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닌히드린 용액의 저온 건조에 의한 프롤린 검출을 위한
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Abstract

In this study, we describe the improvement of the resolution of a paper-based sensor by fabricating a high-concentration ninhydrin

part using a low-temperature drying method to detect proline with high resolution. In the conventional paper-based sensor for detecting

proline, the ninhydrin part is fabricated at room temperature, and in this process, the ninhydrin solution spreads around the ninhydrin

part. Therefore, the concentration of the ninhydrin part becomes lower than that of the applied solution, lowering the resolution of the

sensor. The proposed paper-based sensor better improved the sensitivity of the sensor compared to the existing sensor by fabricating

a high-concentration ninhydrin part through drying the ninhydrin solution using a low-temperature drying method. Owing to the exper-

iment, the intensity of the green color of the paper-based sensor with the integrated ninhydrin part fabricated at 10 oC is approximately

20% lower than the paper-based sensor with an integrated ninhydrin part fabricated at room temperature, indicating better sensor res-

olution. Therefore, the paper-based sensor with an integrated ninhydrin part fabricated at a high concentration could be useful for diag-

nosing drought.
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1. 서 론

식물들은 성장과정에서 가뭄에 의한 스트레스에 영향을 받아

성장의 저해 및 생산량 감소 등의 문제가 나타나며 이러한 식

물들의 가뭄을 진단하기 위한 바이오 마커로 현재 프롤린(Proline)

이라는 아미노산을 주로 사용한다. 프롤린은 이차 아민으로 알

파 아미노 그룹을 가진 환형의 아미노산으로 pH는 중성이며, 세

포환경과의 높은 친화성을 갖는 화학적 성질을 갖는다[1]. 식물

체 내에서 프롤린은 생체 내에서 신호전달분자로 작용하여 미

토콘드리아 기능 조절 및 세포 사멸에 영향을 미치는 스트레스

로부터 단백질을 보호하여 식물체 내에 내성을 갖게 하는데 중

요한 역할을 한다[2-4]. 식물에게 있어서 가뭄은 세포의 분열과

팽창, 잎의 크기, 줄기의 신장 및 뿌리의 증식을 감소시켜 생물

의 성장과 생장에 악영향을 끼치며 전 세계 농경지의 약 50%

에 해당하는 지역에서 발생하고 있다. 그러므로, 가뭄은 작물의

생산량을 감소시켜 농가의 경제성을 저해시키는 주요 요인이므

로 프롤린 검출을 통한 가뭄을 신속히 진단하는 것은 매우 중

요하다[5-9].

현재 식물체 내에서 프롤린을 검출하는 방법으로 HPLC 기반

분석 방법, Isatin 종이분석 방법, colorimetric 분석 방법 등이

있으며 이러한 방법을 사용하여 프롤린을 정량적으로 분석한다

[10-13]. HPLC 기반의 분석 방법은 생물학적 샘플 내에 존재하

는 다양한 아미노산을 넓은 범위에서 고감도로 측정할 수 있으

나, 고가의 시약과 매우 정교한 계측 장비 및 숙련된 장비 사용

자가 필수적이다. Isatin 종이 분석 방법은 비교적 쉽게 생물학

적 샘풀에 존재하는 많은 종류의 아미노산 중에서 프롤린만을

정량화할 수 있으며 많은 수의 샘플에서 프롤린을 함량을 분석

하는데 적합하지만 프롤린 측정량의 범위가 제한적이어서 자주

사용하지 않는다. 프롤린-닌히드린(Proline-ninhydrin) 반응에 기

반한 colorimetric 분석 방법은 간단하고 측정값의 신뢰도가 높

으며 다른 방법에 비해 고가의 시약이 필요하지 않아 많은 실

험실에서 주로 사용하는 프롤린 함유량을 결정하기 위한 표준
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방법이다. 그러나, 이 방법은 실험실 내에서 숙련된 인원에 의

해서 프롤린 검출이 가능하고 스펙트로미터라는 고가의 장비가

필요하며 현장에서 사용하기가 어렵다는 단점을 가진다. 

이러한 단점을 해결하기 위해서 비숙련자도 사용 가능하며 저

가에 쉽고 간단하게 현장에서 적용 가능한 종이 기반 센서를 사

용한 colorimetric 분석 방법이 제안되었다[14, 15]. 제안된 종이

기반 센서는 저가로 현장에서 간편하게 

적용은 가능하지만 센서의 분해능이 낮다는 단점을 가지며 센

서의 분해능이 낮은 이유는 닌히드린부에 도포된 닌히드린 용

액이 닌히드린부 주위로 퍼지는 현상이 발생하여 도포한 용액

대비 저농도가 되어 프롤린-닌히드린 반응이 최적화되지 않기

때문이다. 그러므로, 종이 기반 센서의 분해능을 개선하기 위해

서는 닌히드린 용액을 닌히드린부에 고농도로 도포할 수 잇는

방법에 대한 연구가 필요하다. 

