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ABSTRACT 

Confocal Reflection Microscopy (CRM) was applied to investigate external fibrillation of different types 
of fibers such as Kajaani reference fiber, Whatman filter fiber, thermomechanical pulp (TMP), and re-
cycled TMP fiber. It was confirmed that the CRM images are created from surface structures of the fiber 
cell wall. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM) captured overall shape of the fiber, but minute 
details of the surface of the fiber were missed. CRM captured the minute details of the fiber surface. From 
the CRM and CLSM images, it was observed that the CRM images mainly appeared on the fiber surfaces. 
External fibrillation of the fiber occurs at the fiber surface, not inside the cell wall. Thus, it was concluded 
that investigation on the external fibrillation of the fiber was possible by utilizing CRM images. A direct 
qualtitative and quantitative method for analysis of external fibrillation of fiber was demonstrated by uti-
lizing surface area to volume ratio, volume fraction, and roughness calculated from 3-dimensional im-
ages reconstructed from stacks of CRM images from the different fibers.
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1. 서 론

섬유의 형태와 물리적인 변화는 섬유의 강도, 유연

성, 직경, 비표면적, 섬유간 결합에 영향을 미치며 생산

되는 종이의 재질에 큰 영향을 주게된다.1-11) 따라서, 펄
프 섬유의 형태와 물성을 파악하는 것은 매우 중요한 

일이다. 섬유 및 종이의 성질에 영향을 주는 고해의 효

과는 외부소섬유화(external fibrillation), 내부소섬유
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화(internal fibrillation), 미세섬유화(fines), 단섬유화

의 네 가지로 나눌 수 있으며, 이러한 효과가 섬유나 종

이의 성질에 미치는 영향을 분석하는 방법은 섬유나 종

이에 가해진 외부적인 요인(고해, 압착, 캘린더링 등)
에 의한 물성 변화를 물리적 및 광학적인 성질의 변화

를 측정하여 추정하는 간접적인 방법과, 다른 처리 방

법에 따른 섬유나 종이의 형태 변화를 직접적으로 관찰

함으로써 그 효과를 해석하는 직접적인 방법으로 나뉜

다. 
직접적인 방법은 외부소섬유화, 내부소섬유화, 미

세섬유, 단섬유를 직접 관찰, 측정하는 방법이므로 미

세 형상을 직접적으로 관찰할 수 있는 현미경을 이용하

여야 한다. 현미경은 다양한 화학적, 물리적 처리조건

에 따른 섬유의 형태 변화, 제조 조건에 따른 종이의 구

조 변화 관찰 등의 연구에 다양하게 적용되어왔다. 고
해의 효과를 평가하는 직접적인 방법으로써 광학현미

경법(투과광학현미경법, 편광현미경법), 주사전자현

미경법, 공초점현미경법을 이용하여 고해 조건에 따라 

섬유가 어떠한 형태적인 변화를 일으켰는지를 직접 관

찰, 분석할 수 있다.12-21) 
광학현미경법(Light Microscopy)은 가장 쉽게 이용

할 수 있는 방법으로 펄프 섬유를 젖은 상태로 관찰할 

수 있다는 장점이 있지만, 분해능의 한계(약 200 nm)로 

인해 섬유의 미세한 소섬유를 관찰하는 데에는 한계가 

있다. 또한, 검출된 형태적 변화의 경우에도 그 변화가 

섬유의 내부 또는 외부에 발생한 것인지 구분할 수 없

다는 단점이 있다. 
주사전자현미경법(Scanning Electron Microscopy; 

SEM)의 경우에는 분해능이 우수하여 나노미터 수준

의 미세한 변형을 판별할 수 있다. 하지만 일반적으로 

시료를 건조시키는 과정이 필요하므로 젖어 있는 섬유

의 형태적인 특성을 관찰하는데에는 사용할 수 없다는 

단점이 있다. 기존의 주사전자현미경법의 단점을 보완

하기 위해 ESEM(Environmental Scanning Electron 
Microscope)과 Cryo-SEM을 사용하여 젖은 시편을 그

대로 관찰하거나, 건조 과정 대신 시편을 동결하여 젖

어있을 때의 섬유 상태를 보존하여 관찰하는 방법을 사

용할 수 있다. 하지만 주사전자현미경은 바깥으로 드

러난 부분의 표면만을 관찰 수 있으므로, 섬유의 내부

를 관찰하기에는 적합하지 않은 방법이다. 
공초점현미경법(Confocal Laser Scanning Microscopy; 

