
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 30(6): 319-325 (2015)
http://dx.doi.org/10.7841/ksbbj.2015.30.6.319 ISSN 1225-7117 / eISSN 2288-8268

NaNO3, NaHCO3 농도가 Arthrospira platensis 생장에 미치는 영향

최수정, 하종명, 이재화*

Effect of NaNO3 and NaHCO3 Concentration on Microglae Arthrospira

platensis Growth

Soo-Jeong Choi, Jong-Myung Ha, and Jae-Hwa Lee*

Received: 8 August 2015 / Revised: 11 December 2015 / Accepted: 15 December 2015

© 2015 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract: Arthrospira platensis (A. platensis) is one of the

most explored cyanobacteria and has been studied for pro-

teins, vitamins, pigment (chlorophyll and carotenoids) and

fatty acid. In this study, we tested the effect of NaHCO3 and

NaNO3 on the microalgae growth under photoautothrophic

culture in A. platensis. As a result, cell growth and dry cell

weight were increased in proportion to the NaHCO3 and

NaNO3 concentration. Pigment (chlorophyll and carotenoids)

contents of A. platensis were increased with proportion to

NaHCO3 concentration. But, the content of pigment (chloro-

phyll and carotenoids) in 100% NaNO3 medium of A. platen-

sis was the highest, 40%, 140% and 200% NaNO3 medium

with pigment content of A. platensis was reduced. In condi-

tions of NaHCO3 (50%) or NaNO3 (40%) limitation, A. platen-

sis could accumulate lipids to high as 1.7-fold and 1.3-fold.

Keywords: Arthrospira platensis,  NaHCO3 and NaNO3, Lipid,

Pigment, Photosynthesis

1. INTRODUCTION

미세조류는 육상식물에 비해 높은 광합성 효율을 가지며, 타

작물에 비해 대량배양이 용이하다는 장점을 가진다 [1]. 미세

조류는 이산화탄소 및 빛 에너지를 이용하여 광합성을 진행

하며 바이오매스 중량 당 50%의 탄소원을 함유하는 것으로

알려져 있다. 이는 약 100톤의 미세조류 생산을 위해 180톤이

넘는 이산화탄소가 소모됨을 말해주는 것으로 미세조류가

이산화탄소 고정화 산업에 이용되는 것을 말해준다 [2,3]. Ar-

throspira platensis (A. platensis)는 나선형의 남조류로 비타민,

지질 그리고 carotenoids, phycocyanin, chlorophyll-α와 같은

색소를 함유한다 [4]. A. platensis는 비타민, 미네랄, 단백질

그리고 gamma-linoeic acid (GLA)와 같은 불포화 지방산을

포함하고 있어 영양학적으로 높은 가치를 가진다 [5]. A. pla-

tensis는 페놀 화합물과 같은 항산화물질이 함유되어 건강기

능식품 및 의약품 제조 산업에 이용되고 있다 [6].

광합성으로 생장하는 미생물을 이용한 바이오연료 생산은

효과적인 재생연료로 각광받고 있으며, 미세조류는 세포 내

지질을 추출하여 바이오디젤을 생산할 수 있다 [7,8]. 미세조

류는 육상 작물에 비해 약 50~100 배 이상 높은 지질 함유량

을 가지지만, 세포의 밀도가 낮고 지질과 같은 유용물질의 추

출 생산성이 낮아 경제적인 한계를 가진다 [9]. 이러한 단점

을 극복하기 위해 미세조류 내 유용물질 함량 변화를 위한 연

구들은 크게 균주 개량 방법과 배양환경 변화를 통한 방법으

로 나눌 수 있다. 미세조류 균주 개량 방법은 유전적 조작 및

돌연변이원 처리를 통한 방법으로 세포 내 대사산물 함량 증

대라는 장점을 가지지만, 시간 및 노동력이 많이 든다는 단점

을 가진다 [10]. 배양 시 고려되어야 하는 조건으로는 이산화

탄소 주입량, 온도, 배지 성분, 빛의 세기 (광도)가 있다. 미세

조류 배양 시 이산화탄소를 주입할 경우 빛에 노출되는 면적

이 넓어 생장률 증대라는 결과를 얻을 수 있으며, 주입되는

이산화탄소의 농도에 따라 미세조류의 생장속도가 결정된다

고 알려져 있다 [11]. S. Chiu 등은 이산화탄소 농도를 조절하

여 미세조류를 배양하였으며, 5% 이상의 이산화탄소를 주입
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할 경우 생장이 저해되며 2%의 이산화탄소를 주입할 경우 일

