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Abstract: Indigo is utilized in various industries including

textile dyeing, cosmetics, printing and medicinal products and

its reduced form, leuco-indigo, is mainly used in these pro-

cess. Chemical reducing agent (sodium dithionite, sodium

sulfide, etc.) is preferred to use for the formation of leuco-

indigo in industry. In traditional indigo fermentation process,

microorganisms can participate in the reduction of indigo and

thus it has been known to reduce environmental pollution and

noxious byproducts. However, in fermentation method using

microorganisms it is difficult to standardize large scale pro-

duction process due to low yield and reproducibility. In this

study, we attempted to develop the indigo reduction process

using microbial flora which was isolated from naturally fer-

mented indigo vat or deduced by metagenomic approach.

From the results of library analyses of PCR-amplified 16S

rRNA genes from the traditional indigo fermentation vat sam-

ple (metagenome), it was confirmed that Alkalibacteriums

(71%) was distinctly dominant in population. Some strains

were identified after confirming that they become pure cul-

ture in nutrient media modified slightly. Four strains were

separated in this process and each strain showed obvious

reducing ability toward indigo in dyeing test. It is expected

that the analyzed results will provide important data for stan-

dardizing the natural fermentation of indigo and investigating

the mechanism of indigo reduction.

Keywords: Microbial community, Metagenome, Enrichment,

Indigo, Fermentation, Leuco-indigo 

1. 서론

미생물은 35억년 이상 지구에 존재해 왔으며 생물 총량의

60%라는 가장 광범위한 다양성을 지닌다. 이들은 오랜 기간

동안 지구 생태계에 번성하면서 극한 환경을 포함한 다양한

서식지에서 적응할 수 있도록 진화되어 왔다. 따라서 미생물

은 대사/생리 활성도 매우 다양하여 이들이 지닌 잠재적 이용

가치는 자원의 보고라고 할 만큼 무한하다 [1]. 실제로 많은

미생물은 다양한 생태계를 구성하는 중요한 주체이고, 상호

작용을 통해 natural geochemical cycle과 같은 global regula-

tion에 중요한 역할을 담당하고 있다. 일산화탄소나 이산화탄

소가 biomass로 전환되고 이러한 화합물이 food chain을 경유

해, 고정/소비/순환되는 과정은 미생물이 지닌 대사 다양성을

바탕으로 이루어진다 [2,3]. 또한 미생물의 2차 대사로부터

얻을 수 있는 다양한 산물이나 대사 기작 규명을 통해 인류가

당면한 에너지/의약/식량과 같은 보편적인 문제의 해결책을

찾아가고 있다 [4,5]. 따라서 특정한 생태계의 미생물 군집

(microbial community)을 분석하고 이들이 지닌 대사/생리를
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통해 새로운 적용점을 찾는 일은 매우 중요한 연구주제가 되

고 있다.

Microbial community를 분석하여 이용하는 대표적인 분야

가 (천연)발효 산업이다. 자연적인 균총에 의지하고 공학적

인 체계 (규격화나 표준화가 어려운 특성)를 지니지 못한 특

성으로 인해 발생한 비균일한 공정시간이나 재현성, 수율을

유지하는데 이러한 분석과정이 필요하기 때문이다. 예를 들

어 대표적인 발효 제품인 김치는 한국의 전통적인 발효 음식

으로 원재료나 공정, 발효 방법 그리고 보존/숙성하는 방법

에 따라 품질이 다양한 것으로 알려져 있다. 따라서 발효시

기나 원재료, 공정에 따라 주도적으로 참여하는 균주를 이해

하고 그 기작이 규명되면 표준화된 김치생산이 가능할 수 있

을 것이다 [6,7]. 미생물에 의한 발효 산업은 식품을 벗어나

천연 염료를 생산하는 과정에도 이용된다. 대표적인 것이 쪽

식물로부터 생산되는 인디고 (indigo) 생산과정이다. Indigo

는 주된 활용분야인 염료산업 이외에, 화장품이나 기능성 소

재로도 이용되고, 다양한 유도체를 제조해 항균제를 비롯한

의약품으로도 활용 가능성이 보고되고 있다 [8-11]. 전통적인

인디고 생산법은 수확한 쪽을 일정기간 물에 담궈 발효, 숙성

과정을 유도한 후 앙금을 생성하고 석회를 첨가하여 회수하

는 것이다. 즉, Polygonum tinctorium의 잎에 저장된 indican

이 쪽 식물자체 혹은 자연적으로 내포된 미생물의 효소활성

(β-glucosidase)에 의해 indoxyl과 glucose로 가수분해되고 공

기와 접촉하여 indigo (blue, insoluble)가 생성된다 [12-14]. 앙

금에 존재하는 indigo는 산화된 형태로 불용성이지만 발효 환

경에서 제공되는 환원력에 의해 물에 용해가 가능한 leuco-

indigo (colorless, soluble)로 전환되어 염료로 이용된다 (Fig.

