
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


수산학석사 학위논문

자가영양과 혼합영양 배양에 따른

진안점조류 Monodussubterraneus와

Nannochloropsisoceanica의

성장 및 영양조성 비교

2013년 8월

부경대학교 산업대학원

수 산 양 식 학 과

조 민 진



수산학석사 학위논문

자가영양과 혼합영양 배양에 따른

진안점조류 Monodussubterraneus와

Nannochloropsisoceanica의

성장 및 영양조성 비교

지도교수 허 성 범

이 논물을 수산학석사 학위논문으로 제출함.

2013년 8월

부경대학교 산업대학원

수 산 양 식 학 과

조 민 진



조민진의수산학석사학위논문을인준함

2013년 8월

주 심 농학박사 김창훈

위 원 이학박사 강성민 (인)

위 원 이학박사 허성범



- i -

목   차

Abstract ···························· ⅲ

Ⅰ. 서 론···························· 1

Ⅱ. 재료 및 방법 ························ 2

 1. M. subterraneus의 최적배양 환경 요인············· 2

  1. 1. 배지, 온도 및 조도별 성장률 ···············2

  1. 2. 영양배양별 성장률과 건조중량···············4

  1. 3. 염분별 성장률 변화····················4

 2. 영양배양별 M. subterraneus와 N. oceanica의 성장과 영양비교···6

  2. 1. 성장률과 건조중량 ····················6

  2. 2. 영양분석  ························6

 3. Rotifer에 대한 M. subterraneus와 N. oceanica의 먹이효율 ·····7

 4. 통계처리···························8

Ⅲ. 결과·····························9

 1. M. subterraneus의 최적 배양환경 요인 ·············9

  1. 1. 배지, 온도 및 조도별 성장률 ···············9

  1. 2. 영양배양별 성장률과 건조중량 ··············14

  1. 3. 염분에 따른 성장률 ···················15

 2. 영양배양별 M. subterraneus와 N. oceanica의 성장과 영양 ····19

  2. 1. 세포 성장률, 크기 및 건조중량··············19

  2. 2. 영양분석 ························25



- ii -

 3. Rotifer에 대한 M. subterraneus와 N. oceanica의 먹이 효율 ····29

Ⅳ. 논의 ····························31

Ⅴ. 결론 ····························35

Ⅵ. 감사의 글··························37

Ⅶ. 참고 문헌··························38



- iii -

Growth and nutrient composition of Eustigmatophyceae Monodus subterraneus 

and Nannochloropsis oceanica in autotrophic and mixotrophic culture
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Abstract

 

  Eicosapentaenoic acid (EPA) is one of the most important n-3 highly 

unsaturated fatty acids (HUFA). EPA produced from marine organisms is 

widely used in nutraceuticals. Freshwater Eustigmatophyceae Monodus 

subterraneus is known to have high amount of EPA compared to marine 

Eustigmatophyceae Nannochloropsis oceanica.

  In this study, the optimum culture conditions such as media, temperature, 

light in autotrophic culture condition for M. subterraneus are investigated. 

The growth and composition of nutrient as amino acids and fatty acids of M. 

subterraneus were also examined and compared to those of N. oceanica. And 

the dietary value of these microalgal species for rotifer Brachionus plicatilis 

was tested. 

  The optimum media, temperature, and light intensity for M. subterraneus in 

autotrophic culture were JM media, 25℃, and 80 µmol photons m-2 s-1, 

respectively. The growth, cell size and weight, and biomass of M. 
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subterraneus cultured with glucose 2% in mixotrophic condition were higher 

than those in autotrophic condition. With regard to nutrient composition, M. 

subterraneus cultured in autotrophic condition showed higher contents of 

amino acids and fatty acids than N. oceanica in autotrophic condition did. 

And those of M. subterraneus cultured in mixotrophic condition were the 

lowest. The dietary value for B. plicatilis fed M. subterraneus cultured in 

autotrophic condition was better than that fed N. oceanica.   
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Ⅰ. 서     론

  다가불포화지방산 (PUFA, polyunsaturated fatty acid)는 심혈관, 암 및 염

증성 질환 등의 다양한 질병과 장애 치료에 유용하다(Simopoulos, 1989). 

이 중 EPA (20:5n3, eicosapentaenoic acid)와 DHA (22:6n3, docosahexanoic 

acid)와 같은 n-3 고도불포화지방산 (HUFA, highly unsaturated fatty acid)은 

어류에서 주로 생산되며, 어획해역과 어류의 먹이 유형에 따라 영향을 받

는다(Yamada et al., 1987). PUFA의 수요가 많아질수록 어류이외에 미세조

류와 같은 다른 생물로부터의 생산이 요구되고 있다(Cohen and Cohen, 

1991).

  미세조류는 성장하는 동안 PUFA를 형성하지만, 담수 미세조류는 해양

미세조류에 비해 EPA와 DHA를 많이 생산하지 않는다(Bajpai and Bajpai, 

1993). Monodus subterraneus 는 담수산 Eustigmatophyceae (진안점조류)로  

다불포화지방산 EPA 함량이 가장 높은 조류 중 하나로(Iwamoto and Sato, 

1986) Isochrysis sp. 보다 EPA 함량이 높다(Liu and Lin, 2001).  또 해수산 

Eustigmatophyceae의 대표적인 종인 Nannochloropsis oceanica는 아미노산과 

지방산 함량이 높고 비타민 B, C, D 및 K 가 풍부하며, 세포의 크기가 작

고 세포벽이 없어서 rotifer나 유생사육에 먹이생물로는 물론 바이오디젤

(Kilian et al., 2011) 및 EPA(Fang et al., 2004) 추출 등의 소재로 널리 이

용되고 있다. 또 M. subterraneus는 자가영양 뿐만 아니라 혼합영양으로도 

성장이 가능하다(Lam, 2000).

  본 실험에서는 M. subterraneus의 대량생산을 위한 배지, 온도, 조도, 염

분 등의 최적배양환경과 자가영양 및 혼합영양 배양에 따른 성장과 

biomass를 조사하고, 또 해수산 진안점조류의 대표종인 N. oceanica 와 비

교하였다. 또 먹이생물로 널리 이용되는 rotifer를 대상으로 이들 두 진안

점조류의 먹이효율을 비교하여 먹이생물로서의 M. subterraneus의 활용가

능성을 파악하고자 하였다. 



- 2 -

Ⅱ. 재료 및 방법

1. M. subterraneus의 최적배양 환경요인

 1. 1. 배지, 온도 및 조도별 성장률

  실험에 사용한 M. subterraneus는 UTEX 151 (The Culture Collection of 

Algae at the University of Texas at Austin) 담수 종으로, 부경대학교 해양

바이오신소재학과 한국미세조류은행 (KMMCC, Korea marine microalgae 

culture center)에서 분양받아 이용하였다. 배지는 M. subterraneus의 배양에 

널리 이용되는 BG-11배지(Allen and Stanire, 1968; Table 1)와 본 실험에서 

선택한 JM 배지(Thompson et al., 1988; Table 2)를 대상으로 성장률을 비

교 하였다. 

