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ABSTRACT

E. coli TG1 pBS TOM Green was cultured to produce toluene-o-monooxygenase (TOM). A biosensor system was

successfully constructed using purified TOM to effectively detect trichloroethene (TCE) and tetrachloroethene (PCE),

which represent some of the major contaminants in groundwater and soil. In order to utilize TOM as a sensor, NADH, a

biological oxidizer, was replaced with hydrogen peroxide which is a chemical oxidizing agent. A three-layered sandwich-

type sensing tip was fabricated on the outside of the hydrophilic polyvinylidene fluoride membrane. TCE and PCE were

applied to the sensor and the hydrogen ions were measured by a fiber optic fluorometer using fluoresceinamine.

Calibration curves were obtained for TCE and PCE in the concentration range of 0.2-100 mg/l, and the detection limit of

the system was 10 µg/l for TCE and PCE.
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1. 서 론

산업화 과정 중 여러 가지 난분해성 오염물질이 환경

중으로 방출되어 왔다. 이러한 난분해성 물질 중 염소로

다중 치환된 유기물질인 trichloroethyle(TCE)과 tetrachloro-

ethylene(PCE) 등과 같은 염화유기탄소는 공업용 세정제

나 드라이크리닝 용제로 대량으로 사용되고 방출되어 많

은 토양 및 지하수를 오염 시키고 있어 측정을 의무화하

고 있다(Lee, 2011). 이러한 휘발성 염화유기오염물질을

분석하기 위해 공정시험법과 같은 실험실적 off-line 측정

법이 사용되고 있으나, 일반적으로 전처리에 오랜 시간이

소요되며, 전처리와 시료의 이송, 보관 과정에서 큰 누적

오차가 발생된다. 따라서 토양, 지하수 시료 중에 염화유

기오염 물질을 on-line 측정할 수 있는 저렴하고 간편한

검출시스템의 개발이 요구된다.

바이오센서는 생체감지물질(bioreceptor)에 감지된 신호를

전기적 신호로 변환시키는 신호변환기(signal tranducer)로

구성되어 검출하고자 하는 물질을 특이적으로 감지할 수

있는 장치이다. 일반적으로 생체감지물질로는 특정물질과

선택적으로 결합하고 반응할 수 있는 세포(Hemachander

et al., 2001), 효소(Bidmanova et al., 2010), 항체, 항원,

렉틴, hormonereceptor 등이 사용된다. 신호 변환 방법으

로는 전기화학적 방법이나(Law et al., 2003), pH(Ricci

et al., 2003), 형광(Arnosti et al., 2000), 발색, 온도 및

중량변화 등의 변화를 정밀하게 측정할 수 있는 다양한

물리화학적 방법이 사용되고 있다.

바이오센서는 비교적 균질한 시료의 확보가 가능한 보

건, 의료 분야에서 주로 사용되어 왔으며, 측정조건이 급

변하는 환경 측정용으로는 활용이 매우 초보적인 실정이

다. 바이오센서의 검출부에 미생물 등의 세포를 사용하는
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경우 검출 물질에 대한 특이성이 낮고, 세포의 활성 유지

가 어려우며, 세포의 대사 반응에 의한 간섭 등이 나타날

수 있다. 효소를 이용한 바이오센서를 사용하는 경우 측

정 대상 물질에 대한 특이성과 반응성이 개선되며, 전체

세포를 바이오센서에 활용함으로써 야기될 수 있는 여러

문제점을 극복할 수 있다. 

Toluene-ortho-monooxygenase(TOM)는 toluene을 분해할

수 있는 Burkholderia cepacia G4(Newman and Wackett,

1995)에서 발견된 산화효소로 toluene 이외에 naphthalene,

TCE, dichloroethylene, vinyl chloride(Shields et al., 1994)

을 산화 분해할 수 있어 활용성이 높다. 그러나 Burkhol-

deria cepacia G4가 염화유기탄화수소를 분해할 때 2차

기질로 사용되어 세포의 성장이나 에너지원으로 사용될

수 없어 미생물 활성의 유지가 어려운 단점이 있어 미생

물 자체보다는 효소를 사용하는 것이 적합하다. 

염화유기탄소가 TOM에 의하여 분해되는 경우, 다음의

TCE의 예와 같이 반응하여 이산화탄소와 염화수소가 발

생하며 수소이온의 농도가 변하는 것으로 알려져 있다

(Newman and Wackett, 1995). 

