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            초록
          
        

        
          To assess the effect of LED lights on marine microalgae growth in the laboatory, Tetraselmis suecica, Chaetoceros simplex and Isochrysis galbana were cultured under 20±1℃, Walne’s medium and aeration using 3.6 L glass vessels. The LED light sources were Blue, Red, Blue+Red, CoolWhite and WarmWhite. The experiments were conducted three times. The density of microalgae was shown as the counted number of cells per day, and the specific growth rate was calculated by using the density. The statistical analysis was performed by analysis of variance using the SPSS 20.0 program. T. suecica culture was the highest density under the Blue LED light source, so the light source was the most effective for the growth of this alga. C. simplex and I. galbana culture had the highest density under the Blue+Red LED light source, therefore this light source was the most effective for the growth of these algae. The result of analysis of variance showed significant between groups.
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      Ⅰ. 서 론
      최근 우리나라 연안은 환경오염과 어장의 노후화로 패류 모패의 자원량이 현저히 줄어들어 자연채묘가 어려워지고 있기 때문에 양식산업의 지속성을 위해서는 인공종묘생산이 필수적이다. 이때 인공종묘생산 초기 부화유생의 성공적인 사육을 위해서는 필요한 시기에 언제라도 질적·양적조건을 갖춘 적절한 먹이생물의 안정적인 공급이 절대적으로 필요하다. 따라서 질적으로 우수한 미세조류의 안정적 대량배양기술의 확보가 중요하다(Park & Hur, 2000; Rho & Jung, 2007).

      미세조류 성장의 4가지 중요 요인으로는 빛, 온도, 배지의 조성, 이산화탄소의 농도이다 (Tamiya et al., 1976). 이들 중 빛은 미세조류의 성장과 광합성에 있어 필수 요소이며, 광합성은 미세조류의 성장을 제어하는 에너지 대사 활동으로 광질과 광량에 따라 그 효율과 능력이 달라진다(Ojala, 1993; Matthijs et al., 1995; Maxwell & Johnson, 2000; Han, 2002; Chojnacka & Noworyta, 2004).

      LED광원을 이용하여 광합성 생물을 재배하려는 시도는 육상식물에서 먼저 시작되어, 식물의 생육에 미치는 영향 및 인공재배에 대한 연구 등 식물공장 관련 연구가 활발히 진행되고 있다(Lee, 2010; Hwang & Ko, 2014).

      현재 미세조류의 개방형 배양은 일반적으로 태양광을 이용하고 있으며, 밀폐형 배양의 경우에는 형광등을 가장 많이 이용하나, 형광등은 높은 유지비용과 고열 발생으로 LED대비 배양효율과 경제성이 낮다(Matthijs et al., 1995; Chen et al., 2008). LED광원의 일반적인 장점으로는 고신뢰성·장수명, 고발광효율, 저발열량, 고속응답성, 내충격성, 소형·경량성과 환경성을 들 수 있다(Hwang et al., 2009). LED광원을 이용한 미세조류 배양의 경우, 해당 미세조류의 광합성에 필요한 파장의 빛만 선택적으로 공급하여 전체적인 빛의 이용효율을 높일 수 있어서 경제적 배양이 가능한 것으로 보고되었다(Lee et al., 1994; Katsuda et al., 2004; Wang et al., 2007).

      이 연구에서는 5가지의 LED광원[Blue, Red, Blue+Red(Blue와 Red 광원의 1:1 혼합, 이하 B+R), CoolWhite, WarmWhite]에서 해양미세조류 3종(Tetraselmis suecica, Chaetoceros simplex, Isochrysis galbana)의 성장을 비교하고 그 적용성을 검증하고자 하였다. 먹이생물의 필요충분조건은 안정적고생산성, 저비용성, 고선호성, 고소화흡수성, 고영양성, 비병원성 등이다. 이 연구에서 사용된 미세조류 3종은 이러한 조건들을 적절히 충족하고 있다. 우선 이 3종의 성장에 효과적인 LED광원을 탐색하여 앞으로 미세조류산업에 있어서 근본이 되는 미세조류의 배양공정에 일조하고자 이 연구를 수행하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험종
        이 연구에서는 현재 먹이생물로서 널리 이용되고 있는 부유성 미세조류 약 12종(Okauchi, 1992) 중에서 Tetraselmis suecica (KMMCC-111), Chaetoceros simplex (KMMCC-608), Isochrysis galbana (KMMCC-12)의 3종을 2014년도에 한국미세조류은행(KMMCC, Korea)으로부터 분양받아 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 실험방법
        
