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요 약 :탄소반죽에 쑥조직을 혼입시켜 과산화수소 정량 바이오센서를 제작하고 그것의 전기화학적 성

질을 조사하였다. 다른 생체조직을 이용하여 제작한 센서와 비교할 때, 생촉매 안정성이 뛰어났으며, 보

다 큰 감응신호를 보여주었다. 조직의 함량 변화에 따른 신호의 변화는 넓은 범위에 걸쳐 직선성을 보

여 주었고, Lineweaver-Burk 도시의 직선성은 전극 감응이 효소 촉매작용에 의하여 조절되고 있음을 보

였다. 또 감응전류의 pH 의존성 변화는 센서가 두 종류의 동위효소를 포함하고 있음을 암시하였다. 

Abstract : A mugwort-tissue-based modified carbon paste electrode was constructed for the amperometric

detection of hydrogen peroxide and its electrochemical properties are described. Especially the amperometric

signal was very stable and bigger than any other enzyme electrode studied in this lab. The effect of tissue

composition on the response was linear within the wide range of experiment and the linearity of Lineweaver-

Burk plot showed that the sensing process of the biosensor is by enzymatic catalysis. And pH dependent current

profile connoted that two isozymes are active in this system. 
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1. 서 론
 

효소의 촉매작용이 기질과 효소의 산화-환원에 관

련되어 있다면 전기화학적인 방법으로 반응전류를 측

정하여 효소의 열역학적 정보나 반응속도, 반응메커니

즘 등, 여러 가지 특성에 관한 정보를 얻을 수 있다.

1962년 Clark와 Lyons1, 1967년 Updike와 Hicks2 등에

의하여 생체에 포함된 효소를 촉매로 사용하는 센서
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제작 개념이 제안된 이후, 여러 가지 형태의 바이오센

서들이 개발되었다. 특히 바이오센서에 순수한 추출효

소를 고정하는 대신 동식물의 생체조직을 혼입시켜도

특정 기질에 대하여 잘 감응한다는 사실이 알려진 후,

Ruiz3 등과 Kano4 등은 acethylcholine esterase와 choline

oxidase를 매개체 hexacyanoferrate(III)이온과 함께 탄

소 및 백금전극에 각각 고정시켜 choline, acethylcholine

및 arsenocholine을 정량하였으며, Rosa5 등은 이 방법

을 응용하여 갯벌이나 키위 속에 잔류하는 유기농약

을 정량하였다. Bonakdar6 등은 공업용 tyrosinase와

버섯에 포함된 tyrosinase를 매개체 hexacyanoferrate와

함께 사용하여 phenol 센서를 제작하였다. Wang과

Kwon7 등은 phenol 유도체를 정량하기 위하여 효소원

으로 버섯, 바나나, 고추냉이를 이용하기도 하였다.

Messia8 등은 malic 및 pyruvate oxidase를 고정시킨

이성분 전극을 이용하여 포도가 익어가는 과정에서

malate의 함량 변화를 추적하기도 하였으며, Conrath9

등은 감자 속에 있는 acid phosphatase를 이용하여 무

기인산을, Luque de Castro10는 sulphite oxidase를 이

용하여 sulphite를 분석하였고, Lee11 등은 각각 미생물

과 dithizone를 이용하여 cyanide와 납을 정량하였다.

한편 시료 중에 존재하는 용존산소의 영향 없이 당을

측정할 수 있는 전극이 Wang12 등에 의하여 개발되어

당뇨환자의 당 측정, 심장질환자의 젖산 및 콜레스테

롤 측정 센서 개발에 새로운 장이 열리게 되었다. 

과산화수소는 폐수처리나 소독에 사용되며, 표백 및

탈취제로도 사용되는 중요한 화학공업용 시약이다.13,14

또 생유기체의 대사과정에서 생성되기도 하는데, 그

예로 glucose가 gluconic acid로 산화될 때 부산물로서

얻어진다. 따라서 과산화수소를 신속하고 정확하게 정

량하는 일은 대단히 중요하다. 과산화수소의 정량에는

고전적인 적정법,15 분광법16 등, 여러 가지 방법17들이

다양하게 알려져 있다. 