  배양 온도는 25℃와 28℃, 조도는 연속조명으로 60, 80, 100 µmol 

photons m-2 s-1로 구분하여 성장률을 조사하였다(Liu and Lin, 2001). 250 

mL 플라스크에 100 mL 배지를 분주하고 대수기 성장상태의 세포를 10 

% 되게 접종하였으며, 14일간 3반복으로 정치배양 하였다. 세포밀도는 매

일 동일한 시간에 혈구계산판 (haemacytomater)으로 3반복 계수하였다. 성

장률은 배양 기간 동안 최대 세포 밀도 일을 기준으로 일간성장률 

(specific growth rate, SGR)을 계산하였다(Guillard, 1973; SGR/day = 3.322 

× log (N2/N1)/(t2-t1), N2: t2시의 세포 수, N1: t1시의 세포 수).
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Compound Concentration(g/L)
NaNo3 1.5

K2HPO4 0.04

MgSO4·7H2O 0.075

CaCl2·2H2o 0.036

Citric acid 0.006

Ferric ammonium citrate 0.006

Na2-EDTA 0.001

Na2CO3 0.02

Trace-element solution 1.0mL

  H3BO3 2.86

       MnCl2·4H2O 1.81

       ZnSO4·7H2O 0.222

         Na2MoO4·2H2O 0.39

       CuSO4·5H2O 0.079

         Co(NO3)2·6H2O 0.00494

Table 1. Chemical composition of BG-11 medium (Allen et al., 1968) 

Table 2. Chemical composition of JM medium (Thompson et al., 1988)

Stocks per 200 mL
(1) Ca(NO3)2·4H2O 4.0 g

(2) KH2PO4 2.48 g

(3) MgSO4·7H2O 10.0 g

(4) NaHCO3 3.18 g

(5) EDTAFeNa 0.45 g

EDTANa2 0.45 g

(6) H3BO3 0.496 g

MnCl2·4H2O 0.278 g

(NH4)6Mo7O24·4H2O 0.20 g

(7) Cyanocobalamin 0.008 g

Thiamine HCl 0.008 g

Biotin 0.008 g

(8) NaNO3 16.0 g

(9) Na2HPO4·12H2O 7.2 g

Medium per litre
Stock solutions 1 - 9 1 mL each
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 1. 2. 영양배양별 성장률과 건조중량

  배지, 온도, 조도의 실험 결과 나타난 최적배양환경요인을 바탕으로 M. 

subterraneus의 영양배양별 성장을 조사하였다. 자가영양 배양은 80 µmol 

photons m-2 s-1 의 연속조명과 L:D cycle 12:12 두실험구로 구분하였다.  

혼합영양 배양은 자가영양에서와 같이 80 µmol photons m-2 s-1 의 연속조

명과 L:D cycle 12:12로 구분하고 2% glucose를 탄소원으로 넣고 배양하였

다. 타가영양 배양은 탄소원으로 2%의 glucose를 넣고 L:D cycle 0:24의 

상태로 암배양하였다. 따라서 모두 5개 실험구로 구분하였다. 

  Glucose는 증류수에 녹여 50% 용액으로 만들어 고압증기멸균 후 클린

벤치 상에서 멸균한 JM배지에 첨가하였다. 250 mL 플라스크에 100 mL 

JM배지를 분주하고 각 배지 당 4 mL의 glucose를 첨가하여 농도가 2%가 

되게 하였다. 모든 실험구는 대수기 성장상태의 원종을 배지의 10% 되게 

접종하여 9일간 배양하였다. 세포밀도는 혈구계산판을 이용하여 앞에서와 

동일한 방법으로 매일 세포수를 3반복으로 측정하여 SGR을 계산하였다. 

  세포 크기는 접종일과 실험 9일째 각각 무작위로 30개체의 장축과 단축

을 측정(Moticam pro 205A, Motic)하여 평균 세포의 크기를 구하였다. 세

포의 건중량은 실험 종료시 1.2 ㎛ glass microfiber filter (GF/C, Whatman)

를 60℃에서 2시간동안 건조하여 중량을 측정한 후 시료당 배양액 30 mL

를 여과하여 다시 2시간 건조 한 후 세포의 건중량을 2반복 측정하였다.
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 1. 3. 염분별 성장률 변화

 M. subterraneus의 염분내성을 알아보기 위해 온도는 25℃, 조도는 80 

µmol photons m-2 s-1 연속조명, JM media에서 배양 중이던 M. subterraneus

를 원심분리 하여 배양수를 제거한 후 다시 0 psu, 15 psu, 33 psu의 JM배

지와 의 15 psu, 33 psu의 f/2배지(Guillard and Ryther, 1962; Table 3)에 

100×104 cells/mL이 되도록 재접종 하였다. 염분이 다른 JM과 f/2배지는 증

류수와 해수를 이용하여 조절하였다. 배지와 염분이 다른 5종류의 배지를 

250 mL 플라스크에 100 mL 분주한 후 동일한 온도와 빛 조건에서 7일간 

배양 후 세포수와 성장률을 측정하여 염분별 성장률 변화를 조사하였다. 

실험은 3반복으로 실시하였다.

Table 3. Chemical composition of f/2 medium (Guillard and Ryther, 1962)

Component Concentration
NaNO3 150.0 mg

NaH2PO4·9H2O 8.69 mg

Ferric EDTA 10.0 mg

MnCl2 0.22 mg

CoCl2 0.11 mg

CuSO4·7H2O 0.0196 mg

ZnSO4·7H2O 0.044 mg

Na2SiO3·9H2O 50.0 mg

Na2MoO4·2H2O 0.012 mg

Vitamine B12 1.0 μg

Biotin 1.0 μg

Thiamine HCl 0.2 μg

Filtered seawater 1 L
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2. 영양배양별 M. subterraneus와 N. oceanica의 성장과 영양 비교

 2. 1. 성장률과 건조중량

  자가영양과 혼합영양 배양방법으로 담수산 진안점조류 M. subterraneus

와 해수산 진안점조류 N. oceanica를 배양하여 성장을 비교하였다. N. 

oceanica (KMMCC-359)는 한국해양미세조류은행에서 분리 배양된 종으로 

EPA함량이 높아(Fang et al., 2004, Bae and Hur, 2011a) rotifer의 먹이생물

로 널리 활용되는 종이다. N. oceanica의 배양은 f/2배지, 25℃, 100 µmol 

photons m-2 s-1의 조건으로 하였다(Bae and Hur, 2011b).

  앞에서와 같이 자가영양 2실험구, 혼합영양 2실험구로 구분하여 3반복

으로 실험하였다. 실험조건은 실험1의 방법과 동일하였고 세포수는 3일 

간격으로 접종 후 9일째까지 3회에 걸쳐 측정하였다. 앞에서와 동일한 방

법으로 세포 개체수를 측정하여 SGR을 계산하였다. 세포 크기도 접종일

과 9일째에 측정하여 비교하였다. 건조중량은 배양액의 50 mL를 여과하

여 앞에서와 동일한 방법으로 측정하였다.

 2. 2. 영양분석 

  M. subterraneus와 N. oceanica는 각각 JM과 f/2배지를 이용하여 25℃에

서 3 L 규모로 정치배양 하였다. 자가영양은 80 µmol photons m-2 s-1 연속

조명 하에서 L:D cycle 24:0과 12:12, 혼합영양은 glucose 2%, 80 µmol 

photons m-2 s-1 연속조명 하에서 L:D cycle 24:0과 12:12로 배양하였다. 대

수기 성장상태의 세포를 원심분리기로 수확한 후 분석 시까지 -80℃에 보

관하였다. 

