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Scenedesmus sp.로부터 Taguchi 법을 
이용한 지방추출의 최적화
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Scenedesmus sp. Using Taguchi Approach

Na-Young Kim, Sung-Ho Oh1, Woon Yong Choi1, Hyeon-Yong Lee1, and Shin-Young Lee*
Department of Bioengineering and Technology, Kangwon National University
1School of Biotechnology and Bioengineering, Kangwon National University

Abstract For the biodiesel fuel production from microalgae, the lipid from wet and dry samples of green algae Scenedesmus
sp. was extracted by using various solvents and pre-treatment methods. Extraction yield of the lyophilized sample
was better than that of dry sample. Chloroform/methanol (2：1, v/v) and ultrasonication or homogenization 
method were also selected as the most effective solvent and pre-treatment methods for lipid extraction,
respectively. Under these constraint conditions, optimization experiment of lipid extraction was investigated by 
Taguchi approach using orthogonal matrix L9 (34) method. The optimum extraction conditions of lipid extraction
was obtained at pre-treatment of homogenization, extraction time of 5 hour, temperature of 35°C, and solvent 
ratio of 1：20 (w/v). Yield of extraction at optimized condition was 20.55% and it was 96% of total lipid content 
(21.38%) of Scenedesmus sp.
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서  론1)  

  최근 triglyceride oil과 monohydric alcohol의 전이에스

테르반응에 의해 얻어지는 바이오디젤 (지방산의 monoalkyl 
esters)은 비독성 및 생분해성의 친환경적 대체연료로서 널리 
인식되었으며, 이에 대한 학술적 및 산업적 관심이 매우 고

조되고 있는 실정이다 [1-4].
  따라서 각종 농작물, 동물성 유지 및 조류의 지질로부터 

바이오디젤 생산에 관한 연구가 널리 수행되고 있는데, 이중 
미세조류는 바이오디젤 생산을 위한 가장 유망한 자원의 
하나로 부각되고 있다 [5-8].
  미세조류로부터의 바이오디젤 생산을 위한 에너지 전환

공정은 크게 미세조류 biomass의 생산, biomass의 수확 및 
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오일 추출공정, 추출오일의 전이에스테르 반응에 의해 이루

어진다 [9]. 이 중 미세조류로부터의 지질추출공정은 비용이 
많이 들며, 논쟁이 되고 있는 공정의 하나로 높은 지방생산성

과 함께 바이오디젤 생산의 bottleneck이라 할 수 있다 [10-12]. 
그러므로 미세조류로 부터의 바이오디젤화를 위해서는 먼저 
간편하면서도 효율적인 추출방법 및 이에 의한 수율향상의 

선행연구는 반드시 이루어져야 한다.
  한편, Chlorococcales목의 Scenedesmaceae과에 속하는 
Scenedesmus sp.는 담수 및 해양에 널리 분포하는 녹조류

로서 지질함량이 높아 (16∼40%)나 되어 바이오디젤의 대

표적인 우수 공급원의 하나로 알려지고 있다 [13]. 하지만 

Scenedesmus sp.에 대한 연구는 다른 미세조류에 비하여 

매우 미흡하며, 특히, 높은 지방의 축적에도 불구하고 이들 

지방의 추출관련 연구는 별로 보고된 바가 없다.
  그동안 미세조류의 지질추출법으로는 Expeller/Press법, 
solvent oil 추출법, 초임계추출법 및 효소추출법, 삼투충

격, ultrasonic assisted extraction 등의 기타 방법이 사용되
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었다 [9,10-12,14].
  Expeller/Press법은 추출수율이 70∼75%에 불과하며, 용
매추출과의 조합으로 실시된다. CO2를 이용한 초임계유체 

추출은 초임계 추출조건을 유지하기 위해 필요한 고압장치

의 비용이 현저하게 높아서 그 응용이 제한되며, 주로 고부

가가치 및 저용량 물질에 한정된다. 초음파의 사용은 몇몇 

고-액 추출공정에서 추출수율 및 물질전달속도를 증가시키

나 그 효과는 국부적이고 대량용량에의 적용은 에너지적으

로 비효율적이다. 고압수증기처리와 같은 삼투충격 역시 느

린 공정이고, 대량의 수증기를 필요로 하며, 효소추출법은 

용매로서 작용하는 물과 함께 세포벽을 분해하는 효소를 
사용하며, 오일의 분획은 쉬우나 용매추출공정보다 훨씬 
더 비경제적이다 [10-12,15].
  따라서 현실적으로 범용의 추출법은 안전성의 문제에도 