          1) 실험용 LED광원
          배양에 사용된 광원들의 Emission spectrum은 LED Quick Tester(ELT-100, ECOPIA, KOREA)로 측정하였다([Fig. 1]). Blue LED광원에서는 450nm에서 흡광극대를 나타냈으며, Red LED광원에서는 660nm에서, B+R LED광원에서는 450nm, 660nm 두 곳에서 흡광극대를 나타냈다. CoolWhite LED광원과 WarmWhite LED광원은 450nm(Blue LED)를 기본 base로 phosphor를 씌워 파장을 통과시켜 의사백색을 나타나게 하였다.

          
            
            

            [Fig. 1] 
				
            

            
              Emission spectra of LED using in this study.
              (a): Blue LED, (b): Red LED, (c): Blue+Red LED, (d): CoolWhite LED, (e): WarmWhite LED.

            
            

            

          

          CoolWhite LED광원은 형광등과 유사한 백색의 빛이며, WarmWhite LED광원은 백열등과 유사한 황색의 빛을 말한다. 이들 광원들은 GODOSNT (Korea)에서 제작되었다.

        

        
          2) 배양조건 및 방법
          실험실의 온도는 20±1℃로 유지하였으며, 13일간 배양하였다. 공기 중 오염을 최소화하기 위해 필터를 장착한 에어펌프로 통기배양하였다. 통기는 광원에 대한 그림자효과의 감소, 배양용기 내의 퇴적물과 사체침전방지 및 배지와 가스의 원활한 순환을 위한 것이다. 실험구는 5개의 LED광원(Blue, Red, B+R, CoolWhite and WarmWhite)과 3종(T. suecica, C. simplex, and I. galbana)의 조합으로 총 15개였다. 광량은 photometer (ILT1400-A, International Light Technologies, USA)를 이용하여 100μ㏖/m2·s로 동일하게 조절하였으며, 광주기는 연속조명 (24L:0D)으로 하였다. 배양용기는 3.6ℓ 용량의 원형유리병이며, 이들 유리병의 캡에 LED를 부착하기 위하여 LED광원 기판은 원형으로 제작되었다. 각각의 원형 LED기판은 32개의 칩으로 구성되어 있으며 광원들은 컨트롤박스에 연결되어있어서 각 광원별 광량 및 전원을 조절할 수 있게 설계되었다. 배양실에서 광원들 사이에는 흑판을 설치하여 광원간의 간섭을 가능한 한 최소화 하였다.

          건열 멸균한 배양용기에 멸균해수 2ℓ를 넣고 최종 세포밀도가 약 1.0X106cells/mL가 되도록 접종하였다. 배지는 Walne’s medium(Culture Collection of Algae and Protozoa 2002, UK)을 이용하였다.

        

        
          3) 분석방법
          시료의 측정은 매일 같은 시간에 마이크로피펫(Pipetman Classic P100, Gilson, France)으로 일정량 취하여 밀도를 5회 반복 측정하였다.

          밀도측정은 Haemacytometer(Marienfeld, Superior, Germany)를 사용하여 현미경(CX40RF200, Olympus, Japan)으로 세포수를 전량 계수하였다.

          비증식률(Specific growth rate)은 Guillard(1973)의 식을 이용하였다.
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          여기서, N0, N1은 초기 및 일정 배양 시간 후의 농도를 나타내며, t0및 t1은 배양개시일 및 일정배양시간 경과 후의 일수를 나타낸다.

          성장곡선의 증식극대는 최대증식량 도달일수를 말하며, 밀도는 단위용적당 개체수(Conc. of cells/㎖), 비증식률은 밀도를 (1)식에 대입하여 얻은 것이다.

        

      

      
        3. 통계분석
        실험 결과는 One-way ANOVA test를 실시하였으며, 평균간의 유의성(P<.001)은 Duncan 사후검증을 하였다. 통계분석은 SPSS 20.0 program을 이용하여 분석하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결 과
      세 차례 배양한 결과의 평균값으로 광원에 따른 최대증식밀도와 비증식률을 계산하여 그 값들을 <Table 1>에 나타내었다.

