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ABSTRACT

Development and Application of PDMS-based Polyaniline Nanofibers 

for Enzyme Immobilization

Lee, Ran-hee

Advisor : Prof. Lee, Jung-heon, Ph.D.
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Graduate School of Chosun University

Nanofibers with high surface area to volume ratio were prepared using polyaniline 

(PANI) and the surface of electrospinned poly(vinylidene fluoride-co-hexafluoropropylene) 

(PVdF-HFP) was coated with them for enzyme immobilization. In order to overcome the 

low solubility of PANI, 2-acrylamido-2-methyl-1-propansulfonic acid (AMPSA) and 

4-dodecylbenzenesulfonic acid (DBSA) with long alkyl chains were used to resolve PANI. 

Since the viscosity increased rapidly with the addition of PANI, the PANI concentration 

was limited to a maximum of 20 wt% for electrospinning. In order to control the size and 

handle the fiber carrier easily, nanofibers were electrospun on the surface of micropatterned 

polydimethylsiloxane (PDMS) and used as an enzyme reactor for immobilization. 

PVdF-HFP/PANI was incoporated into a microfluidic device consisting of a reaction 

chamber with inlet and outlet flows. It has been found that polyaniline can be used as an 

additive to improve the enzymatic activity and stability of nanofibers. The presence of 

amine groups in PVdF-HFP/PANI nanofibers confirmed improved enzyme activity and 

stability, pH, thermal stability, good reuse and long-term storage. 

The immobilized lipase and β-galactosidase showed excellent reusability even after 10 

cycles of reaction and the residual activities of them were over 90% and 60%, respectively. 

The PVdF-HFP/PANI/Lipase showed enhanced enzyme catalytic performance at a residence 

time of 7.8 s using microreactor. 27.1% of p-nitrophenol conversion and 12.3 mol/hꞏL of 
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productivity were achieved with 0.1 mM of p-NPB. PVdF-HFP/PANI/Lipase retain over 

75.2% of their initial activity after 65 days. The PVdF-HFP/PANI/β-galactosidase 

microreactor showed enhanced catalytic performance at a residence time of 10.4 s. 27.4% 

of o-nitrophenol conversion and 9.4 mol/hꞏL of productivity of were achieved with 0.1 mM 

of ONPG. The enzyme reaction rates using developed microreactor increased 1081.3 times 

for lipase and 248.7 times for β-galactosidase more than those with batch reactor.

Key word : Polyaniline, PVdF-HFP, PDMS, Electrospinning, Immobilization, Enzyme, 

Lipase, β-Galactosidase, Microreactor
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Abbreviations

AMPSA 2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonic acid

DBSA 4-Dodecylbenzenesulfonic acid

EAPC Enzyme adsorption, precipitation, and crosslinking

EB Emeraldine base

ES Emeraldine salt 

GA Glutaraldehyde

ONPG o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside

PANI Polyaniline

PDMS Polydimethylsiloxane
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제1장 서론

제1절 연구 배경

효소 고정화는 효소 활성, 안정성 및 저장 수명을 증가시키고 천연 생 촉매의 응용

을 넓히는데 중요한 역할을 한다. 효소 고정화에 사용되는 담체는 불안정한 pH 및 온

도 조건, 재사용, 저장 안정성에서 효소를 보호 할 수 있다 [1]. 

최근에 나노구조로 된 재료를 사용한 효율적인 효소의 고정화가 입증되었다. 효소 

고정화를 위해 사용되는 재료들은 나노섬유 [2], Polymeric Monolith [3], Mesoporous 

meterials [4], Nanotubes [5], Membrane [6], 셀룰로오스 [7] 등과 같이 큰 표면적을 가진

다. 이와 같은 재료는 Enzyme loading 증가와 반응속도를 촉진시킴으로써 산업 응용을 

위한 바이오촉매의 효율을 향상 시킨다 [8]. 그중에서 나노섬유는 높은 비 표면적, 섬

유 간 다공성, 용이 한 취급 및 우수한 기계적 강도로 인해 가장 바람직한 지지체 중 

하나이다. 이와 관련하여, 특히 전기 방사 된 나노 섬유 물질에 효소를 고정화 하는 것

에 대한 과학적 및 산업적 관심이 증가하고 있다 [2, 9].

전기방사는 폴리머를 Blending하여 복합 재료를 제조할 수 있는 효과적인 방법 중 

하나다 [10]. 최근 전기방사에 의한 섬유 구조의 다양화는 Janus [11], Twisted [12], 

Core-shell [13] 공학에 의해 표시되어 있다. 이러한 구조 이외에 더 큰 접촉 면적을 나

타내는 비드 섬유도 유망한 구조로서 등장하였다 [14, 15]. 전기 방사 섬유는 높은 다

공성 및 나노-마이크로 구조로 인해 높은 표면적 대 부피 비를 나타낸다. 이는 효소의 

촉매작용을 증가시키며, 고정화 된 효소의 방출을 막는데 유리하다 [16]. 

나노섬유 제조에 많은 폴리머의 가능성이 조사되었으며, 그 중에서 PVdF-HFP는 높

은 안정성, 우수한 성형성, 낮은 유리전이온도 및 결정화도로 다른 폴리머 중합체를 첨

가하는 변형에 초점이 맞춰진 고분자이다 [17]. 하지만 효소 고정화 담체로 사용하기 

위해서는 섬유 표면에 효소가 결합할 수 있는 작용기가 존재해야 한다. 따라서 고정화 

담체에 대한 대안적 방법으로 아민 그룹(-NH)이 풍부한 PANI를 Blending 폴리머로 선

택하였으며, 낮은 불용성을 해결하기 위해 도판트(유기산화제)를 도입하여 PANI의 용

해성을 높였다 [18]. 또한 제조된 나노섬유를 효소 고정화 담체로 사용하기 위해 

PDMS로 마이크로 패턴의 얇은 메쉬(mesh)를 제조한 뒤, 프레임으로 적용하여 크기제

어의 용이성을 높이고 용액 상에서 컨트롤하기 쉽도록 하였으며, Microreactor 내에 안

정적으로 위치하도록 하며, 효소반응 측정 중 나노섬유 지지체의 손상이 일어나지 않
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도록 하였다.

본 연구에서는 전기 방사 기술에 의해 PVdF-HFP 폴리머 용액에 PANI를 Blending하

여 나노섬유를 제조하여 효소 고정화 지지체로서 응용 가능성을 확인하였다. 얻어진 

나노섬유의 형태적 및 구조적 특성을 주사 전자 현미경(SEM), 푸리에-변환 적외선 분

광법(FT-IR)에 의해 조사하였다. 고정화 효소로 Lipase (from Aspergillus niger)와 β

-Galactosidase (from kluyveromyces lactis)를 선정하였으며 효소의 활성은 다양한 pH 및 

온도, 재사용성, 장기저장성, 연속 사용성으로 연구되었으며, Microreactor에 적용하여 

기질과 효소의 손실을 최소화하고 빠른 반응속도와 높은 전환율로 고순도의 제품을 낮

은 운전비용으로 얻을 수 있다. 또한, PVdF-HFP/PANI 복합 나노섬유는 높은 전도성소

재로서 효소 고정화 기술과 더하여 생물의학, 생물 전자공학, 바이오 촉매, 바이오센서 

등의 분야에서 활발히 연구될 것으로 기대된다.
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제2절 문헌 배경

1. 효소 고정화

효소는 생촉매로서 화학촉매에 비해 환경 친화적이고 기질특이성이 뛰어나며 생성물

의 순도가 매우 높다. 그러나 주변 환경에 활성이 불안정하며, 가격이 비싸고 회수가 

불가능하여 재사용이 어렵기 때문에 산업적 이용에 한계점을 가지고 있다. 이러한 효

소의 문제점을 극복하기 위해 효소 고정화 기술이 연구되고 있다. 하지만 효소가 촉매 

작용하기 위해 몇 가지 아미노산 잔기로 구성된 활성부위가 필요하다. 따라서 효소가 

고정화된 상태에서 촉매작용을 발현하기 위해 아미노산 잔기가 변하지 않으면서 효소

의 3차 구조가 유지되어야한다 [19]. 고정화 효소는 활성이 떨어지는 단점이 있지만 산

업현장에서 편리하게 사용가능하며, 반복사용이 가능하고, 생성물에서 효소를 분리할 

수 있어 효소의 단가를 낮출 수 있다. 또한 유기용매에서의 반응과 고온 반응, 불안정

한 pH 등에서 효소의 안정성을 증대시킬 수 있어서 다양한 시스템 개발이 가능하다

[20]. 따라서 효소를 불용성 고체 지지체에 고정하여 물리 화학적으로 쉽게 분리하려는 

연구가 활발히 진행되고 있으며, 효소 고정화 방법은 크게 흡착법, 공유결합법, 가교결

합법 등이 있다.

가. 흡착법 

효소나 지지체의 화학적 개질 과정이 필요하지 않아 매우 간단하고, 효소의 구조를 

크게 변형시키지 않아 효소의 활성을 잘 유지할 수 있다는 장점을 가지고 있지만, 가

장 큰 문제점은 반응 중에 효소가 지지체로부터 떨어져 나올 수 있어 산업적 이용에 

한계가 있다는 점이다 [21]. 흡착법은 반데르발스 힘(van der Walls force), 소수성 상호 

작용 또는 분산력 같은 약한 힘에 의해 담체 표면에 효소를 고정화한다. 흡착법은 고

정화 지지체에 화학적 개질이 필요하지 않아 매우 간단하며, 비용이 적게 들고, 화학적 

첨가제가 사용되지 않아 효소의 구조가 크게 변형되지 않고 활성이 유지된다는 장점이 

있다. 그러나 반응 중에 효소가 떨어져나갈 가능성이 높아 산업적 이용에 한계가 있다 

[22, 23].
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나. 공유결합법

고체 지지체에 대한 공유 결합에 의한 고정화 방법은 생촉매 공정 동안 효소와 담체 

사이의 강한 상호 작용의 이점을 가져 효소를 매우 안정적으로 만든다. 결합이 가능한 

작용기는 아미노기, 카르복실기, 하이드록시기, 페닐기 및 이미다졸기 등이 있다. 공유

결합법은 효소의 특이성과 높은 촉매 활성을 유지하며, 효소를 고정화하는데 비용이 

적게 든다. 그러나 공유 결합법은 제조 조건이 엄격하고 고정화 공정 동안 효소의 활

성을 잃을 수 있고 일부 커플링 시약(Coupling reagent)에 독성이 있다는 단점이 있다 

[24, 25].