C2Cl3H + NADH + H++ 2O2 ---> 2CO2+ NAD++ 3HCl

 (1)

위의 반응에서 전자공여체인 NADH는 세포내 분해 대

사과정에서 생성되는 물질로서, 효소반응을 진행하기 위

하여 외부에서 지속적으로 공급해주어야 하는 문제점이

있다. 그러나 NADH 이외에 과산화수소도 전자공여체로

사용할 수 있는 hydrogen peroxide shunting 기전이 규

명되어 TOM을 다양하게 사용 할 수 있는 방법이 연구되

고 있다(Prasad and Mitra, 2004).

본 연구에서는 토양, 지하수 오염원인 TCE와 PCE을

간편히 측정할 수 있는 바이오센서 시스템을 개발하여 그

특성을 조사하였다. Toluene-ortho-monooxygenase(TOM)

을 센서 부분에 고정화 시킬 수 있는 방법을 도출하였으

며, 효소가 반응할 때 발생되는 수소이온을 fiber optic

sensor로 검출하는 장치를 개발하고 TCE와 PCE 농도와

의 상관관계를 도출하였다.

2. 연구방법

2.1. 세포배양과 효소의 정제

특이성이 개선되어 TCE에 대한 분해능이 가장 우수하

다고 판명된 E. coli TG1 pBS TOM Green(Canada et

al., 2002)을 배양하여, 분해 효소인 toluene-o-mono-

oxygenase 특성을 비교하고 효소를 이용한 센서에 사용하

기 위하여 정제법을 확립하였다. E. coli TG1 pBS TOM

Green의 적절한 활성을 유지하기 위하여 LB 배지(Luria-

Bertani media)에서 37oC에서 overnight(16시간~18시간)

배양하고, 이를 다시 새로운 LB 배지에 OD600 0.05 이

하로 접종한 후 OD600 2인 정지상까지 배양하였다. E.

coli TG1 pBS TOM Green은 kanamycin의 최종농도가

100 μg/ml로 하여 배양하여 TOM 효소의 활성을 유지하

도록 하였다. OD600 2까지 배양한 E. coli TG1 pBS

TOM Green을 원심 분리하여 세포를 선별한 후, 3-[N-

Morpholino] propane sulfonic acid(25mM MOPS, Sigma,

USA)로 3회 세척하였다. 선별된 세포를 25 mM Tris-HCl

(pH 7), 10% glycerol, 5 mM thioglycolate, 170 μg/ml의

phenylmethyl sulfonyl fluoride(PMSF, Sigma)가 함유되

어있는 buffer와 1:4의 무게비로 넣어 현탁액을 제조하였

다(Newman and Wackett, 1995). 제조된 세포 현탁액을

튜브에 넣은 후, 얼음물 속에서 초음파 분쇄기(Soniprep

150 MSE, UK)로 30초 동안 4회 초음파 분쇄하였다(de

Azevedo, and Brondani, 2001). 제조된 crude enzyme을

포함하는 현탁액을 4oC, 16000 g에서 20분간 원심 분리하

여 세포 파쇄 잔재물을 제거한 후. 분리된 crude enzyme

용액 5 ml에 Dnase I(Takara, Japan) 10 μl를 넣고 상온

에서 16,000 g의 조건으로 60분간 원심분리한 후, −70oC

에서 보관하여 적정한 농도로 희석하여 사용하였다. 시료

200 μl를 FPLC(Fast Performance Liquid Chromato-

graphy, Amersham Pharmacia Frac 900, USA)의 ion

exchanger(Resourse Q_1)을 통과시켜 정제하였다. FPLC

에 흘려주는 buffer는 상기 서술한 buffer를 사용하였으며,

FPLC의 colunm에서 기포의 발생을 예방하기 위하여

filtering(Millipore. USA)한 후 질소를 치환하여 가스를

제거한 후 사용하였다. FPLC 분석 조건은 wavelength

260 nm, 280 nm, 520 nm 등 세 가지 다른 파장을 선택

하여 분리하였고, UV average time은 1.28 sec로 하였다.

Flow rate는 0.1 ml/min으로 흘려주었으며, 100 μl씩 분리

선별 하였다. 압력은 대략 100 psi 정도였으며 유속의 변

화에 따라 자동 조절 되었다. FPLC 분석 후 정제된

enzyme은 냉동 보관하여 사용하였다.