반 공기 주입에 비해 약 4 배 이상의 증대된 생장률을 보고하

였다 [12]. E. D. G. Danesi 등 [13]은 빛 세기를 달리하여 A.

platensis를 배양 하였으며, 광도가 낮아질수록 세포 내 합성

되는 chlorophyll-α의 함량이 증가함을 확인하였다.

배지 내 영양소 결핍은 스트레스 요인으로 작용하게 되어

미세조류 생장에 영향을 미치는 것으로 보고된다 [14,15]. 미

세조류의 성장에는 세포 내 지질 합성과 밀접한 관련이 있으

며, 배지 내 영양분은 세포 바이오매스 함량 당 지질 함량 및

생산량을 결정하는 중요한 요인으로 작용한다. A. Converti

등 [16]은 질소원 농도 및 배양 온도를 조절하여 Nannochlo-

ropsis oculata와 Chlorella vulgaris를 배양하는 실험을 진행하

였으며, 그 결과 배지 내 질소원 농도 및 배양 온도의 감소를

통해 세포 내 지질 함유량이 증대됨을 확인 하였다. 배지 내

질소원 농도 조절을 통해 Chlorella protothecoides 배양한 실

험에서도 질소원이 증가함에 따라 세포 내 지질 축적량의 감

소를 확인하였다 [17]. 배지 내 질소원 결핍은 세포 내 chlo-

rophyll-α 감소 및 광합성으로 생성되지 않는 carotenoids의

함량이 증대됨을 확인하였다 [18]. 미세조류 생장 배지 내 무

기탄소원 및 질소원의 결핍을 통해 세포 내 thylakoid memb-

rane의 함량 감소, acyl hydrolase 활성 증대 및 phospholipid 자

극과 같은 현상이 발생하는 것으로 알려져 있다 [19,20].

배지 성분의 결핍에 대한 연구는 많이 진행되어 있는데 반

해, 성분의 증대에 대한 연구는 그렇지 않음을 판단할 때에

본 연구는 상용화를 위해 중요하다고 판단된다. 본 연구는 A.

platensis 배지 내 NaHCO3 및 NaNO3의 함량을 조절하여 배지

성분에 따른 균주 내 유용물질 함량 변화를 분석하고자 하였

다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 사용균주 및 배양방법

본 연구는 Arthrospira platensis NIES 39 (KCTC AG30033)를

한국생명공학연구원 생물자원센터로부터 분양받아 사용하

였다. 알칼리성 무기배지인 SOT배지로 균주를 배양하였다.

SOT 배지 (Table 1)는 SOT-1과 -2를 각각 121oC에서 15분 간

멸균 및 냉각시켜 혼합 후 10 N NaOH를 이용해 pH 9로 조절

하였다. 균주는 35oC, 120 rpm, 광도 6,000 lux의 조건에서 배

양하였다. 광주기는 12시간 : 12시간 (명 : 암)으로 명반응 시

형광등을 사용하였다 [21].

2.2. 성분 제한 배지 제조 및 세포 배양

SOT 배지 내 질소원에 해당하는 NaNO3와 탄소원인 NaHCO3

의 함량을 조절하여 배지를 제조, 멸균 및 냉각을 진행하였다.

SOT 배지 1 L를 기준으로 NaNO3 2.5 g을 100%로 보고 0 g에

서부터 5 g까지 용량을 조절하였으며 NaHCO3의 함량은 16.8

g을 100%로 0 g부터 33.6 g까지 첨가하여 배지를 제조하였다.

