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Abstract:1)In this study, inorganic flocculant with biodegradable 
polymer flocculant was usedfor microalgae harvest. The 
aim of this study was to optimize the concentration of 
inorganic flocculant, the concentration of biodegradable 
polymer flocculant and reaction volume for decreasing 
the amounts of flocculant and obtaining the suitable pH 
range for seawater by response surface methodology. The 
flocculation of three marine microalgae, Chlorella ellipsoidea, 
Dunaliella bardawil, and Dunaliella tertiolecta, using inorganic 
flocculants and biodegradable polymer flocculants was 
investigated. The results indicated that the optimal flocculant 
quantity showed 0.1 g/L of ferric chloride, 7.5 g/L of chitosan 
on Chlorella ellipsoidea. In the case of Dunaliella bardawil, 
the optimal flocculant quantity showed amount of ferric 
sulfate more than 0.12 g/L and chitosan more than 0.75 g/L. 
In the case of Dunaliella tertiolecta, the optimal flocculant 
quantity showed 1.0 g/L of sodium aluminate, 0.75 g/L 
of chitosan.
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1. 서론

현재 채취할 수 있는 원유가 한정적이며 원유 가격의상승, 
연료 연소 시 발생되는 이산화탄소로 인한 지구온난화 같은 
기상이변을 일으키는 문제가발생하고 있다. 따라서 세계 각
국에서는 지구 온난화의 대표적인 주범인 이산화탄소의 배
출량을 줄이기 위하여 재생 가능한대체 에너지원 연구 개발
을 진행하고 있다 [1-3].
  대체 에너지원 중 하나인 바이오 에너지의 경우 바이오 디
젤, 바이오 에탄올, 바이오 가스로 나눌 수 있다. 그리고 바이
오 에탄올과 바이오 디젤을 수송 연료로 상용화한 나라도 있
다 [4-6]. 바이오 디젤은 Corn, Canola, Oil palm 혹은 Jatropha
와 같은 육상 식물을 바이오 매스로 이용하여 생산할 수 있다.
  또한, 미세조류인 Botryococcus braunii, Chlorella sp., 
Nannochloropsis sp., Dunaliella sp.의 경우 지질을 함유하고 
있어서 바이오 디젤 생산을 위한 바이오 매스로 이용되어 질 
수 있다 [7]. 이들은 육상 식물에 비하여 면적당 생산 수율이 
높으며, 재배를 위해 필요한 경작지도 더 적다. 햇빛, CO2와 
미량의 무기영양소만 있어도 생장할 수 있다는 장점을 가지
고 있다 [8-10].
  미세조류로부터 바이오디젤을 얻기 위해서는 다음과 같은 
단계를 거쳐야 한다. 미세조류를 대량으로 배양하고 배양액
으로부터 미세조류를 수확한 뒤, 지질을 추출한다. 그리고 추
출한 지질을 바이오 디젤로 전환한다.
  미세조류로부터 수확 방법으로는 원심분리, 여과, 응집, 
부유를 들 수 있다. 원심분리 방법은 가장 효율적이지만 아직
까지 유지비에서 많은 비용이들기 때문에 적합하지 못하다. 
그리고 여과법의 경우 시간이 경과함에 따라 미세조류 덩어
리에 의하여 막이 막히는일이 발생한다. 따라서 주기적으로 
막을 교체할 필요하다 [11].
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  부유법의 경우는 응집제 첨가 혹은 기포를 발생시켜 미세
조류 표면에 달라붙게 함으로써 밀도를 감소시켜 배양액 표
면으로 떠오르게 하여 회수하는 방법이다. 하지만 상용화하기 
위해서는 비용이 많이 들어간다.
  반면에 응집제를 이용한 미세조류의 응집은 위 세가지 방법
에 비하여 Species 특이성이 적으며 Scale-up 하기가 쉽다
는 장점을 지닌다 [12]. 이전 연구결과에서 Aluminium 계열, 
Ferric계열의 무기 응집제 사용 시 해양 미세조류 높은 응집 
효율을 얻을 수 있었다 [13]. 하지만 Aluminium은 Alzheimer
를 유발하는 것으로 알려져 있다 [14-16]. Ferric ion의 경우 
용해 시 산도를 증가시키는 단점이 있다. 
  해수의 pH는 7.8~8.4 정도 이다. 해수는 대기 중에 이산화
탄소를 흡수하는 중요한 역할을 한다. 해수의 pH가 7 이하로 
감소하면 해양 생태계에 악영향을 미칠 수 있다. 조개나 갑각
류의 껍데기와 골격 형성을방해하며, 플랑크톤 개체 수를 
감소시킨다. 플랑크톤 감소는 먹이사슬을 통하여 어류의 개체 
수를 감소시킨다.
  무기 응집제가 해수에 용해되면 산도를 증가시킨다. 따라
서 무기 응집제의 사용량을 줄이고 응집제 사용 시 발생하는 
pH감소를 최소화할 필요가 있다.
  생분해성 고분자 응집제의 경우 Chitosan을 예로 들자면, 
Chitinase와 같은 수중 생물이분비한 효소에 의하여 친환경
적으로 분해가 된다. 하지만 이전 연구결과에서 높은 응집 
효율은 무기 응집제에 비하여 응집제 양이 많을 때 얻을 수 
있었다 [13]. 생분해성 고분자 응집제인 Chitosan은 무기응집
제에 비하여 가격이 비싸다. 따라서 생분해성 고분자 응집제 
사용 시 높은 비용을 부담해야 한다.
  따라서 본 연구에서는 소량의 응집제로도 높은 응집 효율
을 보이지만 환경에 독성을 갖는 무기 응집제와 친환경적이
지만 가격이 비싼 생물학적 고분자응집제를 혼합하여 사용
함으로써 각각의 단점을 보완하여 응집 효율을 높이고 각각
의 응집제 양을 줄이며 친환경적인 응집 결과물을 얻기 위하
여 연구개발을 수행하였다.
  해양 미세조류인 Chlorella ellipsoidea, Dunaliella 
bardawil 그리고 Dunaliella tertiolecta를 대상으로 하였을 
때 이전 연구에서 무기 응집제인 Ferric chloride와 Ferric 
sulfate, Sodium aluminate가 각각 가장 높은 응집 효율
을 보였다 [13]. 따라서 본 연구를 수행하는데 선택하였
다 [13]. 그리고 생분해성 고분자 응집제로서 Chitosan, Starch, 
Sodium alginate와 Alginic acid를 가지고서 연구개발을 
수행하였다.
  연구를 수행하는데 있어서 Response surface methodology 
(RSM)를 이용하였다. RSM은 인자가 둘 이상일 때 인자 간 
상호영향을 확인할 수 있고 One factor at a time (OFAT)에 
비해 실험 시행 횟수를 최소화하고 통계적으로 신뢰성 있는 
결과를 얻을 수 있기 때문이다. 무기응집제의 양, 생분해성 
고분자응집제의 양 그리고 반응부피가 응집 효율과 응집제 
사용 시 미세조류 배양액 pH에 미치는 영향을 확인하였다. 
이를 통하여 통계적으로 응집제를 이용한 미세조류 수확 시 
응집 효율을 증가시키고 친환경성을 증진시키는 최적 혼합 
조건을 찾았다.