본 연구에서는 프롤린을 고분해능으로 검출하기 위해서 저온

건조 방법을 활용한 고농도 닌히드린부 제작에 의한 종이 기반

센서의 분해능 개선 및 특징을 분석하였다. 제안된 종이 기반

센서는 저온건조방법을 활용한 닌히드린 용액의 건조를 통해 고

농도의 닌히드린부를 제작함으로써 기존의 센서 보다 센서의 분

해능을 개선하여 기존 센서 보다 더 낮은 농도의 샘플을 분석

할 수 있다는 장점을 가진다.

2. 연구 방법

2.1 프롤린 검출을 위한 종이 기반 센서의 설계 및 제작

본 연구에서 사용된 종이 기반 센서는 저자가 2019년에 출판

한 논문에서 제안한 센서의 크기와 형태는 같으며 닌히드린을

고농도로 도포하기 위해 닌히드린을 도포하는 과정만 다르게 하

여 센서를 제작하였다[14]. 가뭄을 현장에서 진단하기 위한 종

이기반 센서는 프롤린을 검출하기 위한 센서층과 샘플의 손실

을 방지하기 위한 방수층 두 층으로 구성된다. Fig. 1(a)는 종이

기반 센서의 개략도를 보여준다. 기존의 닌히드린부 제작시 상

온에서 닌히드린 용액을 닌히드린 부에 도포한 다음 건조하여

제작하였으나 도포과정에서 닌히드린 용액이 왁스 층을 뚫고 주

위로 퍼지는 현상이 발생하여 도포한 용액 대비 저농도의 닌히

드린부가 제작되어 센서의 분해능이 감소하는 문제 발생하였다.

이러한 문제를 해결하기 위해서 닌히드린부 제작과정에서 닌히

드린 용액을 도포한 다음 건조하는 과정을 저온에서 진행하여

닌히드린부를 고농도로 제작하여 센서의 분해능을 개선 하였다.

저온에서 닌히드린부가 고농도로 제작된 이유는 용액들은 일반

적으로 저온 환경에서 구 형태를 유지하려는 성질이 있기 때문

에 저온 상태에서 닌히드린 용액이 닌히드린부에 도포 되었을

때 구 형태로 뭉쳐 있어 닌히드린 용액이 주위로 퍼지지 않아

고농도의 닌히드린부를 형성할 수 있었다. Fig. 1(b)는 왁스프린

터를 사용하여 제작된 종이 기반 센서의 광학적인 이미지를 보여준다. 

2.2 종이 기반의 센서의 구동 원리 

가뭄을 진단하기 위하여 제작된 종이기반 센서의 구동원리는

다음과 같다. 30 µl의 샘플을 센싱부에 로드한 다음 평판가열기

를 사용하여 110 oC에서 3분 동안 가열한다. 측정하기 위한 샘

플에 프롤린이 있다면 프롤린-닌히드린 반응에 의해 센싱부의

색이 하얀색에서 자색으로 변하게 되며 색의 변화를 RGB 분석

하여 프롤린의 검출 및 농도를 정량화 하였다. 

2.3 시약 및 기구

프롤린을 정량적으로 측정하기 위한 센서를 제작하기 위해 다

양한 시약이 사용되었다. 센서의 플랫폼으로 사용되는 Whatman

Grade 1 CHR chromatography paper는 GE healthcare제품을 사

용하였다. 실험에 사용한ninhydrin reagent는 1.25 % ninhydrin

(Sigma)을 포함하는 80 % glacial acetic acid(DUSAN pure

chemicals)용액으로 제조하였다. 프롤린 농도의 정량화를 위하

여 사용된 L-proline(Sigma)은 3 % aqueous sulfosalicylic acid(Bio

BASIC CANADA INC.) 용액을 사용하여 Milli-Q water에 완

전히 용해되도록 섞어서 사용하였다. 

2.4 이미지 분석

제작된 종이 기반의 센서는 프롤린-닌히드린 반응을 통한 센

싱부에서 색의 변화를 사진 이미지로 얻어 Image J 프로그램을

사용한 RGB분석을 통해 프롤린을 정량적으로 검출한다. 센서

에서 프롤린을 농도에 따라 정확하게 검출하기 위해서 빛의 밝

기가 일정하게 유지된 암실, 종이 센서의 센싱부를 찍기 위한

카메라 및 프롤린-닌히드린 반응 동안 일정한 온도를 유지하기

위한 hot plate로 구성된 프롤린 측정시스템을 제작하였다. 제작

된 측정 시스템을 사용하여 다양한 프롤린 농도에 대한 센싱부

의 이미지를 얻었으며 RGB 분석을 통해 농도에 따른 Green

color intensity의 변화를 측정하여 프롤린 농도를 정량화 하였다.

