
J East Asian Soc Dietary Life
21(5): 731～738 (2011)

731

효소고정화 방법에 따른 콜레스테롤 검출용 바이오센서의 전류 감응도 분석

지 정 윤1․김 미 라2†

1경북대학교 식품영양학과, 2경북대학교 식품영양학과․장수생활과학연구소

Analysis of Amperometric Response to Cholesterol according to 
Enzyme-Immobilization Methods

Jung Youn Ji1 and Mee Ra Kim2†

1Dept. of Food Science & Nutrition, Kyungpook National University, Daegu 702-701, Korea
2Dept. of Food Science & Nutrition, Center for Beautiful Aging, Kyungpook National University, Daegu 702-701, Korea

Abstract

Cholesterol is the precursor of various steroid hormones, bile acid, and vitamin D with functions related to regulation of 
membrane permeability and fluidity. However, the presence of excess blood cholesterol may lead to arteriosclerosis and hy-
pertension. Moreover, dietary cholesterol may affect blood cholesterol levels. Generally, cholesterol determination is performed 
by spectrophotometric or chromatographic methods, but these methods are very time consuming and costly, and require com-
plicated pretreatment. Thus, the development of a rapid and simple analysis method for measuring cholesterol concentration 
in food is needed. Multi-walled carbon nanotube (MWCNT) was functionalized to MWCNT-NH2 via MWCNT-COOH to have 
high sensitivity to H2O2. The fabricated MWCNT-NH2 was attached to a glassy carbon electrode (GCE), after which Prussian 
blue (PB) was coated onto MWCNT-NH2/GCE. MWCNT-NH2/PB/GCE was used as a working electrode. An Ag/AgCl elec-
trode and Pt wire were used as a reference electrode and counter electrode, respectively. The sensitivity of the modified wor-
king electrode was determined based on the amount of current according to the concentration of H2O2. The response increased 
with an increase of H2O2 concentration in the range of 0.5～500 μM (r2=0.96) with a detection limit of 0.1 μM. Cholesterol 
oxidase was immobilized to aminopropyl glass beads, CNBr-activated sepharose, Na-alginate, and toyopearl beads. The im-
mobilized enzyme reactors with aminopropyl glass beads and CNBr-activated sepharose showed linearity in the range of 1～
100 μM cholesterol. Na-alginate and toyopearl beads showed linearity in the range of 5～50 and 1～50 μM cholesterol, res-
pectively. The detection limit of all immobilized enzyme reactors was 1 μM. These enzyme reactors showed high sensitivity; 
especially, the enzyme reactors with CNBr-activated sepharose and Na-alginate indicated high coupling efficiency and sen-
sitivity. Therefore, both of the enzyme reactors are more suitable for a cholesterol biosensor system.
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서 론

최근 우리나라는 현대화가 급속도로 진행됨에 따라 가공

식품과 동물성 식품의 섭취가 증가하고, 식물성 식품의 섭취
와 운동량 감소 등의 생활 패턴의 변화로 인한 고지혈증, 동
맥경화증의 유병률이 증가하고 있으며, 이로 인해 발생하는
심혈관질환에대한관심이고조되고있다(Lee KW 1993, Steh-
bens WE 1989, 국민건강통계 2009). 콜레스테롤은 세포막의
주된 구성성분으로 막의 투과성과 유동성을 조절하며, 각종
스테로이드호르몬과담즙산, 비타민 D의전구체로체내에서
중요한 역할을 담당하지만(Feeley et al 1972, Goodhart & 
Shils 1980), 콜레스테롤함량이높은식품의다량섭취는혈중

