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초    록 

 

코로나 19 이후 공중보건 및 위생에 대한 경각심이 고취되면서 

생물학적 오염물질을 즉각적으로 검출하는 센서와 같이 다양한 보호 

수준의 개인보호장비의 필요성이 대두되었다. 본 연구에서는 살아있는 

세포와 반응하여 색 발현을 하는 iodonitrotetrazolium chloride(INT)를 

고분자에 도입하여 전기방사한 섬유기반 센서 소재를 개발하고, 

전기방사 웹의 젖음성에 따른 그람 양성균과 그람 음성균에 대한 부착 

특성과 색 발현 현상을 분석하고자 한다.  

센서 시료는 젖음성이 다른 폴리우레탄(polyurethane; PU), 

셀룰로오스 아세테이트(cellulose acetate; CA), 폴리비닐피롤리돈 

(polyvinylpyrrolidone; PVP) 고분자의 비율을 달리한 고분자 용액에 

INT를 혼합하여 전기방사에 제작하였다. 실험균주로는 그람 양성 

Micrococcus luteus(M. luteus)와 그람 음성 Escherichia coli(E. 

coli)를 사용하였으며 전기방사된 웹에 박테리아 현탁액을 적하하고 

색변화를 측정했다. 센서의 색변화를 환원된 INT의 최대흡수파장에서 

Kubelka-Munk 식에 의해 염착량(K/S값)을 측정하였고, 이를 

기반으로 세균의 군락수를 대략적으로 정량화했다. 젖음성이 다른 

시료의 색변화 감도는 검출한계(Limit of Detection; LOD)와 

정량한계(Limit of Quantification; LOQ)를 계산하여 비교하였다.  

전기방사된 웹은 섬유 조성과 상관없이 세균 적하 후 1시간 이내에 

INT 환원이 완료되었다. 색차계를 이용해서 역으로 집락형성단위 

(colony forming unit; CFU) 값을 예측한 결과, M. luteus는 친수한 웹과 

소수성 및 친수성 고분자와 혼합된 웹에서 K/S 값이 높게 나타났는데, 

이는 그람 양성균의 세포벽이 아미노기, 카르복실기, 티올기 등 친수한 

기능기가 풍부한 펩티도글리칸으로 이루어졌기 때문이다. 반면, 그람 

음성균 외막의 지질다당류 (lipopolysaccharide)의 친유한 특성은 
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소수한 웹의 섬유 표면에 용이하게 고착되도록 작용하여 고농도의 E. 

coli 조건에서 급격한 색변화를 보였다. 따라서, 소수성 고분자와 친수성 

고분자가 혼합된 웹은 그람 양성 및 음성 균주 모두에 대해 선형적인 

비색 반응을 보여 실험된 박테리아 농도의 범위에서 신뢰할 수 있는 

감지 능력을 보여준다.  

본 논문에서는 간편한 제조방법으로 보호장비에 쉽게 적용할 수 

있는 웨어러블 박테리아 센서를 개발하였으며, 섬유기반 센서의 개념 

증명을 위한 실험을 수행하였다. 이 기술을 이용하면 보호복 표면이 

세균을 비롯한 바이오 에어로졸에 의해 오염될 때, 적색 포르마잔이 

형성되어 보호복 착용자 및 의료 종사자들은 소독, 살균 등 위생 지침을 

즉시 실행할 수 있게 되므로 본 연구의 결과는 공중위생의 증진에 

기여할 수 있을 것으로 기대된다. 

 

 

주요어 : Iodonitrotetrazolium chloride, 센서, 세균, 전기방사 웹, 

보호소재 

학   번 : 2021-25218 
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제 1 장 서    론 

 

제 1 절 연구의 필요성 및 목적 

 

코로나 19 이후 다양한 기능과 수준의 개인보호장비에 대한 요구와 

수요가 증가하였다[1]. 특히, 공기 중 세균이 전파되는 사례가 발생함에 

따라 생물학적 오염물질을 즉각적이고 가시적으로 감지하는 기능의 

필요성이 대두된다[2]. 대장균과 같은 박테리아는 수많은 질병과 

식중독의 요인이 되기에 공중위생과 밀접한 관련이 있고, 병원에서 

사용하는 수술 가운과 마스크 등은 세균에 노출되면 위생 소재의 성능 

저하 뿐만 아니라 오염물질의 이동 수단이 되어 2차 원내 감염을 

촉발할 위험이 있다[3]. 따라서, 병원과 같이 면역력이 취약한 환자들이 

많은 공간의 특성상 미생물의 존재 유무를 신속하게 알아차리고 

대처하는 것이 중요하다. 따라서 실내 공기 중 존재하는 생활 세균의 

감지 기능은 일상생활과 접해 있는 여러 분야에서 실용적이고 

효율적으로 활용할 수 있을 것으로 예상된다. 종래의 세균 정량화 

기술로는 오염된 표면에서 세균을 추출하여 배양 배지에서 

집락형성단위(colony forming unit; CFU)를 세는 평판계수법이 

사용되나, 농도 희석을 위한 여러 절차와 배양을 위한 대기시간이 

불가피하다[4]. 또는, 흡광도를 이용한 측정법은 특별한 장비를 필요로 

하고, 사멸된 세균 파편에 의한 빛 산란도 일어나므로 활성균만 

선별하여 측정하기 어렵다[5, 6].  

따라서, 살아있는 세포와 죽은 세포 사이의 정량적 평가와 절차 

간소화를 위해 전기화학 기반 측정 센서들이 개발되었다[7]. 전기화학 

센서는 세균 세포 내에 존재하는 효소의 산화 작용에 의해 센서 

전극(electrode)에서 발생하는 전기 신호 변화를 측정한다[8, 9]. Table 
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1에 언급된 센서는 저농도 박테리아에 대한 분석 신호를 증폭하기 위해 

금(Au) 나노파티클과 같이 전도성이 높은 금속을 도입하여 전극 표면을 

개질하였으나,[10-12] 이러한 기술은 민감도를 높이기 위해 고가의 

재료와 복잡한 제작 공정을 필요로 하며[13], 전기 신호를 번역하기 

위해서는 전기화학계측기와 같은 장비 및 훈련된 인력이 필수적인 

한계점이 있기 때문에 산업 현장에서 범용적인 사용이 제한된다.  

최근에는 세균의 손쉬운 검출을 위해, 화학적 색반응을 유도하는 

바이오 센서들이 주목받고 있다[14, 15]. 예를 들어, 세균에 감염된 

부위를 채취(swabbing)하여 세균의 유무를 판별하는 sPaCE swab 

연구에서는 자기 소광(self-quenching) 형광물질이 담겨 있는 

리포솜이 세균에 의해 방출이 되도록 설계됐다[16]. 또 다른 

연구에서는 폴리다이아세틸렌 공액(conjugated) 고분자를 이용해서 

세균과 접촉 시 수소결합이 끊어지면서 색변화가 일어나는 센서가 

개발되었다[17]. 다만, 이러한 센서들은 감염부위를 면봉과 같은 도구로 

물리적으로 검출하므로 피험자 영역을 2차적으로 교란시키는 단점이 

존재한다. 또 다른 선행 연구에서는 센서의 검출 한계를 낮추기 위해 

세균 농도를 증폭시키는데, 이는 긴 성숙 단계(4-12 시간)가 

필요했다[18, 19]. 더욱이 현재까지 박테리아 센서에 대한 수많은 

연구에도 불구하고, 여전히 센서의 기질 재료와 세균 간의 상호작용에 

대한 연구가 아직 미비하다는 한계에 직면한다.  

본 논문에서는 세균 센서의 제작 공정의 복잡성과 재료의 고비용 

문제를 해결하고, 일반적인 목적으로 사용될 수 있도록 특정 균주에 

대한 특이성(specificity) 없이 살아있는 세균을 합리적인 감도로 

검출하는 것을 목표로 한다(Figure 1). 더욱이 세균의 생화학적 반응을 

통한 색변화 원리를 규명하고 박테리아를 1시간 내로 신속하게 

정량화하고자 한다. 본 세균 센서는 전기방사섬유 웹에 요오드-

니트로테트라졸륨클로라이드(iodonitrotetrazolium chloride, INT)를 
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도입하여 개발되었으며, 실험 균주로는 그람 음성 대장균(Escherichia 

coli; E. coli)과 그람 양성 마이크로코커스 루테우스(Micrococcus 

luteus; M. luteus)에 대한 비색 효과를 조사하였다. 세균 현탁액과 센서 

섬유 간 계면에서의 상호작용을 설명하기 위해 세균의 용이한 접촉이 

유도될 수 있도록 전기방사 나노섬유의 넓은 표면적을 활용하고, 다양한 

섬유 조성으로 제작하여 센서의 젖음성을 조절한다. 이에 따른 그람 

특성 별 비색 효과는 검출한계(Limit of Detection; LOD)와 

정량한계(Limit of Quantification; LOQ)를 통해 평가한다. 