불구하고 높은 추출수율 (95∼99%)을 얻을 수 있는 고-액 

용매추출법이다 [11,16]. 주로 사용되는 용매추출법은 세포

벽이 없는 animal tissue에서의 지질추출에 널리 유효하게 

사용되어 왔다 [17,18]. 하지만 식물세포나 Scenedesmus sp.
와 같은 microalgae는 세포벽이 존재하고 이들이 용매추출

의 율속단계로 작용하므로 효율적 추출이 어려운 것으로 

알려지고 있다 [19]. 따라서 간편하면서도 효율적인 추출

용매와 전처리 방법 및 이에 의한 수율향상을 위한 추출관련 
연구의 필요성이 매우 높은 실정이다.
  그동안 추출 최적화에 있어서는 하나의 변수를 고정시켜 
놓고, 다른 여러 변수들을 차례로 변화시키는 방법인 one- 
factor-at-a-time method [20]가 널리 사용되었다. 하지만 이 

방법은 변수들의 상호작용 및 중요변수에 대한 해석이 불가능

하고 실험횟수가 매우 많아지는 단점이 있다. 따라서 최근에

는 이러한 단점을 극복하기 위한 최적화 방법으로서 Taguchi
법, 반응표면분석법 등의 통계적 실험법이 널리 이용되고 있

다. 이중 직교배열법의 원리를 이용한 Taguchi법은 실험적 

오차와 실험횟수를 줄일 수 있으며 추출요인의 기여도 및 상

호관계를 쉽게 알 수 있고, 최적 추출조건을 확립할 수 있어, 
지방의 추출 최적화에도 검토의 필요성이 높다 [21,22].
  본 연구에서는 해양 녹조류의 일종인 Scenedesmus sp.
균주를 바이오디젤의 원료로 사용하기 위한 자료를 구축하

기 위해 아직 표준방법이 확립되어 있지 않은 이 균주의 

지질 추출에 미치는 효율적 추출용매와 전처리 방법을 탐색, 
조사하였다. 아울러, 이에 근거하여 4요인 (온도, 시간, 용매

비, ultrasonication or homogenization) 및 3수준 (level 1, 2, 
3)의 Orthogonal matrix L9(34)법을 이용한 Taguchi법에 의해 
최대의 지질수율을 얻을 수 있는 추출최적화를 실시하였다.

재료 및 방법   

재료

  본 실험의 균주는 Scenedesmus sp.이며, 조절된 조건하에

서 배양하여 원심분리 (3000 rpm, 10 min)로 균체를 수확한 
후 동결건조 다음 분쇄 (100 mesh)한 것을 한국해양수산

연구원에서 제공받아 실험에 사용하였다. 동결건조시료는 

밀봉하여 4℃의 냉장실에 보관하면서 실험에 사용하였다.

용매의 선정 및 추출횟수의 결정

  추출용매를 선정하기 위해 용매추출법에서 널리 사용되

는 5가지 용매 (acetone, chloroform/methanol (2：1, v/v), 
ethanol 및 hexane/ether (1：1, v/v), hexane)를 사용하여 

각 용매별 추출수율을 측정하였다. 사용된 모든 시약은 특

급시약 (Special grade, Carlo Erba Reagenti Co. Ltd.)이었다. 
시료는 동결건조 후 분쇄된 건조시료와 동결건조 후의 분쇄

시료를 용기에 넣고 증류수에 재현탁시킨 습시료의 두가지

를 사용하였다. 재현탁은 증류수 (1：10, w/v)로 실온에서 

자석교반기 (Digital hot plate/stirrer 046644-Series, Cole- 
Parmer, Vernon Hills Illinois, USA)에 의해 12시간 동안 