다. 가교결합법 

효소를 화학적으로 지지체에 결합시키는 방법으로 Glutaraldehyde (GA)와 같은 

Crosslinking reagent를 이용한 방법이다. 지지체 표면의 작용기와 효소가 갖는 작용기를 

GA로 아민기를 활성화 시켜 효소와 담체 사이를 매우 단단하게 가교하여 외부 환경이 

변화하더라도 효소가 떨어져 나갈 가능성이 거의 없어 재사용성이 높지만, 강하게 결

합되어 결합 후 효소 활성을 감소시킬 수 있고, 지지체 표면을 효소와 결합할 수 있는 

형태로 개질시켜야 한다는 단점을 갖고 있다 [26, 27]. 이러한 단점에도 불구하고 산업

적 측면에서 가장 중요하게 여기는 높은 안정성과 재사용성을 갖고 있기 때문에 연구

가 활발하게 진행되고 있다.
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2. 고정화 효소의 응용

가. 고정화된 Lipase

Lipase는 유지나 지방의 가수분해 반응, 알코올분해 반응, 에스테르화 반응, 에스테르 

교환반응을 촉매 할 수 있는 효소이다 [28]. Lipase가 촉진할 수 있는 반응들은 계면활

성제, 지방 또는 유지의 분해, 의약품, 바이오디젤 및 화장품 생산 등의 다양한 분야에 

사용되어 산업적으로 큰 관심을 받고 있다. 많은 생물공정에서 고순도의 바이오디젤을 

얻기 위한 촉매로 고정화 Lipase를 사용하여 반응의 선택성과 효율성을 증가시키고 있

다[29].

최근 Lipase를 고정화한 연구는 친수성인 Poly(vinyl alcohol) (PVA)와 소수성을 띄는 

Polylactic acid (PLA) 나노섬유에 고정화한 결과 PLA에 고정화한 Lipase가 더 높은 활

성, 우수한 선택성 및 안정성을 나타냈으며, 10회 재사용후에도 80%이상 보존하였다 

[30]. 또한 Lipase의 높은 활성 및 안정한 공유 고정화를 위해 에폭시기 및 친수성 폴

리에틸렌 옥사이드(PEO) 사슬을 함유하는 전기 방사 된 나노 섬유막 

(P(GMA-co-MA)-g-PEO)을 제조하여 에폭시기와 Lipase를 고정화하였다. 그 결과 150 

mg/g의 높은 효소 로딩과 0.673 U/mg의 최대 활성을 달성하였다 [31].

 

나. 고정화된 β-Galactosidase

β-Galactosidase는 중합체, 올리고당 또는 2차 대사 산물로부터 D-galactosyl 잔기를 가수 

분해하며, 유제품 산업에서 가장 큰 관심을 갖는 효소 중 하나이다. 그것은 대부분의 

동물, 식물 및 미생물에 의해 생산된다. β-Galactosidase는 유당에서 단당류, 글루코스 

및 갈락토스로 생체 내 가수 분해를 촉매한다 [32]. 또한 갈락토스를 갖는 서로 다른 

당류의 가수 분해 또는 올리고당의 생합성과 같은 몇 가지 새로운 적용이 과거에 제안

되어왔다. β-Galactosidase의 두 가지 주요 용도는 유당 불내증 환자를 위한 유제품에서 

유당 제거와 효소 처리하여 유제품의 단맛, 용해도, 풍미 및 소화성을 향상시킨 제품 

생산이 있다 [33]. 

최근 연구된 β-Galactosidase 고정화는 화학적으로 변형 된 폴리스티렌 나노 섬유

(PSNF)에 효소 고정화를 위한 작용기를 도입하기 위해 HNO3 처리하여 카르복실기와 

히드록실기를 생성 후 β-Galactosidase를 고정화하였다. 그 결과 1분 체류시간에 41% 갈

락토올리고당 수율과 88%의 유당 전환율이 달성되었다 [9]. 또한 폴리메타크릴레이트 
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모노리스에 β-Galactosidase의 고정화에 대한 가교제 영향을 연구한 결과 0.05% GA를 

사용한 경우 최대 효소 활성 0.8 U을 나타냈다 [34].

다. 효소 고정화 담체로서 나노섬유의 이용

나노 섬유는 높은 다공도, 상이한 구조의 이용 가능성, 생체 적합성, 생분해성, 친수

성, 무독성과 같은 많은 기능적 및 구조적 장점으로 인해 효소 고정화 가능성이 매우 

높으며, 효소의 3 차원 구조를 보호한다 [9]. 

현재까지 나노섬유를 효소 지지체로 사용한 연구를 살펴보면 PVdF-HFP에 Lipase를 

고정화하기 위해 1,4-Diaminobutane (DA)와 Epichlorohydrin (EPI) 리간드를 나노섬유 표

면에 부착하였으며, 그 결과 열 안정성 실험에서 효소활성이 안정적이었고 탈착 비율

도 감소하였다 [35]. 또 PVdF와 ZIF-8 (zeolitic imidazolate framework)을 간단하게 물리

적으로 blending하여 제조한 나노섬유는 ZIF-8을 첨가함으로써 흡착능력을 향상시켜 효

소 촉매로서 기능을 입증하였다 [36]. 그밖에 Poly(acrylic acid)/MWCNTs 나노복합섬유

를 제조하여 Acetylcholinesterase (AChE)를 고정화하였더니 10회 재사용 후에 90% 이상 

유지하였으며 [37], PVdF-HFP에 이온빔을 조사하거나 [38], Polyethersulfone 나노섬유에 

플라즈마 처리를 통해 소수성 섬유표면을 친수성으로 개질하여 α-amylase를 고정화한 

연구 [39]와 PVA에 Zn2+를 첨가하여 효과적인 효소고정화 지지체로 입증하였다. PVA

와 금속이온 사이의 화학적 상호작용으로 인해 효소의 안정성이 증가하였고, 18회 재

사용후에도 50%의 활성을 유지하였다 [40]. 이처럼 현재 나노섬유를 효소고정화 담체

로 이용하기 위한 많은 연구가 진행 중이며, 앞으로의 동향을 보아 그 수는 점점 늘어

날 것으로 예상된다 (Table 1).
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Table 1. The applications of nanofibers supports in enzyme immobilization 

Support Enzyme Functional reagent
Immobilization 

method
Ref.

Polylactic acid Lipase - Adsorption [30]

Poly(glycidyl 

methacrylate-co-methylacrylate)-g-

polyethylene oxide 

Lipase Epoxy groups, Polyethylene oxide Covalent binding [31]

Poly(vinyl alcohol) Lipase Zn2+
Adsorption, 

Cross-linking
[40]

Poly(vinylidene 

fluoride-co-hexafluoropropylene)
Lipase 1,4-Diaminobutane, Epichlorohydrin Covalent binding [35]

Polystyrene nanofibers β-Galactosidase HNO3 Covalent binding [9]

Polymethacrylate monolith β-Galactosidase
Glutaraldehyde, hexamethylene 

diisocyanate
Cross-linking [34]

Poly(vinylidene fluoride) Cellulase Zeolitic imidazolate framework (ZIF-8) Adsorption [36]

Poly(acrylic acid)/Multi-walled 

carbon nanotube
Acetylcholinesterase

3-Aminopropyltriethoxysilane   

(APTES), glutaraldehyde
Cross-linking [37]

Polyethersulfone α-Amylase

Oxygen plasma treatment, 

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide (EDC)

Covalent binding [39]
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3. 전기방사 된 나노섬유의 특성

나노 기술은 원자나 분자들이 적층된 정도의 미세한 사이즈의 물질을 다루는 기술로 

형태학적인 특성에 기인한 물리적, 화학적인 장점을 활용한 연구가 활발히 이루어지고 

있다. 섬유 제조방법을 이용할 경우 얻어지는 섬유의 직경은 보통 1 um 이상이지만 전

기방사(Electrospinning)법을 이용하면 고전압 전기장 내에서 폴리머 용액을 분사하여 20 

nm에서 100 um스케일의 직경을 가지는 연속 중합체 섬유를 얻을 수 있으며, 기존에 

알려진 방법(주형 합성, 자기조립, 상분리)보다 접근이 쉽고 제한이 적다 [41]. 전기방

사 기술은 양전하 또는 음전하를 띠는 고분자를 반대 전하를 띤 기판으로 쏘는 원리를 

이용한다 (Figure 1). 방사 용액은 천연 폴리머, 합성 폴리머 및 무기물 등 광범위하게 

사용 가능하며 고분자 용액 농도, Blending 비율, 후 처리 공정을 조합하여 다양한 특

성으로 섬유를 제조할 수 있다. 전기 방사 공정의 변수 중 전압, 팁과 콜렉터 사이의 

거리(TCD), 콜렉터 회전 속도, 온도, 습도는 제조되는 섬유의 형태를 결정하는 중요한 

요인이다 [42]. 전기방사로 제조된 나노섬유는 다른 형태의 섬유에 비하여 직경이 작고 

매우 높은 비 표면적을 갖으며, 3차원 웹 형태를 얻을 수 있어 효소와 상호 작용에 큰 

이점으로 작용하며 멤브레인, 촉매, 슈퍼 캐패시터, 센서, 조직 공학에 적용할 수 있다 

[43, 44].

Figure 1. Schematic view of electrospinning process.
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4. PDMS 적용

Polydimethylsiloxane (PDMS)은 센서, 미세 유체 장치 및 트랜듀서와 같은 다양한 응

용 분야에 광범위하게 적용된다. PDMS는 광학적 투명성, 상대적으로 낮은 모듈러스, 

높은 유연성, 생체 적합성과 같은 장점을 갖는다 [45, 46]. 고분자 탄성 재료로 이루어

져 단열 능력이 우수하며, 소형화를 효과적으로 이룰 수 있다. 또한 재료 원가가 저렴

하고, 여러 층의 적층이 쉬우며, 대량 생산이 가능하고 제작비용을 크게 낮출 수 있다 

[47]. 또한 PDMS는 수용성 용매가 침투하여 팽창하지 않으므로 PDMS 구조는 변형 없

이 물이나 알코올과 같은 용매와 함께 사용할 수 있다. 패터닝 된 PDMS 얇은 층을 기

판으로 사용하여 다층구조로 적층하게 되면 모듈형 리액터, 마이크로 및 Numbering-up 

연구를 포함하여 체외 약물 분석 및 생물학적 연구의 응용 가능성을 가지고 있다 [48, 

49]. 