본 논문은 박테리아 감염에 민감한 산업 분야에서 범용적으로 

사용될 수 있는 웨어러블 센서 개발에 대한 연구로 세균에 의한 색변화 

메커니즘을 확인하고, 섬유 조성에 따른 세균의 부착성 및 센서감도를 

조사하는 등 실용적 활용성을 고려한 연구를 수행하였다. 본 연구의 

결과는 바이오 에어로졸과 세균 비말 노출에 의한 위험을 경고하는 

위생소재 및 보호구에 활용이 될 수 있을 것으로 기대된다. 
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Figure 1. Schematic illustration of the developed sensor membrane. 
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Table 1. Comparison of previously reported chromogenic sensor for bacterial detection.  

 

 
Instrument Bacteria 

LOD 

(CFU/ml) 

Total Time 

(h)  
Ref. 

Electrochemical 

detection 

p-Benzoquinone-mediated bioassay 

monitored by a three electrode system  
Escherichia coli  10

3
 1 [9] 

Colorimetric 

detection using 

gold nanoparticles 

(AuNPs) 

pH-Based sensing using aggregation of 

AuNPs 
Escherichia coli  4.4 × 10

7
 0.08 [10] 

Oligonucleotide conjugated to  AuNPs 
Salmonella 

typhimurium 
33 0.5 [11] 

Peptide substrates conjugated with 

magnetic nanoparticles 

Listeria 

monocytogenes 
2.1×10

2
 0.01 [12] 

Microfluidic chip 

Microfluidic colorimetric chip using 

manganese dioxide nanoflowers with 

smartphone app 

Salmonella 44 0.75 [13] 

Colorimetric 

reagent 

Paper-based chromogenic response Escherichia coli  10 4 [18] 

Paper loaded with bromothymol blue and 

nitrocefin 

Escherichia coli 

(Drug resistant) 
10

4
 4 [19] 

Tetrazolium based fibrous polymeric 

membrane  
Escherichia coli 2.2 × 10

5
 1 

this 

study 
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제 2 절 이론적 배경 

 

2.1 Iodonitrotetrazolium chloride의 색변화 반응 

 

본 연구에서 색변화지시염료로 사용된 iodonitrotetrazolium 

chloride(INT)는 테트라졸륨 염의 일종으로, 전자 수용체이다[20]. 

이는 살아있는 세포의 전자와 반응하여 효소적으로 적색의 비수용성 

포르마잔(formazan) 염료로 환원되기 때문에 대사 기반 분석에 

사용되기도 한다[21].  

세균 호흡 사슬에서 전자 운반체들인 조효소, 니코틴아마이드 

아데닌 디뉴클레오티드 수소(NADH), 플라빈 아데닌 

다이뉴클레오타이드(FADH2)에 의해 전자는 세포의 내막을 따라 

전달되며 최종적으로 산소에 운반된다[22, 23](Figure 2). 이 과정에서 

전자 수용체인 INT가 간섭하여 세포로부터 전자를 획득하고, INT의 

양전하 테트라졸 고리의 N-N 결합이 끊기며 환원된다[24](Figure 3). 

INT 환원은 세포 대사와 관련된 효소 활성에 반응하기 때문에, 

살아있는 세균의 정량화를 위한 대용물로 사용될 수 있으며, 살아있는 

세균의 세포 수와 포르마잔 색 강도는 상관관계가 있으므로 정량적 

세균분석에 이용될 수 있다[25, 26]. 

   



 

 7 

 

 

 

Figure 2. Oxidation of NADH and FADH2 to NAD+ and FAD[27]. 

 

 

 

Figure 3. Reduction of INT. 
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2.2 그람 양성 및 그람 음성균의 특성  

 

미생물은 세포벽과 외막의 구성성분에 따라 그람 양성과 음성균으로 

구분이 가능하다. 그람 양성균의 두꺼운 세포벽은 주로 펩티도글리칸 

(peptidoglycan)으로 구성되어있고, 이는 아미노기, 카르복실기, 티올기 

등이 풍부하여 친수한 부분들이 존재한다[28]. 반면, 하지만, 그람 

음성균은 중간층에 펩티도글리칸이 얇게 있으며 외막(outer 

membrane)에 지질다당류(lipopolysaccharide; LPS)가 존재하기 

때문에 친유(lipophilic)한 특성을 가진다[29](Figure 4). 이러한 세균 

세포의 특성은 센서 섬유의 화학적 조성에 따라 세균의 부착성과 

상호작용이 다를 수 있기 때문에 최종적으로 센서의 감도에 영향을 줄 

수 있다[30]. 

 

  

Figure 4. Schematic structure of gram-positive and gram-negative 

bacteria.  
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2.3 고분자의 표면 에너지와 젖음성 

 

그람 양성 및 음성균의 세포벽 차이에 따라 재료 기질판 표면의 

화학적 특성에 대한 부착성이 다르다는 연구들은 다수 보고되었으며[31, 

32], 표면의 친수성/소수성, 표면 에너지, 표면 전하 등은 세균의 

부착성에 영향을 미치는 주요 인자들로 언급된다[31, 33]. 본 연구의 

모델 박테리아를 비롯한 일반적인 박테리아의 크기는 0.5~2 μm로 

콜로이드 입자와 유사함에 따라, 콜로이드와 표면 간의 계면 현상과 

비슷하게 박테리아 현탁액 또한 재료 표면에 정전기적 인력, 반데르발스 

힘, 소수성/친수성 상호작용 등 물리화학적인 결합에 영향을 받는다[30]. 

표면 에너지(surface energy)는 내부에 있는 원자에 비해 표면에 

존재하는 원자들이 갖는 여분 에너지(excess energy)를 의미하며, 서로 

다른 물질간의 젖음성(wettability)을 결정하게 된다[34]. 액체의 표면 

에너지보다 높은 표면 에너지를 가진 물질의 경우에는 젖음성이 

우수하고, 반대로 낮은 표면 에너지를 갖는 물질은 젖음성이 떨어지며 

표면에서 액체가 방울 형태를 유지하게 된다[35, 36].  

BinAhmed et al.(2018)의 연구에서는 바이오필름을 형성하는 그람 

음성 슈도모나스 플루오레센스(Pseudomonas fluorescens; P. 

fluorescens)를 이용하여 필터 웹에 대한 생물학적 오염의 초기 단계 

현상을 확인하였다[37]. P. fluorescens는 외막과 선모(pili)를 구성하는 

친유한 아미노산의 의해 소수한 기질에 소수성 결합(hydrophobic 

interaction)으로 높은 부착성을 보였기 때문에, 오히려 오염 초기 

단계에서는 박테리아의 부착성을 제어하기 위해 친수한 

폴리도파민(polydopamine)을 코팅하는 방법을 제시했다. 비록 

친수성/소수성 물질에 대한 세균의 부착 특성에 대한 결과는 기존에 

보고된 연구들과 일치할지라도, 이는 박테리아의 탈착성을 중점으로 

전개되어, 재료 기질에 박테리아가 부착된 후 어떤 현상이 발현되는지에 
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대한 설명이 부족하다는 한계가 있다. 특히, 위생물품에 사용되는 필터 

웹의 특성상, 기공 사이사이에 박테리아가 군락을 형성하거나 섬유를 

따라 확산이 될 수 있기 때문에, 바이오 에어로졸에 감염된 후에 균의 

활성 상태를 모니터링하는 것이 중요하다. 

본 연구에서는 이러한 선행연구를 바탕으로, 센서 기질이 되는 

부직포의 젖음성에 따른 그람 특성 별 세균 현탁액과의 상호작용을 

조사하고, 박테리아 탐지 감도를 극대화할 수 있는 섬유 조성을 

고안하고자 한다. 본 연구에서는 소수성 polyurethane(PU), 친수성 

cellulose acetate(CA), 그리고 젖음성을 촉진시킬 수 있는 수용성의 

polyvinylpyrrolidone(PVP)의 비율을 달리하여 센서 웹을 제작한다. 

