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ABSTRACT

Development of biosensor for the detection of endocrine 

disruptor Bisphenol A (BPA)

Yoo, Su-Kyoung

Advisor: Prof. Jung Heon Lee, Ph.D.

Department of Chemical Engineering

Graduate School of Chosun University

  Bisphenol A (BPA) was used in raw materials to make polycarbonate or epoxy 

resins and used extensively in everyday life. The 300 tons of BPA was produced and 

consumed per year. Early studies have shown that BPA is an endocrine system 

disruptor that the same action and estrogen from the core of the body. Endocrine 

system disruptors act as the endocrine hormone and give the confusion in the endocrine 

system. BPA is an endocrine disruptor that acts like an estrogen in woman's body and 

also have a detrimental effect on child behavior and learning. BPA is a substance that 

causes interference even at low concentrations. However, BPA in the plastics, canned, 

and receipts was used in a variety of locations and is easily exposed to daily life. 

Since BPA is absorbed even by contact with the skin, it needs to be deal with very 

carefully.  

  In this study developed a BPA detection system using biosensor immobilized with 

laccase. The detection was realized by immobilizing laccase on the working electrodes 

which are Multi-walled Carbon Nanotubes (MWCNTs) and Polyaniline (PANI). When 

laccase was immobilized on the surface of working electrode, the sensing activity 

showed differences in accordance with the immobilizing method. After immobilizing the 

enzyme on the electrode, cyclic voltammetry was measured with the changes of BPA 
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concentrations. The electrode potential was driven in the cathodic direction from 2 to -2 

V at scan rate of 300 mV/s. In order to increase the sensitivity of the biosensor, 

experiments were carried out with the addition of dyes which function as electron 

transfer mediator at the stage of immobilization. Toluidine blue, Bromothymol blue and 

Reactive red 120 were used as the intermediate dyes. The linear range of biosensor 

was from 1 ppb to 10 ppm and the detection limit was as low as 0.01 ppb. 

Amperometry was measured to observe the change in current value due to BPA 

concentration change.
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제 1 장 서론

1.1. 연구배경 및 목적

오존층파괴, 지구온난화와 함께 환경호르몬 (environmental hormone)이라고 불리

는 내분비계 교란물질 (endocrine disrupters, EDCs)은 세계 3대 환경문제로 대두

되고 있다. 이 환경문제의 공통점은 모두 우리의 삶을 편리하게 만들어 준 산업의

발달에 의해 발생했다는 것이다. 산업이 발전함에 따라 사용되는 화학물질의 종류

가 다양해졌으며, 소비량이 증가함에 따라 일상생활에서 화학제품을 접하는 경우가

많아졌다. 화학제품 없이는 생활이 불가능 해질 정도로 삶에 깊숙하게 관여하고 있

다. 이러한 화학제품은 때때로 환경호르몬을 발생하는데[1], 발생한 환경호르몬은 생

체에 들어와 정상 호르몬의 역할을 방해하거나 모방하여 비정상적인 반응을 유도

하여 내분비계를 교란시킨다. 이러한 이유로 환경호르몬을 내분비계 교란물질이라

고 부른다[2][3][4]. 대표적인 내분비계 교란물질에는 Bisphenol A (BPA)가 있다.

BPA는 아기 젖병, 식품저장용기, 영수증, 캔 등에 사용되어 남녀노소 불문 없이 자

주 접하게 되는 물질이다. 하지만 용출된 BPA는 체내로 유입되어 생식기관 등을

교란시켜 문제를 야기하기 때문에 규제가 필요한 시점이다. 뿐만 아니라 BPA가 검

출되지 않은 (BPA free) 제품을 인증하는 인증 시스템의 점검 또한 요구되고 있다.

이러한 점검과 규제를 위해서는 농도를 측정할 수 있는 측정기술이 필요하며, 이

측정기술을 검증하는 단계가 필요하다. 기존의 측정기술은 GC, HPLC등이 있지만

분석 물질을 측정하는 과정이 복잡하고 많은 시간이 걸릴 뿐만 아니라 전문 기술

인이 필요하여 비용적 측면이 문제점으로 작용한다. 이에 반해 전기화학적 방법을

이용한 바이오센서를 사용하면 측정시간이 빠르고 측정방법이 간단하며, 비교적 낮

은 농도까지 측정 할 수 있어 비용대비 효율성이 좋다는 장점이 있다[5][6]. 이러한

장점을 가진 바이오센서를 활용하여 내분비계 교란물질인 BPA를 전기화학적 방법

으로 빠르고 정확하게 검출하고자 한다.
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1.2. 국내외 연구동향

일상생활에서 남녀노소 불문하고 자주 접하는 화학물질인 bispehnol A (BPA)는

소량의 섭취나 피부 접촉만으로도 내분비계를 교란시키기 때문에 전 세계적으로

활발한 연구가 진행되고 있다. BPA의 측정은 GC, HPLC등의 측정 기술을 이용하

여 측정하였다. 하지만 기존의 방법은 분석 물질을 측정하는 과정이 복잡하고 많은

시간이 걸릴 뿐만 아니라 전문 기술인이 필요하여 고비용이라는 문제점이 존재한

다.이에 반해 측정비용이 적게 들고 측정과정이 간단하여 측정시간이 짧은 바이오

센서를 이용한 연구가 활발하게 진행되고 있다[7]. 기존의 바이오센서에 효소를 접

목시킨 센서를 제작하여[8] BPA를 측정하기도 하였으며, 전극 물질을 다양하게 바

꿔가며 센서의 감도를 증가시켜 낮은 농도까지 측정이 가능하게 되었다[9][10].

전극 물질로는 MWCNTs, PANI 등의 전도성 고분자 물질을 주로 사용하고 있

다[11][12]. MWCNTs와 PANI는 차, 커피, 와인 등에 들어있는 polyphenol 측정이나

글루코스, 콜레스테롤 검출 등에 사용되고 있다[13][14][15][16][17]. 전극물질에 고정화하

는 효소로는 laccase와 tyrosinase, horseradish peroxidase를 주로 사용하며, lac-

case는 식품, 제지, 섬유 및 제약 산업, 또는 화장품 및 페놀릭 폐수 정수, 바이오

연료 세포와 같은 분석 응용 분야뿐만 아니라 바이오센서에도 응용하고 있다. lac-

case 기반 바이오센서는 차, 와인 및 수질 환경에서 페놀 검출을 목적으로 하고 있

다[18][19].

