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특허청구의 범위

청구항 1 

효소 및 판형 구조의 그래핀 옥사이드를 포함하는 효소-그래핀 옥사이드 복합체로서, 상기 효소는 상기 그래핀

옥사이드를 여러 층으로 둘러싸고 있는 것을 특징으로 하는 효소-그래핀 옥사이드 복합체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 효소는 글루코스 데히드로제나아제, 글루코스 이소머라아제, 당산화효소, 락카아제, 락타

아제, 리파아제, 망가네이제 페록시다아제, 모트립신, 사일라네이즈, 서몰리신, 서브틸리신, 셀룰라아제, 소이

빈 페록시다아제, 수크라아제, 알코올 탈수소효소, 오가노포스포히드로라아제, 유기포스포하이드롤레이즈, 자일

라아제, 키모트립신, 콜리에스테라아제, 클로리네스테라아제, 클로로 페록시다아제, 탄산무수화효소, 티로시나

아제, 트립신, 파파인, 페록시다아제, 포도당 탈수소효소, 포도당 이성화효소 및 히드로제나아제, 홀세라디쉬

페록시다아제로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 효소-그래핀 옥사이드 복

합체.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 복합체에 추가로 전기전도성 물질을 포함하는 것을 특징으로 하는 효소-그래핀 옥사이드

복합체. 

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 전기전도성 물질은 탄소나노물질, 탄소나노튜브, 그래파이트, 그래핀 및 그래핀 옥사이드

로 구성된 군에서 선택되는 1종 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 효소-그래핀 옥사이드 복합체. 

청구항 5 

(a) 판형 구조를 가지는 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착시키는 단계; 및

(b) 상기 효소가 그래핀 옥사이드에 가교결합을 형성하기 위하여 가교결합제를 첨가하여 효소집적체를 형성하여

효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제조하는 단계

를 포함하는 효소-그래핀 옥사이드의 제조 방법.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 (a) 단계와 (b) 단계 사이에, 상기 효소가 흡착된 판형 구조를 가지는 그래핀 옥사이드에

효소 석출화제를 첨가하여 상기 효소를 석출시키는 단계를 추가로 포함하는 효소-그래핀 옥사이드 제조 방법.

청구항 7 

제5항에 있어서, 상기 (b) 단계 다음에 추가로 전기전도성 물질을 첨가하는 단계를 포함하는 제조 방법. 

청구항 8 
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제6항에 있어서, 상기 (b) 단계 다음에 추가로 전기전도성 물질을 첨가하는 단계를 포함하는 제조 방법.

청구항 9 

제7항에 있어서, 상기 전기전도성 물질은 탄소나노입자, 자성나노입자, 탄소나노물질, 탄소나노튜브, 그래파이

트, 그래핀 및 그래핀 옥사이드로 구성된 군에서 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 제조 방법.

청구항 10 

제8에 있어서, 상기 전기전도성 물질은 탄소나노입자, 자성나노입자, 탄소나노물질, 탄소나노튜브, 그래파이트,

그래핀 및 그래핀 옥사이드로 구성된 군에서 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 제조 방법. 

청구항 11 

제5항에 있어서, 상기 효소는 글루코스 데히드로제나아제, 글루코스 이소머라아제, 당산화효소, 락카아제, 락타

아제, 리파아제, 망가네이제 페록시다아제, 모트립신, 사일라네이즈, 서몰리신, 서브틸리신, 셀룰라아제, 소이

빈 페록시다아제, 수크라아제, 알코올 탈수소효소, 오가노포스포히드로라아제, 유기포스포하이드롤레이즈, 자일

라아제, 키모트립신, 콜리에스테라아제, 클로리네스테라아제, 클로로 페록시다아제, 탄산무수화효소, 티로시나

아제, 트립신, 파파인, 페록시다아제, 포도당 탈수소효소, 포도당 이성화효소 및 히드로제나아제, 홀세라디쉬

페록시다아제로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는 제조 방법.

청구항 12 

제5항에 있어서, 상기 가교결합제는 1-에틸-3-디메틸 아미노프로필카보디이미드, 글루타르 디알데하이드, 디이

소시아네이트, 디안히드라이드, 디알데하이드, 디에폭사이드, 디애시드 클로라이드, 디이미드, 비스(이미도 에

스테르), 비스(석신이미딜 에스테르)로 구성되는 군으로부터 선택되는 하나 또는 그 이상인 것을 특징으로 하는

제조 방법. 

청구항 13 

제6항에  있어서,  상기  석출화제는  1-프로판올,  2-프로판올,  메탄올,  부틸알콜,  소듐  클로라이드,  소듐

설페이트, 소듐 포스페이트, 아세톤, 암모늄 설페이트, 에탄올, PEG, 포타슘 설페이트, 포타슘 클로라이드, 포

타슘 포스페이트 및 폴리에틸렌글라이콜 이들의 수용액을 단독 또는 혼합한 것을 특징으로 하는 제조 방법.

청구항 14 

제5항 내지 제13항 중 어느 한 항에 의하여 제조된 효소-그래핀 옥사이드 복합체.

청구항 15 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 포함하는 바이오연료전지용 전극.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 효소는 양극 효소인 것을 특징으로 하는 바이오연료전지용 전극.
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청구항 17 

제15항에 있어서, 상기 효소는 락카아제(laccase)인 것을 특징으로 하는 바이오연료전지용 전극.

청구항 18 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 포함하는 바이오센서용 전극.

청구항 19 

제18항에 있어서, 상기 효소는 락카아제인 것을 특징으로 하는 바이오센서용 전극.

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 바이오센서는 페놀류 물질을 검출하는 것을 특징으로 하는 바이오센서용 전극.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 전기 화학적 응용에 사용되는 효소-그래핀 옥사이드 복합체에 관한 것이다. 본 발명에 따른 효소-그[0001]

래핀 옥사이드 복합체는 안정성 및 출력을 획기적으로 향상시킬 수 있으므로, 장기간 안정적 효소 활성이 요구

되는 바이오연료전지뿐만 아니라 바이오센서, 효소컬럼, 효소면역 흡착 분석법(ELISA), 바이오 정화기기, 방오

용 도료 등에 적용할 수 있다. 