센서 섬유에 부착된 그람 양성균과 그람 음성균의 반응 정도에 따른 

색변화 정도를 기반으로 센서 웹의 적합성에 대해 고찰하고자 한다.  
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제 2 장 실    험 

 

제 1 절 시료 및 시약 

 

세균 지시용 염료로는 INT(MedChemExpress, U.S.A.)를 사용했고, 

이를 용해하기 위해 ethanol과 acetone(Daejung Chemicals, Korea)을 

첨가하였다. 센서 기질 고분자로 소수성 polyurethane(PU, Estane 

2103-80AE) (Lubrizol Advanced Materials, Korea), 친수성 

cellulose acetate(CA) (Daejung Chemicals, Korea), 수용성 

poly(vinylpyrrolidone)(PVP) (Sigma-Aldrich, Korea)을 사용했고, 

위 고분자들을 용해시키기 위해 유기 용매 N,N-dimethylformamide 

(DMF)와 N,N-dimethylacetamide(DMAc) (Daejung Chemicals, 

Korea)를 첨가하였다. 

그람 양성 Micrococus luteus KCTC 1056(M. luteus)과 그람 음성 

Escherichia coli KCTC 1039(E. coli) (Korea Collection for Type 

Culture, Korea)는 Lennox LB 배지(ATS Korea, Korea) 에 37°C 

에서 배양되었으며, 세균 현탁액 농도는 phosphate-buffered saline 

(PBS) (Thermo Fisher Scientific, Korea)로 조절하였다. 
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제 2 절 시료 제작 

 

2.1 전기방사 웹 제조  

 

INT가 도입된 센서 웹은 INT와 고분자가 혼합된 용액을 

전기방사(ESR200PR2D, NanoNC, Korea)하여 제조했다. PU 고분자는 

DMF에서 17%(w/v), CA 고분자는 부피비 1:2로 DMAc와 acetone이 

혼합된 용매에 18%(w/v), PVP 고분자는 DMF에서 17%(w/v)의 

농도로 용해하였다. PU/CA 혼합 웹의 경우, 각 PU 및 CA 고분자 

용액을 혼합하여 PU/CA 중량비가 2:1 또는 5:1이 되도록 했다. CA의 

제한적인 방사 조건으로 인해 수용성 PVP를 추가하여 젖음성을 

높이고자 PU/CA/PVP 혼합 웹을 각 PU, CA 및 PVP 고분자 용액을 

1:1:1의 중량비로 제작하였다. 상기 혼합 용액은 60°C에서 12시간 

동안 교반하였으며, 제조된 섬유 웹의 특성은 하기 Table 2에 

기재하였다.  

부피비 2:1의 에탄올과 아세톤 혼합 용매에 INT를 2%(w/v)의 

농도에서 용해하여, INT 분취액을 전기방사 고분자 용액과 혼합하여 

방사하였다. INT가 함유된 고분자 용액은 22 게이지 전기방사 금속 

노즐을 통해 용액 토출량 3 mL/h, 전압 17~19 kV 조건에서 방사했다.  

INT가 함유된 CA 필름은 고분자 용액(2.5 w/w% INT/CA)을 

30초 동안 스핀 코팅(MIDAS spin coater, SPIN-1200D, Korea)하여 

제조하였다. 모든 웹은 잔류 용매를 증발시키기 위해 24시간 동안 

23°C에서 진공 건조하였다. 
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Table 2. Composition and characteristics of INT sensor membranes. 

 

  

electrospun membrane 
Polymer wt ratio in 

membrane 
thickness (mm) basis weight (g/m2) porosity (%) 

PU 100% PU 0.08 22 79 

PU/CA 2:1 2:1 (PU:CA) 0.08 23 77 

PU/CA 5:1 5:1 (PU:CA) 0.08 24 77 

PU/CA/PVP 1:1:1 (PU:CA:PVP) 0.07 22 75 
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2.2 시료의 특성 평가 

 

전기방사 웹의 표면 특성은 주사전자현미경(FE-SEM, JSM-

7800F, JEOL Ltd., Japan)으로 관찰하였으며, 모든 시료는 진공 

상태에서 20 mA에서 120초 동안 백금(Pt)으로 스퍼터 코팅(108 Auto 

Sputter Coater, Cressington Scientific Inc., U.K.)하는 전처리 과정을 

거쳤다. 또한, ImageJ 소프트웨어(v.1.53k, National Institutes of Health, 

U.S.A.)를 사용하여 SEM 분석을 통해 촬영된 이미지로부터 섬유의 

직경을 각 시료당 20회 이상 측정하여 평균 직경을 계산하였다.  

포르마잔 형성을 위한 INT의 환원 반응을 확인하기 위해 

attenuated total reflection(ATR) 방식의 Fourier transform infrared 

spectroscopy로(FTIR-ATR)(Tensor27, Bruker, Germany)를 

사용하여 4,000~400 cm−1의 영역에서 0.4 cm-1 간격으로 스펙트럼을 

측정하였다. 추가적으로 세균 로딩 후 웹의 섬유 형태 변화를 보기 위해 

공초점 레이저 주사 현미경(confocal laser scanning microscope) 

(Zeiss LSM 900, Carl Zeiss, Inc., Germany)으로 촬영하였다.  

웹의 표면 젖음성은 접촉각 분석기(SmartDrop Lab, Femtobiomed, 

Inc., Korea)로 증류수와 LB 배지 용액을 3.0 μL씩 적하한 후 1초 

이내로 측정하였다. 각 샘플 당 최소 5회 이상의 측정을 실시하여 

평균값을 구했다. 시료에 적하된 용액들의 표면장력은 표면장력계(K11 

MK4, Krüss, Germany)를 사용하여 Wilhelmy plate 방법으로 

측정되었다. 
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제 3 절 세균 배양 

 

본 센서 웹은 그람 양성 M. luteus와 그람 음성 E. coli 현탁액 

대상으로 실험되었으며, 두 균 모두 600 nm 파장에서 광학밀도(optical 

density)를 측정하여 OD600≒1.2일 때 배양을 중단하였다. 이는 E. 

coli에서 2.7 ×  109 CFU/mL 그리고 M. luteus에서 5.9 ×  109 

CFU/mL 수준이다. 배양 절차는 보존 균주(stock culture)를 고압 멸균 

처리된 LB 배지에 접종(inoculate)하여, 250 rpm의 진탕 

배양기(shaking incubator)에서 37°C에 20시간 동안 배양하였다. 

배양된 현탁액은 PBS로 희석하여 E. coli는 (6.4 × 107)~(2.7 × 109) 

CFU/mL, M. luteus는 (1.7 ×  108)~(5.9 ×  109) CFU/mL의 농도 

범위가 되도록 제조하였다. 
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제 4 절 시료의 비색 반응 측정 

 

용액 상태에서 세균에 의해 환원된 포르마잔의 흡광도는 

분광광도계(microplate spectrophotometer) (BioTek Synergy H1, 

Agilent, U.S.A.)로 470nm 파장에서 측정되었다. 

센서 웹의 색변화는 다양한 농도 범위의 박테리아 현탁액을 적하한 

후, 1, 2, 4, 8, 12 시간 동안 기록되었다. 색변화 평가는 Kubelka-Munk 

방정식(식 1)으로부터 K/S 값(unitless) 및 국제조명위원회(CIE) 

L*a*b* 표색계(color system)(식 2)로부터 Δa*(unitless)를 도출하였다.  

 

𝐾

𝑆
=

(1−R)2

2R
    (1) 

∆a∗ = √(a∗ − a𝑏
∗ )2    (2) 

 

식 1에서 K는 흡광 계수(K), S는 산란 계수, R은 480 nm에서 

측정된 표면반사율이다(Figure 5). K/S 값은 SpectraMagic NX 

소프트웨어와 함께 직경 7 mm의 spectrophotometer(CM-2600d, 

Konica Minolta, Japan)를 사용하여 측정하였으며, 각 조건당 최소 

5회의 샘플을 측정하였다. INT 샘플에서 측정된 모든 K/S 값은 

공시료(blank)의 K/S로 감산 되었다. Δa*의 측정은 공시료에 대한 

빨간색의 상대적 강도를 나타낸다. 식 2에서 a*는 오염된 시료의 적색 

강도 값을, ab
*는 공시료의 적색 강도 값을 의미한다. INT가 박테리아와 

반응했을 때, 붉은 포르마잔을 형성하여 Δa*가 양의 값을 나타냈다. 
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Figure 5. K/S value wavelength of different polymer compositions 

with formazans and the average of all membranes.  
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제 3 장 결과 및 고찰 

 

제 1 절 세균에 대한 INT의 환원 및 색 반응 

 

본 센서 웹은 전자수용체로써 INT의 비색 반응을 활용하는데, 

INT는 대사적으로 활성화된 박테리아 세포의 전자 수송에 의해 

환원되어 적색 포르마잔을 형성한다[38, 39]. 세포 호흡 과정에서 

NADH dehydrogenase와 succinate dehydrogenase의 작용으로 각 

NADH와 FADH2가 산화되어 전자가 발생한다[24, 40]. 이러한 전자 

수송 과정에서 전자가 최종 전자수용체에 전달되기 전에, INT가 

개입하여 세포막을 가로질러 전달되는 전자(e-)를 수용하면서 

환원된다[41](Figure 6).  
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Figure 6. Schematic illustration of  

electron transport of viable bacteria[42]. 
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INT에서 양전하를 띠는 테트라졸 고리(tetrazole ring)는 세균의 

세포 호흡 과정으로부터 전달된 전자에 의해 개환(ring-opening) 

반응이 일어난다[43]. 이러한 산화 환원 원리는 INT의 니트로기(-

NO2)에서도 관찰되며, 전달된 전자에 의해 아민기(-NH2)로 환원된다 

[44](Figure 7). 