국내의 바이오센서 연구동향을 살펴보면 주로 수요가 큰 의료분야의 연구가 활

발하게 진행되고 있으며, 나노바이오센서의 소자 부문은 연구의 수준이 높지만 소

재 부문의 경우는 기술적 측면에서 뒤쳐지고 있다. 국내에서 센서의 연구는 대학과

연구소, 기업체등에서 활발하게 진행되고 있다[20]. 대학, 연구소의 경우 biochip, lab

on a chip뿐만 아니라 미래형 기술과 융합하여 실험도 진행 중에 있다. 1984년에

처음 특허 출원되었던 나노바이오센서는 그 후에도 꾸준한 증가세를 보이며 특허

출원되어 2014년 나노종합기술원에 따르면 총 600여개의 나노바이오센서의 특허가

등록되었다. 센서의 특허동향을 비교해보면 일본과 미국의 차지 비율이 전체의

78%를 차지하고 있으며, 광학센서 등에 비해 전기화학적 센서의 특허수가 월등히

많았다.
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제 2 장 이론적 배경

2.1. 내분비계 교란물질과 분해효소의 고정화

주로 환경호르몬이라고 불리는 내분비계 교란물질은 생물체내에 들어와 내분비

계를 교란시키기 때문에 내분비계 교란물질이라고 불리고 있다[21]. 호르몬은 생물

의 내분비계에서 생성되어 혈액을 타고 체내를 순환하다 표적기관의 수용체와 결

합하여 화학적 신호를 전달하거나 호르몬 분비를 자극한다. 하지만 환경호르몬이

생물체에 들어오게 되면 크게 네 가지 방법으로 내분비계를 교란시킨다[22]. 호르몬

수용체의 결합부위를 막아버려 표적세포와 결합하지 못하도록 하거나 호르몬 수용

체와 결합하여 비정상적인 반응을 일으킬 때도 있으며, 정상 호르몬처럼 표적기관

의 수용체와 결합하기도 하며, 생체 호르몬의 대사나 합성과정에 개입하여 비정상

적 반응을 유도한다 (Table 1)[23]. 교란물질에 의해 교란된 내분비계는 정상적인 내

분비 반응이 일어나지 못해 생물체의 성장과 발달, 생식, 대사 및 항상성을 유지하

는데 어려움을 겪게 된다. 이러한 교란물질은 여러 경로를 통해 인체 또는 동식물

에 유입되어 생태계를 교란시키고 있다 (Fig. 1)[24]. 미국의 경우 67종을 (EPA,

1996년) 일본은 일본국립의약품식품위생연구소 (NHS)의 분류에 따라 1997년부터

142여종을 내분비계 교란물질로 보고 있으며, 우리나라는 세계야생동물기금

(WWF)가 96년 지정한 67종과 더불어 정부의 규제를 받는 42종, 받지 않는 9종을

포함하여 총 118종을 내분비계 교란물질로 규정하고 있다.
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Figure 1. Endocrine disruptors(EDCs) entry path.
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Table 1. Theorem based on endocrine disturbance[25]

Stages of hormonal action Endocrine disruptors

1. Hormone synthesis Styrene Dimer and Trimer

2. Hormone release

3. Hormone transport to target tissue

4. Hormone-receptor recognition, 

   binding and receptor activation 

·Mimics:

DES, PCB, 4-Nonylphenol,  

Bisphenol A, Phthalate ester

etc.

·Blocked:

DDE, vinclozolin

5. Modulation of gene expression and

  cell proliferation at DNA level 

·Trigger:

Dioxins, Organotin (TBT, 

TPT)



6

Diphenylmethane을 기반으로 두 개의 hydroxyl을 가진 화학 물질 그룹인

Bisphenol 중 가장 잘 알려진 물질인 BPA는 1891년 화학자 디아닌이 페놀 2분자

와 아세톤을 합성시켜 만들었다[26]. BPA는 phosgene과 함께 반응시켜 폴리카보네

이트를 합성하거나 epichlorhydrin과 축합중합 반응을 통해 에폭시 수지를 생성한

다(Fig. 2)[27]. 만들어진 고분자 물질은 식품용기의 주원료로 사용되거나 영수증, 캔

등의 코팅 재료로 사용되고 있다. 뿐만 아니라 수도 공급 system에 사용되는 강철

탱크와 파이프를 코팅하는데 사용되어 BPA가 음용수에 방출되기도 한다[28]. 이는

공업용폐수 뿐만 아니라 생활용 폐수에서도 BPA가 존재하는 이유이다. 또한 식품

용기나 캔, 젖병 등에 사용된 BPA는 고온이거나 강력한 세제, 산성상태에서 소량

녹아 나온다는 수많은 연구 결과들이 있다. BPA 노출의 주요원인은 식품섭취 등을

통한 경구 노출이지만 영수증 감열지 등을 통해서도 피부노출에 의해 체내에 유입

되기도 한다[29]. 감열지에서 BPA는 표면의 현색제로 주로 사용되는데 이때 BPA는

매트릭스에 공유결합하지 않은 비중합 형태인 자유 형태로 존재하게 되어 감열지

에서 다른 개체로 쉽게 이동되어 접촉만으로도 흡수가 용이하다[30][31].

섭취를 통하여 체내에 흡수되는 BPA의 99%가 간을 통해 제거되는 것과 달리

피부를 통해 흡수된 BPA는 걸러지지 않은 채 혈액에 머물러 체내에 잔류하는 시

간이 길다는 연구결과가 최근 발표되었다[32][33]. BPA는 몸속에 머무는 동안 여성

호르몬인 에스트로겐과 유사작용을 함으로써 생식기관을 교란시켜 유방암 등을 유

발하거나 정자수를 감소시키기도 한다[34]. 어린 아이들의 경우 성조숙증과 행동 장

애에 영향을 미칠 수 있는 것으로 알려져 있어 젖병과 식품용기 등에 사용되는

BPA의 문제성이 더욱 심각하다. 최근 동물연구에 따르면 BPA가 생식기관뿐만 아

니라 비만 위험성을 증가시키는 것으로 보고되었으며, 사람을 대상으로 한 일부 연

구에서도 보고되었다[35][36].

매일 영수증을 처리하는 사람들은 하루에 71 μg 정도의 BPA를 흡수한다는 연구

결과가 보고되어 있다[16]. BPA는 소량만으로도 내분비계 교란을 일으킬 수 있는

물질이기 때문에 계산관련 직업군을 가진 사람과 영수증 감열지와 자주 접촉하는

사람 또는 일반 소비자들의 BPA에 대한 노출에 대한 규제 강화가 시급하며 BPA

노출에 대한 추가 연구가 필요한 시점이다[17].
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Figure 2. Synthesis of (A) Bisphenol A, (B) poly carbonate and (C) epoxy resin. 

(A)

(B)

(C)
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디페놀의 한 종류인 BPA를 분해하기 위해서는 페놀산화효소를 사용한다. 대표적

인 폴리페놀산화효소로 laccase와 tyrosinase, horseradish peroxidase등이 있으며,

이 효소들은 o-, p- 및 일부 m-diphenols, aminophenols, polyphenols 및 phenol과

같은 다양한 페놀계 화합물의 산화를 촉매한다[37]. 그 중 laccase는 일반적인 폴리

페놀 산화 효소와 달리 일산화탄소의 저해를 받지 않으며, tyrosinase와 horse-

radish peroxidase보다 넓은 기질 특이성을 가진다[38].