각각의 영양분 제한에 따른 세포 생장을 확인하기 위한 실험

을 진행하는 것이므로 SOT 배지에 들어가는 타 성분의 함량

은 1 L를 기준으로 동일하게 첨가하였다.

2.3. 균체량 분석

균체량은 520 nm에서 UV/Vis 분광기 (Optizen 2120 UV, Me-

casys Ltd, Korea)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 건조 균

체량 (Dry cell weight, DCW)은 항량된 종이필터 (Whatman

filter)를 이용하여 여과된 균체를 건조기에서 105oC로 3시간

동안 건조시켜 무게를 측정하였다 [22].

2.4. 색소 함량 분석

미세조류 내 색소 축적량 변화를 확인하기 위해 배양 12일차

에 세포 내 클로로필 및 카로티노이드의 함량을 분석하였다.

세포 내 색소함량 측정을 위해 세포 배양액 1 mL을 13,000

rpm에서 3분간 원심분리 후 상등액을 제거하고 methanol 1

mL을 첨가하여 60oC에서 30분간 반응하였다. 반응 후 0oC에

서 2분간 냉각하고 13,000 rpm, 2분간 원심분리하여 상등액

을 UV/Vis 분광기로 흡광도를 측정하였다. Chlorophyll은 650

nm, 665 nm에서 흡광도를 측정하였으며 carotenoid는 461

nm, 664 nm에서 흡광도 측정 후 아래 식에 대입하여 계산하

였다 [23].

Chlorophyll (mg/L) = (A650 × 25.5) + (A655 × 4)

Carotenoid (mg/L) = (A461 + (0.046 × A664)) × 4

2.5. 지질함량 분석

배지 성분 변화에 따른 세포 내 지질 함량 변화를 알아보기

위해 Chen 등 [24] 및 Bertozzini 등 [25]의 방법을 준용하여

측정하였다. 측정하려는 세포의 흡광도를 520 nm에서 0.5로

조정 후 세포 10 μL, 증류수 138 μL, nile red (0.5 μg/mL) 2

μL, DMSO 50 μL를 혼합하여 40oC에서 10분간 반응 후 형광

Table 1. Components of SOT medium

Components Amounts

SOT-1

(600 mL)

NaHCO3 16.8 g

K2HPO4 0.5 g

NaNO3 2.5 g

SOT-2

(400 mL)

K2SO4 1 g

NaCl 1 g

MgSO4·7H2O 0.2 g

CaCl2·2H2O 0.04 g

FeSO4·7H2O 0.01 g

Na2EDTA·2H2O 0.08 g

A5 trace-metal sol. 1 mL

A5 trace-metal sol.

(1 L)

H3BO3 2.86 g

MnSO4·7H2O 2.50 g

ZnSO4·7H2O 0.22 g

Na2MoO4·2H2O 0.21 g

CuSO4·5H2O 0.08 g
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강도를 측정하여 지질 함량을 분석하였다. 지질 함량 정량을

위해 triolein (Sigma, USA)를 이용하여 검량선을 작성하였으

며 좋은 직선성 (R2=0.999)를 나타내어 본 실험에 이용하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. NaNO3 및 NaHCO3 농도 배지 생장 변화

대수증식기의 A. platensis 세포를 3,000 rpm에서 10분간 원심

분리하여 상등액 제거 후 세포를 수확하였다. 세포를 인산완

충용액으로 2회 세척하였으며, 농도별로 제조한 SOT 배지를

첨가하여 배양하였다.