최근에 이루어지는 과산화수소의 미량분석에는 크

게 나누어 두 방법이 주류를 이루는데, 화학발광18이

나 형광 검출법19을 이용하는 발광법(luminescence)과

과산화수소 분해 효소를 전극에 고정시켜 바이오센서

로 이용하는 전기화학적 방법20이 대표적이다. 전자의

경우 1.30×10−9~1.25×10−5 M에 이르는 넓은 검정곡

선의 직선 영역19a과 20~50 nM 수준의 탁월한 검출한

계19d,e를 보여준다. 그러나 분석시료의 합성과 전처리

과정이 매우 복잡하여 많은 시간이 걸리는 단점을 갖

고 있으며, 분석 비용 면에서 불리한 점을 배제할 수

없다. 하지만 전기화학적 방법은 10초 이내의 빠른 감

응시간으로부터 시간당 60개 이상의 시료를 처리할

수 있는 능률성7b과 효소의 기질에 대한 특이성으로부

터 얻을 수 있는 분석물질에 대한 탁월한 선택성 때

문에 5.0×10−5 M의 비교적 높은 검출한계21b에도 불

구하고 널리 연구되고 있다. 특히 전극에 혼입시키는

효소의 추출과정 없이 생체조직을 직접 전극에 고정

시킬 수 있는 방법은 바이오센서 제작을 대단히 용이

하게 한다. 본 실험실에서는 동식물이 포함하고 있는

과산화수소 분해효소를 추출하지 않고, 조직을 파쇄하

여 탄소반죽에 혼입시켜 센서를 개발하고자 노력하고

있으며, 얻어진 결과들을 수차례 보고한 바 있다.21 여

기서 중요한 것은 신호의 크기와 안정성인데, 이 조건

들을 충족시키는 물질을 색원하던 중, 쑥이 바이오센

서의 필요조건들을 상당히 충족시키는 것을 발견하고,

이를 이용한 효소전극을 제작하여 그것의 전기화학적

성질들을 살펴보았다. 여기에 그 결과들을 보고하고자

한다. 

2. 실 험

2.1. 기구 및 시약

순환전압-전류 그림을 얻기 위하여 BAS Model

EPSILON(Bioanalytical System, Inc., U. S. A.) 전압전

류계를 사용하였으며, 이외의 신호전류 측정은 KIPP

& ZONEN X-t(BD111, Holand) 기록계가 장착된

EG&G Model 362(Princeton Applied Reach, U. S. A.)

를 이용하였다. 기준전극과 보조전극으로 Ag/AgCl

(BAS MF2052)과 Pt 백금전극(BAS MW1032)을 각각

이용하였다. 실험용액의 pH측정은 Digital pH/mV/

Temp meter(Suntex SP-701, Taiwan)가 이용되었으며,

이 기기는 Shinyo사의 pH 4, 7, 10 표준완충용액

(Shinyo Pure Chemicals Co., Japan, S.P.C. GR Reagent)

으로 검정되었다. 흑연가루와 미네랄오일은 각각

Fluka와 Sigma사 제품이었으며, 기질로 Junsei사의 과

산화수소(EP, 35%)를 이용하였다. 전해질로는 Shinyo

사의 NaCl(99.5%)을, 전해질 용액의 pH 조절은 묽은

NaOH(Shinyo Pure Chemicals Co., Japan) 및 HCl

(Oriental Chem. Co. Korea)용액을 사용하였다. 

