,0.01g/L),Na2․EDTA(0.08g/L)와 미량원소인

금속원소와 비타민으로 구성되어 있는데,이중에서 탄소,질소,인 화합물이 전체
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화합물의 약 89%를 차지한다.Zarrouk's배지가 다른 미세조류(Cheatocerossp.,

Chlorellasp.,Dunaliellasp.Haematococcussp.,Scenedesmussp.)의 기초 및

응용 배양연구에 사용되는 배지인 Allen'smedium (AllenandStanier,1968),

Bold’sBasalMedium (BBM)(Bold,1949),BlueGreenMedium-11(BG-11)

(AllenandStanier,1968),f/2(GuillardandRyther,1962)등에 비해서 비용이

높은 것은 상기한 바와 같이 다른 배지보다 월등히 많은 양의 탄소,질소 그리고

인 화합물을 포함하기 때문이다(Table2).

스피룰리나 생산의 효율성 및 경제성을 높이기 위해서 그 동안 올리브 오일 제

분소 폐수 사용(Markou,G.,Chatzipavlidis,I.andGeorgakakis,D.,2012),탄산

수(AlbertoVieiraCostaetal.,2004)및 해수(MarryLeemaetal.,2010)의 활용

등,지금까지 다양한 연구가 선행 되었다.올리브 오일 제분소 폐수를 사용한 경

우 이를 하이포염소산나트륨으로 처리하여 배양액으로 사용한 결과 폐수가 포함

하고 있는 다량의 페놀,인 그리고 질소를 제거하였고,탄산수를 활용한 경우 이

에 요소 및 중탄산나트륨을 혼합하여 사용한 결과 스피룰리나의 성장이 증가한

것으로 나타났다.그리고 해수를 사용하여 배양한 경우,Zarrouk's배지를 구성

하는 원소를 해수로 대체하여 그 배지 비용을 절감하였다.

동일한 목적으로 실시한 이번 실험에서는 탄소원과 미량원소를 얻고자 패각과

토양이 각각 다른 방법의 화학적 처리를 거쳐 실험에 사용되었는데,전자의 경우

0.1M 의 수산화나트륨에 의한 알칼리 처리가,후자의 경우 10% 농도의 과산화

수소에 의한 산처리가 그것이며,전처리를 거친 패각 추출물은 배지의 용매로,

토양 추출물은 Zarrouk's배지의 미량원소 용액의 대체물로 사용하고자 하였다.

패각은 대부분 탄산칼슘으로 구성되어 있지만 종에 따라 마그네슘과 규소를 포

함한다는 사실은(Kotzetal.,2009;이광우,1998),전처리 과정의 패각을 담고 있

는 수용액에서 이와 같은 금속 원소의 존재 가능성을 제시하였고,금속원소가 산

화환경에서 안정된 불용성 산화물을 형성함에 따라(이광우,1998)수용액을 알칼

리 처리함으로써 이를 제거하고자 하였다.Zarrouk's배지의 미량원소에 해당되

는 7종류의 금속원소인 철(Fe),붕소(B),몰리브덴(Mo),망간(Mn),아연(Zn),코

발트(Co)및 구리(Cu)는 비록 적은 양이 요구되나 친생물원소와 함께 육상식물
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의 생육에 필수적으로 요구되는 미량원소로 알려져 있다(김계훈 외.,2006).토양

을 재료로 선택한 것은 토양의 미량원소 함유량이 pH에 영향을 받고,붕소 및

몰리브덴을 제외한 나머지 5가지 금속원소들의 경우 알칼리 토양보다 산성 토양

이 상대적으로 많은 양을 함유하고 있다는 것(김진우 외,2001)과 경기도를 포함

하는 대부분의 한국의 토양이 약산성을 나타내고 있었기 때문이다(Table3).

실험은 4단계로 구성되며,최종실험인 네 번째 실험의 실험군은 앞의 각 단계의

실험에서 관찰되었던 스피룰리나의 성장률 및 광합성 색소 함유량에서 상위 결

과를 보였던 실험군으로 구성되어 있다.첫 번째와 두 번째 실험은 패각을 재료

로 한 실험이고 세 번째 실험은 토양추출물을 재료로 한 실험이다.따라서 스피

룰리나 배양에 있어 두 재료의 활용 가능성의 확인이 이번 연구의 주목적이며

이에 따른 생산 비용의 절감이 이차적 목표라 하겠다.
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Table1.ComponentsofZarrouk'sMedium (Zarrouk,C.,1966).

Components Amount(g/L)

NaHCO3 16.8

K2HPO4 0.5

NaNO3 2.5

K2SO4 1

NaCl 1

MgSO4․7H2O 0.2

CaCl2․2H2O 0.04

FeSO4․7H2O 0.01

Na2EDTA․2H2O 0.08

Tracemetalsolution(mL/L)√ 1

Vitaminsolution(mL/L)√ 1

√ Tracemetalsolution

Components Amount(g/L)

Na2EDTA․2H2O 0.8

FeSO4․7H2O 0.7

ZnSO4․7H2O 0.001

MnSO4․7H2O 0.002

H3BO3 0.01

Co(NO3)2․6H2O 0.001

Na2MoO4․2H2O 0.001

CuSO4․5H2O 0.000005

√ Vitaminsolution

Components Amount(g/L)

Cyanocobalamin
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Table2.Thecomparisonofmedium unitcostbetweenZarrouk'smedium(a)

andF/2medium(b).