Laccase (Lac, EC 1.10.3.2)는 1883년 H. Yoshida가 최초로 옻나무인 Rhus ver-

nicifera 수액에서 발견했다. 청색 산화 효소 군으로 균류에서 광범위하게 발생하지

만 고등식물, 곰팡이, 곤충과 박테리아에서도 발견될 만큼 널리 분포하는 산화 효

소이다. 단량체 당 4개의 구리 이온 (Cu2+)을 가지며, 이 부분을 활성 site로 하는

3개의 활성 site를 가진 당 단백질로 활성 site는 전자스핀 공명의 특성에 따라 T1,

T2, T3 site로 분류된다[39]. T1과 T2는 각각 1개의 구리 이온을 가지고 T3는 구리

이온 2개가 짝을 이루고 있다. T2, T3에 위치한 세 개의 구리이온은 trinuclear

copper site라 불린다 (Fig. 3). laccase에 의한 일반적인 촉매반응은 T1 주변에 있

는 아미노산에 의해 형성된 소수성 부분에 환원 기질이 결합하여 1전자 산화와 T1

site의 환원이 동시에 일어나고, 이때 생성된 전자는 Type-2, Type-3에 결합하는

산소에 전달되어 산소의 물로의 4전자 환원이 일어난다[40].

Laccase는 섬유, 제약 산업, 화장품 및 페놀릭 폐수 정수뿐만 아니라 바이오센서

에도 응용하고 있다. Laccase 기반 바이오센서는 차, 와인 및 수질 환경에서 페놀

을 검출하는데 주로 사용된다[41][42].
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Figure 3. Laccase structure of (A) 3D structure and (B) active site.

(A)

(B)
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Figure 4. Schematic for the enzyme immobilization strategies with PANFs, (a) 

enzyme adsorption (EA), (b) enzyme adsorption and crosslinking (EAC), 

and (c) enzyme adsorption, precipitation and crosslinking (EAPC)[43].
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2.2. 바이오센서 및 전기화학적 측정법

측정대상에서 물리적 특성(소리, 빛, 열, 진동 등)의 정보를 얻어 정보화하여 신

호로 변환시키는 장치를 센서라고 한다. 센서는 물리적 센서, 화학적 센서로 나눌

수 있는데 화학적 센서의 한 종류로 바이오센서가 있다[44].

바이오센서는 광학, 열량 측정, 압전 및 전기 화학적 바이오센서로 분류할 수 있

는데, 광학 바이오센서는 생화학 반응의 결과로 흡수되거나 방출되는 빛의 측정하

는 센서로 pH, O8 또는 CO8 등의 측정에 주로 사용한다. 열량 측정 바이오센서는

분석물질과 효소의 생화학적 반응으로 인해 발생하는 열을 기반으로 분석물질을

감지하며, 압전 바이오센서는 암모니아, 아산화질소, 일산화탄소, 수소, 메탄 및 특

정 유기 인 화합물의 측정에 사용 한다[45]. 광학 바이오센서는 매우 민감하지만 혼

탁한 물질 측정에는 사용할 수 없다는 점과 열량 측정 바이오센서는 열 변화가 거

의 없는 시스템에는 사용 할 수 없다는 단점이 존재했다. 이에 반해 전기 화학적

바이오센서는 다른 바이오센서들의 단점들을 보완 할 수 있고 빠르고 조작이 쉽고

값이 싸다는 장점도 가지고 있어 가장 보편적으로 사용되고 있는 바이오센서다.

전기 화학적 바이오센서는 bio-interaction에서 전자가 소비되거나 생성되어 전기

화학적 신호를 생성하는 원리를 이용하여 전기 화학적 신호를 검출기로 측정하는

데, 전기 화학적 바이오센서는 일반적으로 potentiometry 및 amperometry를 기반

으로 하며, 검출기 시스템에 의해 측정되는 전기 화학적 성질에 따라, con-

ductometric, potentiometric 그리고 amperometric 바이오센서로 나눌 수 있다[46].

Potentiometric 바이오센서는 기준 전극에 대한 작용 전극에서의 전위 측정을 기반

으로 하여 이온이 적절한 이온 교환막에 결합 할 때 전극 전위의 변화를 감지하며,

amperometric 바이오센서는 전극 사이에 전위가 가해질 때 전류를 생성하는 원리

를 사용하며, 측정물질 농도에 대하여 선형적인 결과를 얻을 수 있다.

Amperometric 바이오센서는 민감도와 결과치의 신뢰성 또한 높은 것으로 알려져

있다.
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Cyclic voltammetry (CV)는 전기화학적 분석시 먼저 수행되는 실험으로, 전극

의 표면과 표면 근처에서 어떠한 반응이 일어나는지 직접적으로 파악할 수 있는

전기화학 측정법이다. CV 측정을 통해 산화-환원이 제대로 이루어 졌는지, 실험과

정 중에 불순물이 첨가되진 않았는지 peak를 통해 확인이 가능하다. CV는 전압을

역방향, 정방향을 주기적으로 번갈아가며 주사하여 전류의 변화를 측정하고 얻은

곡선을 cyclic voltammogram이라고 한다. 기준 전극에 대하여 Fig. 5의 (A)와 같

이 작업 전극에 전위를 주사하면 (B)와 같은 cyclic voltammogram을 얻을 수 있

다. 전류가 흐르지 않는 초기전위부터 역전전위까지 주사 한 후, 주사 속도는 동일

하되 전위 방향을 역으로 변경하여 초기전위로 되돌아오게 하는 과정을 통해 CV

를 측정한다. Fig. 5 (B)의 (a)는 실제적으로는 전류가 흐르지 않는 상태이다. 여기

에 전위를 (+)로 주사하면 산화 반응이 일어나면서 산화 전류가 급격히 증가하여

산화 피크 전류 (anodic peak current) (b)에 도달한다. 여기에 전류를 계속 가하면

산화 전류가 감소하게 되면서 (c)에 도달하게 되고 이때 전위 주사 방향은 (-)전위

방향으로 바뀌게 되어 환원 반응이 일어나게 되면서 환원 전류가 증가하게 된다.

그 이후 곡선의 모양은 산화곡선과 같이 나타난다. 이렇게 얻어진 cyclic voltam-

mogram를 통해 산화와 환원의 특성을 밝힐 수 있다.

Amperometry는 전극 표면의 전류량을 측정하는 방법으로 working electrode,

counter electrode, reference electrode로 이루어진 센서에 일정한 전압을 흘려주고

그에 따른 전류량을 시간에 따라 나타낸다. 이때 전류값의 변화는 Cottrell equation

에 의해 나타낼 수 있다. Cottrell equation식은 다음과 같다.

