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기호설명- -

OD 광학밀도: (Optical Density)

서 론1.

최근 다양한 학문 분야에서 연구가 활발히 진

행되고 있는 잉크젯 프린팅 기술은 간편하며 높

은 공간분해능력을 요구하는 응용 분야에 적합하

다 이미 유기전자소자 제조공정이나 디스플레이.

분야에서 잉크젯 프린팅의 응용기술은 저가격화,

대형화 추세에 맞물려 그 활용도가 증가하고 있

다 이러한 잉크젯 프린팅 기술은 기존의 포토리소.

그래피 나 스크린 프린팅(photolithography) (screen

등의 기법보다 공정이 간단하고 빠르며 저printing)

렴하고 재료의 소모가 적다는 장점이 있다 또한. ,

비접촉 방식이므로 기판 오염을 줄일 수 있다 이러.

한 장점들을 이용해 최근에는 바이오 분야에 활발

하게 응용되고 있는데 펩타이드나,
(1) 생체고분자 또

는 등을 재료로 대량의 샘플 배열 이 필DNA (array)

요한 이나 제작 유전적 질환DNA chip protein chip ,

의 선별검사 단백질간의 상호작용 연구와 신약 개,

발 등에 기여할 수 있다 이와 더불어 현재 잉크젯.

프린팅 기술은 조직공학이나 미생물 분야에서도 그

활용에 대한 기대가 커지고 있다 특히 많은 균주로.

부터 특정한 미생물의 존재를 검출해야하는 균주
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잉크젯 프린터를 이용한 박테리아의 이차원 패터닝§
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초록: 박테리아나 세포를 표면에 패터닝하는 기술은 세포생물학 항균제 스크리닝 항균 모니터링 조직, , ,

공학 등 다양한 분야에 적용될 수 있는 잠재력을 지니고 있다 본 연구에서는 부분적으로 개조된 열방.

식의 잉크젯 프린터를 이용하여 박테리아를 평판 한천배지에 차원 배열로 패터닝할 수 있는 기법을2

개발하였다 박테리아 용액의 농도는 잉크젯 노즐에서 분출되는 용액 한 방울에 한개의 콜로니가 형성.

되도록 최적화 하였고 박테리아 농도와 한천배지 농도가 패터닝 성능에 미치는 영향을 정량적으로 측,

정하였다 상용 잉크젯 프린터를 이용한 박테리아 패터닝은 기존 방법에 비해 비용과 재료의 소모가 적.

다는 장점이 있다.

Abstract: Patterning bacteria and cells on substrates has potential applications in molecular biology,

antimicrobial drug screening, environmental monitoring and tissue engineering. We developed a technique to

deposit two-dimensional array of bacterial cells onto an agar plate by modifying commercially available

thermal inkjet printers. The concentration of the bacterial solution in the cartridge was carefully determined to

ensure a single cell suspension in a droplet ejected from a nozzle. We measured quantitatively the effects of

the bacterial concentration and the agar concentration on patterning performance. Bacterial patterning by inkjet

printer is a low-cost and versatile technique which may replace the existing sophisticated methods.
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선별검사 또는 항생제에 대한 미생물의(screening),

감수성 검사 의 경우 자동화된 기기의 필요성(MIC)

이 증대되고 있는데 대량의 박테리아 콜로니를 정,

확한 위치에 빠르게 배열할 수 있는 기술이 저비용

으로 개발이 된다면 이러한 의학적인 요구뿐 아니

라 미생물을 이용한 환경 친화적인 하수처리 기법(2)

등을 연구하는데도 도움이 될 것이다.

본 연구진은 박테리아를 이용하여 잉크젯 프린

팅 기술에 기반한 패터닝 기법을 개발하고자 한

다 타 연구진의 선행연구.
(3)에서는 박테리아용액

의 점도가 패터닝에 영향을 미치는 중요한 요소

였으나 본 연구에서는 점도의 영향을 배제하고

박테리아의 생균수에 중점을 두어 부분적으로 개

조된 열방식 잉크젯 프린터를 이용하여 박테리아

를 아가 평판배지에 일정한 간격으로 패터(agar)

닝하였다 박테리아를 고밀도로 패터닝하여 분사.

