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식품융복합연구본부 안전성연구단

Ⅰ. 서 론

  최근 계절에 관계없이, 식품 위해 미생물에 의

해 식중독 사고가 빈번하게 발생하고 있다. 웰빙

문화에 따른 식/음료에 대한 질적 수준의 향상이 

요구되고 있는 가운데, 집단 급식의 식중독 사고

는 경제적 손실뿐만 아니라 사회적 불신풍조를 

야기하고 있다. 또한 식품위해 미생물뿐만 아니

라, 곰팡이독소 또한 농산물의 생육기간 및 저장, 

유통 중에 곰팡이에 의해 생성되는 독소로 곰팡

이독소에 오염된 사료나 식품을 섭취한 동물이나 

사람에게 여러 가지 건강상 장해를 야기한다. 이

러한 사회적/문화적 요구에 따라 이의 신속, 정확

한 감지에 의해 사고를 예방하거나 빠르게 대처

하는 것이 요구되고 있다. 국내에서는 2000년 식

중독 발생 환자의 수는 7천 3백여명으로 총 104

건이 발생하였으며, 이중 미생물에 의한 발생은 

40%가 넘으며 특히 살모넬라균에 의한 식중독이 

30건(28.8%)으로 가장 많이 발생하였다. 이러한 

식중독균을 신속하게 감지할 수 있는 노력으로 

미국 아칸소대학(Univ. of Arkansas)과 조지아 

공대 연구소(GTRI)의 과학자들은 두 시간만에 

O157:H7 대장균이나 살모넬라를 감지할 수 있는 

바이오센서 기술을 개발하였다. 현재 실험실에서 

쓰고 있는 방법으로는 5,000개/mL 정도의 민감도

밖에 얻을 수가 없으며 24시간이 걸린다. 이들 연

구소들은 살모넬라와 O157:H7 대장균, 일반적인 

대장균과 리스테리아, 캠필로박터, 페스트균등 6

가지에 초점을 맞추어 진행하고 있지만 이러한 

바이오센서기술이 식중독균 검출에 응용되기 위

해서는 감도, 선택성, 재현성의 향상이 요구되고 

있어 더 많은 연구가 수행되어야 할 것으로 예상

된다. 바이오센서란 생체감지물질 (bioreceptor)

과 분석대상물(target)간의 선택적 인지로부터 유

도되는 신호변화를 감지할 수 있는 분석장치이다. 

분석대상물은 여러 방해물질과 혼합된 상태로 존

재하기 때문에 시료를 수집/분리하여 측정을 위

한 시료 전처리 과정을 거쳐야 한다. 그리고, 전처

리된 분석대상물은 화학적 결합(공유, 이온, 수소, 

정전기적 결합)을 통해 선택적으로 생체감지물질

과 반응을 유도한다. 일반적으로 많이 사용되는 

생체감지물질로는 항원, 항체, 효소, 렉틴, DNA, 

식품관련 위해물질
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합성단백질, apatimer 등이 사용되고 있다. 분석

대상물과 생체감지물질간의 선택적 반응으로부터 

온도, 색깔, 무게와 같은 물리적 변화와 새로운 반

응기의 형성과 같은 화학적 변화를 형성하게 되

고, 이 변화를 감지/증폭하여 인간이 인지할 수 

있는 신호로 변환하게 된다. 바이오센서는 MEMS 

(microelectromechanical system)기술, μ-TAS 

(total analysis system)기술, microfluidics 기술 

그리고 나노기술이 접목되면서 측정의 편의성 

향상과 소형화에 많은 연구가 이루어지고 있다. 

특히, 바이오센서에 있어 시료전처리 문제는 센

서의 정확성과 신뢰성뿐만 아니라 상용화에 영

향을 미치기 때문에 다른 요소보다 먼저 고려되

어야 할 부분이다. 예를 들어, 면역센서의 경우는 

반응에 참여하지 않는 물질을 제거하거나, 표시

인자를 화학반응을 통해 결합해주는 단계가 필

요할 때가 많다. 이러한 경우 반응 및 세척 등 일

련의 분석단계가 센서의 감도를 높이기 위해 필

요하다. 따라서, 바이오센서가 현장에서 손쉽게 

활용되기 위해서는 시료전처리 과정이 자동화되

고 간편화될 필요가 있다. 최근 이를 칩(chip)상

에 구현하고자 하는 것이 “Lab-On-a- Chip 

(LOC)” 개념이다. 분석대상물을 고체기판(유리, 

금속, 반도체, 고분자 등)상에 고정화시키는 바이

오칩 기술은 인간 유전자 정보, 보건의료와 정밀

화학 산업에서 대량 검색 및 분석을 위한 수단으

로 많은 연구가 진행되어 왔다. 이를 DNA칩, 단

백질칩으로 표현하며 최근 세포칩에 대한 연구 

또한 진행되고 있다. 이러한 칩을 이용한 센서는 

소형화 및 대량 동시 분석이 가능하기 때문에 최

근 바이오센서는 칩을 기반으로 연구되고 있다. 