배 경 기 술

효소는 생체 촉매로서 기존의 화학 촉매에 비해서 환경친화적이고 기질특이성이 뛰어나다는 장점을 지니고 있으[0002]

나, 주변 환경 조건에 매우 민감하게 활성이 변하고, 재활용이 어려우며, 만들어진 생성물과의 분리가 어렵다는

점이 상업적으로 이용하는데 있어서 한계로 작용한다. 이러한 단점을 극복하고자 제안된 하나의 방법이 효소를

고정화하는 방법이다. 

고정화된 효소는 반복 사용이 가능하고, 생성물과 효소의 분리가 용이하지만, 고정화되지 않은 효소에 비해 활[0003]

성이 떨어지는 단점이 있다. 그러나 고정화된 효소는 무엇보다도 편리하게 다룰 수 있다는 점에서 다양한 상업

적 적용이 가능하다. 

효소  고정화  연구에  다양한  탄소  나노구조물질이  이용되는데  최근  주목  받고  있는  물질이[0004]

그래핀(graphene)이다. 그래핀은 탄소나노튜브(CNT)보다 균일한 금속성, 높은 전기 전도도와 열전도율을 가지고

있고 저렴하게 얻을 수 있는 강점이 있다. 그래핀과 산이 반응하면 그래핀에 산소 기능기인 하이드록시기(-OH),

카르복실기(-COOH),  에폭사이드기(epoxide  group),  락톨기(lactol  group)  등이  함유된  그래핀  옥사이드

(graphene oxide)가 생성되며, 그래핀 옥사이드가 산소 기능기 때문에 수용액에 분산이 잘 되므로 효소 고정화

에 이용하였다. 효소-탄소구조물 복합체는 그 목적에 따라 바이오센서, 바이오연료전지, 효소컬럼, ELISA 장치

(키트) 등의 용도에 폭넓게 사용되며, 이 경우 탄소구조물은 탄소나노입자, 자성나노입자, 탄소나노튜브, 그래

핀 등 다양한 형태가 사용된다. 효소-탄소구조물 복합체를 연료전지의 전극 또는 바이오센서 등에 효과적으로

응용하기 위하여 탄소구조물의 표면에 효소를 고정시켜야 하는데 염석에 의한 효소석출 방법을 이용하여 석출된

효소-탄소구조물 복합체를 형성하였다. 이는 단순히 탄소구조물과 효소 간에 흡착된 경우에 비하여 많은 양의

효소가 탄소구조물의 표면에 고정될 수 있고 비교적 높은 안정성 및 효율을 가질 수 있게 된다. 
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한편, 다양한 환경에서 장기간 반복 사용을 목적으로 하는 효소연료전지나 혈당센서를 포함한 바이오센서 등에[0005]

서의 성공적인 응용을 위한 획기적인 안정성을 달성하지는 못하고 있는 실정이다. 그 이유로 오랜 시간이나 가

혹한 조건에서는 한 두 개의 공유결합에 의해 고정된 효소가 변성(denaturation)이 되기 때문인 것으로 알려져

있다.

바이오연료전지는, 중합체 전해질 막에 의해 분리된 양극 및 음극으로 구성된다는 점에서, 전통적인 중합체 전[0006]

해질 막 바이오연료전지와 유사하다. 촉매로서 귀금속 대신 효소와 같은 생물학적 분자를 사용하는데, 매우 효

율적인 촉매이기는 하나 용액에 함유된 형태의 효소는 효소 자체의 불안정성으로 인해 수명이 짧은 문제점이 있

다. 현재 바이오연료전지의 음극효소에 대한 연구는 많이 진행된 반면 양극효소에 대한 연구가 진행되지 않아

양극과 음극이 모두 효소로 이루어진 생체 이식 가능한 바이오연료전지의 개발에 어려움을 겪고 있다. 그러므로

바이오연료전지의 양극효소에 대한 연구가 필요하며 양극 효소로는 빌리루빈 산화효소 및 락카아제 등이 잘 알

려져 있다. 이 중 락카아제는 산소를 환원시키는 생촉매로 반응산물로는 물을 발생시킨다. 양극과 음극이 모두

효소로 이루어진 바이오연료전지의 원활한 개발을 위해서 양극효소인 락카아제의 안정성 및 이를 이용한 바이오

연료전지의 출력 향상이 요구된다. 생체 이식 가능한 바이오연료전지는 심장 박동 조율기 및 소형 전력원 등에

응용이 가능하며 현재 곤충을 이용한 결과가 나오고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이에, 본 발명은 고효율 고안정성을 갖는 효소-그래핀 옥사이드 복합체 및 그 제조방법을 개발하고자 하는 것으[0007]

로서, 본 발명은 효소를 석출시킨 후에 효소간의 가교결합을 유도하여 장기간 안정적으로 활성을 유지할 수 있

음에 기초한다.

또한, 본 발명은 전기화학적 응용의 효소전극으로 이용될 수 있는 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제공하는 것[0008]

을 목적으로 한다. 

또한, 본 발명은 바이오연료전지의 양극으로 이용될 수 있는 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제공하는 것을 목[0009]

적으로 한다. 

또한, 본 발명은 바이오센서의 전극으로 이용될 수 있는 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제공하는 것을 목적으[0010]

로 한다.

과제의 해결 수단

상술한 과제를 해결하기 위하여, 본 발명자들은 예의 연구를 반복한 결과, 효소-그래핀 옥사이드 복합체 및 이[0011]

것의 제조방법을 제공하고자 한다.