2.2. 전극의 제조 와 전류측정

Ferrocene 0.09 g을 20 mL CHCl3에 녹인 후, 흑연

가루 0.91 g과 혼합하여 건조시킨 후 미네랄오일과

55:45(wt/wt)의 비율로 혼합하여 반죽을 만든다. 여기

에 호모게나이저로 90분 이상 파쇄한 필요량의 쑥 조
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직을 완전 혼합하여 전극물질을 제조한다. 이 반죽을

오옴 접촉이 있는 내경 6 mm의 폴리에틸렌 튜브에

충진시켜 전극을 성형한다. 전류측정은 pH가 조절된

10 mL 0.1M NaCl 용액에 작업전극을 위치시키고, 환

류상태에서 충전전류가 바탕선에 도달하였을 때, 기질

용액 첨가 후 신호차를 과산화수소 분해전류로 간주

하였다. 

3. 결과 및 고찰

Fig. 1은 위와 같은 방법으로 제작한 작업전극의 전

기화학적 거동을 보여주는 순환전압-전류 그림이다.

전극은 10%의 쑥 조직을 포함하고 있으며, pH 6.60의

전해질 속에서 a-1, a-2, b-1, b-2 의 연속된 순서로 측

정한 전압-전류 그림이다. a-1, a-2는 전해질 용액에

기질을 가하기 전에 얻은 것이며, 곡선 b-1에서 (+)로

표시된 전류 계단은 1.0 M H2O2 200 uL 의 첨가시점

을 나타낸다. 기질 첨가 후, 곡선의 형태는 전류가 급

격히 증가하는 것을 보여주고 있는데, 이는 기질인 과

산화수소의 분해에 기인한 것이다. 쑥 조직은 전기화

학적으로 볼 때 매우 복잡한 혼합물이다. 따라서 확인

하기 힘든 메커니즘의 여러 전기화학반응이 계 내부

에서 일어날 수 있다. 그러나 본 계에서는 그 증가가

과산화수소의 첨가에 기인된 것이며, 기질 첨가 후,

CV의 모양에 주목할 만한 변형이 없으므로, 신호전류

의 증가는 과산화수소의 분해에 의하여 유발된, 즉 기

Fig. 1. Comparison of cyclic voltammograms of mugwort tissue modified enzyme electrode without(a) and with(b) adding
200 uL of 1.0 M H2O2 in 10.0 mL of 0.1 M NaCl solution. The (+) indicates the addition of H2O2. 

Fig. 2. Typical response curve of the biosensor. 0.1 M H2O2,
100 uL was added to 10 mL electrolyte solution(pH
8.47) at -100 mV(vs. Ag/AgCl). The tissue compo-
sition of the electrode used was 5%.
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질의 환원전류로 볼 수 있다. Fig. 2는 본 실험에서

신호를 얻는 전형적인 과정을 보여주고 있다. 교반중

인 용액 중에서 전극전위 인가 시 급격하게 생성되는

컨덴서 전류는 약 40초 경과 시 바탕 수준으로 감소

하며, 대략 1분이 경과하면 완전히 바탕선을 형성한다.

이 때 기질을 가하면 전류는 급격히 증가하는데, 15초

정도 지나면 기질의 환원전류는 포화되어 안정하고,

일정한 상태(t100%)를 유지한다. Wang등7b 은 바나나

조직을 이용하여 탄소반죽 전극을 만들 경우 12 sec

의 짧은 t95%을 얻어, 시간당 60개 이상의 시료를 처리

할 수 있다고 주장하였다. 여기서 얻어진 t100% =15sec

는 위의 예와 비교할 때, 신호의 크기를 고려하면 대

단히 우수한 값이다. 이 사실은 쑥으로부터 추출된 효

소를 이용하여 과산화수소 정량 전극을 제조할 때 신

호크기의 적절성과 안정성을 예견할 수 있게 해 주는

것이다. 