(a)Zarrouk'smedium (Zarrouk,C.,1966).

Components Cost(won)

NaHCO3 31.5

K2HPO4 3

NaNO3 9.975

K2SO4 5.75

NaCl 2.1

MgSO4․7H2O 0.546

CaCl2․2H2O 0.308

FeSO4․7H2O 0.03

Na2EDTA․2H2O 3.84

Tracemetalsolution

Na2EDTA․2H2O 0.0384

FeSO4․7H2O 0.0021

ZnSO4․7H2O 0.0000049

MnSO4․7H2O 0.00007

H3BO3 0.0000375

Co(NO3)2․6H2O 0.000095

Na2MoO4․2H2O 0.0000925

CuSO4․5H2O 0.00005

Vitaminsolution

Cyanocobalamin 0.81

Total 57.75
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(b)F/2medium (Guillard,R.R.L.andRyther,J.H.1962).

Components Cost(won)

NaNO3 0.29925

Na2HPO4․H2O 0.01996

Na2SiO3․9H2O 0.594

Tracemetalsolution

FeCl3․6H2O 0.0756

Na2EDTA․2H2O 0.20928

CuSO4․5H2O 0.000098

Na2MoO4․2H2O 0.00058275

ZnSO4․7H2O 0.0001078

CoCl2․6H2O 0.00095

MnCl2․4H2O 0.002376

Vitaminsolution

ThiamineHCl 6.6

Biotin 0.107

Cyanocobalamin 0.162

Total 8.07
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Table3.TheSoilchemicalpropertybythenationalsoilmonitoring.

Province pH

Kyeong-gi 5.6

Kangwon 5.2

Chung-buk 5.5

Chung-nam 5.5

Jeon-buk 5.7

Jeon-nam 5.9

Kyeong-buk 5.4

Kyeong-Nam 5.4

Nationalaverage 5.5

Experimentalandresearchreport,AgriculturalScienceandTechnology

institute‘92～’93
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2.재료 및 방법

2.1.균주 및 배양재료

실험 균주로는 한국해양미세조류은행(KoreaMarineMicroalgaeCultureCenter,

KMMCC)에서 분양받아 한국해양과학기술원에서 배양하고 있는 Spirulina

maximaSetchell& Gardner(Cy-23,UTEX2342)를 사용하였다.탄소원 대체를

위한 재료로 사용한 패각의 경우 한국해양과학기술원에서 저서생물 및 퇴적물

조사 시 측정하고 남은 개체의 패각들을,토양의 경우 한국해양과학기술원 주변

의 산(N37º289043,E126º832631)에서 무작위로 채집하여 사용하였다.

2.2.배양 환경

실험은 2012년 2월부터 약 5개월 동안 실내 배양실에서 진행되었고 실험의 모

든 대조군에는 Zarrouk's배지를,패각과 토양을 전처리한 재료들을 사용하여

Zarrouk's배지를 변형한 배지를 실험군의 배지로 사용하였다.배양액의 수온(

29±2℃),염분(13～14psu,LutronYK-31SA,Taiwan)그리고 빛의 세기(7.204

Klux,TM-205,TENTARS,Taiwan)를 고정변수로 둔 실험으로,동일한 온도를

유지하기 위해서 항온항습장치를 사용하여 실내 온도를 유지하였고 염분은 필요

시 NaCl을 첨가하여 대조군과 동일하게 유지하였다.광주기는 일 기준으로 12:

12=Light:Dark였고 배양은 공기(250cc/min,ZP-40,제피로스 Airpump)를

주입하는 회분식 배양(batchculture)으로 진행되었다.

2.3.패각의 전처리

증류수에 패각(50g/L)을 넣고 일주일 동안 외부환경(8℃)에 노출시킨 용액을

0.1M의 수산화나트륨으로 알칼리처리를 하였고 이를 GF/C 여과지(Whatman,

Germany)로 여과시킨 용액을 배지의 용매로 사용하였다(실험1,2).이와는 달리
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0.1M의 수산화나트륨으로 미리 알칼리 처리를 한 증류수에 일주일 동안 패각을

넣은 후 같은 방법으로 여과한 용액을 실험 4의 배지의 용매로 사용하였다(Fig.

1.).패각의 전처리 후의 상등액이 포함하는 칼슘,마그네슘 그리고 규소 이온의

함량을 UV/vis spectrophotometer (Optizen-pop,Korea)와 분석키트(Merck,

Spectroquant®testkit,Germany)를 사용하여 정량하였다.

2.4.토양의 전처리

채집한 토양을 50℃에서 (DigitalDryingoven,Do-150)일주일 동안 건조시키

고 이를 10%의 과산화수소 용액에 다시 일주일간 반응시킨(10mg/100mL)후

(Fig.2.),그 상등액을 GF/C여과지로 여과하여 이를 실험군의 미량원소 용액으

로 사용하였다.미량원소를 구성하는 7가지 금속원소인 Mn,Cu,Mo,Zn,B,Fe

및 Co에 대한 추출물의 성분분석은 한국고분자시험연구소(Korea polymer

testing& researchInstitute,Koptri)에 의뢰하여 분석을 수행하였다.