CLSM)의 경우 광학현미경법과 주사전자현미경법에 

비해 섬유의 내부, 외부 형태 변화를 모두 관찰할 수 있

다는 큰 장점이 있다. 비파괴적인 방법으로 섬유의 내

부를 관찰할 수 있으며, 물에 담겨 있는 시편을 그대로 

관찰할 수 있으므로 섬유 건조에 의한 비가역적인 변형

의 영향을 최소화 할 수 있다. 대부분의 펄프, 제지 공정

에 물이 사용되므로 건조를 하지 않고 섬유의 형태를 

관찰할 수 있다는 것은 매우 유용한 특징이다. 이 특징

을 이용하면 기계적인 처리를 받은 섬유의 물속에서의

형태적, 물리적특징이 어떻게 종이의 물성에 영향을 

미치는가를 분석할 수 있다. 
CLSM의 가장 큰 특징은 3차원 화상을 획득할 수 있

다는 것이다. 이것은 CLSM이 광학절편(optical section)
을 형성할 수 있기 때문이며, 광학절편을 이용하면 섬

유의 내부를 비파괴적으로 관찰할 수 있다. 광학절편

의 두께는검출에 사용되는 파장에 따라 달라지지만, 
최소 약 0.5㎛까지 가능하다. 초점위치에서 광학절편

의 두께에 포함된 시료에서만 신호를 검출하여 화상을 

형성하며,초점을 순차적으로 바꾸어가면서 화상을 획

득하면 두께 방향으로 연속적인 단면 화상들을 만들어

낼 수 있다. 이 단면 화상들을 3차원으로 재구성하여시

편의 3차원적인 형태를 입체적으로 관찰할 수 있다. 
섬유의 내부 및 외부소섬유화는 종이의 재질에 큰 

영향을 주는 인자이지만 그 역할에 대해서는 논쟁의 여

지가 남아 있다.1-3) 외부소섬유화의 효과로 인해 종이

의 밀도가 증가하지만 종이의 인장강도에는 영향을 미

치지 않는다1)는 주장과 외부소섬유화의 증가는 인장

강도의 증가를 가져온다는 주장2,3)이 있다. 외부소섬

유화의 증가에 따라 내부결합강도와 인장강도가 증가

하는 이유는 별도로 미세섬유(fines)를 추가할 때 인장

강도가 증가하는 이유와 동일하다는 주장이다. 이러한 

주장에 대한 실험적인 근거를 찾아내기 위해서는 섬유

의 외부소섬유화를 정밀하게 정량화 할 수 있는 방법이 

필요하다. 
SEM을 사용하면 섬유의 외부소섬유화의 정도를 

가장 정확하게 관찰할 수 있다. 하지만, 젖은 섬유를 건

조시키는 과정이 필요하므로 섬유에 존재하던 미세한 

소섬유가 SEM 전처리 후에는 관찰되지 않을 수도 있

다. 뿐만 아니라 SEM 화상은 입체적인 느낌을 주기는 

하지만 실제로는 섬유의 최외각 표면의 형태만 검출된 

것을 보는 것이다. 외부소섬유화의 효과는 표면 뿐만
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이 아니라 섬유 세포벽에 더 가까운 부분과 섬유의 내

부를 모두 고려하여야 정확한 분석이 가능하다. 
외부소섬유화의 정도를 CLSM을 이용하여 측정할 

수 있지만, 형광 신호의 특성상 표면의 구조가 아닌 초

점위치의 여기부피(excitation volume) 안에 있는 모든 

형광 염료에서 발생하는 신호를 검출하게 된다. 그 결

과로 CLSM으로 획득한 화상에서는 세밀한 표면의 형

태가 확실하게 드러나지 않는 경향이 있다. 뿐만 아니

라 형광 물질이나 염료가 없는 부분에서는 신호를 검출

할 수 없으므로 시편의 정확한 형태가 나오지 않을 수

도 있다. 외부소섬유화의 경우 섬유 세포벽의 일부가 

분리된 상태로 섬유에 붙어있는 상태를 말하며, CLSM
을 사용할 경우 비교적 큰 변형을 보이는 소섬유는 쉽

게 관찰이 되지만 미세한 소섬유와 세포벽의 변형을 검

출하기는 어렵다. 외부소섬유화를 정량화 할 때 미세

한 소섬유와 세포벽의 미세 변형을 검출하는 것은 소섬

유화의 효과를 평가하는데 중요한 요소이다. 따라서 

CLSM 보다 표면 형태 변화에 감도가 뛰어난 방법을 

모색할 필요가 있다. 
공초점반사현미경법(Confocal Reflection Microscopy; 

