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Abstract: This paper presents a paper-based concentration gradient chip to analyze colorimetric glucose assay. The

paper-based concentration gradient chip was fabricated through a wax patterning technique that can design the fluidic

channel by selectively printing hydrophobic and hydrophilic areas. Afterwards, glucose and dilution solutions were

loaded into the inlet of a concentration gradient chip and each solution was then mixed sequentially at mixing channel.

Finally, concentration gradient was formed at each outlet of the chip. To measure the glucose concentration of the

solution in outlets, we conducted colorimetric glucose assay with fixed concentration of glucose solution (0, 5, 10,

15 and 20 mM) and obtained normalized intensity. Subsequently, glucose concentrations of the outlets were calculated

by substituting the normalized intensity to linear regression function based on the normalized intensity of fixed glu-

cose concentration. Finally, the concentration gradient of glucose was formed on the chip with the result of colo-

rimetric assay. The concentration gradient paper chip has the potential to accurately analyze unknown glucose

concentration. 

Key words: Microfluidic paper-based analytical devices(µPADs), Concentration gradient, Colorimetric

glucose assay

I. 서  론

개발도상국을 위한 현장진단(Point-of-care, POC)은 시

설 기반의 부족, 훈련된 사람의 부족, 의료 감염의 증가, 위

조약의 증가 그리고 유행병에서 전국적인 유행병으로의 확

대가능성과 같은 요인들로 인하여 관심이 증대되었다[1]. 현

장진단장비 중 하나의 종류인 미세유체 종이기반 분석장치

(Microfluidic paper-based analytical devices, µPADs)

는 다른 진단 방법에 비해 저렴하고, 쉬운 사용방법과 빠른

진단 속도로 인해 많은 주목을 받아오고 있다[2]. 그 예로

2008년 Whitesides 그룹은 포도당과 단백질을 다중으로 검

출 가능한 2차원 및 3차원의 종이 기반 구조의 미세유체 종

이기반 분석장치를 소개하였다[3,4]. 그 이후, 종이기반 미

세유체 분야에 대한 연구는 새로운 디자인 개념의 개발[5,6],
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새로운 제작기술 개발[7,8] 및 다양한 분석에 응용을 하기

위한 시제품 개발[9,10]에 집중하며 확장되어 왔다. 이와 더

불어 미세유체 종이기반 분석장치 상에서의 분석물 검출 방

법들이 다양하게 발전되어 왔다[11,12].

앞에서 살펴 본대로 미세유체 종이기반 분석장치에서 여

러 분석물을 검출하였다. 그 중 포도당 농도검사는 고혈당

및 저혈당의 예방차원에서 중요한 검사이다. 그런 점에서 미

세유체 종이기반 분석장치를 통하여 포도당의 농도를 측정

할 수 있는 장치가 제시되어 왔다[3,4,13]. 포도당 발색 반응

검사는 샘플 내 포함된 포도당이 반응시약과 반응하여 발색

반응을 일으킨 뒤 밝기 강도로써 얻게 되는데 이를 카메라

등 정량적으로 측정하기 위한 방법들이 제시되었지만 개발

도상국 같은 경우 영상장비를 갖추기 어려운 환경이다[4]. 