비색 지시자로써 INT의 환원 원리를 조사하기 위해 세균과의 반응 

전후의 INT 함유 CA 필름(INT/CA 고분자 2.5 w/w%)의 작용기를 

FT-IR 스펙트럼을 통해 분석하였다(Figure 8). INT의 니트로벤젠 

(nitro-benzene)은 INT 분말과 INT가 함유된 CA 필름에서 각각 

1530 cm-1과 1535 cm-1 부근에서 N-O의 신축 진동으로 확인할 수 

있다. INT가 함유된 CA 필름을 실험균주인 E. coli 현탁액에 침지한 후, 

필름은 적색을 띠었으며, N-O의 단일 결합의 진동이 나타나지 않음을 

확인하였다. 이 결과는 세균으로부터 전자를 받아 니트로벤젠의 NO2가 

NH2로 환원된 것을 예상할 수 있으며, INT가 환원을 기반으로 색이 

변함을 시사한다. 이외에, CA와 INT가 함유된 CA필름에서는 C–H 

(2943-2894 cm-1), C=O(1734 cm-1), CH3(1437-1367 cm-1) 

기능기에 해당하는 특성 피크들이 나타났다.  
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Figure 7. Chemical structure of INT and cellulose acetate(CA). 

 

 

Figure 8. FT-IR analysis of INT-incorporated CA film  

before and after reacting with E. coli. 

. 
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제 2 절 INT 웹의 젖음성에 따른 비색 반응 평가 

 

2.1 전기방사 웹의 젖음성  

 

제작된 웹의 젖음성이 비색 반응에 미치는 영향을 살펴보고자 

실험에 사용된 고분자와 액체의 표면 에너지, 그리고 웹의 젖음성을 

조사하였다. Table 3의 PU, CA, PVP의 표면 에너지는 참조값이며, 

액체의 표면 에너지는 20°C에서 측정되었다. 또한, 다양한 섬유 

조성으로 이루어진 INT 함유 웹의 젖음성을 비교하고자, 증류수와 LB 

용액에 대한 정적 접촉각을 측정하였다(Table 4 ). LB 용액은 

증류수보다 표면 장력이 낮기 때문에, 제작된 센서 웹에 대한 접촉각 

값이 증류수보다 낮음을 확인할 수 있다. 

제작된 고분자 중에서 PU는 표면 에너지가 가장 낮아 소수한 

특성을 가지며, PU 고분자가 친수성 CA 및 수용성 PVP와 혼합된 웹의 

경우에 증류수와 LB 용액에 대한 젖음성이 증가하였다. PVP는 

계면활성제의 역할을 하기 때문에, PVP가 첨가된 LB 용액(1.2% w/v)의 

표면장력은 45 mJ/m2로, 순수 LB 용액(48 mJ/m2)보다 약간 낮았다. 또, 

PVP를 PU/CA 고분자에 혼합했을 때 젖음성이 더욱 향상되는데, 이는 

웹이 액적에 의해 젖어 PVP가 용해되면서 계면활성제로써 작용함에 

따라 액적의 확산을 더욱 촉진시킬 수 있기 때문이다[45].  
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Table 3. Surface energy of solid substrates and liquids. 

surface 

energy 

(mJ/m2) 

solid liquid (20°C) 

PU CA PVP Distilled water LB solution 
PVP with 

LB solution 

45.4 [46] 57.0 [47] 72.8 [48] 73 (± 0.039) 48 (± 0.145) 45 (± 0.108) 

 

 

Table 4. Contact angle measurement of membranes.  

contact angle (°) PU CA/PU CA/PU/PVP 

Distilled water 114°( 4) 88°( 5) 
78° ( 1),  

5 초 뒤 0° 

LB solution 113°( 5) 
82°( 4),  

5 초 뒤 0° 

73° ( 5),  

5 초 뒤 0° 

* 액적을 놓고 1초 이내에 접촉각을 측정하였음.  
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2.2 한천 배지에 대한 시료의 색변화 

 

2.5 w/w% INT가 함유된 센서 웹을 한천 배지(agar plate)에 

테스트하여 INT와 세균의 상호작용에 의한 발색 반응과 섬유 형태 

변화를 관찰하였다. 배양 온도는 E. coli와 같은 중온균(mesophiles)의 

최적 생장 온도인 37°C로 설정하였다[49]. 색상은 10분 이내에 

가시화되었고, 1시간 후에 강한 색상을 띠었다. 다른 조성물(PU/CA 2:1, 

PU/CA/PVP)에 비해 소수성이 가장 높은 PU는 세균 접촉과 함께 가장 

높은 색 강도를 나타내었다. Figure 9a에서 포르마잔은 PU 웹이 

박테리아와 접촉된 지점에 한정적으로 밀집되어 강한 색 반응을 보였다. 

PU의 소수한 특성으로 인해 반대쪽을 통한 세균 세포의 침투가 

제한되기 때문에 PU 웹의 반대면에서는 색변화가 제한적이었다. 

한천 배지에 의해 5초 이내로 완전히 젖은 PU/CA 2:1과 

PU/CA/PVP의 경우, 세균이 접촉된 표면과 반대면 모두에서 

포르마잔이 다소 고르게 형성되었다. 특히 습윤 한천과 접촉한 후 

PU/CA/PVP내의 수용성 PVP가 용해됨에 따라 섬유 형태가 뚜렷하게 

확인되지 않았다(Figure 9c). 이렇게 용해되는 PVP에 의해 웹이 매우 

약해지기 때문에 내구성을 요하는 센서로서의 적용은 제한적이다.  
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Figure 9. Chromogenic evolvement of (a) PU, (b) PU/CA, and (c) PU/CA/PVP  

in contact with E. coli of 6.2 × 105 CFU/cm2 on agar plates. 
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2.3 세균 액적에 의한 시료의 색 변화 

 

바이오 에어로졸 또는 액적에 의한 오염 시나리오를 모사하기 위해 

LB 배지에서 배양된 박테리아 현탁액 액적을 적하하여 센서 웹의 발색 

반응을 확인하였다. 본 실험에서는 drop-test 방법으로 현탁액 20 

μL를 웹 표면에 적하하여 수행했다. 소수한 PU의 경우 세균 액적이 

퍼지지 않고, 적하 부위에 방울의 형태를 유지하며 농축된 세균 집락을 

형성하였다. Figure 10a의 우측의 SEM 이미지에서 섬유 기공에 

밀집하게 패킹된 박테리아 군락을 보여주고 있으며, 이에 상응하는 진한 

색변화가 액적이 적하된 부위에서만 관찰된다.  

반대로, PU/CA 2:1 웹의 경우, 세균 액적이 1 cm × 1 cm 샘플에 

고르게 퍼지면서 해당 부위 전체에 균질한 색상을 나타냈다(Figure 

10b).  

PU/CA/PVP 웹은 시간이 지나면서 PVP가 용해되고, 이는 섬유에 

박힌 INT가 방출되도록 유도하기 때문에 가장 강한 색변화로 이어진다. 

또한, PVP가 첨가된 웹은 세균 현탁액의 확산과 젖음을 촉진할 뿐만 

아니라 PVP 고유의 환원 능력으로 인해 포르마잔의 과량 생산을 

야기한다[50]. 이는 Figure 11에서 PU와 PU/CA 2:1에 비해 

PU/CA/PVP의 높은 K/S 값과 Δa*으로 확인되었다. 따라서 

PU/CA/PVP는 정량을 위한 바이오센서로써는 활용되기 어렵다고 

사료된다. 

