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1. 서 론
1)

광학센서는민감성 비독성 비침투성등의특성으로인해여러분, ,

석물질의검출에시간과공간의제약을적게받는다 즉 여러화학적. ,

변수를 동시에 측정할 수 있는 광학 센서의 측정 방법은 생물화학공/

정의 실시간 모니터링을 가능하게 한다 용존산소[1]. (dissolved oxy-

농도와수소이온 은다양한 분야에서중요gen, DO) (hydrogen ion, pH)

한 변수이며 음용수의 수질 식품의 신선도 생물반응기에서 세포 활, ,

성 등을 모니터링하고 최적 반응 조건을 유지하기 위해 필요하다 또.

한 와 용존산소농도의 분석은 혈액 등 생리학적 물질의 임상분석, pH ,
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해수분석및연구에필수적이다 지금까지는 와용존산소농도는두. pH

종류의센서를사용하여검출해야하므로공간상의제약등어려움이

있었다 따라서 와 등 두 변수를 함께 모니터링 할 수 있는 센. pH DO

서 기술은 화학 생물 및 환경 등 다양한 분야에서 필요한 기술이다,

[2-5].

루테늄 복합체 를 기반으로 한 형광염료 분자들은 산소(II) (Rudpp)

의농도에따라형광방출량이달라지는물질로써산화효소를이용한

바이오센서등에많이사용되고있다 는산소검출용형광[6,7]. Rudpp

염료 중 강한 형광을 발생시키며 양자 수율 및 형광지속시간이 길어

광학 산소센서에많이이용되고있다 를이용한 용존산소의[8]. Rudpp

검출은 산소분자에 의한 형광감쇄원리를 이용하는데 여기상태의 형,

광염료가 바닥상태로 떨어지면서 방출하는 에너지를 산소분자가 흡
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용존산소농도 와 를 동시에 검출하기 위하여 이중층 광학 센서 막을 제조하였다 민감성 염료인 를(DO) pH . DO Rudpp

졸겔에 혼합하고 웰 마이크로타이터 플레이트에 코팅하였다 검출층 위에 와 혼합된 졸겔MTMS - 24- . DO- HPTS GA -

용액을 코팅하고 측정을 위해 사용하였다 이중층 광학 센서 막은 온도와 이온 강도에 영향을 받았다 또한 와pH . . DO

이중층 광학 센서 막은 미생물발효공정에 온라인 모니터링 하는데 응용하였으며 좋은 성능을 보였다pH .

A double-layer optical sensing membrane has been fabricated to measure the concentration of dissolved oxygen (DO) and

pH value simultaneously. (tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline (Rudpp) ruthenium(II)) as a DO sensitive dye has been mixed

in the methyl trimethoxy silane (MTMS) sol-gel solution and coated onto one well in a 24-well microtiter plate. On the

DO-sensing layer the GA (3-glycidoxypropyl trimethoxy silane (GPTMS), 3-aminopropyl trimethoxy silane (APTMS)) sol-gel

solution mixed with 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid trisodium salt (HPTS) has been coated and used to measure pH

values. The double-layer sensing membrane was affected by ionic strength and temperature. The double-layer sensing membrane

for DO and pH has been applied to online monitor in microorganism cultivation processes and showed a good performance.

Keywords: double-layer, optical sensing membrane, fermentation monitoring, DO, pH
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수하여 결과적으로 방출하는 에너지를 소모시키게 되므로 형광세기

가 감소하게된다 감소되는형광세기는 산소분자의농도와 반비례하.

여나타난다 즉 는 의빛에의해여기되어지고. , Rudpp 480 nm 600 nm

의형광을방출하는데 방출되는형광의세기는 주위의산소분, Rudpp

자농도와반비례하여나타난다 한편 검출을위해사용되는많은. , pH

형광염료 중 는 가장 많은 연구가 되어졌으며 광학 센서에HPTS , pH

많이 사용되어지고 있다 는 강한 형광을 발생시킬 수 있으[9]. HPTS

며 독성이 없어 바이오센서에 적용 가능할 뿐만 아니라 저가의 염료,

로써상업용광학 센서개발에유리하다 형광을이용한 검출은pH . pH

산이나알칼리에의해서형광염료가양자화또는비양자화가되어질

때형광이발생하는원리를이용한다 는 의빛이조사되었. HPTS 405 nm

을 때 전자를 흡수하여 여기되고 다시 바닥상태로 전환하면서 510 nm

형광을 방출한다[10].