  아미노산은 시료 50 mg을 시험관에 넣고 6 N HCL을 가하여 밀봉한 후 

110℃로 24시간 동안 가수분해 하였다. 건조 후 0.02 N HCl 5 mL를 넣고 
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혼합한 뒤 0.45 ㎛ syringe filter로 여과하였다. 여과 후 용액을 20 µL 취

하여 amino acid analyzer (HSAAA, Hitachi L-8800, Japan)를 이용하여 

ninhydrin방법으로 분석하였다.  지방산 분석은 lipid class에서 추출된 지질

을 Metcalfe et al.(1996)의 방법에 따라 BF3-methanol로 methylation 시킨 후 

auto sampler가 장착된 gas chromatograph (6890 plus, Agilent, U.S.A)로 분

석하였다. GC의 분석조건으로 column은 ω-wax column (30 m×0.1 mm I.D 

length, 0.1 μm thickness, Supleco, U.S.A)을 사용하였고, 표준 지방산은 37 

component FAME mix. (Supleco, U.S.A)를 사용하였다. Carrier gas 는 N2 

(30 mL/min)를 사용하였고, oven 온도는 200℃에서 230℃까지 1℃/min 증

가시켰고, injector와 온도는 모두 250℃로 설정하였다.

3. Rotifer에 대한 M. Subterraneus와 N. oceanica의 먹이 효율 

  먹이효율실험은 부경대학교 해양바이오신소재학과 유용플랑크톤은행

(CCUMP, Culture collection of useful marine plankton)에서 받은 Brachionus 

plicatilis (Large type, L: 243.4±23.3 ㎛, W: 154.6±13.1 ㎛)를 대상으로 조사

하였다. 1.2 ㎛ glass microfiber filter (GF/C, Whatman)로 여과한 여과해수

와 증류수를 섞어 염분을 15 psu로 만든 후 1 L 비이커에 배양액 500 mL

를 넣고 로티퍼를 20 개체/mL로 접종하였다.  

 먹이로 공급한 두 미세조류 종은 세포의 크기 차이를 고려하여 M.  

subterraneus는 5 × 104 cells/mL∕rotifer/day, N. oceanica는 10 × 104 cells/mL

∕rotifer/day로 실험기간 중 먹이가 항상 충분히 남아있을 정도로 공급하였

다. Rotifer 배양 온도는 25℃, 조도는 20 µmol photons m-2 s-1 연속조명하

에서 통기배양하며 매일 동일한 시간에 mL당 개체수를 sedwick rafter 
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chamber를 이용하여 측정하고 SGR을 측정하였다. 측정 시 3% 중성 포르

말린을 이용하여 고정시켜 측정하였다.

4. 통계처리

  모든 결과의 통계 처리는 SPSS Statistics program (version 17.0, SPSS 

Inc.: Chicago, U.S.A)을 사용하여 One-way ANOVA-test를 실시한 후, 

Duncan's multiple range test (Duncan, 1955)로 최소 유의차 검정 (P<0.05)을 

실시하였다.
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Ⅲ. 결   과

1. M. subterraneus의 최적 배양환경 요인

 1. 1. 배지, 온도 및 조도별 성장률 

  배지별 실험에서 JM배지는 25℃, 80 µmol photons m-2 s-1에서 14일일 

때 최고 2,967 cells/mL의 밀도로 급속히 증가하였다. JM배지의 실험구 중 

25℃, 100 µmol photons m-2 s-1 를 제외한 나머지 3 실험구 모두 최고밀도 

2,000 cells/mL 이상 성장하였다. 그에 반해 BG-11 배지 실험구 에서는  

25℃, 80 μmol photons m-2 s-1 를 제외한 나머지 실험구에서는 최고밀도

가 1,000  cells/mL 이하였다. (Fig. 1)

  온도별 실험에서 25℃에서는 JM배지, 80 µmol photons m-2 s-1에서 2,967 

cells/mL의 최고밀도를 보인 반면 28℃에서는 2,075 cells/mL의 밀도를 보

였다. 각 실험구의 최고밀도를 비교해보면 JM배지, 100 µmol photons m-2 

s-1 실험구와 BG-11배지, 60 µmol photons m-2 s-1 를 제외한 나머지 실험구

에서 25℃ 조건에서 배양 시 더 높았다.(Fig. 2) 

  조도별 실험에서는 60 µmol photons m-2 s-1에서는 최고 2,120 cells/mL 

(25℃, JM배지), 80 µmol photons m-2 s-1에서는 최고 2,967 cells/mL (25℃, 

JM배지), 100 µmol photons m-2 s-1에서는 최고 1,907 cells/mL (28℃, JM배

지)를 보여 80 µmol photons m-2 s-1에서 가장 높은 성장을 보였다.  60 

µmol photons m-2 s-1 실험구에서도 JM배지에서 배양 시에도 최고밀도 

2,120 cells/mL를 보였지만, 80 µmol photons m-2 s-1 조건의 실험구보다는 

BG-11 배지에서 배양 시 낮은 성장률을 보여 덜 효율적이었다.(Fig. 3)

 M. subterraneus의 최적 배양환경 요인 실험에서 최고 밀도시점을 기준으

로 SGR값의 결과는 Fig. 4.와 같다. 성장률은 25℃, 28℃ 실험구 모두 JM
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배지가 기존에 알려진 BG-11 배지보다 높은 값을 보였다. 25℃에서는 JM

배지, 80 µmol photons m-2 s-1에서 0.536으로 가장 높았으며, 같은 조건 60 

µmol photons m-2 s-1에서 0.502로 그 다음으로 높았다. 다른 조도에서는 

SGR값이 높은 것에 비해 25℃, 100 µmol photons m-2 s-1에서는 JM배지, 

BG-11배지 모두 0.383, 0.398로 가장 낮았다. 이 결과 M. Subterraneus의 

최적배양환경은 25℃, JM배지, 80 µmol photons m-2 s-1 로 파악되었다. 
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Fig. 1.  Cell density of Monodus subterraneus cultured in JM media and 

BG-11 media with different temperatures and light intensities.
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Fig. 2.  Cell density of Monodus subterraneus cultured at 25℃ and 28℃

with different media (JM and BG-11) and light intensities.
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Fig. 3.  Cell density of Monodus subterraneus cultured under 60, 80 and 100 

μmol photons m-2 s-1 with different temperatures and media (JM and BG-11).
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Fig. 4. Specific growth rate of Monodus subterraneus cultured with different 

culture conditions. Different letters on the bar mean significantly difference 

(P<0.05).

 1. 2. 영양배양별 성장률과 건조중량 

  M. subterraneus를 자가영양, 혼합영양 및 타가영양으로 배양한 결과, 세

포밀도의 변화는 Fig. 5.와 같다. 실험 7일째 까지는 자가영양으로 24시간 

연속조명한 실험구의 세포밀도가 833 cells/mL로 혼합영양으로 24시간 연

속조명한 실험구의 598 cells/mL보다 높았으나, 8일째부터 혼합영양으로 

24시간 연속조명한 실험구의 세포밀도가 급격하게 증가하며, 9일째의 

1,894 cells/mL에 달해 자가영양으로 24시간 연속조명한 실험구의 세포밀

도 1,048 cells/mL 보다 월등히 높은 밀도를 보였다. 그러나 타가영양으로 

배양한 경우는 성장이 일어나지 않았다. 
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  배양 9일을 기준으로 한 세포의 성장률은 혼합영양 24시간 연속조명에

서 0.718로 다른 실험구에 비해서 유의하게 월등히 높았다. 또 타가영양에

서는 –0.078의 성장률을 보여 M. subterraneus는 타가영양이 불가능한 것

으로 나타났다. 24시간 연속조명한 것은 12시간 조명한 실험구에 비하여 

자가영양과 혼합영양 배양 모두에서 유의하게 높은 성장률을 보였다 

(P<0.05)(Fig. 6).