본 발명의 일 양태로서, 본 발명은 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제공한다.[0012]

본 발명에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체는 효소 및 판형 구조의 그래핀 옥사이드를 포함하는 복합체로서,[0013]

상기 효소는 상기 그래핀 옥사이드를 여러 층으로 둘러싸고 있는 것을 특징으로 하는 효소-그래핀 옥사이드 복

합체이다. 

또한, 본 발명의 일 구체예로서, 상기 효소-그래핀 옥사이드 복합체는 추가적으로 전기전도성 물질을 포함할 수[0014]

있다. 

본 발명의 다른 구체예로서, 본 발명은 효소-그래핀 옥사이드 복합체의 제조 방법을 제공할 수 있다. 상기 방법[0015]
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은 다음의 단계를 포함한다:

(a) 판형 구조의 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착시키는 단계;[0016]

(b) 상기 효소와 상기 그래핀 옥사이드에 가교결합을 형성하기 위하여 가교결합제를 첨가하여 효소집적체를 형[0017]

성하여 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제조하는 단계.

본 발명의 또다른 양태로서, 상기 (a) 단계와 (b) 단계 사이에, 상기 효소가 흡착된 판형 구조를 가지는 그래핀[0018]

옥사이드에 효소 석출화제를 첨가하여 상기 효소를 석출시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

또한, 본 발명의 다른 양태로서, 본 발명은 상기 (b) 단계 다음에 추가로 전기전도성 물질을 첨가하는 단계를[0019]

포함할 수 있다.

본 발명의 다른 양태로서, 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 포함하는 바이오연료전지용 전극을 제공할 수 있다.[0020]

상기 바이오연료전지 전극은 양극으로서, 효소는 락카아제(laccase)를 사용할 수 있다.[0021]

본 발명의 또 다른 양태로서, 효소-그래핀 옥사이드를 포함하는 복합체를 포함하는 바이오센서용 전극을 제공할[0022]

수 있다.

상기 바이오센서는 효소로서 락카아제를 사용하여 페놀류 물질을 검출할 수 있는 것을 특징으로 한다.[0023]

발명의 효과

따라서 본 발명에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체는 바이오연료전지, 바이오센서 등에 사용하는 경우 종래의[0024]

효소-탄소구조물 복합체보다 그 성능을 현저하게 개선시킬 수 있다. 특히, 고정된 효소량을 비약적으로 증가시

키며 그 안정성을 획기적으로 향상시킴으로써 상온 및 고온에서의 높은 안정성을 제공할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 락카아제(Laccase: LAC)를 베어 그래핀 옥사이드(Bare graphene oxide: B-GRO)에 고정화시키는 제조 방[0025]

법(LAC/B-GRO)에 관한 모식도이다. 

도 2는 고정된 LAC/B-GRO의 주사형 전자현미경(scanning electron microscope, SEM) 이미지이다. ADS-LAC/B-

GRO, EAC-LAC/B-GRO, 및 EAPC-LAC/B-GRO에 대한 SEM 이미지이다.

도 3은 고정된 LAC/B-GRO 의 초기 활성에 대한 그래프이다. GRO 1mg 당 효소의 활성을 나타내고, A530 nm 파장

에서 활성을 나타낸다.

도 4은 고정된 LAC/B-GRO 의 상온에서의 안정성에 대한 그래프이다. 

도 5는 LAC/B-GRO 전극의 전자전달 매개체(mediator, ABTS)의 유무에 따른 출력(power density)값과, 추가로

탄소나노튜브(CNT)가  첨가된  LAC/B-GRO+CNT  전극의  전자전달  매개체  유무에  따른  출력값을  비교한

그래프들이다. LAC/B-GRO에 추가로 탄소나노튜브(CNT)가 첨가된 LAC/B-GRO+CNT 전극의 상온에서의 18일 동안의

출력(power density)값을 비교한 그래프이다. LAC/B-GRO에 추가로 탄소나노튜브(CNT)가 첨가된 LAC/B-GRO+CNT

전극의 50℃에서 13시간 동안의 출력(power density)값을 비교한 그래프이다.

도 6은 LAC/B-GRO 전극의 상온에서의 안정성에 대한 그래프이다. 

도 7은 LAC/B-GRO 전극의 50 ℃에서의 안정성에 대한 그래프이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0026]
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본 명세서에서 사용되는 용어로서, B-GRO는 베어 그래핀 옥사이드를 의미하고, LAC는 락카아제(laccase) 효소를[0027]

의미하며, ADS-LAC/B-GRO, ADS는 베어 그래핀 옥사이드에 효소를 단순 흡착시킨 복합체를 의미하고, EAC-LAC/B-

GRO, EAC 는 베어 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착 및 가교결합시킨 복합체를 의미하며, EAPC-LAC/B-GRO, EAPC는

베어 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착, 석출 및 가교결합시킨 복합체를 의미한다. 

본 발명의 일 양태로서, 본 발명은 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제공할 수 있다.[0028]

상기 복합체는 앞에서 설명한 바와 같이 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착 및 가교결합 또는, 흡착, 석출 및 가교[0029]

결합되어서 제조된다. 

본 발명의 일 실시예로서, 락카아제를 열전도성, 강도 등이 뛰어난 그래핀 옥사이드에 염석에 의한 효소석출 방[0030]

법을 이용하여 석출된 효소 응집체 형태를 합성한 후 글루타알데하이드(glutaric dialdehyde, GA)처리를 하여

효소를 가교결합(crosslinking)시킴으로써 합성한 석출된 효소 응집체 형태이다(실시예 1). 