따라서 본 연구는 종이기반 농도 형성 칩을 이용하여 기

존 발색 반응 기반의 포도당 검사의 발색 반응 강도에 따른

농도 파악을 위한 가이드라인 플랫폼을 제시하였다. 먼저 종

이 기반 농도 구배 형성 칩의 빠른 검사결과를 얻기 위하여

종이 종류 별 유속 측정을 통하여 칩의 제작에 이용될 종이

의 종류를 결정하였다. 종이 기반 농도 구배 형성 칩은 소

수성 영역과 친수성 영역을 설정하여 유체 채널을 설계 할

수 있는 왁스 도포 기술을 통하여 제작되었다[14]. 이를 통

해 완성된 농도 구배 형성 칩의 농도 구배 형성이 가능함을

확인하기 위하여 녹색 식용 색소를 통하여 농도 구배 형성

실험을 진행하였다. 그 결과, 칩의 각 배출구의 녹색 식용

색소의 정규화 값을 측정한 결과 농도 구배가 형성됨을 확

인하였다. 이 결과를 토대로 포도당 용액의 농도 구배 형성

을 통한 각 농도 별 발색 강도 차이를 관측하기 위하여 농

도가 설정된 포도당 용액(0, 5, 10, 15, 20 mM)을 통한 발

색 반응 결과를 얻어내었다. 그 뒤 농도 구배 형성 칩 상에

서의 포도당 용액의 농도 구배 형성을 통한 각 농도 별 발

색 강도 차이를 관측, 설정된 농도의 포도당 용액별 발색 강

도 차이를 비교하여 포도당 농도를 역으로 알아내었다. 결

과적으로 농도 구배 형성 칩을 통하여 고정된 농도의 포도

당 용액으로부터 단계적으로 희석된 각 농도 별 포도당 용

액의 발색 반응을 얻게 되었다. 이를 통하여 특정 포도당 용

액의 발색 반응 강도를 얻은 뒤 농도 구배 형성 칩 상의 각

농도 별 발색 반응 강도와 비교하여 농도를 확인 할 수 있

는 가이드라인 플랫폼을 제시한다.

II. 실험 방법

1. 종이 종류 별 유속 측정

크로마토그래피 용지(Whatman Chromatography Grade

1, GE Healthcare, Canada)와 여과지(Whatman Filter

Grade 1, GE Healthcare, Canada)를 각각 2, 4, 6, 8, 10

mm의 너비, 40 mm의 길이로 조각용 칼을 이용하여 잘라

내어 스트립을 제작하였다.

여과지, 크로마토그래피 용지에서 채널 너비에 따른 유속

을 측정하기 위해 2 ml의 녹색 식용 색소가 담긴 35 mm ×

12 mm 배양접시에 스트립 형태(길이: 40 mm, 너비: 2-

10 mm)의 여과지 그리고 크로마토그래피 용지의 주입구

(0 mm)를 담근 뒤 배출구(40 mm)까지 도달하는데 걸리는

시간을 측정하였다. 그 뒤 각 너비에 따른 유속은 채널의 총

길이인 40 mm를 배출구에 유체가 도달하는데 걸리는 시간

으로 나눔으로써 계산하였다. 

2. 종이기반 농도 구배 형성 칩 제작

마이크로소프트 오피스 파워포인트(Microsoft Office

Power Point)를 이용하여 30 × 60 mm 크기의 농도 구배

형성 칩을 설계하였다. 주입구의 직경은 5 mm, 배출구의 직

경은 2 mm 그리고 채널의 너비는 3 mm로 설계하였다. 그

뒤 왁스 프린터(ColorQube 8570, Xerox, USA)를 통하여

크로마토그래피 용지에 고해상도로 출력하였다. 그 뒤

Hotplate(C-MAG HS 7, IKA, Germany)를 사용하여

150oC의 온도에서 1분 동안 가열하는 과정을 통해 크로마

토그래피 용지에 프린트된 왁스를 녹이고 상온에서 식힘으

로써 친수성 채널을 형성, 농도 구배 형성 칩을 제작하였다.

3. 농도 구배 형성 칩 상 녹색 식용 색소를 통한 농도 구배 형성

각각의 녹색 식용 색소와 3차 증류수 100 µl를 왼쪽 그

리고 오른쪽 주입구에 동시에 주입한다. 녹색 식용 색소와

3차 증류수 주입 후 20분 뒤 농도 구배 형성 칩을 디지털

스캐너(SL-C473FW, Samsung Electronics, Korea)를 통

해 스캔하였다. 그 뒤 영상분석소프트웨어(Adobe Photo-

shop, Adobe, California, USA)를 통해 농도 구배 형성 칩

의 이미지상 각 배출구의 8비트 그레이 스케일 값(gray

scale value)를 측정하였다. 측정된 8비트 그레이 스케일 값

은 최대값을 1로써 정규화하였다. 

4. 각 포도당 농도 별 발색 반응 밝기 측정

5 mm 직경을 가지는 원 형태를 설계하여 왁스 프린터를

통하여 크로마토그래피 용지에 고해상도로 출력하였다. 그

후에 Hotplate를 통하여 설계 된 종이를 150oC의 온도에서

1분 동안 가열하여 포도당 용액의 검출 영역을 형성하였다. 