  배양액 300 mL의 세포를 수확하여 건조중량을 측정한 결과, 혼합영양 

실험구가 자가영양 실험구에 비해서 약 10배 이상 높았고, 24시간 연속조

명한 실험구가 12시간 조명한 실험구보다 더 높은 건조중량을 보였다(Fig. 

7). 세포 크기에서도 혼합영양으로 배양한 세포는 자가영양으로 배양한 

세포에 비하여 더 큰 경향을 보였다(Table. 4). 세포 당 건중량은 혼합영양

실험구가 자가영양 실험구에 비해 유의하게 높았다. 혼합영양으로 24시간 

조명한 실험구가 0.0353 ng으로 가장 높았고 12시간 조명한 0.0289 ng에 

비하여 유의하게 높은 건중량을 보였다. 자가영양으로 배양한 것은 

0.0021~0.0027 ng으로 L:D cycle에 따른 유의한 차이가 없었다(Fig. 8).

 1. 3. 염분에 따른 성장률 

  M. subterraneus의 염분변화에 따른 성장률은 Fig. 9.에 나타내었다. 접종

일로부터 7일 후 측정한 결과, 기존에 배양 중이던 대조구 JM 0 psu 배지

에서 SGR은 0.326 (최고밀도 518×104 cells/mL)로 가장 높았다. 그 다음으

로 f/2 15 psu 배지에서 SGR은 0.229 (최고밀도 369×104 cells/mL)로 높았

다. 33 psu에서 보다는 15 psu에서 JM배지에서보다 f/2배지에서의 성장률

이 더 높은 경향을 보였다.
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Fig. 5. Cell density of Monodus subterraneus cultured with different trophic 

culture conditions (A: autotrophic, M: mixotrophic, H: heterotrophic, 24:0 and 

12:12 = L:D cycle, G: glucose 2%).

Fig. 6. Specific growth rate of Monodus subterraneus cultured with different 

trophic conditions(A: autotrophic, M: mixotrophic, H: heterotrophic, 24:0 and 

12:12 = L:D cycle). Different letter on the bar mean significantly difference 

(P<0.05).
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Fig. 7. Biomass in dry weight from 300mL of Monodus subterraneus 

cultured with different trophic conditions (A: autotrophic, M: mixotrophic, 

24:0 and 12:12 = L:D cycle). Different letter on the bar mean significantly 

difference (P<0.05).

Fig. 8. Cell weight of Monodus subterraneus cultured with different trophic 

conditions (A: autotrophic, M: mixotrophic, 24:0 and 12:12 = L:D cycle). 

Different letter on the bar mean significantly difference (P<0.05).
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Culture Length (㎛) Width (㎛) Weight/cell (ng)

A(24:0) 6.45±0.99b 3.66±0.50b 0.0027±0.00028c

A(12:12) 5.98±0.77c 3.31±0.33c 0.0022±0.00035c

M(24:0) 7.52±0.91a 3.65±0.81b 0.0353±0.00163a

M(12:12) 7.80±0.83a 4.99±0.74a 0.0289±0.00177b

Table. 4. Cell size and dried cell weight of Monodus subterraneus cultured 

with different trophic conditions (A: autotrophic, M: mixotrophic, 24:0 and 

12:12 = L:D cycle)

Different letters in the same column mean significantly difference (P<0.05).

 

Fig. 9. Specific growth rate of Monodus subterraneus cultured with different 

salinities media. Different letters on the bar mean significantly difference 

(P<0.05).
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2. 영양배양별 M. subterraneus와 N. oceanica의 성장과 영양

 2. 1. 세포 성장률, 크기 및 건조중량

  M. subterraneus와 N. oceanica를 자가영양과 혼합영양으로 배양한 결과 

세포밀도의 변화는 Fig. 10.과 같다. M. subterraneus의 경우, 24시간 연속

조명은 12시간 조명보다 자가영양과 혼합영양 모두 더 높은 성장률을 보

였다. 24시간 연속조명하에 2% glucose를 첨가하여 배양한 실험구에서는 

세포밀도 1,564 cells/mL에 달해 다른 실험구에 비해서 월등히 높았다. 또

한 혼합영양으로 배양한 실험구가 자가영양 실험구에 비해서 광주기에 상

관없이 성장률이 더 높았다. 그에 반해 N. oceanica는 24시간 연속조명하

에 배양한 자가영양 실험구에서 세포밀도가 2,227 cells/mL, 12시간조명에 

배양한 자가영양 실험구가 3,311 cells/mL로 혼합영양으로 배양한 실험구

에 비해 세포밀도가 더 높았다. M. subterraneus와는 반대로 12시간조명하

에 배양한 실험구가 24시간 연속조명 실험구보다 세포밀도가 1.5배가량 

높았다. 배양 9일을 기준으로 한 SGR은 M. subterraneus의 경우, 24시간 

연속조명하에 2% glucose를 첨가한 실험구가 0.441로 가장 높았으며, N. 

oceanica의 경우에는 12시간조명 조건하에 탄소원을 첨가하지 않은 실험

구가 0.561로 가장 높았다. (Fig. 11)

  배양액 500 mL당 세포를 수확하여 건조중량을 측정한 결과, N. 

oceanica는 자가영양과 혼합영양배양의 건조중량은 24시간 연속조명이나 

12시간조명 실험구 모두 0.107~0.129 g으로 차이가 없었다. 그러나 M. 

subterraneus는 혼합영양의 경우 24시간 연속조명과 12시간 조명 실험구에

서 각각 0.449 g, 0.232 g으로 자가영양 실험구의 0.045 g, 0.029 g에 비해 

건조중량이 약 10 배 높게 측정되었으며, 24시간 조명실험구는 12시간 실

험구에 비하여 건중량이 더 높은 경향을 보였다(Fig. 12). 
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  세포당 건중량을 측정한 결과, N. oceanica는 자가영양과 혼합영양배양

의 세포당 건조중량은 24시간 연속조명이나 12시간조명 실험구 모두 

0.0036~0.0050 ng으로 차이가 없었다. 그에 반해 M. subterraneus는 혼합영

양의 경우 24시간 연속조명과 12시간 조명 실험구에서 각각 0.0237 ng, 

0.0293 ng으로 자가영양 실험구의 0.0118 ng, 0.0134 ng에 비해 건조중량

이 약 2 배 높게 측정되었으며, 24시간 조명실험구는 12시간 실험구에 비

하여 세포당 건중량 또한 더 높은 경향을 보였다(Fig. 13). 

  또한 세포크기에서도 자가영양 실험구 (3.33~3.68 ㎛)와 혼합영양 실험

구 (3.69~4.59 ㎛)의 크기가 거의 유사한 N. oceanica와는 달리 M. 

subterraneus는 12시간 조명하의 자가영양 실험구 (6.24~6.78 ㎛)와 혼합영

양 실험구 (6.85~7.25 ㎛)의 세포크기는 장축의 크기변화가 뚜렷했다(Fig. 

14).
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Fig. 10. Cell density of Nannochloropsis oceanica and Monodus subterraneus 

cultured with different trophic culture conditions (No: N. oceanica, Ms: M. 

subterraneus, A: autotrophic, M: mixotrophic, 24:0 and 12:12 = L:D cycle).

.