5. Polyaniline 합성

가장 일반적으로 알려진 Polyaniline 합성법은 MacDiamid 합성법이다. 산화 상태에 

따라서 완전 산화형, 중간 산화형, 완전 환원형으로 나눠지며 (Figure 2), 수용액의 양성

자산 존재 하에 Ammonium sulfate와 같은 산화제를 사용하여 아닐린을 직접 산화시켜 

얻을 수 있다. 다양한 구조를 가지고 있는 Polyaniline은 벤젠고리 및 질소에 다양한 치

환기가 도입된 단량체와 다양한 산화제를 조합하여 이루어진다 [50]. Polyaniline (PANI)

은 높은 전기 전도성과, 우수한 환경 안정성, 가공성 및 경제성으로 인하여 큰 관심을 

받고 있다. 그러나 PANI의 Conjugate double bond 구조로 인하여 대부분의 용매에 불용

성으로 응용에 제한을 받는다 [51]. 따라서 PANI의 가공성을 높이기 위한 연구들로 

Precursor법 [52], 화학적 개질법 [53], 기능성 도판트 [54]를 사용하는 방법이 있다. 폴

리머 골격에 Sulfonic acid, CSA, DBSA와 같은 도판트를 도입하는 것은 간단한 공정으

로 유기용매와 수용액에 용해도를 높일 수 있는 방법이다 [55]. 기능성 도판트의 

Protonic acid group은 PANI의 Imine기와 결합하고, 남아있는 Organic group은 무극성이

거나 약한 극성의 유기용매와 혼화성을 가지게 되어 용해도를 증가시킨다 [56].
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Figure 2. Chemical structures of polyaniline and its most common forms.
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Table 2. List of dopants and their chemical structure

Name Chemical formula Structure formula

AMPSA

(2-acrylamido-2-methyl-1-prop

anesulfonic acid)

C7H13NO4S

DBSA

(dodecylbenzenesulfonic acid)
C18H30O3S

CSA

(camphorsulfonic acid)
C10H16O4S

PTSA

(p-toluene sulfonic acid)
CH3C6H4SO3H

NSA

(β-naphthalene sulfonic acid)
C10H8O3S
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6. Microreactor

Microreactor는 소량의 반응물을 연속적으로 흐르게 하여 화학적 반응을 일으켜 반응

시간 단축, 빠른 물질 및 열전달, 확산 거리 최소화, 부반응(Side reaction)의 최소화하는 

방법이다. Microreactor 공정은 학술 연구뿐만 아니라 생물, 제약, 화학 산업의 응용 분

야에도 관심을 보이고 있다 [57]. 최근에는 새로운 화학물질을 제조하거나, 우수한 품

질을 갖는 약물, 형태 및 크기 분포가 제어된 나노입자를 합성하는데 이용된다 [58]. 

일반적으로, 효소-기질 반응은 배치 시스템에서 진행되기 때문에 정밀한 제어가 어렵

고 긴 반응 시간이 필요하다. 그러나 Microreactor의 경우 짧은 반응시간으로 지속적인 

생산이 가능하며, 반응기의 수를 늘리는 Numbering-up으로 사용가능하여 개선된 공정

이 가능하다. 또한 반응이 마이크로 규모의 반응기에서 진행되기 때문에 반응 시간을 

1/100 미만으로 줄일 수 있으며, 높은 표면적으로 열 및 물질 전달에 더 효율적이다. 

결과적으로 화학 반응의 선택도와 수율을 높여 고순도의 균질한 생성물을 얻을 수 있

다 [59,60].



- 13 -

제2장 실험재료 및 방법

제1절 실험 재료

PANI 제조 시약으로 99% Aniline, Ammonium persulfate (Sigma-Aldrich, USA), HCl 

(Dae-jung, Korea)에서 구입하여 실험을 진행하였으며, 도핑에 사용된 도판트는 

2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonic acid (AMPSA)와 Dodecylbenzenesulfonic acid 

(DBSA)를 Sigma-Aldrich에서 구입하였다. 

전기방사 고분자 용액으로 Poly(vinylidene fluoride-co-hexafluoropropylene) (PVdF-HFP, 

Mw = 400,000)을 사용하였으며, Polydimethylsiloxane (SYLGARD 184 A&B, Dow 

corning, USA)으로 나노섬유를 고정하였다. 고정화한 효소는 Lipase (from Aspergillus 

niger)와 β-Galactosidase (from kluyveromyces lactis)이며, 사용한 기질은 p-Nitrophenyl 

butyrate와 o-Nitrophenyl-β-galactoside (ONPG)이고, 생성물 표준시약으로 p-Nitrophenol과 

o-Nitrophenol을 Sigma-Aldrich에서 구매하여 실험하였다.
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제2절 Polyaniline 합성

1. Polyaniline Nanofibers 제조

1.5 M HCl 용액 250 mL를 제조하여 100 mL를 비커에 옮겨 담은 후 4
O

C에서 

Ammonium persulfate 6.58 g을 자석교반기로 완전히 용해시켰다. 남아있는 1.5 M HCl 

150 mL를 베이스로 0.365M 아닐린을 제조한 후 4
O

C에 보관하였다. 0.365 M 아닐린 용

액을 4
O

C에서 자석교반기로 교반하면서 Ammonium persulfate 용액을 서서히 첨가하였

다. 저온에서 중합할수록 반응시간이 길어지고, 개시제로부터 라디칼 설페이트 화학종

이 천천히 생겨 높은 분자량의 PANI를 얻을 수 있기 때문에 4
O

C에서 합성을 진행하였

으며, 반응이 진행됨에 따라 색 변화는 노란색에서 붉은색, 푸른색, 청남색, 어두운 초

록색으로 변하였다. 총 4 h동안 중합하였으며 중합이 완료된 용액은 원심 분리(8,000 

rpm, 6 min)하여 PANI particle과 상등액을 분리하였다. 증류수로 맑은 물이 나올 때까

지 세척한 후 메탄올로 미 반응 올리고머를 제거하였다.  

2. Emeraldine Base 제조

위 실험에서 얻은 PANI는 Cl⁻로 도핑되어있는 Emeraldine Salt이다 (Figure 3). 따라서 

용매에 용해도가 매우 낮은 불용성 고분자이므로 용해도를 높이기 위해 PANI에 붙어

있는 Cl⁻를 제거하는 탈 도핑 과정이 필요하다. 3 wt% NaOH를 준비하여 위 실험에서 

얻은 PANI-ES (Emeraldine Salt)를 4 h 동안 상온에서 충분히 자석교반기로 교반한다. 

시간이 지날수록 어두운 초록색이었던 PANI가 청남색으로 변한다. 탈도핑된 PANI-EB 

(Emeraldine base)는 Buchner Funnel와 필터(Whatman No.4)로 여과하고 푸른색물이 투명

해질 때까지 증류수, 메탄올, 아세톤 순서로 세척 후 50
O

C에서 24 h동안 건조하였다. 

중합한 PANI를 보관할 경우 중성상태인 EB형태로 보관하는 것이 바람직하다.
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Emeraldine salt (PANI-ES)

Emeraldine base (PANI-EB)

Figure 3. Synthesis of polyaniline emeraldine salt and emeraldine base.
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3. Alkyl group으로 doping된 PANI

 PANI의 용해도를 높이기 위해 긴 Alkyl Chain을 가지고 있는 기능성 도판트로 재도

핑하는 과정이 필요하다. 사용한 도판트는 2-Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonic aicd 

(AMPSA)와 Dodecylbenzenesulfonic acid (DBSA)를 사용하였으며 PANI-EB를 완전히 도

핑하기 위해서 1.0 g (EB) : 1.4 g (Dopant) 비율로 과량 첨가하였다. AMPSA 1.4 g을 

증류수 10 mL에 완전히 용해시킨 뒤 막자사발로 곱게 갈은 PANI-EB 1.0 g과 함께 24 

h 동안 자석교반과 sonication을 하였다. 청남색이었던 PANI-EB가 초록색을 띄는 PANI 

(AMPSA)로 바뀐 것을 확인하고 Buchner Funnel와 필터(Whatman No.4)로 PANI 입자를 

걸러낸 후 증류수, 메탄올, 아세톤 순서로 세척한 다음 50
O

C, 24 h 동안 건조한 다음 

막자사발로 곱게 갈아 준비하였다 (Figure 4).

Figure 4. Synthesis of (A) PANI-EB and (B) PANI-AMPSA.
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4. Polyaniline 분석

가. Polyaniline FT-IR 분석 

폴리 아닐린 중합 후 Dedoping을 통해 제조된 EB와, Alkyl group으로 Redoping 하여 

얻은 PANI-AMPSA를 FT-IR 분석으로 확인하였다. Shimadzu사의 IRAffinity-1S Fourier 

Transform Infrared Spectrophotometer 장비를 사용하여 측정하였으며, 4,000-500 cm-1 파

장 범위에서 수행하였다.

나. SEM 분석

제조된 PANI와 AMPSA로 도핑된 PANI를 주사 전자 현미경(SEM, Hitachi Co., Japan)

을 이용하여 이미지 분석하였다. PANI의 입자 형태와 크기 차이를 분석하기 위하여 

각각의 샘플을 Pt로 코팅 한 후 15.0 kV 가속 전압에서 ×50,000 확대하여 조사하였다. 

다. Polyaniline의 용해성 평가

PANI의 용해도를 확인하기 위하여 순수한 PANI와 탈도핑한 PANI-EB, Alkyl group으

로 도핑된 PANI-AMPSA를 각각 20 wt%가 되도록 N,N'-DMF/Acetone (7:3, v/v)에 용해

하였다. PANI 용액을 슬라이드 글라스에 떨어뜨린 후 커버 글라스로 덮어 용액을 고

르게 분산시켜준 다음, 광학현미경으로 PANI 입자 존재의 유무를 확인하였다.
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제3절 나노섬유 담체 제조

1. PDMS 마이크로패턴 제조

PDMS로 마이크로패턴의 얇은 메쉬(mesh)를 생성하는 가장 간단한 기술은 소프트리

소그래피법이다. 순수한 PDMS Sylgard 184를 사용한 패터닝 접근법은 마이크로 범위

의 두께를 갖는 mesh를 얻기 위해 사용되었다. SYLGARD 184 A와 B를 무게 비 10:1

로 준비하여 10 min 동안 고르게 섞어준다. 섞으면서 공기가 들어가 기포가 생기므로 

1 min 동안 미니원심기를 작동하여 기포를 제거한 다음 1×1 mm 크기로 격자 구조를 

갖는 몰드(전체 규격 24×24 mm)에 서서히 부어준다. 매끈한 표면을 만들기 위해서 

Vacuum chamber에 넣고 5 min 동안 탈기시켰다. 사용한 경화제는 열을 가할수록 굳는 

성질이 있어 60
O

C에서 120 min이상 충분히 경화하였다. 
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2. 전기방사 고분자 용액 제조

가. PVDF-HFP Solution 제조

불용성 나노섬유 담체를 제조하기 위해 초소수성 고분자로 알려진 PVdF-HFP를 전기

방사 기본 용액으로 선택하여 나노섬유의 뼈대를 구성하였다. 베이스 용매는 

PVdF-HFP 20 wt%가 되도록 N,N’-DMF에 용해하였으며 70
O

C에서 1 h 이상 교반하였다. 