최근 광학생물센서 분야에서효소나형광염료를, (optical biosensor)

고정화하기 위하여 졸겔 기법을 사용한다 이는 효소나 형광- [11-13].

염료를 졸겔 용액에 고정화하여 사용할 경우 장시간 사용이 가능하-

며 효소나 형광염료의 활성저하 현상을 감소시켜 생물센서의 정밀도

를증가시키는장점을가지고있기때문이다 특히 형광센서기술은. ,

미생물발효 세포배양공정등에서 와 를실시간모니터링하기, pH DO

위해 비침투적으로 사용된다[14].

한편 웰마이크로타이터플레이트 는고, 24- (24-well microtiter plate)

속처리 용소형생물반응기로써사용되고있는데(high-throughput, HT)

형광물질을 웰마이크로타이터플레이트의웰바닥면에고정[14], 24-

화하여 E. coli 배양에서 와 를 실시간 모니터링 하는 웰 소DO pH 24-

형 생물반응기 시스템이 소개되었다(miniature bioreactor, MBR) [15].

또한 웰 의 바닥면에 센서와 다양한 검출 방식을 통합시켜, 24- MBR

각종 미생물 배양에 사용되기도 하였다 한편 평평한 바닥면을[14]. ,

가지는 에 각종 형광물질을 고정화하고 모터 부분에 검출 프로MBR

브를 장착한 웰 을 이용하여24- MBR Shewenella oneidensis를 배양하

는 동안 와 의 실시간 모니터링이 수행되었다pH DO [16].

본 연구에서는 형광 물질과 졸겔 기법을 사용하여 와- (sol-gel) DO

를 동시에 검출할 수 있는 이중층 광학 센서막을 제조하고 이를pH

웰 마이크로타이터 플레이트 에 적용시켜24- (24-well microtiter plate)

광학 모니터링용 다채널 소형 생물반응기를 제작하고자 한다 또한. ,

제작된 다채널 소형 생물반응기를 이용하여 E. coli 와DH5α B. cer-

eus 을 발효하는 동안 와 를 실시간으로 모니터링 하고자318 DO pH

한다.

2. 실 험

2.1. 시약

본연구에서사용된시료및완충용액제조용시약등은시그마회사

에서구입하였다 용존산소검출용형광염료로는루(Sigma Co., USA) .

테늄복합체(tris(4,7-diphenyl-1,10-phenanthroline) ruthenium( ), Rudpp)Ⅱ

를사용하였으며 검출을 위한 형광염료는, pH 8-hydroxypyrene-1,3,6-

를 사용하였다 각종 완충용액trisulfonic acid trisodium salt (HPTS) . ,

즉 나트륨인산완충용액 과 아황산나트륨 수용액 은, (100 mM) (40 g/L)

실험실에서 제조하여 사용하였다.

2.2. 졸겔 제조-

고정화 졸겔을 형성하기 위해Rudpp - methyl trimethoxy silane

을 사용하였으며 용매로는 에탄올(MTMS, Aldrich Co., USA) , 99%

을 촉매로는 을 사용하였다 각 물질의 혼합비율은(Et-OH) , 35% HCl .

MTMS : Et-OH : H2O : HCl = 3.97 mL : 1.84 mL : 0.72 mL : 18 µL이

며 혼합 후 동안 격렬히 교반하여 졸겔을 제조하였다 또한3 h - . ,

를 고정화하기 위한 졸겔로는HPTS - 3-glycidoxypropyl trimethoxy si-

과 를 사용하lane (GPTMS) 3-aminopropyl trimethoxy silane (APTMS)

였으며 용매와촉매제로는각각 에탄올과 을사용하였다 각, 99% HCl .

물질의혼합비율은 GPTMS : APTMS : Et-OH : 3DW : HCl = 1.25 mL

이며혼합후 동안교반: 625 µL : 2.708 mL : 5.417 mL : 400 µL 2 h

하여 졸겔을 제조하였다- .

2.3. 이중층 광학센서막 제조

용존산소와 검출용 형광염료인 와 를 웰 마이크pH Rudpp HPTS 24-

로플레이트 의웰바닥(24-well microtiter plate, NUNC Co., Denmark)

면에 고정화하기 위해 상기에서 제조한 졸겔을 사용하였다 용존산- .

소 검출용 센서막을 제조하기 위해 졸겔 용액에 를MTMS - Rudpp 5

정도 혼합하여 센서막 용액을 제조하였다 제조된 용존산소mg/mL .