본 발명에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체의 구체예는, 도 2에서 나타난 바와 같이, ADS-LAC/B-GRO, EAC-[0031]

LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-GRO을 주사형 전자현미경(scanning electron microscope, SEM)을 이용하여 측정한 결

과로서 확인할 수 있다. 흡착-석출-가교시킨 본 발명의 샘플(EAPC-LAC/B-GRO)은 ADS-LAC/B-GRO와 EAC-LAC/B-

GRO에 비해 효소들이 GRO 표면을 여러 층으로 둘러싸고 있어서 효소로 덮인 GRO는 점점 두꺼워지는 것을 볼 수

있다. 도 2를 살펴보면 그래핀 옥사이드, ADS-LAC/B-GRO 그리고 EAC-LAC/B-GRO의 SEM 사진을 살펴보면 점점 그

래핀 옥사이드 표면은 울퉁불퉁해지며 이는 효소로 둘러 쌓여지는 것으로 예상 할 수 있다. EAPC-LAC/B-GRO는

다른 물질들과는 다르게 그래핀 옥사이드의 두께가 크게 증가한 것을 볼 수 있으며 이로써 훨씬 많은 양의 효소

가 그래핀 옥사이드 표면에 고정된 것을 확인 할 수 있다. ADS-LAC/B-GRO 와 EAC-LAC/B-GRO는 단순히 그래핀 옥

사이드 표면에 고정화 되지만 EAPC-LAC/B-GRO는 효소 침전에 의해 그래핀 옥사이드 표면에 많이 존재하다가 가

교결합에 의해 표면을 감싸는 효소코팅이 이루어져 많은 양의 효소를 고정화 할 수 있다.

본 발명의 일 양태로서, 다음과 같은 단계를 포함하는 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제조하는 방법을 제공할[0032]

수 있다:

(a) 판형 구조를 가지는 그래핀 옥사이드에 효소를 흡착시키는 단계;[0033]

(b) 상기 효소와 상기 그래핀 옥사이드에 가교결합을 형성하기 위하여 가교결합제를 첨가하여 효소집적체를 형[0034]

성하여 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 제조하는 단계.

또한, 본 발명의 또다른 양태로서, 본 발명은 상기 (a) 단계와 (b) 단계 사이에, 상기 효소가 흡착된 판형 구조[0035]

를  가지는 그래핀 옥사이드에 효소 석출화제를 첨가하여 상기 효소를 석출시키는 단계를 추가로 포함할 수

있다.

기존의 일반적인 탄소나노구조물질의 표면은 소수성을 이루고 있기 때문에 효소고정화를 하기 위해서는 탄소나[0036]

노구조물질의 표면을 친수성으로 만드는 전처리 과정이 필요하다. 그러나 그래핀 옥사이드는 산소기능기를 가지

고 있기 때문에 효소가 쉽게 분산될 수 있으므로 그래핀 옥사이드를 이용하면 전처리 과정 없이 효소 고정화가

용이하다는 장점이 있다. 

상기에서 효소는 글루코스 데히드로제나아제, 글루코스 이소머라아제, 당산화효소, 락카아제, 락타아제, 리파아[0037]

제, 망가네이제 페록시다아제, 모트립신, 사일라네이즈, 서몰리신, 서브틸리신, 셀룰라아제, 소이빈 페록시다아

제, 수크라아제, 알코올 탈수소효소, 오가노포스포히드로라아제, 유기포스포하이드롤레이즈, 자일라아제, 키모

트립신, 콜리에스테라아제, 클로리네스테라아제, 클로로 페록시다아제, 탄산무수화효소, 티로시나아제, 트립신,

파파인, 페록시다아제, 포도당 탈수소효소, 포도당 이성화효소 및 히드로제나아제, 홀세라디쉬 페록시다아제로

구성된 군으로부터 선택되는 하나 또는 그 이상일 수 있으며, 이에 제한되는 것은 아니다.
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상기에서 가교결합제는 1-에틸-3-디메틸 아미노프로필카보디이미드, 글루타르 디알데하이드, 디이소시아네이트,[0038]

디안히드라이드,  디알데하이드,  디에폭사이드,  디애시드 클로라이드, 디이미드, 비스(이미도 에스테르),  비스

(석신이미딜 에스테르)로 구성되는 군으로부터 선택되는 하나 또는 그 이상일 수 있으며, 이에 제한되는 것은

아니다.

상기에서 석출화제는 1-프로판올, 2-프로판올, 메탄올, 부틸알콜, 소듐 클로라이드, 소듐 설페이트, 소듐 포스[0039]

페이트, 아세톤, 암모늄 설페이트, 에탄올, PEG, 포타슘 설페이트, 포타슘 클로라이드, 포타슘 포스페이트 및

폴리에틸렌글라이콜 및 이들의 수용액을 단독 또는 혼합한 것일 수 있으며, 이에 제한되는 것은 아니다.

또한, 본 발명은 다른 구체예로서, 상기 (b) 단계 다음에 전극을 제작하는 단계에서 전기전도성 물질을 첨가할[0040]

수 있다. 전기전도성 물질은 예컨대, 탄소나노물질, 탄소나노튜브, 그래파이트, 그래핀 또는 그래핀옥사이드일

수 있다. 이러한 전기전도성 물질의 추가에 의하여 전자전달통로를 생성함으로써 전자 전달을 원활하게 할 수

있다. 구체적인 실시예에서, 그래핀 옥사이드에 효소인 락카아제를 고정화하여 석출된 효소 응집체 형태에 전기

전도성  탄소나노튜브(CNT)를  첨가하는  단계(EAPC-LAC/B-GRO+CNT)를  추가하는  실험을  수행하였으며(실시예  5,

6), 전기화학적 성능이 크게 향상된 결과를 확인하였다(도 5). 따라서, 추가적 탄소나노튜브의 첨가는 궁극적으

로는 바이오연료전지의 출력을 향상시키는 효과를 제공할 수 있다.