 




(1)

식에 사용된 기호 은 전자 수, 는 패러데이 상수, 는 전극의 표면적, 
는

환원 가능한 분석물 j의 초기농도, 는 j에 대한 확산 계수이며, 는 시간으로 단

위는 초를 사용한다. 위 식의 전류량은 에 반비례함을 확인 할 수 있으며, 전극

에 흘려준 전압에 의해 생성된 물질이 확산하는 정도를 통해 농도의 기울기를 알

수 있다[47].
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Figure 5. Cyclic voltammetry.

(A)

(B)
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전자 전달 매개체는 효소와 함께 산화-환원 반응에 참여하여 발생한 전자를 빠

르게 전달하는데 도움을 주는 물질로 전극과 효소 사이에서 전자를 전달하는 역할

을 수행한다. 전자 전달 매개체는 효소와 기질물질의 반응이 진행되는 동안 전극표

면과 효소사이에서 산화-환원 반응을 끊임없이 반복하여 확산반응에 의해 전자를

전달하게 된다[48]. 이러한 전자 전달 매개체의 역할을 하기 위해서는 효소와 빠르

게 반응하면서 가역적이고 불균일한 반응성을 가져야한다. 또한 pH에 의존적이지

않아야 하고 산화-환원 상태가 안정해야하며, 산화-환원 반응에서 환원된 전자 전

달 매개체는 산소와 반응을 하지 않아야 한다. 이 조건들을 만족하는 전자전달 매

개체를 사용하게 되면 반응을 방해하는 물질에 의한 방해와 산소의 영향을 덜 받

게 된다. 이러한 전자 전달 매개체로는 유기염료와 무기이온들과 그밖에도 여러 가

지가 있다[49].
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제 3 장 실험 재료 및 방법

3.1. 효소 고정화

3.1.1. 시약 및 기기

본 연구에 사용될 효소 고정화 담체의 제조와 전처리과정에 필요한 시약 중 ani-

line, ammonium persulfate와 H2SO4는 Sigma-Aldrich(Missouri, USA)에서 구매하

였으며, HCl, HNO3는 Junsei(Tokyo, Japan)를 사용하였다. 효소 (Laccase from

Trametes versicolor)와 효소 활성 측정시 사용되는 syringaldazine, 단백질 검출을

위한 기준물질인 BSA은 Sigma-Aldrich(Missouri, USA) 제품으로 실험하였다.

3.1.2. 고정화

3.1.2.1. 담체 준비

1.Polyaniline nanofiber (PANF) 제조

1 M HCl에 99% Aniline을 15%가 되게 넣은 후 흔들어 제조한 용액과 1 M

HCl에 ammonium persulfate를 0.1%만큼 넣은 후 흔들어 제조한 용액과 섞어 격하

게 흔든다. 두 용액이 반응하여 용액의 색이 진한 청남색이 되면 150 rpm으로 맞

춰진 orbital shaker에 24시간동안 shaking해준다. 24시간이 지나면 4°C, 6000 rpm

으로 설정된 원심분리기에 넣고 10분간 작동시킨 후 6회 이상 증류수로 washing

한 후 바이알에 넣어 보관한다.

2.Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs) 전처리

Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs)의 전처리는 HNO3, H2SO4의 부피

비가 1:3으로 섞인 용액에 MWCNTs 분말을 넣고 130°C에서 30분간 가열한 후 증

류수를 사용하여 pH가 7.0이 될 때까지 washing하였다. Washing이 끝난

MWCNTs는 40°C dry oven에서 약 24시간동안 건조시킨 후 사용했다.
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3.1.2.2. 효소 고정화 방법

담체는 Laccase from Trametes versicolor의 완충용액인 100 mM potassium

phosphate buffer (pH 6.5)로 5번 washing 한 후 25 U/ml으로 만든 효소액을 넣고

반응 시킨다. 그 후 ammonium sulfate를 넣고 녹을 때까지 잘 흔들어 준 후 linker

를 첨가하여 17시간 동안 교반시킨다.

3.1.2.3. 효소 고정화율

단백질 측정을 통해 효소의 고정화율을 계산했다. Coomasie brillant blue 염료가

들어있는 Bradford용액을 사용하는 Bradford법을 이용하여 단백질 측정 실험을 진

행했다 (Fig. 6). Bradford용액과 sample을 30: 1의 부피비로 넣은 에펜도르프 튜브

(eppendorf tube)를 vortexing한 후 상온에서 5분 동안 방치 한 후 595 nm에서 분

광광도계를 사용하여 흡광도를 측정한 결과 값을 protein standard (bovine serum

albumin ,BSA)으로 잡은 단백질 검량선에 대입하여 얻은 결과를 통해 담체에 대한

효소의 고정화정도를 계산했다[50][51].
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Figure 6. Standard curve for the determination of protein concentration.
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3.1.2.4. 효소 활성도 측정

효소 활성은 Laccase from Trametes versicolor와 100 mM potassium phos-

phate buffer (pH 6.5), 0.216 mM syringaldazine를 17: 73: 10의 부피 비로 반응시

켜 측정했다. 0.216 mM syringaldazine은 메탄올에 녹여 만들었으며 laccase 용액

은 차가운 증류수에 녹여 사용했다. laccase와 100 mM potassium phosphate buf-

fer (pH 6.5)를 혼합한 용액을 30°C로 설정된 thermomixer에 15분간 넣어 반응 온

도를 맞춘 후 0.216 mM syringaldazine을 넣고 잘 섞은 후 UV-Vis

Spectrophotometer를 사용하여 530 nm의 파장에서 10분 동안 흡광도를 측정했다

(Fig. 7). 흡광도 측정시 흡광도 값이 1.2보다 컸을 때는 희석하여 측정하였으며, 흡

광도 값의 기준이 되는 영점은 효소용액 대신 증류수를 넣어 진행했다[52].
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3.2. 전기 화학적 분석

3.2.1. 시약 및 기기

본 연구의 측정물질인 Bisphenol A (BPA)는 Sigma-Aldrich(Missouri, USA)에

서 구매하였으며, 전기화학적 분석에 사용되는 센서 케이블과 screen printed elec-

trode (SPE)는 DropSens(Chennai, India)의 제품을 사용하였다. SPE는 110-CNT,

110-PANI 모델이며, CHI사의 660c 모델을 전기화학 계측기로 사용하여 Cyclic

voltammetry와 Amperometry를 측정했다.

3.2.2. Bisphenol A sample 제조

Bisphenol A 120 mg을 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0)와 증류수 1 L

에 각각 넣고 1일 동안 교반해주었다. 이렇게 만들어진 시약은 0.526 mM의 농도를

가지게 되며 이 용액을 buffer와 증류수로 각각 희석하여 분석용 샘플을 제조하였

다.

