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서 론

2016년 세계 에너지 소비량 중 화석연료의 비중은 

85.5% (석유 33.3%, 석탄 28.1%, 천연가스 24.1%)를 

차지하고 있다 [4]. 하지만 화석 연료는 매장량에 한계

가 있는 유한한 자원이다. 화석 연료는 자연적 과정을 

통해 지속적으로 형성되고 있지만, 형성 주기가 수백

만 년이며 형성되는 양보다 소모되는 양이 훨씬 많기 

때문에 [24] 재생산이 불가능한 자원으로 간주된다.  
에너지원으로서 화석연료를 사용하는 것은 환경

적인 측면에서 많은 논란을 야기한다. 화석 연료의 

연소 시 발생되는 이산화탄소는 매년 213억톤 이고 

그 중, 절반이 광합성 등의 자연과정으로 흡수되기 

때문에 전체적으로 매년 대기 중 이산화탄소량은 
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Abstract Hydrothermal liquefaction of lipid-extracted Tetraselmis sp. feedstock containing 80 
wt.% water was conducted in a batch reactor at different temperatures (300, 325, and 350oC) 
and reaction times (5, 10, 20, 40, and 60 min). The biocrude yield, elemental composition and 
higher heating value obtained at various reaction conditions were used to predict the optimum 
conditions for maximizing energy recovery of biocrude with good quality. A maximum energy 
recovery of 67.6% was obtained at 325°C and 40 min with a high energy density of 31.8 MJ/kg 
and lower contents of nitrogen and oxygen. Results showed that reaction conditions of 325°C, 
40 min was most suitable for maximizing energy recovery while at the same time achieving 
improved quality of biocrude.
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106억톤씩 증가한다 [25]. 이산화탄소 발생은 대기 

중 온실 가스 농도 증가에 크게 기여한다. 전 세계적

인 연구추세는 화석 연료를 대체하고 지구 온실 가

스 배출량을 줄이기 위한 신 재생 에너지 개발에 초

점이 맞추어져 있다.
반면 바이오연료는  원료로 식물, 광합성 박테리

아, 미세조류 등의 바이오매스를 사용하기 때문에 

지속 가능한 연료이다. 이러한  원료들은 생장과정

에서 이산화탄소를 고정하기 때문에 바이오연료는 

탄소중립적 (carbon neutral)이다. 바이오연료 중 당

질계 원료를 사용하는 바이오에탄올 및 동식물성 유

지를 이용하는 바이오디젤은 상업적 생산이 이루어

지고 있으나, 이들 1세대 바이오연료는 육상 작물을 

원료로 하기 때문에  식량자원과 경쟁 할 수밖에 없

다. 이러한 문제의 대안으로 미세조류가 주목받고 

있다. 미세조류는 육상 작물에 비해 단위 경작면적

당 생산량이 크며 [7],  생장속도가 빠르고, 생장 주

기가 짧으며 [26, 28], 높은 광합성 효율을 가진다. 
이러한 장점들로 인해 미세조류를 활용한 바이오연

료의 생산이 주목받고 있다.
최근 이러한 미세조류로부터 발전용 및 수송용 바

이오연료 제조에 관심이 집중되고 있다 [5, 6, 11, 
12]. 이러한 액상 바이오연료의 적합한 제조공정으

로는 발효 (fermentation) 같은 생물 공정 [14, 17], 지
질의 전이에스테르화 반응 (transesterification) [9, 15, 
22], 급속열분해 (fast pyrolysis) [13, 23], 그리고 열수

액화 (Hydrothermal liquefaction: HTL)가 있다. 
이러한 공정 중 열수액화공정은 수중 생물인 미세

조류 같이 젖은 바이오매스로 부터 바이오에너지를 

전환하는 방법 중에 가장 유망한 것으로 알려져 있다. 
열수액화공정은 200-350oC 및 5-20 MPa의 고온·고

압의 물 (아임계수)을 이용하여 바이오매스를 바이오

원유와 수용성 물질, 기체, 고형분 등으로 전환하는 

열화학적 처리 방법이다 [18]. 열수액화공정은 승온

과정에서 증발열 생성을 막을 수 있고, 단백질과 탄수

화물을 원료보다 높은 에너지 밀도를 가진 바이오오

일로 변환시킨다 [30]. 따라서 이러한 열화학적 변환

공정은 건조과정에서 발생하는 에너지를 필요로 하

지 않고 [32], 높은 수율의 바이오오일을 얻을 수 있다 

[31]. 게다가 수층에 회수된 영양분은 적절한 농도로 

희석되어 미세조류 배양에 재사용될 수 있다 [2].