또한, 도 1을 통해 제조된 효소-그래핀 옥사이드 복합체의 효소 활성을 자외선 분광광도계를 이용하여 측정하였[0041]

다. 구체적으로 우선 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 인산 나트륨 버퍼 (sodium phosphate buffer, 100mM, pH

6.5)에 0.1 mg/ml로 희석시켜 준비하였다. 시린갈다진(syringaldazine)은 메탄올에 녹여 0.216 mM 농도가 되도

록 제조하였다. 이렇게 만들어진 용액을 가지고 효소의 활성을 측정하였다. 효소의 활성을 측정하기 위해 800ul

인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5) 용액과 100ul 시린갈다진 용액(0.216mM) 그리고 100ul의 락카아제가 고정화

된 그래핀 옥사이드 복합체 용액을 섞어 혼합액을 히팅 블록(heating block)을 이용하여 30도에서 10분간 가열

시킨 후에 530 nm에서 자외선 분광광도계을 이용하여 흡광도를 측정하였다. 도 3은 자외선 분광광도계를 이용한

ADS, EAC, 그리고 EAPC의 활성을 측정한 그래프로서, ADS, EAC, 그리고 EAPC의 활성은 각각 0.53, 2.46, 그리

고 36.0 A530min
-1
/mg B-GRO이다. 본 발명에 따른 효소-그래핀 옥사이드 복합체의 성질은, 도 3에 나타난 바와

같이, 초기활성은 EAPC-LAC/B-GRO가 ADS-LAC/B-GRO에 비해 약 68 배 높은 값을 나타내었고 EAC-LAC/B-GRO에 비

해서는 15 배 높은 값을 나타내었다. 도 4에 나타난 바와 같이, 안정성을 살펴보면, ADS-LAC/B-GRO는 16일이 지

난 후에는 측정이 불가능 하였고 EAC-LAC/B-GRO는 초기활성의 1.1%가 유지되었다. 반면 EAPC-LAC/B-GRO는 42일

이 지난 후에도 초기활성의 40%가 유지되는 안정성이 향상된 결과를 얻을 수 있었다. 

또한, 본 발명의 다른 양태로서, 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 이용한 전기화학적 응용을 위한 효소전극을 제[0042]

공할 수 있다. 

또한, 본 발명의 다른 양태로서, 효소-그래핀 옥사이드 복합체를 이용한 바이오연료전지용 전극을 제공할 수 있[0043]

다. 여기서, 효소는 락카아제인 것을 특징으로 한다.

도 5는 본 발명의 복합체를 이용한 전극의 출력을 나타내고 있다. 바이오연료전지의 성능은 인산 나트륨 버퍼[0044]

(100 mM, pH 6.5)를 연료로 하여 분극곡선(polarization curve)를 구함으로써 최대전력밀도를 측정하였다. 구체

적으로, LAC/B-GRO 전극만의 출력값과 LAC/B-GRO 전극에 전자전달 매개체(mediator, ABTS)를 사용하여 얻은 출

력(power  density)값과 추가로 탄소나노튜브(CNT)가 첨가된 LAC/B-GRO+CNT  전극만의 출력값과 LAC/B-GRO+CNT

전극에 전자전달 매개체를 사용하여 얻은 출력값을 비교하였다.  LAC/B-GRO  전극으로는 ADS-LAC/B-GRO,  EAC-

LAC/B-GRO 그리고 EAPC-LAC/B-GRO 총 3종류의 출력값을 측정하였다. EAPC-LAC/B-GRO 전극만의 출력값은 0.087

μWcm
-2  

이고 이에
 
전자전달 매개체를 사용하여 얻은 출력값은 21.26 μWcm

-2
이다. 추가로 탄소나노튜브(CNT)가

첨가된 LAC/B-GRO+CNT 전극만의 출력값은 1.922 μWcm
-2  

이며 이는 EAPC-LAC/B-GRO 전극만의 출력값보다 22 배

증가한  값이다.  LAC/B-GRO+CNT  전극에
 
전자전달  매개체를  사용하여  얻은  출력값은  265.7  μWcm

-2
으로  EAPC-
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LAC/B-GRO 전극만의 출력 값보다 3054 배 증가한 값이다. 

도 6에서는 도 5에서 큰 출력값을 나타낸 LAC/B-GRO+CNT 전극을 사용하여 상온에서의 전극 안정성 실험의 결과[0045]

를 나타낸다. 상온에서 18일 동안 전극 안정성을 측정한 결과 EAPC-LAC/B-GRO는 초기 출력값의 77%를 유지하고

있는 반면, ADS-LAC/B-GRO는 2일이 지난 후에 초기 출력값의 45%를 유지하다가 4일 후에는 효소의 활성이 나타

나지 않아서 측정이 불가능하였다. 

도 7은 도 6에서 사용한 LAC/B-GRO+CNT 전극을 사용하여 고온(50 ℃)에서의 전극 안정성 실험을 진행하였다. 50[0046]

℃에서 13 시간 동안 전극 안정성을 측정한 결과 EAPC-LAC/B-GRO는 초기 출력값의 81%를 유지하고 있는 반면,

ADS-LAC/B-GRO는 3일이 지난 후에 초기 출력값의 18%를 유지하다가 4일 후에는 효소의 활성이 나타나지 않아서

측정이 불가능하였다. EAC-LAC/B-GRO는 4일이 지난 후에 초기 출력값의 17%를 유지하다가 5일 후에는 효소의 활

성이 나타나지 않아서 측정이 불가능하였다. 

또한, 본 발명의 또 다른 양태로서, 효소-그래핀 옥사이드를 포함하는 복합체를 이용한 바이오센서, 특히 페놀[0047]

센서에 응용이 가능하다. 여기서 효소는 락카아제인 것을 특징으로 한다. 락카아제는 전자의 입출입에 따라 산

화, 환원 반응이 모두 가능한 효소로 바이오연료전지용 효소전극으로 사용될 때에는 외부에서 전자를 받아 산소

를 환원시키는 효소로 사용된다. 한편 바이오센서용 효소전극으로 사용될 때에는 페놀류 물질에서 전자를 떼어

내는 산화반응을 일으키고, 상기 반응을 통하여 생성된 물질은 전기화학적 분석방법을 통하여 쉽게 정량적 분석

이 가능하다. 이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을

보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지

않는다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실 시 예 1

그래핀 옥사이드에 락카아제를 고정화하는 단계[0048]

그래핀 옥사이드에 락카아제를 흡착 시킨 후, 염석을 이용하여 효소를 석출시킨다. 그 뒤 가교결합 시켜 그래핀[0049]

옥사이드에 락카아제가 고정화 되어 석출된 효소 응집체 형태를 제조한다.

