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요약 국문초록( )

살모넬라균은 식중독을 일으키는 주요 원인 중의 하나로 식품을 통해

사람에게 감염된다 감염 시 발열 구토 설사 등의 증상이 나타나게 되. , ,

고 심한 경우 사망에 이르게 된다 이러한 살모넬라균에 오염된 식품을, .

감지하기 위해 다양한 방법이 사용되었으나 낮은 민감도로 인해 실효성

을 가지기 어려웠다.

본 연구에서는 높은 민감도와 선택도로 살모넬라균에 오염된 식품의

지시물질인 휘발성 유기 화합물 (volatile organic compound, VOC)

을 실시간으로 감지할 수 있는 바이오센서를 개3-methyl-1-butanol

발하였다 지시물질의 선택적 감지를 위해 초파리. (Drosophila 의 냄새결)

합단백질 중 알코올류에 특이적으로 결합한(odorant binding protein)

다고 알려져 있는 단백질의 결합부위를 구성하는 서열들을 최적LUSH

화하여 펩타이드를 합성하였다 이 때 말단에 추가적으로 개의 페. , C- 3

닐알라닌 을 합성하여 상호작용으로 탄소나(phenylalanine, Phe) -π π

노튜브 에 고정이 가능하도록 하였다 합성된 펩타이(carbon nanotube) .

드를 단일벽 탄소나노튜브(single walled-carbon nanotube, SWNT)

기반의 전계 효과 트랜지스터 에 기능화(field-effect transistor, FET)

하였다 탄소나노튜브 채널에 펩타이드를 고정한 후. p 전계 효과-type

트랜지스터의 전기적 특성이 유지됨을 확인하였다 제작된 센서로.
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을 의 높은 민감도와 선택도로 실시간 감지3-methyl-1-butanol 1 fM

가 가능함을 확인할 수 있었다 또한 이를 기반으로 돼지고기 가공 햄.

슬라이스를 이용하여 실제 식품에서 살모넬라균 오염여부를 감지할 수

있음을 확인하였다.

따라서 본 연구는 냄새결합단백질 유래 펩타이드로 기능화 한 탄소나

노튜브 기반의 바이오센서가 식품오염 조기판별에 활용될 수 있는 가능

성을 제시하고 있다.

주요어 냄새결합단백질 탄소나노튜브: 3-methyl-1-butanol, , ,

전계 효과 트랜지스터 바이오센서,

학 번: 2013-20954
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서론1.

살모넬라균 감지를 위한 선행 연구1.1.

살모넬라균은 식중독을 일으키는 주요 원인 중의 하나로 식품을 통해

사람에게 감염된다 살모넬라균에 감염 시 발열 구토 설사 등의 증상이. , ,

나타나게 되고 심한 경우 사망에 이르게 된다 이러한 살모넬라균을, [1].

감지하기 위해 enzyme immunoassay (EIA), antibody capture, DNA

등의 방법들이 사용되었다 그러나 이러한probes, PCR assay [2-5].

방법들은 낮은 민감도를 가지기 때문에 살모넬라균의 조기 발견이 어렵

고 시간이 많이 소요되어 실효성을 가지기 어려웠다, .

이러한 문제를 해결하기 위해 살모넬라균에 감염된 음식에서 발생하,

는 냄새물질들을 기체 크로마토그래피 방법으로(gas chromatography)

분석하여 찾아내는 연구가 진행되었다 이를 통해[6]. 3-methyl-1-

과 과 같은 알코올류의 휘발성 유기 화합물의 농도가butanol 1-hexanol

특이적으로 증가하는 것을 밝혀냈다 그러나 기체 크로마토그래피 질량. -

분석법 방법은(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)

전문적인 기술을 필요로 하기 때문에 이를 상업적으로 이용하기에는 한

계가 있었다 이러한 배경에서 밝혀낸 지시물질들에 반응하는 쉽고 빠. , ,
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른 센서를 개발하기 위한 연구가 많이 진행되었다 그러나 이러한[7, 8].

개발된 장치들 또한 앞서 나열한 방법들과 마찬가지로 낮은 선택도와 민

감도로 인하여 실질적인 활용이 어렵다는 한계점이 있었다.