Fig. 11. Specific growth rate of Monodus subterraneus and Nannochloropsis 

oceanica cultured with different trophic conditions (A: autotrophic, M: 

mixotrophic, 24:0 and 12:12 = L:D cycle). Different letters on the bar mean 

significantly difference (P<0.05).
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Fig. 12. Biomass in dry weight from 500mL of Nannochloropsis oceanica 

and Monodus subterraneus cultured with different trophic conditions (A: 

autotrophic, M: mixotrophic, 24:0 and 12:12 = L:D cycle). Different letters 

on the bar mean significantly difference (P<0.05).
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Fig. 13. Cell dry weight of Nannochloropsis oceanica and Monodus 

subterraneus cultured with different trophic conditions (A: autotrophic, M: 

mixotrophic, 24:0 and 12:12 = L:D cycle). Different letters on the bar mean 

significantly difference (P<0.05).
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Fig. 14. Cell size of Nannochloropsis oceanica and Monodus subterraneus  

cultured with different trophic conditions (A: autotrophic, M: mixotrophic, 

24:0 and 12:12 = L:D cycle). Different letters on the bar mean significantly 

difference (P<0.05).
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 2. 2. 영양분석

  M. subterraneus와 N. oceanica의 배양방법에 따른 아미노산 조성과 단백

질 함량은 Table 5에 나타내었다. M. subterraneus의 경우 전체 아미노산 

조성 중 glutamic acid가 4.5~10 µg/mg로 가장 높았다. Cysteine은 0.4~0.6 

µg/mg로 가장 낮았다. 단백질 함량 함량은 24시간 연속조명에서 자가영양

으로 배양한 M. subterraneus가 36%로 가장 높았으며, 12시간 조명하에서 

자가영양으로 배양한 경우는 9%로 가장 낮았다. 필수 아미노산 함량 또

한  24시간 연속조명에서 자가영양으로 배양한 것은 12%로 가장 높았으

며, 12시간 조명하에서 자가영양으로 배양한 M. subterraneus가 3%로 가장 

낮았다. 24시간 연속조명의 경우는 자가영양이 혼합영양보다 유의하며 높

았고 12시간 조명 실험구에서는 혼합영양이 자가영양보다 높은 단백질 비

율을 보였다. 

  N. oceanica의 경우 전체 아미노산 조성 중 glutamic acid가 5.8~12.3 

µg/mg로 가장 높았다. Cysteine은 0.3~0.8 µg/mg로 가장 낮았다. 단백질 함

량 함량은 12시간 조명하에서 혼합영양으로 배양한 N. oceanica가 24%로 

가장 높았으며, 24시간 연속조명에서 자가영양으로 배양한 경우는 20%로 

가장 낮았다. 필수아미노산 함량 또한  12시간 조명하에서 혼합영양으로 

배양한 N. oceanica가 7.7%로 가장 높았으며, 24시간 연속조명에서 자가영

양으로 배양한 경우는 6%로 가장 낮았다. 조명조건에 관계없이 필수아미

노산과 단백질 함량 모두 혼합영양이 자가영양보다 유의하게 높았다.

  M. subterraneus와 N. oceanica의 배양방법에 따른 지방산 조성은 Table 

6과 같다.  M. subterraneus의 경우 전체 지방산 조성 중 EPA가 24시간 연

속조명과 12시간 조명에서 혼합영양방법으로 배양한  M. subterraneus를 

제외한 나머지 6실험구에서 건조중량당 14~24 µg/mg으로 가장 높았으며, 

그다음으로는 palmatic acid (C16:0)이 14~20 µg/mg으로 유사하게 높았다. 
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EPA 함량은 24시간 연속조명에서 자가영양으로 배양한 M. subterraneus에

서 24 µg/mg으로 가장 높았다. 24시간 연속조명과 L:D cycle 12:12하에서 

혼합영양으로 배양한  M. subterraneus에서는 palmatic acid (C16:0) 함량이 

12~13 µg/mg으로 가장 높았으며, 그에 반해 EPA함량은 5~6 µg/mg으로 낮

게 나타났다. DHA함량은 24시간 연속조명하에서 자가영양으로 배양한 N. 

oceanica에서만 2.8 µg/mg으로 나타났다. 

  총 지질 함량은 24시간 연속조명하에서 자가배양으로 배양한  M. 

subterraneus에서 345 µg/mg으로 가장 높았으며, L:D cycle 12:12 하에서 

자가배양으로 배양한  M. subterraneus는 325 µg/mg 으로 그다음으로 높았

다. 

  포화지방산 (saturated fatty acids) 함량은 L:D cycle 24:0 하에서 자가배

양으로 배양한  M. subterraneus에서 52.14 µg/mg으로 유의하게 높았고 

(P<0.05),  L:D cycle 12:12 하에서 자가배양으로 배양한  M. subterraneus

에서 51.37 µg/mg으로 그다음으로 높았으며, 24시간 연속조명 하에서 혼

합영양으로 배양한 M. subterraneus에서 가장 낮았다 (P<0.05). 단일불포화

지방산 (monosaturated fatty acids) 함량은 24시간 연속조명하에서 자가배양

으로 배양한  M. subterraneus에서 31.46 μg/mg으로 가장 높았고, L:D 

cycle 12:12 하에서 자가배양으로 배양한  M. subterraneus에서 30.81 

µg/mg으로 그다음으로 높았으며 24시간 연속조명하에서 자가영양으로 배

양한 N. oceanica에서 가장 낮았다. PUFA 함량 또한 24시간 연속조명하에

서 자가배양으로 배양한  M. subterraneus에서 242.18 µg/mg으로 가장 높

았으며,  L:D cycle 12:12 하에서 혼합영양으로 배양한 N. oceanica에서 가

장 낮게 나타났다 (P<0.05). 
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Table. 5. Amino acids contents (μg/mg in dry matter) of Monodus 

subterraneus and Nannochloropsis oceanica cultured with different culture 

conditions under 80 μmol photons m-2 s-1 at 25℃

Amino

Acid

(μg/mg)

Monodus  subterraneus Nannochloropsis  oceanica

Autotrophic Mixotrophic Autotrophic Mixotrophic

12:12 24:00 12:12 24:00 12:12 24:00 12:12 24:00

Threonine 3.2±1.7bcd 4.3±0.6ab 2.6±0.3cd 2.7±0.4bcd 4.1±1.2abc 2.3±0.7d 5.3±0.6a 2.3±0.8d

Valine 2.7±1.4bc 3.8±0.5ab 2.7±0.3bc 2.5±0.4bc 3.5±1.1abc 2.1±0.6c 4.8±0.7a 2.1±0.8c

Methionine 0.6±0.4bc 0.4±0.0cd 1.2±0.1a 0.9±0.3ab 0.4±0.2cd 0.2±0.1d 1.1±0.2a 0.2±0.1d

Isolencine 2.0±1.1bc 2.9±0.4ab 1.8±0.2c 1.7±0.3c 2.4±0.7abc 1.4±0.4c 3.3±0.5a 1.4±0.5c

Leucine 5.1±2.7bc 6.9±1.1ab 3.7±0.4c 3.4±0.4c 6.4±1.9ab 3.5±1.0c 8.7±1.0a 3.6±1.3c

Phenylala

-nine
3.1±1.6bc 3.9±0.6ab 2.0±0.2c 1.9±0.2c 3.5±1.1ab 1.9±0.5c 4.6±0.6a 2.0±0.7c

Lysine 4.0±2.1bcd 5.4±0.8ab 2.2±0.2d 2.3±0.2cd 4.2±1.2bc 2.9±0.8cd 6.5±0.8a 2.9±1.1cd

Aspartic

acid 
5.9±3.0ab 5.1±3.7b 4.5±0.4b 4.6±0.5b 6.9±2.1ab 3.8±1.1b 9.0±1.1a 3.9±1.4b

serine 3.1±1.6bc 4.1±0.6ab 2.0±0.2c 2.3±0.3c 3.8±1.1ab 2.1±0.6c 4.9±0.6a 2.2±0.8c