냉각 후 DMF와 아세톤의 무게 비가 7:3이 되도록 아세톤을 첨가하였다. PVdF-HFP의 

최종 농도는 14 wt%로 제조되었다.

나. PVdF-HFP/PANI Blending 용액 제조

PVdF-HFP 고분자 용액에 PANI-EB와 Alkyl group으로 도핑된  PANI를 전체부피의 

0, 5, 10, 15 wt%가 되도록 첨가한 후 (Figure 5), 1 h 동안 Sonicator로 샘플의 입자를 

초음파 교반한 뒤 완전히 녹이기 위하여 12 h 동안 자석교반기로 교반하였다.

 Figure 5. Nanofiber morphology with increasing polyaniline concentration.
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3. 전기방사 조건

본 실험에서 사용한 전기방사 장치는 고전압을 걸어줄 수 있는 발생장치(High 

voltage power supply), 고분자 공급 실린지(Syringe driver), 토출부(Needle)와 고분자 섬

유상을 모으는 회전드럼 수집기(Collector)로 구성되어있으며 (Figure 6), 전기방사에 사

용된 전압은 20 kV이고, 양전하가 걸린 주사 바늘과 음전하가 걸린 집속장치와의 거리

(Tip-to-collector distance, TCD)는 12 cm로 진행하였다 (Table 3). 전기방사 고분자 용액

을 담은 주사기는 유리로 제조된 20 mL 주사기를 사용하였으며, 0.61 mm 직경을 갖는 

주사바늘을 사용하였다. 고분자 용액 공급 속도는 시간 당 0.2 mL로 고정하였고, 집속

장치의 회전속도는 200 rpm으로 설정하였다. 전기방사를 통해 제조된 PVdF-HFP/PANI 

나노섬유는 50
O

C에서 24 h동안 건조하였다.

Table 3. Electrospinning conditions for developing nanofibers

PVdF-HFP/PANI

Flow rate 0.2 mL/h

Applied voltage 20 kV

TCD 12 cm

Temperature Room temperature

Collector Aluminum foil

Collector rpm 200 rpm
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Figure 6. The equipment of electrospinning experiments.
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4. Polyaniline 나노 섬유 분석

가. PVdF-HFP/Polyaniline 나노섬유 FT-IR 분석 

PVdF-HFP와 PANI간의 화학적 상호작용을 확인하기 위해 PVdF-HFP 나노섬유와 

PVdF-HFP/PANI (AMPSA) 20 wt% 나노섬유를 FT-IR 분석하여 비교하였다. Shimadzu사

의 IRAffinity-1S Fourier Transform Infrared Spectrophotometer 장비를 사용하여 측정하였

으며, 4,000-500 cm-1 파장 범위에서 수행하였다.

나. SEM 분석

전기방사 결과 제조된 나노섬유의 표면 분포 형태와 평균 직경을 조사하기 위해 주

사 전자 현미경(SEM, Hitachi Co., Japan)을 이용하여 분석하였다. 섬유의 Morphology를 

확인하기 위하여 각각의 샘플을 Pt로 코팅 한 후 15.0 kV 가속 전압에서 ×5,000, 

×10,000, ×50,000 확대하여 조사하였다. 나노 섬유의 평균 직경은 Image j 프로그램

(National Institute of Health, USA)을 사용하였으며, 임의로 나노섬유 직경 100개를 선정

하여 평균 직경과 섬유 분포도를 나타내었다.
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제4절 효소 고정화

1. 효소 고정화 방법

나노섬유의 표면과 섬유와 섬유 간에 형성되는 공간에 효소를 효과적으로 고정시키

기 위하여 우수한 효소 안정성과 높은 효소 로딩이 가능한 EAPC법으로 효소를 고정

화 하였다 [61]. EAPC법은 나노섬유 표면에 효소를 흡착시킨 다음 Ammonium sulfate를 

첨가하여 크기가 매우 작은 효소를 응집시키고, 가교제를 첨가하여 효소 집합체와 섬

유간의 공유결합을 형성시켜 고정화하는 방법이다.

본 실험에서는 PDMS에 고정된 나노섬유 담체를 1×1 cm 사이즈로 준비하여 Lipase 

효소액(1 mg/mL) 1 mL를 첨가한 다음, 효소의 응집을 위해 Ammonium sulfate 0.5 g을 

넣고 30 min동안 200 rpm으로 Shaking하였다. 담체와 효소의 공유결합을 위해 가교제

로 Glutaraldehyde (GA)를 전체 부피의 0.5 % 함유하도록 첨가한 뒤 17 h 동안 4
O

C에서 

보관하였다. Tris-HCl (pH 7.5)로 30 min동안 미 반응 GA를 제거 한 후, 50 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.5)로 수차례 세척한 뒤 사용하기 전까지 Buffer에 보관

하였다. 고정된 효소의 양은 고정화하기 전 효소액 1 mg/mL와 고정화 후 잔여 효소액

과 세척액의 단백질 양을 Bradford법으로 UV-Vis spectrum photometer (UV-1800, 

Shimadzu)를 이용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 단백질 함량은 BSA로 만든 

표준곡선에 대입하여 간접적으로 계산하였으며, 고정화 수율은 식 (1), (2)에 따라 평가

하였다.

                              

  
×  (1)

                     Bound protein (mg/mL)    ×


(2)

와 는 각각 초기 단백질의 농도, 최종 단백질의 농도()이고, 는 용액의 부

피(mL), 는 나노섬유의 질량(mg)이다.
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Figure 7. Standard curve for the determination of protein concentration.
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2. 효소 활성 측정

나노섬유 담체에 고정화 된 Lipase의 활성을 측정하기 위해 p-Nitrophenyl butyrate 

(p-NPB)를 기질로 사용하여 UV-Vis spectrum photometer (UV-1800, Shimadzu)로 분석하

였다. Free Lipase 또는 Lipase가 고정화된 나노섬유 담체 1개와 990 uL의 50 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.5)에 10 mM p-NPB를 10 uL를 첨가하여 반응을 시작

하였다. 기질용액은 10 mM p-NPB Stock solution을 아세토나이트릴에 제조하여 사용하

였다 (Figure 8). 반응 시작 후 2, 5, 10, 15, 20 min 때 흡광도를 측정하여 반응시간 대 

p-Nitrophenol 생성량의 기울기를 구하여 초기 속도로 나타내었다. Lipase가 p-NPB를 가

수분해하여 생성되는 p-Nitrophenol의 증가를 410 nm에서 흡광도를 측정하여 상대 활성

으로 계산하여 평가하였다.

Relative activity (%)  


× 

  : Lipase의 초기 활성

  : 일정 반응 시간 이후 활성

Figure 8. Reaction scheme of p-nitrophenyl butyrate (p-NPB) hydrolysis in the presence 

of Lipase.
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Figure 9. Standard curve for the determination of p-nitrophenol concentration.
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제5절 담체 안정성 평가

1. pH와 열에 대한 효소 안정성

고정화 된 Lipase의 열과 pH에 대한 안정성은 조건 변화 전 활성과 변화 후 남아있

는 활성을 측정하여 계산하였다. pH 안정성은 20
O

C에서 pH 4-10 범위에서 측정 하였으

며, pH 4-5는 Sodium acetate buffer, pH 6-8은 Potassium phosphate buffer, pH 8.5는 

Tris-HCl buffer, pH 9-10은 Glycine hydroxide buffer를 사용하였으며 실험에 사용된 

Buffer는 모두 50 mM으로 제조하였다. pH 안정성은 0.1 mg/mL Free Lipase와 Lipase가 

고정화된 나노섬유 담체 1개를 조건별 pH에서 2 h동안 보관 후 남아있는 활성을 측정

하여 상대 활성도를 계산하여 나타내었다. 

Free Lipase와 고정화 된 Lipase의 열 안정성을 평가하기 위해 pH 7.5에서 20-70
O

C 범

위에서 측정하였다. 먼저, 990 uL 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.5)에 Lipase

가 고정화 된 담체 1개를 넣고 각 온도 별로 2 h 동안 보관한 후 기질 용액이 0.1 mM

이 되도록 p-NPB를 첨가하여 가수분해 활성을 측정하였고, Free Lipase는 0.1 mg/mL로 

제조하여 기질과 효소를 10 min동안 반응 시킨 뒤 분해 된 p-Nitrophenol을 410 nm에서 

UV-Vis spectrum photometer (UV-1800, Shimadzu)로 분석하였다. 

2. 장기 저장성과 재사용성

고정화 된 Lipase의 장기 저장 안정성은 고정화 한 나노섬유 담체를 50 mM 

Potassium phosphate (pH 7.5)에 저장하였으며, 4
O

C와 25
O

C에서 65일 동안 저장하면서 잔

여 활성을 0.1 mM p-NPB로 측정하였다. 기질의 가수분해되는 속도를 구하여 상대 활

성도로 환산하여 평가하였으며, 초기 활성을 100%로 두고 계산하였다.

산업적 응용 가능성을 확인하기 위해 고정화 된 Lipase를 반복적으로 활성을 측정하

여 재사용성을 평가하였다. 연속으로 사용하여도 Lipase의 활성이 유지되는지 확인하기 

위해 10회 반복하여 측정하였으며, 기질과 반응한 담체는 증류수로 2회 세척, 50 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.5)로 2회 세척 후 동일한 방법으로 효소 활성을 측정

하여 Relative activity로 계산하여 나타내었다.
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제6절 Microreactor 공정 최적화

1. Microreactor 설계

고정화된 Lipase는 산업에 유용한 연속식 반응이 가능하다는 장점이 있다. 이를 확인

하고자 앞서 실험한 batch mode와 반응 특성을 비교하기 위해 효소 안정성이 가장 높

았던 PVdF-HFP/PANI (20 wt%) 나노섬유 담체를 사용하였다. 반응 챔버(1.0×1.3×0.4 

cm3)에 Lipase가 고정화 된 담체를 패킹한 다음 Input과 Output에 각각 Silicon tubing을 

연결한 후 Watson-Marlow Pump로 기질 용액을 공급하였다. 반응 챔버의 부피는 520 

uL 이며, 항온 수조를 이용하여 온도를 유지하도록 설계하였다 (Figure 10). 고정화 효

소의 연속흐름 반응에서 장기안정성을 평가하기 위해 각 온도에서 0.1 mM p-NPB를 4 

mL/min 속도로 흘려주어 가수분해 된 p-Nitrophenol의 농도를 측정하여 효소의 잔여 활

성을 계산하였다. 다시 측정하기 전까지 각 온도에서 50 mM Potassium phosphate buffer 

(pH 7.5)를 계속 흘려주었다.