구체적으로, ADS-LAC/B-GRO(단순흡착)과 EAC-LAC/B-GRO(단순흡착 후 가교결합) 및 EAPC-LAC/B-GRO(석출화제 첨[0050]

가 후 가교결합)의 고정화 단계이다. ADS-LAC/B-GRO(단순흡착)가 준비된 후 락카아제 덩어리를 만들기 위해 황

산암모늄(ammonium sulfate)를 이용하여 석출된 락카아제가 글루타르알데하이드에 의해 ADS-LAC/B-GRO의 표면과

가교결합하여 락카아제의 응집체 코팅이 발생한다. 

순수한 그래핀 옥사이드 (B-GRO, 6 mg)를 10 mg/ml 락카아제 용액(3 ml)과 함께 혼합하였다. 순수한 그래핀 옥[0051]

사이드와 락카아제의 혼합용액을 실온 100 rpm에서 1 시간 동안 교반시켰다. 이 과정까지의 방법을 ADS-LAC/B-

GRO (단순흡착)라고 한다. EAPC-LAC/B-GRO (석출화제 첨가 후 가교결합제 첨가)를 제조하기 위해 70 중량% 황산

암모늄 용액(2 ml)과 황산 암모늄 가루(1.10 g) 을 3 ml ADS-LAC/B-GRO (단순흡착) 용액에 넣어준 후 30분 동

안 100 rpm에서 실온에서 교반시켜준다. ADS-LAC/B-GRO의 효소 석출 코딩을 위해 최종 농도 50 중량%의 황산 암

모늄 처리된 용액에 가교결합을 위하여 최종 농도 0.5% 글루타르알데하이드 용액을 넣어주었다. 그 뒤 용액을

실온의 100 rpm에서 30분 동안 교반시켜준 후 4 ℃에서 12시간 동안 보관하였다. EAC-LAC/B-GRO (가교결합)를

제조하기 위해서는 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5) (2 ml)을 3 ml ADS-LAC/B-GRO (단순흡착) 용액에 넣어준

후 30분 동안 100 rpm에서 실온에서 교반시켜준다. 위의 용액에 가교결합을 위하여 최종 농도 0.5% 글루타르알

데하이드 용액을 넣어주었다. 그 뒤 용액을 실온의 100 rpm에서 30분 동안 교반시켜준 후 4 ℃에서 충분한 반응

을 위하여 12시간 동안 놓아두었다.  모든 샘플은 4  ℃에서 12시간 동안 반응을 시켜준 후 트리스버퍼(Tris

buffer, 100mM, pH 7.4)를 이용해 60분 동안 100 rpm에서 교반시켜준 후 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5)를

이용하여 효소가 더 이상 새어나오는 것이 없도록 여러 번 씻어주었다. 잘 씻어준 샘플들을 사용하기 전까지 4

공개특허 10-2014-0127169

- 10 -



℃에서 보관한다.

실 시 예 2

그래핀 옥사이드에 락카아제가 고정화 된 석출된 효소 응집체 형태 활성 측정[0052]

제조된 그래핀 옥사이드에 락카아제가 고정화되어 석출된 효소 응집체 형태를 10분간 30도에서 유지시키고 시린[0053]

갈다진(Syringaldazine)과  섞은  후,  파장  530nm에서  흡광도  변화로  활성을  측정하고  단순흡착(adsorption,

ADS) 고정화 방식인 ADS-LAC/B-GRO와 단순 가교결합(crosslinking) 형태인 EAC-LAC/B-GRO의 활성을 비교 분석

하였다. 즉, ADS-LAC/B-GRO(단순흡착)과 EAC-LAC/B-GRO(단순흡착 후 가교결합) 그리고 EAPC-LAC/B-GRO(석출화

제 첨가 후 가교결합)의 활성을 자외선 분광광도계(UV spectrophotometer)를 이용하여 측정하였다. 모든 샘플을

인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5)에 0.1 mg/ml로 희석시켜 준비하였다. 그리고 락카아제의 기질로 사용되는 시

린갈라진 7.8 mg을 10 ml의 메탄올(methanol)에 녹인 후 메탄올을 이용하여 시린갈라진 용액이 0.216 mM이 되도

록 희석시켰다. 이렇게 만들어진 용액을 가지고 효소의 활성을 측정하였다. 효소의 활성을 측정하기 위해 800

μl 인산 나트륨 버퍼(100mM, pH 6.5)와 100 μl의 락카아제가 고정화된 샘플 용액은 미리 섞어 30 ℃에서 10분

간 유지시킨 후 100 μl 시린갈라진(0.216 mM) 용액을 잘 섞은 후 530 nm에서 자외선 분광광도계에서 흡광도를

측정하였다. 

도 3은 ADS-LAC/B-GRO, EAC-LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-GRO의 1 mg B-GRO 당 초기 활성을 나타내는 그래프로서,[0054]

각각의 활성은 0.53,  2.46  그리고 36.0  A530min
-1
/mg  B-GRO으로 측정되었다.  EAPC-LAC/B-GRO의 활성은 ADS-

LAC/B-GRO에 비해 약 68배 높고 EAC-LAC/B-GRO에 비해 약 4.6배 정도 높은 값을 보여주고 있다. EAPC-LAC/B-

GRO의 활성 증가는 효소의 담지량 증가로 설명될 수 있다. 