Glutamic

-acid 
7.8±4.0bc 10.1±1.5ab 4.5±0.5c 4.5±0.3c 10.3±3.0ab 5.9±1.7c 12.3±1.4a 5.8±2.1c

Glycine 3.4±1.7ab 4.4±0.7ab 2.3±0.2b 2.2±0.2b 4.3±1.3ab 2.3±0.7b 5.6±0.7a 2.4±0.9b

Alanine 4.6±2.4bc 5.9±0.9abc 5.0±0.5bc 4.4±0.7bc 6.2±1.8ab 3.4±1.0c 8.4±1.0a 3.5±1.3c

Cysteine 0.5±0.3bc 0.6±0.1b 0.1±0.0bc 0.4±0.1bc 0.5±0.2bc 0.3±0.1c 0.8±0.1a 0.3±0.1c

Tyrosine 1.8±1.0bc 2.2±0.2ab 1.2±0.2bc 1.1±0.5bc 2.2±0.9ab 1.1±0.4bc 2.9±0.4a 1.1±0.6c

HN3 1.2±0.5ab 1.5±0.3ab 1.5±0.2ab 1.6±0.4a 1.3±0.3ab 1.1±0.1ab 1.6±0.2a 1.0±0.2b

Histidine 1.3±0.6bc 1.7±0.3ab 0.9±0.1c 0.9±0.1c 1.6±0.4ab 0.9±0.2c 1.9±0.2a 0.9±0.2c

Arginine 4.1±2.2ab 5.7±0.8a 3.3±0.3b 3.0±0.6b 4.8±1.4ab 2.7±0.8b 6.2±0.8a 2.7±1.0b

Proline 3.2±1.8b 4.1±0.8b 2.6±0.4b 2.0±0.5b 7.9±2.4a 4.1±1.4b 9.4±1.3a 4.2±1.8b

Protein(%) 9.0±6.2d 36.0±8.2a 16.9±1.1bc 13.0±3.1cd 22.2±0.8b 20.0±1.0bc 24.4±1.8b 20.5±1.6b

EAA(%) 2.9±2.0d 12.1±2.2a 5.6±0.4bc 4.3±1.0cd 6.8±0.3b 6.0±0.3bc 7.7±0.6b 6.3±0.45bc

 12:12 and 24:0 = L:D cycle.

 Different letters in the same row mean significantly difference(P<0.05).
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Table. 6. Fatty acid contents (μg/mg in dry matter) of Monodus subterraneus 

and Nannochloropsis oceanica cultured with different culture conditions under 

80 μmol photons m-2 s-1 at 25℃

Fatty  
acid　

(μg/mg)

Monodus  subterraneus Nannochloropsis  oceanica

Autotrophic Mixotrophic Autotrophic Mixotrophic

12:12 24:00 12:12 24:00 12:12 24:00 12:12 24:00

C10:0 6.3±2.5a 6.3±3.9a 6.3±1.6a 6.0±2.8a 3.6±0.6a 2.6±2.3a 2.5±0.4a 4.5±1.8a

C11:0 2.9±1.1a 2.9±1.7a 1.9±1.8ab - 1.6±0.3ab 1.8±0.2ab 0.8±0.7b 2.0±0.8ab

C12:0 4.6±1.7a - 2.1±3.7ab - 1.7±1.5ab 1.1±1.8b 1.4±1.2ab 1.8±1.7ab

C13:0 2.8±0.8a 2.6±1.4ab 1.2±1.1bc 0.4±0.8c 1.6±0.2abc 1.5±0.2abc 1.0±0.1c 1.7±0.6abc

C14:0 5.4±1.7a 4.9±2.4a 4.5±1.1a 1.1±1.8b 3.6±0.8ab 3.5±0.5ab 2.9±0.6ab 4.0±1.3a

C14:1 2.5±0.9a 2.3±1.3a 1.3±1.1a 2.1±1.0a 1.5±0.2a 1.7±0.1a 0.9±0.2a 1.7±0.8a

C15:0 2.1±0.7ab 2.3±1.2a 2.3±0.4a 1.9±0.8ab 1.2±0.2ab 1.3±1.7ab 0.9±0.2b 1.5±0.5ab

C15:1 2.2±0.8a 1.9±1.2ab 2.0±0.5ab 1.8±0.8ab 1.2±0.2ab 1.2±0.1ab 0.8±0.1b 1.4±0.6ab

C16:0 18.8±3.2a 19.9±5.2a 12.5±2.6a 12.6±2.2a 14.4±3.6a 14.3±2.8a 20.0±3.9a 18.3±7.4a

C16:1 14.5±1.1a 13.4±3.0a 6.9±1.2b 6.6±1.2b 9.2±2.5ab 9.3±2.5ab 14.2±3.3a 12.2±5.1a

C17:0 2.2±0.8b 2.3±1.2b 4.1±0.6a 2.2±0.8b 1.2±0.2b 1.3±0.2b 1.1±0.2b 1.5±0.6b

C17:1 2.0±0.6bc 1.9±1.1bc 5.3±1.0a 2.4±0.9b 1.1±0.2c 1.2±0.0bc 1.0±0.12c 1.3±0.6bc

C18:0 3.0±1.2ab 3.2±1.6ab 3.4±0.6a 2.9±1.1ab 1.8±0.4ab 1.9±0.2ab 1.5±0.3b 2.1±0.8ab

C18:1n9 8.8±2.7ab 10.4±3.8ab 11.2±2.9a 8.1±2.7ab 6.6±0.9ab 7.2±1.1ab 5.5±0.9b 8.5±3.3ab

C18:2n6 5.1±1.4a 5.6±2.5a 4.0±0.8ab 4.1±1.6ab 3.3±0.4ab 3.8±0.5ab 2.4±0.3b 4.7±1.8ab

C18:3n6 1.1±1.2a 1.9±1.1a 1.8±0.4a 1.7±0.7a 1.1±0.2a 1.2±0.2a 0.8±0.1a 1.4±0.5a

C18:3n3 1.1±1.1ab 1.8±1.1a 1.8±0.4a - 0.6±0.5ab 0.4±0.7b 0.7±0.2ab 0.7±0.7ab

C20:0 - 1.0±1.8bc - 1.1±2.0bc 2.6±0.4ab 2.9±0.3ab 1.9±0.3abc 3.2±1.2a

C20:1n9 1.0±1.7a 0.6±1.1a - 1.1±1.0a 1.0±0.8a - 0.5±0.9a

C20:2 0.9±1.5ab 0.8±0.7ab - 1.9±1.0a 0.8±0.7ab 1.3±0.1ab 0.5±0.4ab 1.4±0.6ab

C20:3n6 - 1.8±1.6ab - - 0.8±1.3b 2.0±1.7ab - 3.1±1.2a

C21:0 3.4±1.1a 3.4±1.9a 3.1±0.7a 3.2±1.2a 2.2±0.3a 2.4±0.3a 1.9±0.2a 2.9±1.1a

C20:3n3 4.4±0.6ab 5.0±1.5a 2.7±0.3b 2.9±0.8b 3.5±0.3ab 2.7±0.3b 3.8±0.3ab 3.6±1.6ab

C20:4n6

(AA)
1.1±1.1ab 1.9±1.2a - - - 0.4±0.7b 0.3±0.5b -

C22:0 - - - 4.0±4.2a 0.7±1.1b 0.9±1.6ab - 1.5±1.6ab

C20:5n3

(EPA)
20.2±1.1ab 24.3±2.5a 5.6±0.7c 5.4±0.9c 19.4±1.2ab 14.0±0.8b 20.3±2.0ab 19.1±11.4ab

