
마이크로 레이저 평면빔을 이용한 마이크로채널 내에서의 Micro-
LIF 측정 

 

윤상열† · 김재민* · 김수헌* · 김경천** 
 

Micro-LIF Measurement in a Micro-channel Using an Micro Laser Light Sheet 
 

Sang Youl Yoon, Jae Min Kim, Su Hun Kim and Kyung Chun Kim 

Key Words : Micro-LIF Measurement(마이크로 레이저형광여기 측정), Micro Laser Sheet(마이크로
레이저평면빔), Microflow Measurement(마이크로 유동 계측) 

Abstract 

Measurement of concentration fields in a micro-channel is the crucial technology in the area of Lab-on-a-
chip to be used for various bio-chemical applications. It is wel-known that the only possible way to measure 
the concentration field in the micro-channel is using micro-LIF(Laser Induced Fluorescence) method. 
However, an accurate concentration field at a given cross plane in a micro-channel has not been made so far 
due to the limit of light illumination. The present study demonstrates a novel method to provide an ultra thin 
laser sheet beam having 5 microns thickness by a micro focus laser line generator. Nile Blue A was used as 
fluorescent dye for LIF measurement. The laser sheet beam illuminates an exact plane of concentration 
measurement in the micro-channel to increase the signal to noise ratio and reduce the depth uncertainty 
considerably. 

기호설명 
 

2ZR : Rayleigh range 
B : Minimum line width 
λ : Wavelength 
Ci,j : Concentration value 
Ii,j : Image intensity 
 

1. 서 론 

최근 마이크로 관련 기술향상, 응용분야의 확대
가 이루어지고 있으며, 관련한 다양한 시도들이 
이루어지고 있다. 이러한 시도들의 많은 부분은 
micro-TAS, Lab-on-a-chip 등으로 불려지는 소형화

된 분석 시스템에 대한 것이며, 이들 중 대다수가 
생명, 의료, 화학분야에 관한 연구들이다. 따라서 
이러한 마이크로화된 시스템에는 microfluidic 
device들이 포함되어있으며 유체를 통한 분석/반응 
물질의 이송, 저장, 혼합, 반응 등의 역할을 담당
하게 된다. 이중 중요한 두 가지 역할은 혼합, 반
응이며 이를 원활히 수행하기 위해 많은 수의 
micro-mixer, micro-reactor 들이 설계, 개발되어 적
용되고 있다. 그러나 아직 이들의 성능을 정량적
으로 측정할 측정기법은 미흡한 실정이어서 대부
분 가시화에 의한 정성적 분석에 의존하고 있다.  

 

Fig. 1 Scheme of micro-LIF using Micro laser sheet 
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그러므로 mixer, reactor 등의 개발과 적용에 있어 
이 정량적인 명확한 판단을 하기에는 어려운 실정
이어서 농도장, 온도장 등을 정량적으로 측정할 
수 있는 Micro-LIF기법 등의 측정기법의 필요성이 
제기되고 있다. 

따라서 본 연구에서는 Micro-LIF기법을 마이크
로시스템에 적용함으로써 농도장의 정량적 측정을 
가능하게 하고자 시도하였다. LIF기법에 의한 농도
장 측정은 레이저 빛에 반응하는 형광유체를 통해 
형광되는 빛의 강도에 따라 농도장을 분석하고자 
하는 기법이다. 기존의 LIF기법은 레이저평면광을 
측정부분에 조사하여 이미지를 획득, 처리함으로
써 이루어진다. 그러나 마이크로시스템에서의 측
정영역은 아주 작기 때문에 기존의 시도된 방법들
은 모두 volume illumination을 통한 시도들이었다. 
Shinohara 등은 2003년 이러한 volume illumination
을 통해 pH의 정량화를 시도한 바 있다. 그러나 
이러한 광조사 방법에 의한 농도장 등의 측정은 
이차원 유동을 가정한 마이크로 유동에 적용이 가
능하며 측정영역 이외의 상하부 노이즈의 영향을 
많이 받게 되는 단점이 존재한다. 그러므로 
chaotic mixer 등 대부분의 마이크로 혼합기는3차원 
유동을 응용하므로 이러한 광조사 방식에 의한 농
도장의 측정에는 많은 한계와 측정오차를 가져오
리라 판단된다. 따라서 본 연구에서는 단지 수 마
이크론 두께를 가지는 레이저 평면광을 마이크로
채널 내부의 관심영역으로 조사하여 Micro-LIF 기
법을 개발하고자 하였다. 현재 많은 연구에서 적
용되는 채널의 재질은 PDMS, PMMA 이며 유리와 
비교할 때 더욱 높은 투과율을 가지기 때문에 이
러한 조사방법이 가능하다. Fig. 1은 본 연구에서 
개발하고자 하는 Micro-LIF 기법의 개념도를 나타
낸다. 