이러한 한계점들을 극복하기 위해 본 연구는 인간의 후각 시스템이 본

능적으로 냄새를 인지하고 식품의 변질을 판별해낼 수 있다는 것에 착,

안하여 시작하게 되었다 앞서 언급한. 낮은 선택도와 민감도에 관련된

문제를 해결하기 위해서 기존에도 인간의 후각 시스템을 모사한 다양한,

바이오센서들이 개발되어 왔고 그 성능을 증명해 왔다 따라서[9, 10].

본 연구에서는 살모넬라균이 감염된 음식을 찾아내는 연구에 인간의 후,

각 시스템을 모사한 바이오센서를 적용하여 보고자 한다.
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탄소나노튜브를 기반으로 한 바이오센서1.2.

작은 크기 가벼운 무게 빠른 반응 등의 장점을 내세운 최첨단 나노, ,

기술의 비약적인 발전으로 인해 나노튜브를 바탕으로 한 다양한 감지 장

비들이 개발되고 있다 나노 기술은 나노미터 에서 수 백 나노미. 1 (nm)

터 스케일까지의 장비구성을 일컫는다 여기에 사용되는 나노 재료들로.

는 일반적으로 전기화학적 생물학적 검사 시 이용되는 센서들의 민감도,

를 높여주고 있다 이러한 특성을 바탕으로 탄소나노튜브를 활용한 다양.

한 연구들이 진행 중에 있으며 현재뿐만 아니라 미래에도 기대되는 응,

용연구로 여겨진다.

본 연구에서는 초파리의 냄새결합단백질 중 단백질의 특정 서LUSH

열 펩타이드를 단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터- (single

에 기능walled-carbon nanotube - field-effect transistor, SWNT)

화하여 바이오센서를 개발하였다 이는 차 신호변환기와 차 신호변환. 1 2

기로 이루어져 있다 펩타이드가 고정화된 차 신호변환기는 지시물질을. 1

차적으로 인지하는 역할로 신호를 만들기 위한 시작점으로 작용한다1 .

그렇게 펩타이드와의 결합을 통해 차 신호변환기에서 만들어진 신호는1

차 신호변환기인 단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터를 통하여2 -

우리가 감지할 수 있는 전기신호로 변환된다 이러한 원리를 이용하여.

살모넬라균 감지용 지시물질을 높은 민감도와 선택도로 감지해낼 수 있
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었다.

최근에 질병 등과 관련한 다양한 검사에 후각 수용체 단백질을 이용한

바이오센서가 각광받아 왔다 그러나 후각 수용체 단백질은[11, 12]. 3

차원 구조를 이루기 위해 지질막을 필요로 했다 이에 비해 냄[13, 14].

새결합단백질에서 일부를 합성한 펩타이드는 그러한 차원 구조를 필요3

로 하지 않기 때문에 지질막이 없는 상태에서도 단백질과 같은 작용을

할 수 있다 그러한 이유로 본 연구에서는 냄새결합단백질에서 유래한.

펩타이드와 단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터를 이용하여 살-

모넬라균에 오염된 식품에서 발생하는 냄새물질을 감지하는 데 최적화된

바이오센서의 개발이 가능하였다.
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냄새결합단백질1.3. (odorant binding protein, OBP)

냄새를 맡을 때는 다음과 같은 과정들이 수반된다 냄새분자들이 코.

안으로 유입되어 점액에 용해된 후 섬모 세포에 있는 수용체와 결합한

다 후각 점액에 존재하는 냄새결합단백질이라고 불리는 단백질들은 냄.

새분자들과 결합하여 점액의 수용액과 지질 환경에 용해된다 이처럼 냄.

새결합단백질들은 차적으로 냄새분자들이 점액층을 지나서 수용체로1

이동되는 것을 도와주는 역할을 한다 또한 공기층에 비해 점액층 내에.

서 냄새분자 물질의 농도를 증가시켜주는 역할도 수행한다 이 뿐만 아.

니라 모두 사용된 냄새분자 물질이 분해되도록 끌고 가는 종결자,

로서의 다른 역할도 수행한다 이로써 다른 냄새분자가 수(terminator) .