콜레스테롤 증가를 야기할 수 있으며, 혈중 고콜레스테롤은
심혈관계질환의발생에중요한위험인자로알려져있다(Basu 
et al 2007, Lee KW 1993, Song et al 1991). 또한이는고지혈증
의 주요 원인이며, 관상동맥질환 발생에 직접적인 영향을 주
는것으로 보고되었다(Cho SH 1994, The Lipid Research Cli-
nic Program 1984). Lee KW(1993)에 따르면 포화지방산이나
콜레스테롤이많이함유된음식을다량섭취할경우, 적게섭
취할 때보다 동맥경화증으로 인한 심장혈관질환, 특히 관상
동맥질환의 빈도가 높다고 하였다. 
일반적으로 식품의 콜레스테롤 분석은 Soxhlet 방법 등을

통하여 추출한 식물 및 동물 조직 내 지질을 sterol 용해제인
유기용매로 용해하여 GC(gas chromatography)나 LC(liquid 
chromatography), HPLC(high performance liquid chromatogra-
phy), 동위원소를 이용한 LC/MS(liquid chromatography-mass 
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spectrometry) 등의 기기분석법을통하여정성 또는 정량하는
방법으로이루어져왔다. 그러나이러한기존의분석법들은 고
가의장비와기술을요하며시료의전처리가복잡하고분석시

간이오래걸리는단점들을가지고있다(Augllo & Susna 1996, 
Blomhoff JP 1973, Chang & Yang 2001, Jo KS 2006, Kim et 
al 1997, Oh et al 1996, Shin et al 2008, Wong et al 1994). 따
라서이러한분석법들의단점을보완하기위해기질선택성이

높으며, 신속하고 정확한 분석이 가능한 바이오센서를 이용
한분석법에대한연구가시도되고있다(Basu et al 2007, Han 
YH 1997, Parra at al 2007, Shin & Kim 1993, Vidal et al 2004). 
바이오센서란 생체감지 물질과분석하고자 하는 물질간의

선택적인 인지로부터 유도되는 물리적 또는 화학적 변화를

감지하는신호변환기를통틀어지칭하는것으로(Ko SH 2009), 
특정 화학물질을선택적으로식별할 수있는기능을가진생

체 관련물질을 그대로 사용하거나, 고분자 담체에 고정화하
여 사용하는 것 모두를 일컫는다(Kim TJ 2007). 바이오센서
에서가장중요한요소로여겨지는것은분석대상물질에대

한 감도와 선택성으로, 기질의 선택성을 높이기 위해 효소를
사용하며, 효소의 효율성을 증가시키기 위해 효소를 고정화
하여 사용한다. 효소고정화 방법에 따라 센서의 감도가 크게
좌우되므로 효소고정화 시에는 주로 고분자 지지체에 효소

를 고정화시켜 바이오센서의 감도와 선택성을 높이고, 효소
본래의 촉매능력과 높은 기질 특이성을 오랫동안 보존할 수

있도록 한다(Kim HJ 2005). 콜레스테롤을 분석하기 위한 효
소로 cholesterol oxidase를 이용할 수 있으며, 이 효소와 기질
의 반응으로 cholest-4-en-3-one 및 H2O2가 생성된다. 

Cholesterol 
oxidase

Cholesterol+O2 Cholest-4-en-3-one +H2O2

최종산물로 생성된 H2O2는 일정한 전압 이상을 걸어주면

물이 되면서 전자를 내놓는데, 이때 발생하는 확산전류는

H2O2의 농도에비례하게 된다. 따라서전류의 변화를 측정함
으로써 기질인 콜레스테롤의 농도를 측정할 수 있다(Shin & 
Kim 1993).

