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Abstract

Varioussinglesolventsweretestedtofindtheeffectivesolventfortheextractionofalgaeoilfrom wet-form

Chlorellaminutissima.Inthecaseofsinglesolvents,theirextractabilitiesforalgaeoilwereincreasedwiththeir

polaritybecausethewaterinwetalgaecellistoform asolventshellaroundthelipids.Basedontheseresults,

thewet-form algaesamplesweretreatedwithapolaralcoholsolventandthenanonpolarsolventwasaddedin

algaeresidue.Inthealgaeoilextractionbyethanol/n-hexane,totallipidcontentswere40-50% andcomposition

oftriglycerideinextractedoilwas46.50%.Consideringsolventtoxicityofconventionalsolventmixturesuchas

chloroformandmethanolforalgaeoilextraction,theethanol/n-hexanesystemwasidentifiedastheeffectiveone

fortheoilextractionfrom wet-form Chlorellaminutissima
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1.서 론

바이오디젤은 연소기관으로의 적용을 목적

으로 식물성,동물성 유지의 화학적 전환을

통해 얻어지는 긴 사슬 지방산의 모노알킬에

스터로서 기존의 디젤 연료를 대체하기 위한
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연료를 말한다.
1)

기존 화석원료 유래 디젤 연료에 비해 바이

오디젤은 미세먼지를 포함한 오염물질을 적

게 배출함과 동시에 유지작물 재배에 의한 이

산화탄소 배출을 감소시킬 수 있다.
2)

바이오디젤 생산에 사용되는 원료는 동식

물에서 추출되는 오일이지만 현재까지는 대

두유와 팜유를 포함한 식물성 오일이 사용되

고 있다.그러나 식물유는 최근 애그플레이션

에 따른 곡물가의 상승 등으로 인해 경제성이

악화되고 있는 실정이다.

최근 이에 대한 대안으로서 조류(algae)로

대표되는 제 3세대 바이오디젤 원료가 제시

되고 있다.조류는 기존의 에너지 작물에 비

해 유지함량이 높고 빠른 성장속도를 가지며

극한환경에서도 성장이 가능할 뿐 아니라 식

물자원의 10-100배에 이르는 오일생산성을

가진다.아울러 재배에 필요한 면적 역시 기

존 식물자원에 비해 훨씬 적게 요구되는 것으

로 알려져 있다.
3)

그림 1.미세조류에서 바이오연료를 생산하는 경로4)

그림 1에서 보듯이 미세조류는 일반적인

육상식물과 마찬가지로 태양에너지 및 포집

된 이산화탄소를 이용하여 오일과 전분을 포

함한 대사산물을 생성한다.태양에너지를 화

학적인 에너지로 변환하기 위한 에너지 효율

은 약 5%로서 타 식물에 비해 높은 것으로

알려져 있다.
5)
생산공정은 크게 광생물반응

기에서의 반응단계와 이후 바이오디젤 원료

용 오일을 얻기 위한 분리공정으로 나눌 수

있다.

광생물반응기에 사용되는 광원으로서 태양

광을 사용할 경우 비용 절감면에서 유리하며

대표적인 반응기 형태로는 노지형(Raceway

pond)을 들 수 있다.태양광 수집을 용이하게

하기 위해서는 관형 형태의 광생물반응기를

사용할 수 있으며 반응기는 배지저장기와 광

수집기(Solarcollector)로 구성된다.이 때 광

수집기는 태양광을 잘 받도록 하기 위해 광투

과율이 좋은 고분자 소재 또는 유리 소재를

사용한다.충분한 태양광이 공급되기 어려운

환경에서는 LED나 광섬유와 같은 인공광원

을 사용할 수 있다.6)일반적으로 광생물반응

기의 생산성은 하루에 60g/m
2
(건조중량기

준)정도이다.배양된 미세조류로부터 수분을

제거하고 용매 추출 공정을 적용하면 바이오

디젤의 원료가 되는 오일성분을 얻을 수 있다.