2. 실험재료 및 방법
    
2.1. 미세조류 및 시약
실험에 사용한 미세조류는 Chlorella ellipsoidea, Dunaliella 
bardawil 그리고 Dunaliella tertiolecta를 사용하였다. Chlorella 
ellipsoidea 경우는 (주)클로랜드로부터 구입하였으며 Dunaliella 
sp.의 경우 서강대학교 생명과학과 정광환교수님 연구실로
부터 분양 받았다. 그리고 배양액의 농도를1이하로 희석 시
킨 상태에서 사용하였다.
  무기 응집제로는 Ferric chloride, Ferric sulfate, Sodium 
aluminate을 사용하였고 생분해성 고분자 응집제로는 Chitosan, 
Starch, Sodium alginate, Alginic acid를 사용하였다. 이들을 
Sigma-Aldrich Korea (St. Louis, MO, USA), Kanto Chemical 
(Tokyo, Japan)로부터 구입하였다.

2.2. 응집제 종류 선정 방법
Chlorella ellipsoidea의 경우 무기응집제로 이전 연구결과에
서 응집제 1 g 당 응집 효율이 높았던 Ferric chloride 고정하
고 여기에 생분해성 고분자 응집제로 Chitosan, Starch, Sodium 
alginate, Alginic acid를 혼합하여 응집 효율과 pH를 확인하
였다. Dunaliella bardawil의 경우는 생분해성 고분자 응집
제로 Chlorella ellipsoidea 실험에서 가장 높은 효율을 보였
던 Chitosan으로 고정한 후 무기 응집제를 Ferric ion을 포함
한 Ferric chloride, Ferric sulfate 그리고 Sodium aluminate
를 혼합하여 응집 효율과 pH를 확인하였다. Dunaliella 
tertiolecta의 경우도 마찬가지로 생분해성 고분자 응집제로 
Chitosan을 고정한 후 무기 응집제로 Ferric chloride, Ferric 
sulfate 그리고 Sodium aluminate를 혼합하여 응집 효율과 
pH를 확인하였다.
  이 때, 각각의 미세조류 배양액의 양을 200 mL로 하였으
며 첨가한 무기응집제의 양은 0.01 g, 생분해성 고분자 응집
제 양은 0.5 g을 사용하였다.