NaNO3 농도별 배지 생장을 확인해 본 결과 배지에 첨가한

양에 비례하여 성장함을 확인하였다 (Fig. 1(a)). NaNO3 0%

배지에서는 배양 9일차까지 세포가 생장하였으나 12일차에

는 세포의 사멸을 확인하였다. 0% 배지의 세포 건조중량은

0.3 g/L로 100%는 1.3 g/L, 200%에서는 1.2 g/L로 SOT 배지

내 NaNO3 함량이 100% 이상에서는 세포 건조중량의 감소를

확인하였다 (Fig. 1(b)). 배양 12일 차에 NaHCO3 함량을 달리

하여 만든 배지의 세포 생장을 비교한 결과 NaHCO3의 함량

이 0%인 배지에서는 세포 대부분이 사멸하였으나, 다른 배지

에서 생장한 세포의 경우 농도에 비례하여 세포 생장률이 나

타남을 확인하였다 (Fig. 2(a)). 배지 내 NaHCO3 함량이 pH 변

화에 관여함을 바탕으로 배양 12일차에 세포 배양액의 pH를

측정하였다. NaHCO3가 들어가지 않은 0%의 배양액에서는

pH가 12.0이었으며, 100%에서는 10.4, 200%에서는 9.7로

NaHCO3의 함량이 증가함에 따라 pH가 감소되는 양상을 확

인하였다 (Fig. 2(b)). NaHCO3가 0%인 배지에서 배양한 세포

의 건조중량은 0.2 g/L인데 반해 200%가 첨가된 배지에서는

1.6 g/L로 pH가 2.3 낮아질 경우 세포 건조중량은 8배 가까이

증가됨을 알 수 있었다 (Fig. 2(c)). 배양액의 pH 변화는 세포

의 생장률 및 건조중량에 영향을 미치는 것을 확인하였다.

M. Jitendra 등 [26]은 NaNO3와 NaHCO3 함량을 조절하여

A. platensis 배양 실험을 진행하였다. 그 결과 NaNO3 함량이

0.15 g/L일 때에는 세포 건조중량이 3.0 g/L였으며 NaNO3가

4.0 g/L에서는 3.56 g/L로 NaNO3 함량이 26배 증가했음에도

불구하고 세포 건조중량은 1.2배 증대됨을 확인하였다. 배지

내 NaHCO3 함량이 12 g/L일 경우 2.8 g/L의 세포 건조중량을

나타내었지만, 40 g/L에서 세포 건조중량이 4.4 g/L로 약 1.5

Fig. 1. Effect of NaNO3 concentration on cell growth and dry cell

weight of A. platensis, (a) Cell growth of A. platensis, (b) Dry cell

weight of A. platensis.

Fig. 2. Effect of NaHCO3 concentration on cell growth, medium

pH and dry cell weight of A. platensis, (a) Cell growth of A. platen-

sis, (b) Medium pH of A. platensis, (c) Dry cell weight of A. pla-

tensis.
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배 증대됨을 확인하였다. X. Li 등 [27]은 배지 내 질소원과

인의 비율에 따른 미세조류 성장 실험을 진행하였으며, 질소

원의 농도가 증가하였을 때에 세포 생장의 증가를 확인하였

다. L. E. Schmidt 등 [28]은 배지 내 pH 변화에 따른 세포 농

도 변화를 확인하는 실험을 진행하였으며, pH가 알칼리성을

띌수록 세포 농도가 높아짐을 보고하였다.

3.2. 색소 함량 변화

성분의 함량이 조정된 배지의 세포 내 색소함량 변화를 분석

하기 위해 배양 12 일차에 A. platensis 내 클로로필과 카로티

노이드 함량을 측정하였다. NaNO3 농도가 100%일 경우 클로

로필 함량이 18.5 mg/L였으며, 0%일 때에는 10.6 mg/L에 비

해 약 1.7배 증가하였으며 200% (11.3 mg/L)에 비해 약 1.6배

증가함을 확인하였다 (Fig. 3(a)). 카로티노이드 함량은 100%

에서 3.5 mg/L로 0% (2.8 mg/L) 및 200% (2.5 mg/L)에 비해

약 1.4배 높은 함유량을 보였다 (Fig. 3(b)). 이는 SOT 배지 내

NaNO3 농도의 결핍 혹은 과잉이 세포 내 색소함량을 저해함

을 유추할 수 있다. L. M. Colla 등 [29]도 NaNO3 농도를 조절

하여 A. platensis 배양 실험을 진행하였으며, NaNO3의 농도

가 낮을 경우 (0.625~1.875 g/L)에는 농도에 비례하여 세포 생

장 및 색소 함량이 증대되었지만, 농도가 높아질 경우 (2.5 g/

L 초과) 감소함을 보고하였다. D.-L. Feng 등 [30]은 NO2-N의

농도를 달리하여 A. platensis 배양 실험을 진행하였고, 배지

내 NaNO3의 농도가 증가함에 따라 클로로필-α의 농도가 증

가함을 확인하였다.