3.2.3. Cyclic Voltammetry (CV)

BPA의 CV를 측정하기에 앞서 측정에 알맞은 scan rate을 구하기 위해 1 ppm

BPA 50 μl를 scan rate을 변경해가며 CV를 측정한다. 측정에 사용된 전압은 2에

서 –2 V이며, 측정간격은 0.05 s로 지정하였다. 증류수와 100 mM sodium phos-

phate buffer (pH 7.0)를 측정한 후 저농도 BPA 용액에서부터 고농도의 BPA 용액

순으로 측정하였다. 실험이 끝난 후에는 buffer를 사용하여 충분히 washing한 후

재사용했다. 모든 측정이 완료되면 CV 측정을 통해 얻은 cyclic voltammogram을

서로 겹쳐 그려 산화 환원 피크분석을 진행하였다.
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3.2.4. Amperometry

Amperometry 측정 전위는 CV로 얻은 결과로 설정했다. 전기화학 계측기의 측

정 전위를 설정한 후 SPE의 3전극위에 측정물질을 올려 실험을 진행하였다. 시간

에 따른 전류 측정은 100초 간격으로 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)

를 시작으로 하여 저농도 BPA 용액에서부터 고농도의 BPA 용액을 차례대로 올려

측정하였다. 실험이 끝난 후에는 buffer를 사용하여 충분히 washing한 후 보관하여

재사용했다.
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제 4 장 결과 및 고찰

4.1. 효소 고정화

4.1.1. 담체의 완성

4.1.1.1. Polyaniline nanofiber (PANI)

Polyaniline (PANI)은 전도성 고분자 물질 중에서도 원료의 가격이 싸고 안정성

과 가용성이 뛰어나다는 이점을 가져 공업적 응용 연구가 활발히 진행되었다.

PANI은 전도성의 성질을 지녀 전하 수송체 재료로 사용되고 있으며, 다공성을 띄

고 있어 고정화용 담체로도 적합하다. 본 실험에 고정화 담체로 사용되는 PANI는

aniline과 HCl의 중합반응으로 합성되며 반응 개시제로는 비금속 산화제의 한 종류

인 ammonium persulfate ((NH4)2S2O8)를 사용하여 직접 제조하였다. 제조한 PANI

은 nanofiber 형태를 띄고 있어 polyaniline nanofiber (PANF)라고도 부른다.

합성한 PANI는 SEM을 찍어 합성이 잘 이루어 졌는지 확인하였다. Fig. 8의

SEM을 통하여 고정화 담체로 적합한 구조를 가진 담체가 생성되었음을 볼 수 있

었다.

4.1.1.2. Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs) 전처리

Multi-Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs)는 상당히 우수한 기계적, 열적, 전

기적 특성을 가지고 있어, 다양한 분야에서 활용되고 있다. 하지만 CNT의 뭉침 현

상으로 인해 이론값과 실험값의 격차가 크다는 문제가 있었다. 이러한 문제점을 해

결하여 여러 분야에 적용시키기 위해서는 CNT의 분산은 상당히 중요한 요소 중

하나이다. CNT 분산기술에는 기계분산, 용매 혹은 분산제나 강산, 고분자를 이용

한 반응법 등이 있다.

MWCNTs의 경우 전처리 전과 후를 비교해보니 전처리 전에 비해 전처리 후의

MWCNTs의 분산도가 증가하였음을 확인했다. 전처리 전 MWCNTs에서는 작용기

가 존재하지 않아 분산되지 못하고 바닥에 가라 앉아 있는 형태를 띄지만 강산으

로 전처리를 해주게 되면 MWCNTs의 표면에 carboxyl과 hydroxyl이 관능화 되어

반데르발스 (Van der waals) 힘에 의해 분산된다. 전처리 전과 후의 비교는 FTIR

을 통해 확인하였다 (Fig. 8).
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Figure 8. Images of immobilization media (A) SEM images of PANI and (B) 

pretreatment of MWCNTs (a) before pretreatment and (b) after pretreatment.

(A)

(B)
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4.1.2. Laccase 고정화

4.1.2.1. 최적 조건 확립

고정화는 값 비싼 효소를 회수, 재사용하기 위한 공정으로 효소가 담체에 최대한

오랜 시간동안 고정되는 것과 더불어 고정된 효소와 free enzyme의 활성을 비교했

을 때 활성을 잃지 않고 오랫동안 높은 활성도를 유지하는 것이 중요하다[53]. 이를

바탕으로 최적의 고정화 조건은 고정화율과 활성유지 등을 고려하여 수립하였다.

본 실험은 전기화학 측정에 앞서 최적 조건을 확립하고자 tube에 시행하였다.

측정물질인 BPA 분해를 위해 페놀 산화 효소로 잘 알려진 laccase와 tyrosinase,

horseradish peroxidase 중 고정화율과 활성을 비교하였을 때 가장 적합했던 lac-

case를 선택하여 실험을 진행했다. 실험에 사용된 효소는 구름버섯 (Trametes

versicolor)에서 얻어진 laccase를 사용했다.

본 실험의 주목적인 중 하나인 최적의 고정화 조건을 확립하는데 있어 변수는

다음과 같다. 반응 온도, 담체와 링커의 종류, 고정화에 사용되는 링커와 효소의

양, ammonium sulfate의 유무 등을 변수로 두고 실험을 진행했다. PANI와

MWCNTs를 담체로 선정하였으며 MWCNTs의 전처리 영향을 알아보기 위해

MWCNTs의 전처리 전과 후 그리고 PANI까지 총 3가지의 담체를 가지고 실험을

진행했다. 실험에 사용된 링커는 Carbonyldiimidazol (CDI), Glutaraldehyde (GA),

1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl) (EDC), Hydrazine으로 총 4종류이며 구조식은

Table 2에 나타 내었다.

반응온도는 4°C와 상온에서의 결과를 비교해 보았다. 고정화율과 활성도등의 실

험 결과에서 두 실험군의 차이가 거의 없는 것으로 보아 온도의 영향은 크지 않다

는 것을 확인 할 수 있었다. 본 실험에서는 안정성 등을 평가하기 위해 긴 시간동

안 재사용과 보관을 해야 함을 고려하여 효소의 변형 등을 막고자 4°C를 반응온도

로 설정하였다. 이후의 모든 실험은 4°C에서 진행하였다.
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Table 2. The list of linkers used in the experiment

Linker name Structural formula of linker

Carbonyldiimidazol

(CDI) N
N

O

N
N

Glutaraldehyde

(GA)

OO

1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)

(EDC)
CH3 N

C
N NH2

Hydrazine N N

H

HH

H
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링커의 종류와 양에 대한 영향을 비교하기 위해 담체마다 CDI, GA, EDC,

Hydrazine을 전체 고정화 부피의 0.1, 0.3, 0.5, 0.7%의 부피가 되게 넣어 주었으며

(Fig. 9), ammonium sulfate의 영향을 알아보기 위해 ammonium sulfate를 첨가하

지 않은 고정화법인 EAC와 ammonium sulfate를 첨가한 EAPC법을 사용하여 고

정화 한 후 활성을 비교했다. Fig. 10는 Fig. 9의 모든 담체에서 낮은 고정화율을

보인 hydrazine을 제외한 CDI, GA, EDC 링커의 EAC 활성을 100%로 설정하여

EAPC법의 활성을 나타낸 그래프이다.