2.3. 실험 계획과 통계적 분석 방법
다른 인자들은 고정시킨 상태에서 하나의 인자의 수준만을 
변화시켜 인자의 영향을 확인하는 One factor at a time 
(OFAT) 방법에서는 인자 간 상호작용을 확인하기 어렵다. 
따라서 통계적으로 인자간 상호작용을 고려하면서 응집 효율
과 pH에 미치는 영향을 확인하여 최적의 인자 조건을 결정
하기 위해 Response surface methodology (RSM)을 실시하
였다. 이를 위해 Minitab (Release 14)에서 Box-Behnken 법
을 사용하여 실험을 계획하였다. 인자는 무기 응집제 양 (A), 
생분해성 고분자 응집제 양 (B), 반응부피 (C)로 정하였고 
인자의 수준은 Table 1-3과 같다. 반복 수를 2로 하였고 중심
점은 6개로 하여 30회 실험조건을 얻을 수 있었다.
  Analysis of variance (ANOVA) 분석 시 P 값이 0.05보다 
작을 때 유의 하다고 결론 내렸다. 또한, R2 값을 통하여 실제 
실험결과 값이 예상한 모델에 잘 들어 맞는지를 확인하였다. 

2.4. 응집 방법
각각의 미세조류는 모든 실험은 상온 (25℃)에서 실시하였
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으며 반응부피 100 mL인 경우 미세조류 배양액 100 mL를 
250 mL Flask에 넣어 반응시켰고 반응부피가 250 mL, 
400 mL인 경우 미세조류 배양액 250 mL, 400 mL를 500 mL 
Flask에 넣어 반응시켰다.
  각각의 미세조류에 대하여 무기 응집제와 생분해성 고분
자 응집제를 Table 1-3과 같은 조건으로 주입하였다. 그리고 
10 sec동안 180 rpm 으로 빠르게 교반하여 응집제가 배양액 
각 부분에서 농도가 일정 하도록 분산 시켜 주었다. 그리고 
10 min동안 80 rpm에서 천천히 교반을 시켜줌으로써 응집
제와 미세조류간 반응이 일어나게 했다. 마지막으로 반응 후
에 교반을 중지시키고 10 min 동안 상온에서 침전시킨 후 
상등액의 OD를 측정하였다.

Table 1. Variables used Box-Behnken design with actual factor 
levels corresponding to coded factor levels

Variables Symbol
Coded levels

-1 0 -1
Ferric chloride (g)
Chitosan (g)
Reaction volume (mL)

A
B
C

0.01
0.1
100

0.03
2.3
250

0.05
4.5
400

Table 2. Variables used Box-Behnkendesign with actual factor 
levels corresponding to coded factor levels

Variables Symbol
Coded levels

-1 0 -1
Ferric sulfate
Chitosan
Reaction volume

A
B
C

0.01
0.00
100

0.03
0.25
250

0.05
0.50
400

Table 3. Variables used Box-Behnken design with actual factor 
levels corresponding to coded factor levels

Variables Symbol
Coded levels

-1 0 -1
Sodium aluminate
Chitosan
Reaction volume

A
B
C

0.1
0.1
100

0.3
0.3
250

0.5
0.5
400

2.5. 응집 효율 측정 방법
미세조류의 농도를 UV/vis spectrophotometer (Shimadzu 
BioSpec-mini, Japan)를 이용해서 Beer-Lambert 법칙에 의
하여 분광학적인 방법으로 측정하였다. 응집 전에 미세조류 
배양액의 수면으로부터 1 cm아래에서 상등액을 채취하여 
UV/vis spectrophotometer를 이용해서 흡광도 (OD)를 확인
했다. 그 뒤 미세조류 배양액에 응집제를 첨가하여 반응시
켜 침전 시킨 후 응집제 첨가 전과 마찬가지로 수면으로부터 
1 cm 아래 상등액을 채취한 후 UV/vis spectrophotometer를 
이용해서 흡광도 (OD)를 확인했다. 응집 전, 후의 흡광도 (OD)
로부터 미세조류 농도를 결정하였다. 이 때, 미세조류 종류별
로 Chlorella ellipsoidea는 750 nm에서 Dunaliella bardawil
과 Dunaliella tertiolecta는 640 nm에서 흡광도 (OD)를 측정
하였다. 그리고 흡광도 (OD)와 미세조류 농도간의 선형적인 

관계식으로부터 미세조류의 농도로 환산한 후 응집 정도를 
응집 효율 (Flocculation efficiency)로 정의 하여 다음과 같은 
식으로부터 얻었다.

Flocculation efficiency (%) = (1 – B / A) × 100

  여기서 A: 응집 전 수면으로부터 1 cm 아래에 있는 상등
액의 미세조류 농도, B: 응집 후 수면으로부터 1 cm 아래에 
있는 상등액의 미세조류 농도.