2.5.실험 1(CaCl2변화량 실험)

패각의 전처리 결과를 토대로 CaCl2함유량에 변화를 준 실험으로 배지조성은

Table4와 같다.실험군 Ta-1에는 CaCl2(0.04g/L)을 첨가하였고 실험군 Ta-2

에는 이를 배제하였으며,CaCl2를 제외한 나머지 화합물의 양은 두 실험군 모두

Zarrouk's배지의 비율과 동일하다.실험은 1L삼각플라스크에서 21일 동안 수

행되었고 샘플링은 3일 간격으로 각각 10mL씩 2번 반복 실시하여 생물량

(Biomass),클로로필-a(Chl-a)그리고 C-피코시아닌(C-PC)함유량을 정량하였

다.

2.6.실험 2(NaHCO3변화량 실험)

실험 1의 결과를 토대로 NaHCO3의 함유량에 변화를 준 실험으로 배지 조성은
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Table5와 같다.모든 실험군에는 CaCl2를 제외하였고 나머지 화합물의 양은

Zarrouk's배지의 비율과 동일하다.각 실험군에 첨가한 NaHCO3의 양은 A (0

g/L),B(5g/L),C(10g/L)그리고 D(10g/L)이다.실험군 D의 경우,NaHCO3

의 중량만 조정된 Zarrouk's배지로 대조군과 실험군 C에 상응하는 준대조군이

다.실험은 1L플라스크에서 22일 동안 진행되었고 샘플링은 3일 간격으로 각

각 10mL씩 2번 반복 실시하여 Biomass,Chl-a그리고 C-PC함유량을 정량하

였다.

2.7.실험 3(토양추출물 실험)

토양추출물을 미량원소 용액으로 사용한 실험으로 배지 조성은 Table6과 같다.

미량원소를 제외한 모든 실험군의 화합물 양은 Zarrouk's배지의 비율과 동일하

며,실험군의 배지의 용매 역시 대조군과 같은 증류수를 사용하였다.각 실험군

에 첨가된 토양추출물의 양은 S-1(1mL/L),S-2(5mL/L),S-3(10mL/L),

S-4(20mL/L)andS-5(30mL/L)이다.실험은 2L플라스크에서 25일 동안

진행되었고 샘플링은 3일 간격으로 각각 10mL씩 2번 반복 실시하여 Biomass,

Chl-a그리고 C-PC를 함유량을 정량하였다.

2.8.최종실험 (패각과 토양 추출물의 복합실험)

실험 2와 실험 3의 결과를 토대로 진행한 최종 실험으로 배지 조성은 Table7

과 같다.실험군은 실험 2의 실험군 C(NaHCO3,10g/L)와 실험 3의 실험군 S-1

(토양추출물 1mL/L)으로 구성되어 있다.다른 화합물의 양은 Zarrouk's배지의

비율과 동일하다.대조군과 실험군 모두 각각 3개의 5L삼각플라스크에서 26일

동안 진행되었고 샘플링은 3일 간격으로 각각 20mL씩 3번 반복 실시하여

Biomass,Chl-a그리고 C-PC 함유량의 결과(평균±표준편차)를 표시하였다.추

가적으로 통계분석과 기능성 식품으로서의 이용 가능성을 확인하고자 일반성분

(Biochemical compositions) 분석을 하였다. 통계분석은 SPSS (Statistical
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Package for SocialScience.USA)프로그램을 이용하여 이원배치분산분석

(two-wayANOVA test)에 의한 평균값간 유의성을 검정하였다.실험군의 초기

pH는 10.05,염분은 13.4psu(HORIBA,D-51,Japan)였다.

2.9.Biomass

Biomass는 건조중량으로 산출하였는데,배양시료를 GF/C유리섬유여과지로 여

과하고,이를 50℃에서 24시간 건조한 후,그 여과지의 최종무게와 초기무게의

차이로 계산하였다.

2.10.클로로필-a(Chl-a)함유량 측정

배양시료를 GF/C유리섬유여과지로 여과하고 15mLconicaltube에 90% 아세

톤 5mL을 첨가하여 24시간 냉장보관 후,원심분리(3000rpm,20min)하였다.

상등액은 UV/visspectrophotometer(Optizen-pop,Korea)에서 625,647,664nm

파장에서의 흡광도를 분광광도계로 측정하여 함량을 정량하였다 (Moran,1982,

식 1).

Chl-a=12.65xA664-2.99xA647-0.04xA625··························(식 1)

2.11.C-Phycocyanin(C-PC)함유량 측정

배양시료를 GF/C 유리섬유여과지로 여과하고 15mL conicaltube에 0.1M

Sodium Phosphatebuffer(addNaN3,pH7.0)10mL을 첨가하여 24시간 냉장보

관 후 원심분리(3000rpm,20min)하여 상등액은 UV/visSpectrophotometer

(Optizen-pop,Korea)에서 562,620,652nm 파장에서의 흡광도를 분광광도계로

측정하여 함량을 정량하였다 (AandL.1973,식 2).