CRM)22-24)은 형광이 아닌 반사를 이용하여 재료의 3차
원 이미지를 획득할 수 있는 방법이다. 형광성질이 있는 

화학적인 성분이 필요한 일반적인 CLSM과는 달리

CRM은 시료내의 구성성분의 반사를 이용하는 방법

이다. 시료에 형광염료 처리를 할 필요가 없으므로 형

광 처리를 적용하기 어렵거나 하지 말아야 하는 경우에

도 사용할 수 있다. CRM은 섬유의 미세한 소섬유처럼 

작은구조나 균열 부분의 화상대비가 강하게 나타나는 

장점을 가지고 있다. 높은 대비로 인해 구조의 크기가 

광학현미경의 해상도 한계에 가까워서 CLSM으로는 

검출되지 않던 균열부위가 명확하게 드러나게 되는 경

우가 많다. 
CRM은 광학절편 안의 MF(Microfibril)를 따라 생

성된 세포벽의 미세 균열 또는 공간에서 반사되어 나오

는 빛을 획득하여, 직접적으로MF의 배열을 관찰하는

데 사용되었다.25-27) CRM으로 획득된 이미지와 편광

필터를 이용하여 목재 섬유의 S2층 MFA(Microfibril 
angle)를 측정할 수 있었으며,25) 목재 세포벽의 MF를 

따라 형성된 요오드 결정을 제거한 후 형성된 미세공극

을 이용하여 MF의 이미지를 획득하고 관찰하였다.26) 
또한 세포벽에 발생한 미세한 할렬을 이용하여MF의 

배향을 관찰하는데 이용되었다.27) 상기한 연구에서는 

CRM을 화학적, 물리적인 방법을 이용하여 생성된 섬

유 세포벽의 물리적인 변형으로부터 MF를 직접적으

로 관찰하고 측정하는데 이용하였지만, 외부소섬유화

의 정도를 평가하는데 이용되지는 않았다. 
외부소섬유화는 섬유를 목재로 부터 떼어내는 과정

에서 가해진 외력(화학적, 물리적인 처리)에 의해 물리

적인 변형을 일으킨 섬유의 표면 상태를 말하므로 

CRM을 이용하여 직접적으로 소섬유화된 섬유 표면

의 이미지를 획득할 수 있다. 외력에 의한 섬유의 변형

은 2차벽의 S1, S2, S3층 사이의 벌어짐, 찌그러짐, 균
열, 거칠어짐과 같은 형태로 나타날 수 있으며, 결과적

으로 섬유 세포벽의 반사 특성을 변화시키게 된다. 이
러한 외력 조건의 변화에 따른 반사 특성의 변화를 

CRM을 이용하여 3차원 이미지화하고 정량화한다면 

외부소섬유화를 평가하는 기술로써 유용하게 이용할 

수 있을 것이다. 
본 연구에서는 상기한 CRM과 CLSM의 특징을 이

용하여 섬유세포벽의 형태변화와 외부소섬유화의 평

가방법으로 사용할 수 있는지를 분석하였으며, 다양한 

조건에서 생산된 섬유에서 CRM, CLSM 화상을 획득

하여 섬유의 외부소섬유화로 인한 형태적인 차이를 관

찰하고 정량적으로 비교 분석하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1 공시재료 

공시재료로 Fiber Lab(Metso사)에서 사용되는 Kajaani 
표준섬유(Reference Fiber Set), 여과지(Whatman 
filter paper)의 섬유, 섬유판 제조용으로 생산된열기계

섬유(thermomechanical pulp, TMP), 섬유판에서 재

생한 재활용 섬유(recycled TMP fiber)를 사용하였다. 
이 섬유들은 사용 목적이 매우 상이하며, 사용 목적에 

따라 섬유의 생산 조건에 차이가 크다. 따라서, 섬유간

의 외부소섬유화 특성이 다를 것으로 예상되었으며, 
CRM으로 외부소섬유화를 이미지화하여 섬유의 외부

소섬유화를 정량적으로 평가하는데 적합한 시료들로 

판단되었다. 
검경을 위해 섬유를 물에 분산시킨 후에 슬라이드

(slide glass) 상에 올려놓고 커버슬립(No. 1)을 덮은 후 
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과량의 물을 제거하였다. 수분의 증발을 막기 위해 커

버슬립과 슬라이드 사이를 여성용 손톱 광택제로 커버

슬립의 가장자리를 발라 밀봉하면서 슬라이드에 고정

시켰다. 

2.2 공초점현미경 

본 연구에서 사용된 공초점현미경시스템은 Leica 
TCS SP8 STED(Leica Microsystems, Germany)이며 

검경에는 40X/1.1 water immersion대물렌즈를 사용

하였다. 40X water immersion lens를 사용한 이유는 충

분한 working distance(WD; 렌즈의 끝 부분에서 초점면

까지의 거리)의 확보와 구면수차(spherical aberration)
를 최소화하기 위해서이다. 40X 렌즈의 WD가 63X, 
100X 렌즈에 비해 길기 때문에 커버슬립에서 멀리 떨

어진 섬유를 관찰할 때 유리하다. 또한 63X, 100X 렌즈

는 커버슬립 위에 오일을 떨구어 사용하는데, 시료를 

담고 있는 매질인 물과 오일과의 굴절률 차이로 인한 

구면수차가 발생한다. 이 구면수차로 인해 획득하게 

되는 화상의 분해능이 저하되는 결과를 가져오게 된

다. Water immersion 렌즈를 사용하면 시료를 담고 있

는 매질과 대물렌즈쪽 매질의 굴절률 차이를 최소화하

여 대물렌즈에서 얻을 수 있는 최고의 분해능을 사용할 

수 있다. 
광원으로는 아르곤(Argon)가스레이저의 488 nm 

라인을 사용하였다. 488 nm 레이저는 섬유 세포벽의 

리그닌의 자연형광을 유발하는 것으로 알려져 있으므

로28, 29) 형광 염료의 처리 없이 세포벽의 화상을 획득하

는데 사용할 수 있다. 리그닌의 농도가 높을 수록 강한 

신호가 발생하는 것으로 알려져 있다. 