2.6. pH 측정 방법
pH측정은 pH meter (Mettler-Toledo InPro 3030, Swiss)를 
이용하여 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 미세조류 종별 무기 응집제와 생분해성 고분자 응집제 
혼합에 따른 영향 확인
이전 연구에서 미세조류를 수확하는데 있어서 무기 응집제가 
대체적으로 높았으나 미세조류 종별로 응집제 종류에 따른 
응집효과가 차이가 있음을 확인할 수 있었다 [13]. 따라서 해
양 미세조류인 Chlorella ellipsoidea, Dunaliella bardawil과 
Dunaliella tertiolecta를 응집하기 위하여 미세조류 종별로 
무기 응집제와 생분해성 고분자 응집제 조합을 선정하기 위
하여 아래와 같은 실험을 실시하였다.
  해양 미세조류인 Chlorella ellipsoidea의 경우 이전 연구
에서 응집제 중에서 1 g 당 응집 효율이 가장 높았던 Ferric 
chloride를 선택하였다 [13]. 여기에 생분해성 고분자 응집제
로서 Chitosan, Starch, Sodium alginate, Alginic acid를 혼합
시켜 주었다. Fig. 1(a) 에서 볼 수 있듯이 Ferric chloride를 
단일로 사용했을 때보다 Chitosan과 Starch를 혼합시켰을 때 
응집 효율이 더 높았으며 특히, Chitosan을 혼합하였을 때 
가장 높은 응집 효율을 보였다. 그리고 pH값은 Ferric chloride
를 단일로 사용하였을 때는 4로서 응집 후 미세조류 배양액
이 강한 산성을 나타냈지만 Chitosan을 혼합시켜 주었을 때
는 pH 6으로 약한 산성을 나타냈다. 이것은 해양 미세조류 
수확 시 해수의 pH (8.2)에 훨씬 근접하기 때문에 Ferric 
chloride만 사용하는 것보다 Ferric chloride와 Chitosan을 
혼합하여 응집제로 사용하는 것이 응집 효율과 친환경성을 
높일 수 있다는 결론을 내릴 수 있었다.
  미세조류 Dunaliella bardawil의 경우 무기 응집제로 Ferric 
chloride, Ferric sulfate, Sodium aluminate를 생분해성 고분
자 응집제 Chitosan과 혼합하여 응집 효율과 pH를 측정하는 
실험을 실시하였다. Fig. 1 (b)에서 볼 수 있듯이, 무기 응집
제 Ferric sulfate에 생분해성 고분자 응집제 Chitosan을 혼합
하였을 때 가장 높은 응집 효율을 보였다. 이것은 이전 연구
결과에서는 Dunaliella bardawil을 수확하는데 있어서 0.5 g/L
의 Ferric sulfate와 Chitosan을 단일로 사용했을 때 각각에 
대하여 응집이 일어나지 않았다 [13]. 반면에 혼합하였을 때
는 응집이 일어난 것을 통하여 Dunaliella bardawil도 응집
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Source DF
Chlorella ellipsoidea Dunaliella bardawil Dunaliella tertiolecta

Flocculation efficiency pH Flocculation efficiency pH Flocculation efficiency pH
Blocks
Regression
Linear
Square
Interaction
Residual Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

  1
  9
  3
  3
  3
19
15
  4
29

0.647
0.000
0.000
0.015
0.018

 
0.531

 
 

0.826
0.000
0.000
0.000
0.000

 
0.104

 
 

0.264
0.000
0.000
0.001
0.903

 
0.438

 
 

0.440
0.000
0.000
0.000
0.079

 
0.576

 
 

0.377
0.000
0.000
0.000
0.015

 
0.396

 
 

0.542
0.000
0.000
0.000
0.000

 
0.001

 
 

Table 4. P value of analysis of variance for response surface quadratic model

제 혼합을 통하여 응집 효율을 증가 시킬 수 있다는 결론을 
내릴 수 있었다. pH의 경우 무기 응집제의 종류에 관계없이 
8.6~8.8의 값으로 큰 차이를 보이지 않았다.

(a) 

(b) 

(c) 

Fig. 1 Comparison of flocculation efficiency in various flocculants 
of Chlorella ellipsoidea (a), Dunaliella bardawil (b), and Dunaliella 
tertiolecta (c).

  미세조류 Dunaliella tertiolecta의 경우 Ferric chloride, 
Ferric sulfate, Sodium aluminate에 생분해성 고분자 응집
제인 Chitosan을 혼합하여 응집 시켰을 때 응집 효율과 pH
를 확인하였다. Fig. 1(c)에서 볼 수 있듯이Ferric chloride
와 Ferric sulfate에 Chitosan을 혼합한 경우 응집이 일어나
지 않았다. Sodium aluminate에 Chitosan을 혼합한 경우
에만 응집이 일어났고 응집 효율은 약 70% 였으며 pH는 
8.8을 나타냈다. 이전 연구결과에서는 Sodium aluminate
만 0.25 g/L 사용하였을 때 응집 효율이 50% 였고 
Chitosan만을 2.5 g/L 첨가했을 때 응집 효율이 20% 미만
이었다 [13].따라서 Dunaliella tertiolecta의 경우도 응집
제 혼합을 통하여 응집 효율 증가를 확인할 수 있었다. 
  무기 응집제와 생분해성 고분자 응집제를 혼합한 경우 
혼합에 사용한 응집제를 하나만 사용했을 때 보다 더 적은 
응집제 양으로도 응집 효율이 상승하였다. 응집제를 사용
한 배양액의 pH가 해수의 pH인 8.2에 근접해짐을 확인할 
수 있었다. 따라서 무기 응집제와 생분해성 고분자 응집제
의 혼합을 통하여 각각의 첨가량을 감소시키면서 효율을 
높이고 친환경성을 증진시키는 결과를 얻었다.
  이를 바탕으로 하여 Response surface methodology를 
이용하여 선정한 응집제들로부터 최적의 응집 혼합 조건을 
찾기 위한 연구를 추가적으로 수행하였다. 