C-PC=[A620-0.474x(A652)]/5.34·················································(식 2)
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2.12.Biochemicalcompositions분석

조지방 분석의 경우,샘플 50mg을 넣은 15mLconicaltube에 클로로포름과

메탄올을 1:2로 섞은 용액을 3mL 넣고 초음파분쇄기로 파쇄한 후 원심분리

(3000rpm,5min)를 한 상등액을 50mLconicaltube에 보관한다.샘플만 남아

있는 15mLconicaltube에 클로로포름과 메탄올을 2:1로 섞은 용액을 3mL넣고

초음파분쇄기로 파쇄한 후 원심분리(3000rpm,5min)를 한 상등액을 앞의 50

mLconicaltube에 담아 넣는다.가능한 색소가 모두 추출될 때까지 이를 반복하

여 시행한다.이렇게 모아진 상등액의 50% 양만큼 0.9% NaCl을 50mLconical

tube에 첨가하여 1시간가량 반응시킨 후 다시 원심 분리하여 층을 분리시키고

클로로포름 층의 용액만을 바이알에 넣고 휘발시킨 후 그 무게를 측정하여 다음

과 같은 식(식 3)으로 조지질 함량을 산출하였다.

Lipid(%)=(BF-AF)/Sx100···························································(식 3)

(BF:휘발시키기 전 바이알 무게(g),AF:휘발시킨 후 바이알 무게(g),S:샘

플 무게(g))

조단백질 분석의 경우,샘플 0.5g,황산 12mL그리고 촉매제(kjeldahltablets)

2알을 실험용 유리관에 함께 넣어 1시간 동안 가열한(410℃) 후 이를

Kjeltec
TM
8200system 자동증류장치(Foss,Denmark)에서 증류 반응을 시키고 남

은 용매를 1N 염산으로 적정하여 다음과 같은 식(식 4)으로 조단백질 함량을

산출하였다.

Protein(%)=(T-B)xHxNx100/SxF ·····································(식 4)

(T :0.1N HCl적정량(mL),B:공시험에 소비된 0.1N HCl소비량(mL),H :

HCl의 노르말 농도,N:질소원자량,F:질소 단백질 환산계수(6.25),S:샘플의

무게(g))

수분 분석의 경우,24시간 동안 105℃(DO-150,동서과학,Korea)에서 건조시킨

샘플(0.5g)을 실온에서 방랭한 후 그 초기무게와 최종무게의 차이를 측정하여
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다음과 같은 식(식 5)으로 수분 함량을 산출하였다.

Moisture(%)=((S+D)-AM )/Sx100············································(식 5)

(D:도가니 무게(g),S:샘플 무게(g),AM :건조 후 샘플 무게(g))

조회분 분석의 경우,수분 분석 후의 샘플을 회화로(600℃,24hour,PMF-4.5,

Labhouse,Korea)에서 건조시키고 실온에서 방랭한 후 그 초기무게와 최종무게

의 차이를 측정하여 다음과 같은 식(식 6)으로 조회분 함량을 산출하였다.

Ash(%)=(BA -D)/Sx100·······························································(식 6)

(D:도가니 무게(g),AM :태운 후 샘플 무게(g),S:샘플 무게(g))

탄수화물의 경우,위에 열거한 네 가지 성분들의 합을 백분율과의 차이를 그 함

량으로 하였다.
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Fig.1.A pre-treatmentofshells.Shellswereputintothedistilledwaterfor

oneweek,withoutalkalitreatment.
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Fig.2.A pre-treatmentofsoils.Soilwastreatedwithhydrogenperoxide

(10%)foroneweek.
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Table4.ChemicalcomponentsinExperiment1.

(g/L)

Components Ta-1 Ta-2

NaHCO3 16.8 5

K2HPO4 0.5 0.5

NaNO3 2.5 2.5

K2SO4 1 1

NaCl 1 1

MgSO4․7H2O 0.2 0.2

CaCl2․2H2O 0.04 -

FeSO4․7H2O 0.01 0.01

Na2EDTA․2H2O 0.08 0.08

Tracemetalsolution(mL/L) 1 1

Vitaminsolution(mL/L) 1 1

Solvent K-2 K-2
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Table5.ChemicalcomponentsinExperiment2.

(g/L)

Components CON A B C D

NaHCO3 16.8 0 5 10 10

K2HPO4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

NaNO3 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

K2SO4 1 1 1 1 1

NaCl 1 1 1 1 1

MgSO4․7H2O 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

CaCl2․2H2O - - - - -

FeSO4․7H2O 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Na2EDTA․2H2O 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08

Tracemetalsolution(mL/L) 1 1 1 1 1

Vitaminsolution(mL/L) 1 1 1 1 1

Solvent D.W K-2 K-2 K-2 D.W
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Table6.ChemicalcomponentsinExperiment3.

(g/L)

Components CON S-1 S-2 S-3 S-4 S-5

NaHCO3 16.8 16.8 16.8 16.8 16.8 16.8

K2HPO4 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

NaNO3 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

K2SO4 1 1 1 1 1 1

NaCl 1 1 1 1 1 1

MgSO4․7H2O 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

CaCl2․2H2O 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04

FeSO4․7H2O 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

Na2EDTA․2H2O 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08

Vitaminsolution

(mL/L)
1 1 1 1 1 1

Tracemetal

Solution(mL/L)

1

(Zarrouk's)

1

(Soil)

5

(Soil)

10

(Soil)

20

(Soil)

30

(Soil)

Solvent D.W D.W D.W D.W D.W D.W
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Table7.ChemicalcomponentsinExperiment4.