Figure 10. Schematic diagram of microreactor system.
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2. 반응 조건 최적화

Microreactor의 흐름속도를 정하기 위하여 상온에서 1, 2, 3, 4, 5, 6 mL/min 속도로 

기질을 흘려보냈을 때 가수분해 된 p-Nitrophenol의 흡광도를 측정하여 Productivity를 

계산하였다. 각 흐름속도를 측정할 때 마다 50 mM Potassium phosphate buffer (pH 7.5)

로 맑은 물이 나올 때까지 세척 후 다음 흐름속도로 효소-기질 반응을 진행하였다.

3. 연속 흐름 반응

장기적으로 사용 시 안정성을 평가하기 위하여 상온, 60
O

C, 70
O

C에서 최적 

Productivity 속도인 4 mL/min으로 연속적으로 작동하여 출구 농도로 Relative activity를 

계산하였다. 장기 운행에 의한 안정성을 평가하기 위해 기질농도를 0.1 mM로 하고 유

량을 4 mL/min으로 고정하여 65일 동안 연속운전을 실시하였고, 이에 대한 안정성을 

평가하였다.
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제7절 β-Galactosidase 고정화

1. 효소 고정화 방법 및 활성 측정

가. β-Galactosidase 고정화 방법

효소 안정성이 가장 높았던 PVdF-HFP/PANI (20 wt%) 1×1 cm 사이즈로 준비하여 β

-Galactosidase (from kluyveromyces lactis) 효소액 0.5 mL와 100 mM Potassium phosphate 

buffer (pH 7.0) 0.7 mL를 넣은 뒤 효소의 응집을 위해 Ammonium sulfate 0.5 g을 넣고 

30 min동안 200 rpm으로 교반하였다. 담체와 효소의 공유결합을 위해 가교제로 

Glutaraldehyde (GA)를 전체 부피의 0.5% 함유하도록 첨가한 뒤 17 h 동안 4
O

C에서 보

관하였다. Tris-HCl (pH 7.5)로 30 min동안 미 반응 GA를 제거 한 후, 50 mM 100 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.0)로 수차례 세척 후 사용하기 전까지 버퍼용액에 보

관하였다.

나. β-Galactosidase 활성 측정

β-Galactosidase의 활성은 o-Nitrophenyl-β-galactoside (ONPG)를 기질로 사용하여 효소 

반응에 의해 생성된 o-nitrophenol의 발색을 UV-Vis spectrum photometer (UV-1800, 

Shimadzu)로 측정하여 나타냈다 (Figure 11). Free β-Galactosidase와 β-Galactosidase가 고

정화된 PVdF-HFP/PANI (20 wt%) 1개와 980 uL의 100 mM Potassium phosphate buffer 

(pH 7.0)에 5 mM ONPG를 20 uL를 첨가하여 반응을 시작하였다. 기질용액은 5 mM 

ONPG Stock solution을 DMF에 제조하여 사용하였다. 반응 시작 후 2, 5, 7, 10 min 때 

흡광도를 측정하여 반응시간 대 o-Nitrophenol 생성량의 기울기를 구하여 초기 속도로 

나타내었다.

Figure 11. Reaction scheme of o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) hydrolysis in 

the presence of β-Galactosidase.
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2. pH와 열에 대한 효소 안정성

고정화 된 β-Galactosidase의 열과 pH에 대한 안정성은 조건 변화 전 활성과 변화 후 

남아있는 활성을 측정하여 계산하였다. pH 안정성은 25
O

C에서 pH 5-9 범위에서 측정 

하였으며, pH 5는 Sodium acetate buffer, pH 6-8은 Potassium phosphate buffer, pH 9는 

Glycine hydroxide buffer를 사용하였으며 실험에 사용된 buffer는 모두 100 mM으로 제

조하였다. pH 안정성은 구간별 pH에서 1 h동안 보관 후 남아있는 활성을 측정하여 나

타냈다.

열 안정성을 평가하기 위해 pH 7.0에서 20-60
O

C 범위에서 측정하였다. β-Galactosidase

가 고정화 된 담체 1개를 넣고 각 온도 별로 1 h 동안 보관한 후 기질 용액이 0.1 mM

이 되도록 ONPG를 첨가하여 가수분해 활성을 측정하였다.

3. 장기 저장성과 재사용성

β-Galactosidase의 저장 안정성은 담체를 4
O

C와 25
O

C에서 30일 동안 100 mM Potassium 

phosphate buffer (pH 7.0)에 저장하여 잔여 활성을 측정하였다. 기질의 가수 분해되는 

속도를 구하여 상대 활성도로 환산하여 평가하였으며, 초기 활성을 100%로 두고 계산

하였다. 고정화된 β-Galactosidase 반복적으로 활성을 측정하여 재사용성을 평가하였다. 

연속으로 사용하여도 β-Galactosidase의 활성이 유지되는지 확인하기 위해 10회 연속 재

사용하여 활성을 측정하였으며, 기질과 반응한 담체는 증류수로 2회 세척, 100 mM 

Potassium phosphate buffer (pH 7.0)로 2회 세척 후 동일한 방법으로 효소 활성을 측정

하여 Relative activity로 계산하여 나타내었다.

4. Microreactor에 적용

PVdF-HFP/PANI (20 wt%) 나노섬유에 고정화 된 β-Galactosidase를 Microreactor에 접

목하여 연속적인 생산을 확인하였다. 최적 Flow rate를 찾기 위해 0.5-5 mL/min 속도로 

기질을 공급하여 출구의 o-Nitrophenol의 Productivity를 계산하였다.
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제3장 결과 및 고찰

제1절 Polyaniline Nanofibers 

1. Polyaniline의 FT-IR 분석

본 연구에서는 긴 Alkyl 사슬 구조를 가지고 있는 것으로 알려진 AMPSA를 도핑하

여 PANI-AMPSA를 제조하였다. Figure 12는 전기방사 전에 PANI의 결합 구조의 변화

를 관찰하기 위해 FT-IR을 측정한 결과이며, Table 3에 주요 피크를 정리하여 나타내었

다. PANI-EB의 스펙트럼은 이전에 보고된 자료와 같이 1588 cm-1과 1500 cm-1은 

Stretching 퀴노이드 고리의 C=C 특성 피크와 C=N 벤젠노이드 고리의 특성 결합에 해

당하며 방향족(Aromatic ring) 아민을 나타낸다 [62]. 1307 cm-1 (C-N 스트레칭진동)와 

1163 cm-1 (C=N 스트레칭 진동)에서 PANI의 특징적인 피크를 나타내었으며, 840 cm-1

에서 나타난 1,4-이중 치환된 고리에서 C-H 스트레칭은 PANI-EB형태와 동일하였다 

[63]. AMPSA와 PANI-AMPSA의 FT-IR 스펙트럼에서 1670-1583 cm-1에 위치한 피크는 

C=O 스트레칭 진동(secondary amid), 컨쥬게이션된 C-N 스트레칭 진동 그리고 N-H의 

변형진동(amidⅡ)이다 [64]. 1311 cm-1와 1307 cm-1의 피크는 양성자화 또는 C-N-C 스트

레칭 진동을 통해 폴리머에 유도된 π-전자 비편재화에 할당될 수 있으며, 강한 피크를 

보인 1236cm-1와 1241cm-1의 피크는 Alkyl aryl ether (C-O 스트레칭진동)에 의해 발생한

다 [65, 66]. PANI-AMPSA와 AMPSA의 1078 cm-1와 1081 cm-1에서 나타난 피크는 

PANI와 AMPSA의 SO3기의 상호작용에 기인하며 [67], 948 cm-1와 943 cm-1은 C-S의 스

트레칭 진동을 나타낸다. AMPSA와 PANI-AMPSA에 대한 FT-IR 스펙트럼에서 1078, 

1081, 948 및 943 cm-1에서의 흡수 피크는 PANI 방향족 고리에 부착된 SO3기의 존재를 

나타내며, 이는 제조된 PANI-AMPSA가 도핑 상태에 있음을 나타낸다 [63]. 
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Figure 12. Fourier transform infrared (FTIR) spectra of PANI-EB, PANI-AMPSA      

and AMPSA.
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Assignments
Wavenumber (cm-1)

PANI-EB PANI-AMPSA AMPSA

C-H stretching (alkene) 2980 2980

O=C=O stretching (carbon dioxide) 2350 2350

C=O stretching (secondary amid) 1653 1670

N-H bending (amine) 1588-1500 1568-1504 1600-1550

C-N stretching (aromatic amine) 1307-1160 1318

C-O stretching (alkyl aryl ether) 1236 1241

Sulfonic group 1078, 943 1081, 948

Table 4. Lists of IR absorption peaks of PANI, PANI-AMPSA and AMPSA



- 35 -

2. SEM 분석

순수한 PANI와 AMPSA로 도핑된 PANI의 표면을 분석하였다. Figure 13 (A)는 120 

nm 평균 크기를 갖는 막대 형태의 나노파이버를 합성하였음을 확인하였다. Figure 13 

(B)는 AMPSA로 도핑 된 PANI가 응집되어 있는 형태가 관찰되었으며, 중합반응 동안 

실타래 같은 PANI 입자가 서로 뭉쳐 Globular한 구조를 갖는 2차 입자를 생성하는 것

을 확인하였다.

500 nm

(A) (B)

500 nm

Figure 13. SEM images of pure PANI and AMPSA-doped PANI. (A) PANI,          

(B) PANI-AMPSA.
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3. Polyaniline의 용해성

PANI는 고분자 기본 구조가 비극성인 방향족 화합물로서 극성이 큰 용매에는 거의 

용해되지 않는 것으로 알려져 있다 [68]. 그러나 본 실험에서는 AMPSA를 기능성 도판

트로 사용하여 제조한 PANI-AMPSA를 N,N'-DMF/Acetone (7:3, v/v)에 20 wt% 녹인 경

우 광학현미경을 통해 확인한 결과 완전히 용해된 것을 확인하였다. 도핑 되지 않은 

PANI와 탈도핑된 PANI-EB는 거의 용해되지 않아 PANI 입자가 발견되었다(Figure 14). 

따라서 용해성이 개선된 PANI-AMPSA를 전기방사용 PVdF-HFP 용액에 Blending하여 

복합나노섬유를 제조하였다. 

Figure 14. PANI-EB, PANI-ES and PANI-AMPSA in solvent.
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제2절 PVdF-HFP/PANI 나노섬유 제조

1. 나노섬유 Morphology 분석

전기 방사 된 섬유의 형태, 평균 직경 및 직경 분포를 조사하여 제시하였다. 

PVdF-HFP와 PANI를 blending하여 복합 나노섬유를 제조하였다. 전기방사 용매에 PANI

의 농도가 높아질수록 점도가 높아지며, 문헌에 따르면 20 wt% 이상의 PANI를 함유하

는 방사 용액은 높은 점도로 인하여 방사에 부적합하다고 알려졌다 [69]. 따라서 PANI

의 농도를 0, 5, 10, 20 wt%로 조절하였다.