2.3 공초점반사현미경법

CRM은 일반적인 CLSM 설정과는 달리 dichroic
(또는 beam splitter)과 방출광필터(emission filter)가 

여기광선(excitation light)을 통과할 수 있도록 설정함

으로써 사용할 수 있다. 
Leica TCS SP8 STED에는AOBS(Acousto-Optical 

Beam Splitter)라는 소자가 여기광선과 방출광선(emission 
light)을 분리해주는 역할을 하며, 이 소자의 모드를 반

사(reflection)모드로 설정하고, 검출기의 검출파장을 

여기광선의 파장과 동일하게 만들면 CRM을 사용할 

수 있다. 검출기앞에 있는 바늘구멍(pinhole)의 크기는 

488 nm 파장을 기준으로 1 Airy unit으로 설정하였으

며, 이 설정으로 획득되는 광학절편의 두께는 1.07 ㎛ 

였다.
동일한위치(초점위치, XY 위치)에서 CRM(반사된 

여기광을 검출)과 CLSM(여기광을 흡수한 후 방출되

는 형광신호를 검출)으로 이미지를 획득하여 상호보

완적으로 사용하였다. CLSM으로 검출되는 신호의 세

기는 여기부피(excitation volume) 내의 형광물질의 농

도와 효율에 비례하며, 동일한 여기부피내의 형광 물

질의 위치와 배향에 의한 영향이 미미하다. 반면 CRM
에서 검출하는 신호는 반사된 여기광이므로 여기부피

내의 물질의 조성(굴절률차이) 및 배열에 민감하게 반

응한다. 따라서 두 가지 방법으로 획득된 이미지는 서

로 다른 정보를 포함하고 있으며 상호보완적으로 사용

될 수 있다.
3차원 이미지의 획득을 위하여 Z축방향(현미경의 

광축에 평행, 섬유 관찰 시에는 섬유의 세포벽 두께 방

향)으로 초점위치를 바꾸어가며 이미지를 획득하였는

데, 초점위치의 간격은 광학적 절편두께의 1/2이하로 

설정하였다. Z축 초점범위는 섬유의 단면이 모두 포함

될수 있도록 약 40 ~ 60㎛ 정도로 설정하였다.

2.4 표면특성의 정량화

외부소섬유화를 객관적으로 평가하기 위해 화상분

석 기법을 적용하여 표면의 특성을 정량화 할 수 있

다.31-33) CRM으로 획득한 3차원 이미지로부터 다양한 

조건에서 생산된 섬유의 외부소섬유화를 정량적으로 

판단하기 위해 ImageJ30)와 플러그인을 이용하였다. 
비표면적(Surface Area to Volume Ratio)을 계산하

기 위해 BoneJ31)라는 ImageJ의 플러그인을 이용하였

다. BoneJ 플러그인은 뼈의 3차원적 형태를 분석하기 

위해 개발되었으나, 다양한 재료의 형태적 특성을 정량

화하는데 이용 할 수 있다. 여러 기능 중에서 Isosurface
와 Volume Fraction(VF) 기능으로 섬유의 표면적, 섬
유의 부피, 섬유가 포함된 육면체의 부피를 계산할 수 

있으며, 이 값들을 이용하여 섬유의 비표면적(SA:V)
과 부피비율(VF)을 계산할 수 있다. 

비표면적 값이 큰 물질은 직경이 매우 작거나 다공

성이 높게 나타나므로 섬유의 외부소섬유화의 정도를 

비표면적 값으로 평가할 수 있다. 부피비율은 측정 대

상의 전체 부피에서 섬유가 차지하는 부피를 나타내므
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Fig. 1. Maximum Intensity Projection (MIP) of 
CRM (a) and CLSM (b) micrographs. The
CRM image showed more fine structures
than the CLSM image (arrows). Some of
the fine structures were not observable 
in the CLSM micrograph. 

로 측정 부피내의 조밀한 구조를 가진 섬유의 크기가 

클수록 크게 나타난다. 
CRM으로 획득한 3차원 이미지에서 표면적과 부피

를 계산하기 위해서는 3차원 재구성 과정을 거쳐야 한

다. 이때 이미지에 thresholding을 적용하여야 하는데, 
CRM 화상획득 시 PMT(Photomultiplier Tube)의 배경

값과 신호증폭값의 차이로 인해 수동으로 thresholding
값을 정하는 것은 계산 결과를 부정확하게 만들수 있

다. 또한 thresholding 과정에서 섬유의 미세한 구조가 제

외될 가능성이 있으므로 여러가지 자동화 thresholding방
법을 시험하여 주관적인 요소를 배제함과 동시에 미세

한 소섬유의 이미지가 가능한 많이 포함될 수 있도록 

하였다. 다양한 자동화 방법 중에 Li 방법34)이 가장적

합 한 것으로 판단되어 본연구에서 사용한 모든 이미지

에 대해 Li 방법을 적용하였다. 
Thresholding을 거쳐 생성된 흑백이미지에 대해 

BoneJ의 isosurface를 적용하여 섬유가 차지하는 

voxel(volume picture element)을 포함하는 표면을 구

성하여 표면적을 계산하게 된다. 표면을 재구성할 때 

resampling값을 선택하여야 하는데, 값이 작을 수록 세

밀한 표면의 형태를 보존할 수 있다. 본 연구에서는 가

능한 세밀한 표면구조를 포함할 수 있도록 resampling
값을 2로 정하였다. 