교반 (400 rpm)하여 얻었으며, 재현탁 시료의 수분함량은 

약 67.9%이었다. 추출은 동결건조시료 적당량 (1 g)을 회분

식 추출용기에 넣고 용매 50 mL을 첨가하여 상온에서 24시
간 동안 교반 (400 rpm)하여 추출한 후 추출 혼합액을 여지 
(Advantec, No. 2)로 여과하고 건조중량을 측정하였다. 재
현탁 시료의 경우는 수분함량을 고려하여 시료 건조중량과 
용매의 비율이 1：50 (w/v)이 되도록 시료를 측량한 다음, 
용매를 첨가하고 상온에서 24시간 동안 교반하여 추출한 후 

원심분리 (5000 × g, 20 min)하였고, 여지 (Advantec, No. 2)
로 여과한 다음 건조중량을 측정하였다. 한편, 추출횟수는 

우수 추출용매로 선정된 chloroform/methanol (2：1, v/v) 용매

와 추출수율이 높았던 동결건조 시료를 사용하여 상기와 같

은 방법으로 2회 및 3회 반복 추출하고 횟수별 수율을 측정

하여 결정하였다.

전처리 방법의 선정

  전처리는 시료를 microwave, ultrasonication 및 homogenization 
방법을 이용하여 전처리한 후, 상기방법으로 1회 용매추출

하고 수율을 조사하였다. Microwave 처리는 microwave oven 
(Mr-216mr, Gold Star, Korea)을 사용하여 동결건조 시료 및 

이 시료에 증류수를 첨가 (수분함량 52.4%)한 시료를 넣고 

5분 동안 처리 (2450 MHz)하였으며, ultrasonication 처리는 
sonicator (Bransonic 5210, USA)를 이용하여 conical tube
에 시료와 용매를 적정비로 넣은 후 10분간 (47 kHz) 처리하

였다. 또한 homogenization 처리는 시료를 고압균질기 (high 
pressure homogenizer-mini 200, Micronox Inc. Korea)를 

이용하여 1200 psi의 압력으로 처리하여 사용하였다. 

추출시간 및 온도의 결정

  추출시간의 영향을 조사하기 위해 상온에서 각 시간별 
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(5 min∼24 h)로 추출 수율을 조사하였다. 이때 추출조건

은 시료 1 g을 정확히 칭량한 후 상기 방법에서 최적용매로 
선정된 chloroform/methanol (2：1, v/v) 용매 30 mL을 넣어 

교반기 (400 rpm)로 교반하였으며 상기와 같은 방법으로 

추출하였다.

Taguchi법에 의한 지방추출의 최적화실험 설계

  지방추출의 최적화는 chloroform：methanol (2：1, v/v)
를 사용하여 3수준 (low, medium and high level: 1, 2, 3), 
4요인 (온도, 시간, 용매비, ultrasonication의 처리시간 혹

은 homogenization의 횟수)의 Orthogonal matrix L9(34)
에 의한 Taguchi 법을 사용하여 실험계획하고 (Table 1), 
지방을 Fig. 1과 같이 추출한 다음, 수율을 측정하여 실시

하였다. 이 때, 직교배열, 자료분석 및 분산분석 (ANOVA)
은 Taguchi법에 기초한 MINITABⓇ 15 software (Minitab 
Inc.)를 사용하였다.

Table 1. Experimental factors and their levels for orthogonal 
array design

Level

Temperature 
(℃)

Time 
(min)

Solvent 
ratio (v/v)

Ultrasonication 
(min)

Homogenization
(Frequency)

A B C D D

1
2
3

25
30
35

3
4
5

10：1
20：1
30：1

 0
 5
10

0
1
2

1 g of lyophilized biomass (Scenedesmus. Sp)
+

CHCl3: methanol (2：1, v/v)

Filtration
                      Magnetic stirring 

(400 rpm)

Filtrate                    Filter cake
                  0.9% NaCl

(20%, v/v)
Centrifugation/fractionation (5000 x g, 20 min)

Bottom phase              Upper phase

Crude lipid

Fig. 1. Procedure for the extraction of lipids from the green 
microalgae Scenedesmus. sp.