Fig. 3은 기질농도에 따른 신호의 크기가 직선성으

로부터 쉽게 벗어나는 것을 보여주고 있다. 효소전극

의 검정곡선은 작은 기질 농도에서 직선성을 보이지

만, 농도가 조금만 증가하여도 이로부터 쉽게 벗어나

는 경우를 흔히 볼 수 있다.22 그 이유로는 과산화효

소의 기질 분해반응이 다단계의 반응일 경우, 쑥이 포

함한 과산화효소는 전체 단계중의 특정 단계만을 촉

매할 가능성이 있으며, 본 계에 존재 가능한 여러 종

의 과산화효소들이 각기 다른 속도로 과산화수소의

분해에 참여할 수 있기 때문이다. 또 효소전극의 표면

에 존재하는 활성자리의 수가 제한되어 있으며, 기질

과 효소가 중간 복합체를 형성하여 전극 표면이 포화

되는 현상에 기인된 것으로 해석할 수도 있다. 동물의

경우 조직의 부위에 따라 효소의 활동도가 다른 것으

로 알려져 있다.23 여기에 사용된 쑥조직은 잎으로부

터 채취한 것이다. 따라서 식물조직의 경우에 보다 향

상된 검정곡선의 직선성을 얻고자 한다면 꽃, 뿌리,

줄기 등, 각 부위에 따른 효소활동도의 관찰도 병행되

어야 할 것이다. Fig. 4는 Fig. 3의 데이터로부터 얻은

Lineweaver-Burk 도시이다. 실험의 전체 영역에서 직

선 상관계수, 0.999의 좋은 직선성을 보이며, 이로부

터 얻은 Vmax와 KM 값은 각각 20 nA와 2.11×10−4 M

이었다. 기질의 농도변화에 대한 반응속도의 변화를

양역수 도시하는 Lineweaver-Burk 도시로부터 직선성

이 얻어지면 그 반응은 효소의 촉매작용에 의하여 반

응속도가 조절되는 반응이다. 따라서 Fig. 4로부터 얻

어진 직선성은 전극반응이 효소에 의하여 조절되는

Fig. 3. Plot of amperometric response of the biosensor vs.
concentration of hydrogen peroxide. Other conditions
are the same as in Fig. 2.

Fig. 4. Lineweaver-Burk plot from the data in Fig. 3.

Fig. 5. The effect of the tissue composition on the response
of the biosensor. Substrate concentration was 1.0×
10−3 M and other conditions are the same as in Fig. 2.
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반응임을 말하여 주고 있다. 본 계의 촉매인 과산화효

소는 추출된 상태가 아니므로, 전극의 과산화효소 농

도 변화에 대한 신호의 함수관계를 관찰하고자 한다

면 이는 쑥조직의 함량 변화에 의하여 조절될 수밖에

없다. 여기서 조직의 함량변화는 탄소반죽의 전극표면

에 위치할 활성자리의 밀도와 밀접한 관계가 있다.

Fig. 5는 쑥조직의 함량 변화에 대한 감응전류의 변화

를 관찰한 것이며, 조직의 함량변화와 감응전류가 직

선관계를 보이고 있다. 일반적으로 생체조직을 포함한

전극의 신호는 조직 함량 증가에 따른 활성자리의 증

가로 인하여 증가하며, 일정 수준이 지나면 전극의 전

도도가 감소하므로 다시 감소하는 경향을 보여준다.21a

그러나 여기서 보여주는 쑥조직의 경우 14%에 이르

기까지 실험 범위 내에서 직선성을 보이는 것은 이상

의 경우에도 직선성을 예측할 수 있는 것으로, 보다

크고 안정한 신호를 얻을 가능성을 말하여 준다.

Table 1은 쑥의 함량이 15% 일 때, 여러 기질농도에

서 전극의 감응전류가 pH에 따라 변화하는 결과를 얻

은 것이며, 이들을 도시할 때 pH에 의한 변화 경향성

을 쉽게 확인할 수 있다. 그 도시가 Fig. 6이다. 낮은

pH 영역과 높은 pH영역 즉, pH 4.50과 pH 6.60의 두

pH 값 부근에서 극대값을 보여주고 있다. 고추냉이로

부터 추출된 과산화효소가 두 동위효소로 구성되어

있음이 본 실험실에서 확인되었던 사실에 비추어21e,g,

여기서 보여주는 경향성도 쑥의 생체조직에 두 동위

과산화효소가 존재하고 있음을 말하여 주고 있다. 

