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            초록
          
        

        
          Recently, many attempts have been made to use microalgae as raw material for next generation biodiesel. Since conventional microalgae detection is performed in the laboratory after collecting algae in the field, it is necessary to develop a portable fluorescence measuring device that can effectively reduce detection duration in the field. In this study, we developed a portable fluorescence measurement device composed of an optical system and a control system to detect microalgae in the field. The optical system stimulates excitation light suitable for algae to be measured and determines the amount of algae by measuring the amount of emitted light through the PMT sensor. The optical system facilitates seamless change of filters and lenses according to kinds of algae. This was validated by checking the amount of light measured according to concentration of CC125. Reliability of the fluorescence measuring device was verified through repeated experiments. 
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      1. 서론
      지난 수십년 간 화석연료를 대체할 대체 연료로 바이오 연료를 이용하고자 하는 연구가 활발히 진행되어 왔다. 특히 바이오디젤은 동식물의 지방이나 재생 유지로부터 생산되며 기존의 경유와 유사한 열량, 점도 및 상변화 특성을 가지므로, 기존의 내연기관을 개조 없이 사용할 수 있고, 혼유가 가능하다는 장점이 있다.1 기존의 바이오 디젤의 주 생산원은 콩이나 유채 등의 식물성 기름이었으나, 농작물을 에너지로 이용하는 것에 대해 인도적인 비판이 존재하며, 생산을 위한 경작지의 확대를 위해 열대 우림의 파괴 등의 초기의 재생 에너지원으로의 취지에 부적합하다는 비판이 존재한다. 최근에는 차세대 바이오디젤의 원료로 식물성 플랑크톤으로 대표되는 미세조류(Microalgae)를 이용하고자 하는 연구들이 많이 이루어지고 있다.2 미세조류는 물, 이산화탄소와 태양광을 이용하여 광합성을 하게 되는데, 기존의 콩이나 유채를 이용하는 바이오 연료에 비해 바이오매스 생산성이 수십 배 이상으로 높은 것으로 알려져 있으며, 더 높은 생산성을 가지는 미세조류 균주를 찾거나 돌연변이를 만들어 내려는 연구개발이 진행 중이다.3 더불어 생산 공정에 대해 많은 연구가 이루어지고 있으며,4 미세조류를 찾고, 생산 공정을 최적화하는 과정에서 가장 기초적인 것은 용해된 미세 조류의 양을 검출하고 분석하는 문제라 할 수 있다. 일반적인 미세조류 검출은 현장에서 조류를 채집한 후 연구실에서 검출하는 과정을 거치기 때문에 현재의 검출 방법은 시간이 매우 오래 걸리는 문제점이 있다. 본 연구는 현장에서 미세조류를 검출 가능한 휴대용 측정 장치에 관한 것으로, 검출 시간을 효과적으로 줄이는데 의의를 둔다. 

      조류의 검출 방법은 크게 전기적 검출 방법(Electrical Detection)5과 광학적 검출 방법(Optical Detection)6으로 나눌 수 있다(Fig. 1). 전기적인 검출 방법은 대상 샘플의 양단에 전극을 주어 그 사이에 걸리는 임피던스 값을 측정하는 것으로, 복잡하고 비싸다는 단점이 있다.6 광학적 검출 방법 중 광학현미경(Optical Microscope)을 통한 검출은 조류 세포 수를 하나하나 세야 하기 때문에 시간이 오래 걸린다.7 또 다른 광학 검출법인 DNA를 기반으로 하는 검출 방법(DNA Based Detection)은 샘플의 DNA에 반응하는 물질을 투입하여 원하는 샘플만 검출하여 높은 정확도를 나타내지만 시료의 DNA에 대한 연구가 부가적으로 필요하고 시스템이 복잡하다는 단점이 있다.8 한편, 형광현미경(Fluorescence Microscope)을 통한 검출은 조류의 종류에 따라 형광물질을 붙이거나 혹은 조류에 따라 형광물질이 없어도 조류 검출이 가능하다. 비교적 간단하고 합리적이기 때문에 녹조 검출에 있어 가장 널리 쓰인다.9 그러나 형광 현미경의 경우 부피가 커 연구실 등에서 사용해야 한다는 단점이 있다. 본 연구는 형광 검출법을 적용하되, 현장에서도 사용 가능한 휴대용 형광측정 장치의 개발을 목표로 한다. 