지금까지 미세조류로부터 오일의 추출은

건조형태의 조류로부터 Bligh와 Dyer에 의해

수립된 공정을 통해 이루어진다.
7)
이 방법은

건조된 미세조류 조직에 포함된 지질을 메탄

올과 클로로폼이 혼합된 공용매(cosolvent)와

접촉시켜 오일을 추출하는 것을 말한다.같

은 용매를 Rhizocloniumhieroglyphicum이나

Scenedesmunobliquus등에도 적용한 사례

가 있으며 지질 수율은 10-55%의 범위를 나

타낸다.
8)9)

그러나 기존의 추출공정에서는 크게 두 가

지의 문제점이 있다.첫 번째는 용매로 사용

되는 클로로폼과 메탄올의 독성문제이고 두

번째는 건조형태의 미세조류에 대한 추출공

정을 실시함으로써 조류의 건조에 따른 많은

에너지가 요구된다는 것이다.따라서 미세조

류로부터 바이오디젤을 경제적으로 생산하

기 위해서는 건조된 미세조류가 아닌 젖은

형태의 미세조류에 대한 추출공정 개발이 필

요하며 동시에 사용되는 용매의 환경에 대한

영향이 적어야 한다.
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본 연구에서는 젖은 형태의 조류로부터 조

류 오일을 추출하기 위해 여러 용매에 대한

조류 오일 추출 특성을 알아보고 최종적으로

는 극성과 비극성 용매를 적절히 조합하여

바이오디젤 생산에 적합한 오일을 추출할 수

있는 친환경 용매계를 개발하고자 한다.

2.실 험

2.1미세조류 배양

Chlorellaminutissima(UTEX2219)는 미

국의 텍사스대학에서 제공받았으며 세포의

크기는 2-5μm이다.세포는 ModifiedBold3N

medium에서배양되었으며 배지의 산도는6.2이

다.질소 결핍 배지의 경우 NaNO3와 soil-water

를 제외하고는 ModifiedBold3Nmedium와

동일한 조성을 가진다.

조류 배양은 4L의 플라스크를 이용했으며 기

체의 주입속도는 60mL/min이며 4%의 농도로

공기/CO2혼합기체를 주입하였다.배양 플라스

크는 외부광원에 연속적으로 노출시켰으며광생

물 반응기의 온도는 23oC로 유지하였다.배양된

조류는 4일 후에 지수성장기에 도달하게 된다.

2.2지질 추출

배양된 조류배양액을 원심분리기(Eppendorf

centrifuge5804R)을 이용하여 5000rpm으로

10분간 원심분리한 후 상층의 배지를 제거하게

되면 농축된 조류를 얻을 수 있다.이를 24시간

동안 -20
o
C에서 동결시킨다.이 중 7g의 샘플

을 취하여 세포파쇄용 glassbeads를 혼합한

후 교반을 10분간 실시하여 세포를 파쇄한다.

파쇄된 조류에 추출용 용매를 가하여 2시간

동안 접촉을 시킨다.본 실험에서 사용된 용매

는 메탄올 (Sigma),이소프로판올(Mallinckrodt

Baker),톨루엔 (Sigma),그리고 n-헥산(Fisher

Scientific)이다.추출 후 얻어진 유기용매를

증발시키면 미세조류 오일을 얻게 된다.

극성/비극성 용매 조합에 의한 조류오일의

추출에는 4가지의 조합이 사용되었다.극성

용매로서는 메탄올,에탄올(Sigma),부탄올

(Sigma)을 사용하였으며 비극성용매로서는

n-헥산을 사용하였다.단일 용매에 의한 추

출과 마찬가지로 7g의 젖은 형태의 미세조

류 샘플을 취하고 이를 8mL의 극성용매와

혼합한다.극성용매에 의한 추출을 2회 반복

한 후 최종적으로 비극성용매인 n-헥산을 가

하여 추출을 완료한다.본 연구를 통해 수립

한 추출과정은 그림 2에 제시되어 있다.

그림 2.이성분 용매계에 의한 조류 오일 추출과정

2.3지질 분석

추출된 미세조류 오일내의 자유지방산,트

리글리세라이드,디글리세라이드,그리고 모

노글리세라이드의 함량을 결정하기 위해서

HPLC(Highperformanceliquidchromatography,

PerkinElmerSeries200)를 사용하였다.