NaHCO3 농도는 NaNO3 농도와 다른 결과로 100%에서는

17.1 mg/L의 클로로필 함량을 나타내었지만, 200%에서는

23.1 mg/L로 1.4배 증대된 클로로필 생산량을 보였으며, 카로

티노이드 함량 또한 100% (3.0 mg/L)보다 200% (4.6 mg/L)에

서 약 1.5배 증대됨을 확인하였다 (Fig. 4). G. Sharma 등 [31]

은 NaHCO3의 농도를 25%, 50%, 100%로 나누어 배지를 제

조한 뒤 A. platensis 배양 실험을 진행하였으며, 농도가 증가

함에 따라 클로로필-α의 함량이 증대됨을 확인하였으며 배

지 내 HCO3

-의 농도 증가가 세포의 광합성 생장률을 증대한

다고 보고 하였다. 또한 배지 내 무기 탄소원의 축적은 배지

내 해리된 탄산염으로 인해 발생하며, 발생된 탄산염은 배양

액의 pH 조정 및 클로로필-α 합성 감소 및 CO2 고정화율과

연관이 있음을 보고하였다 [32,33].

3.3. 지질 함량 변화

배지 조성에 따른 세포의 지질 축적량 변화를 확인하기 위해

배양 12일 차에 nile red를 이용한 염색 및 형광강도 측정을

통해 지질 함량을 측정, 분석하였다. NaNO3 농도에 따른 세

포의 지질 함량 측정은 40%부터 200% 까지의 세포만 측정하

였다. 40%의 NaNO3가 포함된 배지에서의 세포 지질 함량은

70.3 mg/L로 100% (53.7 mg/L)에 비해 약 1.3배 증대되었으

며, 140%에서의 지질 함량은 75.2 mg/L로 100%에 비해 약

1.4배 증대됨을 확인하였다 (Fig. 5(a)). NaHCO3 농도에 따른

지질 함량은 50%부터 200%까지 측정하였으며, 50%에서는

90.9 mg/L로 대조군인 100% (51.3 mg/L)에 비해 1.8배 증대

Fig. 3. Effect of NaNO3 concentration on pigment (chlorophyll and

carotenoids) concentration of A. platensis, (a) Chlorophyll concen-

tration of A. platensis, (b) Carotenoid  concentration of A. platensis.

Fig. 4. Effect of NaHCO3 concentration on pigment (chlorophyll and

carotenoids) concentration of A. platensis, (a) Chlorophyll concen-

tration of A. platensis, (b) Carotenoid  concentration of A. platensis.
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됨을 확인하였다 (Fig. 5(b)).

미세조류는 영양분 농도 변화 및 외부적 요인에 의한 스트

레스 상황에서 생장할 경우 그에 대처하기 위해 세포 내 대사

과정을 변환하는 것으로 알려져 있다 [34]. V. Ordog 등 [35]

은 질소원 조절을 통해 세포 내 지질 축적량의 변화를 관찰하

고자 하였으며 질소원의 농도가 감소할 수 록 지질 축적량은

2.2배에서 1.6배까지 차이를 확인하였다. Y. Li 등 [36] 또한

질소원 농도를 조절하여 Neochloris oleabundans 균주를 배양

하였으며, 질소원의 농도가 낮을수록 지질 함량이 증대됨을

보고하였다. Boussiba [37]는 질소 결핍 생장환경에서 Hae-

matococcus pluvialis의 특성을 분석하였으며, 질소 결핍 환경

에서 세포 내 astaxanthin의 함유량이 증가함을 보고하였다.