결과 및 고찰

용매의 선정 및 반복추출의 영향

  미세조류의 지방추출에 사용되는 용매로는 benzene, ether, 
cyclohexane, chloroform, acetone, methanol, ethanol 등이고, 
주로 이들 용매의 한 가지 또는 두 가지 이상을 혼합하여 

사용한다 [23]. 이 중 hexane은 극성용매이고 비교적 저렴

하지만 고유의 강한 독성이 있다. 또, benzene은 발암물질로 
규명된 물질이며, methanol은 독성이 피부를 통해 쉽게 흡수

된다는 단점이 있다. 따라서 일반적으로는 Folch법 [17]의 

chloroform：methanol (2：1, v/v) 용매가 널리 사용된다.
  본 연구에서는 이 중에서 5가지 용매 즉, acetone, 
chloroform/methanol (2：1, v/v), ethanol, hexane/ehter 
(1：1, v/v), hexane를 사용하여 동결건조된 시료 (수분함

량 5%)와 이의 재현탁 습시료 (수분함량 67.9%)의 두 가지

시료에 대해 각 용매별 추출수율을 측정하였으며, 그 결과

는 Fig. 2와 같다.

Table 2. Application of L9(34) orthogonal array design to the 
lipid yield from Scenedesmus sp.

Run A B C D
Lipid yield (%)

Ultrasonication Homogenization
No.1
No.2
No.3
No.4
No.5
No.6
No.7
No.8
No.9

1
1
1
2
2
2
3
3
3

1
2
3
1
2
3
1
2
3

1
2
3
2
3
1
3
1
2

1
2
3
3
1
2
2
3
1

 5.65 ± 0.92
 7.45 ± 1.77
 9.55 ± 1.77
11.55 ± 0.07
15.30 ± 1.56
14.55 ± 0.49
12.55 ± 0.49
15.75 ± 0.78
14.95 ± 0.49

 4.19 ± 0.46
20.04 ± 0.52
22.16 ± 0.98
19.69 ± 0.78
11.17 ± 0.41
17.49 ± 0.66
20.41 ± 0.72
17.41 ± 0.38
13.92 ± 0.55

Fig. 2. Comparisons of lipid yield under the five different solvents 
from lyophilized and reconstituted fresh Scenedesmus sp. 
(A) Acetone, (B) Hexane, (C) Hexane/Ether, (D) Ethanol, 
(E) Chloroform/Methanol. (2：1, v/v).

  재현탁 습시료의 추출수율은 4.8∼5.8%로 용매에 따른 

큰 차이를 보이지 않았다. 반면, 동결건조시료의 추출수율은 

용매의 종류에 크게 의존하여 acetone 용매에서는 1.33%의 
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최저 수율을 나타내었고, chloroform/methanol (2：1, v/v) 
용매에서는 14.36%로 최고수율을 나타내어 최저 및 최대

수율은 약 10배의 차이를 보였다. 대체로 동결건조시료는 

각 용매에서 재현탁 습시료보다 높은 수율을 보였으며, 특히 
가장 높은 추출수율을 보였던 chloroform/methanol (2：1, 
v/v)의 경우, 약 3배나 더 높은 추출수율을 보였다. 이와 같

이 건조시료가 습시료보다 높은 용매 추출수율을 보이는 

것은 다른 연구자들에 의해서도 보고되었으며, 이는 세포표

면에 수분이 존재할 경우 수분이 지방과의 상호작용 (반발)
으로 지방의 용출을 방해하기 때문이라 볼 수 있다 [24].
  한편, 최대의 추출수율을 보인 chloroform/methanol (2：1, 
v/v)용매를 사용하여 추출횟수의 증가에 따른 추출수율을 

조사한 결과, 자료로 나타내지는 않았으나 추출수율은 1회 

추출 시에 가장 높은 16.0%를 나타내었으나, 2회 추출 시에

는 2.5%, 그리고 3회 추출 시에는 0.75%에 불과하여 추출

횟수의 증가에 따른 수율의 증가효과는 무시될 수 있는 수준

이었다. 따라서 추출횟수는 1회가 적합한 것으로 판단하였다.
  따라서 이상의 결과에 따라 시료는 동결건조 시료, 그리고 

추출용매는 chloroform/methanol (2：1, v/v) 용매를 사용하

여 1회 추출하는 것이 가장 적합한 것으로 판단하였으며, 
이하의 실험에 적용하였다.