지방산 조성 분석은 다음과 같다.추출된 조

류오일을 메탄올에 0.1M로 용해시킨 CH3ONa

을 이용하여 메틸에스터로 전환시킨 다음 이

를 n-헵탄으로 추출한다.실온에서 용매를 증

발시키고 난 후 얻어진 메틸에스터를 GC-MS

(PerkinElmerClarus500)를 이용하여 상세 조

성을 분석하였다.전체 메틸에스터 함량은 건

조 미세조류 질량 대비 질량비로 계산하였다.
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3.결과 및 토의

3.1지질 추출양에 대한 용매 극성의 영향

그림 3에서는 용매 극성에 따른 지질 추출

양의 변화를 나타내었다.지질 추출양 만을 보

면 극성 용매가 건조 조류 질량 대비 20-30%

의 오일을 추출하는 것으로 나타나 효율적임

을 알 수 있다.또한 극성용매의 경우 단 한번

의 추출만으로도 조류 오일의 상당부분을 추

출하는 것으로 나타났다.그러나 톨루엔이나

n-헥산과 같은 비극성 용매에 의한 추출에서

는 추출능이 낮은 것으로 나타났다.본 연구

에서 사용된 조류는 젖은 형태의 조류이므로

조류내의 물이 지질 주위로 용매층(solvent

shell)을 형성하게 된다.이들은 극성이 낮은

용매가 지질과 접촉하여 지질을 용해 및 추출

하는 과정을 어렵게 만든다.세포막과 관련된

극성 지질은 극성 용매에 의해 지질과 단백질

간의 수소결합 및 정전기적 인력을 줄여야만

추출이 쉽게 된다.따라서 상대적으로 극성이

낮은 용매들이 조류 내의 소수성 지질과는 친

화력이 높음에도 불구하고 젖은 형태의 조류

에서의 지질 추출능은 낮아질 수 밖에 없다.

표 1은 조류 오일 추출에 있어 불포화지방

산과 포화지방산의 비율을 보여주고 있다.불

포화 지방산은 용매의 극성이 감소할수록 추

출이 잘 되었다.특히 톨루엔과 n-헥산의 경

우에는 불포화 지방산만이 추출되었다.

그림 3.단일 용매의 극성에 따른 총 조류 오일의 추

출량의 변화

Solvent
Ratioofunsaturatedfattyacidsto

saturatedfattyacids

Methanol 3.88

Isopropanol 8.27

Toluene OnlyUFA

n-Hexane OnlyUFA

표 1.단일 용매추출로 얻어진 조류 오일 내 불포화

지방산과 포화지방산의 비율

3.2지질 함량에 대한 이성분 용매의 영향

일반적으로 극성 용매는 추출되는 지질의

범위를 증가시키지만 상대적으로 비극성 지

질과는 낮은 혼화도를 가진다.따라서 극성-

비극성으로 이어지는 용매 추출 단계가 중요

해진다.본 연구에서는 용매가 조류 세포로의

침투를 용이하게 하기 위해 젖은 형태의 조류

를 극성 용매로 우선 처리하게 된다.이때 극

성 지질이 추출이 되고 추출 후 남아 있는 잔

류 조류에 대해서는 비극성 용매를 반복적으

로 가하여 비극성 지질을 추출하게 된다.

표 2는 다양한 용매의 의해 추출된 조류 지

질에 있어 자유지방산,모노글리세라이드,디

글리세라이드,트리글리세라이드의 조성을 보

여주고 있다.조류 오일의 주된 성분은 트리

글리세라이드이다.트리글리세라이드 이외 성

분의 존재 유무는 조류의 배양 조건 뿐 아니

라 조류오일 추출에 사용되는 용매의 특성에

따라 달라지게 된다.전통적으로 사용되어온

클로로폼/메탄올 계의 경우 다른 용매계에

비해 추출능이 높음에도 불구하고 모노글리

세라이드의 추출이 상대적으로 높은 것으로

나타났다.1-부탄올/n-헥산계는 조류 지질 추

출에 있어 낮은 효율을 보였다.이는 1-부탄

올이 메탄올이나 에탄올에 비해 소수성이 강

하여 용매의 조류 세포내로의 침투가 어려워

지기 때문으로 설명할 수 있다.클로로폼/n-

헥산 시스템에서는 대부분의 모노글리세라이

드와 디글리세라이드가 에스테르화 및 전이

에스테르화 반응 중에 비극성 지방산메틸에

스터로 전환될 수 있지만 미반응 모노 및 디
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글리세라이드는 바이오디젤 생산성을 낮출

수 있다는 단점이 있다.