(g/L)

Components CON TR

NaHCO3 16.8 10

K2HPO4 0.5 0.5

NaNO3 2.5 2.5

K2SO4 1 1

NaCl 1 1

MgSO4․7H2O 0.2 0.2

FeSO4․7H2O 0.01 0.01

Na2EDTA․2H2O 0.08 0.08

Vitaminsolution

(mL)
1 1

CaCl2․2H2O 0.04 -

Vitaminsolution

(mL)
1 1

Tracemetalsolution

(mL)

1

(Zarrouk's)

1

(Soilextract)

Solvent D.W K-3
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3.결 과

3.1.패각의 전처리 및 검출된 금속이온의 농도

Table8은 패각의 전처리 과정 및 각 과정 단계에서의 pH,검출된 금속원소;

칼슘,마그네슘 그리고 규소의 농도를 나타내고 있다.K-1은 증류수에 패각을 넣

고 일주일 동안 외부(8℃)에 노출된 용액을,K-2는 K-1에 0.1M 수산화나트륨

을 첨가하여 알칼리처리 한 용액을 그리고 K-3은 수산화나트륨으로 알칼리처리

를 한 증류수에 패각을 넣고 일주일 동안 외부에 노출시킨 용액을 나타낸다.실

제로 실험에 사용한 용액은 K-2와 K-3로,앞서 말한 바와 같이 K-2의 용액은

실험 1과 실험 2에,K-3의 용액은 실험 4에 사용되었다.분석결과 칼슘 이온의

농도는 패각을 처리한 각 과정의 모든 실험군의 용액에서(K-1,2,3)대조군의

농도를 초과하였지만,마그네슘 및 규소 이온은 검출되지 않았다.
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Table8.pH andtheconcentrationofcalcium,magnesium andsiliconionin

thepre-treatmentofshells.

D.W K-1 K-2 K-3
Zarrouk's

medium

pH 6.61 8.49 13.16 13.12 9.53

Ca(M) 3.22x10
-3

3.56x10
-3

4.41x10
-3

2.72x10
-4

Mg(M) - - - - 8.10x10
-4

Si(M) - - - - -

D.W:Distilledwater,K-1:D.W withshellhaving beenputintoforone

week,K-2:K-1treatedby0.1M NaOH,K-3:D.W alreadytreatedby0.1M

NaOH withshellhavingbeenputintoforoneweek.Ca,MgandSi(M):

measuredbythekit.
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3.2.실험 1(CaCl2변화량 실험)

Table9는 측정된 Biomass,Chl-a,C-PC의 결과값이고 Fig.3은 이를 그래프로

나타낸 것이다.Ta-2의 모든 결과값이 Ta-1보다 다소 높게 나타났다.
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Table9.ThecontentsofBiomass,Chl-aandC-PCintheexperiment1.

Day 6 9 12 15 18 21

Biomass

(g/L)

Ta-1 1.00 1.51 1.73 2.00 2.12 2.31

Ta-2 0.91 1.34 1.87 2.10 2.33 2.21

Chl-a

(mg/L)

Ta-1 4.38 9.50 14.64 23.80 25.98 18.09

Ta-2 4.57 11.90 14.74 24.94 25.83 17.66

C-PC

(mg/ml)

Ta-1 0.00 0.02 0.03 0.02 0.02 0.06

Ta-2 0.00 0.01 0.04 0.03 0.03 0.06

CaCl2(0.04g/L)wasincludedinTa-1andexcludedinTa-2.
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Fig.3.Biomass(A),Chl-a(B)andC-PC(C)intheexperiment1.CaCl2(0.04

g/L)wasincludedinTa-1andexcludedinTa-2.
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3.3.실험 2(NaHCO3변화량 실험)

Table10은 측정된 Biomass,Chl-a,C-PC의 결과값이고 Fig.4는 이를 그래프

로 나타낸 것이다.성장은 모든 그룹에서 관찰되었다.탄소원을 포함하지 않은

실험군 A에서 성장(Fig.4(A))을 보였고,탄소량만 달리했던 Con과 실험군 D에

서 Biomass,Chl-a및 C-PC의 성장률이 탄산수소나트륨의 양에 비례하여 나타

났다(Fig.4).실험군 D보다 탄소원이 적게 첨가된 실험군 B와 같은 양이 첨가된

실험군 C에서 Chl-a와 C-PC의 함량이 비슷하거나 높게 나타났다(Fig.4(B),

(C)).
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Table10.
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Fig.4.Biomass(A),Chl-a(B)andC-PC(C)intheexperiment2.Thecontent

ofNaHCO3(g/L)wasA(0g/L),B(5g/L),C(10g/L)andD(10g/L).