      
        
        

        Fig. 1 
				
        

        
          Traditional methods for detecting algae
        
        

        

      

      과거에 수중에서 측정하는 것을 목적으로 미세조류 형광 측정 센서를 개발하는 연구가 주로 이루어져 왔다. 최근에 수중이 아닌 소량의 시료로부터 형광측정을 이용하여 농도를 측정하는 센서를 개발한 연구들이 발표되었다. 이들은 주로 광다이오드(Photodiode)나 유기광센서(Organic Photodetector)를 사용하였는데, 센서를 통한 측정 신호가 미약하여 신호의 증폭을 위한 증폭기가 크다는 단점과 광량이 작은 경우 측정 분해능이 떨어지는 단점을 지닌다.10,11 이와는 별개로 미세조류를 측정한 것은 아니지만 광전자증폭관(Photo Multiplier Tube, PMT)을 이용한 형광측정장치12,13에 관한 연구가 있다. PMT를 이용하면 약한 빛을 증폭시켜 신호를 측정하므로 감지된 신호를 전기적으로 증폭하는 광다이오드를 이용하는 경우보다 높은 정밀도를 얻을 수 있다. 본 연구에서는 PMT를 사용하여 분해능을 높이고, 광학 필터를 선택적으로 조합하여 의도하는 파장을 감지하는 형광 측정장치를 3D 프린터로 이용하여 제작하였으며 이를 실험을 통해 검증하였다. 

    

    

  
    
      2. 형광 측정 장치의 개발
      
        2.1 광학계 설계
        형광성을 보이는 미세 조류는 여기광(Excitation Light)를 흡수하고, 여기광 파장과 다른 파장의 빛을 방출광(Emission Light)을 내보내게 된다. 조류의 세포 수가 증가할수록 방출되는 광량도 비례하므로, 광량을 광학 센서를 통해 측정하면 조류의 농도를 측정할 수 있다. 이러한 형광 검출법 원리를 적용하여, 광학계를 Fig. 2와 같이 구성하였다. 

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Composition of an optical system
          
          

          

        

        여기광과 방출광은 측정하고자 하는 조류에 따라 다르므로, 본 연구에서는 검증에 사용한 조류 CC125 (Chlamydomonas Reinhardtii)14를 기준으로 설계하였다. CC125 조류는 450-500 nm 파장대(최대치 490 nm)에서 여기광을 흡수하고, 650-700 nm 파장대(최대치 685 nm)의 빛을 방출한다. 다른 조류에 대한 범용성을 가지도록 고가인 PMT는 넓은 파장대를 측정할 수 있는 부품으로 선정하였으며, 형광 파장 특성에 따라 LED 광원과 광학 필터만 변경하면 측정이 가능하도록 하였다. 여기 광원으로는 비교적 좁은 파장을 가지며, 저렴한 청색 LED (470 nm, NSPB310B, Nichia, Tokushima, Japan)를 사용하였고, 비구면 렌즈(354330-A, Thorlabs, Inc. USA)를 이용하여 평행광으로 변환시켰다. 측정에 필요한 파장 이외의 모든 파장을 거르기 위해 여기광 필터(MF475-35, Thorlabs, Inc., USA)를 사용하였다. 파장 범위가 좁혀진 빛은 색선별거울(Dichroic Mirror) (DMLP567, Thorlabs, Inc., USA)에서 위로 반사되며, 다시 비구면 렌즈에 의해서 측정부의 조류에 집중된다. 여기광을 흡수한 조류로부터 방출된 방출광(CC125의 경우 약 680 nm)은 색선별거울을 투과한 뒤 방출광 필터(ET690/50 m, Chroma Technologies, USA)를 통과한다. 이 과정에서 의도하지 않은 경로로 전달된 여기광과 외부의 광원에 의한 노이즈가 걸러지며, 최종적으로 PMT(H10721-20, Hamamatsu, Japan)를 이용하여 광량을 측정하였다. 