1) [15]. 그러나 이러한 방법으로 염료를 제조할 경우 소요시

간이 길고 사용하는 석회의 종류, 석회의 양 또는 제조하는

사람에 따라 염료의 품질이 달라 규격화가 어렵다. 또한 입자

가 크고 균일하지 않아 염색 시 일정하게 염색되지 않는다.

이러한 문제점과 함께 천연염료의 염색 견뢰도, 재현성, 생

산의 한계성 및 보관상의 문제점 때문에 그 이용범위가 제한

되어 있으며 고가로 거래되고 있는 실정이다 [13].

따라서 전통적으로 indigo를 환원시키는 공정 (석회와 미

생물 이용) 대신 화학적 환원제인 Na2S2O4를 이용하는 방법

이 대체되어 이용되나, Na2S2O4가 Na2SO4, SO3

2-, S2O3

2- 와 같

은 독성 물질로 산화되고 Na2S2O4의 강한 환원력 때문에 환경

오염을 유발하는 문제가 있다 [13,16,17]. 또한 반응 부산물에

의한 건강상의 문제도 상존하는 것으로 보고되고 있다. 대안

으로 전기화학적 방법으로 indigo를 환원시키거나 [18] glu-

cose와 같은 환원당을 이용하여 indigo를 leuco-indigo로 전환

하는 방법이 있으나 [19] 이들 역시 낮은 생산 효율 문제와 더

불어 높은 온도와 강알칼리 환경이 요구되는 문제로 인해 규

격/표준화에 어려움이 있다. 따라서 이러한 문제의 근본적인

해결책으로 순수한 생물학적 방법으로 indigo를 환원시키려

는 연구가 재조명 받고 있다.

본 연구에서 indigo를 화학적으로 대량 환원시킴으로써 발

생하는 환경오염이나 질환 유발 문제를 해결하기 위해, indigo

의 환원과정에 미생물을 이용할 수 있는 가능성을 제시하고

Fig. 1. Redox reation mechanism of indigo.
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자 한다. 이를 위해 metagenomics의 전형적인 접근법으로 쪽

식물을 발효시킨 발효액에 존재하는 균총을 분석한 후, 분리

배양될 수 있는 균주의 특성 규명을 시도하였다. 이들의

indigo 환원능은 확인함으로써 전통적인 인디고 발효과정에

규격 혹은 표준화 요소로서 미생물의 이용가능성을 알아보

았다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시료 및 배지

전라남도 나주의 쪽 천연염색 장인이 쪽 (Polygonum tincto-

rium)의 전통발효를 통해 만든 염액 중 염색이 잘 되는 2008

년, 2010년 염액과 염색이 잘 되지 않는 2009년 염액을 -70oC

에 보관된 상태로 시료로 사용하였다. 영양배지 (1% Trypton,

0.5% Yeast extract, 0.3 g Beef Extract, 5% NaCl and pH 10)는

2 N NaOH를 이용하여 pH를 조절하였고, YPA 배지 (0.8%

peptone, 0.3% yeast extract, 1% agar and pH 10) 와 YPD 배지

(1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 1% agar, pH 10)

는 100 mM NaHCO와 100 mM Na2CO를 이용하여 pH를 조절

하였다. 모든 배지는 121oC에서 15분간 멸균 후 사용하였다.

2.2. 전통 발효 염액의 metagenomic DNA 추출

비교연구를 위해 전라남도 나주에서 염색 장인이 Polygonum

tinctorium을 전통적인 방법으로 발효시켜 염색이 정상적으

로 이루어진 것과 동일한 발효과정을 거쳤으나 염색이 되지

않은 발효액을 각각 이용하였다. 모든 발효액은 -70oC에 보관

된 상태로 실험을 진행하였다. 각각의 발효액을 13,000 rpm

에서 10분간 원심분리하여 획득한 0.1~0.2 g의 pellet을 DDW

5 mL에 재부유시켰다. 농축된 sample 1 mL로부터 Wizard®

Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA)를 사용하여

genomic DNA를 추출하였다. 이때 co-precipitation에 의해

DNA 손실을 유발하는 protein precipitation solution은 처리

하지 않았다. 추출한 DNA는 16S rRNA 유전자를 증폭하기

위한 주형 DNA로 사용하였다.