포도당에 발색 반응하는 시약을 제작하기 위하여 겨자무

과산화효소(horse radish peroxidase)를 120 units ml−1,

포도당산화효소-겨자무과산화효소(glucose oxidase-horse-

radish peroxidase)를 30 units ml−1, 트레할로오스(treha-

lose)를 0.3 M, 아이오딘화칼륨(potassium iodide)을 0.6

M의 농도로 3차 증류수에 녹이었다. 이 시약을 위에서 제
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작된 원으로 된 검출 영역에 2 µl 주입한 뒤 10분 동안 상

온에서 건조시켰다. 그 뒤 각 포도당 농도 별(0, 5, 10, 15

and 20 mM) 용액을 2 µl 주입하였다. 검출 영역의 발색 반

응 강도를 측정하기 위한 방법으로 포도당 용액의 주입으로

부터 20분 뒤 디지털 스캐너를 통해 스캔하였다. 검출 영역

의 이미지는 영상분석소프트웨어를 통해 8비트 그레이 스케

일 값으로 측정한 뒤 최대 값을 1로써 정규화하였다.

5. 농도 구배 형성 칩 상 포도당 발색 반응 검사

제작된 농도 구배 형성 칩의 배출구에 포도당에 반응하여

발색 반응을 나타내는 시약을 0.4 µl 주입한 뒤 상온에서 10

분간의 건조과정을 거치었다. 그 뒤 각각의 100 µl의 20

mM 포도당 용액과 3차 증류수는 왼쪽 그리고 오른쪽 주입

구에 동시에 주입된다. 각 용액의 주입으로부터 20분 뒤에 디

지털 스캐너를 이용하여 그레이 스케일 값을 얻어 내었다. 그

뒤 그레이스케일 값은 최대값을 1로써 정규화 시켰다. 정규

화 값을 사전에 정량적 포도당 농도에 따른 정규화 값과 대

응시켜 각 배출구에 반응한 포도당의 농도를 얻어내었다.

III. 연구 결과 및 고찰

1. 농도 구배 형성 칩의 구조 및 원리

종이 상에서 샘플의 고정된 농도로부터 다양한 농도 구배

를 형성하기 위하여 크리스마스 트리 형태의 농도 구배 형

성 칩을 설계하였다(그림 1). 그림 1의 농도 구배 형성 칩

의 구조를 보면 검은 부분은 왁스 도포로 인하여 소수성을

띄어 물이 침투하지 못하는 반면 하얀 부분은 종이 본래의

친수성으로 인하여 유체의 통로로써 역할을 한다. 칩의 상

단 부분에는 두개의 주입구가 위치하여 있는데 왼쪽의 주입

구의 경우 농도 구배를 형성하고자 하는 샘플을 주입하게

되며 오른쪽 주입구는 샘플을 희석시키는 희석액이 주입된

다. 이 둘의 액체가 주입되었을 미세관 효과에 의하여 주입

된 액체는 주입구로부터 배출구 쪽으로 흐르게 된다. 그림

1의 빨간색 화살표는 액체의 흐름방향을 나타낸다. 두 액체

는 배출구 쪽으로 흐르는 과정에서 혼합채널(mixing

channel)을 만나게 되는데 이 과정에서 두 액체는 섞이게

되어 샘플의 농도가 낮아지게 된다. 총 3단계의 혼합채널이

구성되어 최종적으로는 5개의 배출구에서 농도 구배를 형성

하게 된다. 왼쪽 첫 번째의 배출구에서 샘플의 농도가 가장

높게 형성이 되는 반면 가장 오른쪽의 배출구에서는 가장

낮은 샘플 농도를 갖게 된다. 이로써 샘플의 고정된 농도로

부터 다양한 범위를 가지는 농도 구배를 형성 할 수 있다. 

2. 종이 종류 별 유속 측정 및 비교

종이기반의 진단에서 빠른 진단을 위해서는 종이에서의

빠른 유속을 필요로 한다. 종이스트립의 너비, 종이종류에

따라서 채널 내의 유체진행 속도 또한 달라지게 된다[15].

따라서 각 조건 별로 스트립 상에서의 유속을 비교하여 어

떤 조건에서 빠른 유속을 가지는지를 비교하였다(n = 10).