칩을 기반으로 한 센서는 분석대상물을 인지할 

수 있는 생체감지물질을 고정시키는 기술과 어

레이 기술이 요구된다. 또한 생체감지물질과 분

석대상물이 특이적 결합을 통해 인식했을 때 신

호의 변화를 나타낼 수 있어야 하며, 이를 인식

할 수 있는 측정기술이 요구된다. 센서를 구성하

는 여러 기술 중 시료전처리 및 분석대상물을 고

정시킬 때 요구되는 고정화기술에 대해 기술하

고자 한다. 센서칩 제작을 위한 고정화 기술은 

분자수준에서 물질의 배향 및 농도를 조절할 수 

있어야 하고 이를 검출할 수 있어야 하기 때문에 

바이오센서칩 제작에서 고정화와 관련된 제반사

항을 고려하지 않고 검출 기기의 감도 향상에만 

관심을 기울여 왔다. 최근 검출기기의 감도가 한

계에 달한 시점에서 극미량 검출을 위한 최적의 

센서를 구현하기 위하여 센서칩 제작기술에 많

은 연구가 요구되고 있다.  

Ⅱ. 센서칩 제작

  반도체 공정기술과 microfluidic 기술의 발전은 

센서의 소형화에 원동력이 되고 있다. 센서에 있

어 감지부는 센서의 속도, 정밀도 및 다중 검출을 

위해 가장 핵심적인 기능을 수행하며, 센서 소형

화를 위해 고체기질상에 칩형태로 제작되고 있다. 

곰팡이 독소, 항생제 및 병원성 미생물들을 검출

하기 위한 센서칩은 분석대상물과 선택적으로 반

응할 수 있는 감지물을 고체기질상에 고정시키게 

된다. 일반적으로 항원-항체반응을 이용한 면역

센서 형태로 항체인 단백질을 감지물질로 많이 

이용하고 있다. 일부 아미노산만을 선택적으로 감

지할 수 있는 cyclodextran과 같은 유기 분자 리

간드들이 알려져 있지만 항체를 이용하였을때 보

다 선택도와 감도를 나타내지 못하고 있다. 따라

서, 대부분 식품위해 물질 관련 센서들은 면역반

응을 이용한 항체 단백질을 고체기질상에 고정시

키게 된다. 고체기질상에 분석대상물을 인식할 수 
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있는 생체감지 물질을 고정화시키기 전, 생체감지 

물질을 고정화시킬 수 있는 coupling layer를 형

성시키기도 한다. 또한, 신호전달을 위해 고체기

질상에 고정화되는 생체감지물질과 같은 물질에 

형광이나 방사선 동위원소를 붙여서 샌드위치형

태로 제작하기도 한다. 이를 그림 1에 간단히 나

타내었다. 대표적인 coupling agent를 고체기질

에 따라 나누어 설명하고자 한다.

그림 1. 일반적인 형광표지된 면역센서칩

 

1. Gold (Au), silver (Ag), cupper (Cu) 

금속기질

  이들 금속류는 대부분 thiol (-SH) 또는 dithoil 

(-S-S-) group을 가지는 물질과 안정적인 자

기조립 단분자막(self assembled monolayer, 

SAM)을 형성할 수 있다. 특히 Au는 SPR, 

QCM, 전기화학장치, Raman, FTIR-RAS와 같

은 표면 분석기기에 사용될 수 있는 금속이기 때

문에 가장 많이 사용되는 고체기질중의 하나이다. 

또한 –SH기를 가지는 물질과 가장 결합력이 크

기 때문에 안정적 결합이 가능하며, -SH기를 가

지면서 단백질과 결합할 수 있는 많은 –SH 유도

체는 잘 알려져 있으며 구입 또한 용이하다.