CaCl2wasexcludedinallexperimentgroup.
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3.4.실험 3(토양추출물 실험)

Table11은 측정된 Biomass,Chl-a,C-PC의 결과값이고 Fig.5는 이를 그래프

로 나타낸 것이다.모든 그룹에서 비슷한 성장률이 관찰되었고,다른 그룹과는

다르게 실험군 S-4와 S-5에서 지속된 성장을 보였다(Fig.5(A)).Chl-a와 C-PC

의 함량은 대조군보다 모든 실험군에서 높게 나타났다(Fig.5(B),(C)).토양추출

물의 분석 결과,실험에 사용한 토양에서 Mo과 Cu가 결여된 것으로 나타났다

(Fig6).
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Table11.
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Fig.5.Biomass(A),Chl-a(B)andC-PC(C)intheexperiment3.Thecontent

ofsoilextract(mL/L)wasS-1(1mL/L),S-2(5mL/L),S-3(10mL/L),

S-4(20mL/L)andS-5(30mL/L).
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Fig.6.Themetalconcentrationinthesoilextract.
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3.5.최종실험 (패각과 토양 추출물의 복합실험)

Table12는 측정된 Biomass,Chl-a,C-PC의 결과값이고 Fig.7은 이를 그래프

로 나타낸 것이다.예상대로 대조군보다 실험군에서 모든 결과값;Biomass,

Chl-a,C-PC함량이 높게 나타났다(Fig.7).일반성분 분석결과(Table13),대조

군에서 조단백질과 조회분의 함유량이,실험군에서 조지질,탄수화물 그리고 수

분의 함유량이 보다 많이 검출되었지만 전반적으로 큰 차이는 보이지 않았다.통

계분석 결과,대조군에 비해서 실험군이 유의적으로 낮았다(p<0.05).
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Table12.
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Fig.7.Biomass(A),Chl-a(B)andC-PC(C)intheexperiment4.TR – 1

mL/L(soilextract)and10g/L(NaHCO3).
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Table13.Biochemicalcompositionsanalysisintheexperiment4.

(%)

Protein Lipid Carbohydrate Moisture Ash

Con 50.72±0.3 9.1±0.53 17.77±0.3 2.15±0.13 20.26±0.26

TR 50.42±1.0 9.8±0.47 18.83±0.4 2.18±0.03 18.77±0.25
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4.고 찰

4.1.패각의 전처리 및 검출된 금속이온의 농도

대기 중의 이산화탄소가 기체와 액체 간의 분압 차이에 의해 물에 용해될 때

탄산 형태로 전환되고(이광우,1998,식 7),물에 용해된 이산화탄소는 물의 pH에

따라 이산화탄소(pH<6.5), 탄산수소이온(6.5<pH<10.4) 그리고 탄산이온

(pH>10.4)형태로 수중에 존재한다(이광우,1998,식 8).

CO2(g)+H2O(l)→ H2CO3(aq)···································(식 7)

H2CO3⇋ H
+
+HCO3

-1
⇋ H

+
+CO3

-2
······························(식 8)

또한 패각의 주요성분인 탄산칼슘(CaCO3)은 이산화탄소를 함유하는 산성 용액

에 용해되어 칼슘이온과 탄산수소이온,즉 중탄산칼슘 형태로 수용액에 존재한다

(Kotzetal.,2009,식 9).

CaCO3(s)+CO2(aq)+H2O(l)⇋ Ca
2+
(aq)+2HCO

3-
(aq)···············(식 9)

물에 대한 탄산칼슘의 용해를 위의 이론을 적용하여 2가지로 설명할 수 있는데

(Table8)증류수에 패각을 일주일 동안 넣은 후의 pH값의 변화(K-1,pH 8.49)

가 그 첫 번째로,양쪽성 음이온으로 작용하는 탄산수소이온의 특성(Ka<Kb)때

문에(Kotzetal.,2009)수용액이 약염기성을 보이는 것이다.증류수(D.W)가 약

산성을 나타내는 것은 2가지의 가능성,즉 실험에 사용된 증류수가 1차 증류수이

므로 그 제조과정에서 이산화탄소가 완전히 제거되지 않았을 가능성과 평소에

사용하는 증류수를 실험에 사용하였으므로 상당기간 이를 사용하는 과정에서 대

기 중으로부터 이산화탄소가 유입되었을 가능성 때문이라고 여겨진다.어떤 과정

이었든지 간에,이 현상은 이산화탄소가 물에 녹으며 발생한 수소이온이 탄산칼

슘을 용해하였고,이로부터 해리된 탄산이 탄산수소이온 형태로 수용액에 존재한

다는 것을 의미한다.두 번째는 검출된 칼슘이온의 농도인데,패각을 넣기 전의

증류수에서는 그 농도가 검출되지 않았던 반면,패각을 넣고 일주일 후의 용액인

K-1에서는 그 농도가 검출된 것이다(3.22x10
-3
M).또한 K-1수용액 내 검출
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된 칼슘이온 농도와(식 10)이산화탄소의 부분압에 따른 탄산칼슘의 용해도(Lide,

D.R.,2005,식 11)의 비교로도 설명이 가능하다.