실 시 예 3

그래핀 옥사이드에 락카아제가 고정화된 석출된 효소 응집체 형태 안정성 측정[0055]

석출된 효소 응집체에 대하여 상온에서의 안정성을 흡광도 변화로 측정한다. 도 4는 상온에서 ADS-LAC/B-GRO,[0056]

EAC-LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-GRO의 시간이 경과함에 따른 안정성을 측정한 그래프이다. 락카아제 분석을 통해

측정된 각각의 활성 지점들은 모두 실온에서 보관중인 main stack에서 조금씩 따서 측정되었다. EAPC-LAC/B-GRO

가 약 25일 동안 초기 활성의 60% 이상을 유지하는 동안 ADS-LAC/B-GRO, EAC-LAC/B-GRO는 측정할 수 없는 활성

값을 나타내는 모습을 보여주고 있다. 이러한 결과는 EAPC-LAC/B-GRO는 B-GRO에 여러 층으로 결합된 효소 코팅

이 높은 담지량을 보여주고 또한 효소들이 서로 변성되거나 새어나오는 것을 막고 있다는 것을 말해준다. EAPC-

LAC/B-GRO의 모습은 도 2 주사전자현미경 이미지를 통해 관찰되었다. 주사전자현미경 사진을 통해 EAPC-LAC/B-

GRO는 여러 층의 효소가 코팅되었고 B-GRO의 주위를 효소 덩어리를 형성하고 있다고 할 수 있다. 또한 이것이

오랜 시간 동안 효소가 새어나오는 것을 막아준다. 이러한 결과를 통해 우리는 ADS-LAC/B-GRO에 비하여 EAPC-

LAC/B-GRO가 전기화학적으로 좋은 성능을 보여줄 것이라 예상할 수 있다.

실 시 예 4

바이오연료전지용 전극 제조[0057]

석출된 효소 응집체에 나피온(Nafion)을 잘 섞은 후 전극(glassy carbon electrode, GCE)위에 올려 바이오연료[0058]

전지용 전극을 제조한다. 단순흡착 형태와 단순 가교 결합 형태도 바이오연료전지용 전극 제조한다. ADS-LAC/B-

GRO, EAC-LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-GRO 샘플 용액 1 mg/ml 안에 5% 나피온 용액을 넣어 용액 속에 나피온의 농

도가 0.1%가 되도록 하였다. 그 뒤 나피온 용액과 모든 샘플 용액이 잘 섞이도록 교반시켜주면서 4 ℃에서 1시

간 동안 반응시켰다. 전극(glassy carbon electrode, GCE)는 바이오연료전지의 작동을 위한 효소 양극을 위한
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물질로서 사용되었다. 전극을 0.05 μm Alumina 가루로 표면을 깨끗하게 닦아 낸 후 초음파분산기(sonicator)를

사용하여 5분간 초음파처리를 해주었다. 광택 처리된 전극 위에 나피온 용액을 넣어 준비한 각각의 샘플을 20

μl씩 올렸다. 그 후 1시간 정도 말려준 후 인산 나트륨 버퍼(100mM, pH 6.5)를 이용하여 4 ℃에서 실험에 사용

하기 전까지 보관하였다.

실 시 예 5

탄소나노튜브를 첨가한 바이오연료전지용 전극 제조[0059]

바이오연료전지의 출력을 향상시키고자 그래핀 옥사이드에 락카아제가 고정화 되어 석출된 효소 응집체 형태에[0060]

추가로 전기전도성 탄소나노튜브를 첨가하여 EAPC-LAC/B-GRO+CNT 전극을 제조하였다. 이와 같이 단순흡착 전극

과 단순 가교 결합 전극에도 추가로 전기전도성 탄소나노튜브를 첨가하여 바이오연료전지용 전극을 제조하였다. 

ADS-LAC/B-GRO, EAC-LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-GRO 샘플 용액 0.75 mg/ml 안에 5% 나피온 용액을 넣어 용액 속[0061]

에 나피온의 농도가 0.1%가 되도록 하였다. 그리고 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5)에 탄소나노튜브를 분산시

킨 용액(1 mg/ml)을 섞어 샘플 용액이 포함된 총 용액 속에 탄소나노튜브 함량이 25% 가 되도록 하였다. 그 뒤

나피온 용액과 모든 샘플 용액이 잘 섞이도록 교반시켜주면서 4 ℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 전극(glassy

carbon electrode, GCE)는 바이오연료전지의 작동을 위한 효소 양극을 위한 물질로서 사용되었다. 전극을 0.05

μm 알루미나(Alumina) 가루로 표면을 깨끗하게 닦아 낸 후 초음파분산기를 사용하여 5분간 초음파처리를 해주

었다. 광택 처리된 전극 위에 나피온 용액을 넣어 준비한 각각의 샘플을 20 μl씩 올렸다. 그 후 1시간 정도 말

려준 후 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5)를 이용하여 4 ℃에서 실험에 사용하기 전까지 보관하였다.

실 시 예 6

전기화학적 성능 측정 과정[0062]

바이오연료전지 실험을 위해 제작된 석출된 효소 응집체 전극과 단순흡착 전극과 단순 가교 결합 전극에 각각[0063]

추가로 탄소나노튜브를 첨가한 전극들의 성능을 전자전달매개체(mediator,  1,4-benzoquinone, BQ)유무에 따른

바이오연료전지의 출력을 측정함으로써 비교 분석하였다. 구체적으로, 바이오 연료전지의 성능을 측정하기 위해

CHI 760 instruments (Austin, TX, USA)이 사용되었다. 위 바이오연료전지는 반쪽 전지(half-cell) 성능을 측

정하기 위한 것으로 중요 구성으로는 효소양극, 전해질, 연료, 상대전극 그리고 기준전극으로 이루어진다. 효소

양극은 실시예 4.에서 제작된 효소양극을 사용하였고 전해질은 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH 6.5)를 사용하였으