PANI의 경우 CDI의 농도를 높여 줄수록 고정화율이 증가하였다. 그로인해 am-

monium sulfate의 영향이 조금 낮다는 결과를 얻었으며, GA와 EDC를 사용하여

고정화 하였을 때 링커의 농도가 증가할수록 고정화율 또한 증가하였다. 또한 am-

monium sulfate를 첨가하였을 때 GA의 고정화율과 활성이 증가하였다. 이는 이미

높은 고정화 율은 가진 CDI보다 낮은 고정화율을 보였기 때문이라고 판단된다. 전

처리 전의 MWCNTs는 링커의 농도가 증가함에 따라 CDI, GA의 고정화율을 증가

하였으며 대체적으로 고정화 율이 낮았으며, ammonium sulfate를 첨가한 EAPC법

은 PANI와 전처리를 진행한 MWCNTs보다 대체적으로 활성도와 고정화율 측면에

서 낮은 경향성을 띄었다. 반면 산으로 처리한 MWCNTs는 CDI뿐만 아니라 GA와

EDC 에서도 고정화율이 높았지만 hydrazine에 의한 고정화율은 낮음을 확인 할

수 있었다.

종합적으로 담체의 종류와 상관없이 대체적으로 CDI의 고정화율이 다른 링커에

비해 좋음을 확인 했으며, 링커의 양이 증가 할수록 고정화율 또한 증가하는 경향

을 보였다. 또한 EAC법보다 EAPC법의 활성이 증가한 이유는 효소끼리 침전과 뭉

침이 일어나 똑같은 담체에 보다 많은 효소가 고정화되었기 때문이라고 보여 진다.
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Figure 9. The changes of immobilization rate with the changes of linker 

concentration (A) PANI, (B) MWCNTs and (C) pretreatment MWCNTs.
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4.1.2.2. 효소의 안정성 평가

효소의 고정화 조건을 확립한 후 안정성을 확인하기 위해 약 2주간 매일 비슷한

시간에 효소의 활성을 측정하고 고정화 첫날의 효소활성과 비교하여 어느 정도의

활성을 유지하는지 담체별로 비교하여 실험을 진행했다 (Fig. 11). 최적 조건 확립

에서 가장 높은 고정화 율을 나타낸 링커 Carbonyldiimidazol (CDI),

Glutaraldehyde (GA)을 실험에 사용했다. 그 결과 담체별로 편차가 있지만 대체적

으로 GA를 사용했을 때 활성이 조금 높게 나오거나 오랫동안 유지하는 것을 확인

할 수 있었다. 또한 PANI 담체에 GA 링커를 사용하였을 때 가장 안정하게 활성이

유지됨을 확인 할 수 있었다.

PANI의 경우 CDI은 GA의 경우에 비해 고정화율은 높았지만 활성은 더 낮았을

뿐만 아니라 안정성 또한 더 낮음을 확인 할 수 있었다. 이는 반복되는 활성측정에

의해 고정화 되었던 효소가 GA를 사용했을 때 보다 더 빨리 방출되었기 때문이라

고 사료된다. 5일까지 활성이 높게 유지 되었지만 6일부터 급격하게 활성을 잃어

실험이 종료되는 15일에는 세 담체 중에서 가장 낮은 활성을 띄었다. 이를 보아 장

기간보다 빠른 시간 안에 측정해야 하는 바이오센서에 알맞은 링커는 GA라고 판

단 할 수 있었으며, 후에 진행된 전기적 특성을 확인하기 위한 고정화에는 GA를

사용하여 EAPC법으로 고정화를 진행했다.

처리하지 않은 MWCNTs에서 활성도는 CDI와 GA의 차이가 크지 않았다. 초반

의 활성은 free enzyme과 비슷한 경향을 띄었지만 시간이 지남에 따라 활성이 유

지되는 것을 볼 수 있었으며 실험에 사용한 담체 가운데 활성의 낙폭이 가장 좋았

다.

산처리를 진행한 MWCNTs는 활성은 5일까지 90%정도로 유지되었지만 이후 활

성의 감소와 유지가 반복되다가 실험이 종료될 시기에는 첫날에 비해 30%의 활성

을 띄었다.
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4.2. 전기화학적 측정 결과

4.2.1. 고정화 방법에 따른 cyclic voltammetry, amperometry

앞서 4.1에서의 고정화는 튜브에서 진행되었지만 4.2에서는 전기 화학 측정을 위

해 screen printed electrode (SPE)에 고정화를 진행했다. SPE는 working electrode

(WE), counter electrode (CE), reference electrode (RE)등으로 이루어져 있으며

WE부분에 PANI, MWCNTs등이 프린트되어 있다. WE에 효소 고정화를 진행하여

고정화 방법과 프린트되어 있는 담체에 따른 전기화학적 특성을 확인하였다.

고정화 방법에 따른 전기화학적 분석을 진행하기에 앞서 MWCNTs SPE의 WE

에 전처리 과정을 진행 하였을 때 washing이 원활하게 이루어지지 못하여 씻겨 나

가지 못한 산이 전극에 남아 스크린 프린트되어 있던 MWCNTs를 전극에서 벗겨

내는 현상 등이 일어났다. 따라서 본 실험에서는 PANI와 전처리를 하지 않은

MWCNTs에 대해 전기화학적 분석을 진행 하였다.

Fig. 12과 13는 WE의 PANI, MWCNTs에 laccase 고정화 전과 후, 고정화한

SPE를 여러번 재사용 한 후 SPE의 WE부분을 SEM을 이용하여 관찰한 모습이다.

고정화 전 PANI는 Fig. 8의 SEM과 비슷한 형상을 보였으며, MWCNTs는 실과

같은 모양을 띄고 있지만 고정화가 진행된 Fig. 12과 13의 (B)를 보면 효소가 담체

에 고정화 되어 본래 담체의 모양과 다르게 표면이 smooth해지며 두꺼워졌음을 보

고 효소가 붙어 있음을 확인 할 수 있었다 (Immobilization 3의 방법으로 고정화

하여 찍은 SEM이다.). (B)를 30-40번 정도 측정에 사용한 후 표면을 촬영한 (C)의

이미지는 (B)와 비교하였을 때 효소의 용출이 있어 담체 표면이 (A)와 비슷해짐을

확인 할 수 있었다. 이를 보아 측정을 반복 할수록 센서의 WE에 고정화 되어 있

던 효소의 결합이 끊기며 방출되어 바이오센서로서의 측정을 진행하기 힘듦을 확

인 할 수 있었다.
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Figure 12. SEM images of PANI chip (A) before immobilization, (B) after 

immobilization and (C) after 50 times measurement.

