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특허청구의 범위

청구항 1 

(a) 전도성 산화물(Conducting Oxide) 기질 상에 결합된 금(Au) 나노입자; 및 (b) 상기 금(Au) 나노입자에 결

합된 시토크롬 c을 포함하는 과산화수소 검출용 센서.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 전도성 산화물은 인-주석 산화물, 인-아연 산화물, 주석 산화물, 아연 산화물, 구리-알

루미늄 산화물, 구리-갈륨 산화물, 구리-스칸듐 산화물, 구리-크롬 산화물, 구리-인 산화물, 구리-이트륨 산화

물 및 은-인 산화물로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 전도성 산화물인 것을 특징으로 하는 센서.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 상기 전도성 산화물은 인-주석 산화물인 것을 특징으로 하는 센서.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 상기 금 나노입자는 상기 전도성 산화물의 기질 상에 도입된 설프히드릴(sulfhydryl) 기를

통하여 간접적으로 상기 기질에 결합된 것을 특징으로 하는 센서.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 시토크롬 c는 상기 금 나노입자의 표면에 도입된 아미노기를 통하여 간접적으로 상기

금 나노입자에 결합된 것을 특징으로 하는 센서.

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 상기 센서는 상대 전극 및 기준 전극을 추가적으로 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7 

제 1 항에 있어서, 상기 센서는 0.5 μM 의 검출한계를 갖는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 상기 센서는 10초 내에 안정된 전류에 도달하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9 

다음의 단계를 포함하는 분석 시료 내 과산화수소 검출 방법:

(a) 상기 제 1 항 내지 제 6 항 중 어느 한 항의 과산화수소 검출용 센서를 준비하는 단계;

(b) 상기 센서에 분석 시료를 접촉시키는 단계; 및
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(c) 상기 단계 (b)에서 발생되는 전기적 신호를 측정하는 단계. 

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 과산화수소 검출용 센서에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

과산화수소(H2O2)의 검출은 산업, 임상조절 및 환경 보호 등의 많은 분야에서 중요하게 여겨진다.
1,2

   과산화수[0002]

소를 검출하기 위해 많은 분석법이 개발되었지만, 높은 민감도 및 분리감도를 갖고 사용이 용이한 전류측정 효

소-기반 바이오센서에 대한 관심이 높다.
3,4
   그러나, 높은 민감도 및 안정성을 갖는 센서를 개발하기 위해서는

고상 전극 표면에 효소 및/또는 어떠한 나노구조(예컨대, 탄소 나노튜브, 퀀텀 닷 및 나노입자 등)의 물질을 효

율적으로 고정화시키는 것이 중요하다.
5
   과산화수소를 검출하기 위한 전기화학적 바이오센서는 대개 탄소 기반

의 전극 물질에 홀스래디쉬 과산화효소(Horseradish peroxidase)를 고정화한다.
6
   

수많은 전기화학적 기술은 전극과 고정된 HRP 간에 직접적으로 전자전달 되는 비매개(unmediated) HRP-기반 센[0003]

서를 제조하기 위해 고정된 HRP의 촉매 작용에 의한 과산화수소의 환원을 이용하였다.
8-12

   이는 헤모글로빈과

같은 헴 군을 포함하는 단백질 및 과산화수소와 유사한 촉매활성을 갖는 미오글로빈이 과산화수소 검출기를 제

조하는데 사용되어 왔다.
13-16

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0004]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 산업적으로 이용할 수 있는 고속 및 고감도 과산화수소 검출용 센서를 제조하고자 노력하였다.[0005]

 그 결과, 전도성 산화물 기질 상에 금 나노입자 및 시토크롬 c를 포함하는 전극에 과산화수소를 접촉시키는 경

우, 과산화수소의 농도가 증가함에 따라, 전류값이 증가함으로써, 과산화수소를 빠르고 용이하게 검출 할 수 있

음을 규명함으로써, 본 발명을 완성하였다.

따라서 본 발명의 목적은 과산화수소 검출용 센서를 제공하는 데 있다.[0006]

본 발명의 다른 목적은 과산화수소 검출 방법을 제공하는 데 있다.[0007]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0008]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 (a) 전도성 산화물(Conducting Oxide) 기질 상에 결합된 금(Au) 나노입[0009]

자; 및 (b) 상기 금(Au) 나노입자에 결합된 시토크롬 c를 포함하는 과산화수소 검출용 센서를 제공한다.
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본 발명자들은 산업적으로 이용할 수 있는 고속 및 고감도 과산화수소 검출용 센서를 제조하고자 노력하였다.[0010]

 그 결과, 전도성 산화물 기질 상에 금 나노입자 및 시토크롬 c를 포함하는 전극에 과산화수소를 접촉시키는 경

우, 과산화수소의 농도가 증가함에 따라, 전류값이 증가함으로써, 과산화수소를 빠르고 용이하게 검출 할 수 있

음을 규명하였다.