      
        <Table 1> 
				
        

        
          The difference of populations by species and light sources
        
        

      

      
        
          
            	Species Type of LEDs
            	
              Tetraselmis suecica
            
            	
              Chaetoceros simplex
            
            	
              Isochrysis galbana
            
          

          
            	MCD*1(x107cell/ml)
            	SGR*2(day-1)
            	MCD*1(x107cell/ml)
            	SGR*2(day-1)
            	MCD*1(x107cell/ml)
            	SGR*2(day-1)
          

        
        
          	Blue
          	34.54
          	0.54
          	9.00
          	0.20
          	116.00
          	0.81
        

        
          	Red
          	27.50
          	0.54
          	10.00
          	0.31
          	69.17
          	0.76
        

        
          	Blue+Red
          	26.42
          	0.57
          	12.83
          	0.29
          	181.38
          	0.82
        

        
          	Cool White
          	33.04
          	0.52
          	11.00
          	0.31
          	99.04
          	0.77
        

        
          	Warm White
          	22.63
          	0.50
          	9.92
          	0.29
          	36.96
          	0.67
        

      

      
        
          *1: Maximum cell density.
        

        
          *2: Specific growth rate.
        

      

      

      [Fig. 2]에 T. suecica의 광원별 성장곡선을 나타내었다. 최대증식밀도는 배양 10일째에는 Blue LED광원, CoolWhite LED광원과 B+R LED광원에서, 배양 11일째에는 Red LED광원과 WarmWhite LED광원에서 나타났다. 밀도는 Blue LED광원에서는 34.54x10⁷cell/ml, CoolWhite LED광원에서는 33.04x10⁷cell/ml로 다른 LED광원보다 상대적으로 높았으며, Blue LED광원은 가장 낮은 밀도를 보인 WarmWhite LED광원에 비해 밀도가 약 1.5배 이상 높았다. 비증식률은 B+R LED광원에서 0.57day-1로 가장 높았고, WarmWhite LED광원에서 0.50day-1으로 가장 낮았다.

      
        
        

        [Fig. 2] 
				
        

        
          Average growth curves of 3 times experiment of Tetraselmis suecica by LED light sources. Blue; Blue LED, Red; Red LED, B+R; B+R LED, C·W; CoolWhite LED, W·W; WarmWhite LED.
        
        

        

      

      [Fig 3]에 C. simplex의 광원별 성장곡선을 나타내었다. 최대증식밀도는 7일째에 B+R LED광원, CoolWhite LED광원에서, 8일째에 Blue LED광원에서, 10일째에 Red, WarmWhite LED광원에서 나타났다. 밀도는 B+R LED광원에서 12.83x10⁷cell/ml로 다른 LED광원보다 상대적으로 높았으며 B+R LED광원은 가장 밀도가 낮은 Blue LED광원에 비해 밀도가 약 1.5배 높았다. 비증식률은 최대밀도를 보였던 B+R LED광원은 0.29day-1이었고, Red, CoolWhite LED광원에서 0.31day-1로 가장 높았으며, Blue LED광원에서 0.20day-1으로 가장 낮았다. C. simplex의 배양은 T. suecica의 배양 보다 밀도가 상대적으로 낮았다.

      
        
        

        [Fig. 3] 
				
        

        
          Average growth curves of 3 times experiment of Chaetoceros simplex by LED light sources. Blue; Blue LED, Red; Red LED, B+R; B+R LED, C·W; CoolWhite LED, W·W; WarmWhite LED.
        
        

        

      

      [Fig 4]에 I. galbana의 광원별 성장곡선을 나타내었다. 최대증식밀도는 10일째에 B+R LED광원과 CoolWhite LED광원에서 나타났다. I. galbana는 B+R LED광원에서 181.38x10⁷cell/ml으로 다른 LED광원보다 상대적으로 높았으며, Red LED광원과 WarmWhite LED광원에서는 상대적으로 낮았다. B+R LED광원은 가장 밀도가 낮은 WarmWhite LED광원에 비해 밀도가 약 4.9배 높았다. 비증식률은 최대밀도를 보인 B+R LED광원에서 0.82day-1로 가장 높았고, WarmWhite LED광원에서 0.67day-1로 가장 낮았다. 이 결과에서보면 I. galbana가 T. suecica 와 C. simplex보다 고밀도 성장을 나타내었다.