 



 

 27 

 
Figure 10. Fiber morphology, fiber size distribution, and color response of  

(a) PU, (b) PU/CA 2:1, and (c) PU/CA/PVP membranes after 12 h of the bacteria suspension drop-test. 
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Figure 11. Colorimetric response measurement of (a) K/S and (b) CIE Δa*  

for PU, PU/CA 2:1, and PU/CA/PVP with 3.5 × 107 CFU/cm2 of E. coli.
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제 3 절 INT 웹 조성에 따른 세균 농도 별 비색 반응 

 

3.1 전기방사 웹에서 INT 농도에 따른 비색 반응 

 

효과적인 비색 반응을 위한 최적의 INT 농도를 찾기 위해 E. coli 

3.5 × 107 CFU가 들어있는 현탁액 20 μL에서 INT 농도를 달리하여 

반응 포화 상태에 이르기까지 측정하였다(Figure 12). 3.5×107 CFU의 

E. coli 현탁액 20 μL는 1 cm × 1 cm 센서 웹에 적하되는 세균 

분취량과 유사하다. 포르마잔 생성물의 흡광도는 470 nm 파장에서 

측정하였을 때 INT 약 100μg에서 색 강도가 plateau에 도달하였으며, 

이는 센서 웹 1 cm2에 INT 100 μg이 E. coli 3.5×107 CFU와 반응할 

때 최대 색 강도를 생성하기에 충분함을 암시한다.  

 

 

Figure 12. Color response with INT concentrations in the  

PBS solution with 3.5 × 107 CFU/20 μL of E. coli. 
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3.2 INT 웹의 시간에 따른 색 반응 

 

이어서, 전기방사 웹 1 cm × 1 cm 시료 당 INT 100 μg이 함유 

(5.0% w/w INT/고분자)되도록 제작한 후, 다양한 농도의 E. coli와 M. 

luteus 현탁액에 대한 비색 반응을 조사하였다. 웹의 젖음성이 비색 

반응에 미치는 영향을 고려하기 위해 소수한 PU와 친수한 CA의 

혼합비를 달리하여 다양한 젖음성 정도를 갖는 PU, PU/CA 5:1 및 

PU/CA 2:1을 제조하였다. 다음, 센서의 색변화에 대한 정량적 분석을 

위해 농도 별 박테리아 현탁액을 이용하여 K/S 와 Δa* 값으로 색 

강도를 평가하였다. 실제 상황에서의 적용과 활용을 고려하여, 일반적인 

실내 환경인 온도 23°C, 상대습도 38% 조건에서 실험을 수행하였다.  

Figure 11a에서 박테리아 적하 1시간 후 PU와 PU/CA 2:1에서 

K/S 값이 각 0.413 ± 0.040과 0.204 ± 0.012로 포르마잔 형성을 

확인하였고, 2시간 이내에 PU와 PU/CA 2:1의 K/S 값이 각 0.421 ± 

0.003과 0.248 ± 0.003으로 색 강도가 plateau에 도달한 것을 확인할 

수 있다. Figure 13에서 세균 현탁액 적하 후 25분 이내에 색 반응이 

감지가 되지만, 현탁액이 증발되지 않아서 정량적 평가는 불가능했다. 

따라서, 세균 적하 후 1~2시간에 측정한 비색 값을 바탕으로, 추후 

센서의 비색 민감도는 반응 1시간 후를 기준으로 설정하여 

평가하였다(Figure 14).  
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Figure 13. Screenshot comparison of time-lapse video recording the  

color change of PU and PU/CA 5:1 (5.0 w/w% INT/polymer)  

with E. coli of 3.5 × 106 CFU/cm2 for 1 h. 
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Figure 14. Chromogenic response after 1 and 2 h of dispensing  

20 μL of varied concentrations of (a, b) E. coli and (c, d) M. luteus. 
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3.3 센서 감지 민감도 평가 

 

섬유 조성별 웹에 대한 비색 민감도는 검출한계(LOD)와 

정량한계(LOQ)에 의해 평가되었다(Table 5). 본 논문에서 LOD는 단위 

면적당 존재하는 세균에 의한 발색 강도가 공시료 대비 지각 가능한 

최저 K/S 값을 의미한다[51]. 즉, LOD보다 낮은 K/S 값은 실험상의 

잡음(noise)으로 간주된다. LOD(CFU/cm2)는 식 3으로 계산되었으며, 

여기서 SDb는 공시료를 8회 이상 반복 측정한 K/S 값들의 

표준편차이다. LOQ는 단위 면적당 존재하는 세균의 발색 반응이 적절한 

신뢰도를 갖고 정량화가 가능한 최저 K/S 값을 의미한다. LOQ 계산은 

식 4에 의해 계산되었으며, 기존 연구들은 검체의 신호(K/S 값)와 

공시료의 신호(SDb)를 비교했을 때 신호 대 잡음비가 LOD의 경우 

3.3:1, LOQ의 경우 10:1로 설정하였다[52, 53]. 

 

LOD (CFU/cm2) =
3.3×𝑆𝐷𝑏  

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 𝑜𝑓 𝐶𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐶𝑢𝑟𝑣𝑒
  (3) 

LOQ (CFU/cm2) =
10×𝑆𝐷𝑏  

𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒 𝑜𝑓 𝐶𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐶𝑢𝑟𝑣𝑒
  (4) 

 

LOD는 검출 하한을 나타내기 때문에, 저농도 박테리아 범위에서 

직선성을 확보한 검량선의 기울기(slope of calibration curve)를 

이용하여 LOD값의 유효성을 수립하였다(Figure 15). 검량선의 기울기, 

신호 대 잡음비, LOD 및 LOQ에 대한 계산값은 Table 5에 나타내었다.  
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Table 5. LOD and LOQ calculation for different sensor membranes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*LOD의 검량선의 기울기는 낮은 농도의 박테리아 범위에서 구하였고, LOQ는 직선성이 확보된 유효 범위에서 구하였다. 

계산 값 PU PU/CA 5:1 PU/CA 2:1 

standard deviation of the 

blank sample 

3.3𝑆𝐷𝑏 (K/S) 0.0075 0.0070 0.0077 

10𝑆𝐷𝑏 (K/S) 0.0227 0.0211 0.0233 

slope of lower range 

calibration 

E. coli 0.016 0.016 0.015 

M. luteus 0.007 0.013 0.013 

LOD 

(CFU/cm2) 

E. coli 4.7×105 4.4×105 5.1×105 

M. luteus 1.1×106 5.4×105 6.0×105 

slope of the linear range 
E. coli 0.009 0.01 - 

M. luteus 0.005 0.005 - 

LOQ 

(CFU/cm2) 

E. coli 2.5×106 2.1×106 - 

M. luteus 4.5×106 4.2×106 - 
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Figure 15. LOD estimation by the correlation between CFU and K/S values  

at the lower concentrations of (a) E. coli and (b) M. luteus. 
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LOD와 LOQ는 검량선의 기울기에 반비례하므로 기울기가 높을수록 

LOD와 LOQ가 감소하여 비색 센서로써의 감도가 향상된다. Figure 

15a에서 E. coli의 대략적인 기울기는 세 막 모두 유사하게 나타남에 

따라 LOD값 또한 ~5.1  × 105 CFU/cm2 정도로 비슷한 값이 

계산되었다. M. luteus의 경우 친수한 웹 PU/CA 5:1 및 PU/CA 2:1에서 

검량선의 기울기가 더 높았기 때문에 LOD(~6.0 ×  105 CFU/cm2)가 

낮고 감도가 높았다. 이는 친수성 그룹이 풍부한 펩티도글리칸이 

세포벽을 주로 구성하기 때문에, 센서 웹 표면의 친수기들과 그람 양성 

박테리아 간 상호작용이 용이하게 일어나는 것으로 사료된다[54, 55]. 

단, PU/CA 2:1 웹의 검량선은 E. coli에 대해 선형성을 갖지 못하여 

추가 정량 평가는 PU와 PU/CA 5:1 웹에 대해서만 실시하였다.  