센서막용액 를하나의 웰바닥 면에떨어뜨린 후자체 개발한, 20 µL

코팅기 를 이용하여 얇게 코팅한 후 실온에서(one-well knife coating)

하루 동안 건조하였다 그리고 센서막 표면을 매끄럽게 하기 위하여.

에서하루동안건조시켜용존산소검출용센서막을제조하였다60 .℃

검출을 위해 졸겔 용액에 를pH GPTMS-APTMS (GA) - HPTS 5.2

을 혼합하여 센서막 용액을 제조한 후 완전 건조된 용존산소mg/mL

검출막위에 를떨어뜨린후코팅기를이용하여얇게코팅한후20 µL

실온에서 하루 동안 건조한 후 다시 에서 하루 동안 건조시켜, 60 ℃

용존산소와 의 이중 검출이 가능한 이중층 광학 센서막을 완성시pH

켰다.

2.4. 용존산소농도 및 pH의 측정을 위한 형광세기 측정

용존산소와 의 변화에 따른 웰 마이크로 플레이트의 각 웰의pH 24-

바닥면에 고정화된 광학 센서막의 형광세기의 변화를 측정하기 위하

여 형광다중분석기(Saphire
2

를 이용하였다 용, TECAN Co., Austria) .

존산소농도를 측정하기 위해 여기파장 와 방출파장(ex) 480 nm (em)

에서의형광세기를측정하였으며 는여기파장 와방600 nm pH 410 nm

출파장 에서 형광세기를 측정하였다520 nm .

2.5. 발효 공정

미생물을 발효하는 공정에서 발효액의 용존산소농도와 의 값을pH

실시간모니터링 하기 위해각 웰에 와 로 구성된 이중층Rudpp HPTS

센서막을 가진 웰 마이크로 플레이트반응기를 이용하였다 본 연24- .

구에서미생물로는 E. coli 와DH5α B. cereus 을사용하였는데318 E.

coli 의배양에는 배지DH5 LB (yeast extract: 5 g/L, tryptone: 10 g/L,α

NaCl: 10 g/L), B. cereus 의 배양에는 바실러스용 배지318 (glucose: 5

g/L, peptone: 5 g/L, yeast extract: 5 g/L, NaHCO3: 를 사용하여3 g/L)

균주 활성화 및 본 배양을 하였다 각각의 미생물은 배지 에. LB 3 mL

접종하여진탕배양기 에서(Jeiotech Co., Korea) E. coli 는DH5 37α ℃

으로종균배양하고180 rpm , B. cereus 은 에서종균318 30 200 rpm℃

배양을 하였다 종균 배양 후 새로운 배지에 접종하고 이중. 12 h 1% ,

층 센서막을 가진 웰 마이크로 플레이트 반응기에 로24- 1.5 mL/well

분주한후 와 의 가장착된광학온라인모니터링, 450 nm 470 nm LED

기반다채널소형생물반응기 를이(MABOOMS, B&P Tech Co., Korea)

용하여 또는 에서 교반속도 으로 동안 각각37 30 400 rpm 24 h℃ ℃

배양하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 용존산소농도와 pH의 동시 검출용 이중층 광학 센서막의 구성

본 연구에서 제조한 용존산소와 의 이중 검출용 광학 센서막의pH

구조를 Figure 에나타내었다 와 형광염료를 졸1 . Rudpp HPTS MTMS

겔용액에각각혼합하고웰의하단에 막을코팅한후상단에- Rudpp

막을코팅한 경우는 하단의 막이 손상되어용존산소 검HPTS Rudpp

출이 이루어지지 않았다 또한 를 졸겔 용액에 혼합하고. , HPTS GA -

웰의 하단에 코팅하고 를 졸겔 용액에 혼합하여 상단Rudpp MTMS -

에 코팅한 경우는 용존산소의 검출은 가능하였으나 가 측정되지pH

않았다 즉 용액중의 수소 이온이 막을 투과하지 못하였다. , MTMS .

따라서 본 연구에서는 형광염료는 졸겔 용액과 혼합Rudpp MTMS -

하여웰의하단에코팅하였고 형광염료는 졸겔용액과혼HPTS GA -

합하여 상단에 적층하는 구조로 제조하였다.

3.2. 용존산소농도와 pH의 검출용 이중층 광학 센서막의 특성

용존산소검출막과 검출막이적층구조로이루어진이중층광학pH

센서막의산소및수소이온검출특성을알아보았다 차증류수와아. 3

황산나트륨 수용액 을 혼합하여 용존산소농도가 와(40 g/L) 100% 0%

사이일 때의 형광세기를 여기 파장 방출 파장 에서480 nm, 600 nm

측정하였다 에서 용존산소 농도가 높을 때 형광세기는 낮은. Figure 2

값을 나타냈고 용존산소 농도가 낮을 때 형광세기는 높게 나타났다.