2.2. 센서 검출부의 제조방법

검출층(indicator)을 제조하기 위하여 hybrid silica

solution이 사용되었다. PTMOS(phenyltrimethoxysilane,

Sigma, USA)와 TEOS(Tetraethoxysilane, Sigma, USA)

및 H2O, 촉매의 비율을 변동 시험하여 gel 형성의 최적
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조건을 확립하였다(Jurmanovi , et al., 2010). 유리 바이

얼에 증류수 0.35 ml를 넣고 0.25 ml의 96% 에탄올,

TEOS 1.1 ml, PTMOS 0.4 ml, HCl(0.1 M) 0.35 ml를

순서대로 넣고 10분 동안 초음파 혼합(Branson 2210,

USA) 하고, 상기 혼합액 1 ml에 3 mg의 Fluoresceine-

amine(FLA isomer II, Sigma, USA)을 넣어 sol-gel/

indicator solution을 제조하였다. TOM 효소의 작용에 의

해 염화유기탄소가 분해되면 수소이온이 발생하여 산성으

로 변화되며, sol-gel 안에 존재하는 Fluoresceineamine

(FLA isomer II, Sigma, USA)와 작용하여 변색되고 이

를 광학적으로 검출할 수 있었다. FLA는 형광물질이며

490 nm에서 excitation, 519 nm에서 방출된다(Chaudhury

et al., 2003). N,N-Dimethylformamide(DMF, Tedia) 용매

500 μl에 1 mg의 FLA를 용해시켜 희석하여 사용하였다.

센서용 3층 원형의 감지판을 만들기 위하여 유리판

(cover glass, 10 mm diameter)을 사용하였다. 염산용액,

물, 에탄올을 사용하여 세척한 후 건조시켰다. 건조된 유

리판을 평평한 위치에 놓고 sol-gel/indicator solution 4 μl

를 도포하였다. 1~2분 후 완전히 건조되기 전, gel이 형

성 되었을 때 유리판의 크기와 같게 만들어진 Durapore

membrane(HVLP 2500, Millipore, USA)을 올려놓은 후

가볍게 압착시켰다(Fig. 1). 샌드위치형 감지판 제조시

curing 온도, 함수율, 시간을 변화시켜 최적의 제조 조건

을 도출하였다. 건조된 판에 효소 및 미생물을 고정화시

키기 전 phosphate buffer(50 mM, pH 7)에 30분 동안

넣어 sol-gel solution 제조 중 반응되지 않은 산을 제거

한 후 건조시켜 사용하였다.

원형의 감지판에 효소를 고정화시키기 위하여

glutaraldehyde(8% aqueous solution, Grade I, Sigma,

USA)가 사용되었다. 고정화 효율을 높이기 위하여 bovine

serum albumin(BSA, Sigma, USA)이 첨가된 효소와

phosphate buffer(5 mM)를 섞어 working enzyme solution

(A)을 제조하고, glutaraldehyde 40 μl와 phosphate buffer

(5 mM, PPB) 100 μl가 함유된 working glutaraldehyde

solution(B)을 제조하였다. Membrane 층의 상부표면에 B

용액 20 μl와 A용액 80 μl 혼합액 10 μl를 도포한 후,

4oC에서 40%의 습도를 유지하면서 2시간 동안 건조시켰

다. 그 후 glutaraldehyde(8% aqueous solution, Grade I,

Sigma, USA)을 이용하여 과산화수소를 고정화시키고, 과

산화수소의 농도, 고정화 순서 등의 영향을 살펴보았다.

2.3. 검출 시스템의 구성

검출부를 설치하여 검출하기 위하여 2-channel의

optode system(Ocean Optics, Inc., USA)을 사용하여 시

스템을 구성하였다. Fig. 2는 sensing system과 sensing

probe 부분의 개략도이다. Screwable terminal holding

ring 안에는 효소나 세포가 고정화된 멤브레인, sol-gel/

indicator layer, 유리 disk의 3층 판이 설치되어 ‘O' ring

으로 고정시키고 설치하였다. 설치된 검출부에 광섬유

(optical fiber)를 통해 광원의 빛을 조사한 후 back

scattering된 빛은 필터부분을 통과한 후 fluorospectro-

meter(Ocean Optics, Inc., USA)로 on-line 강도를 측정

하였다. 컴퓨터에 설치된 전용프로그램을 사용하여 파장

과 광원을 조절하였다. 

cé

Fig. 1. Structure of three-layered sandwich-type sensing tip.