2.3. 16S rRNA 유전자 라이브러리 구축 및 염기서열 분석

대표적인 universal primer인 27F (5’-AGAGTTTGATCMTG

GCTCAG-3’)와 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)

을 사용하여 각 발효액으로부터 획득한 genomic DNA를 주

형으로 PCR를 이용해 16S rRNA 유전자를 증폭하였다. PCR

반응은 Taq polymerase (1 U)를 이용하여 주형 DNA 0.3 ng를

첨가하고, 10x Taq polymerase buffer 1 µL, 10 mM dNTP 1 µL,

그리고 각각의 primer를 5 pmol 첨가하여 전체 양이 25 µL

되게 수행하였다. PCR 조건은 95oC에서 10분 denaturation,

95oC에서 1분 denaturation, 58oC에서 1분간 annealing, 72oC에

서 1.5분간 extension/25 cycle로 하였다. 증폭된 16S rRNA 유

전자는 PCR Clean-Up Kit로 회수한 후, pGEM®-T vector

(Promega)와 T-Blunt vector system (Solgent, Korea)에 클로닝

하였다. 이때 대장균 숙주로는 XL1-blue를 이용하였다. 형질

전환체는 2% X-gal agar 배지에 도말하여 흰색 콜로니를 선

별한 후, 신선한 배지로 옮겨 같은 과정으로 검증하였다.

2차 선별된 clone을 LB 액체 배지에 배양하여 DNA purifi-

cation system (Promega, USA)을 사용하여 plasmid을 정제하

였다. 정제된 plasmid는 삽입된 각각의 16S rRNA 유전자를

PCR로 재증폭하기 위한 주형으로 이용하였다. 증폭된 유전

자는 Sau3AⅠ제한효소를 처리한 후, gel 상에서 절편의 크기

나 성분비가 다른 것을 최종 선별해 염기서열 분석에 이용하

였다. 서열 분석에는 pGEM®-T와 T-Blunt vector의 M13

primer (F5’-GTAAAACGACGGCCA GT-3’, R5’-GCGGATA

ACAATTTCACACAGG–3’)를 이용하였다. 얻어진 sequence

는 BlastN (NCBI)을 이용해 관련 균주들과 비교하여 동정에

이용하였다.

2.4. 전통발효 염액에 서식하는 배양 가능 균주 분리 및 동

정

발효 염액의 복합적인 균총 가운데 분리가 가능한 균주를 배

양하기 위해, 16S rRNA 서열을 이용한 균주 동정 결과를 바

탕으로 영양배지 (1% Trypton, 0.5% Yeast extract, 0.3 g Beef

Extract, 5% NaCl and pH 10)를 변형해 이용하였다. 발효액을

희석 배율에 따라 영양배지에 도말하고, 30oC에서 4일간 배

양하였다. 또한 인디고 염료의 전구물질인 indican 배당체

(indoxyl-glucose)를 탄소원으로 사용하여 생장 가능한 균주

를 선별하기 위해 M9 최소영양배지에서 같은 조건으로 배양

하였다. 배양된 균주는 일반적인 표현형질 차이에 따라 최종

분석 대상 균주로 선별하였다.