종이의 종류는 종이기반 미세유체 장치에서 보편적으로 사

용되는 종이인 여과지와 크로마토그래피 용지를 선택하였고

너비가 각 2, 4, 6, 8, 10 mm로 제작 된 스트립을 실험에

사용하였다(그림 2B). 그 결과 여과지와 크로마토그래피 용

지 모두 공통적으로 채널의 너비가 넓어질수록 유속이 증가

하였다(그림 2A). 너비가 좁은 채널에서 더 느린 유속을 갖

는데 유체의 흐름 반대로 작용하는 소수성 주변부에서의 표

면장력으로 인한 현상이다[15]. 따라서 2, 4, 6, 8, 10 mm

의 너비를 같는 스트립상에서는 채널의 너비가 유속에 비례

한다는 것을 알 수 있다. 또한 각 10 mm 너비의 여과지와

크로마토그래피 용지에서의 유속을 비교하였을 때 여과지의

경우 5.90 ± 0.29 mm/min 인 반면 크로마토그래피 용지에

그림 1. 종이기반 농도 구배 형성 칩 개략도(Scale bar = 1 cm). 샘

플용액과 희석용액 주입을 위한 주입구가 상단에 위치함. 주입된 샘

플용액과 희석용액이 섞이는 채널이 중간부분에 위치함. 녹색 화살

표가 유체의 흐름을 보여줌. 최종적으로 농도 별로 희석된 샘플용액

이 칩의 하단의 배출구로 흐름. 

Fig. 1. Schematic image of paper-based gradient generator

(Scale bar = 1 cm). Inlets for sample and dilution solution

are placed on top of the chip. Sample and dilution solutions

are mixed at the mixing channel. Green arrows indicate the

flow direction of each fluid. Mixed sample is contained at

the outlets of the chip.
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서의 유속은 6.84 ± 0.29 mm/min로 약 1 mm/min의 증가

된 유속을 보였다. 결과적으로 여과지보다 크로마토그래피

용지에서 같은 거리상의 유속이 상대적으로 빠른 것을 알아

내었다. 따라서 본 연구에서는 종이 상에서 빠른 유속을 얻

기 위하여 크로마토그래피 용지를 통하여 농도 구배 형성

칩을 제작하였다.

3. 녹색 식용 색소를 통한 농도 구배 형성 칩의 농도 구배 형

성 확인

먼저 녹색 식용 색소를 사용하여 농도 구배 형성 칩의 농

도 구배 형성이 가능함을 확인하였다. 각각의 100 µl의 녹

색 식용 색소와 3차 증류수는 왼쪽 그리고 오른쪽 주입구에

동시에 주입된다. 녹색 식용 색소와 3차증류수는 혼합채널

에서 섞이게 되므로 최종적으로 배출구마다의 녹색 식용 색

소 밝기차이를 보인다(그림 3A). 각 배출구의 밝기를 정규

화 값으로 변경하여 비교한 결과 배출구 1에서 녹색 식용

색소의 정규화 값이 0.53 ± 0.02 로 가장 높았고 배출구 2

(0.48 ± 0.02), 배출구 3(0.41 ± 0.03), 배출구 4(0.31 ± 0.05),

배출구 5(0.19 ± 0.02) 순으로 점차 정규화 값이 낮아짐을

확인하였다(그림 3B). 이로써 농도 구배 형성 칩의 농도 구

배 형성이 가능함을 보였다.

4. 농도 구배 형성 칩 상 포도당 농도 구배 형성

녹색 식용 색소를 통하여 농도 구배 형성 칩의 농도 구배

형성이 가능함을 위에서 확인하였다. 따라서 이에 대한 응

용으로써 포도당 농도 구배를 형성하여 배출구에 형성된 각

포도당 농도 별 발색 반응 결과를 보여줌으로써 포도당 검

사의 가이드라인을 제공하고자 한다.

포도당 발색 반응은 포도당이 물과 산소와 함께 글루코스

산화효소(Glucose oxidase)을 촉매로 하여 글루콘산(Gluconic

acid)과 과산화수소를 반응물로 얻는다. 이 과산화수소는 아

이오딘화칼륨과 함께 겨자무과산화효소를 촉매로 하여 반응

하고 그 결과 아이오딘화칼륨이 산화됨에 따라서 갈색의 발

색 반응을 얻어낸다. 