C22:1n9 - 0.9±1.5a - - - 2.8±4.9a - 0.9±1.6a

DHA - 4.8±0.2a - -

Saturated 4.0±1.1a 3.8±1.5a 3.2±0.9a 2.7±0.8a 2.8±0.5a 2.8±0.4a 2.8±0.6a 3.5±1.1a

Mono

unsaturated
3.9±0.9a 3.9±1.2a 3.3±0.5a 2.8±0.7a 2.6±0.5a 2.6±0.5a 2.8±0.6a 3.3±1.4a

Poly

unsaturated
1.8±0.7ab 2.4±0.6a 1.5±0.3ab 1.5±0.6ab 1.4±0.2ab 1.6±0.5ab 1.2±1.1b 2.1±0.8ab

DHA/EPA - - - - - 0.3±0.0a - -

EPA/AA 4.7±0.8a 5.0±0.9a 2.1±0.4b 1.9±0.2b 5.6±0.3a 5.3±0.4a 5.4±0.2a 5.2±1.0a

n-3 HUFA 24.7±1.3a 29.5±5.3a 10.6±1.2b 8.6±2.1b 22.2±1.6a 21.7±1.4a 22.9±2.0a 22.7±12.7a

Total  lipid 

(μg/mg in 

dry matter)

324.8±70.6
ab

345.2±101.7
a

235.6±46.

6ab

205.6±56.9
b

240.4±34.0
ab

250.9±39.2
ab

243.5±36.4
ab

295.2±114.

5ab

 12:12 and 24:0 = L:D cycle.

 Different letters in the same row mean significantly difference(P<0.05).
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3. Rotifer에 대한 M. subterraneus와 N. oceanica의 먹이효율 

  M. subterraneus와 N. oceanica를 먹이로 각각 공급하여 배양한 rotifer 

Brachionus plicatilis의 성장 결과는 Fig. 15.와 같다. 총 7일을 배양한 결과 

N. oceanica를 먹이로 공급한 실험구는 5일째 최고밀도인 67 개체/mL로 

최고였고, 6일째 부터는 감소하였다. 자가영양 방법으로 배양한 M. 

subterraneus를 먹이로 공급한 실험구에서는 6일째에 70 개체/mL로 N. 

oceanica를 먹이로 공급한 실험구보다 더 높은 밀도를 보였다. 7일 후에는 

개체수가 줄어들었다. 그에 반해 혼합영양으로 배양한 M. subterraneus를 

공급한 실험구에서는 4일째에 최고밀도가 측정되었지만, 42 개체/mL에 불

과했으며, 5일째 부터는 개체수가 줄어들었으며 실험 7일 째에는 28개체

/mL까지 감소하였다. 실험 7일 째를 기준으로 한 SGR값은 자가영양 방법

으로 배양한 M. subterraneus를 먹이로 공급한 실험구에서 0.239로 자가영

양 방법으로 배양한 N. oceanica를 먹이로 공급한 실험구의 0.185보다 유

의하게 높았다.
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Fig. 15. Cell density and Specific growth rate of Brachionus plicatilis fed 

Nannochloropsis oceanica or Monodus subterraneus (A: autotrophic, M: 

mixotrophic). Different letters on the bar mean significantly difference 

(P<0.05).
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Ⅳ. 논의

  미세조류는 양식의 먹이생물을 포함한 많은 산업분야에 활용된다. EPA

와 같은 PUFA는 심장혈관문제, 암 및 염증성 질환 등의 다양한 질병과 

장애의 치료에 널리 이용되므로(Samuelsson, 1983), 그 수요 또한 중요한 

문제로 떠올랐다. 현재 EPA의 공급은 주로 어류의 오일에서 추출하므로 

어류의 가격과 품질의 변동에 따라 공급량이 달라질 수 있으며 또한 농약

과 중금속에 따른 오염도 문제되고 있다. 따라서 미세조류로부터 경제적

이고 안정적인 EPA 생산의 필요성이 대두되고 있다. 이러한 관점에서 

EPA 생산에 적합한 미세조류를 찾고, 그에 맞는 배양환경을 조사하여 하

루빨리 효율적인 대량배양이 이루어져야한다(El et al., 2000). 담수산 진안

점조류인 M. subterraneus는 해수종 못지않게 EPA 함량이 높아 유용할 것

으로 알려져 왔다(Iwamoto and Sato, 1986). 따라서 M. subterraneus의 효율

적인 배양방법과 EPA 함량에 대한 다양한 실험이 이루어지고 있다. M. 

subterraneus의 EPA 함량은 성장단계에 따라 다르며 또한 온도, 배지, PH, 

조도 등의 외부적인 환경에 따라서도 다른 것으로 보고된 바 있다(Cohen, 

1994, Khozin and Cohen, 1996).

  본 연구에서는 일차적으로 M. subterraneus의 최적배양 환경조건을 알아

보기 위해 배지, 온도, 조도에 따른 성장률을 조사했다. M. subterraneus의 

배양에 널리 이용되는 BG-11배지(Liu and Lin, 2001)와 proteose 배지로 M. 

subterraneus를 배양한 결과 BG-11배지가 더 효율적인 성장을 보인다고 하

였다. 따라서 본 조사에서 BG-11 배지를 담수배지로 잘 알려진 JM배지와 

성장률을 비교한 결과, JM배지는 BG-11배지에 비해서 일간성장률이 훨씬 

높아 JM배지가 M. subterraneus의 대량배양에 적합할 것으로 판단되었다. 

  온도를 25℃와 28℃로 나누어 배양한 결과, 25℃에서 배양 시 세포의 
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모양 변형도 적었고, 세균의 증식도 덜했으며 성장률 역시 28℃에 비해서 

더 높았다. 조도의 경우 60, 80, 100 µmol photons m-2 s-1 구간으로 나누어 

성장률을 측정한 결과 80µmol photons m-2 s-1 실험구에서 가장 높은 성장

률을 보였다. 따라서 M. subterraneus의 배양은 JM배지, 25℃, 80 µmol 

photons m-2 s-1의 조건이 적합할 것으로 판단되었다. M. subterraneus는 혼

합영양배양이 가능한 것으로 알려져 있어(Liu and Lin, 2001), 이와 같은 

최적배양환경조건을 토대로 M. subterraneus의 영양배양방법에 따른 성장

을 조사하였다.

  Glucose는 다른 유기물 acetate 나 pyruvate에 비해서 M. subterraneus의 

혼합영양에 가장 효과적인 탄소원 유기물로, 배지에 1% 공급 시 4~5일째

에 최대밀도로 성장한다(Lam, 2000). 따라서 본 조사에서는 9일 동안 배양

할 것을 고려하여 glucose의 농도를 2%로 공급하였다. 그 결과 L:D cycle 

24:0 연속조명 광조건 하에서 glucose 2%를 첨가하여 배양한 혼합영양 실

험 구가 SGR값이 0.718로 가장 성장률이 높았으며 그다음으로는 L:D 

cycle 24:0 광 조건에 탄소원을 첨가하지 않은 자가 영양 실험 구가 0.621

로 성장률이 높았다. 하지만 L:D cycle 12:12 의 광조건에서 탄소원을 첨

가한 실험구는 0.554로 같은 탄소원을 제공한 연속조명 조건의 혼합영양 

실험구보다 훨씬 성장률이 낮았다. 이와 같이 혼합영양의 경우 빛의 조건

은 성장에 큰 영향을 주는 것으로 판단된다. 이와 같은 결과로 보아  M. 

subterraneus는 자가영양과 혼합영양 배양에서 모두 성장이 가능하지만 빛

과 탄소원 모두 충분히 제공되었을 때 그 성장률이 훨씬 높아진다는 것을 

확인할 수 있었다. 하지만 24시간 연속 암 조건에서 배양한 타가영양 실

험구에서는 성장이 전혀 이루어지지 않는 결과로 보아 M. subterraneus는 

타가영양 방법으로는 성장이 되지 않음을 알 수 있었다.