거칠기를 계산하기 위해서 Extended Depth of Focus 
(EDF)32)와SurfCharJ33)플러그인을 이용하여 CRM으

로 획득한 3차원 이미지에서 거칠기(Rq)와 섬유의 거

칠기 두께(Rt)를 계산하였다. 섬유의 거칠기 정도를 나

타내는 Rq값은 Root Mean Square 방법으로 계산되며, 
기준면에서 측정 부위까지의 거리 차이가 크게 다양하

게 나타날수록 큰 값을 얻게된다. Rt는 높이 값의 최저

점, 최고점 사이의 거리이며 섬유의 가장 두꺼운 부분

의 두께를 의미한다. 따라서, 섬유가 납작한 형태이면 

Rt가 작아진다.

3. 결과 및 고찰

3.1 공초점반사현미경법 이미지의 특징

CRM은 반사광을 이용하는 현미경 기술이므로, 반
사면의 방향과 반사효율에 따라 검출되는 신호의 세기

가 달라진다. CLSM과 CRM은 대물렌즈로 레이저를 

수백 나노미터 수준의 작은 probe(여기광선의 Point 
Spread Function)로 만들어 시료의 표면을 주사한다. 
광자로 이루어진 probe가 시료의 표면을 주사하는 동

안 광자가 시료와 상호작용을 한 후의 발생하는 신호를 

PMT로 검출하게 된다. 이때 검출되는 신호의 종류에 

따라 CLSM은 형광 신호를, CRM은 반사된 신호를 검

출한다는 차이가 있다. 
CLSM의 화상은 시료의 형광 물질의 분포에 영향을 

받기때문에 시료 자체의 형상을 정확하게 표현하지 못

하는 경우가 많다. CLSM을 사용할 때 시료의 전체적인 

형태를 알아보기 위해 투과광학현미경(Transmission 
Light Microscope)이나 미분간섭대비법(Differential 
Interference Contrast)을 이용하여 사진을 찍어 함께 

사용하는 이유도 형광 물질의 분포가 시료의 실제 형태

와 차이가 있기 때문이다. 
반면 CRM의 화상은 반사가 발생하기만 하면 신호

를 검출할 수 있으므로, CLSM에 비해서 시료의 실제 

형태에 더 가까운 화상을 생성할 수 있는 방법이다. 이
러한 특징을 TMP 섬유 표면을 찍은 화상에서 확인할 

수 있다(Fig. 1). Maximum Intensity Projection(MIP) 
이미지(Fig. 1)는연속된 초점위치에서 획득된 광학절

편 화상들로 부터 형광현미경으로 관찰하는 것과 비슷

한 화상을 생성하는 화상처리 방법이다. MIP 화상에

서는 섬유의 내부, 외부의 모든 구조가 초점위치와는 

상관없이 한 화상에 나타나게된다.
두 사진을 비교해 보면 CRM에 의한 섬유의 화상
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Fig. 2. View of cross and longitudinal sections 
of fiber. Outer (a and c) and inner (b 
and d) surfaces of the fiber were rough 
in the CRM micrograph, but smooth in 
the CLSM micrograph. 

Fig. 3. Grayscale picture of Figure 2c. The upper
part of the fiber showed very rough surface
(top arrow), but the lower part of the fiber
showed very smooth surface compared to 
the upper part (bottom arrow).