        광학계를 설계함에 있어 중요한 것은 여기광이 가장 효율적으로 조류가 놓여 있는 위치까지 전달되도록 하는 것이다. LED 광원이 비구면 렌즈로부터 정확한 위치에 있어야 의도한 대로 평행광을 만들 수 있다. 그러나 비구면 렌즈는 단면이 기준점이 명확하지 않은 비대칭 구면 형상(Fig. 3(a))일 뿐 아니라 LED 광원 또한 명확한 점광원이 아니므로 비구면 렌즈를 고정한 후 LED 광원을 이동시켜 가면서 실험적으로 최적 위치를 결정하였다. 본 실험은 LED 광원에서 나온 빛이 비구면 렌즈 통과 후 색선별거울에서 위로 반사된 광량이 최대치일 때 비구면 렌즈와 LED 광원 사이의 거리를 구하는 것을 목표로 하였다. 실험을 위해 LED 광원을 이동시킬 수 있는 프로토타입 기구를 3D 프린터로 제작하였다(Figs. 3(b), 3(c)). 이 기구는 슬라이드 방식을 이용해 LED 광원을 평행으로 이동시켜 LED 광원과 렌즈 사이 거리를 3 mm 내에서 조절할 수 있다. 

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            The prototype for determination of focal length
          
          

          

        

        실험을 통해 비구면 렌즈와 LED 광원 사이의 거리에 따라 조류 샘플이 위치할 상단면에 전달되는 광량의 변화를 확인할 수 있었다(Figs. 4(a), 4(b)). Fig. 5는 LED 광원의 위치 결정 후, 비구면 렌즈를 탈착하여 비교한 것으로, 비구면 렌즈가 있을 때 중심부에 광량이 확연하게 집중되는 것을 확인할 수 있다. 

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Experiment for determining focal length (light intensity with respect to lens-LED distance)
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Comparison of light intensity according to aspheric lens
          
          

          

        

      

      
        2.2 3D 프린터를 이용한 광학부 제작
        Fig. 6은 3D 프린터를 이용하여 앞에서 기술한 광학계를 구현한 광학부를 나타낸다. 미세조류가 담긴 용액을 광학부에 위치시키기 위하여 Fig. 7과 같이 슬라이드 글라스(Slide Glass) 위에 웰(Well)을 제작하였다. 직경 2.5 mm의 펀치를 이용하여 두께 2.5 mm의 PDMS (Polydimethylsiloxane)에 웰을 제작하고, 이를 슬라이드 글라스와 플라즈마 본딩하였다. 피펫을 사용하여 정량의 미세조류를 슬라이드 글라스 위에 제작된 웰에 채우고, 측정 장치의 상단에 위치시킨 다. 측정 시 외부로부터의 빛을 차단하기 위해 커버를 덮은 후 각 웰에 담긴 시료를 측정하도록 하였다. 

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            Photo and description of optical system
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 7 
				
          

          
            Well glass slide
          
          

          

        

        3D 프린터를 이용하여 광학계의 제작 시 해결해야 할 사항이 몇 가지 존재하였다. 3D 프린터의 종류에 따라 광학부 제작시 발생하는 문제와 3D 프린터에 사용하는 필라멘트의 재질 문제이다. 본 연구에서는 다양한 3D 프린터를 사용하였는데, Tiertime사의 Up-mini 3D 프린터(Up-mini, Tiertime사, China)의 경우 서포트를 깨끗하게 제거하기 곤란한 문제점이 발생하였다. 이는 샘플 아래 집광을 위한 비구면 렌즈(354330-A, Thorlabs, Inc. USA)가 정확한 위치에 놓이지 못하게 하여, 광학계가 제대로 정렬되지 못하게 하는 문제를 야기하였다. 반면, 용해성 서포트 재료를 사용하는 Stratasys사의 uPrint SE Plus 3D 프린터(uPrint SE Plus, Stratasys사, USA)는 렌즈의 정렬 문제를 해결할 수 있었으나, 사용된 아이보리색의 필라멘트 재질(ABS, 1.75 mm, 플라실, Korea)이 청색 LED 광원의 일부를 투과시켜 PMT에 전달되는 문제를 야기시켰다. 

        uPrint SE Plus 3D 프린터는 검정색 필라멘트를 사용할 수 없는 모델이어서, 결구 Up-mini 프린터를 이용하여 검정색 필라멘트를 이용하여 광학부를 제작한 후, 비구면 렌즈가 위치하는 곳에 대해 후가공 처리를 하여 이 문제를 해결하였다. 

