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서론

농약 및 살충제 성분으로 널리 사용되고 있는 유기인 화합물은 사람이나 동물의 신경세포 내 필수 효소의 활성을 치명적으로 저해하는 물질로서 인간에 대한 유기인 화합물의 치사량은 5 mg/kg으로 알려져 있다. 또한 captan은 탄저병, 잿빛곰팡이병등 병원성 곰팡이에 대한 방제효과 뿐만 아니라 광범위한 세균에 방제 효과가 있는 성분으로 physan과 함께 난의 세균 방제용으로 널리 이용되는 농약 성분이다. 그러나 captan은 발암성 물질이며 어독성 1급이라 수질오염의 측면에서 생산이 제한되어 있다.(1) 따라서 유기인 화합물과 captan을 빠르고 간편하게 측정할 수 있는 센서 개발의 필요성이 매우 크다.

본 연구에서는 신속성, 정확성, 선택적 반응성을 가지는 생물소재와 광센서 제작기술을 사용하여 간단한 조작기술로 농약성분인 captan과 paraoxon(유기인 화합물의 일종)의 존재여부 및 양을 동시에 측정할 수 있는 센서를 제작하였다. Captan과 paraoxon에 의해 저해를 받는 생물소재로 glutathion S-transferase(GST)와 acetyl cholinesterase(AChE)를  사용하였으며 센서 사용에 적절한 형태로 만들기 위한 고정화 기술로 GST는 gel entrapment를 사용하였으며, AChE는 Langmuir-Blodgett (LB) 기술을 사용하였다. 

실험재료 및 방법

Captan에 의해 저해를 받는 125 U/mg의 활성을 가지는 GST(EC 2.5.1.18, from human placenta)와 paraoxon에 의해 저해를 받는 1000 U/mg의 활성을 가지는 AChE(EC 3.1.1.7:V-s, from electric eel), GST의 반응물인 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)과 glutathione(GSH), AChE의 반응물인 (-naphthyl acetate와 염료인 Fast Red GG salt, GST와 AChE의 저해물질인 captan과 paraoxon은 Sigma Chemical Company (U. S. A)에서 구입하여 사용하였다. 

결과 및 고찰

본 연구에서는 GST와 AChE가 고정화된 효소막을 가지는 하나의 반응기에서 captan과 paraoxon을 동시에 측정하는 실험을 수행하였다. 반응기에서 GST는 CDNB와 GSH를 400nm에서 흡광도를 측정할 수 있는 s-(2,4-dinitrophenyl) glutathione으로 전환시키며, AChE는 (-naphthyl acetate를 전환시켜 염료인 fast Red GG salt와 반응하여 500nm에서 측정할 수 있는 (-naphthol을 생성시킨다. 저해제인 captan과 paraoxon이 없는 경우에는 반응물은 효소에 의해 완전히 생성물로 전환된다. 그러나 저해제가 있는 경우에는 생성물의 양이 감소하게 되며, 이때 감소한 생성물의 양은 저해제의 농도에 비례하게 되어 센서시스템에서 저해제의 농도를 측정하게 된다. 그림 1(a)는 AChE가 paraoxon에 의해 저해되는 정도를 나타낸 것이며 그림 1(b)는 AChE가 captan에 의해 저해되는 정도를 나타낸 것이다. 그림 2는 GST가 captan에 의해 저해되는 정도를 나타낸 것이며, GST는 paraoxon에 의해서는 저해되지 않음을 확인하였다. 본 연구에서는 저해제의 농도를 측정하기 위하여 세 가지의 경우로 나누어 실험을 수행하였다. 첫번째, 오염수에 paraoxon만 존재할 때, 두번째, 오염수에 captan만 존재할 때, 세번째, 오염수에 captan과 paraoxon이 둘 다 존재할 때의 세 가지의 경우로 실험을 수행하였으며, 각각의 농도측정을 위한 검량선을 작성하였다.
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그림 1. 저해제의 농도에 따른 AChE 저해반응 신호; (a), AChE가 paraoxon의 농도에 따라 저해되는 센서 신호; (b), Captan의 농도에 따라 저해되는 센서 신호