지점에 단일 콜로니를 형성시키기 위해서는 잉크

젯 노즐에서 분출되는 용액 한 방울에 박테리아

한 개체만 포함되도록 잉크 카트리지에 주입하는

박테리아 용액의 농도를 최적화시킬 필요가 있

다 이를 위해 광학밀도 측정. (optical density; OD)

장치를 통해 박테리아 용액의 최적 농도를 도출

하였고 박테리아 농도와 아가배지 농도에 따른

패터닝 성능을 측정하였다 또한 이번 연구를 통. ,

해 박테리아의 차원 배열을 성공적으로 수행하2

였으며 해상도에서 패터닝이 가능한 최소600dpi

간격을 측정하였다.

실험 장치 및 방법2.

박테리아 배양2.1

차 증류수 당 을 녹여3 1L Tryptic Soy Broth(TSB) 30g

에서 분 동안 멸균한다120°C 15 . E.coli(ATCC25922)

을 녹여 멸균된 액체배지 당glycerol stock 20mL 20 Lμ

씩 넣어 에서 으로 시간 배양한다 고체37 180rpm 18 .℃

배지는 에 아가를 각각 첨가하여 종TSB 1.5%, 2.5% 2

류를 만들고 멸균 후 배양접시에 씩 분주하여, 40mL

굳힌다.

박테리아 용액 제조2.2

시간 배양된 균을18 PBS(phosphate buffered

로 희석하여 광학밀도 측정기로 측정한solution)

값이 이 되도록 현탁액OD 0.04, 0.08, 0.1, 0.2, 0.3

을 씩 만든다 개의 빈 카트리지에 에10mL . 5 75%

탄올 를 넣어 내부를 소독한 후 멸균된 증류6mL

Fig. 1 Schematic of two-dimensional dot arrays on
the agar-filled chambers located in the
aluminum disk

수를 각 카트리지에 씩 넣어 회 세척하여6mL 5

내부에 이물질이 남지 않도록 했다 만약 잔여.

물질이 있으면 카트리지 내 박테리아 용액 농도

를 변화시켜 정확한 결과를 얻지 못할 뿐 아니라

의 생존에 영향을E.coli 준다.

실험장치 및 박테리아 용액 인쇄 과정2.3

프린터로는 잉크젯 복합SAMSUNG SCX-1455

기를 사용했다 선행 연구에서 열방식 잉크젯 프.

린터의 순간적인 온도증가는 박테리아의 생존을

저해하지 않는다는 사실이 확인되었다(4) 아가 평.

판배지를 포함하는 배양접시가 고정될 공간을 확

보하고자 잉크젯 복합기의 불필요한 부분을 제거

하였다 잉크젯 프린터로 분사되는 패턴을 설정.

하기 위해 마이크로소프트사 파워포인트 프로그

램을 사용하여 배양접시 가장자리 개 구역에 점6

을 일렬로 개씩 인쇄하도록 설정하였다 각 구7 .

역별 점 간격은 로 변1,2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2cm

화시켰다 따라서 이상적인 분사 조건에서는 한.

개의 배양접시에서 총 개의 박테리아 콜로니가42

형성된다.

박테리아 차원 배열을 위한 응용 실험2.4 2

차원 배열 응용실험을 위해 표면에 인쇄가2 CD

가능한 열방식의 프린터를HP Photosmart D5360

사용하였다 기존 실험과 같은 방법으로 박테리.

아를 배양 후 측정값이 이 되OD 0.03, 0.05, 0.1

도록 균 현탁액을 만들어 카트리지에 들어갈 박

테리아 용액을 준비하였다 가 지나가는 동선. CD

에서 프린터의 불필요한 부분을 제거하였다.