        청색 LED 광원에서 나온 빛은 조류를 자극시키기 위한 것으로, 조류로부터 방출된 빛이 아니다. 따라서 조류 시료가 없는 상태에서 LED 광원만을 켰을 시에는 검출되는 빛이 없어야 한다. 그러나, 검정색 필라멘트로 제작된 광학부에 대해서조차 PMT에서 측정되는 광량은 13.1%au였다(Table 1(1)). 이는 출력된 ABS 재질이 빛을 일부 반사하여 발생하는 것으로 이를 차폐하는 방안을 모색하였다. 초기에는 검정색 무광 테이프를 이용하여 광경로를 차폐한 경우에는 4.20%au로 광량이 크게 줄어들었다(Table 1(2)). 참고로 Table 1(3)에 나타낸 바와 같이 uPrint SE 3D 프린터를 이용하여 광학부를 제작한 경우에는 53.08%au의 광량이 검출되었다. 

        
          Table 1 
				
          

          
            3D printing for light shielding (PMT Gain: 0.88 V)
          
          

        

        
        

        검정색 ABS 재질과 무광테이프를 이용하여 청색 LED 광원에 대해 노이즈를 제거하였다 하더라도, 집광 렌즈가 정확한 위치에 놓이지 않으면 방출광이 제대로 검출되지 않았다. 집광 렌즈가 없을 시 조류 농도가 100%인 시료에 대해 검출했을 때 20.82%au로 낮은 값을 보였다(Table 1(2)). 결국 농도에 대한 분해능을 높이려면, 광경로를 최대한 차폐하여 청색광의 투과를 막아야 할 뿐 아니라, 집광 렌즈의 이용이 필수적이다. 

        따라서 본 연구에서 광학부 제작을 위해 최종적으로 검정색 ABS 재질을 이용하였으며, 검정색 무광 스프레이(Flat Black Spray Enamel Pintura de Esmalte en Aerosol, Testors, USA)를 이용하여 광경로를 도색하여 광경로를 차폐하였을 뿐 아니라, 후가공을 통해 집광 렌즈를 정확한 위치에 정렬시켰다. 최종적으로 완성된 광학부는 청색 LED 광원에 대해 0.59%au 수준의 아주 낮은 광량만 검출되었으며. 100% 조류 농도에 대해 65.79%au의 높은 신호를 나타내었다(Table 1(4)). 

      

      
        2.3 제어부
        제어부는 전원배터리, 마이크로컨트롤러, LCD 디스플레이, PMT 측정 신호 조절 회로로 구성되었으며, 아크릴로 외형을 제작하여 Fig. 8(a)와 같이 최종적으로 장치를 제작하였다. 현장에서 조류를 검출하기 용이하게 적합하도록 소형화(19 × 7.5 × 15 cm3)하였다. 

        
          
          

          Fig. 8 
				
          

          
            Controller and circuits of fluorescent detection device
          
          

          

        

        PMT 출력값은 광전류이며, 측정 게인은 입력되는 제어 전압(0.5-1.1V)에 따라 조정할 수 있도록 하였다. Fig. 8(b)와 같이 가변 저항을 통해 입력 전압을 조정하였으며, OP 앰프로 전압값으로 변환하여 마이크로컨트롤러에서 읽을 수 있도록 하였다. 조류의 움직임에 의해 민감한 PMT에서 측정하는 데이터 값이 실시간으로 변하는 문제점을 해결하기 위해 20개의 실험 데이터를 받아 평균값을 계산한 결과를 디스플레이 화면에 나타내도록 하였다. 펌웨어는 아두이노 Uno를 사용하였으며, 2개의 스위치가 전원과 측정에 이용되었다. 

      

    

    

  
    
      3. 실험 결과
      
        3.1 실험 방법
        검증을 위한 농도별 조류를 만들기 위하여, 충분히 증식한 CC125 용액과 버퍼의 혼합 비율에 따라 나누어 제작하였다. 충분히 증식한 CC125 10 μL에는 약 106 개의 조류가 있는 것으로 알려져 있으나,12 본 연구에서는 이를 확인하지 못하여, 조류가 충분히 증식한 용액의 농도를 100%로 설정하고, 이 용액과 버퍼의 혼합 비율을 기준으로 비교하였다. 