본 발명의 주요한 특징 중 하나는 유리 기판에 전도성 산화물을 증착한 전도성 산화물 전극을 제조하는 것이다.[0011]

 상기 전극은 당업계에 공지된 다양한 방법에 의해 상기 기판의 표면위에 형성시킬 수 있으며, 바람직하게는 전

자빔  증착,  진공  증착,  열증착(thermal  evaporation),  스핀코팅(spin  coating),  진공  증착,  스퍼터링

(sputtering), 저압 화학기상법, 졸-겔 합성법, 전기 도금 또는 무전해 도금법이다.

본 명세서에서 용어‘전도성 산화물(Transparent conductive oxide; TCO)’은 전도성 필름의 하나로 광학적으로[0012]

투명하고 전기적 전도성을 갖는다.   광전지에 사용되는 전도성 필름은 무기물 및 유기물로 제조된다.   전형적

으로 무기 필름은 인-주석 산화물, 플루오린 돕드 주석 산화물 및 돕드 아연 산화물과 같은 일반적인 전도성 산

화물 층으로 구성된다.   유기 필름은 적외선에 높은 투명도를 갖게 제조할 수 있는 폴리(3,4-에틸린디옥시티오

핀 및 그의 유도체와 같은 폴리머 망과 함께 탄소 나노튜브 망 및 그라핀을 사용하여 개발되었다.   투명 전도

성 필름은 대부분 다결정 또는 무형 미세구조로 제조된다.   평균적으로, 이러한 적용은 효율적인 담체 전송을

위해 입사광선의 80% 투과도보다 우수하고 10
3
 S/㎝보다 높은 전도성의 전극 물질을 사용한다.

바람직하게는, 상기 전도성 산화물은 인-주석 산화물, 인-아연 산화물, 주석 산화물, 아연 산화물, 구리-알루미[0013]

늄 산화물, 구리-갈륨 산화물, 구리-스칸듐 산화물, 구리-크롬 산화물, 구리-인 산화물, 구리-이트륨 산화물 및

은-인 산화물로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 전도성 산화물이고, 보다 바람직하게는, 인-주석 산화

물이다.

본 발명의 인-주석 산화물(Indium tin oxide; ITO, 또는 주석-돕드 인 산화물)은  인(Ⅲ) 산화물(In2O3) 및 주[0014]

석(Ⅳ) 산화물(SnO2)의 고용체로 일반적으로 중량부 90% In2O3 및 10% SnO2로 구성된다.   In
3+
 이온 자리를 Sn

4+

이온이 치환하면서 전자를 내어 놓아 전자 농도가 높아지게 되어 낮은 비저항을 나타내게 된다.   이러한 치환

과정은 높은 에너지를 필요로 하기 때문에 당업계의 통상적인 일반기술에 따르면, 유리 기판 상에 증착할 경우

300도 이상의 온도로 기판 온도를 상승시켜 주석 이온이 쉽게 인 이온 자리를 치활 할 수 있어 낮은 저항의 인-

주석 산화물 전극을 제작한다.   ITO는 투명한 무색의 박막으로 대량으로 있을 시, 노르스름한 회색을 띈다.

적외선 영역에서, 금속-유사 거울로 작용한다.

인-주석  산화물은  전기적  전도성  및  광학적  투명성  때문에  가장  널리  쓰이는  투명한  전도성  산화물  중[0015]

하나이다.   뿐만 아니라, 박막으로 용착하기 용이하다.   모든 투명 전도성 필름과 마찬가지로, 두께의 증가

및 전하 담체의 농도 증가는 투명성는 감소시키면서 물질의 전도성을 증가시키기 때문에 전도성 및 투명성을 절

충해야 한다.

인-주석 산화물의 필름은 전자선 증착(electron beam evaporation), 물리 증착법(physical vapor deposition)[0016]

또는 스퍼터 디포지션(sputter deposition techniques) 방법에 의해 표면에 용착하는데 널리 쓰인다.

본 발명의 주요한 특징 중 다른 하나는 전도성 산화물 기질 상에 금 나노입자를 고정화 하는 것이다.[0017]

바람직하게는, 상기 금 나노입자는 상기 전도성 산화물 기질 상에 도입된 설프히드릴(sulfhydryl) 기를 통하여[0018]

간접적으로 상기 기질에 결합한다.

바람직한  구현예에  따르면,  유리  기판  상의  전도성  산화물  기질을  2%(v/v)  3-MPTMS(3-Mercaptopropyl[0019]

trimethoxysilane)을 포함하는 메탄올에서 밤새 반응하여 ITO 표면에 -SH 기를 생성하였다.   세척한 후, 금속-

티올 작용을 통해 ITO/AuNPs 기질이 생성되도록 ITO/MPTMS 기질을 금 콜로이드 용액에 2시간 동안 침지하여, 투

명전도성 산화물/금 나노입자 혼성체를 제조하였다.

본 발명의 주요한 특징 중 또 다른 하나는 전도성 산화물/금 나노입자 혼성체 상에 시토크롬 c를 고정화 하는[0020]

것이다.