사진 이미지 분석에 있어서 RGB 중 Green color intensity만 분

석한 것은 이미지 분석 했을 때 세 가지 색 중 Green color intenstiy

변화가 가장 크므로 프롤린을 농도에 따라 정량화가 쉽기 때문

Fig. 1. A paper-based sensor for drought diagnosis: (a) schematic

diagram of a paper-based sensor, (b) optical image of the fab-

ricated paper-based sensor.
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이다. 측정의 정확성을 위해 동일 샘플에 대한 Green color intensity

분석은 3번 반복을 통해 얻었다.

3. 결과 및 고찰

3.1 닌히드린 용액의 건조 온도가 센서의 분해능에 미

치는 영향 분석

닌히드린 용액의 건조 온도가 센서의 분해능에 미치는 영향

을 분석하기 위해서 닌히드린 용액의 건조 온도를 20
o

C, 10
o

C,

5
o

C로 다르게 설정하여 센서들을 제작하였다. 최적의 실험 결

과를 얻기 위해 종이센서에서 프롤린-닌히드린 반응을 최적화

필요가 있었으며 저자가 출판한 2019년도 논문을 참고하여 샘

플량과 닌히드린량의 비율은 1:2, 프롤린-닌히드린의 반응 온도

및 시간은 110 oC, 3분으로 설정하였다[14]. 

위의 내용을 바탕으로 실험에서 사용한 샘플의 양은 30 µl,

센서에 미리 도포한 닌히드린 양은 60 µl, 샘플에서 프롤린의

농도는 50 mM로 고정한 상태에서 다양한 닌히드린 용액의 건

조 온도에서 제작된 센서를 사용하여 센싱부의 색의 변화를 분

석하였다. Fig. 2는 닌히드린 용액의 건조 온도에 따라 제작된

센서의 센싱부에서 Green color intensity를 보여준다. 실험결과,

5 oC 및 10 oC 닌히드린 용액의 건조 온도에서 제작된 종이센서

에서 Green color intensity가 오차범위 내에서 비슷하게 가장 많

이 감소되었으며 색의 변화가 가장 크므로 센서의 분해능이 우

수함을 알 수 있었다. 닌히드린 용액의 건조 온도 20
o

C 에서 제

작된 종이센서는 5 oC, 10 oC에서 제작된 종이센서와 비교하여

Green color intensity 변화가 약 20 % 정도 작게 감소함을 알

수 있었다. 5 oC, 10 oC에서 제작된 종이센서의 분해능이 증가한

이유는 액체가 저온 환경에 있을 때 구 형태를 유지하려는 성

질이 있어 닌히드린 용액을 닌히드린부에 도포하고 건조할 때

닌히드린 용액이 주위로 퍼지지 않고 닌히드린부에 그대로 흡

수되어 닌히드린부의 농도가 증가하였기 때문이다.

그러므로, 샘플에서 프롤린의 농도를 고분해능으로 정밀하게

분석하기 위해서는 종이센서 제작시 닌히드린 용액의 건조 온

도를 10 o

C 의 저온에서 진행해야 센서의 분해능이 최적화 됨

을 알 수 있다.