그림 2. GST가 captan의 농도에 따라 저해되는 센서 신호

1) 오염수에 paraoxon만 존재하는 경우

본 연구에서는 반응은 한 개의 반응기에서 동시에 일어나며, 항상 두개의 신호인 Y1과 Y2두개를 얻게 된다. Y1은 400nm에서 측정되는 GST의 반응신호이며, Y2는 500nm에서 측정되는 AChE의 반응 신호이다. 반응기에서 반응이 일어난 후 400nm에서의 신호를 얻은 후 500nm에서의 신호를 얻었다.  Y1은 GST에 의해서 반응물이 생성물로 전환되는 양에 비례하는 신호이며, Y2는 AChE에 의해서 반응물이 생성물로 전환되는 양에 비례하는 신호이다. 만약 기준시료를 측정했을 때와 오염수를 측정했을 때의 센서신호의 차이가 없다면 그것은 저해제가 없다는 의미로 파악할 수 있다. 또한 오염수를 측정했을 때의 Y1의 신호가 기준시료와의 차이가 없고 Y2의 신호만 변화했다면, 오염수에는 captan이 존재하지 않고 paraoxon만 존재하는 것이다. GST는 paraoxon에는 저해 받지 않고, captan에 의해서만 저해 받기 때문이다. 따라서 AChE가 paraoxon에 의해서 저해 받는 정도를 나타낸 그림1(a)를 이용하여 paraoxon의 농도를 구할 수 있는 식을 수립하였다.
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2) 오염수에 captan만 존재하는 경우

 그림 3의 (a)는 GST가 captan과 paraoxon에 의해 저해되는 정도를 나타낸 것이고, 그림 3의 (b)는 GST가 captan에 의해 저해되는 정도를 나타낸 것이다. 두 그림에서 기울기를 살펴보면 거의 유사한 것을 볼 수 있다. 이로부터GST는 captan에 의해서는 저해를 받으나, paraoxon에 의해서는 저해를 받지않는 것을 확인할 수 있다. 즉, GST는 paraoxon의 존재여부와는 상관없이 반응물을 생성물로 전환한다는 것이다. 따라서 Y1의 신호가 기준시료와의 차이를 보였다면, Y2의 변화여부와는 상관없이 captan이 존재함을 알 수 있는 것이다. 오염수에서 captan만 존재할 때, captan의 농도를 얻기 위한 식은 그림 3(a)로부터 다음과 같이 얻었다.












(2)



그림 3. 저해제의 농도에 GST의 저해반응 신호; (a), Captan과 paraoxon에 의해 저해되는 센서 신호; (b), Captan에 의해 저해되는 센서 신호

3) 오염수에 captan과 paraoxon이 둘 다 존재하는 경우

 그림 1에서 AChE가 paraoxon과 captan에 의해 모두 저해받는 것을 알 수 있다. 또한, 그림 1의 (a)와 (b)에서 두 그래프의 기울기가 거의 유사한 것을 통하여 저해받는 정도가 거의 유사한 것도 알 수가 있다. Y2는 AChE에 의해 반응물이 생성물로 전환될 때의 생성물의 양에 따른 신호이다. 오염수를 측정하였을 때, Y1과 Y2의 신호가 기준시료와 비교하여 모두 차이가 생겼다면, 오염수내에는 captan과 paraoxon이 모두 존재한다는 것을 의미한다. Captan의 농도는 Y1의 센서신호로부터 얻을 수 있으며, paraoxon의 농도는 다음과 같이 얻을 수 있었다. 그림 4는 500nm에서의 센서 신호로 이 신호는 그림 1의 (a)와 (b)의 신호크기의 75%를 합쳐놓은 신호와 동일하다. AChE가 captan과 paraoxon에 의해 저해받는 정도가 거의 유사하기 때문에, 각각에 의해 저해정도의 일정비율의 합이 Y2의 신호와 같다고 가정하였다. 따라서 paraoxon의 농도는 식(3)과 같이 얻을 수 있었다.
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그림 4. AChE 저해에 따른500nm에서의 센서 신호. (solid line은 captan과 paraoxon이 둘 다 포함되어 있을 때의 센서 신호이며, short dash line은 captan만 존재할 때의 센서 신호이며, dotted line은 paraoxon만 존재할 때의 센서 신호이다)  
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