H2O2 2H++O2+2e－

한편전류변화를측정하기위한전극의소재로서최근 car-
bon nanotube(CNT)가 주목받고 있다. CNT는 graphite가 둥
글게 말린 구조로서 구조적 특성에 따라서 single wall, multi 
wall 등으로구분된다. 선행연구에의하면 multi-walled carbon 
nanotube(MWCNT)는높은전기전도성, 기계적강도, 열전도
성, 가벼움 등의 고유한 특성을 가지고 있는 것으로 보고되

었다(Gooding JJ 2005, Guo et al 2005). 따라서 전기 촉매적
활성이 높은 MWCNT를 이용한 전기화학적 방식의 바이오
센서들이다양하게연구되고있으며, 이들이적용된바이오센
서는 높은 감도와 재현성, 안정성을 나타낸다고 보고되었다
(Guoa et al 2004, Wang et al 2003a, Wang et al 2003b, Zhao 
et al 2003). 또한여러선행연구들에서 MWCNT를기능화시
킨경우, 이들의특성이더욱향상되는것으로나타났다(Saito 
et al 2002, Santhosh et al 2006). 따라서 본 연구에서는 화학
적으로 안정한 구조를 지니며, 전기 전도성이 좋은 MWCNT
를 이용하여 콜레스테롤 측정용 바이오센서를 개발하고자

하였다. 이를 위해 MWCNT를 기능화시켜 작업전극을 제조
하였고, 본 바이오센서 시스템에 적합한 효소 고정화 방법을
선택하고자 여러 효소고정화 방법을 이용하여 효소 반응기

를 제작하고, 콜레스테롤에 대한 반응 전류 감응도를 분석하
였다. 

재료 및 방법

1. 시약 및 기구
실험에 사용된 MWCNT(C-tube 100)는 CNT Co. LTD(In-

cheon, Korea)에서구입하였고, 작업전극으로이용된 glassy car-
bon electrode(GCE, CHI 104)는 CH Instruments(Austin, USA)
로부터 구입하였으며, Ag/AgCl reference electrode(K0260)는
Princeton Applied Research(Oak Ridge, USA)에서구입하였다. 
Cholesterol oxidase(E.C.1.1.3.6)와 cholesterol, Triton X-100, 
bovine serum albumin(BSA)은 Sigma(St Louis, USA)로부터
구입하였다. 효소고정화를 위하여 glutaraldehyde, CNBr-acti-
vated sepharose 4B, sodium alginate, aminopropyl glass beads 
(500Å, 200-400 mesh average pore size)은 Sigma로부터구입하
였고, Toyopearl(AF-Formyl-650M)은 Tosoh사(Bellefonte, USA)
에서구입하였다. 또한전기화학반응을측정하기위해서 Poten-
tiostat/ galvanostat(model 273A, EG&G, USA)를 이용하였다.

 
2. MWCNT의 기능화
MWCNT의 특성과 기능을 향상시키기 위하여 Santhosh et 

al(2006)와 Kim et al(2010)의 방법을 수정하여 MWCNT의
기능화를실시하였다. 즉, 5.0 g의 MWCNT를 60% nitric acid 
100 mL와혼합한후초음파처리하여MWCNT를분산시켰다. 
이를 65℃에서 24시간 환류한 후 polycarbonate membrane으
로 여과하고, 증류수로 세척하여 60℃에서 15시간 동안 건조
시켰다. 건조된 MWCNT를 thionyl chloride와 혼합하여 다시
65℃에서 24시간 환류한 후 tetrahydrofuran(THF)로 여러 차
례세척하고건조시켰다. THF에 poly(ethylene glycol)bis(3-ami-
nopropyl)를용해시킨 다음 앞서 건조시킨 MWCNT를 첨가하
여 전 단계와 마찬가지로 환류, 여과, 건조하여 최종적으로
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아민기가 도입된 기능화 MWCNT(MWCNT-NH2)를 얻었다.