발효 염액으로부터 배양된 4종의 균주는 colony PCR을 통

해 16S rRNA 유전자를 증폭하여 서열을 분석한 후, 동정에

이용하였다. 또한 정확한 동정을 위해 생리·생화학적 특성

분석을 위한 하기 실험을 진행하였다. Gram-staining과 KOH

test를 통해 균주의 표현형질을 판별하였다. 단백질 가수분해

능을 조사하기 위해 nutrient 평판배지 (0.3% yeast extract,

0.8% peptone, 1% agar)에 skim milk를 0.5%가 되도록 첨가

하여 균을 배양하였다. 균의 성장으로 형성된 투명한 환에

10% HgCl2/20% HCl 용액을 가하여 카제인에 대한 분해능을

확인하였다. 전분 분해능을 확인하기 위해 nutrient 평판배지

에 0.15% soluble starch를 첨가하여 테스트 배지를 제작하였

다. 제작한 배지에 균을 접종하고 배양한 후, iodine 용액을

콜로니 주변에 떨어뜨려 투명한 환이 형성되는지를 확인하

였다. 각 균의 젤라틴에 대한 분해능은 다음과 같이 확인하였

다. 젤라틴배지 (12% 젤라틴, 2% peptone, 1% yeast extract,

2% dextrose)를 15 mL test tube에 굳혔다. 백금을 이용하여 젤

라틴 배지 가운데 균을 접종하고 배양 (20~23oC)하였다. 균의

성장에 따라 액화가 진행되는 정도를 측정해 젤라틴 분해능

을 확인하였다. Catalase test는 3% 과산화수소를 균배양액의

10배가 되도록 혼합하여 기포의 생성 여부를 확인하거나,

30oC에서 배양한 평판배지 콜로니 위에 과산화수소액 (3%,

5 uL)을 첨가해 기포 생성 여부로 확인하였다. Cytochrome
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oxidase의 활성 유무는 nutrient 평판배지에 접종한 균을 30oC

에서 배양한 후, α-naphtol/95% ethanol : 1% dimethyl-p-phe-

nylenediamine oxalate solution 용액을 1:1로 첨가해 색변화로

결정하였다.

API ZYM kit (BioMerieux, France)는 미생물의 효소활성

(19가지)을 검사하기 위해 주로 사용되는 도구로서 거의 모

든 종류의 균에 적용할 수 있다. 균의 성장 조건에 따라 나타

나는 효소활성의 차이를 확인하기 위해 Rich 평판배지 (1%

tryptone, 0.5% NaCl, 0.5% yeast extract, 0.3% beef extract,

1% agar, pH10)와 YPD 평판배지 (1% yeast extract, 2% pep-

tone, 2% dextrose, 1% agar, pH 10)에서 배양한 균을 멸균증

류수 혹은 0.85% NaCl 용액에 부유시켰다 (OD550 nm=1~1.5).

Kit의 각 큐플에 150 mL의 균액을 접종하고 30oC 배양기에서

4시간 동안 배양하였다. 배양 후, kit 에 포함된 ZYM A와 B

용액을 각각 첨가해 5분간 반응시킨 후 결과를 분석하였다.

반응 경과에 따라 1, 3, 12시간 동안 상온에서 반응시키면서

발색여부를 확인하였다.

2.5. 선별 균주의 환원력 측정

자연환원이 일어나는 천연발효 염액에서 순수분리한 균주의

환원력을 확인하기 위한 방법으로, TTC reduction assay 법을

활용하였다. 이를 위해 배당체인 indican을 포함한 M9 최소

배지에서 성장한 균주 4종을 OD600=2.5±0.2의 흡광도를 보일

때까지 배양한 후, 균체 일부 (0.1~0.2 g)를 회수하였다. 이를

50 mM potassium phosphate (pH 7.0, 9 mL)에 부유시키고

1 mL의 15 mM 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride를 처리하였

다. 25oC에서 반응시키며 시간에 따라 세포를 회수 (13,000

rpm, 10 min)하고 생성된 formazan은 95% ethanol에 녹였다

[20,21]. UV-Visible Spectrophotometer (UV-1700, SHIMADZU,

Japan)를 이용하여 흡광도 (485 nm) 값을 측정해 환원력을 분

석하였고, 대조군으로 대장균 XL1-Blue와 화학 환원제인

sodium dithionite (Na2S2O4)를 이용하였다.

균 환원력 측정의 다른 방법으로 indigo-carmine을 기질로

이용하였다. 염기성의 indigo-carmine은 물에 용해되면 보라

색을 띤 청색을 나타내며, 환원되면 노란색으로 변하는 특성

을 이용해 환원력을 검출하는데 사용된다. 이를 위해 YPA

media (100 mM NaHCO2/Na2CO, 0.8% peptone, 0.3% yeast

extract, 1% agar and pH 10)에 4.3 mM indigo-carmine이 포함

된 배지를 제작하였다 [22]. 각 균을 30oC 혐기조건에서 3일

간 배양하며 배지의 색상 변화를 통해 환원력 여부를 확인하

였다.

2.6. 균의 환원력에 의한 합성인디고 염액 발효

환원력이 확인된 균주들을 이용해 leuco-indigo를 생산한 후,

직물을 염색하는 방법으로 실 적용 가능성 여부를 확인하였

다. 이를 위해 0.2% Na2CO2 (pH 11.32)용액 35 mL에 합성인

디고 0.25 g을 첨가하고 배양된 균을 첨가하여 32oC에서 반응

시켰다. 이때 사용한 합성 인디고는 시판중인 제품 (Indigo,

Vat Blue 1, Aldrich, Germany)을 구입하여 사용하였다. 각 균

은 YPD (pH 10) 액체배지에 배양하며 OD600=2.0±0.1 도달한

시점에서 원심분리 (10,000 rpm, 4oC 10 min)로 회수하였다.