3.2. RSM을 이용한 Chlorella ellipsoidea의 응집제 혼합 조
건 최적화
배양한 해양 미세조류인 Chlorella ellipsoidea를 응집할 때 
Ferric chloride와 Chitosan의 혼합 최적조건을 찾고자 RSM
을 이용하였다. 이 때, 독립 변수로서 Ferric chloride의 양, 
Chitosan의 양, 반응 부피로 정하였으며 종속 변수로서 응집 
효율과 pH를 확인하였다.
  30회 실험을 통하여 응집제 양 및 반응부피에 따른 Chlorella 
ellipsoidea의 응집 효율에 대해 다음과 같은 2차식 형태의 
모델을 얻을 수 있었다.

F.E. = 24.8 + 1346.8 × A - 27.7 × B + 0.3 × C - 20980.1 × A2 

+ 1.0 × B2 + 177.0 × AB + 0.1 × AC

  Table 4에서 볼 수 있듯이 R2 값은 81.3%로서 이것은 실제 
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(a)    (b) 

(c)    (d) 

(e)    (f) 

Fig. 2 Contour plot of flocculation efficiency by the combined effects between FeCl3 and reaction volume (a), chitosan and reaction 
volume (b), and FeCl3 and chitosan (c)Contour plot of pH by the combined effects between FeCl3 and reaction volume (d), chitosan and
reaction volume (e), and FeCl3 and chitosan (f).

실험값이 위의 모델에 일치하는 정도를 나타내고 있다. 그리
고 회귀분석에 대한 P값이 0.05보다 작기 때문에 유의 하다
고 결론 내릴 수 있다. 또한, 잔차 오차의 적합성 결여 테스
트의 P값이 0.531로 0.05보다 크다. 이것은 위의 2차식 형태
의 모델이 반응표면을 적절하게 적합 시킨다고 볼 수 있다. 
  그리고 응집제 양 및 반응부피에 따른 Chlorella ellipsoidea
의 pH에 대해 다음과 같은 2차식 형태의 모델을 얻을 수 
있었다.

pH = 5.462 - 54.194 × A + 1.455 × B + 0.005 × C + 338.542 
× A2 - 0.235 × B2 + 9.858 × AB - 0.038 × AC

  Table 4에서 볼 수 있듯이 R2 값은 98.3% 로서 이것
은 실제 실험값이 위의 모델에 잘 일치하고 있다는것을 보여
준다. pH에 대한 회귀분석 결과에 대한 P값이 0.05보다 작으
므로 유의 하다고할 수 있다. 또한, 잔차 오차의 적합성 결여 
테스트의 P값이 0.104로 0.05보다 크다. 이는 위의 2차식 
형태의 모델이 반응표면을 적절하게 적합 시킨다고 볼 수 있다. 
  Fig. 2(a)는 Chitosan의 양이 2.3 g으로 일정할 때 Ferric 
chloride와 반응 부피의 변화에 따른 응집 효율 경향을 나타
낸다. 반응 부피가 250 mL 이상의 반응 부피에서 Ferric chloride
의 첨가량이 0.03 g 이상일 때 높은 응집 효율을 나타낸다. 
   Fig. 2(b)는 Ferric chloride의 양이 0.05 g으로 일정할 때 
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(a)    (b) 

(c)    (d) 

(e)    (f) 

Fig. 3. Contour plot of flocculation efficiency by the combined effects between Fe2(SO4)3 and reaction volume (a), chitosan and reaction 
volume (b), and Fe2(SO4)3 and chitosan (c). Contour plot of pH by the combined effects between Fe2(SO4)3 and reaction volume (a), 
chitosan and reaction volume (b), and Fe2(SO4)3 and chitosan (c).