그림 2. 일반적으로 많이 사용되고 있는 -SH기를 

가지는 coupling agent들

  그림 2 에서와 같이, 한쪽 말단은 gold와 결합

할 수 있는 기능기 (-SH, -SS-)를 가지고 다른

쪽은 단백질이나 다른 물질을 연결할 수 있는 기

능기, 즉 amine (-NH2), carboxylic acid (-COOH) 

또는 aldehyde (-COH)를 가지는 thiol 유도체를 

많이 사용한다. 단백질과의 결합은 N-(3-dime- 

thylaminopropyl)-N'-ethylcarbodi imide (EDC)

와 N-hydroxysuccinimide (NHS)를 사용하여 

실온에서 coupling agent와 amide bond를 형성

하여 안정적으로 결합시킬 수 있다 (그림 3 참조). 

그림 3. 고체기질상에 coupling agent를 이용한 

단백질의 고정화

2. Si, SiO2, glass, metal oxide 고체기질

  반도체 성질을 이용한 다이오드나 트랜지스터 

제작기술이 발전하면서 Si wafer를 기반으로한 

바이오센서 제작에 대해 많은 연구가 진행되고 
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그림 4. Si wafer상에aminopropyl trimethoxysilane의 고정화를 위한 반응 모식도

있다. 특히 field effec t transistor (FET) sen-

sor, porous silicon optical sensor 및 surface 

acoustic wave (SAW) sensor의 많은 연구로부

터 고감도 칩을 제작하기 위한 시도가 진행되고 

있다. 이들 기기의 칩으로 사용되는 고체기질은 

Si, SiO2 또는 metal oxide 류로, 표면에 hy-

droxyl group (-OH)기를 가지고 있거나 간단한 

표면 전처리로부터 형성될 수 있는 기질들이다. 

이들은 trimethoxy silane이나 trichloro silane 

기를 가지고 있는 coupling agent들과 화학적 

반응을 형성시킬 수 있다. 이들에 대한 반응 모

식도를 그림 4에 도식하였다. 다양한 구조를 가

지는 silane 유도체는 잘 알려져 있으며 상용적

으로 구입해서 이용할 수 있다. 그러나 silane은 

물질에 따라 공기중에 노출되었을 경우 수분의 

영향으로 aggregation되기 때문에 고체기질상에 

균일하게 형성하기 어렵다. 이런 문제를 해결하

기 위해 액상 반응인 SAM 방법보다 기상 반응

인 CVD 방법에 의해 고체기질상에 형성시키는 

방법이 많이 이용되고 있으며, 이 방법은 대량생

산을 위해 보다 효율적 방법이다. Silane에 의해 

개질된 고체기질은 thiol이 고정된 Au 기질과 유

사한 반응에 의해 단백질을 고정시킬 수 있다 

(그림 3참조).

3. 표면 고정 항체의 특성조절

  극미량 측정을 위해 센서 감지능력을 향상시키

기 위한 노력으로, 최근 생체감지물질의 최적화에 

대해 많은 연구가 시도되고 있다. 고체기질상에 

고정화되는 단일분자형태의 생체감지물질은 그들

의 배향이나 표면 농도 또는 표면 전하에 따라 분

석대상물의 감지 능력에 영향을 준다. 따라서, 고

체기질상에 고정되는 생체감지물질의 표면 특성

을 조절하는 연구가 많이 시도되어 왔다. 물리적

인 힘으로 생체감지물질을 고정화하는 벌크 스케

일의 바이오센서는 분자활성도를 저하시키며 극

미량 시료에 대한 분석능을 저하시키게 된다. 또

한, 센서의 직접도가 저하되기 때문에 다중 동시

측정이 어려우며, 센서의 신호대 잡음비가 저하되

는 문제점을 가진다. 바이오칩 제작은 생체감지 

물질과 고체기질상에 coupling layer를 형성시켜 

화학적 반응을 유도하여 생체감지 물질의 고체기

질상에서의 안정성, 배향성, 표면 농도를 조절하

고 있다. 예를 들어, Y 형태의 immunoglobulin 

G는 항체를 인식할 수 있는 Fab 영역을 2개 가지

고 있으며, 구조를 안정화시켜 주는 Fc 1개 영역

으로 구성되어 있다. 항체를 인식할 수 있는 Fab 

영역 2개를 가지고 있기 때문에 이를 어떻게 항체

와 잘 반응하도록 배향시켜주는 것이 칩제작에 

관건이라 할 수 있다. 이들의 배향을 위해 protein 
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A(Pro.A) 또는 protein G가 이용되고 있다(그림 

