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단백질 측정용 SH-SAW 센서 개발

Development of an SH-SAW Sensor for Protein Measurement
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본 연구에서는 항원-항체 결합반응을 통해 액상의 단백질 분자를 감지할수 있는 SH형 SAW센서를 개발하였다. 측정하고자 

하는 항원으로는 anti-Hximan-imrmmo-globulin (anti-HigG) 단백질을, 이에 대응하는 항체로는 HigG를 채택흐］였다. 압 

전 단결정 LiTaOs를 사용하여 100 M田로 발진되는 센서를 제작하고, 센서의 지연선 위에 Ti/Au 층을 증착하였다. 증착된 

Au 층 위 에 SAM (self assembled monolayer)을 형 성 시 켜 서 추가되는 항원의 농도에 의한 센서 의 주파수 변화를 측정 하였다. 

개발된 센서의 최소검출단위는 노이즈 레벨 400 Hz 이하 값에 10.8 ng/ml/：田의 민감도를 가지며, anti-HigG 항원의 질량 

하중 효과에 대해 안정적인 반응을 보였다.

핵심용어: SH-SAW, 진동자, 면역 센서, UTaOs
투고분야: 초음파 및 탄성파 분야 (4.5)

We developed SH-SAW sensors to detect protein molecules in liquid solutions applying a particular antibody thin film 
on the delay line of transverse SAW devices. The antibody investigated was human-immuno-globiilin G (HigG) to 
hold the antigens (anti-HigG) in the protein solution. We fabricated the sensor generating 100 MHz with the 
piezoelectric sin이e crystal LiTaOg. We measured the frequency change of the sensor by adding the anti-body 
concentration on SAM (self assembled monolayer) deposited on the Au layer. The sensor showed stable response to 
the mass loading effects of the anti-HigG molecules with the sensitivity up to 10.8 ng/ml/Hz at noise level 400 Hz 

below.

Keywords： SH-SAW, Oscillator, Immunosensor, LiTaOs
ASK subject classification： Ultrasonic and elastic waves (4,5)

L 서론

기존의 임상 검사실의 면역 분석은 고가의 대형 장비 

를 이용해 여러 단계를 거쳐 진행되며, 분석이 복잡하고 

고도로 훈련된 기술자가 있어야 한다. 이러한 어려움을 

극복하기 위하여 최근에는 높은 민감도를 가지는 초소형 

센서의 개발이 이루어지고 있고[1,2], 그 일환으로서 음 

향파를 이용한 바이오 센서에 관심이 증대되고 있다⑶. 

음향파를 이용한 면역 센서로는 두께 진동 모드를 이용 

한 QCM (Quartz Crystal Microbalance) 과 표면탄성파를 

적용한 SAW (Surface Acoustic Wave) 센서가 있다. 

QCM 센서의 표면 질량 변화와 주파수 변화의 관계는
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Sauerbrey 방정식에 의해 주어지며, 주로 20 MHz 이하 

의 주파수로 작동한다. SAW 센서의 경우 더욱 복잡한 

관계식을 가지며, 통상 100 MHZ 이상의 작동 주파수를 

가진다[4,5]. 일반적으로 QCM 센서는 간편하고 사용하 

기 쉽기 때문에 가장 보편적인 압전 기기로 사용되고 있 

고, 다양한 항원-항체에 대한 실험이 이루어져왔다[6]. 

N. J. Geddes 등은 QCM을 사용하여 Au 전극 위에 SAM 

을 제조하여 IgG를 고정화한 후 anti-IgG의 결합에 의한 

주파수 이동을 측정하였다[7]. 하지만, 이러한 시스템의 

주요한 단점은 작동 주파수가 낮기 때문에 분자 무게에 

대한 감도 신뢰성이 떨어진다는 점이다⑻. 따라서 이러 

한 한계를 극복할 수 있는 고감도의 센서를 개발할 필요 

가 있다. 그러므로, 본 연구에서는 QCM의 낮은 감도 특 

성을 해결하고, 우수한 선형성, 연속 측정성, 디지털 출 

력에 따른 전자시스템과의 접합 용이성을 가지며 반도체 
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공정기술을 이용하여 센서의 집적화와 소형화를 이룰 수 

있는 단백질 측정용 SAW 센서를 개발하고, 제작된 센서 

를 사용하여 항원-항체 반응을 실시간으로 측정하였다.

단백질 측정용 SAW 센서는 지 연선 위의 항체와 그에 

상응하는 항원 사이의 결합 반응에 의한 센서 표면에서의 

질량 변화를 측정하기 위한 장치이다. 단백질 센서의 측 

정대상은 통상의 다량의 수분을 함유하고 있는 생체 용액 

이기 때문에 측정 환경이 액상이라고 할 수 있고, 단백질 

분자를 탐지하기 위해서는 높은 감도 및 신호 안정성을 

요구한다. 보편적으로 널리 사용되는Rayleigh 파로 구현 

한SAW센서는수중으로의 에너지 손실이 크게 발생하기 

때문에 단백질 센서용으로는 적합하지 않다. 반면 표면 

에서 전단 방향의 변위를 가지며 전파하는 SH (Shear 

Horizontal)-SAW를 이용하면 액상으로의 SAW 에너지 

감쇠가 적고，신호 대 잡음비와 시스템 안정성에서 우수 

한 특성을 가진다[9丄 또한 센서의 질량 민감도는 작동 

주파수의 제곱에 비례하므로[10], SAW를 사용할 경우작 

동 주파수가 통상의 QCM 센서에 비해 높기 때문에 단백 

질 분자를 정확히 탐지하는데 유리하다.