Chitosan과 반응 부피의 변화에 따른 응집 효율을 나타낸다. 
반응 부피가 100 mL~350 mL 경우 Chitosan를 1.0 g 이하
로 첨가할 때 60% 이상의 응집 효율 경향을 보인다.
  Fig. 2(c)는 부피가 400 mL로 일정할 때 Ferric chloride와 
Chitosan의 첨가량 변화에 따른 응집 효율을 나타낸다. Ferric 
chloride의 양이 0.05 g/L이상, Chitosan의 양이 3.75 g/L이
하인 경우와 Ferric chloride의 양이 0.1 g/L이상, Chitosan의 
양이 7.5 g/L 이상을 혼합한 경우가 가장 높은 응집 효율 
경향을 보인다.
  Fig. 2(d)는 Chitosan의 양이 2.3 g으로 일정할 때 Ferric 
chloride와 반응 부피의 변화에 따른 pH를 보여준다. Ferric 

chloride의 양이 감소할수록 pH가 증가한다. Fig. 2(a)에서
응집 효율이 높았던 250 mL~400 mL, 0.03 g~0.05 g에서는 
pH가 7.25보다 낮은 경향을 보인다. 
  Fig. 2(e)는 Ferric chloride의 양이 0.05 g으로 일정할 때 
Chitosan과 반응 부피의 변화에 따른 pH경향을 나타낸다. 
Chitosan이 감소할수록 pH가 감소하는 경향을 보인다. 
Fig. 2(b)에서 응집 효율이 높았던 범위에서 pH의 값이 5 이
하로 나타나는데 이것은 해수 조건에 적합하지 않은 pH이다. 
따라서 해수 조건 (해수 pH = 8.2) 범위에 근접한 pH를 갖는 
반응 부피 250 mL 이상, Chitosan 첨가량 2.0 g 이상일 때가 
최적이라는 결론을 내렸다.
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  Fig. 2(f)는 부피가 400 mL로 일정할 때 Ferric chloride와 
Chitosan의 첨가량 변화에 따른 pH를 나타낸다. Ferric chloride
와 Chitosan의 농도가 최적의 pH를 가지면서 응집 효율이 
높은 범위를 찾으면 Ferric chloride가 0.1 g/L이상, Chitosan
이 7.5 g/L 이상 첨가했을 때가 최적이라는 결론을 내렸다.

3.3. RSM을 이용한 Dunaliella bardawil의 응집제 혼합 
조건 최적화
배양한 해양 미세조류인 Dunaliella bardawil의 경우 무기 
응집제로서 Ferric sulfate를 생분해성 고분자 응집제로서 
Chitosan을 혼합하였을 때 높은 응집 효율을 보였으므로 이 
응집제 들의 양과 반응 부피를 변화시키면서 RSM을 이용하
여 응집 효율과 pH에 미치는 영향을 확인하는 실험을 수행
하였다. Chlorella ellipsoidea와 마찬가지로 Box-Behnken 
법으로 계획한 30회 실험을 통하여 다음과 같은 2차식 형태
의 모델을 얻을 수 있었다.

F.E. = 20.8 + 1716.2 × A - 124.1 × B + 0.4 × C - 12571.0 × 
A2 + 94.0 × B2 + 201.5 × AB - 2.7 × AC + 0.2 × BC

  Table 4에서 볼 수 있듯이 R2 값은 74.0%로서 이것은 
실제 실험값이 위의 모델에 어느 정도 일치하는지를 나타낸
다. 또한, 회귀분석에 대한 P값이 0.001로서 회귀분석 결과
가 유의 하다고 볼 수 있다.

pH = 8.24413 - 6.40625 × A - 0.07583 × B + 0.00232 × C + 
6.25000 × A2 - 0.02000 × B2 + 2.25000 × AB + 0.01250 
× AC + 0.00003 × BC

  pH에 대한 모델의 경우 Table 4에서 볼 수 있듯이 R2 
값은 89.1% 로서 이것은 실제 실험값이 위의 모델에 일치
하는 정도를 나타내고 있다. 회귀분석에 대한 ANOVA 분석 
시 Interaction에 대한 P값이 0.079로 0.05 보다 크기 때문
에 Ferric sulfate 양, Chitosan 양, 반응부피 상호작용에 대한 
회귀분석 결과는 유의하지 않다고 볼 수 있지만 전체적인 
회귀분석 결과에 대한 P값은 0.000이기 때문에 유의 하다고 
볼 수 있다. 또한, 잔차 오차의 적합성 결여 테스트의 P값이 
0.576로 0.05보다 크다. 이것은 위의 2차식 형태의 모델이 
반응표면을 적절하게 적합 시킨다고 볼 수 있다.
  Fig. 3(a)는 Chitosan이 0.25 g/L 일 때 반응 부피와 Ferric 
sulfate의 변화에 따른 응집 효율을 나타낸다. 반응 부피가 
150 mL~300 mL이고 Ferric sulfate가 0.03 g~0.05 g 영역이 
응집 효율 80% 이상의 높은 응집 효율을 보인다.
  Fig. 3(b)는 Ferric sulfate를 0.03 g일 때 Chitosan과 
반응 부피 변화에 따른 응집 효율을 나타낸다. 반응 부피가 
150 mL~300 mL 구간에서 70% 이상의 응집 효율을 보이며 
Chitosan 첨가량이 감소할수록 응집효율이 증가하는 경향을 
보이며 보인다.
  Fig. 3(c)는 반응 부피를 250 mL로 하였을 때 Ferric 
sulfate와 Chitosan의 첨가량을 변화에 따른 응집 효율을 나타
낸다. 여기서는 Ferric sulfate 0.08 g/L이상, Chitosan 1.2 g/L 

