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            초록
          
        

        
          The hydrophilicity of the cell culture substrate was controlled by depositing it on the alumina surface through the laser-induced backward transfer (LIBT) method. Alumina particles were sized using laser energy density and deposited on the soda lime glass surface. The particle size and hydrophilicity of the alumina deposition surface were evaluated by measuring the surface roughness, contact angle, and light diffusivity. As the particle size increased, the effect of alumina became stronger, and the deposited surface had relatively higher roughness, stronger hydrophilicity, and higher light diffusivity. The stronger the alumina effect, the lower the growth of Staphylococcus aureus on the deposited surface. In this study, it was confirmed that selective bacterial growth and culture could be controlled by adjusting the strength of the alumina coating using the LIBT process.

        

      

      
        Keywords: 
Laser induced backward transfer, Cell culture, Mass transfer
키워드: 레이저 후방산란 증착, 세포 배양, 물질 전달

      

    

    

  
    
      1. 서론
      세라믹을 적용한 배양 배지 재료는 우수한 내 화학성, 다공성, 높은 가공성 및 생체 적합성을 가지고 있다. 또한, 세라믹 재료의 표면 개질은 세포 배양에 대해 세포의 운동, 접착 및 성장을 제어하는데 중요한 것으로 여겨지고 있다[1-5]. 예를 들어 세라믹 배양지에서 C-ZrO2 복합 기저는 자외선 레이저 조사에 의해 탄소 함량을 감소시켜 단백질 활성과 접착력을 증가시키는 것으로 Roy et al.에 의해 연구결과가 보고되었다[4]. 알루미나 복합 기저는 그에 반해 단백질 부착을 방해하여 세포 배양을 막는 경향을 보인다고 Feng et al.에 의해 보고되었다[5]. 세라믹 재료는 일반적으로 소결을 통해 만들어지나 세라믹 미세 형상 제조에는 다양한 방법이 존재한다. 레이저는 고품질의 광 에너지를 정밀히 조절할 수 있는 특징을 갖고 있기에 세라믹 형상 제조에 적용될 수 있다. 세라믹 표면에서의 세포배양의 경우 표면의 여러 특성이 배양결과에 영향을 줄 수 있다. 특히 표면에서의 친/소수성은 배양결과에 중요할 수 있다. 레이저 가공을 통한 다양한 재료의 친/소수성 표면처리법에 대한 다수의 연구가 진행되었다[6-10]. 이러한 공정은 대부분 특별한 표면 재료에 한정되어 있으며 레이저에 의한 직접 표면 가공공정이다. 재료 표면의 다른 개질의 방법으로는 증착 공정을 고려할 수 있다. 레이저 유도 플라즈마에 의한 후방 산란 증착(Laser Induced Backward Transfer, LIBT)은 투명한 모재 뒤 공여체에 레이저 빔을 조사하여 조사 반대 방향으로 물질을 전달하여 모재 뒤편에 타깃물질을 증착하는 방법이다. 이러한 방법을 이용하면 직접 표면 가공이 아닌 마이크로/나노 입자의 레이저 증착을 통해 바이오 필름과 같은 세포 배양에 조절에 필요한 3차원 마이크로/나노 표면 형상을 국지적으로 형성할 수 있다[11]. 펨토초부터 나노초에 이르는 레이저 펄스의 적용은 재료 내에서의 비열 특성으로 인해 높은 피크 출력과 비선형 흡수 특성을 이용하는 것이 가능하다[12,13]. 따라서 생명공학에서 주로 사용하는 세라믹과 같이 단단하고 취성이 높은 생체 재료 가공 및 증착에 대해 높은 신뢰성과 고품질의 결과물을 기대할 수 있다. 또한, 세포배양 바이오 필름에 대한 레이저 패터닝 증착 처리는 정밀하게 가공된 세포 배양 재료 표면 구조의 형성이 가능하므로 효율적인 세포 배양 컨트롤이 가능하다.

      본 연구에서는 모재인 소다 라임 글라스에 알루미나를 공여체로 사용하여 알루미나 입자를 LIBT 방법으로 증착했다. 알루미나는 레이저 패턴을 따라 증착 표면과 소결 표면을 형성하였으며 각각의 경우에서 배양배지의 세균 배양 효율의 증감을 확인하였다. 실험을 통해 만들어진 표면의 평가방법으로 거칠기 측정, 접촉각 측정, 스펙트로미터를 통한 광 확산성 측정을 진행하였다. 이러한 결과를 통해 레이저 알루미나 후방 산란 증착이 세균 증식에 미치는 영향을 확인하였다.