용체에 반응할 수 있도록 도와준다 그리고 수용체의 보호자로서의 역할.

을 수행함으로써 과량의 냄새분자들이 수용체에 도달하는 것을 방지해준

다[15, 16].

이러한 다양한 역할들을 수행하는 과정 중 냄새결합단백질들은 냄새분

자들과 복합체를 형성하여 수용체에 결합함으로써 수용체 전위를 발생시

킨다 이는 뇌로 전달되는 활동전위 비율을 변화시키게 된다 결과적으. .

로 뇌 내의 신호들을 통합함으로써 냄새를 인식하는 데 기여를 하게 된

다.

초파리 유래 냄새결합단백질들도 위와 같은 역할을 수행한다 본 연구.
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에서 사용한 냄새결합단백질인 단백질은 알코올 페로몬 등에 결LUSH ,

합한다고 알려져 있다[17-19].
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실험 재료 및 방법2.

펩타이드 합성2.1.

펩트론 을 통해 이상의(www.peptron.com, Republic of Korea) 90%

순도를 가진 냄새결합단백질 유래 펩타이드(odorant binding

를 합성하였다 를 차 증류수protein-derived peptide, OBPP) . OBPP 2

를 이용하여 로 용해시켜 최종 농도 을 만들었다 펩1 g/mL 1 mM .μ

타이드는 에 보관하고 사용하기 전에 바로 녹여서 사용하였-20 °C ,

다.
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냄새물질 준비2.2.

본 연구에서는 에 반응한 감지결과를 비교 및3-methyl-1-butanol

분석하기 위해 구조는 유사하지만 일부 작용기가 다른 물질들을 사용하,

였다 준비단계에서는 의. 1 mM 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-

butane, 3-methylbutanone, 3-methyl-1-butanethiol, isobutyl

각 용액을 차 증acetate, 3-methylbutanal, 3-methylbutanoic acid 2

류수를 이용해 씩 희석시켜 주었다 준비한 냄새물질들은 사용하1/10 .

기 전까지 냉장 보관하였다4 °C .

본 연구에서 사용한 포함 대상 물질들의 출처3-methyl-1-butanol

는 다음과 같다.

(1) 3-Methyl-1-butanol (Sigma Aldrich, USA)–
(2) 2-Mehtylbutane (Sigma Aldrich, USA)–
(3) 3-Methylbutanone (Tokyo Chemical Industry, Japan)

(4) 3-Methyl-1-butanethiol (Tokyo Chemical Industry, Japan)

(5) Isobutyl acetate (Tokyo Chemical Industry, Japan)

(6) 3-Methylbutanal (Sigma Aldrich, USA)–
(7) 3-Methylbutanoic acid (Sigma Aldrich, USA)–
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살모넬라균에 인위적으로 오염시킨 식품 샘플2.3.

준비

살모넬라균2.3.1.

본 연구에서 사용한 살모넬라균은 Salmonella typhimurium LT2 균

주를 사용하였다 흡광도. (OD600 값이 가 될 때까지) 0.5 37 °C, 220

조건에서 배양하여rpm 4 x 107 가량의 균 배양액을 얻었다CFU/mL

[20].

식품 샘플 준비2.3.2.

시판 중인 돼지고기 가공 햄 슬라이스 를 구입하(Republic of Korea)

여 살모넬라균에 인위적으로 오염시켰다 햄의 신선도 유지를 위해 대조.

군으로 사용되는 햄은 냉장 보관을 하였고 살모넬라균을 오염시4 °C ,

킨 햄은 상온에서 각각 일 동안 보관하였다 이 때 각 샘플은25 °C 4 . ,

에 넣어서 보관하였다 일 경과 후 각각의 샘플15-mL Falcon tube . 4 2

에 차 증류수 을 넣은 후 충분히 섞어주었다 이mg 2 2 mL (voltexing).
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후 원심분리를 통해 햄은 가라앉히고 상층에 존재하는 액상의 물질들만,

걷어내어 실험에 사용하였다.
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단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터2.4. -

(single walled-carbon nanotube field-effect–
의 제작 및 펩타이드transistor, SWNT-FET)

고정

의 제작2.4.1. SWNT-FET

SiO2 기판 위에 를 이용하여 패터wafer AZ5214 photoresist (PR)