기존의 촉매반응공정과 비교할 때, 무촉매 열수액

화 공정은 타 반응에 비하여 격렬하기 때문에 온도, 
압력, 물의 몰비 등의 반응인자는 반응 속도와 반응

경로에 영향을 끼친다. 열수액화에 의한 바이오원유 

생산은 원료에 따라 달라지며, 반응인자에 의해  미

세조류 바이오원유의 최적 생산의 연구가 필요하다.
현재 미세 조류 전환 연구는 주로 지질 추출을 통

해 단일 미세 조류 분획 (지질)을 바이오디젤 (fatty 
acid methyl ester: FAME)로 전환하는 것에 초점을 

두고 있다. 지질 추출 후 잔여물로 바이오매스 또는 

지질 추출 잔사 (lipid-extracted algae: LEA)가 발생한

다. 미세 조류의 지질 함량은 전형적으로 건조 기준

으로 25wt%의 평균값을 갖는 15 내지 50wt% 범위이

고, 따라서 LEA 함량은 건조 미세 조류의 85wt%까

지 높을 수 있다. 따라서 지질 추출 후 대량으로 발생

하는 잔여물인 LEA를 연료화 한다면 더 높은 에너

지 수율을 얻을 수 있다. 미세조류 지질 추출에 대한 

광범위한 연구가 지질 생산을 극대화하기 위해 수행

되었지만, 지질 추출 후 LEA의 부가가치화는 제한

된 연구에서만 조사되었다. 이러한 LEA 공정 기술

은 가축 사료 성분 생산 [20], 바이오 가스 생산을 

위한 혐기성 소화 [36], 화학 생산을 위한 발효 [19] 
등을 포함한다. 하지만 LEA의 액체 연료로의 직접 

전환에 대한 연구는 미미하다.
본 연구에서는  Tetraselmis sp. KCTC 12236BP의 

지질추출 후 잔여물을 원료로 하여 반응온도와 반응

시간을 주요 변수로 설정하고 열수액화 반응을 진행

하였다. 각각의 반응 조건에 따른 바이오원유, 수용

성물질, 기체 및 고형분의 질량 분율을 측정하였다. 
생성물 중 바이오원유의 원소분석을 통해 고위발열

량을 산출하였고 에너지 회수율을 평가하였다. 위와 

같은 분석을 통해  최적의 에너지회수 및 고품질의 

바이오원유를 회수하는 공정 조건을 고찰하였다.

재료 및 방법

사용균주 및 균주 제조방법
Tetraselmis sp. KCTC 12236BP 균주는 대한민국 인

천광역시 강화군 강화도 인근에서 분리 및 동정하였으

며 [29], 인공해수를 이용하여 배양하였다. 인공해수는 

증류수에 30 g/L NaCl, 0.66 g/L KCl, 8.48 g/L MgCl2·
6H2O, 1.9 g/L CaCl2·2H2O, 6.318 g/L MgSO4·7H2O, 0.18 



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2017, p. 35 - 42 Vol. 9, No. 2 [Research Paper]

- 37 -

g/L NaHCO3를 첨가하여 제조하였다. 인공해수에 미세

조류가 성장하기 위한 영양분으로 f/2-Si 배지를 추가

적으로 공급하였다. 그 조성은 75 mg/L NaNO3, 5 mg/L 
NaH2PO4·H2O, 3.15 mg/L FeCl3·6H2O, 4.36 mg/L 
Na2EDTA·2H2O, 0.180 mg/L MnCl2·4H2O, 0.022 mg/L 
ZnSO4·7H2O, 0.01 mg/L CoCl2·6H2O, 0.01 mg/L CuSO4·

5H2O, 0.006 mg/L Na2MoO·2H2O이다. 본 배양을 위한 

균주 유지는 100 L 평판형광생물 반응기에서 광도 100 
μE/m2/s, 2% CO2 0.2 vvm 폭기로 이루어졌다. 