    

    

  
    
      2. 실험 방법
      LIBT 공정의 개략도가 Fig. 1에 나타나 있다. 조사된 레이저 빔은 알루미나 표면에서 어블레이션 현상을 야기시킨다. 이 때 표면에서 발생한 플라즈마에 의해 알루미나는 표면에서부터 글라스 표면으로 전달되어 미세입자 형태로 증착 된다. 증착된 알루미나 입자는 사용된 레이저 패턴과 동일한 표면패턴을 따른다. 모재의 두께는 1 mm이며, 변수로 설정된 레이저의 영향을 충분히 무시할 수 있는 두께이다. 실험에서 사용된 레이저 매개변수는 Table 1에 나타나 있다. 사용된 타깃 재료는 알루미나(Al2O3, 97.50%)이다. 증착하고자 하는 패턴의 레이저 스캐닝 속도 조절을 통해 시간당 레이저 에너지밀도 변수를 설정하였으며 그 수치는 20-120 mm/s이다. 사용된 스캐닝 패턴은 10 × 10 mm2의 선형 패턴이며, 패턴 간 오버랩 비율은 0, 50%의 2가지 경우를 사용한다. 적층에 사용된 레이저 에너지 밀도는 다음과 같은 식이 적용되었다[14].
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        Fig. 1 
				
        

        
          Schematic of LIBT process
        
        

        

      

      
        Table 1 
				
        

        
          Laser parameter and material setup
        
        

      

      
        
          	Wavelength [nm]
          	1,064
        

        
          	Energy density [J/mm3]
          	16.7-100
        

        
          	Pulse duration [ns]
          	4
        

        
          	Beam spot size [μm]
          	50
        

        
          	Substrate
          	Soda lime glass
        

        
          	Target
          	Alumina (Al2O3)
        

      

      

      여기서, Ed는 3차원 레이저 에너지밀도, Peff는 출력, vs는 스캐닝속도, h는 해치거리, d는 층 두께이다. 이 식을 이용하여 실험에서 사용된 단위공간 영역에서 레이저 에너지밀도를 환산하면 16.7-100 J/mm3이다.

      실험결과는 광학현미경(BX51M, Olympus/Japan)을 통해 표면 형상을 확인하였고, 공초점 현미경(LSM 800 BIO, Carl Zeiss/Germany)의 표면 형상 측정과 접촉각 측정(CAM-200, KSV/Finland)의 결과를 통해 표면 거칠기 등의 미세 형상을 확인하였다. 미세 적층 된 표면 위에 황색포도상구균을 배양한 후 셀 카운트 결과를 통해 표면성질이 세균 증식에 미치는 영향을 확인하였다.

    

    

  
    
      3. 실험 결과
      
        3.1 미세 표면 형상 분석
        Fig. 2는 LIBT로 증착된 알루미나 패턴의 증착 형상이다. 16.7 J/μm3 에너지 밀도로 증착한 시편에서 알루미나 입자의 크기는 평균 직경이 약 500 nm, 100 J/mm3의 조건에서는 평균 약 10 μm의 직경을 갖는 것으로 측정되었다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            OM image of Al2O3 particle deposition using LIBT
          
          

          

        

        Fig. 3는 시편에서 표면들에 대한 공초점 현미경 측정 결과이다. 각 시편의 알루미나 패턴 표면 형상에 대한 3차원 이미지가 획득되었다. 이 데이터를 기반으로 각 패턴 경우의 표면 거칠기를 Ra 값을 통해 계산이 가능하였다. 레이저 에너지 밀도에 대한 알루미나 패턴의 표면 거칠기에 대한 그래프 결과가 Fig. 4와 같이 얻어졌다. 표면 거칠기 Ra 값은 16.7 J/mm3의 에너지밀도에서 0.57 μm, 20 J/mm3에서 0.96 μm, 33.33 J/mm3에서 1.77 μm, 35 J/mm3에서 1.21 μm, 50 J/mm3에서 1.29 μm, 100 J/mm3에서 1.65 μm의 표면 거칠기로 측정되었다. 이는 에너지 밀도가 높을수록 상대적으로 큰 입자가 만들어져 거친 표면이 되고, 영역에 가해지는 레이저 빔의 에너지 밀도가 낮을수록 생성되는 입자의 크기가 작아져 상대적으로 매끈한 표면을 형성하는 것으로 볼 수 있다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            (a) Soda lime glass surface. Alumina deposited surface using laser influence of (b) 16.7, (c) 20, (d) 33.3, (e) 35, (f) 50, (g) 100 J/mm3
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Ra number of alumina surface samples
          
          

          

        

      