바람직한 구현예에 따르면, 투명전도성 산화물/금 나노입자 전극을 30 mM  11-MUA(11-mercaptoundecanoic  aci[0021]

d)와  반응시키고  EDC(N-ethyl-N′-(3-(dimethylamino)propyl)carbodiimide)  및  NHS(N-hydroxysuccinimide)로
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활성화하였다.   20 ㎕ 시토크롬 c를 활성화된 전극 표면에 첨가하고 전도성 산화물/금 나노입자/시토크롬 c 전

극을 탈염수로 세척하여 결합되지 않은 시토크롬 c 분자를 제거하고 질소증기 하에 건조하여 투명전도성 산화물

/금 나노입자/시토크롬 c 전극을 제조하였다.

본 발명에 따르면, 시토크롬 c는 H2O2의 촉매에 대한 퍼옥시다아제의 유사성으로 인해 고유한 퍼옥시다아제 활성[0022]

을 갖고 산소-특이적 단백질이 아니기 때문에, 인가된 전위 하에 산소의 존재에 의해 간섭받지 않는다.   또한,

시토크롬 c의 헴 보결분자족(heme prosthetic group)이 단백질에 공유결합 되어 있어 유기용제 하에 반응 시 헴

보결분자족이 결실되지 않는다.   시토크롬 c는 pH 2 내지 pH 11의 넓은 pH 범위에서 활성을 갖으며, 열안정성

이 높아 고온 및 화학적 모디피케이션 후에도 생체촉매반응을 수행할 수 있다.   또한, 시토크롬 c는 저가이므

로, 대규모 생체 촉매에 경제적이다.

바람직하게는, 상기 시토크롬 c는 상기 금 나노입자의 표면에 도입된 아미노기를 통하여 간접적으로 상기 금 나[0023]

노입자에 결합된다.

본 발명의 과산화수소 검출용 센서를 전기화학적으로 구현하는 구체적인 실시예를 참조하여 설명하면 다음과 같[0024]

다:

본 발명은 전기화학적 방법으로 과산화수소의 농도에 따라 고정된 단백질의 산화와 환원 상태를 변화하여 과산[0025]

화수소 검출이 가능한 센서에 관한 것이다.   단백질 박막이 형성된 기판은 전해질 용액, 예컨대 HEPES 전해질

안에 배치된다.    기판은 작업 전극으로 포텐티오스탯에 연결되어 작동하고 전해질 안에 기준 전극(예컨대,

Ag/AgCl)과 상태 전극(예컨대, Pt)가 삽입된다.   가준 전극은 포텐티오스탯이 전압을 스윕하는 경우 작업 전극

의 전위 변화를 읽어내는 기준이 된다.   상대 전극은 포텐티오스탯의 전위 조절에 의해 전자가 흐르게 되는 통

로다.   이와 같은 3 전극 시스템은 전기화학에서 가장 많이 구성하는 시스템 중의 하나인 것으로 알려져 있다.

 상기 간단한 전기화학 시스템에서 순환전류전압법을 통해 간단한 전압-전류 곡선을 얻는다.   또한 구성된 전

기화학 시스템의 평형 전위를 알기 위해 개회로 전위를 측정한다.   개회로 전위란 아무런 전압을 가하지 않은,

일종의 회로가 끊어져 있는 상태에서 단백질 박막의 고유 특성과 전해질의 고유 특성에 의해 일정 전위 차가 형

성되게 되고 구성된 시스템이 자연적으로 평형에 이르는 특정 전위를 가지게 된다는 것을 의미한다.   상기 원

리를 역으로 이용하면 한 시스템의 개회로 전위를 알고 있을 때 개회로 전위를 시스템에 인가하면 시스템을 인

위적으로 평형 상태에 근접하게 만들 수 있게 된다.   이를 구체적으로 설명하면 단백질 박막에 특정 환원 전위

가 인가되어 단백질이 전해질로부터 전자를 받아 환원 되었을 경우, 여기에 개회로 전위를 인가하면 단백질 박

막이 본래의 자연적 평형 상태로 돌아가면서 흘러 들어갔던 여분의 전자를 내보내게 된다는 것을 의미한다.

반대로 단백질 박막이 전자를 내보내며 산화되었던 경우에 있어서도 개회로 전위가 인가되면 흘러나왔던 전자들

이 다시 흘러 들어가면서 본래의 전위 상태로 돌아가게 된다. 즉 개회로 전위는 단백질 박막의 산화환원 상태를

읽어내는 역할을 하게 되는 것이다.