Fig. 2. Schematic diagram of fiber optic system installed a

toluene-o-xylene monooxygenase immobilized sensing unit.
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2.4. 분해성 실험 

정제된 TOM 효소의 TCE와 PCE의 분해성에 미치는

NADH(Sigma, USA)와 hydrogen peroxide(Showa, Japan)

의 영향을 살펴보았다. 효소가 고정화된 원형판이 들어있

는 60 ml 부피의 serum vial에 기밀하고 마이크로 시린지

(microsyringe, Hamilton)를 이용하여 TCE의 최종농도가

200 μM이 되도록 주입하였다. 휘발성이 강한 TCE의 손

실을 최소화하기 위하여 바이얼에 TCE를 주입하고 바로

거꾸로 세워 바이얼 입구의 위치를 바닥으로 향하게 하여

TCE 유출을 방지하였다. TCE가 주입된 바이얼은 37oC

항온배양기내에서 overnight 접촉시킨 후, GC(Shimadzu

GC-17A AFW, Japan)를 이용하여 바이얼에 포화되어있는

TCE양을 측정하였다. 또한 광물화(mineralization)된 염소

이온 농도는 정도는 chloride assay법을 이용하여 측정하

였다(Bergmann and Sanik, 1957), 측정하려는 용액 0.6ml

에 200 μl 9 M HNO3의 0.25 M Fe(NH4)(SO4)2·12H2O

용액 200 μl과 95% 에탄올에 용해된 Hg(SCN)2 200 μl

를 첨가하여 5분 동안 반응시킨 후 Spectrophotometer

(UV1800, Shimadzu, Japan)로 460 nm에서 측정하였다.

3. 연구결과 및 고찰 

3.1. FLA를 이용한 pH 측정

미생물과 산화효소에 의해 염화유기탄소가 분해되는 경

우 방출된 수소이온 농도를 지시제인 Fluoresceineamine

(FLA)의 광학적 강도의 변화로 측정 가능한지 여부를 검

토하였다. FLA의 excitation λm는 490 nm이며 emission

λm는 520 nm이었다(Chaudhury et al., 2003). pH의 변화

에 따라 Fluorospectrophotometer(Jisico, Japan)을 이용하

여 강도(intensity)를 측정하였다. FLA가 TCE 분해에 따

른 pH 변화를 효과적으로 감지할 수 있고. 바이오센서용

sol-gel을 제조하는데 감지제로 사용될 수 있음을 알 수

있었다. Fig. 3는 Fluorospectrophotometer로 520 nm에서

측정하는 경우 pH의 변화와 intensity의 선형 상관관계를

보여준다.

3.2. 전자공여체 비교실험

TCE에 대하여 E.coli pBS Kan TOM을 적용하는 경

우, 전자공여체로 hydrogen peroxide와 NADH을 사용하

는 경우, 반응 효과를 비교하였다(Fig. 4 (a)). Hydrogen

peroxide를 적용시킨 경우, NADH을 사용하는 경우보다

분해성이 증진됨을 알 수 있다. 즉, 과산화수소는 NADH

의 대체물질로 효과적으로 사용될 수 있으며, 과산화수소

Fig. 3. Fluoroscene intensity of Fluoresceineamine at 520 nm for

various pH.

Fig. 4. Effect of NADH and H2O2 for the degradation and

mineralization of TCE and PCE by toluene-o-monooxygenase.
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를 공급하여 주는 경우, TOM 효소를 이용한 센서 개발

이 가능할 것으로 판단된다. 

PCE의 경우, toluene-o-monooxygenase이 발견된 원균

주인 Burkholderia cepacia G4는 분해능이 없는 것으로

알려져 있으나(Newman and Wackett, 1995), 정제된 효

소와 hydrgen peroxide를 적용하는 경우는 42%까지 분

해함을 알 수 있다. 이와 같은 반응성의 변화는 세포외의

효소에 NADH를 적용하는 경우보다 H2O2를 적용하는 경

우에 훨씬 크게 나타났다. 즉, hydrogen peroxide를 적용

하여 반응을 진행시키는 경우 TOM의 반응기전이 변하여,

PCE의 분해과정에도 효과적으로 적용시킬 수 있음을 알

수 있었다. 이와 같이 산화효소에 의하여 PCE가 분해될

수 있다는 사실은 Pseudomonas stutzeri OX1에서 정제

된 toluene-o-xylene monooxygenase(ToMO)의 경우에는

관찰된 바 있다(Ryoo et al., 2001). 그러나 toluene-o-

monooxygenase(TOM)에 의하여 PCE가 분해 될 수 있다

는 것은 처음 밝혀진 사실로, 이는 산화효소의 6개

segment 중 일부분이 PCE와 TCE의 분해에 작용되며,

이러한 segment는 TOM과 ToMO 공통적인 것으로 추정

되며 hydrogen perooxide에 의하여 작동되는 것으로 판

단된다. 그러나 자세한 분해 기전에 대하여서는 심도 있

는 연구가 요구된다. 이러한 결과는 효과적인 TCE 및

PCE 측정용 biosensor의 개발 뿐 만이 아니라, TCE와

PCE에 오염된 지하수를 처리하기 위하여 효소반응을 활

용한 공정의 개발도 가능할 것으로 판단된다. 또한 TOM

에 hydrogen peroxide를 적용시킨 경우, NADH를 사용

하는 경우보다 PCE의 분해성이 크게 증진됨을 알 수 있

다. 즉, 과산화수소는 우수한 NADH 대체물질로 사용될

수 있으며, 과산화수소를 공급하여 주는 경우, 효과적인

TCE와 PCE를 센서 개발이 가능할 것으로 판단되었다. 