20일간의 배양 후, 배양액을 125 mm 원심분리관

이 장착된 관형 원심분리기 (한일과학 J-1250)를 사

용하여 7000 rpm에서 원심분리하여 세포를 회수하

였다. 회수된 젖은균체는 동결건조하였다.

탈지세포 제조 및 원료 특성 분석
동결건조 된 Tetraselmis sp. KCTC 12236BP 균주

의 탈지세포 제조 과정은 다음과 같다. 둥근 플라

스크 2 L에 동결건조 균체 100.0 g과 메탄올/클로로

포름 1:1 혼합용액을 1 L 넣고 가열하여 2시간동안 

환류 교반을 한 다음 냉각하였다. 그 후, 혼합물은 

여과지를 이용하여 여과한 다음, 케이크는 1회 반

복하여 추출하였다. 2회 추출된 케이크는 건조 오

븐에 40oC, 12시간 건조하였다. 건조 된 탈지세포

의 무게는 60.0 g 이었다. 탈지세포 원료 특성을 

알아보기 위해 CHNS 원소분석 (Thermo EA1112, 
Thermo Electron Corp.)을 수행하였다. 원료의 bio-
chemical composition 분석은 다음과 같이 수행하였

다. 지질함량은 Folch method [10]를 통해 측정하였

으며, 단백질 함량은 질소함량에 질소계수를 곱하

는 조단백질 정량 방법 [21, 27]을 통해 예측하였

다. 회분측정은 100 mg의 미세조류를 575℃로 설

정한 가열로에 넣고 12시간 뒤 남은 회분의 무게를 

측정하는 방식으로 수행하였다. 조탄수화물의 함

량은 전체 무게에서 조단백질, 조지질, 회분의 무

게를 감하여 계산하였다. 원소분석 결과와 이를 통

해 계산된 원료의 고위발열량 (higher heating value: 
HHV) 및 생화학적 조성을 Table 1에 나타내었다.

열수액화 반응 및 생성물 분획
열수액화 반응은 스테인리스 스틸 재질의 cap-sealed 

관형 반응기를 이용하여 수행하였다. 반응용기에 1 g
의 건조 탈지미세조류와  4 mL의 물을 투입한 후 반응

온도 (300, 325, 350oC)로 설정해 놓은 용융염 (molten 
salt)에 넣어 가열하였다. 설정 온도에 도달 후 반응시

간 (5, 10, 20, 40, 60분) 동안 유지한 뒤 반응기를 차가

운 수돗물에 담가 식혀서 반응을 종료하였다. 
열수액화 반응 생성물의 분리 과정은 Figure 1과 

같다. 반응이 종료된 뒤 반응기의 마개를 연 뒤 감소

한 무게를 측정하여 기체상의 질량분율을 측정하였

다. 반응기 내의 혼합물에 클로로포름 5 mL을 가한 

뒤 여과하여 고형분을 분리하였다. 물/클로로포름 

혼합물은 층 분리를 진행하여 수층과 바이오원유 층

을 얻었다. 본 연구에서는 생성물 중 클로로포름에 

용해되는 부분을 바이오원유로 정의하였다.

바이오원유 분석
탄소, 수소, 질소, 인, 산소 함량 분석을 통해 바이

오원유의 고위발열량 및 에너지 회수율 (energy re-
covery: ER)을 계산하였다. 고위 발열량 계산에는 

Dulong 계산식 [3]을 사용하였다. 
HHV MJkg

 ×C× H


×S 

C, H, O, S는 각각 탄소, 수소, 산소, 황의 질량분율

이다.