모든 균의 경우, 회수량을 배양액 기준으로 30, 60, 90, 150

mL (dry weight 20, 40, 60, 100 mg)로 나누어 환원여부를 확

인하였다. 각 반응액은 하루에 한번씩 inverting을 통해 섞일

수 있도록 하였고, 반응개시 날을 0일로 하여 매일 염색을 시

도하였다. 염색은 경과일에 따라 0.1 g 마직물을 염액의 상등

액에 20분 동안 침지 후, 공기 중에서 산화, 발색, 수세하고

0.1% 아세트산 수용액으로 10분 중화 후 건조하였다. 염색한

직물은 색차계 (Color-Eye 3100, Macbeth, USA)를 이용하여

최대 흡수파장에서의 K/S 값으로 표면염착을 평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 발효액으로부터 획득한 16S rRNA gene library 구축

미생물 균총 분석을 위해 메타지놈을 추출하기 위한 인디고

천연 발효액은 염색 의 성패에 상관없이 모두 알칼리 조건

(pH 9.11~9.6)의 특성을 지니고 있음이 확인되었다. 준비된

시료 (발효액 40.5 ml)를 원심분리 했을 때, 대략 0.1~0.2 g 정

도의 세포를 포함한 고형분을 회수할 수 있었으며, 재료 및

방법에서 서술한 방법으로 핵산을 분리하였을 때 1.25~1.5

ng/µL (total volume 100 µL) genomic DNA를 추출하였다. 핵

산의 분리과정에서 회수율 감소의 주원인으로 분석된 protein

precipitation solution을 처리하지 않았기 때문에 추출된 핵산

에는 단백질을 포함한 불순물이 포함되어 있다. 따라서 추출

된 핵산을 주형으로 16S rRNA gene을 증폭하기 위해, 시료

를 희석 (1/10~1/100)해 PCR을 수행하였다. 각각 (염색이 잘

된 것과 그렇지 않은 것)의 발효액에서 얻은 16S rRNA 유전

자들은 클로닝이 용이한 commercialized TA cloning vector를

사용하여 library를 구축하였다. 재조합 유전자 pool은 X-gal

을 이용하여 약 2900개의 positive clone을 1차적으로 확보하

였고, insert의 제한효소 (Sau3AI) 처리에 따른 절편의 크기와

패턴에 따라 총 40개의 subfamily로 분류해 균총분석에 이용

하였다.

3.2. 선별 클론의 서열 분석에 의한 발효 균총 분석

상기 과정에서 최종 선별된 40개의 클론은 제한효소 절단 절

편 패턴이 같은 각각의 subfamily를 대표할 수 있는지를 임의

로 선정된 subfamily 하나의 특성분석으로 확인한 후, 서열 분

석을 진행하였다. 얻어진 염기서열은 BLAST N (NCBI) 프로

그램을 이용해 database (GenBank) 상의 관련 균주들과 con-

sensus sequence를 비교하는 방법으로 동정에 이용하였다. 분

석결과, 천연 발효액 중 염색이 가능했던 발효액에서는 Alkali-

bacterium이 우점하고 있었다. 전체적인 균총의 비율을 분석

하면 71% Alkalibacteriums과 14% uncultured bacterium clone

ambient alkaline (clone NN2-1), 그리고 나머지 균총의 주된

종으로는 Bacillus가 검출되었으나 이외에도 다양한 비배양

종이나 미규명 종들이 확인되었다 (Fig. 2). 염색이 되지 않았
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던 두번째 발효액에서는 uncultured bacterium clone ambient

alkaline이 대략 50%, Bacillus 계열이 30%를 차지하며 매우

제한된 종 편중현상이 관찰되었다 (data not shown). 고세균

이나 곰팡이는 분석과정에서 배제하였다 (실제 영양 선택 배

지에 발효액을 도말한 결과 확인되지 않았다). 분석된 서열

은 GenBank에 등록된 관련 균주의 16S rRNA 서열과 의미있

는 유사성 (> 90%)을 보였고, subfamily 내의 균주 간에는 모

두 99.0~99.9%의 높은 상동성을 확인하여 분석을 신뢰성을

확보할 수 있었다. 또한 원 발효액의 환경 (알칼리성)에 적합

한 균주들이 주로 존재하는 것을 확인함으로써 균총 분석의

신뢰성을 담보할 수 있었다.