3. 작업전극의 제작
작업전극은 glassy carbon electrode(GCE)의 표면에 기능화

된 MWCNT를 고르게 부착시켜 MWCNT-NH2/GCE를 만든
다음 H2O2를선택적으로검출하기위해산화․환원중간매개

체로 Prussian blue(PB) film을 점착시켜 제작하였다(Karya-
kin et al 1994). MWCNT-NH2/GCE는건조된MWCNT 200 mg
과 dimethylformamide(DMF) 5 mL를 혼합하여 유발에서 5시
간정도강하게저어분산시킨다음 GCE 표면에고르게분사
하여 12시간 이상 건조ㆍ고착시켜 제작하였다. PB film은
MWCNT-NH2/GCE를 2 mM potassium ferricyanide와 2 mM 
iron chloride, 0.1 M potassium chloride를 1 mM hydrochlo-
ric acid에용해한용액에－0.1～1.0 V, scan rate 50 mV로 30회
cyclic voltammetry 처리한전기적중합법을 이용하여 전극에
입혀 작업전극(MWCNT-NH2/PB/GCE)을 제작하였다.

4. H2O2에 대한 감응 전류 측정

고정화된효소반응기를 통하여콜레스테롤이 분해되어 생

성되는 H2O2의 대한 전극의 검출능을 확인하기 위하여 H2O2

를 농도별로주입하여작업전극의성능을실험하였다. 검출을
위한 cell은 삼전극계로 구성되었는데, 작업전극으로는 제작
한 MWCNT-NH2/PB/GCE를 사용하였고, Ag/AgCl과 plati-
num wire를기준전극과상대전극으로각각사용하였다. 전류
는 potentiostat/galvanostat(model 273A, EG&G, USA)를 이용
하여 측정하였고, 반응데이터는Model 270/250 research elec-
trochemistry software 4.3 program을 이용하여 얻었다.

5. 콜레스테롤 표준용액의 제조
콜레스테롤의 수용액은 비이온성 계면활성제인 Triton X- 

100과 isopropanol을 이용하여 제조하였다(Charpentier & El 
Murr 1995, Kumar et al 2000). 100 μM의 콜레스테롤 표준
물질에 isopropanol 1 mL를 첨가하여 60～65℃에서 중탕한
다음 Triton X-100 0.8 mL를 첨가하여 충분히 교반시킨 후 3
차증류수로총량이 20 mL가되도록하였다. 이를연속적으로
희석하여 콜레스테롤 표준용액으로사용하였으며, 사용 전까
지 4℃에서 보관하였다.

6. 효소고정화

1) Aminopropyl Glass Beads를 이용한 효소고정화
Cholesterol oxidase를 glutaraldehyde를 이용한 가교결합 반

응을 통해 glass beads(500Å, 200～400 mesh)에 고정화하였
다. 0.1 M phosphate buffer solution(PBS, pH 7.0)를 이용하여
5% glutaraldehyde를제조한다음이를 aminopropyl glass beads 

0.5 g과 혼합하여 상온에서 12시간 동안 교반하였다. 잔류하
는 glutaraldehyde를 제거하기 위하여 증류수로 수차례 세척
하고다시 PBS로세척한후 5 mL PBS에담가 30분동안냉장
고에 정치시켰다. Cholesterol oxidase 10 units를 glass beads
에첨가하여 4℃에서 24시간동안 교반하면서 반응시킨다음
PBS(pH 7.0)로 수차례 세척하였다. 효소반응기는 사용하기
전까지 4℃에서 냉장 보관하였다.

2) CNBr-activated Beads를 이용한 효소고정화
CNBr-activated sepharose 4B 0.2 g을 glass filter에 넣은 후

1 mM HCl 1 L를 사용하여 30분간 서서히 swelling시키면서
세척하였다. 1 mL coupling buffer(pH 8.5)와 cholesterol oxi-
dase 10 units를 실온에서 1시간 동안 혼합한 후 4℃에서 하
룻밤 교반시켰다. 고정화된 효소 beads를 0.1 M Tris-HCl(pH 
8.0)로세척한후, 여과되지않은 beads는 0.1 M Tris-HCl buffer
와 혼합한후 2시간동안정치하였다. 이를 0.1 M acetate buffer 
(pH 4.0)와 0.1 M Tris-HCl buffer(pH 8.0)로 연속적으로세척
하였다. 효소가 고정화된 beads는 0.1 M Tris buffer(pH 7.5)
에 담가 둔 다음 사용 전까지 4℃에서 보관하였다. 