PU 웹의 검량선 분석의 경우에는, 약 4  × 107 CFU/cm2까지 

직선성을 확보하기 때문에 이 선형 범위(valid range)내의 데이터를 

이용하여 PU에 대한 LOQ를 추정하였다(Figure 16a, 17a). 이 선형 

범위를 초과하는 박테리아 농도(> 4  × 107 CFU/cm2)에서는 K/S값의 

변동이 크므로 정확도가 떨어진다. 이러한 K/S값의 급격한 증가폭은 

외막이 친유한 LPS로 구성된 그람 음성 E. coli와 소수성 웹 간의 강한 

상호작용으로 인한 과도한 세균 증식에 기인하는 것으로 보인다[29, 

56]. 부착된 세균 세포는 세포 간 신호를 전달하는 쿼럼센싱(quorum 

sensing)을 통해 컨디셔닝층(conditioning film)의 형성을 활성화시킬 

수 있으며[30](Figure 18), 결과적으로 소수성 웹의 세균 증식을 

가속화시켜 포르마잔의 과량 생산을 발현시킬 수 있다. 반면에 PU 웹에 

대한 M. luteus의 경우에는, 본 연구에서 실험된 최고농도인 1.2 × 108 

CFU/cm2까지 직선의 비례관계를 보이므로 정량분석이 가능할 것으로 

사료된다. 
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Figure 16. LOQ estimation by the correlation between CFU and K/S values after 1 h of reacting with (a) E. coli and (b) M. luteus. 
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Figure 17. Correlation of K/S measurement and bacteria concentration of (a) E. coli and (b) M. luteus after reacting for 2 h. 
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Figure 18. SEM images of PU, PU/CA 5:1, and PU/CA 2:1 loaded with  

1.1 × 107 CFU/cm2 of E. coli and 2.6 × 107 CFU/cm2 of M. luteus. 
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PU/CA 5:1 웹은 E. coli와 M. luteus의 실험된 범위 전체에서 

선형적인 비색 반응을 생성하였다. PU 웹이 친수한 M. luteus에 대해 

미세하게 높은 LOD를 보였으나, 유효 범위에서의 LOQ 값은 ~4.5  ×

 106 CFU/cm2로 PU와 PU/CA 5:1 웹 모두에서 비슷하다.  

결과적으로, 소수성 PU 웹은 액적과의 젖음 지연을 보였으며, 그람 

음성 E. coli의 고농도에서는 급격한 발색 반응을 보였다. 소수성 및 

친수성 고분자 혼합물로 구성된 PU/CA 5:1은 그람 양성 및 그람 음성 

박테리아 모두에 대해 선형적인 비색 반응을 생성하였으며, 본 연구에서 

실험한 CFU 범위에서 이상치 없이 LOD와 LOQ가 가장 낮은 시료로 

판단되었다.  
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제 4 절 세균 비말 분무에 의한 실제 응용 평가 

 

실제 상황에서의 적용을 위한 모의 실험은 PU/CA 5:1 웹에 E. coli 

(1.8 × 108 CFU/0.3 mL)와 M. luteus(6 × 108 CFU/0.3 mL)를 

바이오 에어로졸 형태로 분무하여 실시하였다. 분무 실험에 사용된 

박테리아 농도는 재채기 비말의 공기역학적 분산에 대해 보고한 

선행연구를 참조하여 설정되었다[57, 58]. PU/CA 5:1 웹은 E. coli(K/S 

~ 1.032 ± 0.306)와 M. luteus(K/S ~ 2.080 ± 0.461)에 오염되고 

1시간 후에 유의미한 K/S 값 변화를 보였다. 대조군으로는 0.3 mL의 

증류수를 분무하여 실시하였으며 K/S 값(0.006 ± 0.003)에 변화가 

없었다. 따라서, 본 연구에서 개발된 센서 웹은 간편한 제작 공정과 

안정적인 탐지 능력으로 개인보호구 및 의료산업 분야에 실질적으로 

적용할 있는 추가적인 기능을 제공한다는 점에서 학문적, 산업적 의의를 

갖는다.  

 

  



 

 42 

 

 

 

 
 

Figure 19. Demonstration of practical application taken after 1 h of spraying.  

(a) Horizontal spray test, (b) blank sample, (c) E. coli sprayed, and (d) M. luteus sprayed to PU/CA 5:1. 
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제 4 장 결    론 

 

간편한 제작 공정과 합리적인 민감도로 박테리아 감염 부위를 

가시화하기 위해 섬유 웹에 INT를 도입하여 박테리아 센서를 

개발하였다. 웹의 조성물에 PVP를 첨가하는 것은 제한적이었는데, 이는 

(1) PVP가 쉽게 용해되어 센서의 내구성을 약화시키고, (2) PVP 자체의 

환원능력으로 인해 과잉 발색 반응을 일으키기 때문이다. 반면, 소수성 

및 친수성 고분자로 혼합 구성된 PU/CA 5:1 웹은 그람 양성 및 음성 

박테리아 모두에 대해 선형적인 비색 반응을 유도하기 때문에 정량적 

감지가 가능한 센서 모델로 적합하였다.  

소수성 PU 웹은 박테리아 액적과의 젖음 지연을 보였고, 친유한 

외막을 갖는 그람 음성 E. coli의 고농도 환경에서 급격한 발색 반응을 

보였다. 그람 양성 M. luteus에 대한 PU 웹의 LOD가 PU/CA 5:1보다 

높았으며, 이는 친수한 박테리아에 대해서는 PU의 검출 민감도가 

낮다는 것을 알 수 있다. PU와 PU/CA 5:1의 LOQ는 E. coli 또는 M. 

luteus에 대해 유사했으나, 전반적으로 PU/CA 5:1 구성이 신뢰할 수 

있는 검출 능력과 합리적인 민감도를 제공한다. 향후에는 센서의 반응 

시간을 단축하고 특정 균주에 대한 특이도를 부여하는 연구를 진행하는 

것을 제안한다.  

본 연구에서는 보호 및 생물의학 장비에 쉽게 적용할 수 있는 섬유 

기반 박테리아 센서에 대한 개념 증명을 구상하기 위해 탐색적인 

실험들을 수행하였으며, 다방면의 실증적인 접근법을 통해 센서 

웹으로써 부합하는 재료들에 대한 유익한 정보를 제공한다. 개발된 비색 

센서 웹은 실시간으로 박테리아를 편리하게 검출하여, 의료 종사자들 및 

일반인들에게 유용한 정보를 제공함으로써 공중위생 향상에 기여하고자 

한다. 더불어 생물학적 오염을 시각적으로 경고하여 일회용품의 잦은 

교체주기로 인한 환경오염을 줄일 수 있을 것으로 기대된다.   



 

 44 

참고 문헌 
 

[1] Tharayil, A., Rajakumari, R., Chirayil, C.J., Thomas, S., Kalarikkal, N. 

(2021). A Short Review on Nanotechnology Interventions against 

Covid-19. Emergent Materials. 4(1), 131-141. 

[2] Deusenbery, C., Wang, Y., Shukla, A. (2021). Recent Innovations in 

Bacterial Infection Detection and Treatment. ACS Infectious Diseases. 
7(4), 695-720. 

[3] Jung, S., Hemmatian, T., Song, E., Lee, K., Seo, D., Yi, J., Kim, J. (2021). 

Disinfection Treatments of Disposable Respirators Influencing the 

Bactericidal/Bacteria Removal Efficiency, Filtration Performance, and 

Structural Integrity. Polymers. 13(1), 45. 

[4] Chen, W.-B., Zhang, C. (2009). An Automated Bacterial Colony 

Counting and Classification System. Information Systems Frontiers. 
11(4), 349-368. 

[5] Truong, V.K., Chapman, J., Cozzolino, D. (2021). Monitoring the 

Bacterial Response to Antibiotic and Time Growth Using Near-

Infrared Spectroscopy Combined with Machine Learning. Food 
Analytical Methods. 14(7), 1394-1401. 

[6] Zhang, X., Zhang, Q., Yan, T., Jiang, Z., Zhang, X., Zuo, Y.Y. (2015). 

Quantitatively Predicting Bacterial Adhesion Using Surface Free 

Energy Determined with a Spectrophotometric Method. Environmental 
Science & Technology. 49(10), 6164-6171. 

[7] Chen, X., Zhang, X., Li, C., Sayed, S.M., Sun, W., Lin, F., Wu, F.-G. 

(2019). Superbright Organosilica Nanodots as a Universal Sensor for 

Fast Discrimination and Accurate Quantification of Live/Dead Cells. 

Sensors and Actuators B: Chemical. 295, 49-55. 

[8] Castle, L.M., Schuh, D.A., Reynolds, E.E., Furst, A.L. (2021). 

Electrochemical Sensors to Detect Bacterial Foodborne Pathogens. 

ACS Sensors. 6(5), 1717-1730. 

[9] Sun, J., Warden, A.R., Huang, J., Wang, W.,Ding, X. (2019). 

Colorimetric and Electrochemical Detection of Escherichia coli and 

Antibiotic Resistance Based on a p-Benzoquinone-Mediated Bioassay. 

Analytical Chemistry. 91(12), 7524-7530. 

