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요 약

최근 고부가가치 산물의 생산이 가능한 미세조류는 이산화탄소의 생물학적 전환 측면에서 많은 주목을 받고 있다.

그렇지만 미세조류 종 자체가 지닌 낮은 광합성 효율 및 생산성의 한계는 미세조류를 활용한 공정의 상업화를 막는 장

애요인이다. 따라서 본 연구에서는 대표 미세조류 Chlamydomonas reinhardtii의 광독립영양 성장성 분석을 위한 미세

액적 광생물반응기를 개발하였다. PDMS 기반의 미세유체 칩 내에 미세기둥을 배열하고 미세챔버의 높이를 조절하여

미세액적 내 이산화탄소의 전달속도를 증가시켰으며, 이는 세포 성장성과 형광 세기 변화를 통해 확인하였다. 마지막

으로 미세액적 광생물반응기를 활용하여 다양한 이산화탄소 농도 및 광량 조건에서 C. reinhardtii의 광독립영양배양에

서 성장성을 96 시간동안 관찰하고 분석하였다. 본 연구 결과를 통해 미세액적 광생물반응기는 성장성 및 유용물질 생

산성이 우수한 미세조류 종을 빠르게 분석하고 쉽게 분리할 수 있는 효율적인 플랫폼임을 입증하였다.

Abstract − Recently, microalgae which can produce high-value products have attracted increasing attention for biologi-

cal conversion of CO
2
. However, low photosynthetic efficiency and productivity have limited the practical use of microalgae.

Thus, we developed microdroplet photobioreactor for the analysis of photoautotrophic growth of model alga, Chlam-

ydomonas reinhardtii. CO
2
 transfer rate was increased by integrating micropillar arrays and adjusting height of microchamber.

These results were identified by change of cell growth rate and fluorescence intensity. Lastly, the photoautotrophic growth

kinetics of C. reinhardtii in microdroplet photobioreactor were investigated under different CO
2
 concentrations and light

intensities for 96 hours. As a result, microdroplet photobioreactor was efficient platform for isolation and rapid evaluation

of microalgal strains which have enhanced productivity of high-value products and growth performance.

Key words: Microdroplet, Photobioreactor, Chlamydomonas reinhardtii, Photoautotrophic Culture, CO
2
 Permeation

1. 서 론

전 세계 화석연료 소비의 증가는 대기 중 이산화탄소 농도를 증가

시켜왔으며, 이로 인해 지구온난화현상, 기후변화, 생태계 붕괴 등

다양한 환경문제가 발생하고 있다. 이러한 문제들에 대한 우려는 대

기 중 이산화탄소 감축을 위한 기술 개발에 대한 관심을 증대시켰다

[1,2]. 특히 미세조류와 같은 광합성 생물을 활용한 생물학적 전환기

술은 빛 에너지만을 활용하여 친환경적으로 이산화탄소를 바이오디

젤, 항산화물질, 바이오폴리머 등 다양한 고부가 유용물질로 전환할

수 있어 많은 주목을 받고 있다. 미세조류는 육상 식물에 비해 빠른

성장성, 해상 또는 황무지를 활용 가능하다는 점 등 많은 장점들을

갖고 있지만[3-8], 종 자체가 지닌 낮은 광합성 효율과 생산성의 한

계로 인해 대규모 미세조류 공정의 상용화를 위해서는 해결해야 할
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문제점들이 많이 남아있다[9].

현재까지 지구상에 50,000여종이 넘는 미세조류 종의 존재가 보

고되었으나, 미세조류 연구는 일부 특정한 소수의 종에만 초점이 맞

춰져 있다. 아직 연구에 활용되지 못한 미세조류 종들 중 광합성 효

율 및 생산성이 우수한 미세조류 종을 분리하기 위해 플라스크 및

미량정량판(microtiter plate)을 이용한 보편적인 방법들이 활용되고

있다. 하지만 이는 노동집약적이고 시간 소모적인 방법이며 벌크 규

모(bulk-scale)의 접근 방법은 통계적인 수치만을 제공해주기 때문에

단일 세포 성장성의 정확한 분석에는 한계가 있다[10].