3) Na-alginate를 이용한 효소고정화
Cholesterol oxidase 10 units를 4% sodium alginate solution 

0.5 mL에첨가하여 10분간혼합한후 10분간정치하여평형에
도달하도록 하였다. 혼합물을 0.2 M CaCl2 solution 35 mL에
천천히소량씩떨어뜨리며첨가한후, 생성된투명 beads를CaCl2 
용액에서 30분간경화시켰다. 생성된효소 beads를 glass filter
로여과한후 증류수로세척하고건조시킨 다음, 0.25% poly- 
L-lysine solution(pH 7.0) 20 mL에 넣어 10분간 부유시키고
증류수로 세척하여 건조하였다. 제조한 효소 beads는 사용
전까지 4℃에서 냉장 보관하였다.

4) Toyopearl Beads를 이용한 효소고정화
Toyopearl bead 4 mL를 50 mM PBS(pH 7.0) 500 mL로세

척한다음 2.5% glutaraldehyde 용액(50 mM PBS, pH 7.5) 10 
mL와 혼합하여 30℃에서 2시간 동안 교반시켰다. 이를 증류
수와 50 mM PBS 용액으로여러차례세척하였다. 4 mL의 50 
mM PBS 효소용액(cholesterol oxidase 10 units)과 활성화된
toyopearl beads를혼합한후 30℃에서 2시간동안교반한다음
4℃에서 24시간 동안 교반하여 50 mM PBS로 세척하였다. 
고정화된 enzyme beads는 사용하기 전까지 4℃에서 보관하
였다. 

7. 효소고정화의 Coupling Efficiency 측정
효소의 coupling efficiency는 Bradford assay를이용하여측
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정하였다(Bradford MM 1976). Stock solution은 Coomassie Blue 
G(100 mg)를 methanol 50 mL에 용해한 후 85% phosphoric 
acid 100 mL를가한다음 200 mL 증류수로희석하여제조하
였으며, 4℃에서 보관하였다. Bradford 시약은 증류수와 1:4 
비율로희석한다음사용하였다. BSA는일정비율로희석한다
음 각 희석된 BSA를 Bradford reagent로 발색한 후 spectro-
photometer(DU 800, Beckman, USA)를이용하여 595 nm에서
흡광도를 측정하였다. 측정된 값으로 검량곡선을 얻었으며, 
효소고정화 시 얻은 상층액을 위와 같은 방법으로 반응시켜

흡광도를 측정하여 coupling efficiency를 구하였다. 

8. 콜레스테롤에 대한 감응 전류 측정
Cholesterol oxidase를 aminopropyl glass beads, CNBr-acti-

vated beads, Na-alginate, toyopearl beads에 고정화하여 제작
된 각 효소반응기를 이용하여 콜레스테롤 기질에 대한 전류

감응도를 측정하였다. 각 고정화된 효소반응기를 삼전극계
로 구성된바이오센서시스템에도입하여농도별콜레스테롤

표준용액에 대한 감응도를 측정하였다. 

결과 및 고찰

1. 작업 전극의 감응 전류 측정
작업전극의활성을증대시키는물질로알려진나노튜브를

바이오센서에 도입할 경우 분석물질의극미소량 검출 및소

형화가 가능하다고 알려져 있다(박은진 등 2006, Yun et al 
2008). 또한 MWCNT 표면을 기능화시킨 경우 이들의 특성
과 기능성이 더욱 향상되는 것으로 나타나(Saito et al 2002, 
Santhosh et al 2006), 본연구에서는 전극의감응도를증대시
키기 위해 MWCNT에 NH2를 도입함으로써 MWCNT를 기
능화시켜 이용하였다. 기능화된 MWCNT로 작업전극을 제
조한 후 콜레스테롤과 cholesterol oxidase의 반응에서 생성되
는 물질인 H2O2에 대한 전극의 감응도를 확인하기 위하여

