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Abstract: The aim of this study is to develop an eco-friendly reduction process of indigo as an alternative choice. 
Hansenula misumaiensis was used and their reducing activity toward synthetic indigo as well as natural indigo was 
estimated by dyeing test in terms of indigo dye uptake. The changes in K/S value and pH were monitored on the 
time-based measurements. Also, reduction duration was evaluated. On the basis of the results described in this study, it 
was confirmed that Hansenula misumaiensis reduced indigo. Reducing power of Hansenula misumaiensis reached to 
maximum in two days. It can be possible to develop eco-friendly process of indigo reduction using Hansenula 
misumaiensis by the optimization of strain culture conditions and the optimization of reduction conditions. 

Keywords: Indigo, reduction, eco-friendly, Hansenula misumaiensis, reducing activity

1. 서   론

인디고(indigo)는 산화된 형태로 불용성이지만 발

효 등 반응 환경에서 제공되는 환원력에 의해 물에 

용해가 가능한 류코인디고(leuco-indigo)로 전환되어 

염색이 가능하게 된다1,2). 현재 산업적으로는 재현

성과 효율성이 낮은 전통적인 발효에 의한 인디고 

환원공정 대신 화학적 환원제인 sodium dithionite 
(Na2S2O4)를 이용하는 방법이 주로 사용되고 있다. 

Sodium dithionite(hydrosulfite)는 Na2SO4, SO3
2-, S2O3

2-

와 같은 독성 물질로 산화되고 또한 강한 환원력 

때문에 환경오염을 유발하는 문제가 있다3-5). 또한 

반응 부산물에 의한 건강상의 문제도 상존하는 것

으로 보고되고 있다. 대안으로 전기화학적 방법으

로 인디고를 환원시키거나6) 글루코스(glucose)와 같

은 환원당을 이용하여 인디고를 류코인디고로 전환

하는 방법이 있으나7) 이들 역시 낮은 생산 효율 문

제와 함께 높은 온도와 강알칼리 환경이 요구되는 

문제로 인해 실용성에 문제가 있다. 따라서 이러한 

문제의 근본적인 해결책으로 순수한 생물학적 방

법8)으로 인디고를 환원시키려는 연구가 재조명 받

고 있다.
본 연구에서 인디고를 화학적으로 대량 환원시

킴으로써 발생하는 환경오염이나 질환 유발 문제를 

해결하기 위해, 인디고의 환원과정에 미생물을 이

용할 수 있는 가능성을 제시하고자 한다. 이를 위

해 이스트(yeast)의 한 종류인 한세눌라 균주(Hansenula 
misumaiensis)를 이용하여 인디고 환원력을 확인하

고 친환경 인디고 환원과정을 규격화하는데 미생물

의 이용가능성을 알아보았다.

2. 실   험

2.1 균주배양 및 정량

인디고 환원에는 공시균주 Hansenula misumaiensis 
(KCCM 50134)를 사용하였다. 균주의 최적조건에서 
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(a) (b)

Figure 1. Changes in pH of natural indigo bath (a) and reducing ability (b) of Hansenula misumaiensis towards natural indigo.

배양한 균주의 현탁액을 취하여 원심분리기(1580MGR, 
(주)자이로젠, Korea)를 사용하여(12000rpm, 1min, 4℃) 
균을 가라앉힌 후 그대로 인디고 환원에 사용하였다. 

균 현탁액의 배양정도는 UV 흡광광도계(Aglient 
845, Aglient Technologies, Waldbronm, Germany)를 

이용하여 600nm에서의 Optical density(O.D.) 값으로 

확인하였으며, 최종 O.D.값은 1.8-2.0이 되도록 하

였다. 단 사용한 균주량은 원심분리하여 얻은 균주

를 오븐에서 완전히 건조하여 정량(dry weight)한 

값으로 제시하였다.

2.2 환원력 평가 

환원은 필터링한 0.2% 탄산나트륨 수용액(pH 
11.32) 35mL에 고온고압(120℃, 20min) 멸균한 인디

고(천연인디고 2.5g, 합성인디고 0.25g)를 사용하여 

32℃의 인큐베이터에서 행하였다. 
천연인디고는 전라남도 나주에서 재배된 쪽에 

소석회를 사용하여 색소를 침지시켜 니남을 만든 

후9) 50℃ 오븐에서 건조한 분말색소(Indigo 10.05% 
(W/W))를, 합성인디고(Indigo, Vat Blue 1, Aldrich, 
Germany)는 시판 중인 제품을 구입하여 사용하였다.

한세눌라 균주의 환원력를 평가하기 위해 인디

고 염욕에 배양한 균주를 첨가한 후 경과일에 따라 

마직물 염색을 행하여 환원정도와 pH를 모니터링

하였다. 환원용액의 상등액에 마직물을 20분 동안 

침지 후 공기 중에서 산화, 발색, 수세하고 0.1% 
아세트산 수용액으로 10분 중화 후 수세 건조하였다. 