3.3. 농화 배양이 가능한 균주 선별

메타지놈 분석 결과 일부 균주는 배양 가능한 균주로 조사되

었다. 이들 균주를 포함하여 복합적인 균총 가운데 분리 배양

이 가능한 균주를 선별하기 위해, 천연 발효액의 물리화학적

인 특성과 메타지놈 분석 결과를 바탕으로 영양배지를 변형

시켜 농화배양을 통한 균주 선별과정에 이용하였다. 경우에

따라, 농화배양 배지의 선택성을 강화할 목적으로 인디칸을

배지에 추가로 첨가하였다. 준비된 배양액에 발효액을 희석

배율에 따라 도말하고 30oC에서 4일간 배양하였을 때, 정상

적으로 염색이 진행된 발효액에서 5개의 균주 (TPL19, Tibet-

IBa2, AC84, W5044, 110-8)를 얻을 수 있었다. 복합균총내에

서의 미생물 상호작용이나 고체 배지의 특성으로 인해 제한

된 균주만이 선별되었을 수도 있는 가능성을 고려해, 염료 발

효액을 액체 배지에 희석하여 다시 액체 배지에 접종하고 균

체의 성장이 확인되면 새로운 배지에 재희석해 종류가 다른

균주의 농화배양이 유도되는지를 학인하였으나, 종이 다른

새로운 균주는 선별되지 않았다. 따라서 본 연구에서 제안된

선택배지에서는 동일한 종만이 농화배양되는 것을 확인하였

다. 이때 박테리아에 대한 선택성의 증가를 위해 진핵미생물

의 성장을 제한하는 항생제의 사용도 병행하였다. 염색이 되

지 않는 발효액에서도 6개의 균주가 농화배양되었으나, 본

연구의 목적과 달라 후속 연구를 진행하지 않았다 (data not

shown).

전술한 대로 발효액의 주요 미생물은 식물 유래 전구체인

인디칸을 인디고로 전환시키거나 인디고 환원에 관여할 가

능성이 높다. 전자의 경우는 가수분해 산물로 생성되는 glu-

cose 를 이용해 세포성장이 가능한 것으로 알려져 있다. 이러

한 활성을 확인하고자 배당체인 indican을 유일 탄소원으로

첨가한 M9 최소영양배지에 배양하였을 때, 4개의 균주 (TPL

19, AC84, W5044, 110-8)가 생장이 유도되었고 가수분해 산

물인 indigo의 생성으로 인해 남색의 colony가 관찰되었다

(Fig. 3). 결과적으로 인디칸을 가수분해할 수 있는 β-glucosi-

dase를 지니고 있음이 확인되었으며, 균주 110-8의 경우는

X-gal을 가수분해 할 수 있는 glycosyl hydrolase를 생산함이

확인되었다. 액체 배양된 세포 (OD600=2.7±0.2)를 반응액 (50

mM Tris-Cl, pH 7~10, 1% Triton X-100, 그리고 1 mM indi-

can)에 첨가해 3일간 반응시켰을 때, 4종의 균주에서 indican

(1 mM) 으로부터 indigo로의 뚜렷한 전환 (1.6~33.8%)이 재

확인되었다 (data not shown).

3.4. 분리된 균주의 동정

Indican에 대해 활성이 있는 균주로 선별된 4가지 균주에 대

한 정확한 동정을 위해 배양 특성과 생리/생화학적 특성을

분석하였다 (Table 1). 우선, Gram-staining 결과 모두 양성균

임이 확인되었다. 하지만 Gram-staining의 경우 일부 그람양

성균은 그람음성으로 염색되는 경우가 있다. 특히 혐기성 균

에서 이런 현상이 빈번하며 경우에 따라 배양 기간에 의해서

도 음성으로 탈색되는 경우가 있어 정확한 판독이 어렵다. 따

라서 이러한 오류를 보안하기 위해 KOH test를 수행하였다.

이를 위해 네 가지 균을 3% KOH 용액과 혼합하여 점성이 나

타나는 시간과 정도를 확인하였다. KOH test에서 15초 내외

에 강한 점성이 나타나는 결과를 그람음성균으로 판독하고

있는데, 실험에 이용된 균들은 모두 점성이 나타나지 않았다.