전처리별 추출수율

  전처리방법은 미세조류의 세포막을 손상시켜 세포내 지방

의 추출수율을 높이기 위한 방법이며, 사용되는 전처리 방법

에는 autoclaving, bead-beating, microwave, ultrasonication, 
그리고 10% NaCl 용액을 이용한 삼투처리방법 등이 알려

져 있다 [14,25]. 
  일반적인 용매추출의 경우 열전달은 시료 밖에서부터 안

쪽으로 일어나면서 추출물질이 세포내에서 밖으로 이동된

다. 하지만 microwave 처리시는 열전달과 물질전달현상이 

모두 세포내에서 밖으로 이루어지기 때문에 시료의 추출이 

더욱 빠른 시간에 일어난다. 따라서 지방산 조성의 변화나 

추출수율의 감소가 거의 없고, 추출시간을 7시간 이상이나 

단축할 수 있는 것으로 보고되었다 [26]. 특히, Lee 등 [14]
은 microalgae의 lipid 추출 시 여러 가지 전처리와 비교하

여 microwave 방법이 비교적 높은 수율을 얻을 수 있다고 

하였다. 또 가장 쉽고 간편한 추출전처리 방법이므로 쉽게 

scale-up할 수 있어 대량공정으로의 변환이 가능한 방법이

라고 보고하였다.
  따라서 이 중에서 추출수율의 증가에 영향이 큰 것으로 

보고된 microwave, ultrasonication 및 homogenization 방법

을 이용하여 5분, 20분 및 5시간 동안 추출하면서 추출수

율을 조사, 비교하였으며, 그 결과는 Fig. 3과 같다.
  추출시간이 증가함에 따라 각 전처리로 추출수율이 
대조구보다 전반적으로 증가하는 경향을 보였다. 하지만 

ultrasonication 및 microwave 처리는 무처리구에 비해 

매우 미미한 추출수율의 증가를 보였을 뿐이다. 반면, 

homogenization의 처리는 짧은 시간인 5분의 추출에서 

7%, 그리고 긴 시간인 5시간의 추출에서 11.4%의 추출

수율을 보였으며, 이들 값은 no treatment, sonication 및 
microwave 처리수율에 비해 5분 추출에서는 5배, 5시간의 

추출에서는 약 2.4배 이상의 수율향상을 보이는 결과이었다.

Fig. 3. Comparison of lipid yields under four different treatments 
from lyophilized Scenedesmus sp. (A) No treatment, 
(B) Ultrasonication, (C) Microwave, (D) Homogenization.

Taguchi법에 의한 지방추출의 최적화

  용매추출의 최적화실험은 앞선 실험결과에 따라 동결건

조 시료를 사용하고 최적 용매로 선정된 chloroform：
methanol (2：1, v/v) 용매를 사용하여 다음과 같이 실험

하였다. 즉, 지방추출의 최적화를 위해 추출온도, 추출시간, 
용매비 및 ultrasonication 혹은 homogenization의 4인자에 

대해 3 수준의 L9(34) orthogonal matrix 법을 사용하고 9
개 처리조합에 따라 반응변수로서의 지방함량을 조사하였

다. 그 결과는 Fig. 4에 나타내었다.

Fig. 4. Comparisons of lipid yields from Scenedesmus sp. by 
solvent extraction.
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  Ultrasonication 전처리를 하였을 때 추출물의 수율은 
chloroform : methanol (2：1, v/v) 용매에서 각 인자의 수준

에 따라 5.65 ± 0.92∼15.75 ± 0.78%로 각 조건에서의 수율

변화가 컸다. 처리조건에 따라 약 3배의 수율 차이를 보였으

며 평균 수율은 11.92 ± 0.93%이었다. 하지만 homogenization 
전처리를 했을 때의 추출물 수율은 이와는 다른 결과를 보였

다. 전반적으로 ultrasonication 처리시보다 높은 수율을 보였

으며 각 인자의 수준에 따라 4.19 ± 0.46∼22.16 ± 0.34%로 

각 조건에서의 수율변화가 컸다. 처리조건에 따라 약 5배의 
수율차이를 보였으며, 평균 수율은 16.28 ± 0.54%이었다.