염색된 직물은 색차계(Color-Eye 3100, Macbeth, 
USA)를 이용하여 최대 흡수파장에서의 K/S 값으로 

환원력을 평가하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 한세눌라 균주의 환원력

천연인디고에 대한 한세눌라 균주(strain III)의 환

원능을 알아보기 위해 한세눌라 균주의 양을 0.1, 
1.0, 2.0g으로 하여 인디고 환원실험을 행하였다. 환
원력은 염색된 시료의 염착량(K/S값)으로 측정하였다. 

염욕의 pH와 염착량을 시간에 따라 측정하였고, 
그 결과를 Figure 1에 제시하였다. 균주량에 상관없

이 염욕 pH는 경과시간이 증가함에 따라 계속 저

하되었으며, 균주량이 많을수록 pH 저하 정도가 더 

컸다. 따라서 같은 경과일수에서는 균주량이 많을

수록 더 낮은 pH값을 보였다. 이는 균주가 대사과

정에서 유기산과 같은 물질을 생성하기 때문에 균

주가 많으면 많을수록 그 만큼 pH의 저하가 커지

게 된다. 
염착량은 균주량이 많을수록 높아 인디고의 환

원이 더 잘 이루어진 것을 알 수 있다. 0.5g과 1.0g
의 양에서는 환원의 정도가 낮고 환원력을 유지하

는 기간도 더 짧았다.  
Table 1에 한세눌라 균주량에 따른 천연인디고의 

환원개시일, 최적 환원일, 그리고 최종 환원일에서

의 염욕의 pH와 K/S 값, 그리고 염색된 샘플의 색

상을 제시하였다. 
한세눌라 균주량이 0.5g인 경우에는 2일 경과 후

부터 환원이 일어나 염색되었고 4일째 최대염착량

(염욕 pH 9.23, K/S 값 2.26)을 보였으나 이후에는 
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Strain 0.5g 1.0g 2.0g

Reduction Time
(day) pH K/S Dyed 

sample
Time
(day) pH K/S Dyed 

sample
Time
(day) pH K/S Dyed 

sample

Start 2 9.53 0.78 2 9.27 0.86 1 9.28 0.60

Peak 4 9.23 2.26 4 8.98 3.15 4 8.40 8.05

End 4 9.23 2.26 6 8.70 2.04 11 7.96 1.43

Table 1. Summary of indigo reduction using Hansenula misumaiensis(0.2% Na2CO3 solution 35mL, natural indigo 2.5g)

Figure 2. Changes in pH of synthetic indigo bath and reducing ability of Hansenula misumaiensis towards synthetic indigo.

염색되지 않았다. 한세눌라 균주량이 1.0g인 경우에

도 2일 경과 후부터 환원이 일어나 염색되었으며, 
4일째 최대 염착량(염욕 pH 8.98, K/S 값 3.15)을 

보였고 6일 후까지 염색되어 환원상태가 유지된 것

을 알 수 있다. 한편, 한세눌라 균주량이 2.0g인 경

우에는 1일 경과 후부터 바로 환원되어 염색되었으

나, 균주량이 더 적은 경우에 비해 약간 낮은 염착

량(염욕 pH 9.28, K/S 값 0.60)을 보였다. 4일 경과

시에 최대 염착량(염욕 pH 8.40, K/S 값 8.05)을 보

였으며 11일 후까지 환원염색 되었다. 
환원 개시일부터 최종 환원일까지의 경향을 보

면, 염욕의 pH는 계속 저하되었으며 균주량이 많을

수록 pH 저하 속도가 크며 더 낮은 값을 보였다. 
균주량이 많을수록 더 높은 최대 염착량 값을 보였

으며, 이때의 염욕 pH는 더 낮은 값을 나타내었다. 
또한 균주량이 많을수록 더 오랫동안 환원상태가 

유지되었다. 
색상은 K/S 값이 1이하인 경우에는 B계열을, 이

외에는 모두 PB계열을 나타내었다. 한편, 한세눌라 

균주는 합성인디고에 대해 훨씬 낮은 환원력을 나

타냈다. 
Figure 2는 균주량 0.5g를 사용한 경우의 합성인

디고 염욕의 pH변화와 한세눌라 균주의 합성인디

고에 대한 환원력(K/S 값)을 나타낸 것이다. 균주가 

명백하게 환원력을 보이는데 천연인디고를 사용할 

때보다 시간이 더 걸리는 것으로 나타났다. 
염착량을 나타내는 K/S값 최고치가 1.66로서 천

연인디고 사용시의 2.26과 비교하면 합성인디고에 

대한 한세눌라 균주의 환원력이 더 낮은 것을 알 

수 있다. 
인디고의 환원과정은 인디고 분자의 표면에서 

전자의 이동에 의해 일어나므로 분자들의 분리

(deaggregation and delamination)과정과 연결되어 있

는 것으로 알려져 있다10,11). 따라서 큰 입자보다는 

입자가 작을수록 환원이 더 용이하게 일어난다12). 
인디고의 결정구조는 판상(sheet)과 같은 인디고 

분자가 수소결합에 의해 여러 층으로 접합(layered 
packing)되어 있다. 따라서 환원이 용이하게 일어나
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Reduction