2. Micro-LIF 시스템 구성 

Fig. 2 는 본 연구를 위한 시스템의 개략도와 실
제 구성을 나타낸다. 전체 시스템의 구성은 크게 
12bit cooled CCD camera, long pass filter cube가 장착
된 microscope, Micro laser line generator, syringe pump
로 구성되었으며, Dark current noise 를 최소화하여 
측정오차를 줄이기 위해 12bit cooled ccd 카메라가 
사용되었다. 또한 Micro laser sheet의 positioning을 
위해 3축 micro-traversing stage, 3축 tilting stage가 
사용되었다. Micro laser의 파장은 638nm이었으며, 
이 파장에 최대의 흡수파장을 가지는 형광염료는 
Nile Blue A, Alexa Fluor 633, TOTO 3 등 다수 있다. 
본 연구에는 Biology, materials science 등에서 많이 
사용되고 있는 Nile Blue A를 선택하였다. Nile Blue 
A 는 Maximum excitation 파장이 635nm 정도로 레
이저 파장과 일치하며, 또한 Maximum Emission 파
장이 680nm 정도로 다른 형광물질에 비해 레이저 
파장에서부터 멀리 떨어져 있어 필터링이 용이하
기 때문이다. Nile Blue A는 일반적인 빛인 주광에
서는 파란색의 빛을 가지지만 레이저에 의한 형광
을 할 경우 붉은 색의 빛을 방출하는 특성이 있다. 
또한 형광강도를 높이기 위해 5% ethanol 을 첨가
하여 사용하였다. 

레이저 빛의 주변산란광을 없애고 형광물질로
부터 여기된 형광빛 만을 획득하기 위해 본 연구
에서는 cut off가 665nm인 Long pass filter가 사용되
었다. 이 필터를 사용하여 635nm 파장을 가지는 
레이저 빛의 투과율을 0.01% 이하로 완전히 없앨 
수 있었으며, 680nm 파장의 형광빛의 투과율은 
90%정도였다. 필터는 CCD Camera와 objective 렌
즈 사이에 위치하여 형광빛 만을 통과시키는 역할
을 담당한다. 

 

   
 
 

Fig. 2 Experimental setup for micro-LIF measurement 
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2.1 마이크로 레이저 평면빔 
본 연구에서의 중요한 장치는 Micro laser sheet 

generator이며, 레이저 빛은 635nm파장을 가진다. 
Fig. 3은 레이저 평면빔의 테스트 결과를 나타낸다. 
최대광량의 50%지점에서의 레이저 두께는 2.8µm, 
13.5% 지점에서는 5.3µm의 두께를 가진다. 따라서 
측정영역의 범위에 따른 각각의 objective렌즈의 
depth of focus에 상관없이 항상 일정한 5µm 두께
의 측정영역을 가지게 된다. 또한 Micro laser sheet 
generator의 Rayleigh range는 약 70µm 정도이며, 이 
수치는 최소 빔두께의  배(약 1.4)에 해당하는 두
께가 가지는 영역 범위를 나타낸다. 따라서 레이
저모듈에서 만들어진 레이저 평면광은 초점영역에
서부터 약 ±35µm 내에서는 두께가 7µm정도 임을 
의미한다. 따라서 마이크로 채널의 폭이 100µm 
정도일 경우 10µm 이하의 두께를 가지는 레이저 
평면빔에 의해 측정이 이루어짐을 알 수 있다. 
Rayleigh range의 경우 식(1)에 의해 산출된다. 레이
저 평면광은 300µm의 길이를 가진다.여기서 B는 
minimum line width, λ는 레이저 파장을 의미하며 
단위는 µm 이다. 

4
22

2

×
××

=
λ
π BZ R                  (1) 

 

2.2 마이크로 채널 
본 연구를 위한 채널은 투과율이 높은 PDMS 

(Dow Corning Corp.)로 제작된 채널에 유리판을 
bonding하여 제작되었다. Fig. 4는 채널 제작과정을 
나타내며, 채널의 제작은 일반적인 MEMS 
Fabrication Process를 따랐다. 채널의 제작을 위해 
우선 높은 구조물의 제작이 가능한 SU-2100 Photo 
resist (MicroChem Corp.)를 Spin coating, Exposure, 
Development 등의 과정을 통해 150µm 높이의 채
널패턴을 형성시켜내었고, 이후 PDMS molding, 
plasma bonding을 통한 PDMS-Glass 접합을 통해 
채널을 제작하여 본 연구에 사용하였다.  