ER  HHV

HHV×Y


HHVf는 원료의 고위발열량, HHVb는 바이오원유의 

고위발열량이며 Yb는 바이오원유의 질량분율이다.

Elemental composition (wt%) Biochemical composition (wt%)
C 42.8 Lipid < 1.0
H 6.4 Protein 56.3
N 9.0 Carbohydrateb 36.1
Oa 28.8 Ash 7.6
HHV (MJ/kg) 18.8

a,bCalculated by difference.

Table 1. Elemental and biochemical composition of lipid-extracted Tetraselmis sp. and its HHV.
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Feedstock

Solid/biocrude/
aqueous phase

Biocrude/
aqueous phase

Aqueous
phase

Biocrude
phase

Solid
phase

Gas
phase

Hydrothermal 
liquefaction

Adding chloroform 
and filtration

Layer separation
(water/chloroform)

Figure 1. Flow diagram of HTL products separation and recovery.

결과 및 고찰

열수액화 반응 생성물 수율 분석
 열수액화 공정의 반응경로에 영향을 주는 주요 

요인은 반응 온도와 반응 시간이다. 반응온도와 반응

시간에 따른 각 생성물의 질량분율을 Figure 2 에 나

타내었다. 모든 온도조건에서 원료로 사용한 미세조

류 탈지세포의 지질함량보다 높은 분율의 바이오원

유를 수득하였다. 300oC 에서는 시간에 따라 바이오

원유의 질량분율이 증가하여 20분에서 40%의 가장 

높은 분율을 나타냈다. 이후 반응시간이 더 길어지면 

바이오원유의 질량분율이 감소하는 결과를 보였다.  
325oC 에서는 40분에서 가장 높은 바이오원유 질량

분율 (40%)을 보인 뒤에 그 값이 감소하였고,  350oC 
에서는 10분에서 가장 높은 바이오원유 수율 (41%)
을 보였다. 각각의 온도조건 모두 반응시간이 길어질

수록 바이오원유 분율이 증가하여 특정 반응시간에 

최대 질량분율에 도달하였고 이후 반응시간이 더 길

어지면 바이오원유의 질량분율이 감소하는 경향을 

보였다. 이와는 반대로 기체의 질량분율은 반응시간

이 증가함에 따라 그 값이 증가하였다. 이와 같은 결

과는 열수액화 반응에서 가수분해 (hydrolysis)와 재

중합 (repolymerization)이 동시에 과잉반응으로 작용

하기 때문이다. 반응시간과 온도가 증가할수록 바이

오원유와 수층내의 성분은 분해반응이 발생할 것으

로 사료된다 [33]. 따라서, 바이오원유의 질량분율은 

감소하고 고체와 기체의 질량분율은 증가한다.

(a)

(b)

(c)

0

10

20

30

40

50

60

70

5 10 20 40 60

Reaction time (min)

Solid Biocrude Gas Aqueous

0

10

20

30

40

50

5 10 20 40 60

Reaction time (min)

0

10

20

30

40

50

5 10 20 40 60

Reaction time (min)

Figure 2. Influence of the reaction tempeature and time on 
the HTL product yields: (a) 300oC, (b) 325oC, and (c) 350oC.
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반응인자에 따른 에너지회수율 및 바이오원유 품질
분석
열수액화 공정의 1차적인 목표는 바이오원유를 

만드는데 있으므로 투입된 원료의 에너지 대비 연

료로 전환된 에너지를 나타내는 에너지 회수율과 

바이오원유의 품질이 중요하다. 에너지 회수율 관

점에서 접근하면 각각의 온도 조건에 따라 에너지 

회수를 위한 최적의 반응 시간이 존재하였다. 
Figure 3에 나타나듯이 325oC에서는 40분, 350oC에
서는 10분의 반응시간에서 약 68%의 비슷한 에너지 