기존의 접근법과 달리 미세액적 기반의 미세유체 시스템은 단일

세포 수준의 초고속 분석에 많은 이점들을 갖고 있다. 수용액상

(aqueous phase)인 미세액적은 유상(oil phase)과 섞이지 않고 개별

적인 광생물반응기 역할을 수행할 수 있으며 다양한 조건의 화학적,

생물학적 분석이 빠른 속도로 동시에 가능한 플랫폼이다[11,12]. 더

욱이 미세액적 시스템은 일반적인 벌크에서보다 높은 부피당 표면

적 비율을 바탕으로 향상된 열 및 물질 전달 속도를 가지며 이로 인해

내부 물질의 빠른 반응 및 분석이 가능하다[13]. 이러한 장점들을 기

반으로 미세액적 시스템은 다양한 미세조류의 단일 세포 단위 분석

에 폭넓게 활용되고 있다[14]. 미세액적을 활용한 현재까지의 연구

들은 유기탄소를 에너지원으로 활용하는 종속영양배양에서 미세조

류의 성장성 분석에 초점이 맞춰져 왔다. 하지만 종속영양배양은 추

가적인 유기탄소 공급에 의한 에너지 및 비용 지출이 발생하는 문제

점을 갖고 있다[15,16]. 미세조류는 광독립영양배양이 가능한 유기

체로서 이산화탄소를 생장에 필요한 탄소원으로 전환해 바이오매스

를 축적할 수 있다. 따라서 이산화탄소 저감 기술로 미세조류를 활

용하기 위해서는 광독립영양배양에서 미세조류 성장성을 분석할 수

있는 플랫폼 개발이 필수적이다.

본 연구에서는 미세액적 기반 미세유체 시스템을 활용해 미세조

류의 광독립영양배양에서 성장성을 빠르게 관찰 및 분석할 수 있는

시스템을 개발하였다. 특히 단일 세포 단위로 미세조류의 성장성을

고속 분석하기 위해 높은 광투과율, 기체 투과성 등의 장점을 지닌

poly(dimethyl-siloxane) (PDMS) 기반의 미세유체 시스템을 활용하

였다[17-19]. 이를 통해 미세조류의 광독립영양배양에 필수적인 빛

에너지 및 이산화탄소를 효과적으로 공급할 수 있었다. 미세유체 칩

내 미세기둥 구조를 통해 미세액적을 일정하게 배열하고 동시에 안

정적으로 고정하여 미세액적 내 미세조류의 성장성을 정확하게 분

석하였다. 마지막으로 광독립영양배양에 필수 요소들인 이산화탄소

농도 및 광량을 조절하며 미세액적 내부에서 미세조류의 성장성을

개별 세포 단위로 빠르게 분석할 수 있는 시스템을 완성하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 미세유체 장치의 제작

미세액적 생성 및 보관을 위한 미세유체 장치의 구조는 AutoCAD

(Autodesk, USA) 프로그램으로 디자인한 것을 포토마스크로 인쇄

하였다(Han & All Technology, Korea). 두 개의 마스터몰드(master

molds)는 실리콘 웨이퍼 및 네거티브 감광제(negative photoresist)인

SU-8 50 (Microchem, USA)을 사용하여 일반적인 포토리소그래피

(photolithography) 기법[20]을 적용해 제작하였다. Sylgard 184와 경

화제(Dow Corning, USA)를 10:1의 질량비로 혼합하여 SU-8 마스

터몰드에 붓고 진공 펌프를 사용하여 혼합물에 포함된 공기를 빼내

었다. 80 oC 오븐에서 12 시간 이상 경화시킨 후, PDMS 판을 실리

콘 웨이퍼에서 떼어내고 biopsy punch로 직경 1 mm의 입구(inlet)와

출구(outlet)를 만들었다. 다음으로 oxygen plasma 처리를 통해 슬라

이드 글라스와 PDMS판을 화학적으로 결합시키고, 채널 표면의 소

수성을 증대시키기 위해 완성된 미세유체 장치를 120 oC 오븐에서

하룻밤 이상 보관하였다.

2-2. 미세조류 균주 및 배양조건

실험에 사용된 균주는 Chlamydomonas Resource Center (University

of Minnesota)에서 구매한 Chlamydomonas reinhardtii의 야생형 균

주인 CC-125이다. 미세조류는 멸균된 100 mL 플라스크에서 Tris-

phosphate 배지를 이용하여 광독립영양 조건에서 배양하였다. 미세

조류의 생장기 동안 55 µmol photons m-2 s-1의 광도 및 23 oC의 온

도를 유지하며 5% CO
2
 (v/v) 혼합공기를 주입하였다. 미세조류가

지수기(exponential phase)에 도달하였을 때 1 mL의 세포현탁액

(cell suspension)을 3000 rpm 조건에서 10분 동안 원심분리하여 기

존의 배지를 제거하고 신선한 Tris-phosphate 배지에 옮겨주었다. 미

세액적의 생성을 위해 세포현탁액과 플루오로카본유(fluorocarbon

oil)를 각각 분산상(dispersed phase) 및 연속상(continuous phase)으로

사용하였다.