3.3. 바이오센서의 반응 특성 

Fig. 5는 toluene-o-monooxygenase의 변이주 중 활성

도가 향상된 TOM Green을 사용하여 제작된 센서의 오

염물질 잔류농도에 따른 특성 곡선을 나타낸다. 0.01

ppm에서부터 100 ppm 범위의 TCE와 PCE의 농도의 영

역에서 fluorescence 강도의 변화를 나타내었다. 1 ppm

이상의 TCE와 PCE에 대하여서는 포화 특성을 나타내었

다. 즉, 1 ppm 이상의 농도에서는 농도의 증가에 따라서

intensity가 증가하지 않는 전형적인 Monod형 효소반응의

특성을 나타내었다. 일반적으로 효소 반응은 반응 물질이

활성화 부위에 결합하여 반응이 진행되므로, 단위 효소 당

tunrover number 한정적이며, 기질의 농도를 증가시켜도

포화속도 이상으로 반응성의 향상을 기대할 수 없다. 

한편, 0.1 ppm 이하의 TCE. PCE 농도 영역에서는

TOM으로 적용한 센서는 농도의 증가에 따라 ΔIntensity

가 선형으로 증가하는 경향을 나타내었다. TOM의 경우

TCE, PCE의 농도가 10 ppb의 경우에 각각 41과 50이

나타나, 이보다 작은 1 ppb의 영역까지 농도변화를 감지

할 수 있을 것으로 판단된다. 이는 TCE와 PCE의 경우

지하수의 먹는 물 기준이 각각 30 ppb, 10 ppb인 것을

고려할 때 수질 기준의 1/30 1/10 정도의 낮은 농도까지

감지할 수 있는 감도로 판단된다.

4. 결 론

산화효소를 이용하여 장시간 동안 사용할 수 있는

biosensor를 개발하기 위해서는 NADH 등과 같은 조효소

의 지속적인 공급이 요구된다. 이러한 biosensor의 기능상

의 문제점을 극복하기 위하여 hydrogen peroxide를 이용

하여 조효소를 대신할 수 있는 방법을 도입하였다. 즉, 효

소의 정상적인 기능에 요구되는 NADH의 필요성을 제거

하고, NADH의 재생에 수반되는 복잡한 대사 과정을 단

순화 시켜, biosensor에 사용되는 효소의 활성을 지속적으

로 유지시킬 수 있었다. 실험에 사용된 균주는 지방족 염

화유기탄소의 분해성을 개선한 E. coli TG1 pBS TOM

Green에서 정제된 toluene-o-monooxygenase를 TCE,

PCE에 적용시키는 경우. 조효소 역할을 대체 할 수 있는

화학적 산화제인 hydrogen peroxide를 적용하는 경우 조

효소인 NADH를 적용하는 경우 보다 더 높은 반응성을

보였으며 적정한 H2O2 농도는 200 mM로 나타났다. 

미생물이나 효소에 의해 염화유기탄소가 분해되는 경우

Fig 5. Response of biosensor using toluene-o-monooxygenase at

the various concentrations of TCE and PCE.
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탄소에 붙어있는 Cl-이 떨어져 나오며 이에 따라 Cl-과

H+이 증가한다. 즉, TCE, PCE 등이 분해성이 높을수록

H+가 방출되어 수용액상의 pH를 낮추게 한다. pH

indicator의 액상 실험 결과 fluoresceinamine의 경우

520 nm에서 H+ 농도의 변화에 따라 intensity가 일차식으

로 변화함을 알 수 있었다. 이를 이용하여 수용상의 pH

변화에 따른 indicator의 intensity 변화를 측정하여 TCE,

PCE를 검출, 측정 할 수 있었다. 제작된 바이오센서를 적

용하는 경우 10 ppb까지 TCE, PCE 농도변화를 감지할

수 있는 것으로 나타났다, 이는 먹는 물 환경 기준에서

TCE, PCE가 각각 30 ppb, 10 ppb임을 고려할 때, 시료

채취와 전처리 등 복잡한 과정 없이 in-situ로 낮은 농도

까지 감지할 수 있을 것으로 판단된다.
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