Table 3. Analysis of extraction factors on lipid yield from 
Scenedesmus sp. with orthogonal array design

Ultrasonication Homogenization

A B C D A B C D

K1

K2

K3

k1

k2

k3

R
Optimal level

22.65
41.40
43.25
7.55

13.80
14.42
6.87

1

29.75
38.50
39.05
9.92

12.83
13.02
3.10

2

35.95
33.95
37.40
11.98
11.32
12.47
1.15

3

35.90
34.55
36.85
11.97
11.52
12.28
0.77

4

46.39
48.35
51.74
15.46
16.12
17.25
1.78

4

44.29
48.62
53.57
14.76
16.21
17.86
3.09

3

39.09
53.65
53.74
13.03
17.88
17.91
4.85

2

29.28
57.94
59.26
9.76

19.31
19.75
9.99

1

KiA = ∑ lipid yield at Ai, kiA = KiA/3, RiA = ma x {kiA} - min{kiA}

Ultrasonication

Homogenization

Fig. 5. Comparisons of order of effects of factors.

  Orthogonal matrix법에 의해 각 인자들의 효과를 계산한 

결과는 Table 3과 같다. 인자효과의 크기 순서를 최대의 
차이값을 보이는 R값에 의해 살펴보면 ultrasonication 처리

시에는 extraction temperature > extraction time > solvent 
ratio > pre-treatment의 순서로 추출에 영향을 미쳤다. 반
면, homogenization 처리시에는 pre-treatment > solvent 
ratio > extraction time > extraction temperature의 순서로 

영향을 미치는 것을 알 수 있었다. Fig. 5는 이들 효과가 

차지하는 비율을 나타낸 것으로 ultrasonication 처리시에는 
추출온도 59%, 추출시간 29%, 용매비 8%이었고, 전처리 

효과는 4%에 불과하였다. 하지만 homogenization 처리 시에

는 전처리효과가 50%, 용매비 25%, 추출시간 16%, 추출

온도 9%로 전처리 효과가 매우 중요함을 보였다.
  이러한 homogenization의 높은 전처리 효과는 세포벽의 

구조파괴와 관련되는 것으로 생각되었고, 용매비의 영향은 

시료의 응집현상과 관련되는 것으로 생각되었다. 즉, 추출

수율에 대한 용매비의 영향은 시료 1 g에 대한 용매비가 높

아질수록 수율도 증가하는데, 자료화하지는 않았으나 용매비

에 따른 입자형태를 살펴본 결과, 용매비가 낮은 10：1에

서는 시료의 뭉침 (응집) 현상이 관찰되는 반면, 용매비가 높

아질수록 시료의 응집이 적어져 시료의 응집물 형성이 표면

적의 변화를 초래하여 추출수율을 감소시키는 것으로 생각

되었다. 일반적으로 용매/고체비의 증가는 고체와 액체상 

사이의 농도구배를 더 크게 하여 Fick 법칙에 따라 물질전

달을 좋게 하므로 수율을 증가시킨다고 보고되었다 [27].
  한편, Table 3의 자료에 근거하여 통계적 계산에 기초한 

각 실험인자와 지방수율사이의 intuitive analysis 결과는  
Fig. 6과 같다.
  Homogenation한 경우 온도 및 시간수준의 증가로 지방