Fig. 5는 채널의 Dimension과 형상을 나타낸다. 
채널의 옆면은 레이저 평면빔의 원활한 조사와 왜
곡의 최소화를 위해 최대한 채널벽면 근처까지 공
간을 두어 설계/제작되었으며, 이때의 벽의 두께는 
300µm이었다. 그림은 채널의 치수를 나타내며 채
널의 높이는 150µm 이었다. 주관을 통해서는 5%
에탄올수용액을, 그리고 Cross channel을 통해서는 
5% 에탄올 수용액에 형광염료를 탄 유체가 흐르
도록 하였다. 이때의 농도는 110µmol/liter이었다. 
T-junction 을 통해 crossflow의 유량을 조절하여 형
광염료의 범위를 변화시켜 이에 따른 레이저 강도
와 형광강도의 변화를 확인하기 위해서이다. 

 

 
 

Fig. 3 Micro laser sheet test data 
 
 

 
Fig. 4 Microchannel fabrication process  

 

 

 
Fig. 5 Shape and dimension of microchannel 
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3. 마이크로 레이저 평면빔을 이용한 

Micro-LIF 측정 기법 

3.1 다양한 solvent 내에서의 NILE BLUE A 의 
특성 

최근 다양한 water, methanol, ethanol 등 다양한  
solvent 내에서의 형광특성의 변화들에 대한 연구
가 진행되고 있다. 본 연구에서는 형광강도를 높
이고자 Nile Blue A(C40H40N6O6S)를 물과 5%의 
ethanol로 혼합된 solvent에 섞어 사용하였다. 본 
연구에서 사용된 Nile Blue A의 Molecular structure
가 Fig. 6에 나타내어져 있으며, Molecular weight는 
732.84이다.  

Table 1과 Table 2에 이전 연구자들에 의해 연구
된 다양한 solvent 에서의 Nile Blue A 형광 특성을 
정리하여 나타내었다. 본 연구에서는 water를 기반
으로 소량의 Ethanol(C2H5OH)을 첨가하여 만든 혼
합수용액을 solvent로 사용하였다. Water-Ethanol 
solvent에 대한 fluorescent spectra는 Ethanol을 
solvent로 사용할 경우와 흡사할 것으로 예상되며 
이에 해당하는 spectra가 Fig. 7에 나타나있다.  

본 연구에서는 우선 Water-Ethanol(Methanol) 
solvent에 대한 형광강도 변화에 대해 조사되었으
며, Fig. 8은 동일 Nile Blue A 농도(102.3µmol/liter)에 
대한 Water-Ethanol과 Water-Methanol solvent 에서의 
형광강도의 차이를 나타낸다. Water-Ethanol의 경우 
형광강도가 더 큼을 알 수 있다. 

 
Fig. 6 Molecular structure of Nile Blue A 

 

 
Fig. 7 Absorption and fluorescence emission spectra of 

nile blue in ethanol 

Fig. 7은 각각의 Nile Blue A 농도에서 Ethanol의 
volume fraction의 변화에 대한 형광이미지강도의 
변화를 보여준다. 순수한 water solvent의 경우 보
다 형광강도가 현저히 증가되었음을 알 수 있다. 
또한 Ethanol의 volume fraction이 커질수록 증가함
을 알 수 있으며, 저농도의 경우 거의 선형적으로 
강도가 증가하지만, 고농도의 경우 비선형적인 증
가 경향을 보이고 있다. 

3.2 Calibration 
정량화된 농도장의 측정을 위해서는 측정이전

에 정밀한 calibration이 필요하다. 본 연구에서는 
Water-Ethanol(5%) solvent에 7가지의 다른 농도를 
이용하여  Calibration하였다. 서로 다른 농도를 가
진 형광유체들은 각각 채널내로 주입되었으며 이
때 레이저광을 조사하여 20개 이미지를 획득하였
다. 각각의 20개 이미지 강도값은 평균되어 
Calibration에 사용되었으며, 이때 least square에 의
한 4차 다항식으로 curve fitting하여 calibration 식
을 찾아내었다. Calibration 식은 식(2)와 같다.  

4
,4

3
,3

2
,2,10, ,,,,, jijijijiji IaIaIaIaaC

jijijijiji
++++=   (2) 

Fig. 10은 calibration 이미지와 이미지상의 
(560,560) 에서의 각 농도에 해당하는 이미지 강도 
값과 이를 curve fitting한 그래프를 나타낸 것이다. 
이러한 Calibration 과정은 이미지 전체에 걸쳐 각
각의 픽셀 Point마다 행해졌으며 따라서 전체 
1,310,000개 정도의 calibration curve 식을 구하였다. 
Curve fitting 시 RMS Error는 0.2µmol/liter 정도로 

Table 1 The absorption and fluorescence wavelength 
maxima of nile blue A. Dye concentration is 
1.0×10-5 M 

Solvent λmax. abs. (nm) λmax. fluor.  (nm) 