[10] Du, J., Yu, Z., Hu, Z., Chen, J., Zhao, J., Bai, Y. (2021). A Low pH-

Based Rapid and Direct Colorimetric Sensing of Bacteria Using 

Unmodified Gold Nanoparticles. Journal of Microbiological Methods. 
180, 106110. 

[11] Chen, S., Yang, X., Fu, S., Qin, X., Yang, T., Man, C., Jiang, Y. (2020). 

A Novel AuNPs Colorimetric Sensor for Sensitively Detecting Viable 

Salmonella typhimurium Based on Dual Aptamers. Food Control. 115, 

107281. 

[12] Alhogail, S., Suaifan, G.A., Zourob, M. (2016). Rapid Colorimetric 

Sensing Platform for the Detection of Listeria monocytogenes 

Foodborne Pathogen. Biosensors and Bioelectronics. 86, 1061-1066. 

[13] Xue, L., Jin, N., Guo, R., Wang, S., Qi, W., Liu, Y., Li, Y., Lin, J. (2021). 

Microfluidic Colorimetric Biosensors Based on MnO2 Nanozymes and 



 

 45 

Convergence–Divergence Spiral Micromixers for Rapid and Sensitive 

Detection of Salmonella. ACS Sensors. 6(8), 2883-2892. 

[14] Currie, S., Shariatzadeh, F.J., Singh, H., Logsetty, S., Liu, S. (2020). 

Highly Sensitive Bacteria-Responsive Membranes Consisting of 

Core–Shell Polyurethane Polyvinylpyrrolidone Electrospun 

Nanofibers for in Situ Detection of Bacterial Infections. ACS Applied 
Materials & Interfaces. 12(41), 45859-45872. 

[15] Mustafa, F.Andreescu, S. (2020). Based Enzyme Biosensor for One-

Step Detection of Hypoxanthine in Fresh and Degraded Fish. ACS 
Sensors. 5(12), 4092-4100. 

[16] Thet, N.T., Mercer-Chalmers, J., Greenwood, R.J., Young, A.E., Coy, 

K., Booth, S., Sack, A., Jenkins, A.T. (2020). SPaCE Swab: Point-of-

Care Sensor for Simple and Rapid Detection of Acute Wound Infection. 

ACS Sensors. 5(8), 2652-2657. 

[17] Yapor, J.P., Alharby, A., Gentry-Weeks, C., Reynolds, M.M., Alam, 

A.M., Li, Y.V. (2017). Polydiacetylene Nanofiber Composites as a 

Colorimetric Sensor Responding to Escherichia coli and pH. ACS 
Omega. 2(10), 7334-7342. 

[18] Kim, H.J., Kwon, C., Noh, H. (2019). Paper-Based Diagnostic System 

Facilitating Escherichia coli Assessments by Duplex Coloration. ACS 
Sensors. 4(9), 2435-2441. 

[19] Sun, Y., Zhao, C., Niu, J., Ren, J., Qu, X. (2020). Colorimetric Band-

Aids for Point-of-Care Sensing and Treating Bacterial Infection. ACS 
Central Science. 6(2), 207-212. 

[20] Villegas-Mendoza, J., Cajal-Medrano, R.,Maske, H. (2015). INT (2-

(4-Iodophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-(Phenyl) Tetrazolium Chloride) 

Is Toxic to Prokaryote Cells Precluding Its Use with Whole Cells as a 

Proxy for in Vivo Respiration. Microbial Ecology. 70(4), 1004-1011. 

[21] Hemmatian, T.Kim, J. (2019). Quantification Methods for Textile-

Adhered Bacteria: Extraction, Colorimetric, and Microscopic Analysis. 

Polymers. 11(10), 1666. 

[22] Dashty, M. (2013). A Quick Look at Biochemistry: Carbohydrate 

Metabolism. Clinical Biochemistry. 46(15), 1339-1352. 

[23] Kracke, F., Vassilev, I., Krömer, J.O. (2015). Microbial Electron 

Transport and Energy Conservation–the Foundation for Optimizing 

Bioelectrochemical Systems. Frontiers in Microbiology. 6, 575. 

[24] Smith, J.J.McFeters, G.A. (1997). Mechanisms of INT (2-(4-

Iodophenyl)-3-(4-Nitrophenyl)-5-Phenyl Tetrazolium Chloride), and 

CTC (5-Cyano-2,3-Ditolyl Tetrazolium Chloride) Reduction in 

Escherichia coli K-12. Journal of Microbiological Methods. 29(3), 

161-175. 

[25] Stiefel, P., Schneider, J., Amberg, C., Maniura-Weber, K., Ren, Q. 

(2016). A Simple and Rapid Method for Optical Visualization and 

Quantification of Bacteria on Textiles. Scientific Reports. 6(1), 1-9. 

[26] Ishiki, K., Nguyen, D.Q., Morishita, A., Shiigi, H., Nagaoka, T. (2018). 

Electrochemical Detection of Viable Bacterial Cells Using a 

Tetrazolium Salt. Analytical chemistry. 90(18), 10903-10909. 

[27] Emre, F.B., Lopes, P., Ferapontova, E.E. (2014). Implications of FAD 



 

 46 

Electrode Reaction Kinetics for Electrocatalysis of NADH Oxidation 

and Development of NAD-Dependent Enzyme Electrodes. 

Electroanalysis. 26(6), 1354-1361. 

[28] Yan, C., Wang, C., Hou, T., Guan, P., Qiao, Y., Guo, L., Teng, Y., Hu, 

X., Wu, H. (2021). Lasting Tracking and Rapid Discrimination of Live 

Gram-Positive Bacteria by Peptidoglycan-Targeting Carbon Quantum 

Dots. ACS Applied Materials & Interfaces. 13(1), 1277-1287. 

[29] Friedlander, R.S., Vogel, N., Aizenberg, J. (2015). Role of Flagella in 

Adhesion of Escherichia coli to Abiotic Surfaces. Langmuir. 31(22), 

6137-6144. 

[30] Kimkes, T.E.P.Heinemann, M. (2019). How Bacteria Recognise and 

Respond to Surface Contact. FEMS Microbiology Reviews. 44(1), 106-

122. 

[31] Maikranz, E., Spengler, C., Thewes, N., Thewes, A., Nolle, F., Jung, 

P., Bischoff, M., Santen, L., Jacobs, K. (2020). Different Binding 

Mechanisms of Staphylococcus aureus to Hydrophobic and 

Hydrophilic Surfaces. Nanoscale. 12(37), 19267-19275. 

[32] Oh, J.K., Yegin, Y., Yang, F., Zhang, M., Li, J., Huang, S., Verkhoturov, 

S.V., Schweikert, E.A., Perez-Lewis, K., Scholar, E.A., Taylor, T.M., 

Castillo, A., Cisneros-Zevallos, L., Min, Y., Akbulut, M. (2018). The 

Influence of Surface Chemistry on the Kinetics and Thermodynamics 

of Bacterial Adhesion. Scientific Reports. 8(1), 17247. 

[33] Zheng, S., Bawazir, M., Dhall, A., Kim, H.E., He, L., Heo, J., Hwang, G. 

(2021). Implication of Surface Properties, Bacterial Motility, and 

Hydrodynamic Conditions on Bacterial Surface Sensing and Their 

Initial Adhesion. Frontiers in Bioengineering Biotechnology. 9, 643722. 

[34] Packham, D.E. (2003). Surface Energy, Surface Topography and 

Adhesion. International Journal of Adhesion and Adhesives. 23(6), 

437-448. 

[35] Kita, Y., Mackenzie Dover, C., Askounis, A., Takata, Y., Sefiane, K. 

(2018). Drop Mobility on Superhydrophobic Microstructured Surfaces 

with Wettability Contrasts. Soft Matter. 14(46), 9418-9424. 

[36] Aydemir, C., Altay, B.N., Akyol, M. (2021). Surface Analysis of 

Polymer Films for Wettability and Ink Adhesion. Color Research & 
Application. 46(2), 489-499. 

[37] BinAhmed, S., Hasane, A., Wang, Z., Mansurov, A.,Romero-Vargas 

Castrillón, S. (2018). Bacterial Adhesion to Ultrafiltration Membranes: 

Role of Hydrophilicity, Natural Organic Matter, and Cell-Surface 

Macromolecules. Environmental Science & Technology. 52(1), 162-

172. 

[38] García-Martín, E.E., Aranguren-Gassis, M., Karl, D.M., Martínez-

García, S., Robinson, C., Serret, P., Teira, E. (2019). Validation of the 

in vivo Iodo-Nitro-Tetrazolium (INT) Salt Reduction Method as a 

Proxy for Plankton Respiration. Frontiers in Marine Science. 6. 