닝을 하였다. Octadecyltrichlorosilane (OTS) solution (OTS :

에 분간 를 담가hexane = 1 : 500) 7 wafer self-assembly

를 형성하였다 을 이용monolayer (SAM) . Hexane, acetone, ethanol

하여 차례로 세척하여 층을 제거한 후 탄소나노튜브 용액PR , (0.02

에 를 초간 담가 채널부분에mg/mL in 1,2-dichlorobenzene) wafer 30

선택적으로 탄소나노튜브를 붙였다 을 이용하여 패터닝 한 후. PR

를 증착하였다 과정을 통해Pd/Au (10/30 nm) . Lift-off source,

부분의 전극을 형성한 후 을 이용하여 채널부분을 제외한 부drain , PR

분을 부동화 하였다 이러한 방법으로 완성된 소(passivation) [21-23].

자가 실험에 사용되었다.
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채널 위 펩타이드 고정2.4.2. SWNT

탄소나노튜브가 고정된 부분에 펩타이드 를 물방울(1 mM) 1.5 Lμ

형태로 시간 동안 상온에 두었다 이 시간 동안 들은4 . OBPP

위에 코팅이 되었다 기본 서열 외에 말단SWNT-FET (Figure 1). C-

에 추가적으로 합성한 개의 페닐알라닌 이 탄3 (phenylalanine, Phe, F)

소나노튜브와 페닐알라닌의 방향족 고리 사이의 상호작용을 가능-π π

하게 하여 탄소나노튜브에 고정이 되었다 시간 경과 후 제대로 고정되. 4

지 않은 펩타이드를 제거하기 위해 차 증류수로 번 씻어낸다2 2-3 . N2

가스를 이용하여 남아있는 차 증류수를 말려주었다 최종적으로 고정된2 .

펩타이드만이 센서 채널 위에 남게 되었다SWNT-FET [24].

또한 펩타이드 고정 여부를 확인하기 위해 atomic force microscopy

을 사용하였다(AFM) system (MFP-3D, Asylum Research, USA) .

차 증류수를 이용해 용해시킨 펩타이드 고정화 전 주사속도2 (scan

는 로 측정하였고 고정화 후는 로 측정하였다 다rate) 0.2 Hz , 0.05 Hz .

음과 같이 주사속도 외에 다른 조건들은 고정화 전후 동일하게 측정하,

였다.

(1) Set point voltage : 560.97 mV

(2) Scan size : 20 mμ
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(3) Scan angle : 90 °

(4) Scan point : 512 x 512 points
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펩타이드 고정화 전후의 모식도Figure 1. SWNT-FET
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전기신호 측정2.5.

단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터의 전기적 측정은- probe

과station (MS tech) Keityley 2636A sourcemeter (Keityley,

를 사용하여 진행되었다 의 전압을 와USA) (Figure 2). 0.1 V source

전극 사이에 걸어주었다 측정 시작 전 의 차 증류수를 물drain . 9 L 2μ

방울 형태로 채널 위에 떨어뜨려 기선 을 형성하였다 기선(base line) .

형성 이후에 의 액상 분석물들을 차례로 떨어뜨렸다 이로써1 L .μ

와 전극 사이의 전류 변화를 관찰하면서 결과를 분석하였source drain

다.

전류의 변화는 G/GΔ 0 = (G-G0)/G0 이다 여기서 는 실시간으로. G

측정되는 전류 값이며, G0는 초기 전류 값이다.
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(a) (b) (c)

전기신호 측정을 위한 장치 전기 절Figure 2. . (a) Probe station, (b)

연체 위 감지 소자 와 의 접촉 제작된 센서 이(sensing chip) probe , (c)

미지
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결과 및 고찰3.

단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터 위3.1. -

펩타이드 고정 및 고정화 전후의 전기적 특성

확인

합성한 냄새결합단백질 유래 펩타이드(odorant binding protein-

는 기본 서열 말단에 개의 페닐알라닌derived peptide, OBPP) C- 3

을 추가하여 합성하였다 이로 인해(phenylalanine, Phe, F) (Figure 3).