(Fig. 1a)은 CLSM으로 획득한 화상(Fig. 1b)에 비해 섬

유의 배향과 표면의 형상이 매우 잘 드러나있음을 알 

수 있었다. 또한 CRM의 화상에서는 CLSM에서 잘 드

러나지 않던 세밀한 구조가 명확하게 드러나 있었다

(Fig. 1a의 화살표). 이러한 구조들은 반사에 의해 검출

된 것이므로 섬유에 실제로 존재하는 구조들이다. 따
라서, 형광신호를 검출하는 방법으로는 명확하게 드러

나지 않던 구조들을 반사신호로 검출할 수 있음을 확인

할 수 있었다. 이렇게 CRM 사진에서 검출 가능한 미세

한 구조는 CLSM으로 섬유의 외부피브릴화의 효과를 

분석할 때 쉽게 누락될 수 있는 정보로 생각된다. 
CRM으로 검출된 신호가 어디에서 발생하는지를 

확인하기 위해 재구성된 섬유의 3차원 화상에서 섬유

의 여러 단면을 관찰하였다(Fig. 2). 붉은색은 CLSM
으로 획득한 신호이며 초록색은 CRM으로 획득한 신

호이다. Fig. 2a와 2b는 섬유의 횡단면을 보여주고 있

다. 화살표는 섬유세포벽에서 외부표면(중간층 쪽)과 

내부표면(내강 쪽) 을 가르키고 있으며, 종단면 화상

(Fig. 2c와 2d)에서는 횡단면에서 표시된 부분에 대한 

종단면의 구조를 보여주고 있다. 
그림에서 볼 수 있는 것 처럼 CRM의 신호는 섬유의 

내부표면과 외부표면에 집중되어 있으며, 두 경우 모

두 표면의 구조가 매우 잘 나타나있다. 외부표면에서

는 세포벽의 외부를 감싸고 있는 구조(Fig. 2c)가 관찰

되었으며, 내부표면은 긴 형태의 구조가 섬유축에 일

정각도를 가지며 배열(Fig. 2d)되어 있음을 알 수 있었

다. Fig. 2c에는 섬유의 외부표면의 실제형상이 나타난 

것으로 보이며, Fig. 2d에는 셀룰로즈 마이크로피브릴

이 드러난 것으로 판단되었다. Fig. 2에서는 CRM과 

CLSM 신호의 차이를 보이기 위해 다른 색깔을 부여하

였지만, 두 화상 모두 한 섬유 상의 구조임을 고려하여 

색깔을 없애고 신호의 강도로만 구성된 화상(Fig. 3)을 

생성하였다. 이렇게 만들어진 화상은 실제 섬유 표면

의 형상에 좀 더 가까운 것으로 판단되었다. Fig. 3을 살

펴보면 섬유의 표면이 매우 거친 부분(위쪽 화살표)과 

평활한 부분(아래쪽 화살표)를 관찰할 수 있었는데, 거
친 부분은 CRM에 의해 검출된 표면형상이 나타나있

는 상태이며 평활한 부분은 CLSM에 의해 만들어진 화

상이다. 이와 같이 CLSM을 이용하여 외부피브릴화를 

평가하는 경우 실제 섬유의 표면 형상에 의한 효과를 

제대로 평가할 수 없을 수 있다. 따라서 CRM은 섬유의 

외부피브릴화로 인한 표면 형상의 변화를 검출하는데 

있어서 유용하게 사용될 수 있다. 
외부피브릴화 처럼 섬유의 표면 형태의 변화가 예상

되는 경우에는 CRM의 특징이 유용하게 적용될 수 있

다. 뿐만 아니라, CRM은 형광 염료의 처리가 필요없으

므로 생산된 섬유를 물 속에서 바로 관찰할 수 있다. 
SEM을 이용한 외부피브릴화의 분석 방법에 비해 섬

유를 공정에서 사용하는 원상태에 가깝게 유지한 상태

에서 분석이 가능하다는 장점을 가지고 있다.
CRM의 단점으로 광축에 평행한 세포벽에서는 반

사신호가 거의 나오지 않는다는 점을 들 수 있다. 따라
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Fig. 4. Morphology of TMP fiber by CRM (a, c) 
and CLSM (b, d). The CRM micrographs 
showed more surface details than the CLSM
micrographs. 

서 CLSM과는 달리 섬유 세포벽 표면 전체의 화상을 

획득할 수는 없었다. 이러한 측면은 CRM으로 획득한 

화상을 이용하여 외부소섬유화를 정량적으로 평가하

고자 할 때에는 반드시 고려해야 할 부분이다. 
TMP 섬유의 이미지(Fig. 2)에서 관찰할 수 있는 것 

처럼, 광축에 평행하게 서있는 세포벽에서는 반사 신

호가 잘 검출되지 않으므로 CRM 이미지에서 3차원 이

미지를 재구성할 때 실제 존재하는 세포벽의 일부가 없

는 것으로 나타난다. 따라서 이러한 현상을 보완하기 

위해 CRM과 CLSM으로 획득한 이미지를 결합하여 

하나의 이미지로 만들어(Fig. 3) TMP 섬유의 비표면

적, 부피비율을 계산하였다. 
Kajaani 섬유와 Whatman 섬유의 경우에는 상당한 

양의 리그린이 제거된 결과로 섬유의 세포벽의 변형이 

매우 심하며 납작한 형태를 보였다. 결과적으로 섬유 

표면에서 반사되는 신호의 양에는 문제가 없었으나, 
CLSM으로 획득할 수 있는 자연형광이 불연속적으로 

나타났다. 섬유가 납작한 형태였기 때문에 TMP 섬유

에서 처럼 세포벽의 일부가 보이지 않는 현상은 없는 

것으로 판단되었다. 따라서, Kajaani 섬유와 Whatman 
섬유의 비표면적과 부피비율을 계산할 때는 CRM 이
미지만을 사용하였다.

3.2 섬유종류에 따른 외부소섬유화의 차이 

Fig.4a와 4c는 CRM으로 획득한 사진들의 MIP 화
상이다. CRM 화상과 CLSM으로 획득한 화상인 Fig. 
4b와 4d와의 차이가 분명하게 나타나고 있었다. CLSM 
화상은 섬유 세포벽의 전체적인 형태를 확인하는데 유