      
        
        

        [Fig. 4] 
				
        

        
          Average growth curves of 3 times experiment of Isochrysis galbana by LED light sources. Blue; Blue LED, Red; Red LED, B+R; B+R LED, C·W; CoolWhite LED, W·W; WarmWhite LED.
        
        

        

      

      종과 광원에 따라 개체수에 차이가 있는지 검증하기 위해 일원배치분산분석(One-way ANOVA) 및 Duncan의 사후검증을 실시하였다(<Table 2>). 그 결과, 종에 따른 개체수의 차이가 통계적으로 유의하였다(F=47.135, p<.001). Duncan의 사후검증 결과, I. galbana의 개체수가 가장 많았으며, T. suecica, C. simplex의 순이었다. 또한, 광원에 따른 개체수의 차이도 통계적으로 유의하였다(F=6.349, p<.001). Duncan의 사후검증 결과, CoolWhite, Blue, B+R LED광원은 WarmWhite LED광원보다 개체수가 많았으며, Blue, B+R LED광원은 Red LED광원보다 개체수가 많았다.

      
        <Table 2> 
				
        

        
          The difference of populations by species and light sources
        
        

      

      
        
          
            	
            	Division
            	
              N
            
            	
              M±SD
            
            	
              F
            
            	
              P(Duncan)
            
          

        
        
          	
            Species
          
          	
            T. suecica
          
          	195
          	101.91±92.54
          	47.135***
          	.000
(C.<T.<I.)
        

        
          	
            C. simplex
          
          	195
          	45.92±32.33
        

        
          	
            I. galbana
          
          	195
          	272.65±404.36
        

        
          	
            LED lights
          
          	Blue
          	117
          	169.81±270.95
          	6.349***
          	.000
(WarmWhite<CoolWhite, Blue, Blue+Red Red<Blue, Blue+Red)
        

        
          	Red
          	117
          	88.67±120.22
        

        
          	Blue+Red
          	117
          	216.70±413.37
        

        
          	CoolWhite
          	117
          	152.23±233.61
        

        
          	WarmWhite
          	117
          	73.40±94.86
        

      

      
        
          *** P<.001
        

      

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      LED광원을 이용한 T. suecica의 배양결과, Blue LED광원과 CoolWhite LED광원에서 증식극대가 빨랐고, 최대 밀도도 가장 높았기 때문에 배양에 가장 효과적인 광원이라고 볼 수 있다. Teo et al. (2014)은 Tetraselmissp.를 LED광원에 14일간 배양하였을 때, Blue LED광원(457nm)에서 Red LED광원(660nm)보다 성장이 좋았고, 높은 증식률을 보였다고 보고하였다. Das et al.(2011)은 Nannochloropsis sp.를 LED광원에서 200시간 배양하였을 때, 생물량이 Blue(470nm)>White>Green (550nm)>Red(680nm) 순으로 나타났다고 보고하였다. Oh et al.(2015)는 녹조류 Chlorella vulgaris의 최대성장속도와 최대세포밀도는 적색 LED광원(650nm)에서 가장 높았다고 하였으며, 미세조류의 파장별 성장특이성의 차이는 광합성 주색소인 Chlorophyll a 이외에 보조색소의 종류에 따른 차이이며, 종 특이성 또는 분류군 특이성이라 언급하였다.

      C. simplex의 성장은 혼합 LED광원과 CoolWhite LED광원에서 가장 효과적인 것으로 나타났다. 단일 파장만으로도 배양이 가능하지만 B+R LED광원을 사용하였을 때 조금 더 빠르게 증식극대에 도달하며 최대밀도 또한 높은 것으로 나타났다. Oh et al.(2015)는 규조류 Nitzshia sp., Phaeodactylum tricornutm, Skeletonema sp.의 최대성장속도와 최대세포밀도는 청색 LED광원(450nm)에서 가장 높았으며, 형광램프, 적색 LED광원(650nm), 황색 LED광원(590nm) 순이었다고 보고하였다.