F. Guiheneuf 등 [38]은 빛의 세기 및 탄소원의 농도에 따른 세

포의 생장률 및 지질 함량의 자이를 분석하고자 하였으며, 동

일한 빛을 조사한 환경에서 탄소원의 농도가 증가 할수록 세

포 농도 및 지질 함량이 증대됨을 확인하였다. L. Xia 등 [39]

은 NaHCO3 농도에 따른 Desmodesmus abundans 세포 내 지

질 축적량 변화를 확인하고자 하였다. 배지 내 NaHCO3 농도

가 0 g/L에서는 23.7%의 지질을 함유하였으며, 25 g/L에서는

34.9%의 지질을 함유하여 약 1.5배 증가함을 보고하였다.

본 실험에서는 질소원과 탄소원이 증대되었을 경우 지질

함량이 증가함을 확인하였다. I. Gill 등 [40]은 미세조류 내에

서 탄소원을 기질로 이용하여 지질을 생산하며, 이는 탄소원

의 농도가 증가할 경우 세포 내 생체막 유동성의 향상성 유지

를 위해 glycerol 및 지질 대사의 증가를 발표하였다. D. Feng

등 [41]과 Kim 등 [42]은 배지 내 질소원의 과다 주입은 질소

원 결핍과 같은 세포 내 스트레스를 유발하여 지질 함량이 증

대됨을 보고하였다. 배지 내 질소원 과다는 세포의 TAG 생산

을 증가시키는 것으로 알려져 있다. 이처럼 배지 내 질소원

및 탄소원의 증대가 미세조류 내 지질 함량을 증대시키는 본

실험 결과와 상응된다고 판단된다.

4. CONCLUSION

본 연구는 미세조류 A. platensis의 배지 성분 가운데 NaHCO3

와 NaNO3의 함량 조절을 통한 균주의 성분 함량 변화를 알아

보고자 하였다. NaHCO3 및 NaNO3의 농도에 비례하여 A. pla-

tensis의 세포 생장 및 건조중량이 증가함을 확인하였다. 배양

12일 차에 NaHCO3의 농도를 조절한 배양액의 pH를 측정한

결과 NaHCO3를 넣지 않은 배양액의 pH가 12.0인데 반해

NaHCO3의 농도가 200%인 배양액에서 약 9.7을 나타내어

NaHCO3 농도가 증가할수록 pH가 감소하며, 이에 따른 세포

생장률 및 건조중량이 증가함을 확인 할 수 있었다. 배양 12

일 차에 배지 조성에 따른 색소 (클로로필 및 카로티노이드)

함량을 분석하였다. NaHCO3농도에 따른 색소 함량의 변화

는 세포 건조중량의 양상과 유사한 결과로, 배지 내 NaHCO3

의 농도가 증가함에 따라 클로로필 및 카로티노이드의 함량

이 증가함을 확인할 수 있었다. NaNO3의 농도에 따른 세포의

색소함량은 0%에서부터 100%까지는 증가하였으나, 100%

이후부터는 색소함량이 감소하는 양상을 확인하였다. NaHCO3

및 NaNO3 함량 별 세포 내 지질 축적량을 측정하였으며, 그

결과 두 성분 모두 100%에서 가장 낮은 지질 함유량을 확인

하였다. NaHCO3의 함량이 50%일 경우에는 90.9 mg/L로

100% (51.3 mg/L)에 비해 약 1.8배 증가하였으며, NaNO3의

함량이 50%일 때에는 70.2 mg/L로 100% (53.6 mg/L)에 비해

1.3배 증가함을 확인하였다. 배지 내 질소원과 탄소원 조절은

균주 생장에 스트레스 요인으로 작용하여 세포 생장률 및 유

용물질 (색소 및 지질)함량을 증감시키는 요인으로 생각된다.

미세조류의 산업적 이용을 위해 생장률 및 유용물질의 생산

성이 높아져야 하며, 이를 위한 방안으로 배지 내 성분 조절

이 필요하며 비료와 같은 질소원 및 탄소원을 이용하기 위한

상용화 연구가 이루어져야 한다고 생각된다.
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