(A)

(B)

(C)
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(C)

(B)

(A)

Figure 13. SEM images of MWCNTs chip (A) before immobilization, (B) after 

immobilization and (C) after 50 times measurement.
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(C)

(B)

(A)4.1을 통해 얻은 최적 고정화 조건인 GA 링커를 사용하여 EAPC법으로 고

정화할 때 링커는 전체 부피의 0.5%가 되게끔 첨가해준다는 조건을 가지고 세가지

방법으로 고정화를 진행하여 어느 방법이 가장 전기적 특성을 잘 나타내는지 확인

하고자 하였다. 방법은 아래와 같다.

(1) Immobilization method 1 – Linker_ Enzyme_ Ammonium sulfate

(2) Immobilization method 2 – (Enzyme_Ammonium sulfate)_ Linker

(3) Immobilization method 3 – Enzyme_ Ammonium sulfate_ Linker

방법 (1)은 링커를 먼저 반응시킨 후 효소와 과산화황산암모늄 (ammonium

sulfate)를 일 정한 시간을 두고 차례대로 넣어주어 고정화를 진행하였고, 방법

(2)의 경우 효 소와 ammonium sulfate를 먼저 반응 시켜 WE에 올린 후 링커

를 넣어주었다. 방법 (3)은 이전에 고정화 실험에서 사용하였던 방법으로 작용전극

(WE)에 효소, ammonium sulfate, 링커 순서대로 반응시간을 두고 첨가하여 효소

를 고정했다. 위 방법들과 앞선 튜브에서 행해졌던 고정화와의 큰 차이점은 반응부

피이다. 튜브에 비해 100배 정도 축소된 20 μl 부피에서 반응이 이뤄지기 때문에

반응 물질끼리의 교반이 제대로 이루어지지 않을 가능성이 있어 1분간 천천히 pi-

petting을 해준 후 4°C의 냉장고에 넣어 반응을 진행하였다.

Cyclic voltammetry (CV) 측정 시 scan rate를 다르게 하여 CV를 측정하게 되

면 계면에 존재하는 산화-환원에 관련된 이온들의 농도에 따라 cyclic voltammo-

gram의 특성 이 달라지기 때문에 전극의 종류, 고정화 방법, 염료의 유무 등

다양한 변수에 대한 영향을 보다 정확하게 비교 분석하기 위해 동일한 scan rate을

사용하였다. 이로 인해 본 실험의 측정 물질인 BPA의 CV 측정에 앞서 알맞은

scan rate을 선정하는 작업이 선행되었다. Scan rate을 선정 과정은 다음과 같다. 1

ppm 농도의 BPA를 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 mV/s의 속도로 흘려주면서

cyclic voltammogram을 얻은 후 측정에 적절한 전류 속도를 설정하였다. 그 결과

300 mV/s가 측정에 알맞은 속도라고 판단되어 scan rate으로 지정하였다 (Fig.

14). 본 실험의 모든 CV 측정은 300 mV/s 속도로 하였다.
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Figure 14. Cyclic voltammograms of MWCNTs of 1 ppm bisphenol A recorded at 

different scan rates (from bottom the top: 50, 100, 200, 300, 400, 500 

and 600 mV/s (Inset: Calibration curve of scan rate of BPA).
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Bisphenol A (BPA) 120 ppm은 0.53 mM로 1 ppm은 4.38 μM 농도와 동일하다.

0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 녹인 1, 5, 10, 50, 100, 500 ppb, 1

ppm BPA를 사용하여 PANI, MWCNTs의 CV를 측정한 후 겹쳐 그려 얻은 그래

프를 Fig. 15, 17에 나타내었다.

Amperometry는 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0)를 시작으로 하여

buffer에 녹인 0.1, 1, 10, 50, 100, 500 ppb, 1, 5 ppm BPA를 100초 간격을 두고 차

례대로 주입하여 측정하였다. Fig. 16, 18은 방법을 달리하여 고정화한 PANI와

MWCNTs chip의 amperometry 결과와 그에 대한 검량선을 표기하였다.

방법 (1), (2), (3)의 amperometry를 비교하였을 때 PANI SPE에서는 (3)의 방법

이 (1), (2) 방법에 비해 월등히 좋은 경향성을 띄었으며, MWCNTs SPE는 저농도

의 BPA에서는 (1)의 전류량이 (2), (3)보다 높았지만 전체적으로 방법 (1), (2), (3)

은 비슷한 결과값을 보였다. 위 결과를 바탕으로 10 ppm의 BPA를 측정한다고 가

정하면 PANI chip에 방법 (3)으로 고정화했을 때가 (1)의 방법으로 고정화되었을

때 보다 약 31.8%, 방법 (2)를 사용했을 경우보다 14.3%가 증가된 전류량이 측정되

었다. MWCNTs chip의 경우 (1)의 방법으로 고정화를 했을 때보다 11.1%, 방법

(2) 경우에는 7.6% 향상된 결과 값을 얻었다.

PANI와 MWCNTs chip에 (1), (2), (3) 방법으로 고정화하여 같은 농도의 BPA

를 측정하였을 때 PANI chip보다 MWCNTs chip에 더 많은 전류가 흐른다는 결

과를 얻었다. 같은 방법으로 고정화 하였을 때 MWCNTs가 프린트된 chip이 PANI

가 프린트된 chip보다 평균적으로 18.0%정도 높은 전류량을 보였다. 이는 PANI보

다 MWCNTs의 전도성이 더 우수하기 때문이라고 사료된다.
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Figure 15. Cyclic voltammograms of PANI SPE recorded at the different 

concentrations of BPA (A) Immobilization method 1, (B) Immobilization 

method 2 and (C) immobilization method 3 (Inset: Calibration curve of 

concentration of BPA, scan rate: 300 mV/s).
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Figure 16. Amperometric response sensing system using PANI SPE with different  
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(Immobilization method 1, Immobilization method 2 and Immobilization  
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Figure 17. Cyclic voltammograms of MWCNTs SPE recorded at the different 

concentrations of BPA (A) Immobilization method 1, (B) Immobilization 

method 2 and (C) immobilization method 3 (Inset: Calibration curve of 

concentration of BPA, scan rate: 300 mV/s).
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Figure 18. Amperometric response sensing system using MWCNTs SPE with 

different  concentrations of BPA, concentrations range from 0.1 ppb to   

5 ppm  (Immobilization method 1, Immobilization method 2 and 

Immobilization  method 3).
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4.2.2. 감도 증가를 위한 염료첨가

본 연구에서는 고정화 방법뿐만 아니라 센서의 민감도를 높이기 위해 전자 전달

매개체인 염료를 첨가하여 실험을 진행하였다. 전자 전달 매개체는 효소와 함께 산

화-환원 반응에 참여하여 발생한 전자를 빠르게 전달하는데 도움을 주는 물질로

전극과 효소 사이에서 전자를 전달하는 역할을 한다[54]. 유기염료와 무기이온들과

그밖에도 여러 가지가 있지만 본 실험에서는 유기염료를 사용하였다[55][56].