3.2 샘플량과 닌히드린량의 비율이 종이센서의 분해능에

미치는 영향 분석

저자가 2019년도에 출판한 논문에서 제안했던 종이센서의 닌

히드린부에서 닌히드린 함유량과 닌히드린 용액을 저온 건조과

정을 통해서 제작했던 닌히드린부의 닌히드린 함유량이 다르므

로 샘플량과 닌히드린량의 비율 최적화를 위해 샘플량과 닌히

드린량의 비율이 종이센서의 분해능에 미치는 영향에 대해서 실

험하였다[14]. 실험에서 사용한 샘플의 양은 30 µl 고정하고 센

서에 코팅한 닌히드린 양은 30 µl, 60 µl, 90 µl 세 가지 조건으

로 설정하였다. 샘플의 프롤린 농도는 50 mM로 고정한 상태에

서 반응온도 110
o

C에서 3분 동안 반응 시킨 후 센서에서 색의

변화를 측정하였다. Fig. 3은 종이센서의 분해능을 최적화하기

위해서 샘플량과 닌히드린량의 비율에 따른 Green color intensity

의 변화를 보여준다. 실험결과 샘플량과 닌히드린량이 1:2의 비

율에서 Green color intensity 값이 가장 많이 감소되는 것을 확

인 할 수 있었으며 이는 센싱부에서 색의 변화가 가장 크므로

센서의 분해능이 우수함을 알 수 있다. 샘플량과 닌히드린량의

비율이 1:1에서는 닌히드린량이 부족하여 프롤린이 완전히 반

응하지 못해서 Green color intensity 값의 감소가 작아서 분해

능이 낮다. 또한, 1:3비율에서는 닌히드린량이 많아 센싱부에 프

롤린과 반응하지 못한 하얀색 닌히드린이 침전되어 1:2 비율에

비해 센서의 분해능이 감소하고 경제성이 떨어지는 문제점을 가진다.

위의 실험결과로부터 가뭄을 진단하기 위한 종이센서는 샘플

량과 닌히드린량이 1:2의 비율에서 센서의 분해능이 가장 우수

함을 알 수 있다.

Fig. 2. Green color intensity at the sensing part of the sensor fab-

ricated according to the drying temperature of the ninhydrin

solution. 

Fig. 3. Change in green color intensity in relation to distinct sample-

to-ninhydrin ratio.
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3.3 최적화된 종이센서를 사용한 프롤린의 정량적인 분석

위의 실험결과들을 기반으로 최적화된 종이센서를 제작하였

으며 이를 사용하여 다양한 농도를 가진 프롤린에 대한 색의 변

화를 RGB분석을 통해서 정량화 하였다. 실험에서 사용한 프롤

린 농도 범위는 0부터 30 mM까지 이며 샘플의 양은 30 µl, 반

응 온도는 110
o

C, 반응시간은 3분으로 설정하였으며 닌히드린

용액을 상온에서 건조한 센서[14]와 닌히드린 용액을 10 oC에서

건조한 센서 두 가지를 사용하여 실험을 하였다. Fig. 4는 종이

센서에 로드한 프롤린 샘플의 농도에 따른 Green color intensity

의 변화를 보여준다. 실험결과 프롤린의 농도가 증가할수록 센

싱부에 색이 진한 자색으로 변하여 Green color intensity 값이

감소하였으며 두 가지 센서 중에서는 10 oC에서 닌히드린 용액

을 건조해서 제작된 센서가 분해능이 더욱 우수함을 알 수 있

었다. 프롤린 농도가 30 mM일 때 비교 분석해 보면 닌히드린

용액을 상온에서 건조한 종이센서[14]의 Green color intensity

의 값은 156 이었으며 닌히드린 용액을 10 oC에서 건조한 종이

센서의 Green color intensity 값은 144로 닌히드린 용액을 10
o

C

에서 건조한 종이센서에서 Green color intensity 값이 상온에서

건조된 종이센서[14] 보다 약20 % 감소하는 것을 알 수 있었다.

그러므로, 식물에서 프롤린 분석을 통해 가뭄을 진단할 때 사

용되는 종이 센서는 더욱더 정밀하고 고분해능으로 분석하기 위

해서는 닌히드린부를 저온 건조를 통해서 제작해야 함을 알 수 있다.

4. 결 론

본 논문에서는 프롤린을 고분해능으로 정밀하게 검출하기 위

해서 저온건조 방법을 활용한 고농도 닌히드린부 형성에 의한

종이 기반 센서의 제작 및 분해능 개선에 대해서 나타낸다. 제

안된 센서는 왁스프린팅방법 및 닌히드린 용액의 저온 건조 방

법을 사용하여 간단하게 제작하였으며 제작된 센서의 성능 평

가는 다양한 농도를 가진 프롤린 샘플을 센싱부에 놓고 프롤린

-닌히드린 반응 통해서 나타나는 센싱부의 색 변화를 RGB중

Green color intensity 변화를 분석하여 나타내었다. 또한, 닌히

드린 용액의 건조 온도 및 샘플량과 닌히드린량의 비율이 센서

의 분해능에 미치는 영향을 분석하였다. 실험결과 10 oC에서 제

작된 닌히드린부가 집적화된 종이 기반 센서가 상온에서 제작

된 닌히드린부가 집적화된 종이 기반 센서보다 Green color intensity

값이 약 20 %가 작았으며 센서의 분해능이 더 우수하다는 것

을 알 수 있었다. 그러므로, 저온 건조방법을 활용하여 고농도

제작된 닌히드린부가 집적화된 종이 기반 센서는 고분해능으로

정밀하게 프롤린 검출이 가능하므로 현장에서 가뭄을 진단하데

유용하게 활용될 것으로 기대된다.
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