균의 동정과정은 표현형 뿐만 아니라 생리활성의 특성을

확인함으로써 보다 정확한 계통을 확인할 수 있다. 따라서

pH 9 이상의 알칼리에서 자라는 특성을 바탕으로 각 균이 특

정 시약에 반응하는지 여부를 확인할 수 있는 API ZYM kit

를 이용하여 생리활성을 분석하였다. API ZYM kit 결과,

110-8, W5044, AC84는 비슷한 특성을 보이지만, TPL19는

세 가지 균주와는 다른 특성을 보였다 (Table 2). TPL19에서

뚜렷한 β-glucosidase 활성을 보였고, 네 균주 모두 α-galac-

Fig. 2. Phylogenetic tree analyses of representative clones from the

sample of fermentation liquor based on 16S rRNA gene sequence

analysis. The clones from the first fermentation liquor (successfully

dyeing sample) are analyzed in this figure using Clustal W program.

The most dominant genus is underlined.
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tosidase, β-galactosidase, β-glucuronidase, α-fucosidase에 대

한 활성은 측정되지 않았다. TPL19의 경우, trypsin이나 oxi-

dase test에서도 활성이 검출되지 않았다. 탄소원뿐 아니라

주요 영양분으로 사용되는 화합물을 대사하는 미생물의 경

우, 각 성분에 대한 분해/흡수를 위한 효소를 갖는다. 선별된

균주들은 일반적인 질소원인 casein이나 gelatin에 대한 분해

효소 활성을 갖고 있지 않았다. 통성호기성 혹은 미세 호기

성 균주나 혐기성 균주에서 많이 발견되는 nitrate reductase

활성은 모두 검출되었다.

상기 표현 형질과 생리적인 특성, 그리고 완전하게 재분석

한 16S rRNA 서열을 바탕으로 천연인디고 발효액에서 선별

된 4가지 균주 TPL19, AC84, W5044, 110-8을 각각 Dietzia

sp. KDB1 (KC433534), Nesterenkonia sp. KDB2 (KC433535),

Nesterenkonia sp. KDB3 (KC433536), Nesterenkonia sp. KDB4

(KC433537)로 명명하였다.

3.5. TTC Assay와 indigo-carmine을 통한 환원능 확인

Indican으로부터 indigo의 생산이 가능하고, 발효액의 염기

조건에서 생존하는 것으로 확인된 균주들을 이용해 염액의

생성과정에서 중요한 환원력 (indigo의 leuco-indigo로의 전

환)을 제공하는지를 시험하였다. 이를 위해 최종선별된 4종

의 균주와 대조군으로 대장균 (E. coli strain XL1-Blue)을 배

양하여 0.1~0.2 g의 cell을 획득하고, 50 mM potassium phos-

phate (pH 7.0)에 재 부유시킨 후, 15 mM 2,3,5-triphenyltetra-

zolium chloride를 처리하였다. 결과적으로 현재 일반적으로

쓰이는 화학 환원제 (45 mM Na2S2O4)와 흡광도로 비교했을

때, 4개의 균주를 혼합한 샘플에서 최대 10배 높은 환원력이

나타남을 확인하였다. 대조군으로 이용된 대장균을 같은 조

건에서 비교하였을 때, 각각의 균주의 15~43% 정도의 환원

력만 측정되었다.

보다 유의한 방법으로 indigo와 유사한 구조를 가지며, 환

원여부를 확인할 수 있는 지시약인 indigo-carmine을 이용하

여 4개 균주의 환원력을 확인하였다. 4.3 mM의 indigo-car-

mine이 포함된 YPA media를 배양한 결과, 4개의 균주가 성

장함에 따라 푸른빛의 배지에 노란색의 환이 생성되었다. 각

균주의 환원력에 따라 환의 크기는 다르지만 4개 균 모두

indigo-carmine에 대한 환원력을 지니고 있음을 확인하였다

(data not shown).

3.6. 선별 균주의 indigo 환원능에 의한 염색

환원력이 확인된 분리 균주를 이용해 실제로 indigo 환원과

염색과정에 적용하기 위한 laboratory scale의 염액 제조를 시

도하였다. 천연인디고의 경우는 균주의 첨가가 없어도 어느

정도의 자연적인 환원이 이루어졌다. 이는 천연 인디고 제작

과정에서 첨가된 소석회나 멸균되지 않은 잔존 미생물에 의

Table 1. Phenotypic characters of enriched microorganisms from natural indigo-fermentation vats

Character strain 1a 2  3 4

Colony figment Coral red White Light red Yellow

Gram stain + + + +

pH range for growth 7.0-12 8.0-12 8.0-12 8.0-12

Temperature range for growth (oC) 20-37 20-32 20-32 20-32

NaCl range for growth (%) 0-5.0 0-5.0 0-5.0 0-5.0

KOH - - - -

Hydrolysis of casein - - - -

Hydrolysis of starch - - - -

Hydrolysis of gelatin - - - -

Nitrate reductase + + + +

Catalase + + + +

Oxidase - + + +
aStain 1, Dietzia sp. KDB1 (TPL19); 2, Nesterenkonia sp. KDB2 (AC84); 3, Nesterenkonia sp. KDB3 (W5044); 4, Nesterenkonia sp. KDB4 (110-

8): +, positive ; −, negative.