이하로 혼합 시에 80% 이상의 높은 응집 효율을 보인다.
  Fig. 3(d)는 Chitosan이 0.25 g 일 때 Ferric sulfate와 반
응 부피의 변화에 따른 pH를 나타낸다. Fig. 3(a)에서 높은 
응집 효율을 보였던 반응 부피가 150 mL~300 mL이고 
Ferric sulfate가 0.03 g~0.05 g 영역에서의 pH는 8.35~8.5의 
값을 보인다.
  Fig. 3(e)는 Ferric sulfate가 0.03 g일 때 Chitosan 첨가량
과 반응 부피 변화에 따른 pH를 나타낸다. 여기에서 Chitosan 
양에 상관없이 반응 부피가 커질수록 pH의 값이 높아지는 
경향을 확인할 수 있었으며, pH 측정 결과 pH 8 이상의 값
을 유지하였다. 이것은 추정한 회귀 계수에 대한 Chitosan
의 P값이 0.669이고 반응 부피에 대한 P값이 0.000으로서 
반응 부피가 pH에 대하여 중요한 인자라는 통계적 분석 
결과를 만족한다. 따라서 응집 효율과 pH 둘 다 고려하였을 
때 Chitosan 0.05 g 이하, 반응 부피 150 mL~300 mL으로 
응집 시킬 때 최적 조건이라는 결론을 내릴 수 있다.
  Fig. 3(f)는 반응 부피가 250 mL일 때 Chitosan과 Ferric 
sulfate의 첨가량 변화에 따른 pH를 나타낸다. 여기에서 Ferric 
sulfate 첨가량이 증가할수록 pH는 증가하는 경향을 보인다. 
그리고 Chitosan보다는 Ferric sulfate 변화에 따른 pH 변화
를 가시적으로 확인할 수 있다. 이것은 추정한 회귀계수에서 
Ferric sulfate의 P값이 0.024로서 0.05보다 작을 경우 pH에 
대하여 중요한 인자라는 통계적 분석결과를 만족한다.

3.4. RSM을 이용한 Dunaliella tertiolecta의 응집제 혼합 
조건 최적화
미세조류 Dunaliella tertiolecta에 대하여응집제를 혼합하는 
앞선 실험에서 Fig. 1(c)에서 선정한 무기 응집제 Sodium 
aluminate와 생분해성 고분자 응집제 chitosan을 혼합하여 
높은 응집 효율과 해수 (pH 8.2)에 적합한 pH를 갖는 응집
제 양과 반응 부피 조건을 찾기 위한 실험을 진행하였다.
  Dunaliella tertiolecta도 마찬가지로 Box-Behnken 법으로 
계획한 30회 실험을 통하여 다음과 같은 2차식 형태의 모델
을 얻을 수 있었다.

F.E. =  89.523 + 137.598 × A - 67.274 × B - 0.495 × C - 
23.646 × A2 + 132.323 × B2 + 0.001 × C2 - 25.281 × 
AB - 0.312 × AC - 0.049 × BC

  Table 4에서 볼 수 있듯이 R2값은 90.7%로서 이것은 실제 
실험값이 위의 모델에거의 일치함을 나타낸다. 또한, 잔차 
오차의 적합성 결여 테스트 P값이 0.396으로 0.05보다 크다. 
이것은 위의 2차식 형태의 모델이 반응표면을 적절하게 적합 
시킨다고 볼 수 있다.

pH =  9.05595 + 4.46458 × A - 0.26250 × B - 0.00575 × C + 
0.29167 × A2 + 0.54167 × B2 + 0.00001 × C2 - 0.01058 × 
AC - 0.00050 × BC

  Table 4에서 볼 수 있듯이 R2 값은 98.6% 로서 이것은 실제 
실험값이 위의 모델에 잘 일치함을 보인다. 또한, ANOVA 
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(a)    (b) 

(c)    (d) 

(e)    (f) 

Fig. 4. Contour plot of flocculation efficiency by the combined effects between NaAlO2 and reaction volume (a), chitosan and reaction 
volume (b), and NaAlO2 and chitosan (c). Contour plot of pH by the combined effects between NaAlO2 and reaction volume (d), chitosan 
and reaction volume (e), and NaAlO2 and chitosan (f).

분석에서 회귀분석 결과에 대한 P값이 0.000으로서 유의 하
다고 볼 수 있다.
  Fig. 4(a)는 Chitosan을 0.3 g으로 하였을 때 Sodium 
aluminate와 반응 부피 변화에 따른 응집 효율을 나타낸다. 
Sodium aluminate 양이 0.03 g 이상, 반응 부피 100 mL~ 
150 mL 또는 325 mL~400 mL 이상 일 때 응집 효율이 60% 
이상을 보였다.
  Fig. 4(b)는 Sodium aluminate를 0.3 g첨가하였을 때 
Chitosan과 반응 부피의 변화에 따른 응집 효율을 나타낸
다. 반응 부피가 350 mL 이상일 때 응집 효율이 70% 이상
을 보인다.