      An et al.(2014)은 Chaetoceros calcitrans를 LED광원에서 배양하였을 때 Red LED광원(630nm)에서 가장 높은 증식률과 생물량을 보였으며, White 계열 광원을 이용하였을 때에도 부정적인 영향을 받지 않았다고 보고하였다. 본 연구에서는, Red LED광원(660nm)에서 배양한 C. simplex의 비증식률과 개체수가 B+R LED광원보다는 낮았고 Blue LED광원보다는 높았다(<Table 1>). 이것은 Red LED광원이 Blue LED광원과 상승효과를 나타낸 것이라 볼 수 있고, I. galbana의 경우는 그 역이나(<Table 1>), T. suecica는 B+R LED광원이 Blue와 Red LED광원보다 낮아서 일종의 상쇄효과를 나타낸 것으로 보인다. 이러한 현상은 광원에 대한 종 특이성과 배양조건에 따른 차이라고 판단되며, 앞으로 실험자료의 축적이 필요하다.

      I. galbana는 LED광원에서는 타 종에 비해 고밀도 배양이 가능한 것으로 나타났다. 450nm 파장을 포함하는 Blue, B+R, CoolWhite LED광원에서 가장 효과가 좋았으며 그 중에서도 B+R LED광원에서 가장 빠르게 증식극대에 도달하였고, 다른 광원 대비 약 2배에 가까운 최대밀도를 보였다. Choi et al. (2012)은 I. galbana가 황조류(golden algae)이므로 Red LED광원(660nm)보다는 White LED광원에서 더 좋은 효율을 보였다고 보고하였다. 이 연구에서도 I. galbana [현재는 착편모식물문(Haptophyta), 예전에는 황갈조식물문(Chrysophyta), 황색조식물문(Chromophyta)에 속하기도 하였음. 분류군의 방법, 정의에 따라 달라질 수 있음(cf. Green & Leadbeater, 1994; Chihra, 2000; Sze, 1998)]는 종의 색과 유사한 붉은색, 황색을 띄는 LED광원에서는 효과가 낮은 것으로 나타났다. 이것은 450nm를 bas]로한 B+R, Blue와 CoolWhite의 LED광원에서 효율이 좋았다. 보색적응의 측면에서 정밀한 연구가 필요하다.

      다양한 배양조건과 배양환경에 따른 미세조류의 광합성 과정에서 특유의 생물화학합성에 대해서는 앞으로 그 가치와 효능에 대해 많은 연구가 필요로 할 것으로 생각된다.

      LED광원을 이용한 미세조류의 배양은 대상종의 특성에 맞는 맞춤형 광원과 멸균해수의 사용 및 오염을 최소화한 단종배양일 때 효과적일 것으로 판단된다. 하지만, 실제 양식어가에서 활용되는 고압필터방식에 의한 여과해수를 사용할 경우에는 다른 종의 혼입으로 먹이생물로서의 활용 및 대량배양에 있어서 제한적 요소가 될 수도 있다.

      미세조류들은 각각 그 생활환경조건의 상한과 하한을 가지고 있으며, 또한 증식, 형태 형성 및 활성 등에 호적조건과 최적조건을 가지고 있다. 따라서, 종별 또는 유전형별로 환경요소들을 제어하면서 호적 또는 최적생활조건을 찾아야한다. 이를 위해서는, 배양증식에 관련된 배양공학, 증식공학, 생물반응공학, 생물화학공학, Process system공학, Bioprocess공학, Bioelectronics와 더 포괄적인 생물 process system공학이 필요할 것이며, 당해 미세조류에 관련된 생물학과 해수의 물리·화학적 연구도 필요하다.

      여러 조건에서 무균배양이 아닌 일반적인 단종 또는 병용배양시, 그 배양기 내에는 미세조류, 균류, 편모충, 선충, 섬모충, 바이러스 등 분류군 수준의 다양성과 생산자, 분해자, 포식자, 기생자 등 기능의 다양성 및 배양조건과 제어불가한 미세환경의 다양성에 따른 환경다양성이 존재한다. 이러한 미세조류의 배양기도 일종의 microcosm 또는 mesocosm이라고 할 수 있으므로, 그 계 내에서의 물질과 에너지의 흐름을 종합적·전일적으로 연구하여 질적·양적으로 최적의 미세조류를 생산하는 것이 필요할 것이라고 생각된다. 그러기 위해서는 그 전체상을 연구하여 공통법칙을 찾아내기 위한 집단 또는 군집생물학적 및 생물인구학적 연구를 위한 metagenomics, 또한 미세조류 자체의 영양유전체학, 대사체학, 단백체학, 당질체학, 생리체학, 상호작용체학, 광유전체학 등의 Omics 즉, ecome(Saitou, 2013)의 ecomics도 연구해야 할 것이다.
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