탄소나노튜브와 페닐알라닌의 방향족 고리 사이의 상호작용 원리-π π

로 고정화가 가능하게 되었다 이미. Atomic force microscopy (AFM)

지 분석을 통해 제대로 고정이 되었는지 확인할 수 있었다 가 고. OBPP

정되지 않은 상태보다 고정 후에 평균적으로 정도 높이가 상2-3 nm

승한 것을 볼 수 있었다 펩타이드의 개 아미노산들이 단백질 구조. 17

내에서 와 를 형성한다는 것을 감안했을 때 대략 그 높-helix linker ,α

이는 로 예상해볼 수 있다 결과적으로 들이 위에2-3 nm . OBPP SWNT

비교적 균일하게 고정되었음을 확인하였다(Figure 4).
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냄새결합단백질 유래 펩타이드Figure 3. (Odorant binding protein-

의 서열derived peptide, OBPP)
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(a)

(b)

펩타이드 고정화 전후의 채널 비교 고정화 전후Figure 4. SWNT . (a)

의 채널 상의 이미지 특정 부분 의 빨간색 점선SWNT AFM , (b) ((a) )

의 높이 분석
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또한 고정화 전후의 전기적 특성을 측정하였다 를 고정OBPP . OBPP

시키기 전과 후의 의 전류 전압 곡선을 보면 고정 후SWNT - (I-V) ,

와 전극 사이의 저항 값이 증가하였다 저항 값source drain (Figure 5).

의 변화에도 불구하고 들의 탄소나노튜브 채널 위 고정 후, OBPP

p 전계 효과 트랜지스터의 특성은 그대로 유지됨을 확인하였다-type

(Figure 6). p 은 게이트 전극 에 정의 전압-type (gate electrode)

을 걸어주었을 때 채널의 운반체 인(positive voltage) , SWNT (carrier)

정공 수가 줄어들어 전도도 가 낮아지게 되는 특성(hole) (conductance)

을 가진다 이와 같은 전기적 특성을 측정해봄으로써 들을. , OBPP

채널 위에 고정화한 바이오센서가 센서로서의 기능을 성공적으SWNT

로 수행할 수 있음을 확인하였다.
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펩타이드 고정화 전후의 전류 전압 곡선Figure 5. SWNT - (I-V)
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(a)

(b)

펩타이드 고정화 전 후 의 전기적 특성Figure 6. (a), (b) SWNT-FET
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냄새결합단백질 유래 펩타이드 를 고정화3.2. (OBPP)

한 단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터-

센서의 실시간 신호 측정

선행 연구들에서는 기체 크로마토그래피 방법(gas chromatography)

을 통해 식품에 살모넬라균이 오염되었을 때 특이적으로 발생하는 물질

들을 분석하였다 이 때 과 과 같[6]. , 3-methyl-1-butanol 1-hexanol

은 알코올류의 냄새물질들이 농도가 특이적으로 증가하는 것이 확인되었

다 따라서 이러한 냄새물질들을 민감하고 선택적으로 검출할 수 있다면.

살모넬라균에 오염된 식품을 조기 검출하는 데 유용하게 사용될 수 있을

것이다 앞서 언급한 초파리 유래 냄새결합단백질 중 는 알코올류. LUSH

에 특이적으로 결합한다고 알려져 있다 본 연구에서는 의 결합부. LUSH

위를 구성하는 서열들을 최적화하여 보다 민감도와 선택도를 높일 수 있

도록 합성하였다.

우선 본 연구에서는 를 센서에 고정화한 후, OBPP SWNT-FET

과 에 실시간으로 어떤 반응을 보이는3-methyl-1-butanol 1-hexanol

지 확인하였다 결과적으로 다양한 농도의 냄새물질을 주입했을 때. 1

의 과 의 농도부터 모두fM 3-methyl-1-butanol 100 fM 1-hexanol

전기 신호를 관찰할 수 있었다OBPP-SWNT-FET (Figure 7, 8).
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가 냄새물질과 결합하면서 구조가 바뀌게 되고 그 과정에서 펩OBPP ,

타이드 서열 내의 양전하를 띄는 라이신 들이 채널에(lysine, K) SWNT

가까워지면서 정자장 환경을 만들어주는 것으로 생각된(positive field)

다 이와 같은 효과가 정의 전압을 증가시켜. p 의 의-type SWNT-FET

전도도가 감소한 것으로 판단된다 본 연구에서는 이러한 실험 결과에.