Table 2. Assay results of enriched microorganisms using ZYM kit

Character strain 1a 2 3 4

Alkaline phosphatase + + + +

Esterase (C4) + + + +

Esterase Lipase (C8) + − + +

Lipase (C14) + + − +

Leucinearylamidase + + + +

Valinearylamidase + − + +

Crystinearylamidase + + + +

Trypsin − − + +

α-chymotrypsin − + + +

Acid phospatase + + + +

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase + − + +

α-galactosidase − − − −

β-galactosidase − − − −

β-glucuronidase − + − −

α-glucosidase + − + +

β-glucosidase + − − −

N-acetyl-β-glucosaminidase − − − −

α-mannosidase − − − +

α-fucosidase − − − −
aStain 1, Dietzia sp. KDB1 (TPL19); 2, Nesterenkonia sp. KDB2 

(AC84); 3, Nesterenkonia sp. KDB3 (W5044); 4, Nesterenkonia sp. 

KDB4 (110-8). Culture was performed on rich agar media and YPD 

agar media (pH10): +, positive; −, negative.
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한 효과일 수 있다. 따라서 본 연구에서는 보다 분명한 선별

균의 환원력을 평가하기 위해 시판중인 합성 인디고를 이용

하였다. 대조군으로 이용한 균이 포함되지 않은 합성인디고

는 환원이 이루어지지 않아 염색이 되지 않았다. 환원력은

경과일에 따른 염착량을 평가하였으며, 균주양에 따른 최대

염착량을 평가제시하였다(Fig. 4).

Dietzia sp. KDB1의 경우, 균주 7 mg을 첨가시 환원이 되지

않았고 균주 20 mg 첨가 시 6일째에 최대염착량 (K/S값 1.39)

을 나타내었다. 균주 40 mg과 60 mg을 첨가한 경우에는 모

두 하루 만에 염색이 개시되었으며, 균주량이 많을수록 더

높은 환원력을 보이는 것을 확인하고 그 이상의 균주양에서

는 실험을 하지 않았다. Nesterenkonia sp. KDB2 의 경우, 균

주 20, 40, 60 mg은 8일째 각각 2.46, 5.92, 그리고 3.61의 최

대염착량을 나타내었고 이후에는 감소하는 경향을 보였다.

균주 100 mg은 오히려 6일이나 더 늦은 14일째에 최대염착

량 (K/S값 5.96)을 나타내었다. Nesterenkonia sp. KDB3의 경

우, 균주 20, 40, 60, 100 mg 첨가한 경우에는 각각 7, 5, 6, 6일

째 최대염착량 3.04, 2.53, 8.93, 7.53을 나타내어 환원력이 가

장 좋았다. Nesterenkonia sp. KDB4는 20 mg 첨가시 최대염

착량이 2.75로 가장 높게 나왔고, 이후 균주 첨가양이 증가하

여도 최대염착량은 감소한 결과를 나타내어 다른 균주에 비

해 환원력이 낮음을 알 수 있었다.

결과적으로 선별된 4개 균주 모두 합성인디고에 대한 환원

력을 가지고 있으며, 전반적으로 경과일에 따른 환원력이 다

르게 나타남을 알 수 있었다. 선별된 4개 균주의 적정 배합을

통해 인디고의 환원개시일을 앞당기고, 높은 염착량을 나타

낼 수 있는 환경을 유지하는 방법을 고안해야 할 것이다.

4. 결론

자연적인 쪽 식물 발효 환경에 존재하는 균총을 바탕으로 인

디고 환원의 순수 생물학적 접근 방법은 가능한 것으로 확인

되었다. 메타지놈 분석결과를 바탕으로 배양 가능한 균주들

의 추가 발굴과 이를 이용한 생물학적 인디고 환원법을 정립

할 경우, 관련된 연구분야에 새로운 응응 가능성을 제시할

수 있을 것이다.
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