용하지만 표면의 미세한 형태를 잘 보여주지 못하였

다. 반면 CRM 화상은 세포벽의 전체적인 형태를 보여

주지는 못하지만 섬유의 내강 쪽과 외벽의 표면 형상을 

잘 보여주고 있다. 또한 CRM의 화상이 주로 섬유 벽의 

바깥쪽이 있는 표면 구조를 보여준다는 특징을 고려하

면, 섬유의 외부피브릴화를 관찰, 분석하는데에는 

CRM으로 획득한 화상을 이용하는 것이 적합함을 알 

수 있었다. 
TMP 섬유와 재활용 TMP 섬유의 외부형태를 CRM

으로 찍은 사진을 이용하여 비교하였다(Fig.5). 이 사

진들은 섬유의 직경 방향으로 초점위치를 변경해 가면

서 획득한 초점 위치별 화상(optical section 화상)들로 

부터 MIP 화상을 생성한 결과물들이다. MIP 화상은 

각 화상에서 최대의 강도를 보이는 부분을 보여주기 때

문에 섬유 내부(내강 쪽)표면과 외부(중간층 쪽)표면

에서 반사된 신호가 한꺼번에 관찰된다. 이런 MIP 화
상의 특징은 외부피브릴화를 분석하는데 유용하게 사

용될 수 있다.
목재에서 생산된 섬유의 경우 섬유의 내강쪽 표면 

형태보다 바깥쪽(S1층, 중간층 위치)의 표면 형태가 명

확하게 나타났다(Fig.5a, 5c, and 5e). 섬유의 내강 쪽 

표면은 비교적 평활한 편이었으며, 마이크로피브릴 방

향으로 균열이 발생한 것을 관찰할 수 있었다. 이는 섬

유의 생산 공정에 의한 효과가 주로 중간층에 가해졌으

며, 섬유가 기계적으로 분리될 때 세포벽 내부에 균열

이 생성되었음을 유추할 수 있다. 중간층이 분리될 때 

중간 층의 일부가 섬유 표면에 남아있게 되며, 세포벽

의 일부가 뜯겨 나오면서 외부피브릴이 형성되었음을 

보여주고 있다. 
이에 비해 재활용 섬유는 섬유의 바깥쪽 표면의 변

형과 더불어 내강 쪽 표면의 변형이 심하게 발생하였음

을 관찰할 수 있었다(Fig.5b, 5d, and 5f). 재활용 TMP 
섬유에서는 TMP 섬유에 비해 외부표면의 형태가 잘 

드러나지 않았다. 이것은 외부표면의 외부피브릴화에 

비해 내부표면의 외부피브릴화가 더 많이 발생하였고, 
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Fig. 6. MIP images of external fibrillation of different
types of fibers. a) Kajaani reference fiber 
for FiberLab (Metso), b) Whatman filter 
paper, c) TMP, and d) recycled TMPfiber.

Fig. 5. Morphological differences between TMP and
recycledTMP fiber by CRM.a, c, and e) virgin 
fibers; b, d, and f) recycled TMP fibers. The 
virgin fibers showed rough surface on the 
outer part of the fiber (middle lamella side), 
but the recycled TMP fibers showed much 
more morphological changes inner part of 
the fiber (lumen side). 

Fiber Rq Rt VF SA:V
Kajaani Fiber 11.75 60.68 0.127 2.389

Whatman Filter 15.47 66.57 0.088 3.653
TMP-Virgin 32.18 134.09 0.094 2.645

TMP-Recycled 39.64 148.95 0.172 2.559
Rq(Root Mean Squareof Height Profile), Rt (Total height of profile), VF (Volume fraction), and SA:V(Surface Area to Volume Ratio). 

Table 1. Surface characteristics of different types of fibers

세포벽 구조의 심한 변형으로 인해 외부표면에서 발생

한 반사 신호가 상대적으로 약하게 나타난 것으로 생각

되었다. 
CRM을 이용하여 네 가지 섬유(Kajaani섬유, Whatman 

섬유, TMP 섬유, 재활용 TMP 섬유)의 외부소섬유화

의 차이를 육안으로 확인할 수 있었다(Fig. 6). Kajaani
섬유(Fig. 6a)는 직경이 매우 큰 편이었으나 외부소섬

유화 보다는 세포벽의 변형이 더 쉽게 관찰되었다. 반
면 Whatman 섬유(Fig. 6b)는 소섬유화가 매우 많이 진

행되어 있었고 세포벽은 거의 형체를 확인하기 힘든 정

도였다. TMP 섬유(Fig. 6a)의 경우 재활용 TMP 섬유

(Fig. 6d)의 세포벽이 원래 TMP 섬유에 비해 많은 손상

이 있었음을 관찰할 수 있었다. 
이러한 섬유의 소섬유화는 비표면적에서도 확인할 

수 있었는데(Table 1), Whatman섬유의 비표면적이 가

장 크게(3.653) 나타났으며, Kajaani 섬유가 가장 낮게

(2.389) 나타났다. 이러한 경향은 외부소섬유화의 정

도가 높을 수록 비표면적이 증가할 것이라는 이론적인 
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예측에 부합하는 결과이다. CRM 이미지에서는 TMP 
섬유의 표면에 비해  Kajaani 섬유의 표면에서 뭉쳐있