기초하여 검출한계 측면에서 보다 유리한(limit of detection, LOD)

을 주 지시물질로 사용하였다3-methyl-1-butanol .
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다양한 농도의 에 대한Figure 7. 3-methyl-1-butanol

의 실시간 반응OBPP-SWNT-FET
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다양한 농도의 에 대한 의Figure 8. 1-hexanol OBPP-SWNT-FET

실시간 반응
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냄새결합단백질 유래 펩타이드 를 고정화3.3. (OBPP)

한 단일벽 탄소나노튜브 전계 효과 트랜지스터-

센서의 에 대한 민감도와3-methyl-1-butanol

선택도 확인

에 대한 민감도 확인3.3.1. 3-Methyl-1-butanol

앞선 실험결과에서 에 대한3-methyl-1-butanol OBPP-SWNT-

의 실시간 반응을 확인한 바 있다 여기서FET (Figure 7). , 3-methyl-

주입 후에 농도에 따른 반응을 확인하고자 실험을 진행하였1-butanol

다 펩타이드가 고정되지 않은 상태에서는 농도가 증가하여도 반응이 관.

찰되지 않았다 이에 비해 펩타이드가 고정된 채널에서는. SWNT-FET

농도가 증가함에 따라 자 곡선3-methyl-1-butanol S (sigmoid

이 그려짐을 확인하였다 실제로 실시간 반응을 관찰curve) (Figure 9).

했을 때 수준에서부터 포화 되는 것을 관찰하였다1 nM (saturation) .
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농도에 따른 의Figure 9. 3-Methyl-1-butanol OBPP-SWNT-FET

반응
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에 대한 선택도 확인3.3.2. 3-Methyl-1-butanol

센서 플랫폼의 선택도를 확인하고자 다양한 물OBPP-SWNT-FET

질들을 주입하여 그 반응을 조사하였다 과 구조. 3-Methtyl-1-butanol

가 유사하지만 작용기가 다른 물질들을 비교 분석하였다 높은 민감도를.

보였던 은 농도에서 다른 물질들은 모두3-methtyl-1-butanol 1 pM ,

농도에서 비교하였다 연구에 사용된 비교 물질들은 총 가지이1 nM . 6

며 종류는 다음과 같다, .

(1) 2-Mehtylbutane

(2) 3-Methylbutanone

(3) 3-Methyl-1-butanethiol

(4) Isobutyl acetate

(5) 3-Methylbutanal

(6) 3-Methylbutanoic acid

을 주입했을 때 전류 값의 변화량이 그3-Methyl-1-butanol 1 pM

보다 103 배 높은 다른 물질들을 주입했을 때 값의 변화량과 비교하여

배 이상 확연히 큰 것을 확인하였다6 (Figure 10).
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(a)

(b)

에 대한 선택도 확인 사용된 냄Figure 10. 3-Methyl-1-butanol . (a)

새물질들의 화학구조 다양한 물질들을 주입했을 때 나타나는, (b)

의 에 대한 선택도OBPP-SWNT-FET 3-methyl-1-butanol
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또한 비교 냄새물질들과 을 처리하였을 때3-methyl-1-butanol

의 실시간 반응을 확인해보고자 실험을 진행하였OBPP-SWNT-FET

다 여기서는 더욱 확실한 전류 값 변화를 보기 위해 모든 물질들을 동.

일 농도 에서 실험을 진행하였다 다른 비교 물질들에서는(1 nM) . OBPP

를 고정화 하지 않은 채널 위 반응과 같이 기선 형성 뒤 전류 값의 차이

가 없었으나 을 처리하였을 때 전기신호가 발생, 3-methyl-1-butanol

함을 확인하였다 이러한 실시간 반응 또한 높은 선택도를 확인할 수 있.

는 결과를 보여주고 있다(Figure 11).
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(a)

(b)

의 실시간 반응으로Figure 11. OBPP-SWNT-FET 3-methyl-1-

에 대한 선택도 확인 사용된 냄새물질들의 화학구조butanol . (a) , (b)

의 실시간 반응OBPP-SWNT-FET
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실제 살모넬라균 오염 식품에서 생성되는3.4.