수율의 증가를 보였으나 용매비나 균질화의 처리횟수는 중

간수준보다 더 높은 수준에서 수율의 증가를 보이지 않았

다. 반면, ultrasonication의 경우는 처리시간이나 용매비의 

증가수준에 따른 수율의 변화가 거의 없었고, 온도나 시간의 

경우는 중간수준이상의 수준에서 수율증가를 보이지 않았

다. 따라서 이들 자료 및 Table 3의 kiA 값으로부터 각 인자

의 최적수준을 검정한 결과, optimal level은 두 가지 전처

리에서 모두 추출온도 35℃, 추출시간 5시간, 용매비 30：1 
(v/v)로, ultrasonication 처리를 하지 않은 1수준 및 2회의 

homogenization 전처리구에서 확인되었다.
  따라서 가장 높은 추출수율을 얻을 수 있는 최적조건은 

homogenization 2회 처리시료를 용매비 1：30 (w/v)으로 

35℃에서 5시간 동안 추출하는 것으로 생각되었다. 하지만 

homogenization 처리시 optimal level은 2수준과 3수준에

서 수율차이가 거의 없었고 용매비 역시 2수준과 3수준의 

차이가 미미하여 공정비용을 생각했을 때 homogenization 
1회 처리 및 용매비 20：1 (w/v)로 충분하다고 판단되었다.
  이상의 추출수율에 대한 ANOVA 분석결과는 Table 4
에서 보는 바와 같이, P < 0.05에서 유의성을 보여 통계적인 
유의성이 있었다.
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(a)

(b)

Fig. 6. Intuitive analysis of the relationships between experimental factors and lipid yield with pre-treatment of ulrasonication (a)
and homogenization (b).

Table 4. Variance analysis for lipid yield and component contents
Ultrasonication

Variance 
source

Sum of deviation 
square (SS)

Degree of 
freedom (V)

Mean 
square (MS) F P

Temperature
Time
Solvent ratio
Error 

97.237
23.634
 2.404
 0.504

2
2
2
2

48.619
11.817
 1.202
 0.252

192.97
 46.90
  4.77

0.005
0.021
0.173

S = 0.501941, R2 = 99.59%, R2(adjustment) = 98.37%

Homogenization

Variance 
source

Sum of deviation 
square (SS)

Degree of 
freedom (V)

Mean square 
(MS) F P

Time
Solvent ratio
Pre-treatment
Error 

 14.374
 47.403
191.326
  4.884

2
2
2
2

 7.187
23.701
95.663
 2.442

 2.94
 9.71
39.17

0.254
0.093
0.025

S = 1.56269, R2 = 98.11%, R2(adjustment) = 92.43%

  실제로 chloroform：methanol (2：1, v/v)을 용매로 사용

하여 이상에서 얻어진 최적 추출조건 즉, homogenization 
처리 후 용매비 1：20 (w/v)으로 35℃에서 5시간 추출

한 결과, 지방의 추출 수율값은 20.55%이었다. 이 값은 
Scenedesmus sp.의 지방함량이 21.38%이므로 함유지방의 

대부분 (96.1%)을 추출할 수 있음을 알 수 있었다.

결  론

  본 연구는 미세조류인 Scenedesmus sp.에 의한 바이오디

젤의 생산연구 일환으로 이 균주로부터의 지방추출을 위한 

효율적 용매의 선정과, 초음파, 고압균질화 및 마이크로웨이

브 처리와 같은 전처리 효과를 조사하였다. 또한 Taguchi 
법에 의한 지질추출의 최적화를 실시하였으며, 다음의 결

과를 얻었다.
  5가지 용매 (acetone, chloroform/methanol (2：1, v/v), 
ethanol, hexane/ether (1：1, v/v) 및 hexane)를 사용하여 

습시료와 건조시료의 지방추출수율을 조사하고, 동결건조 
시료 및 chloroform/methanol (2：1, v/v) 용매를 각각 추출

시료 및 용매로 선정하였다. 시료의 세포벽 손상에 의한 추출

수율의 향상목적으로 목적으로 3종 전처리방법 (microwave, 
ultrasonication 및 homogenization)을 사용하여 시간의 경과

에 따른 추출수율을 전처리하지 않은 시료의 수율과 비교하

여 전처리하지 않은 처리구, ultrasonication 및 microwave 
처리구보다 약 2.4∼5배 이상의 높은 추출수율증가를 보인 

homogenization 방법을 전처리 방법으로 선정하였다. 이들 
근거하에 추출온도, 추출시간, 용매비 및 ultrasonication 혹은 
homogenization의 4인자에 대해 3수준의 L9(34) orthogonal 
matrix법 (Taguchi method)에 의해 지질추출의 최적화를 

실시하였다. 그 결과, 최적 추출조건은 homogenization 1회 
처리, 시료의 용매비 1：20 (w/v)으로 35℃에서 5시간 동안 
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추출하는 것이었다. 최적조건하의 추출수율은 20.55%로 
Scenedesmus sp.의 총 지방함량 (21.38%)의 약 96%를 추출

할 수 있었다.
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