바람직하게는, 상기 센서는 상대 전극 및 기준 전극을 추가적으로 포함한다.[0026]

본 발명의 과산화수소 검출용 센서는 적은 양의 과산화수소도 검출 할수 있으며, 바람직하게는 0.5 μM 의 검출[0027]

한계를 갖는다.   또한, 10초 내에 안정된 전류에 도달하여 고속으로 결과를 알 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 다음의 단계를 포함하는 분석 시료 내 과산화수소 검출 방법을 제공[0028]

한다:

(a) 상기 제 1 항 내지 제 6 항 중 어느 한 항의 과산화수소 검출용 센서를 준비하는 단계;[0029]

(b) 상기 센서에 분석 시료를 접촉시키는 단계; 및[0030]

(c) 상기 단계 (b)에서 발생되는 전기적 신호를 측정하는 단계. [0031]

본 명세서에서, 상기 ‘분석 시료’는 과산화수소를 포함할 수 있는 조직 세포, 체액, 혈액 및 혈장과 같은 생[0032]

물학적 시료 및 환경학적 시료를 말하며, 이에 한정되지 않는다.

본 발명의 투명전도성 산화물/금 나노입자/시토크롬 c 전극에 의한 과산화수소의 검출은 다음의 반응식을 통해[0033]

이뤄진다:

[반응식][0034]
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 [0035]

시토크롬-Fe(Ⅲ)에서 전자가 방출되어 시토크롬-Fe(Ⅱ)가 생성되고 상기 시토크롬-Fe(Ⅱ) 2분자와 2H
+
 및 H2O2가[0036]

반응하여 2분자의 시토크롬-Fe(Ⅲ)와 2분자의  물이 생성되는 반응을 통해 과산화수소가 환원되는 과정을 통해,

전류값이 상승되어 과산화수소를 검출하게 된다.

본 발명의 방법은 상기 과산화수소 검출용 센서를 이용하기 때문에, 이 둘 사이에 공통된 내용은 본 명세서의[0037]

과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0038]

(a) 본 발명은 고속 및 고감도 과산화수소 검출용 센서를 제공할 수 있다.[0039]

(b) 본 발명의 과산화수소 검출용 센서를 구성하는 시토크롬 c는 기존의 과산화수소 검출용으로 이용되는 헤모[0040]

글로빈 및 미오글로빈과 다르게 산소에 의해 간섭 받지 않으며, pH 2 내지 pH 11의 넓은 pH 범위에서 활성을 갖

고, 열안정성이 높아 고온 및 화학적 모디피케이션 후에도 생체촉매반응을 수행할 수 있다.

(c) 본 발명의 과산화 검출용 센서는 과산화수소의 농도가 증가할수록 증가하는 전류값을 나타내어 분석이 용이[0041]

하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 ITO/AuNPs 전극에 cyt c를 고정하기 위한 전극 모디피케이션 과정의 도식화를 보여준다.[0042]

도 2는 SEM 이미지를 보여준다.   도 2(a) 내지 도 2(c)는 ITO 표면, ITO 표면 상의 금 나노입자 및 ITO/AuNP

전극 표면에 고정된 시토크롬이며, 스케일 바는 500 ㎚를 나타낸다.   도 2(d)는 ITO 표면의 지형학 이미지이고

스케일 바는 250 ㎚이며, 도 2(g)는 도 2(d)의 조도 분석 그래프이다.   도 2(e)는 ITO/MPTMS 표면에 흡착된

AuNPs의 지형학 이미지이고, 도 2(h)는 도 2(e)의 거칠기 분석 그래프이다.   도 2(f)는 ITO/AuNP 표면에 흡착

된 cyt c의 지형학 이미지이고 도 2(i)는 도 2(f)의 거칠기 분석 그래프이다.   이미지는 1 ㎐로 스캔하였다.

 거칠기 분석 그래프의 Ra는 거칠기 중간값, Rq는 평균제곱근(Root Mean Square; RMS), Rmax는 최대 높이, Rz는

10 pt. 거칠기 중간값, Rp는 거칠기 피크 한계점 최대 피크 높이, Rpm은 거칠기 평균 최대 높이 및 Rvm은 최대 깊

이를 나타낸다.

도 3은 (a) AuNP/ITO; (b) cyt c/ITO/ 및 (c) cyt c/AuNP/ITO 표면의 X-선 회절 패턴을 각각 보여준다.

도 4(a)는 HEPES 버퍼 용액(pH 7)에서 0.05  Vs
-1
 스캔율로 (ⅰ) ITO, (ⅱ) ITO/AuNP, (ⅲ) ITO/AuNP/cyt c 전

극에 대한 순환 볼타모그램을 나타낸다.   도 4(b)는 10 mM, pH 7.0의 HEPES 버퍼에서 스캔율을 0.01 Vs
-1
에서

0.1 Vs
-1
로 증가할 때의 ITO/AuNP/cyt c 전극의 순환 볼타모그램을 나타낸다.

도 5(a)는 음성(ipc) 및 양성(ipa) 피크 전류 대(vs.) 스캔율의 플롯을 보여준다.   도 5(b)는 음성(ipc) 및

양성(ipa) 피크 전류 대(vs.) log(스캔율)
1/2
의 플롯을 보여준다.   도 5(c)는 피크 전위(Epa 및 Epc)의 변수 대

(vs.) 10 mM, pH 7.0의 HEPES 버퍼에서 ITO/AuNP/cyt c전극의 스캔율의 로그에 대한 플롯을 보여준다.   직선

은 곡전의 선형 피트를 나타낸다.