기존에 사용하던 배양접시 대신 과 같이Fig. 1
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프린터에서 인쇄가 가능한 최대 두께를 고려하여

알루미늄 를 두께로 자체 제작하였고CD 2mm ,

가운데 지점을 기준으로 양쪽에 깊45mm×35mm,

이 의 고체배지가 위치할 직사각형 챔버를1.7mm

만들었다 아가 농도의 배지를 만들어. 1.5% TSA

알루미늄 위의 챔버에 분주하여 굳혀서 고체CD

배지를 만들었다 차원 배열 패터닝을 위해. 2 Fig.

과 같이 알루미늄 의 양쪽에 각각 점 개가1 CD 25

간격의 격자 형태로 인쇄되도록 설정하였5mm

다 따라서 이상적인 분사 조건에서는 한 개의.

에서 총 개의 박테리아 콜로니가 형성된다CD 50 .

용액을 개의 에 분사한 후 에서E.coli 10 CD 37°C

시간 동안 배양하였다20 .

인쇄설정을 위한 최적화 실험2.5

마이크로소프트사 파워포인트 프로그램을 이용

하여 점들의 배열을 설정하고 간격을 조정하여

실험에 사용된 프린터에서 인쇄할 수 있는 최소

간격을 정량적으로 측정하였다 프로그램 화면에.

서 일정한 너비의 텍스트 상자 안에 점들을 배열

하고 인쇄된 점들의 수로 너비를 나누어 간격을

계산하였다 또한 인쇄하고자 하는 점들의 수와. ,

실제 인쇄된 점들의 수를 비교하여 의 해600dpi

상도에서 인쇄 목표점들이 누락되지 않는 한도에

서 최적화된 최소간격을 도출하였다.

결과 및 토의3.

값에 따른 생균수 변화3.1 OD

박테리아를 배양할 때 일반적으로 고체배지나

액체배지를 이용하여 성장에 필요한 영양분을 공

급하여 증식을 유도하게 된다 액체배지에서 증.

식한 박테리아는 측정기를 통해 박테리아 농OD

도를 정량적으로 측정할 수 있다 값과 생균. OD

수의 관계를 파악한 뒤에는 원하는 박테리아 농

도를 값 측정을 통해 쉽게 제조할 수 있으므OD

로 카트리지에 주입하는 샘플 준비 시간을 효과,

적으로 단축할 수 있다.

값의 변화에 따른 생균수를 측정하기 위해OD

박테리아 용액 당 고체배지에 형성된 콜로니1mL

개수를 측정하여 값과 생균수와의 관계 그래OD

프를 에 나타내었다Fig. 2 .
(5) 이전에 타 연구진이

수행한 박테리아의 잉크젯 패터닝 연구에서는 생

균수를 측정하기 어려운 점이 있었다.(6) 그러나

Fig. 2 Variation in live cell number with the
concentration of bacterial solution

값과 생균수 측정값을 그림과 같이 그래프로OD

나타내면 다른 값에서의 생균수를 예측해 낼, OD

수 있고 원하는 농도를 갖는 박테리아 용액을,

쉽게 제조할 수 있다 패터닝 종류에 따라 별도.

의 실험을 통해 값의 최적치를 알아내면 다양OD

한 실험에 응용할 수 있을 것이다.

값에 따른 박테리아 콜로니 패턴3.2 OD

값 변화에 따라 프린터OD SAMSUNG SCX-1455

로 패터닝한 박테리아가 성장하여 형성한 콜로니

사진을 에 나타내었다 공간해상도는Fig. 3(a) .

이며 점 간격이 좁은 구역에서도 다른 구300dpi

역과 비슷한 결과가 관찰되었다 값이 와. OD 0.2

인 경우에 분사 목표 지점 주변에 약0.3 1~2cm

간격으로 콜로니가 불규칙적으로 생성되었는데,

이는 아가 평판배지의 탄성으로 인해 프린터 노

즐에서 고속으로 분사된 균액이 주변으로 튀어

발생한 것으로 추측된다 박테리아 용액 농도가.

높을수록 이러한 현상이 두드러지게 나타났다.