염료는 작용기에 따라 분류 할 수 있다. 본 실험에서는 유기염료 종류인 Azo,

Triarylmethane, Thiazine, Anthraquinone를 사용하였으며 종류별로 약 3개정도의

염료를 선발한 뒤 가장 결과가 좋았던 염료를 바탕으로 실험을 다시 진행하였다.

Azo는 Reactive red 120를 Triarylmethane의 경우는 Bromothymol blue를 지정하

였으며, Thiazine계열은 Toluidine blue를 사용하였다. 염료에 대한 정리는 Table 3

에 나타내었다[57].
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Table 3. The list of dyes used in the experiment

Chrpmophoer

type
Dye name Structural formula of dye

Azo
Reactive red

120

Triarylmethane
Bromothymol

blue

Thiazine Toluidine blue
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염료를 추가한 chip의 CV는 Fig. 15, 17와 동일하게 1, 5, 10, 50, 100, 500 ppb,

1, 5 ppm 농도의 BPA를 측정하였다. 측정에 대한 결과는 Fig. 19, 21에 나타내었

다.

Amperometry는 0.1 M Sodium phosphate buffer (pH 7.0)부터 100초 간격으로

0.1, 1, 10, 50, 100, 500 ppb, 1, 5 ppm 농도의 BPA를 측정하였다. Fig. 20, 22은 서

로 다른 염료를 추가하여 고정화한 PANI와 MWCNTs chip의 amperometry 결과

와 그에 대한 검량선을 표기하였다.

Reactive red 120, Bromothymol blue, Toluidine blue의 결과를 비교해 보았을 때

PANI SPE는 세 염료의 결과차이가 확연하게 보였던 반면, MWCNTs에서는

Toluidine blue가 좋은 감도를 나타내었고 Reactive red 120과 Bromothymol blue

에서는 비슷한 결과치를 얻었다. 위 결과를 기반으로 하여 10 ppm을 측정한다고

가정할 때 Fig. 20, 22의 방법 (3)으로 고정화를 진행했을 때보다 PANI chip에

Reactive red 120를 첨가하였을 때는 약 38.6%, Bromothymol blue를 추가하여 실

험하였을 경우에는 58.2%, Toluidine blue를 사용했을 때는 73.3%의 전류량이 증가

되어 측정되었다. 마찬가지로 MWCNTs chip에 (3)의 방법으로 고정화를 했을 때

보다 Reactive red 120를 추가하였을 때는 약 35.4%, Bromothymol blue를 사용하

여 실험하였을 경우에는 41.0%, Toluidine blue를 첨가 해주었을 때는 72.6%의 전

류량이 향상되어 측정되었다.

PANI, MWCNTs chip 모두 Reactive red 120를 첨가했을 때보다 Bromothymol

blue를 추가하였을 때 보다 높은 전류량을 얻을 수 있었으며, Bromothymol blue를

사용했을 때보다 Toluidine blue를 첨가해주었을 때 측정되는 전류값이 대체적으로

높게 측정되었다. 또한 염료 추가 전에 비해 추가 후에 약 53.2%정도 증가된 값을

얻을 수 있었는데 이는 염료가 전자 전달 매개체의 역할을 하여 전기화학적 반응

측정시 보다 많은 전자를 전달했기 때문이라고 사료된다.
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Figure 19. Cyclic voltammograms of PANI screen print electrode (SPE) in different  

concentration of BPA (from the bottom to top: 1, 5, 10, 50, 100, 500,  

1000 ppb BPA) of (A) Reactive red 120, (B) Bromothymol blue and (C)  

Toluidine blue (Inset: Calibration curve of concentration of BPA, scan 

rate: 300 mV/s).
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Figure 20. Amperometric response sensing system using PANI SPE with different  

concentrations of BPA, concentrations range from 0.1 ppb to 5 ppm (No 

dye, Reactive red 120, Bromothymol blue and Toluidine blue).
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Figure 21. Cyclic voltammograms of MWCNTs screen print electrode (SPE) in 

different  concentration of BPA (from the bottom to top: 1, 5, 10, 50, 

100, 500,  1000 ppb BPA) of (A) Reactive red 120, (B) Bromothymol 

blue and (C)  Toluidine blue (Inset: Calibration curve of concentration of 

BPA, scan rate: 300 mV/s).
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Figure 22. Amperometric response sensing system using MWCNTs SPE with 

different  concentrations of BPA, concentrations range from 0.1 ppb to 5 

ppm (No dye, Reactive red 120, Bromothymol blue and Toluidine blue).
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제 5 장 결론

본 연구에서는 내분비계 교란물질인 bisphenol A (BPA)를 검출하기 위해 페놀

산화 효소인 laccase를 여러 방법으로 고정화하여 최적의 고정화 방법을 찾아 바이

오센서의 working electrode (WE)에 고정화한 후 전기화학적 분석 방법인 cyclic

voltammetry와 amperomtry를 사용하여 BPA 검출 바이오센서를 개발하였다. 고정

화시 Carbonyldiimidazol (CDI), Glutaraldehyde (GA), 1-Ethyl-3(3-dimethyla-

minopropyl) (EDC), Hydrazine을 링커로 사용한 결과 반복 실험을 진행 해야하는

센서 실험에는 Glutaraldehyde가 높은 안정성과 활성을 보였다. 반복실험을 진행하

지 않는 일회용 측정 센서라면 고정화율과 활성이 높은 CDI가 적절한 링커라고 사

료된다. 고정화 반응은 4°C와 상온에서의 결과차이가 크지 않아 온도의 영향은 크

게 존재하지 않을 것으로 판단되었으며 ammonium sulfate를 넣지 않는 EAC법보

다 ammonium sulfate를 통해 침전을 일으켜 고정화를 진행하는 EAPC법으로 실험

을 진행하였을 때 고정화율과 활성이 더 높은 것을 알 수 있었다. 위 결과를 종합

하여 담체와 enzyme을 반응시킨 후 ammonium sulfate를 첨가한 후 마지막에 GA

linker를 넣어 4°C에서 반응을 진행하였던 고정화 방법의 결과가 가장 좋았다. 또한

염료를 추가하여 실험했을 때 전체적으로 감도가 향상되었으며, 그 중 Thiazine계

열의 Toluidine blue를 첨가 하였을 때 전류값이 가장 높음을 확인 할 수 있었다.

전반적으로 MWCNTs SPE chip으로 측정된 전류량이 PANI가 프린트된 SPE보다

더 높음을 보아 MWCNTs chip에 Toluidine blue를 고정화 방법 (3)으로 고정화

했을 때 BPA 측정에 가장 민감한 센서를 얻을 수 있었다.
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