5a 참조). 또한 immunoglobulin G와 같은 단백

질은 유동성이 크기 때문에 고체기질과의 물리적 

흡착으로 단백질의 3차원적 구조가 변형되어 항

체를 잘 인식하지 못하게 될 수 있다. 항원, 즉 

immunoglobulin G가 결합하지 않은 defect 영역

을 다른 저분자, 고분자 또는 바이오 물질로 주변

환경을 개질할 필요성이 있다. 그림 5b는 Y-형태

를 가지는 항원인 human immunoglobulin G(hIgG, 

i, ii)와 구형인 hepatitis B(HB, iii, iv)를 고체기

질상에 고정된 항체의 배향과 주변환경의 개질에 

따라 흡착되는 상대적 양을 SPR의 공명각 변화

로 나타낸 그림이다. coupling layer로써 선형인 

mercaptoh exadecanoic acid(MHDA, i, iv)와 

구형인 3.5G dendrimer(ii, iii)를 항체 고정을 위

해 사용하였고, 항체의 배향성을 증가시키기 위해 

Pro.A를, 비특이적 반응을 억제하기 위해 BSA를 

각각 사용하였다. 그림 5b에서와 같이, hIgG는 

coupling layer, pro.A, BSA를 사용함에 따라 반

응 효율을 최대 5배 정도 더 증가시킬 수 있는 것

을 나타냈다. 또한 항원의 크기에 따라 적절한 

coupling layer를 선택해야 된다는 것을 확인할 

수 있다. 

그림 5. 배향 조절을 위한 센서칩 제작 모식도 (a)

그림 5. protein A와 BSA를 이용해서 배향조절

된 항체를 고정시킨 후 측정한 SPR 공명

각 변화 (b) [i, ii: antihIgG-hIgG, iii, iv: 

antiHB-HB, i, iv: MHDA, ii, iii: 

dendrimer]

  항체중 항원을 인식하는 부분만을 선택적으로 

분리하여 항체의 표면 고정 농도 및 배향을 조절할 

수 있다. 그림 6에서와 같이 항체 활성부위인 sin-

gle-chain variable fragment(scFv)를 이용하여 

alflatoxin B1(AFB1)곰팡이 독소를 conductance

의 변화로 검출하기 위해 고정화하는 방법이다. 

AFB1 첨가에 따른 conductance의 변화를 유도하

기 위하여 반도체성을 가지는 단일벽 탄소 나노튜

브를 이용하였다. 그림 6a에서와 같이 단일벽 탄소

나노튜브에 scFv의 고정은 pyrene과의 Π-Π 결합

에 의해 coupling agent를 고정시킨 후 amide 결

합을 통해 고정시킬 수 있다(그림 6b). source(S)

에서 drain(D)으로 전류를 흘렸을 때 검출물인 

AFB1과 scFv간의 결합에 의해 반도체성인 탄소

나노튜브의 전공 농도를 감소시키기 때문에 그림 

6c와 같이 conductance는 감소하게 된다.

(a)

(b) (ⅰ)

(ⅱ)

(ⅲ)

(ⅳ)
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(a) (b) (c)

그림 6. 곰팡이 독소 검출을 위한 탄소나노튜브에 항체의 고정화

Ⅲ. 결론

  식/음료에 함유된 미량의 위해물질을 평가하기 

위한 바이오센서는 선택도 뿐만 아니라 대형 정

밀 분석기기 감도 정도의 높은 감도를 요구한다. 

최근 나노기술이 바이오센서에 접목되면서, 소형

화와 실시간 검출에 대해 많은 연구가 이루어지

고 있다. 분자수준에서 정밀하게 측정할 수 있는 

나노 측정기술이 발전하면서 바이오센서의 감도

가 향상되고는 있으나 항체 고정화 기술에 대한 

정확한 이해없이는 분석기기만의 감도 한계에 도

달할 것으로 판단된다. 몇 개의 항체를 고정시켰

을 때 항원이 결합하게 되고, 결합된 항원에 의해 

전달되는 신호의 크기가 어느 정도 되는지를 정

확하게 판단하여야 한다. 또한 특정 간격으로 항

체를 고정화한 후 나타나는 각각의 항원에 대한 

신호전달을 이해하여야 한다. 최적 항체 고정화를 

위한 고려사항들을 정리하면 다음과 같다. (1) 항

원의 표면전하, 크기, 형태를 고려한 후, (2) cou-

pling layer로써 선형 유기분자를 사용할 것인지, 

구형의 유기/무기 분자를 사용할 것인지 표면 고

정 농도를 고려한 후 선정을 하여야 하고 (3) 항

체의 배향성을 유지할 것인지를 제조 공정의 단

순화 및 감도를 고려하여 결정하여야 한다. 이러

한 일련의 과정은 고감도 검출기를 사용하는 최

초의 기본 설계라 할 수 있고 향후 기술의 융복합

화를 통한 많은 연구가 수행되어야 할 부분이라 

생각된다.      
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