효소 촉매작용의 두드러진 특징 중 하나는 기질에

대한 특이성, 즉 방해물질의 효과가 거의 없다는 것이

다. 여기서 실험 결과에 영향을 미칠 수 있다고 생각

되는 화학종, catechol, L-threonine, L-DOPA, L-

ascorbic acid, L-histidine, Dopamine, L-aspartic acid

의 7종을 선택하여 신호크기에 미치는 영향을 조사하

였다. 이들의 대부분은 과산화수소의 구조에 포함된 -

OH기를 모두 포함하고 있으며, 양성자 주게로 활동할

수 있는 것들이다. L-DOPA와 L-aspartic acid의 경우

용해도 관계상 포화용액으로, 그리고 이외의 화학종에

대하여는 0.1 M이 되도록 용해시킨 후 기질용액과 동

일 농도가 되도록 투입하여, 투입한 경우와 그렇지 않

은 경우의 용액에서 얻어진 신호의 크기를 비교하여

보았다. 실험조건은 Fig. 2의 경우와 동일하다. 대부분

의 경우 신호크기에 어떤 영향도 주지 않았다. 그러나

catechol과 dopamine의 경우 신호크기에 영향이 없었

으나, 상당히 큰 바탕선의 이동 현상을 보여주었다.

이 결과는 시금치 조직을 혼입한 경우21d와 다소의 차

이를 보이는 것이다. 따라서 동식물 조직을 이용하여

과산화수소 정량을 위한 바이오센서를 제작할 경우

각각에 대한 방해물질의 효과는 엄밀히 검토되어야

할 것이다. 

4. 결 론 

과산화수소의 정량을 위한 전극을 개발하기 위하여

쑥 조직을 탄소반죽에 혼입시켜 전극을 만들고 그것

의 전기화학적 특성을 살펴보았다. 생체 조직을 이용

하는 효소전극은 신호 측정 시 다음과 같은 공통적

Table 1. pH effect on the response of the mugwort based working electrode

[S].mM
pH

3.25 3.69 4.14 4.55 4.93 5.38 5.72 6.14 6.58 7.04 7.42 7.73

8.4 345 420 675 923 675 478 600 840 668 525 503 412

9.9 413 465 750 1208 765 600 675 900 750 585 585 480

12.0 487 525 855 1125 863 675 788 975 840 795 690 638

15.0 600 660 1050 1275 975 840 975 1200 1050 893 863 750

20.1 788 885 1335 1463 1238 1125 1238 1575 1350 1125 1088 960 nA

Fig. 6. pH-dependent current responses at the five different
concentrations of substrate.
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문제점을 지니고 있다. 우선 전극전위 인가 시 형성되

는 충전전류가 매우 크며, 이것이 영점 수준으로 감소

하기 까지 많은 시간이 걸린다. 이와 같은 현상은 조

직이 건조되지 않았을 때 특히 심각한데, 쑥 조직의

경우는 건조되지 않았음에도 불구하고 앞서 연구된

것들보다 상당히 짧은 안정화 시간을 보여 주었다. 조

직함량 증가에 따른 신호의 경향성은 좋은 직선성을

보여주었다. 이는 전극에 포함되는 과산화효소의 양이

적절히 조절된다면 넓은 기질 농도 범위에 걸쳐 직선

성을 보여주는 검정곡선이 얻어질 가능성을 보였다.

또 기질용액의 산성도 프로필은 쑥의 과산화효소가

두 종류의 동위효소로 구성되어 있을 가능성을 암시

하였다. 
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