Figure 15는 순수한 PVdF-HFP만으로 이루어진 나노섬유와 PANI 농도에 따른 

PVdF-HFP/PANI 복합 나노섬유의 SEM 이미지 이며, 섬유의 직경 분포도를 Figure 16

에 나타내었다. PVdF-HFP 나노섬유의 표면 형태는 균일하고 Bead가 존재하지 않는 매

끄러운 섬유를 관찰하였다. PANI를 첨가한 섬유의 표면은 Bead가 관찰되었으며, 농도

가 증가할수록 Bead의 양도 증가하였다. PANI의 용해성을 높이기 위해 첨가한 도판트

로 인하여 PANI의 전도성이 상승하였다. 따라서 이동제트에 의해 운반되는 순 전하 

밀도를 증가시키며, 증가 된 순 전하는 나노섬유에서 PANI 볼을 형성하는 제트에 가

해지는 힘을 증가시켜 Bead를 생성하였다 [70].

PANI가 첨가되지 않은 PVdF-HFP의 평균직경은 263.7 nm이었으며, Polyaniline 농도

를 각각 5, 10, 20 wt%로 증가할수록 179.6 nm, 156.4 nm 그리고 114.9 nm 로 감소하

는 것을 확인하였다 (Figure 17). 일반적으로  전기방사용액의 고분자 농도가 증가할수

록 섬유 직경이 증가하는데, PANI의 Complex ion 구조가 섬유의 직경을 감소시키는 역

할을 하였다고 사료된다.
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Figure 15. SEM images and size distribution of electrospun fibers prepared with an 14 wt% 

PVdF-HFP solution and PANI-AMPSA at (A) 0 wt%, (B) 5 wt%, (C) 10 wt% 

and (D) 20 wt%.
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Figure 16. Fiber diameter distribution for the different PANI concentration : (A) 0 wt%,    

(B) 5 wt%, (C) 10 wt% and (D) 20 wt%.
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Figure 17. The changes of average diameters for the different polyaniline concentration.
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2. 나노섬유 FT-IR 분석

PANI 첨가로 인한 화학적 변화는 Figure 18과 같이 순수한 PVdF-HFP 나노섬유와 비

교하여 FT-IR 피크 강도와 변화를 분석하여 조사하고, 주요 피크는 Table 5에 나열하였

다. PVdF-HFP 나노섬유의 특성 피크가 관찰되었다. 1408 cm-1에서 피크는 –CH2 ( 

Wagging mode)를 나타내며, 1189 cm-1의 피크는 -CF2의 대칭 스트레칭 진동의 특징이

며, -CF3의 스트레칭 진동은 1073 cm-1에서 나타났다 [71]. 885 cm-1 및 844 cm-1에서 피

크는 폴리머의 비정질상에서 C-F 스트레칭(Vinylidene)에 해당한다 [72]. PVdF-HFP에 

PANI의 혼합으로 순수한 PVdF-HFP 나노섬유의 특성 피크는 보존되었지만 몇 가지 새

로운 피크가 나타났다. 1608 cm-1은 컨쥬게이션 된 알켄의 C=C 스트레칭 진동을 나타

내며, 1507 cm-1와 1463 cm-1에서 피크는 각각  N-H (Amin group)과 벤젠 고리에서 

C-N 스트레칭 진동에 해당한다. 그리고 1049 cm-1의 피크는 S=O 스트레칭 진동으로 

Sulfonic acid를 나타낸다 [55, 73]. PVDF-HFP의 골격 구조에 있는 강력한 전자 흡인 작

용기(-CF)를 확인하였으며, PANI의 첨가로 나타난 작용기(-NH)는 효소와 공유 결합을 

형성 할 수 있다. 
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Figure 18. Fourier transform infrared (FTIR) spectra of PVdF-HFP and PVdF-HFP/PANI 

(20 wt%).
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Assignments
Wavenumber (cm-1)

PVdF-HFP PVdF-HFP/PANI (20wt%)

C=C stretching (conjugated alkene) 1608

N-H bending (amine) 1507

C-N stretching (quinoid ring) 1463

-CH2 wagging mode 1408 1408

-CF2- (Fluoro compound) 1189 1182

S=O stretching (sulfonic acid) 1049

C-F2 stretching (vinylidene) 885 885

C-F (halo compound) 844 841

Table 5. Comparision of absorption peaks in PVdF-HFP and PVdF-HFP/PANI (20 wt%) 
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제3절 고정화 효소 특성

1. Polyaniline 농도에 따른 효소 고정화 결과

PANI 농도에 따른 나노섬유를 제조하여 동일한 양의 Lipase를 고정화 후 남아있는 

Lipase의 단백질 함량을 측정하여 고정화율을 나타내었다 (Table 6). 효소를 고정화 할 

때 Ammonium sulfate를 첨가하여 효소를 응집시킨 다음 단백질을 가교시킬 수 있는 물

질로 알려진 GA를 첨가하여 PANI의 아민기와 효소의 아민기간의 가교 반응을 유도하

였다 [74]. GA는 가교제 역할 뿐만 아니라 PANI의 아민기를 알데하이드기로 활성화시

키는 물질로 알려져있다 [75].

본 실험에서는 GA를 넣는 순서를 달리하여 아민기간의 가교를 통한 고정화와 작용

기를 알데하이드기로 활성화 시켜 비가역적인 이민 결합을 형성한 고정화방법을 비교

하였다. 동일한 양의 담체에 효소를 고정화 시킨 후, 담체와 결합한 Lipase의 양을 측

정한 결과 PANI를 첨가하지 않은 PVdF-HFP는 23.4%로 가장 낮았으며, PANI-AMPSA

를 5 wt% 함유하는 담체는 29.08%, 10 wt%는 33.95% 이었으며, 20 wt% 함유하는 담

체가 40.5%로 가장 높은 것을 확인하였다. Figure 19에서 PANI의 함량이 높아질수록 

고정화율도 높아지는 것을 보아 Lipase를 나노섬유에 고정시킴에 있어 PANI의 아민기

가 주된 역할을 한 것이라 생각할 수 있다. 또한, AMPSA로 도핑한 PANI와 DBSA로 

도핑한 PANI를 20 wt%로 동일하게 함유하도록 제조한 담체를 비교한 결과 40.5%와 

38.4%로 큰 차이가 나지 않았다. 이 결과로 Sulfonic acid 종류는 효소 고정화에 큰 영

향을 주지 않는 것을 확인하였다. GA를 넣는 순서를 달리하여 아민기간의 가교를 통

한 고정화와 작용기를 알데하이드기로 활성화시켜 비가역적인 이민 결합을 형성한 고

정화방법을 비교하였을 때 GA로 섬유의 표면의 작용기를 Treatment한 담체가 46.9%로 

더 높은 효소 결합을 보였다. 

효소 고정화에 있어 고정화 된 효소의 양도 중요하지만 고정화 후 효소의 활성도 공

정 응용에 있어 중요한 요소이다. 따라서 효소가 고정화 된 담체의 활성과 동일한 양

의 효소의 활성을 측정하여 상대적 활성으로 나타내었다. 상대적 활성은 고정화율이 

가장 낮았던 PVdF-HFP에서 높게 나타났다. 이는 효소가 섬유 표면에 안정적으로 고정

화 되지 않아 붙어있던 효소들이 떨어져나가게 되고 기질 용액 내에서 Free enzyme으

로 작용하게 되어 높은 활성을 나타낸 것으로 사료된다.
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Table 6. Immobilized lipase activity and yield for the different PANI concentration

Carrier
PANI Content

(%)

Add lipase 

(mg)

Immobilized lipase

Immobilization yield 

(%)

Activity yield

(%)

PVdF-HFP - 1 23.35 31.09

PANI 3 1 24.02 28.83

PANI-AMPSA 5 1 29.08 29.61

10 1 33.95 31.85

20 1 40.48 38.17

PANI(DBSA) 20 1 38.37 35.15

Treatment 20 1 46.94 41.10
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Figure 19. The effect of various nanofiber on immobilization yields
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2. 열과 pH에 따른 효소 안정성 평가

가. pH 안정성 측정

Figure 20는 Free Lipase와 고정화 된 Lipase의 pH (5.0-10.0) 변화에 따른 안정성 결과

이며, 상대 활성으로 환산하여 비교 하였다. Free Lipase의 활성은 pH 5.0에서 pH 8.0 

범위에서 활성이 점점 증가하다가 pH 8.0에서 최대 활성을 보이고 다시 감소하였으며, 

고정화된 Lipase의 경우 pH 8.5에서 최대 활성을 나타냈다. PVdF-HFP/PANI 나노섬유에 

고정화 된 Lipase와 Free Lipase의 pH 안정성은 비슷한 경향을 보였지만, 담체에 효소

가 고정화 되면서 효소의 미세한 환경이 변화하기 때문에 최대 활성이 다르게 나타났

다. 고정화된 Lipase와 Free Lipase는 염기성 조건에서 큰 활성 저하를 보였으며, 이는 

PVdF-HFP/PANI 나노섬유가 열에 의한 효소의 구조변화는 방지할 수 있었으나 이온화 

변화에서는 한계를 갖는 것으로 보인다.
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Figure 20. Effect of pH on the activity of free (●) and immobilized lipase (■).
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나. 열 안정성 측정

온도 변화에 따른 Free Lipase와 고정화된 Lipase의 안정성을 비교하기 위하여 20
O

C부

터 70
O

C까지 온도를 변화시켜 측정하였다. Figure 21에 나타난 바와 같이 Free Lipase의 

경우 30
O

C에서 최대 활성을 보였으며, 온도가 높아짐에 따라 활성이 점점 감소하여 

70
O

C에서는 최대 활성의 약 50%만 나타내었다. 반면에 고정화된 Lipase는 온도가 높아

짐에 따라 활성이 증가하다가 30-70
O

C의 구간에서도 높은 활성을 유지하는 것을 확인

하였다. 이는 Lipase가 나노섬유에 고정화됨으로써 고온에서 Lipase의 구조적 유연성과 

실활이 제한되었으며, 효소에 강성을 부여하였기 때문이다 [76]. 또한 공유결합으로 고

정화된 효소는 Free enzyme에 비해 열에 의한 변성에 강하다고 알려져 있으며 [77], 따

라서 PVdF-HFP/PANI 나노섬유와 Lipase간의 강한 공유 결합이 높은 열로부터 효소를 

보호하여 높은 안정성을 보인 것으로 판단된다.
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Figure 21. Effect of temperature on the activity of free (●) and immobilized lipase (■).
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3. 장기저장성과 재사용성 평가