도 6은 10 mM, pH 7.0의 HEPES 버퍼 5 ㎖에 100 mM H2O2 5 ㎕를 첨가하였을 때, H2O2에 대한 ITO/AuNP/cyt c 전

극의 시차펄스전압전류법을 나타낸다.
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도 7(a)는 질소 대기 하에 -0.1 V 전위를 인가하고 10 mM HEPES 버퍼(pH 7)에 200 mM H2O2 20 ㎕를 연속적으로

첨가하여 ITO/AuNP/cyt c 전극에 대한 전류-시간 곡선을 보여준다.   질소 대기 하에 -0.1 V의 전위에서 10 mM

HEPES 버퍼 용액 5 ㎖에 200 mM H2O2 20 ㎕를 첨가하여 분석한 도 7(b)는 cyt c/ITO에 대한 대시간전압전류 곡

선이고, 도 7(c)는 AuNP/ITO에 대한 대시간전압전류 곡선을 나타낸다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0043]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0044]

실험 재료 및 방법[0045]

화학 시약[0046]

말 심장의 시토크롬(cytochrome) c를 시그마-알드리치사(cyt c, 순도 99.7%, 산소 함량 7.0%)로부터 구매하여[0047]

추가 정제 없이 사용하였다.   3-아미노프로필 트리에톡시실란(3-Aminopropyl trimethoxysilan, 3-APTES; 순도

99%), 3-머캅토프로필 트리메톡시실란(3-Mercaptopropyl trimethoxysilane, 3-MPTMS; 순도 85%) 및 금 콜로이

드 용액(-0.01% HAuCl4)을 시그마-알드리치사로부터 구매하여 추가 정제 없이 사용하였다.   N-히드록시석시니

미드(N-hydroxysuccinimide;  NHS),  1-에틸-3-(3-디에틸아미노프로필)  카르보디이미드  히드록클로라이드(1-

ethyl-3-(3-diethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride; EDC)는 시그마 사로부터 구매하였다.   30% 과

산화수소는 대정화금(대한민국)으로부터 구매하고 탈염수에 희석하여 몰 수용액을 준비하였다.   10 mM HEPES

버퍼 수용액(pH 7.0)은 모든 전기화학적 실험에 사용하였다.   모든 수용액은 밀리-Q 시스템(Millipore, 미국)

을 사용하여 정제한 물(18 MΩ㎝)로 제조하였다.

전극 모디피케이션[0048]

40 ㎚의 두께를 갖는 인-주석 산화물(Indium tin oxide; ITO; 20 Ω/㎠)을 실험에 사용하였다.   투명 전극을[0049]

트리톤  X-100/물(1:5,  v/v),  물  및  에탄올에서  각  최소  40분  동안  초음파  세척하였다.    ITO  전극을

NH4OH:H2O2:H2O(1:1:5) 수용액에서 40분 동안 80℃로 가열하고 물로 세척하여 질소증기 하에 건조시킴으로써 표

면에 -OH 기를 생성하였다.

나노입자 및 시토크롬 c의 혼성체의 제조 [0050]

AuNP-cyt c 혼성체를 제조하기 위해, -OH 말단을 갖는 ITO 기질을 2%(v/v) 3-MPTMS을 포함하는 메탄올에서 밤새[0051]

반응하여 ITO 표면에 -SH 기를 생성하였다.   세척한 후, 금속-티올 작용을 통해 ITO/AuNPs 기질이 생성되도록

ITO/MPTMS  기질을 금  콜로이드 용액에 2시간  동안 침지하였다.    ITO/AuNPs/cyt  c  기질을 제조하기 위해,

ITO/AuNPs를  30  mM  11-MUA(11-mercaptoundecanoic  acid)와  반응시키고  EDC(N-ethyl-N′-(3-

(dimethylamino)propyl)carbodiimide) 및 NHS(N-hydroxysuccinimide)로 활성화하였다.   20 ㎕ cyt c를 활성화

된 전극 표면에 첨가하였다.   ITO/AuNP/cyt c를 탈염수로 세척하여 결합되지 않은 단백질 분자를 제거하고 질

소증기 하에 건조하였다.

cyt c/ITO 전극을 제조하기 위해, ITO 전극을 2% APTES 용액에 포함된 에탄올에서 6시간 동안 반응하였다.   샘[0052]

플을 에탄올 및 탈염수로 세척하였다.   다음, 기질을 1% 글루타르산 무수물(Glutaric unhydride; GA)에 실온에

서 밤새 침지하였다.   기능화된 기질을 탈염수로 세척하고 질소증기 하에 건조하였다.   20 ㎕ cyt c를 기질에

3시간 동안 반응하고 탈염수로 세척 후 질소증기 하에 건조하였다.   ITO/AuNPs 전극에 cyt c를 고정하기 위한

전극 모디피케이션 과정을 도 1에 도식으로 나타내었다.
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ITO/AuNP/cyt c 표면의 특성[0053]