      
        3.2 표면 접촉각 분석
        표면 성질인 친/소수성을 구분하는 방법으로 액체의 접촉각 이론을 적용하였다. 접촉각 이론은 크게 표면을 완전히 적시는 경우의 Wenzel Model과 완전히 적시지 못하는 경우 접촉하는 면적의 비율을 설명하는 Cassie-Baxter Model이 있다[15,16]. 각각의 이론에서 설명하는 접촉각은 식(2)와 식(3)을 통해 나타낼 수 있다.
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        식(2)는 Wenzel의 Model, 식(3)은 Cassie-Baxter Model에 적용되는 관계를 나타낸다. 식(2)에서 r은 거칠기 계수이며 고체와 액체간 접촉면적을 투영면적으로 나눈 값이다. θs는 매끄러운 고체표면에서의 접촉각이다. θw는 액체의 접촉각을 나타낸다. θs 값이 90o 이하인 경우 친수성 표면을 나타내며 r이 증가할 때 θw가 감소한다. θs가 90o 이상인 경우 소수성 표면이며 r이 증가할 때 θw가 증가한다. 식(3)에서 f는 접촉면적을 전체면적으로 나눈 값이다. 접촉면적비가 f인 표면에서 공기의 접촉면적비는 (1-f)로 정의한다. θair는 공기 접촉각이며, 이것은 180o이다.

        Fig. 5는 레이저 에너지밀도 16.7-100.0 J/mm3에서 각각의 경우에 대한 접촉각 측정 결과이다. 코팅을 한 기저에 알루미나 입자가 증착되었다. 기준이 되는 유리 기저 표면의 접촉각은 101.4o이다. 에너지밀도 100 J/mm3로 증착된 알루미나 표면의 접촉각은 45.7o이며 이는 친수성 표면으로 판별되었다. 50 J/mm3의 경우 접촉각은 73.2o이므로 역시 친수성 표면으로 확인되었다. 에너지밀도가 35 J/mm3 이하의 경우에는 알루미나 계면이 기저의 표면특성에 영향을 끼치지 못하는 것으로 나타났다. 이를 종합해 볼 때, 낮은 스캐닝 속도에서 레이저 에너지밀도가 50-100 J/mm3으로 충분한 경우 표면 특성은 알루미나에 의해 접촉각이 73o 이하가 되어 친수성 표면이 되는 것을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            (a) Hydrophobic coated soda lime surface. Alumina deposited surface using laser power (b) 16.7, (c) 20, (d) 33.3, (e) 35, (f) 50, (g) 100 J/mm3
          
          

          

        

      

      
        3.3 광 확산성 분석
        표면 분석에 있어서 광 확산성 측정법은 표면의 난반사광 휘도를 측정하여 표면의 미세 형상의 균일도를 확인하는 방법이다. 사용된 스펙트로미터 장비(HR4000, Ocean Insight/USA)의 측정방법에 대한 개략도가 Fig. 6에 있으며 일반적인 스펙트로 미터 측정방법에서 기준광의 반사도를 확산면을 기준으로 사용한다. 두 물체 사이의 형상계수(View Factor)를 F12라 정의하며 다음과 같은 식(4)로 나타낼 수 있다[17].
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          Fig. 6 
				
          

          
            Schematic of view factor theory
          
          

          

        

        A1에서 A2로의 입사광은 시편표면에서 난반사에 의해 확산되어 일부만 스펙트로미터로 되돌아온다. 이 때 되돌아온 광의 세기를 기준광과 비교하여 정반사율이 낮을수록 확산성이 높고, 정반사율이 높을수록 확산성이 낮다고 할 수 있다. Figs. 6과 7은 알루미나 표면의 광 반사율을 통해 간접적으로 광 확산성을 측정한 결과 그래프이다. 16.7 J/mm3의 낮은 에너지밀도로 알루미나를 증착한 표면의 경우 상대적으로 높은 광 반사율을 보이므로 보다 매끈하고 작은 입자로 이루어져 있으며 기저표면의 영향을 받는 특성을 보인다고 할 수 있다. 반면 100 J/mm3의 높은 레이저 에너지밀도의 경우에는 상대적으로 큰 알루미나 입자에 의한 난반사로 인해 높은 광 확산성을 갖는 표면이라고 볼 수 있다. 이러한 표면 성질은 세포 배양에 있어 세포 성장을 컨트롤할 수 있는 요소로 확인하였다. 이러한 원리를 적용하면 레이저 에너지 밀도에 따른 세라믹 적층의 조건에 따라 세포 배양의 효과를 조절할 수 있을 것으로 판단할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 7 
				
          

          
            Spectrometer intensity of alumina surface about laser influence
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 8 
				
          

          
            Reflectance of alumina surface vs. reference of diffuse surface
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 9 
				
          

          
            Cell counts graph of each samples 16.67-100 J/mm3
          
          

          

        

      