가. 재사용 안정성 측정

효소의 재사용은 공정의 경제적인 측면에서 중요하기 때문에 제조한 

PVdF-HFP/PANI (20 wt%)에 고정화 한 Lipase의 재사용성에 대해 평가하였다. 효소-기

질 반응 후 고정화 된 담체를 Buffer로 여러번 세척하여 반응하지 않은 기질과 생성물

을 제거한 다음, 새로 제조 된 p-NPB에 반응을 시켰다. 동일한 담체를 반복적으로 기

질과 반응시켰음에도 Lipase의 활성의 감소가 매우 천천히 일어나는 것을 관찰하였다 

(Figure 22). 10회 반복 사용 후에도 초기 활성의 90%이상 남아있었다. PVdF-HFP/PANI 

나노섬유와 효소의 2차 상호 작용(공유 결합)으로 효소의 3차원 구조의 변성을 감소시

켜 재사용성이 향상되었으며, 제조한 PVdF-HFP/PANI 복합 나노섬유가 반복되는 공정

에서도 안정성을 지니고 있다는 것을 밝힐 수 있다.
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Figure 22. Effect of enzyme recycle on the activity of immobilized lipase.
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나. 장기저장 안정성 측정

촉매를 저장하는 동안 활성의 급격한 감소와 반응 후의 어려운 회수는 효소의 광범

위한 적용을 제한하는 요소이다. 고정화 효율을 평가하기 위해서는 고정화 효소의 저

장 안정성이 중요한 요구 사항으로 고려되어야한다. Free Lipase와 고정화 된 Lipase의 

저장 안정성은 두 가지 온도 조건(4
O

C와 25
O

C)에서 65일 동안 phosphate buffer에 보관하

고 효소의 활성을 주기적으로 테스트하여 저장 안정성을 평가하였으며 결과는 Figure 

22에 나타내었다. 4
O

C에서 Free Lipase의 경우, 65일 후에 초기 활성의 41.1%만 남아있

었고, PVdF-HFP에 PANI를 0, 5, 10, 20 wt%가 되도록 첨가한 담체는 약 69.5%, 83.6%, 

95.1% 및 95.2%로 높은 잔여 활성을 보였다 (Figure 23 (A)). Lipase를 25
O

C에서 보관할 

경우 65일 후에 Free Lipase는 21.2%만 유지한 반면에 나노섬유 담체의 경우 40.2%, 

53.5%, 67.6%, 76.3%의 활성이 남아있었다 (Figure 23 (B)). 저장 온도와 관계없이 Free 

Lipase보다 나노섬유에 고정화한 Lipase가 저장 안정성이 더 높았으며, PANI의 농도가 

증가할수록 효소의 안정성도 증가되었다 (Figure 24).

Wan et al. [78]은 중공 자성 실리카 섬유질에 고정화된 Lipase를 30일 동안 4
O

C에서 

저장할 경우 잔여활성이 80%이상이었지만, 25
O

C에서 보관할 경우엔 50%를 보존하는 

것을 발견하였다. 한편 Salehi et al. [79]는 그래핀 옥사이드/Fe3O4에 고정화한 Lipase를 

4
O

C와 25
O

C에서 보관할 경우 30일 이후에 각각 74.5%와 70.7% 유지하는 것으로 보고되

었다. 

본 연구에서 얻은 결과는 이전에 문헌에 공개 된 결과와 비교하였을 때 효소의 활성

을 상당히 연장시켰다. PVdF-HFP/PANI 담체의 저장 안정성은 PANI와 효소의 공유 결

합에 기인 할 수 있다. 이 공유 결합은 효소의 구조적 변화를 방지하고 결과적으로 촉

매 활성을 보존하는 데 도움이 되었다. 이러한 결과로 효소 고정화 및 생촉매 적용을 

위해 PVdF-HFP/PANI 나노섬유를 사용할 수 있는 큰 잠재력을 보여주었다.
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Figure 23. Stability of free lipase and immobilized lipase while storing at (A) 4
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C and  

(B) 25
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C. Polyaniline concentration : 0, 5, 10 and 20 wt%.
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제4절 Microreactor

1. 체류시간에 따른 전환율

Microreactor에서 더 높은 수율을 얻을 수 있는 가장 중요한 변수 중 하나는 체류시

간이다. 사용한 Microreactor의 부피는 520 uL이며 흐름속도에 따른 정상 상태에서 전

환율의 변화를 관찰하기 위해 Lipase microreactor의 연속 반응을 실시하였다. 반응기에

서 고정화 된 Lipase 활성의 체류시간 의존성은 0.25-6 mL/min로 Flow rate를 조절함으

로써 5.2-124.8 s 범위의 체류시간()에서 조사되었다.

Figure 25에서 흐름속도가 증가할수록 물질전달 저항을 감소시키는 효과가 있지만 

기질과 효소 활성 부위의 분포와 접촉시간이 줄어들고 생성물의 농도가 낮아지게 된

다. 기질이 Microreactor에 머무는 시간이 길어질수록 효소와 기질의 접촉시간이 늘어나

기 때문에 출구의 생성물 농도는 점점 증가하였으며, 체류시간()이 124.8 s (0.25 

mL/min)일 때 95.20%의 최대 전환율을 보였다. 
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Figure 25. Effect of residence time on conversion using immobilized lipase microreactor.
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2. Microreactor 조건 최적화

고정화 된 Lipase를 실제 공정에 접목시키기 위하여 활성이 가장 높았던 PANI(20 

wt%) 담체로 Microreactor를 제조하여 반응을 연속적으로 수행하였으며, Flow rate의 변

화로 출구 생성물 농도에 미치는 영향을 Figure 26에 나타내었다.

기질(0.1 mM)을 25
O

C에서 주입하였으며, Flow rate가 1, 2, 3, 4, 5, 6 mL/min으로 증

가하면 체류시간()은 31.2, 15.6, 10.4, 7.8, 6.24, 5.2 s 이고, Lipase에 의해 가수분해된 

p-Nitrophenol의 농도는 각각 0.059, 0.044, 0.030, 0.026, 0.017, 0.012 mM으로 감소하였

다. 이는 반응 기질의 유속이 느릴수록 효소와 기질의 접촉하는 시간이 길어지므로 효

소-기질반응을 할 수 있는 시간이 증가하여 Hydrolysis 반응이 증가하고, 따라서 출구의 

p-Nitrophenol의 농도가 증가하였다. Microreactor의 Flow rate에 대한 전환율을 계산하여 

생산성을 나타내었을 때 p-Nitrophenol의 Productivity는 Flow rate가 빨라질수록 점차 증

가하다가 감소하는 경향을 보였다. Flow rate가 증가함에 따라, 반응기에서 나노섬유의 

체류시간이 단축되고 출구에서 p-Nitrophenol의 농도가 감소하였다. 경계층을 통한 물질

전달속도가 유속에 따라 감소하기 때문에 유속이 4 mL/min (=7.8 s)으로 증가함에 따

라 생산성이 최대 12.32 mol/hꞏL에 도달하였다. 따라서 최적 Flow rate를 4 mL/min으로 

설정한 후 연속 생산을 위해 장시간 작동시켰다. 동일한 PVdF-HFP/PANI 담체를 같은 

체적의 Batch 반응보다 Microreactor에 접목한 경우 1081.3배 증가하였다. 연속흐름반응

기는 Batch 반응에 비해 증가된 생산성을 보여주었다 (Figure 27). 이는 확산 경로를 감

소시키기 위한 나노섬유 담체의 증가 된 표면적과 미세 혼합이 가능한 작은 부피의 반

응 챔버로 효소-기질간의 반응성을 증가시켰기 때문이다.
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Figure 26. Effects of flow rate on the conversion and productivity.          

Reaction conditions : temperature 25
O

C, substrate concentration 0.1 mM.
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Figure 27. Conversion of p-NPB in a batch (○) and in a miniaturized continuous flow 

reactor (●). Reaction conditions : substrate concentration 0.1 mM p-NPB, 

temperature 25
O

C, 200 rpm (for the batch reaction).
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3. 효소 연속 반응 운전 안정성

Microreactor에서 기질인 p-NPB를 공급하면서 Lipase의 가수분해 활성을 연속적으로 

측정하였다 (Figure 28). Water bath를 이용하여 온도 조건을 25, 60, 70
O

C로 유지하면서 

Lipase의 활성을 측정하여 상대 활성으로 나타내었다.

Free Lipase는 60
O

C에서 90 min 후에 활성을 잃어버린 반면에 고정화된 Lipase는 60
O

C

에서 90 min경과 후 잔여활성이 78.8%, 70
O

C에서는 69.5%를 유지하였다. 장시간동안 

연속운전을 실시하여 효소의 활성 변화를 측정한 결과 9 h 경과 후 25
O

C에서 여전히 

초기 활성을 유지하였다. 반응온도가 높아질수록 효소 활성을 빠르게 잃었으며 60
O

C에

서 잔여 활성은 55.0%, 70
O

C의 경우 36.1% 남아있는 것을 확인하였다. Free Lipase에 비

해 고정화 효소의 열 안정성 증가는 나노섬유의 복잡한 구조가 열의 영향을 감소시키

고, Lipase와 PANI가 첨가된 PVdF-HFP 나노 섬유 사이의 상호 작용으로 효소의 구조

적 변화가 감소되어 열 안정성이 높아졌다고 사료된다. 따라서 PVdF-HFP/PANI에 고정

화한 Lipase는 연속 흐름 반응으로 사용할 경우 불안정한 온도에서도 연속적으로 생산

이 가능하기 때문에 안정성과 생산성에서 모두 우수함을 알 수 있다.

투입되는 기질의 속도를 4 mL/min으로 고정하고 p-NPB의 농도를 0.1 mM로 하여 

25
O

C에서 연속 흐름 운전을 65일 동안 장기적으로 실시한 결과가 Figure 29에 나와있

다. 시간이 지날수록 전환율은 서서히 감소하였지만 30일이 지난 후에는 86.4% 활성이 

남아있었고, 65일이 지난 후에는 75.2% 활성을 유지하여 장기간 연속반응의 안정성을 

입증하였다.
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Figure 28. Effects of operation time and temperature on conversion.               