원자력현미경(Atomic  Force  Microscopy;  AFM,  나노스코프 Ⅳ/멀티모드,  미국)를 이용하여 ITO,  ITO/AuNP  및[0054]

ITO/AuNP/cyt  c  전극  표면의  표면  지형학을  조사하였다.    모든  결과는  250  내지  300  ㎑의  공명진동수

(resonance frequency, f0)를 갖는 실리콘 캔틸레버(cantilevers)를 사용하여 탭핑 모드로 기록하였다.   모든

결과는 22℃에서 측정하였다.   이미지의 조도(roughness) 및 섹션 분석은 나노스코프의 오프라인 과정을 통해

실시하였다.   SEM 측정은 JEOL JSM S-4300을 사용하여 20 ㎸의 전압에서 실시하였다.

조도 파라미터은 3 전극 표면 특성의 다목적 특징을 위해 고안하였다.   평균제곱근(Root Mean Square; RMS) 조[0055]

도 Rq는 가장 흔하게 쓰이는 조도 파라미터로, 높이의 표준편차를 제공한다.   진폭 파라미터 Rz는 결과에 대한

극한 높이차를 제공한다.   표면 비대칭도 Rsk는 높이 분포의 비대칭도를 나타낸다.   0의 비대칭도 값은 가우스

(Gaussian)-유사 표면을 나타낸다.   Rsk의 음의 값은 피크(peak)보다 밸리(valley)가 우세한 다공성 표면 샘플

을 말하며, Rsk의 양의 값은 부분적 서밋(summit)이 밸리보다 우세함을 말한다.

제조한 샘플의 X-선 회절 패턴은 2θ에서 초당 0.02°의 스캔율 조건의 리가쿠(Rigaku) X-선 회절계에서 Cu Kα[0056]

방사선(λ) 1.54056 Å을 나타내었다.   X-선 회절계sms 40 ㎸ 및 150 ㎃로 작동하였다.

과산화수소수의 전기화학적 활성 및 검출[0057]

작동전극으로 ITO/AuNP/cyt c 기질, 상대전극으로 백금 코일, 기준전극으로 Ag/AgCl/KClsat를 이용하여 순환 전[0058]

압전류법(Cyclic Voltammetry; CV)를 수행하였다.   CHI660A 일정전위기을 이용하여 50 ㎷S
-1
의 스캔율에서 0.2

내지 -0.4 V의 전위 범위로 실험을 수행하였다.   변형된 ITO 전극과 다양한 과산화수소 농도에서 ITO/AuNP/cyt

c을 이용하여 시차펄스전압전류법(Differential  Pulse  Voltammetry;  DPV)  및 대시간전류법(choronoampermetr

y)을 수행하였다.   5㎖의 10 mM HEPES(pH 7.0)에 200 mM 과산화수소를 20 ㎕씩 연속 첨가하고 전위를 -0.10 V

로 설정하여 전류-시간 곡선을 기록하였다.

결과 및 토론[0059]

SEM 및 TEM을 사용한 지형학 분석[0060]

ITO,  ITO/AuNP  및  ITO/AuNP/cyt  c의  지형학적  특징을  SEM을  이용하여  측정하였다(도  2의  (a)  내지  (c)).[0061]

AuNP는 ITO 표면에 잘 부착되었고 -40 ㎚의 입자 직경을 갖는 것을 확인하였다.   또한, cyt c 고정화 후 입자

의 이미지를 나타내는 도 2(c)의 입자는 최대 -50 ㎚의 직경을 갖는 것으로, cyt c가 ITO 표면 상의 AuNP에 부

착함을 확인하였다.   도 2의 (d) 내지 (f)는 3 가지(ITO, ITO/AuNP 및 ITO/AuNP/cyt c) 다른 샘플 표면을 1

㎐로 스캔한 전형적인 AFM 결과를 보여준다.   MPTMS/ITO 상에 고정된 AuNPs의 크기는 AuNPs 콜로이드의 크기보

다 2-3배 컸다.   이는 AuNPs의 응집 및 AFM 팁의 콘볼루션(convolution) 때문일 것이다.   그러나, 결과는

cyt c가 ITO 기질 상의 AuNPs에 연결된 것을 명백히 보여준다.   스캔 결과로부터 얻은 조도 파라미터 그래프를

도 2의 (g) 내지 (i)에 나타내었다.   3 표면의 선별된 조도 파라미터를 표 1에 나타내었다.