2-3. 미세액적 생성 및 보관

미세액적 생성을 위해 플루오로카본유 계열의 FC-40 (Sigma-

Aldrich)와 perfluorinated polyethers (PFPE)-polyethyleneglycol (PEG)

block copolymer 계면활성제(Ran Biotechnologies, Beverly, MA)를

2%의 질량비로 혼합해서 사용하였다. 여기서 계면활성제는 에멀전

(emulsion)의 안정성을 증가시킴으로서 미세액적의 융합을 막는 역

할을 한다. 준비된 유상과 세포현탁액은 각각 1.5 mL의 저장소

(reservoir)에 저장되고 연결된 pressure-driven pump (Fluigent, France)에

의해 flow-focusing 구조를 갖는 미세유체 장치 내부로 주입되어 미

세액적을 생성한다(Fig. 1a, 1b). 미세액적은 약 90 µm의 직경을 갖고

Fig. 1. Generation of microdroplets with (a), (b) flow-focusing struc-

ture of microchannel and (c) reinjection of microdroplets through

polyethylene (PE) tubing. (d) Arrays of microdroplet photo-

bioreactors captured by micropillar arrays.
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40 Hz의 속도로 생성되며 이때 연속상과 분산상은 각각 190 mbar와

400 mbar의 압력으로 미세유체 채널 내부로 주입된다. 안정적으로

만들어진 미세액적은 polyethylene (PE) tubing을 통해 가로 5.0 mm,

세로 3.6 mm, 높이 30 µm, 50 µm, 80 µm 그리고 100 µm인 직육면체

형태의 미세챔버(microchamber)에 재주입되며(Fig. 1c) 미세챔버 내

에는 직경 60 µm의 미세기둥이 채워져 있어 약 1,400개 이상의 미

세액적을 포획할 수 있다(Fig. 1d).

2-4. 형광 분석법을 활용한 이산화탄소 전달 속도 분석

미세액적 내부로 확산되는 이산화탄소의 전달 속도 분석을 위해

pH 변화에 따라 형광의 세기가 달라지는 형광 염료인 pyranine (8-

hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt, Sigma-Aldrich)을

1 mM의 농도로 탈염수에 녹여 형광 분석법에 사용하였다. 형광 이

미지는 575 nm 파장 조건에서 형광 현미경과 ScopeLite 200

Microscope Illumination System (HORIBA Scientific Optical Building

Blocks, NJ)을 사용하여 얻었다. 형광 이미지는 광퇴색(photobleaching)

을 최소화하기 위해 짧은 순간에 DSLR 카메라(Canon EOS 700D)로

촬영하였다. 또한, 현미경 이미지의 형광 세기는 ImageJ 프로그램의

densitometry에 의해 정량화하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 미세기둥 구조 및 미세챔버 높이가 미세조류의 성장에 미

치는 영향

미세유체 내부에 구조물이 없는 경우 미세액적은 채널 내부에서

자유롭게 움직일 수 있어 다른 미세액적과 융합될 가능성이 높다.

그러므로 원하는 미세액적의 장시간 추적 및 정확한 분석에 한계가

있다(Fig. 2a). 이러한 한계를 극복하기 위해 미세기둥 구조를 도입

하여 미세기둥 사이에 미세액적을 고정시켜 장시간 미세액적을 추

적할 수 있었다(Fig. 2a). 그리고 기체 투과성이 우수한 PDMS 기반

의 미세기둥 구조는 미세액적 내부에 포획된 미세조류의 성장에 필

요한 이산화탄소를 효율적으로 공급할 수 있었다(Fig. 2b). PDMS

기반 미세기둥 구조의 이산화탄소 전달 효율을 조사하기 위해, (1)

미세기둥을 포함하는 장치, (2) 미세기둥을 포함하지 않는 장치, (3)

미세기둥을 포함하지만 PDMS의 기체 투과성을 차단한 장치를 각

각 제작하였다: 각각의 장치에서 Chlamydomonas reinhardtii의 성장성

차이를 확인했다. 특히 미세기둥 구조를 포함하는 미세유체 장치에서

C. reinhardtii의 성장성이 가장 좋은 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2c).

따라서 미세기둥 구조는 미세액적과 직접 접촉하여 이산화탄소 전

달 속도를 증가시키고, 이로 인해 미세액적 내부에 포획된 C.

reinhardtii의 성장성이 증가했다는 결론을 내릴 수 있었다.