Water 635 ± 1 nm 674 ± 1 nm 
Methanol 626 668 

Ethanol 628 667 
2-Propanol 627 665 
Chloroform 624 647 

 

Table 2 Excited state lifetimes(τex) and rotational 
reorientation times(τor) of Nile Blue at 20℃ 

Solvent τex  (ps) τor  (ps) 

Water 418 ± 11 145 ± 6 
Methanol 1260 ± 40 101 ± 3 
Ethanol 1420 ± 40 240 ± 10 
Ethyleneglycol 1230 ± 30 2900 ± 300 
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잘 일치함을 확인하였으며, 공간해상도는 340nm정
도였다.  전체적으로 비선형을 이루며 낮은 농도 
구간에서는 어느 정도 선형을 보임을 알 수 있다. 
농도가 높은 구간에서는 이미지 강도값에 대해 농
도분해능이 떨어져 상대적으로 높은 error값이 예
상된다. 따라서 앞서의 solvent에 대한 형광특성의 
변화와 같이 고려해 적절한 solvent를  선택해야 
함을 알 수 있다.  

Fig. 11, 12, 13은 앞서의 calibration equation들로부
터 순간적인 농도 이미지를 분석한 것이며, 이때 
주입된 농도값은 102.3µmol/liter 였다. Fig. 11은 순
간 농도이미지의 이미지 강도분포를 나타낸다. 전
체적으로 레이저 강도가 균일하지 않음으로 인해 
같은 농도임에도 700에서 2200까지 다양하게 분포
되어있다. Fig. 12는 Fig. 11로부터 계산된 순간 농
도장이다. 실제 농도값인 102.3µmol/liter 에 대부분 
일치하고 있음을 알 수 있다. 특히 이미지 강도값
의 분포와는 달리 상당히 균일함을 확인할 수 있
다. 점선으로 표시된 영역의 농도값의 평균은 
102.4로 실제 값과 거의 정확히 일치하며 RMS 
error 값은 2.6µmol/liter(relative error 2.5%) 이었다. 
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Fig. 8 Fluorescent intensity of Nile Blue A in water-

ethanol(5%) solvent and water-methanol. Dye 
Concentration was 102.3µmol/liter 
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Fig. 9 Fluorescent intensity of Nile Blue A with various 

contcentrations in water-ethanol solvent with 
various volume fractions 

Fig. 13 은 Fig. 12 의 점선 내부의 농도장으로부
터 실제농도값과 계산된 농도값에 대한 
absolute/relative error 를 나타낸다. 대부분 
±5µmol/liter 이내임을 알 수 있으며 error 값이 고
루 분포해 있음을 알 수 있다. Fig. 14는 Fig 13의 
값들의 각 relative error 에 대한 분포를 나타낸다. 
Relative error가 3% 이내인 값은 전체의 77%를 차
지하며 5%이내의 경우 95%를 차지한다. 따라서 
전체적으로 5%이내의 error를 가짐을 알 수 있다. 

Fig. 15는 T-junction microchannel 내부의 crossflow
에 대한 순간이미지와 그로부터 계산된 농도장을 
나타낸다. 유량조건은 main flow 와 cross flow 각각 
100µl/min였다. 또한 농도값은 110µmol/liter였다. 
전체적으로 주입된 농도값과 거의 일치하고 있으
나 약 3%정도 높게 나타남을 알 수 있었으며 또
한 cross-flow 선단의 경우 약 10% 정도 높게 나
옴을 확인할 수 있었다. 이는 이전의 calibration 상
황과 달리 레이저 빛의 손실없이 조사됨으로 인한 
결과라 여겨진다. 따라서 좀더 낮은 농도값을 사
용함으로써 error 를 최소화 해야하며, 앞서 서술
한 solvent의 신중한 선택이 필요함을 알 수 있다. 
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Fig. 10 Calibration image and calibration fitting curve at 

(560,560)  
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Fig. 11 Intensity of instantaneous image 

 
Fig. 12 Concentration field calculated from fig.11 

 
Fig. 13 Absolute/relative Error between the true and 

calculated concentration value 

4. 결 론 

본 연구에서 개발된 micro laser sheet 를 사용한 
Micro-LIF 기법은 처음 시도되는 기법으로 정량적
인 농도장을 획득할 수 있었다. 또한 광손실이 극
심한 마이크로시스템에서의 LIF 측정을 위해 적당
한 solvent 의 선정은 LIF 측정에 의한 측정값의 
분해능을 높이고 error 를 최소화하는 데 중요한 
factor 임을 알 수 있었다. 그러나 불투명한 채널에
서는 적용이 불가능하다는 단점을 가지고 있다. 
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Fig. 14 Relative error to the true value vs. counts and 

cumulative distribution 
 

 
 
Fig. 15 Calculated concentration field of cross-flow in T-

junction microchannel. 
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