[39] Oh, Y.J., Hong, J. (2022). Application of the MTT-Based Colorimetric 

Method for Evaluating Bacterial Growth Using Different Solvent 

Systems. LWT. 153, 112565. 

[40] Munujos, P., Collcanti, J., Gonzalezsastre, F., Gella, F.J. (1993). Assay 



 

 47 

of Succinate Dehydrogenase Activity by a Colorimetric-Continuous 

Method Using Iodonitrotetrazolium Chloride as Electron Acceptor. 

Analytical Biochemistry. 212(2), 506-509. 

[41] Berridge, M.V., Herst, P.M., Tan, A.S. (2005). Tetrazolium Dyes as 

Tools in Cell Biology: New Insights into Their Cellular Reduction. 

Biotechnology Annual Review. 11, 127-152. 

[42] Song, E., Lee, K., Kim, J. (2022). Tetrazolium-Based Visually 

Indicating Bacteria Sensor for Colorimetric Detection of Point of 

Contamination. ACS Applied Materials & Interfaces. 14(33), 38153-

38161. 

[43] Sonawane, S., Setty, Y.P.,Sapavatu, S.N., Chemical and Bioprocess 
Engineering : Trends and Developments. Apple Academic Press, Inc.: 

Oakville, Canada, 2015; pp 76-79. 

[44] Bhagyasree, J., Varghese, H.T., Panicker, C.Y., Samuel, J., Van 

Alsenoy, C., Bolelli, K., Yildiz, I.,Aki, E. (2013). Vibrational 

Spectroscopic (FT-Ir, Ft-Raman, 1H NMR and UV) Investigations and 

Computational Study of 5-Nitro-2-(4-Nitrobenzyl) Benzoxazole. 

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular 
Spectroscopy. 102, 99-113. 

[45] Lam, S.-M., Kee, M.-W.,Sin, J.-C. (2018). Influence of PVP Surfactant 

on the Morphology and Properties of ZnO Micro/Nanoflowers for Dye 

Mixtures and Textile Wastewater Degradation. Materials Chemistry 
and Physics. 212, 35-43. 

[46] Zhai, M.McKenna, G.B. Surface Energy of a Polyurethane as a 
Function of Film Thickness. in Proceedings of the Annual Technical 

Conference, Society of Plastics Engineers ANTEC, Las Vegas. 2014; 

pp 2472-2475 

[47] Białopiotrowicz, T.Jańczuk, B. (2002). The Wettability of a Cellulose 

Acetate Membrane in the Presence of Bovine Serum Albumin. Applied 
Surface Science. 201(1-4), 146-153. 

[48] Caykara, T., Yerlikaya, Z.,Kantoğlu, Ö. (2004). Surface Free‐Energy 

Analysis of Poly (N‐Vinyl‐2‐Pyrrolidone–Crotonic Acid) Copolymers 

Prepared by Γ‐Ray‐Induced Polymerization Technique. Journal of 
Applied Polymer Science. 91(3), 1893-1897. 

[49] Bozoglu, T.F.Erkmen, O., Food Microbiology : Principles into Practice. 

John Wiley & Sons, Inc.; Hoboken, U.K., 2016; p 9. 

[50] Fahad, S., Yu, H., Wang, L., Wang, Y., Lin, T., Amin, B.U., Naveed, K.-

U.-R., Khan, R.U., Mehmood, S., Haq, F., Xing, Y.,Usman, M. (2021). 

Synthesis of AgNWs Using High Molecular Weight PVP as a Capping 

Agent and Their Application in Conductive Thin Films. Journal of 
Electronic Materials. 50(5), 2789-2799. 

[51] Shrivastava, A. (2011). Methods for the Determination of Limit of 

Detection and Limit of Quantitation of the Analytical Methods. 

Chronicles of Young Scientists. 2, 21-25. 

[52] Şengül, Ü. (2016). Comparing Determination Methods of Detection and 

Quantification Limits for Aflatoxin Analysis in Hazelnut. Journal of 
Food and Drug Analysis. 24(1), 56-62. 

[53] Yue, X., Li, Y., Xu, S., Li, J., Li, M., Jiang, L., Jie, M.,Bai, Y. (2022). A 



 

 48 

Portable Smartphone-Assisted Ratiometric Fluorescence Sensor for 

Intelligent and Visual Detection of Malachite Green. Food Chemistry. 
371, 131164. 

[54] Yan, C., Wang, C., Hou, T., Guan, P., Qiao, Y., Guo, L., Teng, Y., Hu, 

X.,Wu, H. (2021). Lasting Tracking and Rapid Discrimination of Live 

Gram-Positive Bacteria by Peptidoglycan-Targeting Carbon Quantum 

Dots. ACS Applied Materials & Interfaces. 13(1), 1277-1287 

[55] Yi, L., Luo, L., Chen, J., Sun, H., Wang, X., Yi, Y.,Lv, X. (2020). Cell 

Wall and DNA Damage of Staphylococcus aureus by Bacteriocin 

BM1157. LWT. 134, 109842. 

[56] Chou, B., Mirau, P., Jiang, T., Wang, S.-W.,Shea, K.J. (2016). Tuning 

Hydrophobicity in Abiotic Affinity Reagents: Polymer Hydrogel 

Affinity Reagents for Molecules with Lipid-Like Domains. 

Biomacromolecules. 17(5), 1860-1868. 

[57] Hawi, S., Goel, S., Kumar, V., Pearce, O., Ayre, W.N.,Ivanova, E.P. 

(2022). Critical Review of Nanopillar-Based Mechanobactericidal 

Systems. ACS Applied Nano Materials. 5(1), 1-17. 

[58] Lee, K., Oh, J., Kim, D., Yoo, J., Yun, G.J.,Kim, J. (2021). Effects of the 

Filter Microstructure and Ambient Air Condition on the Aerodynamic 

Dispersion of Sneezing Droplets: A Multiscale and Multiphysics 

Simulation Study. Physics of Fluids. 33(6), 063317. 

 

 



 

 49 

Abstract 

Sensor Membrane for Colorimetric 

Detection of Bacteria  
 

Eugene Song 
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Fashion Design 

The Graduate School 

Seoul National University 
 

   Protective equipment for detecting biological contamination has 

been in high demand, along with increased awareness in public health 

and hygiene, since the advent of COVID-19. Herein, an electrospun 

sensor membrane embedded with iodonitrotetrazolium chloride (INT) 

was developed for the general purpose of detecting viable bacteria 

and investigated for its adherence properties and chromogenic 

response of Gram-positive Micrococcus luteus (M. luteus) and 

Gram- negative Escherichia coli (E. coli). 

The sensor membranes were prepared with varied ratios of 

polymers with different wetting properties including polyurethane 

(PU), cellulose acetate (CA), and polyvinylpyrrolidone (PVP). The 

chromogenic response was induced by loading 20 μL of bacterial 

suspension onto the sensor membrane and measured by the light 

absorption coefficient to the scattering coefficient (K/S) using the 

Kubelka–Munk equation. The colorimetric sensitivities of different 

membranes were examined by calculating the limit of detection (LOD) 

and the limit of quantification (LOQ) based on the correlation between 
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the bacterial colony forming unit (CFU) and K/S values.  

Regardless of the wettability gradients of the membranes, INT 

reduction was completed within an hour of loading bacterial 

suspension. The results demonstrated that the chromogenic 

response depended on the interaction of Gram-positive and Gram-

negative bacteria with the wetting properties of membranes. 

Hydrophilic M. luteus showed higher K/S values for hydrophilic 

membranes due to their cell walls being predominantly composed of 

peptidoglycan, which features abundant hydrophilic functional groups 

such as carboxyl, amino, and thiol groups. On the other hand, 

hydrophobic membranes showed excessive interactions at high 

concentrations of Gram-negative E. coli, whose cell membranes are 

lipophilic. The membrane blended with hydrophobic and hydrophilic 

polymers displayed linear colorimetric responses for both Gram-

negative and Gram-positive bacteria strains, demonstrating a 

reliable sensing capability in the range of the tested bacteria 

concentration.  

This study developed a wearable bacteria sensor that is readily 

applicable to various fields and conducted explorative 

experimentations to conceive a proof of concept of a fiber-based 

bacteria sensor. We expect that this work could contribute to the 

improvement of public health and hygiene as the wearer and medical 

personnel are able to monitor biological contamination through visual 

indication and initiate their disinfection and sterilization protocols. 

 

Keywords : Iodonitrotetrazolium chloride, sensor, bacteria, 

electrospinning, protective textile 
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