<K-1> [Ca
2+
]=3.22x10

-3
··························(식 10)

Pco2(atm)=10
-1
(pH6.63),[Ca

2+
]=3.05x10

-3
··················(식 11)

참고자료와 이번 실험에서 검출된 칼슘농도의 값에 차이를 보이는 것은 각각의

실험이 서로 다른 환경,즉 참고자료의 경우 상온에서,이번 실험의 경우 낮은

온도의 환경(8℃)에서 수행되었기 때문인데 이것은 기체의 액체에 대한 용해도가

온도에 반비례한다는 것으로 설명되어 진다(이광우,1998).따라서 위의 2가지 근

거는 탄산칼슘이 물에 용해되었다는 것을 반영하며 탄산의 경우,칼슘과 동일한

산화수를 가지고 있기 때문에 이와 동일한 농도로 용해되어 탄산수소이온의 형

태로 수용액 내 존재할 것이다.

K-2에서 검출된 칼슘농도가 K-1보다 높게 나타나는 것은 2가지 관점에서 설

명이 가능한데,앞의 경우와 마찬가지로 검출된 칼슘 농도와(식 12)이산화탄소

의 부분압에 따른 탄산칼슘의 용해도(Lide,D.R.,2005,식 13)를 비교하는 것이

그 첫 번째이고

<K-2> [Ca
2+
]=3.56x10

-3
···········(식 12)

Pco2(atm)=10
-12
(pH12.0),[Ca

2+
]=5.19x10

-3
············(식 13)

두 번째는 수산화칼슘의 용해도 상수(Ksp)(DominguezHills.,CaliforniaState

University,식 14)와 평형지수(Q)(Kotzetal.,2009,식 15)의 상관관계이다.

Ksp(Ca(OH)2)=5.5x10
-6
,[Ca

2+
]=2.35x10

-3
·················(식 14)

Q=[Ca
2+
][OH

-
]=(3.22x10

-3
)(1x10

-1
)=3.22x10

-4
········(식 15)

Q(3.22x10
-4
)<Ksp(2.35x10

-3
)

따라서 패각은 시간이 흐를수록 평형 상태에 이를 때까지 용해가 지속될 것이

다.또한 위의 K-1과 K-2의 이산화탄소의 부분압에 따른 탄산칼슘의 용해도를
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비교해보면(식 11,식 13),약산성 환경보다 강염기 환경에서 탄산칼슘이 보다 많

은 용해가 이루어진다는 것을 알 수 있다.

Pco2(atm)=10
-1
(pH6.63),[Ca

2+
]=3.05x10

-3
·················(식 11)

Pco2(atm)=10
-12
(pH12.0),[Ca

2+
]=5.19x10

-3
················(식 13)

실험1,2(K-2용액사용)와 실험4(K-3용액사용)의 알칼리처리 방법이 다른 것

은,이 사실을 실험 3(토양추출물 실험)이 진행되는 동안 알게 됨에 따라 더 많

은 탄소원을 얻고자 그 처리 방식을 변경했기 때문이었다.Table8에 나타난 바

와 같이,예상대로 K-2보다 K-3의 수용액에서 더 많은 칼슘 농도(4.41x10
-3

M)가 검출되었다.

마지막으로 패각의 전처리 과정(K-1)에서 작은 알갱이 모양의 침전물이 형성되

는 것이 관찰되는데,이것은 수용성 착이온(Ca
2+
)이 가끔씩 불용성 염(CaCO3)을

우선적으로 생성한다는 연속 평형의 예로 여겨진다(Kotzetal.,2009,식 16).

CaCO3(s)+H2O(l)+CO2(aq)⇆ Ca(HCO3)2(aq)···········(식 16)

따라서,결과적으로 전체 반응은 생성물 쪽으로 진행되겠지만 관찰되는 침전물

은 대부분 탄산칼슘,존재한다면 탄산마그네슘과 같은 탄산염일 것이라고 사료된

다.

4.2.실험 1(CaCl2변화량 실험)

Table8에서 K-2의 용액에서 검출된 칼슘농도(3.56x10
-3
M)가 Zarrouk's배

지의 칼슘농도(2.72x10
-4
M)를 초과하였기에,이를 확인하고자 실시한 실험이

다.Ta-2의 결과값이 Ta-1보다 높게 나타났는데,이는 칼슘이온이 스피룰리나가

Biomass,Chl-a및 C-PC을 생산함에 있어 한편으로는 제한요인으로,다른 한편

으로는 칼슘의 농도가 어느 정도 초과하더라도 이들의 생산에 큰 영향을 미치지

않는 것으로 사료된다.
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4.3.실험 2(NaHCO3변화량 실험)

실험 1에서 CaCl2를 첨가하지 않았던 Ta-2배지에서 스피룰리나의 성장이 관찰

되어 모든 실험군에 CaCl2를 제외했던 실험이다.탄소원의 함유량만 달리 했던

실험군 D(NaHCO3, 10 g/L)와 대조군(NaHCO3,16.8 g/L)의 모든 결과값;

Biomass,Chl-a및 C-PC이 탄소원의 함량에 비례하여 나타난 것으로 보아,이

들 사이에는 상관관계가 있는 것으로 생각되는데,이러한 관점에서 실험군 D보

다 실험군 B와 실험군 C에서 Chl-a및 C-PC의 함량이 높게 나타난 것은 매우

흥미로운 결과다.실험군 B와 실험군 C에 사용한 배지의 용매 K-2에서 검출된

탄산이온의 농도(3.56x10
-3
M)를 질량으로 환산하면 중탄산나트륨(NaHCO3)기

준으로 약 0.3g이므로 두 실험군에 첨가된 탄소원의 최종 함량의 경우 실험군

B은 5.3g/L,실험군 C은 10.3g/L이다.대조군(16.8g/L)과 실험군 D(10g/L)