프린터로 패터닝된 콜로니SAMSUNG SCX-1455

사진을 분석하여 각 값에 따라 아가 평판배지OD

에 미리 설정한 분사 목표 지점의 개수 이 경우(

총 개 와 실제로 형성된 박테리아 콜로니 개수42 )

의 비를 패터닝 성능지표로 정의하여 에Fig. 3(b)

나타내었다 예상한대로 값이 증가함에 따라. OD

이 비율도 함께 증가하는데 에 가까울수록 이, 1

상적인 분사 조건이라고 볼 수 있다 본 실험에.

사용한 가지 박테리아 용액 농도 중에서는5 OD

값 인 경우에 패터닝 성능지표가 에 가장 근0.1 1
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(a)

(b)

Fig. 3 (a) One-dimensional dot arrays generated by
SAMSUNG SCX-1455 inkjet printer and (b)
Index of patterning efficiency with various
concentrations of bacterial solution. (bar = 5
mm)

접함을 알 수 있다 추가로 값 의 박테리아. OD 0.1

용액을 이용하여 개의 점을 패터닝한 결과168

개의 점이 분사되어 에 가까운 재현성이164 98%

있음을 확인하였고 와 아가배지에 대, 1.5% 2.5%

한 결과에서는 아가 농도차이가 패터닝 성능에

미치는 영향은 무시할 수 있으나 의 왼, Fig. 3(a)

쪽 열과 오른쪽 열의 비교를 통해 알 수 있듯이

형성된 콜로니의 크기 차이는 존재한다 결과적.

으로 박테리아 용액 농도가 패터닝 성능에 가장

큰 영향을 주는 요소임을 알 수 있다.

박테리아 차원 배열 응용실험3.3 2

응용실험으로 차원 배열이 가능한2 HP

을 이용하였고 값Photosmart D5360 , OD 0.03, 0.05,

0.03 OD 0.05 OD 0.1 OD
(a)

(b)

Fig. 4 (a) Two-dimensional dot arrays generated by
HP Photosmart D5360 inkjet printer and (b)
Index of patterning efficiency with various
concentrations of bacterial solution. (bar = 5
mm)

에 대한 패터닝 결과 사진을 에 나타0.1 Fig. 4(a)

내었다 패터닝 실험에 사용된 공간해상도는.

이고 농도를 갖는 아가배지에 인쇄하600dpi 2.5%

였다 이전 실험에서 생성된 콜로니 개수가. OD

값에 확연히 비례하는 것과는 다르게 넓은 범위

의 값에서 일정한 성능을 나타내는 것을 확인OD

할 수 있다 에서 알 수 있듯이 부터. Fig. 4(b) 0.03

까지 오차범위 이내로 일정한 성능을 보여0.1 5%

준다 이는 프린터의 성능뿐 아니라 해상도의 차.

이에 의한 중첩효과로 박테리아 용액의 최적 농

도값의 범위 크기에 차이가 있음을 보여준다.

카트리지 헤드에서 분사되는 양을 정량화하고

자 정사각형 크기에 개의 점을 분1in×1in 90,000

사한 후 정확도로 질량을 측정하고 리터0.001g
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당 질량과 비교한 결과 분사되는 용액 한 방울,

의 부피가 약 로 추정되었다 에서 각60pL . Fig. 2

값에 해당하는 당 생균수를 이용하여 균OD 1mL

일한 농도분포에서 에 포함되는 생균수를 계60pL

산하면 약 개로 추정된다 이는 과1~2 . Fig. 3 Fig.

에서 관찰되는 단일 콜로니가 형성된 이유를 설4

명할 수 있다.

응용실험을 통한 차원 배열 패터닝 후 콜로니2

사진을 분석하여 각 값에 따라 아가 평판 배OD

지에 미리 설정한 분사 목표 지점의 개수 총( 50

개 와 실제로 형성된 박테리아 콜로니 개수의 비)

를 성능지표로 정의하여 에 나타내었다Fig. 4(b) .

값에서 모두 에 가까운 최적 성능지0.03~0.1 OD 1

표가 얻어짐을 확인할 수 있다 그 중 값. 0.05 OD

에서 최적 성능지표를 가지는데 이전 실험에서,

해상도로 패터닝한 경우 값에서 최300dpi 0.1 OD

적 성능지표가 얻어졌음을 고려할 때 합당한 결

과이다.