      
        3.4 황색포도상구균 배양 분석
        Figs. 10(a)는 글라스에 증착 된 알루미나의 표면이며, 10(b)부터 10(g)는 알루미나가 증착된 표면에서 배양된 황색포도상구균의 샘플 사진이다. 높은 에너지밀도로 증착된 알루미나 표면에서는 세균이 잘 자라지 못하게 되는 결과를 얻었다. 앞의 실험에서 상대적으로 큰 입자로 이루어진 알루미나 표면은 큰 친수성을 갖게 되며, 상대적으로 작은 입자로 구성된 알루미나 표면은 보다 작은 친수성을 띄는 것과 관계가 있다고 판단된다. 기저 표면의 표면에너지가 높을수록 또는 친수성 표면에서 세균이나 세포의 부착이 잘 일어난다는 연구결과들이 있다[7-10,18]. 따라서 일반적인 친수성 기저에서의 세균/세포 증식이 소수성 기저에서 보다 더 잘 일어나는 것을 예측할 수 있다. 하지만 알루미나 코팅면에서는 이러한 경향이 반대로 나타난다[1,5] 선행 연구에 따르면 알루미나 코팅은 친수성 형태를 가지지만 분자구조가 단백질과의 결합을 방해하기 때문에 높은 표면에너지에도 불구하고 세포의 분열과 성장을 억제한다고 보고하고 있다[5].

        
          
          

          Fig. 10 
				
          

          
            Bacterial culture results of (a) soda lime surface, (b) 16.7, (c) 20 (d) 33.3 (e) 35 (f) 50 (g) 100 J/mm3 alumina surface
          
          

          

        

        Fig. 10은 레이저 에너지 밀도에 따른 세균 배양 결과이다. 낮은 레이저 에너지 밀도로 적층 된 경우에는 작은 입자의 구조적 특성과 입자로 코팅이 되지 않는 간헐적인 유리기저의 영향으로 세균의 증식이 많이 일어난 것으로 보인다. 반면에 알루미나 입자의 영향은 에너지밀도 30 J/mm3 이상일 때 평균 약 5 μm 크기의 입자에서 나타나기 시작해서 100 J/mm3의 약 15 μm 크기의 입자환경에서는 균의 성장이 억제되고 있는 것을 확인할 수 있었다. 이는 LIBT를 통해 증착된 알루미나 표면에서 그 입자의 크기에 따라 세균의 증식을 조절 할 수 있는 방법을 갖는다고 볼 수 있다.

      

    

    

  
    
      4. 결론
      LIBT 공정을 통해 알루미나 입자 물질전달 방식의 표면처리를 통해 배양기저의 표면에너지를 변화시키는 실험이 수행되었다. 알루미나 증착 표면의 특성은 표면 거칠기, 접촉각, 광확산성 측정을 통해 평가되었다. LIBT에 적용되는 시간당 레이저 에너지밀도가 높아질수록 큰 직경의 알루미나 입자가 산란 증착 되었다. 입자크기가 커질수록 상대적 거칠기는 커지고 접촉각은 감소하였으며, 광확산성은 증가하였다. 증착 입자의 크기가 클수록 모재 표면의 영향이 줄고 알루미나 증착 표면의 영향이 강해졌다. 이 알루미나 표면에 황색포도상구균을 배양하였을 때 알루미나의 영향이 강해질수록 균의 증식을 억제하게 되었다. 따라서 상대적으로 레이저 적층 공정을 통해 알루미나의 코팅의 강도를 조절할 수 있을 것으로 판단되며 이를 통해 선택적 세균 배양 또는 증식을 조절할 수 있다. 이러한 원리는 세균 배양에 있어 그 목적에 따라 다양한 형태로 적용될 수 있을 것으로 판단한다.

    

    

  
    
      NOMENCLATURE
      
        
          	
          	
        

        
          	
            Ed : 
          
          	
            Laser Power Density
          
        

        
          	
            Peff : 
          
          	
            Laser Output Power
          
        

        
          	
            vs : 
          
          	
            Pattern Scanning Speed
          
        

        
          	
            h : 
          
          	
            Hatch Distance
          
        

        
          	
            d : 
          
          	
            Total Thickness
          
        

        
          	
            θ : 
          
          	
            Contact Angle
          
        

        
          	
            r : 
          
          	
            Roughness Factor
          
        

        
          	
            F : 
          
          	
            View Factor
          
        

        
          	
            A : 
          
          	
            Surface Area
          
        

        
          	
            f : 
          
          	
            Contact Area Ratio
          
        

        
          	
            θ : 
          
          	
            Normal Angle of Incident Light
          
        

        
          	
            Φ : 
          
          	
            Normal Angle of Reflected Light
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