H2O2 농도변화에 따른 전류 감응도를 측정하였다. 작업전극
의 H2O2에대한감응도측정시에는선행연구들을통해안정

한 용매로 알려진 0.1 M PBS(pH 7.0)와 지질의 가용화에 효
과적인 계면활성제 Triton X-100을 PBS에 첨가하여 측정하
였다(Li et al 2003, Vidal et al 2004, Parra et al 2007), 계면활
성제가 지용성 물질의 가용화에 도움을 주기는 하나, Shin & 
Kim (1993)은 계면활성제가 효소활성과 안정성을 저해하고
전극반응의 방해 요소가 된다고 보고하였으며, Xuecai et 
al(2005)도 높은 농도의 Triton X-100은 cholesterol oxidase의
활성을방해할 수 있어 0.8～1.2%(v/v)의 농도 범위가 적합하
다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는 위에서 보고된 연구
결과들을 참고로 하여 0.1 M PBS에 1% Triton X-100을 첨

가한 용매를 이용하였다. 0.1 M PBS에 1% Triton X-100을
첨가한 용매를 이용했을 때 작업전극의 H2O2에 대한 감응전

류는 H2O2 용액의 농도가 증가할수록 증가함을 보여주었다

(Fig. 1). H2O2에 대한 검출한계는 0.1 μM로 측정되었으며, 
0.5～500 μM 농도에서선형관계(r2=0.9656)를나타내었다. 또
한 1% Triton X-100의첨가가작업전극에미치는영향을알아
보기 위하여 0.1 M PBS에 대한 MWCNT-NH2/PB/GCE의
H2O2에 대한 감응도를 측정한결과, 0.1～500 μM의농도에서
선형의비례관계 (r2=0.9936)를나타내었고검출한계는 0.1 μM
로나타나낮은 농도에서 H2O2 농도와감응전류간의높은상

관성을나타내었다(Fig. 2). Yabuki et al (2000)은 작업전극의
H2O2에 대한 감응도를 높이기 위해 GCE에 peroxidase를 고
정화시킨 polyion complex membrane을 도입한 결과, H2O2용

액에대한검출한계가 0.5 μM으로나타났으며, 10 μM까지의
선형관계를 보였다. Chandra et al(2009)의 연구에서는 GCE
에 dendrimer-rhodium nanoparticle을 도입한 결과, H2O2에 대

해 8～30μM의 범위에서 선형관계를 보였으며, 검출한계는 5 
μM로나타났다. 한편, MWCNT를 이용하여 horseradish per-
oxide(HRP)를 고정화시킨 GCE는 0.208～7600μM의 범위에
서 선형관계를 보였고, 검출한계는 0.102μM으로 나타났다
(Yang et al 2009). 이들 선행연구에서 측정된 modified GCE
의 H2O2에 대한 감응도는 Triton X-100가첨가되지않은 pho-
sphate buffer를이용하여얻은결과로서본연구와의절대적인
비교는어렵지만, 전체적으로볼때본연구에서제작된MWCNT- 
NH2/PB/GCE는 다른 선행연구들에서 보고된 H2O2에 대한

감응도와 비교하였을 때 낮은 검출한계와 높은 선형관계를

나타내어 H2O2에 대한 감응도가 우수한 것으로 확인되었다. 

2. 효소반응기에 따른 Coupling Efficiency
효소고정화 방법은 센서의 감도에 영향을 미치는 주요한

Fig. 1. Response current according to the concentration 
of hydrogen peroxide with carrier of 0.1 M phosphate buffer 
(pH 7.0) containing 1% Triton X-100.
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Fig. 2. Response current according to the concentration 
of hydrogen peroxide with carrier of 0.1 M phosphate buffer 
(pH 7.0).