미세액적의 직경은 약 90 µm로 미세챔버 높이가 이보다 낮을 경우

미세액적이 눌리게 되어 미세챔버 표면과 미세액적의 접촉 면적이

넓어지는 효과를 유발할 수 있다. 이러한 효과를 확인하기 위해 30 µm,

50 µm, 80 µm 그리고 100 µm의 높이를 갖는 미세챔버를 제작하여,

미세액적과 미세챔버 사이의 접촉 면적에 따른 C. reinhardtii의 성

장성을 분석하였다(Fig. 2d). 다른 높이 조건에 비해 80 µm 높이의

미세챔버에서 C. reinhardtii의 성장성이 가장 우수한 것을 관찰하였

다. 위의 결과를 통해 미세액적 눌림으로 인한 미세액적과 PDMS

표면 사이의 접촉 면적 증가가 미세액적 내부로의 이산화탄소 전달

속도를 증가시켰음을 알 수 있다. 하지만 높이가 30 µm인 미세챔버

Fig. 2. Effect of micropillar arrays and height of microchambers on

growth kinetics of C. reinhardtii. (a) Images of freely moved and

captured microdroplets with non-pillar and pillar structure on

microfluidics. (b) Increased contact area between microdroplet

and PDMS-based micropillar structure can affect permeation of

CO
2
 and water. (c) Growth kinetics of C. reinhardtii with and

without micropillar arrays. Microfluidics blocked with tape

was negative control. (d) Growth kinetics of C. reinhardtii with

different heights of microchambers. C. reinhardtii was grown

under light intensity of 55 µmol photons m-2 s-1 and ambient

CO
2
 concentration for 96 hours.
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에서 C. reinhardtii의 성장성이 크게 저하되는 것을 관찰할 수 있었

다. 이는 넓은 접촉 면적으로 인해 과량의 이산화탄소가 미세액적

내부로 전달되어 급격하게 낮아진 미세액적 내부 pH가 세포의 성장

을 저해한 것으로 해석할 수 있다.

3-2. 형광 기반 분석법을 통한 이산화탄소 투과성 분석

미세유체 구조물을 통해 미세액적으로 전달되는 이산화탄소의 양을

정량화하기 위해 형광 분석법을 도입하였다. 높은 농도의 이산화탄

소가 미세유체 구조물을 통해 미세액적에 전달되면 미세액적 내부

의 pH가 낮아지고, 이러한 pH 변화를 분석하여 이산화탄소의 전달

정도를 정량적으로 확인할 수 있었다. pH 변화 분석을 위해 pH가

감소함에 따라 형광의 세기가 감소하는 pyranine [21]을 형광 분석

법에 활용하였고, 대기 중 이산화탄소 농도(0.03%) 및 고농도 이산

화탄소(5%) 조건에서 36 시간에 걸쳐 미세액적 내부의 형광 세기를

측정하였다(Fig. 3a). 36 시간이 지난 후 대기 조건 및 5% 이산화탄

소 농도 조건에서 형광의 세기가 각각 초기 형광 세기의 97.8% 및

78.1%까지 감소했다(Fig. 3b). 위의 결과를 통해 이산화탄소의 농도

가 높을 경우 미세액적 내부로 전달되는 이산화탄소의 양이 증가함을

확인할 수 있었다. 따라서 직경 90 µm의 미세액적을 기준으로 미세

기둥 구조 및 높이 80 µm 미세챔버를 포함하는 미세유체 장치가 C.

reinhardtii의 광독립영양배양에서 성장성을 분석하기 위한 최적의

플랫폼이라는 결론을 내렸다.