또한 에 따른 형광 특성 변화를 조사하기 위하여 각기 다른 의, pH pH

인산완충용액 을 제조하여 형광세기를 측정하였다(pH 3 9) . Figure 2∼

에서 가증가함에따라측정된형광세기가증가함을알수 있었다pH .

따라서 본연구에서 와 로구성된이중, 5 mg/mL Rudpp 5.2 mg/mL HPTS

층센서막으로용존산소농도와 의동시검출이가능함을알수있다pH .

이중층 광학 센서막을 이용하여 와 를 측정할 때 시료의 온DO pH

도에 따른 형광 세기 변화를 조사하였다 용존산소 농도가 낮은 경우.

에는 온도가 에서 로 증가함에 따라 형광세기(0%) 25 40 (ex 480℃ ℃

가증가하다가그이상의온도에서는 의형광세nm/em 600 nm) Rudpp

기가 오히려 감소하는 결과를 보였으며 용존산소 농도가 높은 경우,

에는 에서 로 증가함에 형광세기가 감소하였다데(100%) 25 50 (℃ ℃

이터 표시하지 않음). Figure 에 온도에 따른 용존산소농도가3(a) 0%

와 인 용액의 형광세기 차이를 나타내었는데 이러한 변화는 온100% ,

도에 따라 시료 내의 산소 용해도가 변하여 의 형광감쇠 상수Rudpp

값이변하기때문이다 또한 온도가(fluorescence quenching constants) . ,

에서 로증가함에따라이중층광학센서막에서 인인25 50 pH 7℃ ℃

산용액의 형광세기 가 상당히 증가함을 볼 수(ex 410 nm/em 520 nm)

있었다 따라서 이중층 광학 센서막을 이용하여 시료 용(Figure 3(b)).

액중 값을정확히측정하기위해서는온도에따른형광세기변화pH

를 고려하여야 할 것이다.

이중층 광학 센서막에 대한 나트륨 이온(Na
+
의 세기에 의한 형광)

특성 변화를 조사하였다 용존산소 검출용 형광 파장. (ex 480 nm/em

에서는 나트륨 이온의 농도에 따른 형광 세기의 변화가 크지600 nm)

않았다 에서는 인 인산완충용액에 나트륨 이온. Figure 4 pH 7 (Na
+
을)

첨가한 후 검출용 형광 파장 에서 형광 세pH (ex 410 nm/em 520 nm)

기를 측정하였는데 이온세기가 로 높아짐에 따라25 150 mM∼ pKa'

값이 낮은 쪽으로 이동하므로 형광세기가 증가함을 볼 수 있었다 따.

라서 값을 정확히 측정하기 위해서는 나트륨 이온의 세기에 따른pH

형광 세기의 변화를 고려할 필요가 있다.

3.3. 24-웰 마이크로 플레이트 생물 반응기를 이용한 발효공정에서

DO와 pH의 온라인 모니터링

국내에서 제작된 를 이용한 용존산소와 에 대한 형MABOOMS pH

광검출 특성을 조사하기 위하여 용존산소농도가 와 일 때의100% 0%

형광 세기를 측정하였는데 용존산소 농도에 따른 형광세기의 변화는

기존의 상업용 형광다중분석기를 이용한 것과 거의 같았다 그러나.

에 따른 형광 특성 변화를 조사했을 때 형광다중분석기를 이용한pH

실험결과와달리 값이 감소함에 따라형광세기는 증가하였다데이pH (

터 표시하지 않음 이는 형광다중분석기와 에서 사용된). MABOOMS

여기광 필터의 파장이 서로 다른데서 기인한(excitation light source)

Figure 1. Diagram of the double layer sensing membranes for dual de-

tection of pH and DO.

Figure 2. Fluorescence intensity of a dual sensing membrane for DO

and pH at different dissolved oxygen concentrations and pH values.

Figure 3. Fluorescence intensity of a dual sensing membrane for (a)

DO and (b) pH at different temperatures.
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것으로 사료된다.

한편 본 연구에서 제작된 웰 마이크로 플레이트 생물 반응기를, 24-

이용하여 에서MABOOMS E. coli 와DH5α B. cereus 의318 배양 중

와 에 대한 형광세기의 변화를 조사하였다DO pH (Figures 5, 6). 용존

산소농도에따른형광세기의변화는 E. coli 와DH5α B. cereus 이318

일정시간의정체기를거친후미생물이성장하는지수성장기에서산

소를 소모하기 때문에 형광세기가 급격하게 증가하는 것을 볼 수 있

었다 그리고지수성장기 이후사멸기에서는 형광세기가감소하는 경.