  M. subterraneus의 최적 배양환경 실험과 영양성 실험을 바탕으로 같은 
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분류군인 해수산 진안점조류 N. oceanica와의 배양방법에 따른 성장을 비

교한 결과, 총 세포밀도에서는 M. subterraneus가 N. oceanica보다는 훨씬 

낮았다. N. oceanica는 혼합영양 배양에서보다 자가영양 배양에서 성장이 

좋은데 비해 M. subterraneus는 자가영양 배양보다 혼합영양 배양에서 더 

높은 성장률을 보였다. M. subterraneus는 연속조명 하에서 전체적으로 높

은 성장률을 보였다. 이와 같이 M. subterraneus는 성장에 있어서 빛이 필

수적이며, 탄소원을 공급받아 성장에 이용함에 있어서도 빛이 필수적이며 

효과적으로 활용된다는 것을 알 수 있었다. 또한 세포 당 건조중량 결과

를 보면, 모든 실험구의 세포당 건조중량의 차이가 거의 없는 N. oceanica

에 비해 M. subterraneus는 혼합영양 방법으로 배양한 세포의 건조중량이 

자가영양 배양방법의 세포보다 훨씬 높았다. 

 영양방법을 달리 하여 배양한 M. subterraneus와 N. oceanica를 수확하여 

아미노산과 지방산을 분석한 결과, 필수아미노산과 단백질 함량 모두 24

시간 연속조명에서 자가영양으로 배양한 M. subterraneus에서 가장 높았으

며, 이는 같은 배양방법의 N. oceanica보다 더 높았다. 지방산분석에서는 

총지질함량, 단일불포화지방산, 다가불포화지방산  모두 24시간 연속조명

에서 자가영양으로 배양한 M. subterraneus에서 가장 높았으며 포화지방산 

함량도 L:D cycle 12:12에서 자가배양 방법으로 배양한 M. subterraneus에

서 가장 높았다. 특히 EPA의 경우 24시간 연속조명에서 자가영양 방법으

로 배양한 M. subterraneus에서 가장 높았고, 그 다음으로 L:D cycle 12:12

에서 자가영양 방법으로 배양한 M. subterraneus에서 높았다. 이 값은 N. 

oceanica의 실험구 중에서 가장 높은 값을 보인 L:D cycle 12:12에서 혼합

배양 방법으로 배양한 N. oceanica와 유의하게 같았다. M. subterraneus는 

혼합배양 방법으로 배양한 실험구는 EPA함량이 낮았지만 자가영양 방법

으로 배양한 경우, N. oceanica의 EPA함량보다 높거나 유사했다.
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  Rotifer B. plicatilis를 대상으로 M. subterraneus와 N. oceanica의 먹이효율

을 조사한 결과, 배양 시 최고밀도는 자가영양으로 배양한  M. 

subterraneus를 공급한 실험구에서 70 개체/mL로 가장 높았으며, 자가영양

으로 배양한 N. oceanica를 먹이로 공급한 실험구에서 67 개체/mL로 그 

다음으로 높았다. 그러나 탄소원을 공급하여 혼합영양방법으로 배양한 M. 

subterraneus를 먹이로 공급한 실험구에서는 4일째 최고밀도 42 개체/mL 

로 측정된 뒤 바로 감소하는 추세를 보여 가장 낮은 먹이효율을 보였다.

 이로써 담수산 진안점조류인 M. subterraneus의 최적배양조건을 더욱 구

체적으로 파악하여, 혼합영양배양 방법을 통한 성장률을 극대화할 필요가 

있다. 또 혼합영양배양은 자가영양 배양에 비하여 아미노산, 지방산 등의 

영양함량이 떨어지는 경향이 있으므로(Kim and Hur, 2013) 혼합영양 배양 

후 영양함량을 증가시킬 수 있는 배양방법에 대한 연구도 필요하다.  M. 

subterraneus는 이미 널리 알려진 해수산 Nannochloropsis 종과 더불어 담

수종의 먹이로의 활용가능성을 기대해 볼 수 있으며, 아미노산과 지질의 

함량이 높아 종 자체에서의 영양분 추출, 특히 EPA의 활용을 통한 상업

적 이용가능성도 볼 수 있다. 
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Ⅴ. 결론

  EPA는 가장 중요한 고도 불포화 지방산의 하나이다. 해양생물에서 생

산되는 EPA는 현재 기능성 식품에 널리 사용된다. 담수산 진안점조류 M. 

subterraneus는 같은 분류군인 해수산 진안점조류 N. oceanica만큼이나 높

은 EPA함량을 가지고 있는 종으로 알려져 있다.

  본 연구에서는 M. subterraneus의 배지, 온도, 조도 별로 성장 실험을 한 

결과 JM배지, 25℃, 80 µmol photons m-2 s-1 가 적합하였다. 이러한 최적

배양 조건을 바탕으로 한 자가, 혼합, 타가영양배양에 따른 성장률을 실험

한 결과 M. subterraneus의 성장에 있어서는 빛은 필수적이며 탄소원도 효

율적으로 이용한다는 것을 알 수 있었다. 또한 빛이 없는 암조건에서는 

탄소원을 공급하여도 성장을 하지 않았다.

  영양배양방법에 따른  M. subterraneus와 N. oceanica의 성장률을 비교한 

결과,  M. subterraneus는 연속조명하에 탄소원을 공급하여 혼합영양 배양

할 때 다른 실험구에 비해 월등히 높은 성장이 일어났으며, N. oceanica는 

그와는 반대로 L:D cycle 12:12으로 탄소원 공급 없이 자가영양 배양할 때

가 더 성장률이 높았다. 또한 세포당 건조중량은 배양방법에 따라 거의 

차이가 없는 N. oceanica에 비해 M. subterraneus는 혼합영양 배양은 자가

영양 배양보다 약 2배 높았다. 이로써 M. subterraneus의 효율적인 배양을 

위해서는 80 µmol photons m-2 s-1의 24시간 연속조명이 가장 효율적이며, 

탄소원의 공급으로 그 효과는 극대화되며 이 때 공급되는 탄소원은 

glucose 2%가 적합한 것으로 나타났다. 

  그러나 영양분석 결과에서는 M. subterraneus는 24시간 연속조명하에서 

자가영양 으로 배양한 세포는 필수아미노산, 단백질함량, 총 지질함량, 고

도불포화지방산의 함량이 모두 가장 높게 나타났고 탄소원을 공급해 배양
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한 혼합영양에서는 낮게 나타났다. 이는 같은 방법으로 배양한 N. 

oceanica의 분석결과보다 높았다. 또 rotifer B. plicatilis를 대상으로 실험한 

결과에서도 자가영양으로 배양된 M subterraneus를 공급한 rotifer의 성장

은 N. oceanica를 공급한 rotifer보다 더 고밀도로 성장하였다. 이와 같은 

결과를 종합할 때 담수산 M subterraneus는 해수산 N. oceanica를 대체할 

수 있는 새로운 먹이생물로 개발가능성이 있다. 
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