요인으로, 본 연구에서는 담체로 cholesterol oxidase를 ami-
nopropyl glass beads, CNBr-activated sepharose, Na-alginate, 
toyopearl beads를이용하여효소를고정화시킨후 Bradford assay 
(1976)을이용하여 coupling efficiency를 구하였다. BSA를 표
준물질로 하여 각 담체에 대한 coupling efficiency를 산출한
결과, CNBr-activated sepharose와 Na-alginate의 coupling effi-
ciency가 84.9%와 84.2%로높게나타났다(Table 1). CNBr-acti-
vated sepharose는 리간드의 효과적인 결합력과 함께 생물학
적 활성을 유지시켜 효소의 고정화 지지체로서 적합한 것으

로보고되었고(David et al 1974), Na-alginate의경우에는 Na- 
alginate 겔에 효소를 포괄시키는 방법으로서 효소고정화 공
정이간단하고값이저렴하며, 내압축성, 내마모성이큰장점
을 가지고 있어 효소고정화에많이이용되고있다(Bang et al 
1989, Won et al 2005). Aminopropyl glass beads와 toyopearl 
beads를 이용한 효소고정화에 대한 coupling efficiency는
49.5%와 47.3%로각각산출되어다른담체에비해낮게나타
났다. Aminopropyl glass beads는 glutaraldehyde를 이용하여
효소의아미노잔기와공유결합을통해효소가지지체에고정

화되므로 단단한결합이 유지되는 장점을 갖는다(Weetal HH 
1969). 또한 toyopearl beads는 표면에 있는 aldehyde기와 넓
은 표면적이효소고정화에유리함을제공할수있으나(Jang et 

Table 1. Coupling efficiency of immobilized cholesterol 
oxidase on supporting materials

Supporting material Coupling efficiency(%)

Aminopropyl glass beads 49.5

CNBr-activated beads 84.9

Na-alginate 84.2

Toyopearl beads 47.3

al 2006, Mendes et al 2011), 아직까지 바이오센서에 적용된
예는 드물다. 본 연구에서 CNBr-activated sepharose와 Na- 
alginate의 coupling efficiency가 높아 담체로 사용하기에 유
리한 조건을 가지고 있는 것을 나타났으나, 실제 바이오센서
에서는 효소고정화에 대한 coupling efficiency뿐만아니라 효
소반응기를 바이오센서 시스템에 적용하였을 때 기질에 대

한 전류 감응도도 고려하여야 하므로 각 효소반응기의 콜레

스테롤 기질에 대한 감응도를 측정하였다. 

3. 각 효소반응기의 콜레스테롤 기질에 대한 감응도
비교

콜레스테롤 검출용 바이오센서 시스템에 적합한효소고정

화법을확인하기위하여각효소반응기의콜레스테롤기질에

대한 감응도를 비교하였다. Aminopropyl glass beads, CNBr- 
activated sepharose, Na-alginate, toyopearl beads에 cholesterol 
oxidase를고정화시켜제작한효소반응기를이용하여콜레스테
롤 표준용액에 대한 감응도를 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 
Aminopropyl glass beads과 CNBr-activated sepharose는 1～
100 μM 범위에서 선형관계를 보였으며, 결정계수는 0.99로
나타났다. Na-alginate는 5～50 μM 범위에서 선형관계를 보
였고(r2=0.99), Toyopearl beads는 1～50 μM 범위에서 선형
관계(r2=0.99)를 나타내었다. 따라서 제작한 4종류의 효소반
응기가 모두 높은 선형관계를 나타냄을 확인할 수 있었다. 
또한 이들 효소반응기를 이용했을 때 콜레스테롤의 검출한