그리고 실험군 D와 실험군 B(5.3g/L),C(10.3g/L)의 결과를 종합해보면,탄소

원의 함량이 스피룰리나의 성장에는 관여하지만 광합성 색소를 생산하는데 있어

서는 크게 관여하지 않는 것으로 보인다.따라서 이와 관련하는 다른 가능성,이

를테면 패각으로부터 탄산이온과 칼슘이온 외에 스피룰리나의 성장 및 광합성

색소의 생산에 영향을 미칠 수 있는 검출되지 않은 다른 원소;질소,인,규소,

마그네슘,미량원소 등,의 용해가,혹은 전처리 과정에서 공기로부터 이들의 유

입이 있었을 것이라고 생각한다.

4.4.실험 3(토양추출물 실험)

Fig.5.(B),(C)에서 엽록소의 높은 함유량이 실험군 S-1과 실험군 S-2에서,

C-PC의 높은 함유량은 실험군 S-4와 실험군 S-5에서 나타난 것으로 보아 토양

추출물의 양과 이들 함유량 사이에는 밀접한 상관관계는 없는 것으로 보인다.흥

미로운 점은 대조군보다 모든 실험군에서 이들의 함유량이 높게 나타난 것인데,

비록 이번 실험에서는 토양추출물의 분석항목을 7가지의 금속원소로 국한함에

따라 이 이상의 것은 알 수 없었지만,다양한 유기물을 포함하는 토양으로부터
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광합성 색소의 생산에 영향을 미치는 다른 원소들이 전처리 과정에서 유입이 있

었을 것이라 또한 생각한다.

토양추출물의 분석결과 Mo과 Cu가 결여된 것으로 나타났다(Fig.6).Mo은 여

러 가지 효소의 보조인자,특히 질소대사에 관여하는 효소의 보조인자로써 산화

환원 관련에 반응하는 금속원소이고,Cu는 대부분 식물의 엽록체에 대부분 존재

하여 광합성 및 대사과정의 산화환원 관련 효소에 필요한 금속원소로써 육상식

물의 생육에 필요한 필수미량원소로 알려져 있다(김계훈 외.,2006).이 두 가지

금속원소의 결핍에도 스피룰리나가 Chl-a및 C-PC와 같은 광합성 색소를 생산

함에 있어 영향을 받지 않았다는 것과 결핍된 모든 실험군에서 오히려 높은 함

유량을 보였다는 것은 육상식물과 스피룰리나가 서로 다른 메커니즘으로 금속원

소를 사용하여 광합성을 한다는 것을 시사한다.

4.5.기 타

논문에는 나타나지 않았지만,더 많은 탄소원을 얻고자 염산(HCl)과 황산

(H2SO4)과 같은 강산을 사용하여 패각을 화학 처리한 실험을 실시하였다.황산을

사용한 것은 칼슘이온과 반응하려는 황산의 특성,즉 수용액 내의 이산화황

(SO
2-
)과 칼슘이온(Ca

2+
)이온이 반응하여 황산칼슘(CaSO4)을 형성함으로써 탄산

칼슘으로부터 해리된 과량의 칼슘이온을 제거할 수 있으리라는 기대 때문이었다.

하지만 이 방법에는 2가지의 문제점이 있었는데,하나는 강산성 (pH<3)환경에

서의 이산화탄소는 대부분 기체 상태로 액체로부터 빠져 나간다는 것이고,다른

하나는 설사 충분한 탄소원을 획득 했더라도,수중 내 존재하는 과량의 칼슘 이

온을 제거하기 위해서 EDTA와 같은 킬레이트제 혹은 염기성 화합물이 상당량

필요하다는 것이다(최재성,2000).따라서 강산을 사용하는 방법은 결과적으로 높

은 비용이 요구되기 때문에 합리적인 방법이라 할 수 없겠다.
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5.결 론

배양액으로 사용한 패각 추출물에 탄산수소나트륨 10 g/L과 토양추출물 1

mL/L을 첨가하여 스피룰리나를 배양한 결과,Biomass,Chl-a및 C-PC의 함유

량,일반성분이 대조군의 그것과 큰 차이를 나타내지 않았으며 배지비용의 경우

Zarrouk's배지 대비 15%를 절감하였고,또한 탄소원의 함량이 스피룰리나의 성

장에는 관여하지만 Chl-a및 C-PC와 같은 광합성 색소를 생산하는 데에는 크게

관여하지 않는 것과 스피룰리나가 광합성 색소를 생산하는데 있어 두 금속원소

(Mo,Cu)가 아무런 영향을 주지 않는 것이 추가적으로 나타났다.따라서 스피룰

리나를 배양함에 있어 두 재료(패각,토양)의 활용 가능성의 확인과 함께 그 생

산비용을 절감하고자 계획 및 수행되었던 이번 실험에서는 그 초기의 목적과 목

표를 모두 달성하였음에 그 의의가 있다고 하겠다.
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