Methanol

/n-Hexane

Ethanol

/n-Hexane

1-Butanol

/n-Hexane

Chloroform

/Methanol

Composition

(mg/mL)

Freefatty

acids

12.00

(16.32%)

10.45

(16.64%)

6.90

(56.19%)

9.00

(10.59%)

Triglyceride
54.00
(73.42%)

46.50
(74.04%)

4.30
(35.02%)

39.50
(46.47%)

Diglyceride
6.00
(8.16%)

4.00
(6.37%)

0.64
(5.21%)

4.50
(5.29%)

Monoglyceride
1.55
(2.11%)

1.85
(2.95%)

0.44
(3.58%)

32.00
(37.65%)

Total
73.55
(100%)

62.80
(100%)

12.28
(100%)

85.00
(100%)

Totallipid

contents(%)
39.63% 41.20% 2.70% 64.37%

Totallipid

contentsby
HPLC(%)

15.64% 13.35% 2.59% 20.53%

Total

triglyceride
contents(%)

11.48% 9.96% 0.91% 9.46%

표 2.극성/비극성 추출용매에 의해 추출된 조류 오일

내의 글리세라이드 조성

메탄올/n-헥산의 경우 트리글리세라이드

의 추출능이 가장 높음에도 불구하고 메탄올

이 가지는 독성으로 인해 실제 조류 오일 추

출로의 응용은 어렵다.에탄올/n-헥산의 추

출 효율은 메탄올/n-헥산의 추출능과 거의

비슷할 뿐 아니라 에탄올이 메탄올에 비해 상

대적으로 독성이 낮다는 장점을 가지고 있다.

따라서 에탄올/n-헥산 이성분 용매는 기존의

클로로폼/메탄올 이성분 용매를 대체할 수

있는 유력한 용매 시스템이 될 수 있다.

3.3지방산 프로파일

표 3은 에탄올/n-헥산에 의한 조류 오일의

추출 과정에서의 지방산의 조성을 보여주고

있다.추출 대상이 되는 조류는 조류내 오일

함량을 높이기 위해 흰색 및 적색 LED광원

을 사용하였다.광원에 따른 지방산메틸에스

터의 조성에는 큰 차이가 없었다.

White-LED Red-LED

FAME(%) 0 69

C16:0 2.4 111

C16:1toC16:3 3.9 82

C18:1 4.0 125

C18:2 4.1 61

C18:3 5.1 65

Reactionconversion(%) 60.79 55.81

Totallipidcontents(%) 50.02 38.74

Biodieselcontents(%) 26.04 20.21

표 3.에탄올/n-헥산 용매에 의한 LED 광원으로 배

양된 미세조류 오일의 지방산 조성

일반적으로 팔미틱(C16:0),스테아릭(C18:0),

올레익(C18:1),리놀레익(C18:2)그리고 리놀

레닉(C18:3)산이 바이오디젤을 구성하는 지

방산이다.산화안정성과 저온필터 막힘점과

같은 바이오디젤의 연료로서의 특성은 이들

지방산 조성에 따라 결정된다.표 3에서 보듯

이 팔미틱 산과 올레익 산이 조류 오일에서의

주된 성분인 것으로 분석되었다.팔미틱산으

로부터 유래된 바이오디젤은 저온필터 막힘

점을 증가시키게 된다.반면 C18:1과 C18:3의

높은 함량은 산화 안정성을 강화시켜 바이오

디젤의 장기 보관을 가능하게 한다.이는 본

연구에서 사용된 Chlorellaminutissima로부

터 유래된 바이오디젤이 상용 내연기관에도

적합함을 보여준다.

5.결 론

미세조류 오일 추출을 위해 기존에 사용되

어왔던 클로로폼/메탄올 용매를 대체할 수

있 젖은 형태의 조류에 적합한 이성분 용매계

를 개발함에 있어 다음과 같은 결론을 얻을

수 있었다.
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(1)기존의 건조 미세조류와는 달리 젖은 형

태의 미세조류는 조류 세포내에 다량의

물이 함유되어 있으므로 조류 오일 추출

을 위해서는 용매의 극성이 높을수록 추

출능이 높았다.

(2)젖은 형태의 미세조류에 대한 오일 추출

효율을 높이기 위해서 극성용매 추출 후

비극성용매 추출로 이어지는 추출단계를

수립하였으며 기존 클로로폼/메탄올계와

비교했을 때 에탄올/n-헥산은 이와 유사

한 추출능을 보였다.

(3)에탄올/n-헥산은 바이오디젤 생산에 효과

적인 트리글리세라이드에 대한 선택도가

높았으며 클로로폼/메탄올에 비해 용매

독성이 현저하게 낮으므로 이를 대체할

수 있는 용매계가 될 수 있다.
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