  Fig. 4(c)는 반응 부피가 400 mL일 때 Sodium aluminate
과 Chitosan 첨가량에 따른 응집 효율을 나타낸다. 응집제의 
양에 따라서 응집 효율 차이가 적고 86% 이상의 높은 응집 
효율을 보인다.
  Fig. 4(d)는 Chitosan을 0.3 g 첨가하였을 때 Chitosan과 
반응 부피의 변화에 따른 pH를 나타낸다. 반응 부피가 감소
할수록 Sodium aluminate가 증가할수록 pH가 증가하는 경향
을 보인다. 반응 부피 200 mL 이상, sodium aluminate 0.2 g 
영역에서 pH가 8.5 이하를 갖는다. 이것은 해수에 근접한 
pH 범위이다.
  따라서 Fig. 4(a)와 Fig. 4(d)를 비교해보면, 해수에 근접한 
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pH를 가지면서 높은 응집 효율을 갖는 반응 부피 200 mL 
이상, sodium aluminate 0.2 g 이하가 최적 조건이라는 결론
을 내릴 수 있다.
  Fig. 4(e)는 Sodium aluminate를 0.3 g 첨가하였을 때 
Chitosan과 반응 부피의 변화에 따른 pH를 나타낸다. Chitosan 
첨가량에 상관없이 반응 부피가 증가할수록 pH가 낮아지는 
경향을 보인다. 특히, 350 mL~400 mL 일 때 pH 8.6 이하
로 해수에 가장 적합하였다. 이것은 Fig. 4(b)에서 반응 부피 
350 mL이상 일 때 70% 이상의 응집 효율을 보이는 응집 조건
과 상응하기 때문에 이 조건에서 응집을 실시하는게 적절하다.
  Fig. 4(f)는 반응 부피가 400 mL 일 때 Chitosan과 Sodium 
aluminate 첨가량 변화에 따른 pH를 나타낸다. Sodium 
aluminate 첨가량이 증가할수록 pH가 증가하며 Chitosan이 
증가할수록 pH가 감소하는 경향을 보인다.
  Fig. 4(c)와 Fig. 4(f)를 비교하였을 때 해수 조건에 가장 
근접한 pH 범위인 pH가 8.45~8.5인 Sodium aluminate 
1.0 g/L이상, Chitosan 0.75 g/L 이하일 때가 90% 이상의 
응집 효율을 만족시키면서 해수에 적합한 pH도 만족시키는 
최적 조건으로 보인다.

4. 결론

해양 미세조류 종 (Species), 속 (Genus)에 따라 적합한 응
집제가 있는데 Chlorella ellipsoidea의 경우 무기 응집제로 
Ferric chloride와 생분해성 고분자 응집제 Chitosan을 사용
하였으며, 응집이 일어나기 위해서 최적의 pH 조건을 가지는 
Ferric chloride의 양이 0.1 g/L, Chitosan의 양이 7.5 g/L을 
혼합하였을 때가 최적이라는 결론을 내릴 수 있었다.
  Dunaliella bardawil의 경우는 무기 응집제로서 Ferric 
sulfate와 생분해성 고분자 응집제 Chitosan을 혼합하였을 
경우 높은 응집 효율이 나타나는 것을 확인할 수 있었으며, 
해수 pH에 적합한 8.5 부근의 범위를 보이면서 높은 응집 
효율을 얻기 위해서는 Ferric sulfate의 첨가량을 0.12 g/L
으로, Chitosan의 첨가량을 1.0 g/L으로 하는 것이 최적 조건
이라는 결론을 내릴 수 있었다.
  Dunaliella tertiolecta의 경우는 pH가 8.6부근 일 때의 
응집 조건이 Sodium aluminate를 1.0 g/L, Chitosan을 
0.75 g/L 혼합하여 첨가하는 것이 최적이라는 결론을 내
릴 수 있었다.
  본 연구를 통해서 독성이 있는 무기 응집제의 양을 줄이
면서 동시에 친환경적인 생분해성 고분자 응집제를 같이 
사용함으로써 응집 효율을 증가시키고 응집 후 해수에 적합
한 pH를 갖는다는 사실과 함께 통계적인 방법을 이용하여 
최적 조건을 제시할 수가 있었다. 이러한 최적화한 응집 
방식은 미세조류 응집 시 응집제의 양을 줄이면서 응집 효율
을 증가시키는 경제적인 장점을 지님과 동시에 응집 후 해수
에 적합한 pH를 갖는 환경적인 장점을 지니고 있기 때문에 
본 연구결과는 미세조류 기반 바이오 디젤 생산뿐만 아니라 
다양한 산업분야에서 활용되어지는 응집 방식에 적용되어질 
수 있으리라 기대한다.
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