Fresh strain addition with
 no stirring 

Fresh strain addition after 
stirring 

Defrozen strain addition after 
stirring

Time
(day) pH K/S Dyed 

sample
Time
(day) pH K/S Dyed 

sample
Time
(day) pH K/S Dyed 

sample

Start 5 9.58 0.84 5 9.86 0.47 7 9.81 2.13

Peak 6 8.94 1.66 7 8.90 2.26 8 9.17 5.30

End 9 8.18 0.75 9 8.22 1.25 9 8.08 1.05

Table 2. Effect of freezing of Hansenula misumaiensis and stirring before adding strain(0.2% Na2CO3 solution 35mL, indigo 
dye 0.25g, cultured strain 0.5g)

기 위해서는 판과 판간의 상호작용과 인디고 분자

간의 인력을 극복해야 한다. 특히 합성인디고의 결

정구조는 천연인디고에 비해 이러한 상호 작용력이 

크기 때문에 균주가 인디고 분자에 접근하는 것이 

용이하지 않을 것으로 판단된다. 
본 실험에 사용한 천연인디고는 순수 인디고 함

량이 약 10.66%이며 나머지 89%이상이 알칼리(소
석회)와 쪽식물로부터 추출된 다른 성분의 물질로 

되어 있다. 따라서 사용한 천연인디고 분자들은 패

킹이 느슨하여 상대적으로 상호작용하는 힘이 약해 

균주의 접근이 용이하여 환원이 더 잘 일어날 것으

로 사료된다. 

3.2 교반과 냉동보관이 균주의 환원력에 미치는 영향 

본 연구에서는 균주를 실험실에서 배양하여 사

용하였다. 배양하여 즉시 생균을 사용하는 경우와 

냉동보관하고 있다가 필요할 때 균주를 다시 해동

하여 사용하는 경우가 있다. 따라서 생균과 냉동 

후 해동한 균의 환원력에 차이가 있는지 조사하였

다. 또한 인디고를 넣은 환원욕에 균주를 첨가하기 

전에 교반(12시간)의 유무가 환원정도에 차이가 있

는지도 알아보았다. 그 결과를 Table 2에 제시하였다. 
생균인 경우 5일 만에 환원 염색 되었으며, 6일

만에 최대 염착량을 보였고(염욕 pH 8.94, K/S 값 

1.66) 9일까지 환원 염색되어, 총 5일동안 환원력을 

유지하였다. 인디고 염욕을 2시간 교반 후 생균을 

첨가한 경우에는 환원개시일과 환원유지일이 인디

고를 미리 교반하지 않은 경우와 같으나 7일 만에 

더 높은 최대 염착량을 보였다(염욕 pH 8.90, K/S 
값 2.26). 인디고 염욕을 12시간 교반한 후 냉동/해

동한 균을 첨가한 경우에는 2일 더 늦은 7일 만에 

염색 되었으나 더 높은 염착량을 보였으며(염욕 

pH 9.81, K/S 값 2.13), 최대 염착량도 더 높게 나

타났다(염욕 pH 9.17, K/S 값 5.30). 염색된 시료의 

색상은 K/S 값 1.25이상에서는 모두 PB 계열로 염

색되었다. 
위의 실험 결과를 보면, 균주를 첨가하기 전에 

염욕을 교반하는 것은 시간과 경제적인 측면을 고

려할 때 이점이 크지 않아 교반은 생략해도 될 것

으로 판단된다. 또한, 냉동/해동균을 사용하는 경우

에 생균을 사용하는 경우보다 최대 환원력이 더 증

가하는 결과를 보임으로써 균주를 냉동해서 사용하

여도 큰 문제가 없을 것으로 판단된다. 이는 균주

를 동결 건조하여 분말상태로 보관하여 사용하는 

것이 가능하고 또한 환원공정의 규격화가 용이할 

것으로 기대된다.

4. 결   론

인디고 염욕에 한세눌라 균주의 첨가 양을 증가

할수록 최대 염착량은 증가하였으며, 냉동하여 사

용하여도 환원력에 감소가 없는 것으로 나타났다. 
실험 결과로부터, 미생물을 이용한 친환경 인디

고 환원염색 공정을 개발하는데 한세눌라 균주의 

이용가능성을 확인하였다. 균주의 대량생산과 함께 

보다 사용하기 편리한 형태로 분말화하여 공정을 

규격화할 수 있을 것으로 보여진다.
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