는 구조가 많이 발견되었으며, TMP 섬유의 표면은 날

카롭게 돌출된 형태가 많이 관찰되었다. 이러한 섬유 

표면의 특징이 비표면적 값을 계산할 때 영향을 주었을 

것으로 판단되었다. Kajaani 섬유의 비표면적이 TMP 
섬유의 비표면적에 비해 작게 나타난 이유에 대해서 비

표면적의 차이가 실제 섬유 표면의 특징에 의한 것인지

를 확인할 필요가 있다. 
TMP 섬유들의 경우에는 비표면적의 차이가 크지 

않았지만 부피비율에서는 상당히 큰 차이(TMP 섬유: 
0.094, 재활용 TMP 섬유: 0.172)를 나타냈다. 이러한 

차이는 반사된 신호의 양이 TMP의 세포벽에서 보다 

재활용 TMP에서 더 많았기 때문으로 판단된다. 재활

용 TMP 세포벽에서 반사된 신호의 양이 더 많은 이유

는 세포벽의 구조 변형으로 인해 반사면을 형성하는 세

포벽의 미세 구조가 늘어났기 때문이다. 또한, 변형이 

발생한 세포벽은 섬유의 부피를 증가시키는 효과가 있

으며, 결과적으로 동일한 크기의 섬유라고 하여도 세

포벽의 변형이 심하게 발생한 섬유의 부피가 더 크게 

계산된 것이다. 이에 반해서 외부소섬유화는 많이 진

행되지 않았으므로 비표면적은 크게 증가하지 않은 것

으로 판단되었다. 
ImageJ의 EDF, SurfCharJ플러그인으로 계산한 거

칠기(Rq)는 비슷한 외부형태를 가지는 섬유(Kajaani 
섬유와 Whatman섬유, TMP 섬유와 재활용 TMP 섬유) 
간의 거칠기를 비교할 때 사용할 수 있었다. Kajaani섬
유(Rq: 11.75)는 Whatman 섬유(Rq: 15.47)에 비해 거

칠기 값이 낮았는데, 이것은 이미지에서 확인할 수 있

는 두 섬유간의 거칠기 차이와 일치하는 경향을 보였으

므로 섬유의 외부소섬유화의 평가 지표로 이용될 수 있

음을 알 수 있었다. 
하지만, Rq 값은 외부형태의 차이가 큰 경우에는 적용

할 수 없었다. Table 1의 거칠기 값을 살펴보면, Kajaani, 
Whatman 섬유의 거칠기(Rq: 11.75, 15.47)가 TMP 섬
유의 거칠기(Rq: 32.18, 39.64) 보다 낮게 나타났다. 이
러한 거칠기의 차이는 CRM 이미지에서 관찰되는 경

향과 일치하지 않았다. 이것은 EDF 플러그인을 이용

하여 3차원 형태의 섬유를 높이 값을 가지는 2차원 데

이터로 변환시키는 과정에서 발생한 것으로 판단되었

다.TMP 섬유는 원통형의 형태를 유지하고 있었기 때

문에 높이 값을 추출할 때 높낮이 차이가 납작한 형태

의 Kajaani, Whatman 섬유의 경우보다 높낮이 차이가 

심하게 나타났을 것으로 판단된다. 따라서,  Rq 값만으

로는 Kajaani, Whatman섬유와 TMP섬유의 외부소섬

유화를 직접 비교할 수 없음을 알 수 있었다. 
TMP 섬유의 거칠기를 좀 더 정확하게 계산하려면 

섬유의 내강의 곡면을 거칠기를 계산의 기준면으로 설

정할 수 있어야 한다. 차후 추가적인 연구를 통해 원통

에 가까운 형태를 유지하는 섬유의 거칠기를 계산하는 

방법을 개발한다면 거칠기 값을 이용하여 다양한 형태

의 섬유의 외부소섬유화의 정도를 비교 분석하는데 활

용할 수 있을 것이다. 

4. 결 론

본 연구에서는 공초점반사현미경법(CRM)이 섬유

의 외부소섬유화의 정도를 분석하는데 적용될 수 있는

지를 평가하였으며, 다음과 같은 결과를 얻었다. 
1. CRM은 섬유의 표면 형태를 잘 보여줄 수 있는 방법

이며, CLSM은 섬유의 전체적인 형태를 잘 보여줄 

수 있는 방법이었다.
2. CRM으로 주로TMP 섬유의 내강 쪽 표면과 중간층 

쪽 표면의 형상을 관찰할 수 있었으며, 대부분의 신

호가 세포벽의 표면에 분포하는 것으로 나타났다. 
Kajaani, Whatman 섬유에서는 섬유의 모든 부분의 

형상을 관찰할 수 있는 것으로 나타났다. 따라서, 섬
유의 외부소섬유화의 정도를 평가하기 위한 화상획

득의 방법으로써 CRM이 유용하다는 것을 확인 할 

수 있었다. 
3. CRM 이미지를 이용하여 Kajaani 섬유, Whatman 

섬유, TMP 섬유, 재활용 TMP 섬유의외부형태를 관

찰한 결과, Kajaani, Whatman 섬유는 납작한 형태

로 외부소섬유화의 정도가 높게 나타났다. TMP 섬
유는 중간층 쪽 표면의 형태가 잘 드러났으며 세포

벽의 MF 방향으로 생성된 균열을 관찰 할 수 있었

다. 재활용 TMP 섬유에서는 중간층 쪽 표면의 변형

과 더불어 내강쪽의 변형 및 세포벽 자체의 변형을 

관찰할 수 있었다. 
4. 섬유간의 외부소섬유화를 객관적으로 평가하기 위

해 비표면적, 부피비율, 거칠기를 이용하여 섬유의 

외부소섬유화 정도를 정량적으로 평가할 수 있는 가
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능성을 확인하였다. 
결론적으로 CRM을 이용하여 획득한 3차원 이미지

와 그로 부터 재구성된 3차원 이미지에서 계산한 비표

면적, 부피비율, 거칠기를 이용하여 섬유의 외부소섬

유화를 정량적으로 평가할 수 있었으며, 앞으로 다양

한 조건에서 생산된 섬유의 외부소섬유화의 정도와 섬

유 및 종이의 재질에 미치는 영향을 분석하는데 유용하

게 사용될 수 있는 방법으로 판단되었다. 
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