3-3. 미세액적 광반응기 내부에서 C. reinhardtii의 광독립영양 성장성

분석

앞선 실험에서 최적화한 미세유체 장치를 이용하여 광독립영양배

양에 중요한 요소인 이산화탄소 농도와 광량이 C. reinhardtii의 생

장에 미치는 영향을 조사하였다. 55 µmol photons m-2 s-1의 광도 및

23 oC의 온도를 유지하며 다양한 이산화탄소 농도 조건하(0.03%,

1%, 2.5%, 5%)에서 세포 성장이 정체기(stationary phase)에 도달할

Fig. 3. CO
2
 permeation assay based on fluorescence intensity. (a) Images

of fluorescent microdroplets under different CO
2
 concentrations

(ambient and 5% CO
2
). (b) Changes of fluorescence intensities

under different levels of CO
2
 (ambient and 5% CO

2
) for 36 hours.

Fig. 4. Microdroplet-based photobioreactor for photoautotrophic growth

of C. reinhardtii under different CO
2
 concentrations and light

intensities. (a) Photo images of cultivation of C. reinhardtii with

microdroplet photobioreactor. Growth kinetics of C. reinhardtii

under (b) different CO
2
 concentrations (ambient, 1%, 2.5%, and

5%) and (c) light intensities (35, 55, 100, 150 and 200 µmol

photons m-2 s-1).
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때 까지 12 시간 단위로 미세액적 광반응기 내에서 C. reinhardtii의

광독립영양 성장을 관찰하였다(Fig. 4a). 대기 조건(0.03% CO
2
)에서

가장 낮은 세포 성장성을 보였으며 이산화탄소 농도가 증가할수록

배가시간(doubling time)은 7.54 시간까지 감소하고 최대 세포 농도는

7.37×107 cells mL-1 까지 증가하는 경향을 보였다(Fig. 4b, Table 1).

이러한 결과는 이산화탄소 농도가 증가함에 따라 미세액적 내부 C.

reinhardtii의 광독립영양 성장성이 향상됨을 보여준다.

대기 중 이산화탄소 농도(0.03%) 조건에서 광량이 C. reinhardtii의

생장에 미치는 영향을 확인하였다(Fig. 4c). C. reinhardtii는 150

µmol photons m-2 s-1의 광량 조건에서 최소의 배가시간(16.9 시간)

및 최대 세포 농도(5.53×107 cells mL-1)에 도달하였다(Fig. 4c, Table 1).

최소 광량 조건(35 µmol photons m-2 s-1)에서 배양했을 때의 결과와

비교해 배가시간은 24.7% 감소하고 최대 세포 농도는 33.6% 증가

했다. PDMS의 높은 투명도로 인해 광량이 증가함에 따라 미세액적

내부로 투과되는 빛 에너지가 증가하여 C. reinhardtii의 광독립영양

성장성이 향상되었다. 하지만 광량 200 µmol photons m-2 s-1인 조건

에서 배양했을 때 C. reinhardtii의 성장 저하가 있었으며, 이는 광저

해(photoinhibition)에 의해 광합성 효율이 감소된 것으로 해석할 수

있다[22,23].

4. 결 론

본 연구에서는 미세액적 및 PDMS 기반의 미세유체 장치를 활용

하여 광독립영양배양에서 모델 미세조류 균주 C. reinhardtii의 성장

성을 빠르게 분석할 수 있는 플랫폼을 제안하였다. 미세액적 광생물

반응기를 고정시켜 C. reinhardtii의 성장성을 정확하게 분석하기 위

해 미세기둥 구조를 도입했고, 그 높이를 조절하여 미세액적과

PDMS 표면이 넓은 접촉 면적을 갖게 함으로써 미세액적 내부로 전

달되는 이산화탄소의 농도를 증가시킬 수 있었다. 향상된 이산화탄

소 전달 속도는 pH 변화에 따라 형광 세기가 바뀌는 형광 염료를 이

용하여 확인하였다.

현재까지 미세액적을 활용한 미세조류의 종속영양배양에서 성장

성 분석은 활발하게 이루어져 왔지만, 광독립영양배양에서의 성장

성 분석은 이루어지지 않았다. 광합성을 통해 이산화탄소를 바이오

매스 및 유용한 물질로 전환할 수 있는 미세조류를 이산화탄소 전환

기술에 활용하기 위해 수많은 미세조류 종의 광독립영양배양에서의

빠른 성장성 분석 및 선별이 가능한 미세액적 광반응기 플랫폼의 개

발은 필수적이다. 이러한 시스템은 미세조류의 산업적인 활용을 가

로막는 미세조류의 생산성 한계를 극복할 수 있는 우량 균주 확보에

유용한 선별 장치로서 활용될 수 있을 것이다.
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