Reaction conditions: temperature 25, 60 and 70
O

C, flow rate 4 mL/min, 

substrate concentration 0.1 mM.
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Figure 29. Effects of operation time on conversion. Reaction conditions: temperature 25
O

C 

flow rate 4 mL/min, substrate concentration 0.1 mM.
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제5절 β-Galactosidase 고정화

1. pH와 열에 대한 안정성

Figure 30 (A)는 Free β-Galactosidase와 고정화 된 β-Galactosidase의 활성에 대한 pH의 

영향을 나타내었다. β-Galactosidase의 최적 pH는 7.0으로 동일하게 나타났으며 산성과 

염기성 pH 범위에서 Free β-Galactosidase 보다 더 높은 활성을 나타냈다. 산성 (pH 5.0)

에서 고정화된 효소는 44.3%의 활성을 유지한 Free 효소보다 77.3%의 활성을 유지하였

고, 염기성 (pH 9.0)에서 고정화된 효소는 60.2% 유지한 반면 Free 효소는 33.9%만을 

유지하였다. 이러한 결과로부터, PVdF-HFP/PANI 나노섬유에 고정화 된 β-Galactosidase

는 산성 조건뿐만 아니라 염기성 조건에서도 더 우수한 잔여 활성을 나타냈다. 이러한 

개선 된 활성은 지지체 상에 이온화 가능한 작용기의 존재 및 β-Galactosidase와 PANI 

사이의 강한 공유 결합으로 인한 효소 분자의 안정화 효과로 인해 발생할 수 있다.

Figure 30 (B)는 Free β-Galactosidase와 고정화 된 β-Galactosidase의 열에 의한 영향을 

나타내었으며, Free와 고정화된 효소는 30
O

C에서 최대 활성을 나타내었다. β

-Galactosidase의 고정화로 인하여 20
O

C에서 37
O

C까지 더 넓은 범위에서 안정적인 활성

을 나타냈다. 또한 50
O

C에서 Free β-Galactosidase는 급격하게 효소 활성이 감소하여 

5.9%만 남은 반면에 고정화된 효소는 38.5%을 유지하였다. 높은 활성을 갖는 넓은 온

도 범위는 PVdF-HFP/PANI 나노섬유에 의한 효소에 제공되는 고정화 효과에 기인 할 

수 있다. Pereira-Rodríguez et al. [80]에 따르면, K. lactis의 β-Galactosidase의 사량체는  

이량체의 집합체로서, 사량체 구조보다 이량체의 해리 에너지가 더 높기 때문에 용액

에 있을 때 효소의 이량체와 사량체 형태 사이에 평형을 일으킨다. 지지체에 효소의 

결합은 어느 한 형태의 서브 유닛의 분해를 방지 할 수 있고 효소의 구조가 안정화된

다. 고정화 효소는 불균일 촉매이지만, pH 및 온도에 대한 넓은 범위는 상이한 조건 

하에 적용을 허용하여 산업적 용도를 개선함으로써 고정화 효소를 선택 할 수 있다.
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Figure 30. Effect (A) pH and (B) temperature on the activity of free β-Galactosidase (●) 

and immobilized β-Galactosidase (■).
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2. 재사용과 저장 안정성

고정화 된 효소의 재사용에 관한 연구는 반복(Batch) 또는 연속 공정을 위한 생촉매

의 산업 잠재력을 평가하는 데 중요하다. PVdF-HFP/PANI에 고정화 된 β-Galactosidase

의 재사용성은 Figure 31 (A)에 나타내었다. 고정화 된 효소는 5번째까지 초기 활성의 

80% 이상을 유지 하였고 10회의 재순환 후, 고정화된 β-Galactosidase는 초기 활성의 약 

60%를 유지하였다. 이러한 감소는 반복 사용 동안 나노섬유의 표면으로부터 효소 분

자가 탈리되기 때문일 것이다. 많은 연구에 따르면 저장 동안 효소 안정성이 감소하는 

것으로 나타났다. Free β-Galactosidase와 고정화된 β-Galactosidase의 저장 안정성 테스트

는 다른 온도 조건(4
O

C와 25
O

C)에서 30일 동안 측정되었다 (Figure 31 (B)). Free β

-Galactosidase는 10일 이내에 활성을 잃었지만 고정화 된 β-Galactosidase는 10일이 경과

하였을 때 73.2% (4
O

C), 44.2% (25
O

C)의 잔여 활성을 유지하였다. 30일 후 4
O

C에서 

49.0%의 활성을 유지 하였고, 25
O

C에 저장된 고정화 효소의 경우 30.0% 활성이 남아있

었다. 고정화 된 β-Galactosidase의 증가된 열 안정성은 일부 열을 흡수하여 β

-Galactosidase를 열 변성으로부터 보호하는 안정화 된 PANI 때문이라고 사료된다.
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Figure 31. (A) Effect of enzyme recycle on the activity of immobilized β-Galactosidase. 

(B) Stability of free (▲) and immobilized (●) β-Galactosidase while storing    

at 4
O

C and 25
O

C. 
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3. Microreactor 조건 최적화

고정화 된 β-Galactosidase를 실제 공정에 적용하기 위해 연속 반응을 수행하였다. 

Flow rate의 변화로 인한 출구 생성물 농도의 영향을 Figure 32에 나타내었다. 기질(0.1 

mM)을 25
O

C에서 주입하였으며, Flow rate를 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mL/min으로 증가시켰을 

때 체류시간()는 62.4, 31.2, 15.6, 10.4, 7.8, 6.24 s 이고, β-Galactosidase에 의해 분해된 

o-Nitrophenol의 농도는 각각 0.054, 0.044, 0.031, 0.027, 0.015, 0.011 mM으로 감소하였

다. 이는 반응 기질의 유속이 느릴수록 효소와 기질의 접촉하는 시간이 길어지므로 효

소-기질반응을 할 수 있는 시간이 증가하였기 때문이다. Microreactor의 부피를 고려하

여 Flow rate에 대한 전환율을 계산하여 생산성을 계산한 결과 o-Nitrophenol의 

Productivity는 Flow rate가 빨라질수록 점차 증가하다가 감소하는 경향을 보였다. Flow 

rate가 3 mL/min (=10.24 s)로 흐를 때 생산성은 최대 9.38 mol/hꞏL에 도달하였다. 따라

서 최적 Flow rate를 3 mL/min으로 설정한 후 연속 생산을 위해 장시간 작동시켰다. 동

일한 PVdF-HFP/PANI 담체를 같은 체적의 Batch 반응과 비교하였을 때 Microreactor에 

접목한 경우 효소 반응속도가 248.7배 증가함을 확인하였다.
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Figure 32. Effects of flow rate on the conversion and productivity.                

Reaction conditions : temperature 25
O

C, substrate concentration 0.1 mM.
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4. 연속 반응 안정성

Microreactor에서 기질인 ONPG를 공급하면서 β-Galactosidase의 활성을 연속적으로 측

정하였다. 투입되는 기질의 속도를 3 mL/min으로 고정하고 ONPG의 농도를 0.1 mM로 

하여 25
O

C에서 연속 흐름 운전을 30일 동안 장기적으로 실시한 결과가 Figure 33에 나

타나있다. 시간이 지날수록 전환율은 서서히 감소하였지만 10일이 지난 후에는 81.31% 

활성이 남아있었고, 30일이 지난 후에는 65.81% 활성을 유지하여 장기간 연속반응의 

안정성을 입증하였다.
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Figure 33. Effects of operation time on conversion. Reaction conditions: temperature 25
O

C, 

flow rate 3 mL/min, substrate concentration 0.1 mM.
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제4장 결론

본 연구에서는 PANI과 PVdF-HFP를 Blending하여 복합 나노섬유를 제조한 뒤 효소 

담체로 이용하여 Lipase (from Aspergillus niger)와 β-Galactosidase (from kluyveromyces 

lactis)를 고정화하는 연구를 수행하였다. 불용성 고분자인 PANI의 용해도를 높이기 위

해 AMPSA를 도핑하여 N,N'-DMF/Acetone (7:3, v/v)용매에 20 wt% 용해시키는데 성공

하였다. 나노섬유에 PANI의 농도가 증가할수록 효소의 안정성도 향상되었다.

결과는 다음과 같다.

1) PVdF-HFP 고분자 용액에 PANI를 각각 0, 5, 10, 20 wt% 함유한 담체에 1 mg/mL 

농도의 효소를 고정화 시킨 후 고정화율을 측정한 결과 PANI의 농도가 높아질수록 고

정화율도 높아졌다. 따라서 효소를 나노섬유에 고정하는데 PANI의 아민기가 주된 역

할을 하였다.

2) 고정화된 Lipase의 pH와 열에 대한 안정성을 평가한 결과, PVdF-HFP/PANI 나노

섬유와 Lipase간의 강한 공유결합으로 높은열로 부터 Lipase의 구조변화는 방지할 수 

있었으나 이온화 변화에서는 한계를 갖는 것으로 보인다.

3) 고정화 된 β-Galactosidase는 산성 조건뿐만 아니라 염기성 조건에서도 더 우수한 

잔여 활성을 나타냈으며, 더 넓은 온도범위에서 안정적인 활성을 나타냈다. 따라서 

PVdF-HFP/PANI 고정화된 β-Galactosidase는 불안정한 온도와 pH에서도 적용될 수 있다.

4) Lipase와 β-Galactosidase는 저장 온도(4
O

C, 25
O

C)와 관계없이 나노섬유에 고정화함으

로써 효소의 저장 안정성이 향상되었으며, PANI의 농도가 증가할수록 효소의 안정성

도 증가되었다.

5) 고정화된 Lipase의 경우 Flow rate가 4 mL/min (=7.8 s)일 때 12.3 mol/hꞏL의 최대 

생산성을 보였다. 동일한 PVdF-HFP/PANI 담체를 같은 체적의 Batch 반응보다 

Microreactor에 접목한 경우 반응속도가 1081.3배 증가하였다. 연속 흐름 운전을 65일 

동안 장기적으로 실시한 결과, 75.2%의 활성을 유지하여 장기간 연속반응의 안정성을 

입증하였다.

6) 고정화 된 β-Galactosidase의 경우 flow rate가 3 mL/min (=10.4 s)로 흐를 때 생산

성은 최대 9.38 mol/hꞏL에 도달하였다. 동일한 PVdF-HFP/PANI 담체를 같은 체적의 
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Batch 반응과 비교하였을 때 Microreactor에 접목한 경우 248.7배 생산속도가 빨라짐을 

확인하였다. β-Galactosidase Microreator를 30일 동안 연속운전 후에도 65.81% 활성을 유

지하여 장기간 연속반응의 안정성을 입증하였다.

본 연구를 통하여 PANI를 Blending하여 제조한 PVdF-HFP/PANI 복합 나노섬유가 효

소의 고정화에 매우 효과적인 담체로 사용될 수 있음을 확인하였다. 특히, 

PVdF-HFP/PANI(20 wt%)에 고정화된 Lipase와 β-Galactosidase는 불안정한 pH와 온도조

건, 재사용성과 장기 저장성에서 안정성이 향상되는 결과를 얻을 수 있었다. 이러한 결

과는 PANI 나노섬유를 효소 고정화 지지체로서 활용할 수 있는 방안으로 제시할 수 

있다. 또한, PANI는 높은 전도성소재로서 효소 고정화 기술과 더하여 생물의학, 생물 

전자공학, 바이오 촉매, 바이오센서 등의 분야에서 활발히 연구될 것으로 기대된다.
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