며 락카아제의 연료로 사용되는 산소(O2)를 충분히 공급하였다. 상대전극으로 백금(Pt) 전극을 기준전극으로는

Ag/AgCl 전극을 사용하였다. 전자전달매개체(mediator, 1,4-benzoquinone, BQ)를 인산 나트륨 버퍼 (100mM, pH

6.5) 용액에 10 mM이 되도록 넣어주었다. Multi-Current Steps 모드를 이용하여 polarization curve를 얻을 수

있고 이를 통해 최대 전력밀도를 구할 수 있다. Multi-Current Steps 모드는 10분 간격으로 총 10단계를 거치며

각 단계별로 일정한 전류(A)를 걸어주어 전압(V)을 얻는다. 얻어진 전압과 걸어준 전류값으로 구한 파워는 효소

전극의 표면적(0.07 cm
2
)으로 나누어 최대 전력밀도를 계산하였다. 각각의 샘플 ADS-LAC/B-GRO, EAC-LAC/B-GRO

및 EAPC-LAC/B-GRO의 최대 전력밀도는 0.028, 0.024, 0.087 μW/cm
2
로 측정되었다 (도 5). EAPC-LAC/B-GRO의

최대 전력밀도는 ADS-LAC/B-GRO 보다 3.1배 높게 나왔다. 전자 전달속도를 증가시키기 위해 추가로 탄소나노튜

브를  넣어  제작한  전극  ADS-LAC/B-GRO+CNT,  EAC-LAC/B-GRO+CNT  및  EAPC-LAC/B-GRO+CNT의  최대  전력밀도는

0.307,  0.385,  1.922  μW/cm
2
로 측정되었다 (도 5).  EAPC-LAC/B-GRO의 최대 전력밀도는 ADS-LAC/B-GRO  보다

6.3배 높고 EAC-LAC/B-GRO에 비해 5배가 높게 나왔다. 각각의 활성값과 최대 전력밀도를 비교해볼 때 어느 정도

상관관계는 있지만 EAPC-LAC/B-GRO가 활성 측정에서 보여주었던 만큼 최대 전력밀도는 증가하지 않았다. 최대

전력밀도가 효소의 양에 따른 전자 생성량과 전자 전달속도에 의해 결정되는데 반해 효소 활성은 효소의 양과

상관이 있다. 전자전달 매개체를 사용하여 측정한 각각의 샘플 ADS-LAC/B-GRO, EAC-LAC/B-GRO 및 EAPC-LAC/B-

GRO의 최대 전력밀도는 2.09, 2.25, 21.26 μW/cm
2
로 측정되었다 (도 5). EAPC-LAC/B-GRO의 최대 전력밀도는
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ADS-LAC/B-GRO 보다 10.2배 높게 나왔다. 전자 전달속도를 증가시키기 위해 추가로 탄소나노튜브를 넣어 제작한

전극 ADS-LAC/B-GRO+CNT, EAC-LAC/B-GRO+CNT 및 EAPC-LAC/B-GRO+CNT의 최대 전력밀도는 19.25, 31.80, 265.7

μW/cm
2
로 측정되었다 (도 5). EAPC-LAC/B-GRO의 최대 전력밀도는 ADS-LAC/B-GRO보다 13.8배 높고 EAC-LAC/B-

GRO에 비해 8.4배가 높게 나왔다.

실 시 예 7

전기화학적 성능 안정성 측정 과정[0064]

실시예 6에서 측정한 방법을 이용하여 전기화학적 응용이 가능한 효소전극을 바이오연료전지용 효소전극으로써[0065]

효소전극의 안정성을 측정하였다. 도 6에서는 상온에서의 효소전극의 안정성을 측정하였는데 이는 효소전극의

전기화학적 성능을 측정 한 후 효소전극을 100 mM 인산 나트륨 버퍼  (100mM, pH. 6.5)에 넣어 상온에서 보관

하면서 처음 측정(t=0) 한 후 1일이 지난 후 측정하고(t=1) 2일, 4일, 8일, 12일, 18일 순서대로 측정한 것으로

이는 하나의 효소전극을 매번 재사용하였으므로 이 실험으로 안정성이 확보되어 재사용이 가능한 효소전극이라

할 수 있다. EAPC-LAC/B-GRO+CNT 전극은 18일이 지난 후에도 초기 민감도(sensitivity)의 66%를 유지하고 있는

반면 ADS-LAC/B-GRO+CNT는 8일이 지난 후에 초기 민감도(sensitivity)의 13%를 유지하였으며 12일이 지난 후에

는  효소의  활성이  나타나지  않아서  측정이  불가능하였다.  상온에서의  효소전극의  안정성을  측정한  데  이어

고온, 50 ℃에서의 LAC/B-GRO+CNT 전극들의 안정성을 살펴 보았다 (도 7). 50 ℃에서 EAPC-LAC/B-GRO+CNT 전극

의 안정성이 상온에서 보다 더 확실하게 드러난다. 1시간 마다 측정이 이루어졌으며 인산 나트륨 버퍼 (100mM,

pH. 6.5)에 넣어 50 ℃에서 보관 하면서 전극은 ADS-LAC/B-GRO+CNT 전극은 3시간 만에 초기 민감도의 80% 이상

이 감소되었으며 EAC-LAC/B-GRO+CNT 전극은 4시간 만에 초기 민감도의 80% 이상이 감소하였다. 이에 반면 EAPC-

LAC/B-GRO+CNT 전극은 13시간이 지난 후에도 초기 민감도의 80% 이상을 유지하였다. 효소 담지량이 많은 EAPC-

LAC/B-GRO의 경우 높은 효소 활성 및 높은 전극 민감도뿐만이 아니라 효소의 안정성 및 효소 전극의 안정성 또

한 ADS-LAC/B-GRO+CNT과 EAC-LAC/B-GRO+CNT 보다 향상되었음을 상온 및 고온(50 ℃)에서도 확인하였다. 

도면

도면1
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