        앞에서 언급한 외부광의 영향을 최대한 배제하기 위하여 실험은 암실에서 진행하였다. 감도를 높이기 위하여, PMT의 게인 조정값을 1.06 V로 설정하였다. 측정의 신뢰도를 높이기 위해 5번씩 반복 실험을 하여 결과의 평균치를 사용하였다. 조류의 농도에 따라 광량이 선형적으로 수치가 나타나는지 그래프를 통해 살펴 보였으며, 이에 대한 회귀곡선을 구하였다. 

      

      
        3.2 조류 농도에 따른 광량 측정
        CC125와 버퍼를 섞어 100, 10, 1, 0.1, 0.01%의 농도를 가진 시료를 만들었을 때 개발 장치를 이용해 검출한 결과는 Fig. 9과 같다. OP 앰프의 전압 변환과정에서 측정 광량이 많으면 0 V에 가깝고, 방출광 측정이 안되면 5 V로 나타나도록 되어있다. 농도가 증가할수록 방출광 측정량이 커지므로, 전압 출력은 0 V에 가까워 지는 것을 볼 수 있다. 또한, 0.1과 0.01%처럼 농도가 매우 낮은 경우에는 방출광이 거의 검출되지 않았다. 결과를 확인하기 위하여, 각각의 농도의 용액을 실제 형광현미경과 광학 현미경을 통해 관찰한 결과를 Fig. 10에 나타내었다. Fig. 10에서보면, 0.1, 0.01%에서는 조류가 거의 존재하지 않으며, 형광 현미경으로도 측정이 어려운 수준이다. 

        
          
          

          Fig. 9 
				
          

          
            Measurement of PMT output w.r.t algae-concentration
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 10 
				
          

          
            Microscope images w.r.t. algae-concentration (a fluorescence microscope vs. a bright-field optical microscope)
          
          

          

        

      

      
        3.3 제한된 조류 농도에 따른 광량 측정
        실제 측정 장치가 많이 필요한 구간으로 판단되는 10-90%에 대해서 자세히 실험하였다. CC125와 버퍼를 섞어 100, 80, 60, 40, 20%의 농도의 시료 용액을 만들어 개발된 장치로 검출하였다(Fig. 11). 미세조류의 농도와 PMT 출력전압 사이에 비교적 선형에 가까운 관계를 갖는 것을 볼 수 있다. 5회 반복 실험을 통해 얻은 데이터의 선형회귀곡선은 y = -0.0477x + 5.1453 (결정계수 R2 = 0.9856)이다. 향후 이와 같은 관계식을 프로그램에 포함시켜 현장에서 조류를 측정했을 때 나온 해당 조류의 농도가 얼마인지 알 수 있을 것으로 기대된다. 

        
          
          

          Fig. 11 
				
          

          
            Measurement of PMT output w.r.t limited algae-concentration
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결론
      본 연구에서는 미세 조류를 현장에서 검출하기 위하여 광학계와 제어계로 구성된 휴대용 형광 측정 시스템을 개발하였다. 광학계는 대상이 되는 조류에 적합한 여기광을 자극하여, 방출광의 광량을 PMT 센서를 통해 측정함으로써 조류의 양을 판단한다. 광학계는 조류의 종류에 따라 알맞은 필터, 렌즈를 손쉽게 교체 가능하도록 하였다. 전체 시스템의 크기는 19× 7.5 × 15 cm3으로 휴대에 용이하기 때문에 현장에서 바로 조류의 검출이 가능하다. 또한, 실제 CC125의 농도에 따라 측정되는 광량을 확인하여 유효성을 확인하였으며, 반복 실험을 통하여 형광 측정장치의 신뢰성을 확인할 수 있었다. 향후 과제로는 조류 시료의 정량 주입에 필요한 마이크로펌프를 결합하여 조류 시료의 측정이 보다 높은 정확도를 가질 수 있을 것으로 기대된다. 개발된 장비는 바이오디젤의 연구에 사용 가능할 뿐만 아니라, 현재 우리나라에서 문제가 되고있는 하천의 조류 측정에도 이용 가능하며, 개발 장치를 통해 얻는 데이터는 향후에 녹조 세포 수에 대한 통계나 하천 내 녹조 현상을 모니터링 하는데 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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