는 여러 가지 기본 도형과 문자를 박테리Fig. 5

아로 패터닝한 사진이다 이와 같이 다양한 형태.

의 패터닝에 응용이 가능하고 본 논문에서는 다,

루지 않았지만 적절한 영양분을 공급할 수만 있

다면 아가 고체배지 뿐만 아니라 다른 재질을 갖

는 기판 위에 각종 박테리아를 패터닝하는 것도

가능할 것이다 에 대한 최적 농도가 다른. E.coli

종류의 박테리아에 대한 최적 농도와는 다를 수

있고 사용한 액체배지의 물성에 따라 분사 성능

이 달라질 수 있으므로 패터닝 성능을 향상시키,

기 위해 조건을 다양하게 변화시킨 후 추가 연구

가 필요하다.

인쇄 설정의 최적화3.4

패터닝 과정에서 점들의 배열과 간격을 조정한

결과 실험에 사용된 프린터의 최대 공간해상도인

에서 실험에 최적화할 경우 인쇄된 점들의600dpi

최소 간격이 가 됨을 고배율현미경으로135 mμ

확인하였다 은 위와 같은 방법으로 조정한. Fig. 6

개의 점들을 차례로 배열하여 인쇄한 것으로20

누락 없이 일정한 간격을 형성하고 있다 그러나.

점들의 간격이 이보다 좁아졌을 경우 의도한 점

들이 누락되거나 간격이 일정치 않았다 패터닝.

의 정밀도와 관련하여 인쇄할 점들의 주형과 실

제 인쇄된 콜로니의 이미지를 분석할 필요가 있

으며 이러한 정량적인 분석의 결과 정보는 추후,

에 고해상도 현미경 이미징 기법과 결합된 고밀

Fig. 5 Various patterns formed by colonies of
bacteria deposited on the agar substrate
by HP Photosmart D5360 inkjet printer.

Fig. 6 Dot arrays with the minimum interval.
(bar = 100 m)μ

도 패터닝 실험 및 살아있는 박테리아 내에서 단

일분자 수준의 분자생물학적 연구를 가능하게 할

것이다.

결 론4.

최근 잉크젯 기술을 활용한 바이오 패터닝에

대한 연구가 활발해지고 있으나 실험에 필요한

박테리아 용액의 농도를 조절하는 것이 쉽지 않

았다 본 연구의 결과로 얻어진 용액의. E.coli OD

최적값 자료를 이용하면 농도를 일정하게 하거나

특정 농도로 제조하여 패터닝에 사용하고 용액,

의 농도나 생균수를 알아내어 단시간 내에 다양

한 조건에서 용이하게 실험을 수행할 수 있다.

본 연구에서는 추가로 아가 평판배지1.5%, 2.5%

를 이용한 실험을 통해 아가 농도 증가에 따라

콜로니의 크기가 감소한다는 사실을 확인하였다.

또한 응용실험에서 잉크젯 프린터를 이용한 박테

리아 패터닝 과정 중 정밀도 및 패턴 배열과 관

련된 한계를 극복하고 단시간 내에 다양한 조건

에서 실험을 수행하기 위한 차원 패터닝 기술을2

개발하였다 본 연구에서는 알루미늄 를 제작. CD

하여 그 위 직사각형의 챔버안에 박테리아 콜로

니의 차원 배열을 형성시킬 수 있었다 잉크젯2 .
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프린터는 간편하고 경제적으로 사용할 수 있고

다양한 분야에 적용될 수 있는 잠재력을 지니고

있으며 본 연구진은 여러 응용 실험을 통해 이를

확인하였다 피코리터 부피의 액적 분사가 가능.

한 잉크젯 기술을 이용하여 최적화된 농도의 박

테리아를 고밀도로 패터닝 할 수 있는데 이러한

박테리아 콜로니의 차원 고밀도 패턴은 항균제2

스크리닝 환경 모니터링을 위한 바이오센서 개,

발 박테리아 주화성 연구 등 다양한 분야에 응,

용될 수 있을 것으로 기대한다.
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