계는 모두 1 μM로 나타나 검출력도 우수한 것으로 나타났
다. 콜레스테롤 바이오센서의선행연구에서 Parra et al(2007)
는 gold 전극 표면에 cholesterol oxidase를 흡착시켜 제작한
전극을 사용하여 chronoamperometry 방식으로 콜레스테롤을
분석한결과, 콜레스테롤센서가 2,100 μM까지 광범위한 선
형관계를나타내었으나, 검출한계는 60 μM로높아검출력이
다소 떨어지는 것으로 나타났다. 또한 Li et al(2003)의 연구
에서는 PB를 입힌 GCE의 표면에 sol-gel 필름을 침적시킨
다음 cholesterol oxidase를 고정하여 분석한 결과, 1～80 μM
의범위에서콜레스테롤이검출되었으며, 검출한계는 0.12 μM
라고 보고되었다. 이들 선행연구 결과와 비교해볼 때, 본 연
구에서 제작한 4종류의 효소반응기를 도입한 바이오센서는
높은 선형관계및 낮은 검출한계를 가지고있어정확하고 고

감도로 콜레스테롤을 분석하는데 적합한 것으로 보여졌다.
4종류의효소반응기모두콜레스테롤농도와감응전류간에

높은 선형관계를 보였으나, 이 중에서 CNBr-activated sepha-
rose와 Na-alginate를이용한효소반응기는 coupling efficiency
도 높았으며, 우수한 감응도를 나타내 콜레스테롤 검출을 위
한 바이오센서 시스템에 적합한 효소 담체로 판단되었다. 전
체적으로볼 때본 연구에서 제작한작업전극과고정화 효소
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(a) (b)

(c) (d)

Fig. 3. The response currents according to the cholesterol concentrations with different enzyme reactors.
Carriers: (a) aminopropyl glass beads, (b) CNBr-activated sepharose, (c) Na-alginate, and (d) Toyopearl  beads
Experimental conditions: applied potential, －0.1 V; background electrolyte, 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0) containing 0.1% Triton X-100; 
injection volume, 200 μL.

로 구성된 바이오센서 시스템은 낮은 검출한계와 높은 수준

의 반응 감도를 가지고 있으며, 반응시간도 빨라(5분 이내) 
신속하게 콜레스테롤을 검출할 수 있는 것으로 나타났다. 

요 약

콜레스테롤의신속하고정확한새로운분석방법을모색하기

위하여 본 연구에서는 전기적 전도성이 우수한 MWCNT를
이용하여전극을제작하였고, 여러가지효소고정화방법을통
해 전기화학적 감응도 분석을 실시하였다. MWCNT의 전도
성을 향상시키기 위해 아민기를 도입한 MWCNT-NH2를 제

조하였고, MWCNT-NH2/GCE에 PB를 점착하여 작업전극을
제조하였다. 제조한 작업전극은 0.5～500 μM H2O2 농도 범

위에서농도가증가함에따라전류가비례적으로증가하였고, 
검출한계는 0.1 μM로 나타나 전극이 높은 감도를 가지고 있
음을 확인하였다. 또한 콜레스테롤 검출을 위해 적합한 효소
반응기를 제작하기위해담체인 aminopropyl glass beads, CNBr- 
activated sepharose, Na-alginate, toyopearl beads에 cholesterol 
oxidase를 고정화시켜 바이오센서의 콜레스테롤 표준용액에

대한감응도를측정한결과, aminopropyl glass beads과 CNBr- 
activated sepharose는 1～100 μM 범위에서 선형관계를 보였
으며, Na-alginate는 5～50 μM의 범위에서, toyopearl beads
는 1～50 μM 범위에서 선형관계를 나타내었다. 검출한계는
제작된 효소반응기 모두 1 μM로 나타나 콜레스테롤에 대한
높은 검출력을 보여주었으나, 특히 CNBr-activated sepharose
와 Na-alginate를 이용한 효소반응기가 높은 coupling effi-
ciency와 감응도를 보여 콜레스테롤 검출을 위한 본 바이오
센서 시스템에 적합한 것으로 나타났다.
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