향을 나타내었다 그러나 와 에서 각 발효공정의 에 따른. Figure 5 6 pH

형광세기의변화는미생물의성장에따라각공정마다다르게나타났

다. E. coli 는 배양 초기에 이산화탄소의 발생으로 가 감소DH5 pHα

하며 이에 따라 형광 세기는 증가하다가 배양 이후 가 증가함2 h pH

에따라 에서형광세기가감소하는경향을나타ex 450 nm/em 520 nm

내었다. B. cereus 의 경우에는 배양 초기에는 형광세기가 증가하318

다가배양 이후형광세기가급격히감소한후배양 부터형2.5 h 6 h

광세기가 다시 증가하는 경향을 나타내었다 이러한 변화에 따른. pH

형광 세기의 변화는 각 미생물에 대한 오프라인 데이터와 유사한 경

향을 나타내었다 그러나 균주 접종 직후 형광 센서 막에 배양액이. , ,

침투되어안정화되는시간으로인해발생되는오차와오프라인측정

시 발생되는 오차로 인하여 온라인 데이터와 오프라인 데이터 값의

차이가 나타난 것으로 사료된다 따라서 온라인 데이터는 배양액 중. ,

의 용존산소 농도와 의 정확한 값을 측정하기보다는 배양액 중의pH

두 변수의 변화를 파악하는데 적합하다.

각 형광파장에서 측정된 형광세기를 와 값으로 전환하기 위DO pH

해보정곡선을이용하는데 는 와 용존산소용액을이용, DO 0% 100%

하여 보정곡선을 만들었고 는 용액을 이용하여 보정곡선pH pH 5 9∼

을만들었다 본연구에서표준 용액과측정된형광세기와의상관. pH

관계는 37 (℃ E. coli 에서는 상관계수DH5 ) (Rα
2
값이) 0.971 (Y =

형광세기 이며-0.010X + 16.630, X : , Y : pH) , 30 (℃ B. cereus 318)

에서는 R
2
값이 형광세기0.981 (Y = -0.021X + 23.251, X : , Y : pH)

로 좋은 상관관계를 갖는다.

따라서 본 연구에서 개발한 와 를 측정하기 위한 이중층 광, DO pH

학센서막은 미생물 배양공정에서 와 의 모니터링에도 적합함pH DO

을 알 수 있다.

4. 결 론

본 연구에서는 형광염료인 와 를 졸겔 용액에 혼합하Rudpp HPTS -

여 용존산소농도와 를 동시에 검출할 수 있는 이중층 광학 센서막pH

을 제조하였다 이중층 광학 센서막을 구성하기 위하여. 5 mg/mL

을 졸겔 용액과 혼합한 후 웰 마이크로 플레이트의Rudpp MTMS - 24-

웰 바닥면에 먼저 코팅한 후 를5.2 mg/mL HPTS GPTMS-APTMS

졸겔에 혼합하여 막 상단에 적층구조로 코팅하여 이중(GA) - Rudpp

층 광학 센서막을 제조하였다.

이중층 광학 센서막에 대한 온도와 이온 강도에 대한 영향성을 조

사하였으며 정확한 용존산소농도와 를 검출하기 위해서는 이러한pH

외란에 대한 영향성을 고려해야 한다.

이중층광학센서막을 웰마이크로플레이트의웰에적용시켜미24-

생물발효공정중 와 를실시간모니터링하는데적용하였다 국DO pH .

내개발된 를이용하여실제미생물배양중에용존산소와MABOOMS

를 모니터링 한 결과 일반 생물반응기에서 전극과 전극 센서pH DO pH

에 의해 측정한 결과와 매우 유사하게 나타났다 따라서 본 연구에서.

개발된이중층광학센서막은용존산소농도와 의이중검출이가능pH

하며실제발효공정의실시간모니터링도가능함을확인할수있었다.
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Figure 4. Fluorescence intensity of a dual sensing membrane for DO

and pH at different ionic strength (Na
+

).

Figure 5. Dual monitoring of the fluorescence intensity for (a) DO and

(b) pH during the fermentation of E. coli DH5 .α

Figure 6. Dual monitoring of the fluorescence intensity for (a) DO

and (b) pH during the fermentation of B. cereus 318.
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