표 1

[0062]

나노스코프를 이용한 오프라인 섹션 분석은 AuNP  및 cyt  c의 높이가 각각 4  ㎚ 및 15  ㎚임을 보여주었다.[0063]

AuNP 입자의 직경은 40 ㎚로 관찰되었고 이는 이러한 구조는 -2개의 입자 응집체를 말한다.   또한, 단일 cyt c
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분자의 크기는 3  ㎚이다.
18
   이는 응집된 AuNPs가 ITO  기질에 부착한 것을 의미하며 결과적으로 -50  ㎚의

AuNP-cyt c 혼성체가 형성됨을 말한다.   표 1은 각 샘플에 대한 RMS 조도가 감소하고 ITO 표면에 대한 높이를

보여준다.   ITO 표면은 거칠고 직경 10 내지 50 ㎚의 수많은 알갱이로 구성되어 있다.   비대칭도(Rsk) 값은 피

크가 밸리보다 우세함을 나타낸다.   이러한 결과를 조합하여 입자(AuNPs 및 cyt c)가 표면에 잘 고정되어있는

것을 확인하였다.   또한 밸리보다 우세한 높은 부분의 첨예도(Rku)는 증가하였다.   최대 피크 높이(Rp)는 3 샘

플에서 증가하였다.   이러한 결과를 근거로, cyt c가 AuNPs에 잘 부착되어 ITO 표면 상에 혼성체(ITO/AuNP/cyt

c)를 형성함을 확인하였다.

ITO 전극 장에 혼성체 형성을 확인한 X-선 회절 분석[0064]

AuNPs, cyt c 및 AuNPs와 결합한 cyt c의 X-선 회절 패턴을 구하였다(도 3).   XRD(X-Ray Diffraction) 측정을[0065]

사용하여 AuNPs에 cyt c가 잘 결합함을 확인하였다.   도 3에서 볼 수 있듯이, AuNPs 스펙트럼(a)에 대한 패턴

을 구하고 JCPDS(Joint Committee on Powder Diffraction Standards) 카드 파일 번호 01-073-1234에 기초하여

구조를 확인하였다.   이러한 패턴으로 입자의 결정도를 확인하였다.   스펙트럼(b)에서 관찰된 넓은 피크 어라

운드 2θ=18은  cyt c의 헴(Heme) 중심이다.   XRD 스펙트럼(c)에서 회절 피크는 cyt c의 넓은 피크와 함께 양

나노입자에 대해 보일 수 있다.   AuNPs-cyt c 결합체의 스펙트럼은 이러한 피크의 조합으로 보여지며, 조립 과

정 결과 전극 표면에 혼성계의 형성됨을 증명한다.

ITO/AuNP/cyt c 전극의 순환 전압전류법[0066]

ITO/AuNP/cyt c 전극의 산화환원 반응의 특성을 조사하기 위해 10 mM pH 7.0 HEPES 버퍼에서 50 ㎷s
-1
 스캔율로[0067]

순환 전압전류법 연구를 수행하였다.   도 4(a)에서 확인 할 수 있듯이, 0.4 내지 -0.2 V의 전위범위에서

ITO(곡선ⅰ) 및 ITO/AuNP(곡선 ⅱ) 전극에 대한 분명한 산화환원반응의 피크는 관찰되지 않았다.   그러나 대조

군 ITO 전극과 비교하여 ITO/AuNP 전극에 대한 약간의 증가가 관찰되었다.   또한, ITO/AuNP/cyt c 전극은 전자

교환을 담당하는 Fe
3+/2+

 산화환원 중심에 의한 한 쌍의 명확한 준-가역 산화환원 피크(곡선 ⅲ)를 보여주었다.

 양성 피크 전위(Epa) 및 음성 피크 전위(Epc)는 각각 0.09 및 0.02 V(vs. Ag/AgCl)이고, 피크-to-피크 분리(△

Ep)는 70 ㎷이다.   또한, 나노입자는 산화환원 반응 중심 및 전극 표면 사이의 총 거리의 증가에도 불구하고,

계면의 전기화학적 전자전송율을 상당히 향상시켰다.

10 mM HEPES에서 0.01 내지 0.1 Vs-1의 각각 다른 스캔율 조건으로,  ITO/AuNP/cyt c 전극의 순환 볼타모그램[0068]

을 수집하여 도 4(b)에 나타내었다.   환원 및 산화 피크는 약간의 이동과 함께 음성 및 양성 피크 전위에서 각

각 다른 스캔율에 대하여 증가하였다.

더욱이, ITO/AuNP/cyt c 전극에 대한 조사는 도 5(a)에서와 같이 스캔율 및 스캔율의 로그에 대하여 각각 양성[0069]

및 음성 피크 전류에 대한 선형 플롯을 나타내었다.   이러한 분석에 기초하여, 스캔율의 증가는 산화 웨이브가

양성 전위로 더 변화하고 환원 웨이브를 음성 전위로 더 변화하게 하였다.   양성 및 음성 피크 전위는 log υ

에 의존적이다.   Ep=f(log υ)의 그래프는 음성 피크에 대하여 -2.3 RT/αηF와 동일한 경사를 갖고 양성 피크

에 대하여 2.3 RT/(1-α)ηF인 두 직선을 나타낸다(도 5c).   전하이동 계수(α)값은 다음의 공식에 기초하여

곡선의 경사로부터 0.456을 나타내었다:

상기 kα(0.037)는 Epa=f(log υ)로부터 유도한 선의 경사이다; kc(0.044)는 Epc=f(log υ)로부터 유도한 선의 경[0070]

사이다; α는 전하-이동 계수이다.   전극 및 층에 증착된 표면 간의 전자 이동에 대한 분명한 전하-이동율 상

수는 다음의 공식에 따라 0.69 s
-1
가 된다:

 [0071]
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또한, ITO/AuNP/cyt c 전극에 cyt c의 표면 농도(Γ)는 다음의 공식을 이용한 Ip vs.υ의 경사에 기초하여 추정[0072]

할 수 있다:

 [0073]

상기 Ip는 환원 피크 전류, υ는 스캔율 및 A는 전극 표면 영역이다.   F는 패러데이(Faraday)상수이고 R은 기[0074]

체 상수, T는 절대온도이다.   Γ의 값은 4.2×10
-10
 mol/㎝

-2
이다.

H2O2의 전기촉매 환원[0075]

시차펄스전압전류법(differential pulse voltammetry technique)은 어떠한 전기화학적 센서의 최고 민감도 및[0076]

최저 검출 한계을 결정할 수 있다.   그러므로, ITO/AuNP/cyt c 전극의 전기화학 반응을 H2O2 농도에 따라 관찰

하였다.   도 6은 10 mM HEPES(pH 7.0)의 버퍼 수용액에서의 시차펄스볼타모그램을 보여준다.   이는 -0.1 V에

서 H2O2 촉매 환원 전류에 대한 높은 시차 펄스 피크를 분명히 나타낸다.   0.02 V에서 환원을 시작하여도 -0.1

V에서 cyt c가 완전환원 되므로 전위는 -0.1 V로 하였다.   H2O2 농도가 0.1 mM에서 0.4 mM로 증가 시, 전류 반

응도 증가하였다.   전류의 정도 또한 H2O2 농도에 따라 증가하였다.   그러므로, 시차펄스법을 사용한 이러한

결과는 변경된 전극이 H2O2의 검출에 사용될 수 있음을 설명한다.

H2O2의 전류측정 결정[0077]

Cyc  c는  H2O2의  촉매에  대한  퍼옥시다아제의  유사성으로  인해  고유한  퍼옥시다아제  활성을  갖는다.
42

[0078]

ITO/AuNP/cyt c의 H2O2에 대한 전기촉매 반응을 조사하고 다음의 공식으로 H2O2 를 촉매하는 원칙을 설명하였다:

 [0079]

H2O2 검출을 위한 혼성체 분자의 촉매 반응을 측정하기 위해 ITO/AuNP/cyt c 전극에 대한 대시간전류법 실험을[0080]

실시하였다.   도 7(a)는 pH 7의 10 mM HEPES 5 ㎖에 200 mM H2O2의 20 ㎕을 첨가하여 ITO/AuNP/cyt c에 대한

전형적인 전류-시간 플롯을 설명한다.   버퍼 수용액에 H2O2의 첨가를 추가하였다.   작동 전극 전위는 -0.1 V로

설정하였다.   환원 전류는 가파르게 증가하여 안정값에 도달하였고 이러한 반응은 장시간 매 첨가에서 관찰되

었다.   도 7(b)에서 볼 수 있듯이, pH 7의 10 mM HEPES 5 ㎖에 200 mM H2O2의 20 ㎕를 첨가한 후에 cyt c/ITO

전극에 대한 대시간전류법 곡선을 구하였다.   그러나, H2O2의 첨가는 전류를 약간 증가시켰고 AuNP/cyt c 전극

과 비교하여 반응이 불안정하였다.   또한, 상기 시스템을 사용하였을 때, 포화 상태에 빨리 도달하였다.

도 7(c)는 cyt c가 없는 ITO/AuNP에 대한 전류측정 곡선을 보여준다.   이러한 시스템을 사용할 경우, H2O2의[0081]

첨가는 전류에 약간의 증가를 나타내었으나, 반응은 빠르게 포화하였다.   종합적으로, 개발된 전극 센서는 H2O2

농도 최대 6 mM까지 선형 반응을 보여주었다.   전류 반응 vs. H2O2의 농도는 환원 전류에서 선형 증가를 보여준

다.   현 전극 센서의 검출 한계는 0.5 μM으로 다른 센서의 검출 한계에 필적한다.   또한, AuNP의 결합으로

인해, 전극은 빠른 전자 전달율을 보여준다.   표 2는 현 전극의 검출 한계를 요약하여 본 발명과 비교하였다.

 본 시스템은 H2O2의 첨가 후에 10초 내에 정상 상태 전류의 95%에 도달하였다.   그러므로, 본 발명은 H2O2의

검출에 대해 빠른 반응을 보이는 전극을 개발하였다.
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표 2
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이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0102]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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