회수율을 보였다. 바이오원유의 품질은 고위발열량

과 질소 및 산소 함량에 크게 연관되어있다. 바이오

원유 내의 질소와 산소는 저장안정성과 촉매개질에 

부정적인 영향을 끼친다 [16]. 게다가 바이오원유 

내 높은 질소 함량은 연소 시 질소산화물로 공기중

에 배출된다 [1]. 각각의 온도, 시간 조건에서 얻은 

바이오원유 성분의 원소분석 결과와 고위발열량을 

Table 2 에 나타내었다. 바이오원유 내 질소와 산소

함량은 반응 시간이 증가함에 따라 감소하였다. 일
반적으로 열수액화 반응에서 탈수 (dehydration)와 

탈탄산 (decarboxylation) 반응에 의해 산소는 물과 

이산화탄소로 회수되고 [8], 탈아민 (deamination) 반
응에 의해 질소가 제거되어 [37], 바이오원유 내 질

소와 산소함량이 낮아진다. 바이오원유 내 고위발

열량은 탄소함량의 증가와 산소함량의 감소에 따라 

증가하기 때문에 반응온도가 높을수록 바이오원유

의 고위발열량은 높은 것으로 확인되었다. 다양한 

반응조건에서 수득한 바이오원유의 고위발열량은 

26.4-34.5 MJ/kg 이었으며, 원료 (18.8 MJ/kg) 에 비

해 1.4-1.8배 가량 높았다.
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Figure 3. Effect of the reaction temperature and time on the energy recovery of biocrude.

Figure 4는 다양한 미세조류 바이오매스 및 바이

오원유에 대하여 N/C와 O/C 비율에 따른 H/C 비율

을 나타낸 것이다. Tetraselmis sp. KCTC 12236BP 
탈지세포의 N/C와 O/C 비율은 열수액화를 통한 바

이오원유 전환과정 후 크게 감소하였다. Figure 4 
(a)에서, 본 연구의 최적 반응조건에서 얻은 바이오

원유의 H/C와 N/C 비율은 선행연구 [1, 34, 35]에서 

얻은 바이오원유와 유사성이 높았다. Figure 4 (b)
는 Van Krevelen diagram 에 기초한 다양한 미세조

류와 바이오원유를 분류하고 그린 것이다. 열수액

화를 통해 생산된 바이오원유는 N/C와 O/C가 감소

하여 연료로서 특성이 향상된 것을 알 수 있었다. 
일반적으로 Van Krevelen diagram은 연료의 종류를 

분류하기 위한 방법으로 이용되고 있고, 본 연구에
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서 열수액화를 통해 생산된 바이오원유는 H/C와 

O/C의 비율이 다른 연구에서의 바이오원유와 밀

접한 유사성을 보이고 있다는 것을 알 수 있다. 이

는 Tetraselmis sp. KCTC 12236BP 탈지세포가 열수

액화를 통한 바이오원유를 생산을 위한 공급 원료

로서의 가능성이 있음을 보여준다.
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Figure 4. H/C and N/C ratios (a) and Van Krevelen diagram (b) for different microalgae feedstock and corresponding biocrude.
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위의 결과를 토대로, 최대의 에너지 회수율을 가

지는 반응조건 중 325oC, 40분에서 31.8 MJ/kg의 

높은 HHV를 보였고, 낮은 질소 및 산소 함량을 

보였기 때문에 에너지 회수율 및 바이오원유의 품

질 관점에서 325oC, 40분이 최적 조건으로 도출되

었다.

결 론

본 연구에서는 Tetraselmis sp. KCTC 12236BP의 

탈지세포를 사용하여 열수액화 반응의 최적 조건을 

고찰하였다. 에너지 회수율 및 연료 품질을 종합적

으로 고려했을 때 최적의 반응조건은 325oC, 40분으

로 도출되었다. 최적 조건에서의 바이오 원유의 에

너지 회수율은 68%였으며 31.8 MJ/kg의 높은 고위

발열량과 낮은 산소/질소함량을 보여 높은 연료 품

질을 나타냈다. 이와 같은 연구 결과는 미세조류의 

탈지세포의 연료화 가능성 및 이를 이용한 열수액화 

반응의 최적조건을 탐색하는데 있어서 이정표가 될 

것으로 기대된다.
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