먼저 각 고정된 포도당 농도 별(0, 5, 10, 15, 20 mM) 발

그림 2. 종이 종류 별 유속 비교. (A) 크로마토그래피 용지( = 0.8652, y1= 5.0316 − 0.1681x1)와 여과지( = 0.8945, y2= 3.1335 +

0.2439x2)의 스트립 상태에서의 각 너비 별(2, 4, 6, 8, 10 mm) 유속 측정 그래프(n = 10). (B) 너비 별(2, 4, 6, 8, 10 mm) 크로마토그래

피 용지 사진. 

Fig. 2. Comparison of flow rate by paper type. (A) Graph of flow rate for each width(2, 4, 6, 8 and 10 mm) in the strip state

of chromatography paper( = 0.8652, y1= 5.0316 − 0.1681x1) and filter paper( = 0.8945, y2= 3.1335 + 0.2439x2) (n =

10). (B) Photographs of chromatography paper with each width(2, 4, 6, 8 and 10 mm).
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그림 3. 녹색 식용 색소를 통한 종이기반 농도 구배 형성 칩 상에서

의 농도 구배 형성. (A) 각 주입구에 녹색 식용 색소(왼쪽 주입구)와

3차 증류수(오른쪽 주입구) 주입 후 20분 경과 뒤의 농도 구배 형성

사진. (B) 농도 구배 형성 뒤 각 배출구 별 정규화 값 그래프(R2=

0.9702; n = 3).

Fig. 3. Gradient generation on the paper-based gradient chip.

(A) A photograph of gradient generation by introducing

dye(the left inlet) and distilled water(the right inlet) on

each inlet. (B) A graph of normalized intensity of each

outlets after gradient generation(n = 3). 
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색 반응의 정규화 값을 구함으로써 특정 포도당 농도의 발

색 반응 정규화 값을 통해 포도당 농도를 역으로 구할 수

있다(그림 4B). 연구방법에서 설명한 포도당과 반응하여 발

색 반응을 일으키는 시약을 농도 구배 형성 칩의 배출구에

주입하여 건조된 칩을 준비하였다. 그 뒤 왼쪽의 주입구에

는 20 mM의 포도당 용액을 100 µl 주입하고 오른쪽의 주

입구에는 3차 증류수 100 µl를 주입 한 후 20분 뒤 각 배

출구의 발색 반응결과를 정규화 값으로 측정하였다(그림

5A). 그 뒤 각 배출구의 정규화 값을 그림 4B에서의 포도

당 농도에 따른 정규화 함수(y = 0.0008 + 0.0175x)에 대입

하여 농도 값을 계산하였다. 그 결과 배출구 1의 농도가 20 ±

0.7 mM로 가장 높게 측정되었고 배출구 2(16.9 ± 0.8 mM),

배출구 3(8.2 ± 1.1 mM), 배출구 4(2.1 ± 0.1 mM), 배출구

5(1.5 ± 0.1 mM)순으로 점차 낮아짐을 보였다(그림 5B). 결

과적으로 농도 구배 형성 칩에 주입된 포도당 용액과 3차

증류수로부터 포도당 농도 구배를 형성하여 각 농도에 따른

발색 강도 차이를 형성 가능함을 보여준다. 이를 통하여 여

러 농도의 포도당 용액을 제조하지 않고도 고정된 농도의

포도당 용액으로부터 농도 구배를 형성이 가능함을 보였다.

또한 이는 특정 농도를 가지는 포도당 용액의 발색 반응 결

과와 그 농도를 비교 할 수 있는 가이드라인으로써 역할을

가능하게 한다. 

IV. 결  론

본 연구에서는 종이기반 농도 구배 형성 칩을 설계하여

포도당 용액의 농도 별 발색 반응 결과를 얻어 내었고 이를

통해서 특정 농도를 가지는 포도당 용액의 발색 반응과 비

교 하여 농도를 확인 할 수 있는 플랫폼을 구현하였다. 이

를 통하여 개발도상국 등 의료적 시설이 부족한 환경에서

포도당 검사를 저가로 간편하게 할 수 있을 것이라 본다. 

또한 종이기반 농도 구배 형성 칩은 포도당 용액뿐만 아

니라 소변 내 단백질 농도 검사 등의 농도 별 발색 반응을

가져오는 검사에 응용이 가능할 것으로 사료된다. 
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