감지 확인3-methyl-1-butanol

의 결합부위 일부 서열만을 인공적으로 합성하여LUSH (binding site)

수정진동자저울 칩 위에 고정화(Quartz crystral microbalance, QCM)

하여 수행했던 기존의 연구가 있다 이러한 연구는 낮은 민감도로 인[8].

해 살모넬라균이 오염된 실제 식품에서 생성되는 냄새를 검출하지는 못

했다는 한계점이 있었다 본 연구에서는 이러한 한계점을 뛰어 넘어 실.

제 식품인 돼지고기 가공 햄 슬라이스에 인위적으로 살모넬라균을 오염

시켜 의 신호가 나오는지 확인하였다OBPP-SWNT-FET (Figure 12).

살모넬라균이 오염되지 않은 신선한 상태의 슬라이스 햄에서는 신호가

나오지 않았지만 살모넬라균이 오염된 햄에서는 전류 흐름의 변화로 인,

한 신호 발생을 확인할 수 있었다.
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살모넬라균이 오염된 돼지고기 가공 햄 슬라이스와Figure 12.

신선한 햄 샘플에 대한 의 실시간 반응OBPP-SWNT-FET
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결론4.

본 연구에서는 과 결합하는 냄새결합단백질 유3-mehtyl-1-butanol

래 펩타이드 와(odorant binding protein-derived peptide, OBPP)

를 이용한 바이오센서를 개발하였다 차적으로 냄새물질SWNT-FET . 1

과 결합하는 펩타이드와 차 신호변환기인 센서 플랫폼이2 SWNT-FET

결합된 형태로 제작되었다 와 간의 결합에 의해. OBPP SWNT -π π

보다 간단한 기능화가 가능하였다 이렇게 제작된 센서는 농도의. 1 fM

매우 높은 민감도로 을 감지하였으며 구조가 유3-methyl-1-butanol ,

사한 다른 냄새물질들을 대조군으로 사용하였을 때 높은 선택도를 보이

는 것을 확인하였다 또한 인위적으로 살모넬라균을 오염시킨 돼지고기.

가공 햄 슬라이스 샘플에서도 신호 측정이 가능함을 확인하였다 본 연.

구를 통해 냄새결합단백질 유래 펩타이드와 를 이용한 바SWNT-FET

이오센서를 식품오염 조기진단에 사용할 수 있음을 확인하였다 또한 나.

아가 다양한 산업에서의 응용에 활용될 수 있을 것이라 생각된다.
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Abstract

Development of Biosensor

Using Odorant Binding Protein-derived Peptide

for Real-time Detection

of Salmonella Contamination in Food

Jinkyung Kang

School of Chemical and Biological Engineering

The Graduate School

Seoul National University

Salmonella contamination is one of the major causes of food

poisoning, where the foodborne illnesses include fever, abdominal

pain, diarrhea, and nausea. Various methods were applied to

detect the Salmonella-contaminated food, low differentiation
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efficiency is the bottleneck due to low sensitivity. Thus, we

developed a single walled-carbon nanotube (SWNT) - based

field-effect transistor (FET) functionalized with odorant binding

protein-derived peptide (OBPP) for the detection of Salmonella

contamination with high effectiveness. For detection of

3-methyl-1-butanol, which is generated when Salmonella

contamination occurs, a peptide was synthesized based on the

sequence of Drosophila odorant binding protein; LUSH which has

high binding affinity with the alcohol. The C-terminal of

synthetic peptide was modified with phenylalanine cluster and

then easily immobilized on SWNT channel using - stackingπ π

interactions. After functionalization of the synthetic peptide on

SWNT-FET, the p-type FET properties were clearly maintained

in the biosensor. This biosensor detected 3-methyl-1-butanol

concentration down to 1 fM with high sensitivity and selectivity

in real-time condition. Using those characteristics of the

biosensor, contamination of Salmonella in sliced ham was

successfully assessed. Thus, the biosensor with the

OBPP-functionalized SWNT exhibited a potential novel method in

detecting food contamination at an early stage.
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