본 연구에서는 이러한 배경에 의해 36° YX LiTaOs 압 

전 단결정을 사용하여 작동 주파수 100 M田로 발진되는 

SH-SAW센서를 개발하였다. 제작된 SAW소자의 지연선 

위에 측정 대상항원에 대해서 선택적으로 결합이 가능한 

항체를 고정화시켰다. 실험에서 사용된 항체는 사람의 

혈청에서 색층분석 (chromatography)으로 분리시켜 정 

제된 Htunan-immuno-globulin G (HigG) 이몌 11], 측정 

대상인 항원 (anti-HigG)과 반응하여 결합한다. 인체는 

거의 무한 가지수의 항원에 대하여 각각 대응하는 특이 

항체를 만들어 낼 수가 있는데, 이러한 현상은 체내에 들 

어온 이물질, 즉간염 바이러스, 병원성 세균과 같은 외부 

침입자에 대해 면역 체계를 가지고 있기 때문이다. 본 연 

구에서는 인체의 면역 체계를 구성하고 있는 가장 중요한 

인자 중 하나인 HigG를 항체로 사용함으로써, 향후 SAW 

센서를 인체 면역 진단 장치에 활용하고자 하였다. 지연 

선 위에서의 항원-항체 상호 결합에 의한 질량의 증가는 

결국 SAW의 속도 변화를 발생시키며, SAW 센서를 피드 

백 진동자로 구현하였을 때 SAW의 속도 변화는 진동 주 

파수 변화로 나타낼 수 있다. 이때 SAW 센서의 주파수 

변화를 측정하면 측정 대상 항원인 anti-HigG의 특성을 

분석할 수 있고, 본 연구에서는 SAW 센서를 이용해 

anti-Hi盼의 농도를 분석하고자 하였다. 최근 DNA, 단 

백질 셀과 같은 생물학적 물질의 특정 반응을 측정할 수 

있는 마이크로, 나노 단위의 센서의 개발이 크게 요구되 

고 있다. 본 연구에서 개발된 센서는 이러한 요구에 부합 

하며 생체 물질의 특이 결합을 이용한 초소형화 기기에 

적용될 수 있을 것이다.

II. SAW 소자

본 연구에서는 압전 단결정 36° YX LiTa以를 사용하여 

측정 채널과 기준 채널의 이중 지연선 채널로 구성된 

SAW센서를 제작하였다. 기판으로는 IlTaOs 결정의 36。 

Y축 절단면과 X축 전파 방향을 이용하여 횡단 방향의 변 

위 분극을 가지는 SH-SAW를 발진시키도록 하였다. 압 

전 기판 위에 증착된 IDT (inter-digital transducer)는 

100 MHz의 SAW를 발생시키도록 주기가 40.38 “m가 되 

도록 설계하였고, 반도체 공정을 사용하여 LiTaQ； 기판 

위에 IDT와 신호 연결부로 구성된 소형 평면 구조를 가지 

는 SAW 소자를 제작하였다. 제작된 소자는 그림 1과 같이 

두 개의 개별 SAW소자가 병렬로 결합된 형태를 가지며, 

각각의 SAW 소자는 압전 단결정 기판 위에 설치되는 입 

력 • 출력용 IDT로구성된다. 이중 지연선 형태를취하여 

SAW를둘러싼모든환경에 노출된 디바이스를 기준 채널 

(reference channel) 이 라 하고, 지 연선 상에 특정 감지막 

을증착시켜서 SAW가주위 환경과 더불어 특정 측정변수 

에 더 많이 반응을 할수 있도록 한 디바이스를 측정 채널 

(sensing channel)이라고 한다. 그림 1에서 보듯이 측정 

채널에 단백질을 잘 흡착할 수 있는 박막을 증착한 다음, 

측정 채널과 기준 채널의 신호 차이를 구하면 그 결과는 

단백질에만 반응한 신호가 될 것이다.

그림 1. 이중 채널의 SAW 소자

Fig. 1. Dual channel SAW device.
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센서의 각 지연선은 진동자로 구현된다. 센서의 입력 

IDT는 SAW 에너지가 지연선 방향으로 집속되도록 SPUDT 

(single phase uni-directional transducer)형태로 설계 

하였다[12]. 또한LiTaQj 압전 기판의 가장자리에서 원하 

지 않는 SAW의 반사를 감쇠시키기 위하여, 폴리머 계열 

의 에폭시 층을 기판의 뒷면과 바닥에 도포하였다. 또한 

SAW 소자가 수중환경에서 작동하기 때문에 IDT와 신호 

연결부의 절연처리가 필수적이다. 절연 물질은 SAW 소 

자와 수용액의 접촉을 차단해야 하며, 도포시 SAW에 최 

소한의 감쇠효과를 가져야 한다. 이러한 요구 조건을 만 

족시키기 위해 IDT와 신호 연결부 전체를 실리콘 고무로 

도포하였다[13丄 그림 2는 제작된 SAW센서의 사진이다.

III. 생체 분자 고정화

3.1. 측정 단백질 분자

단백질 센서 개발에서 가장 주요한 인자는 안정화된 

단백질 분자와 그들을 표면에 연결시켜주는 고정화 기술 

의 개발이다. 단백질 센서가 실제로 사용되기 위해서는 

단백질 분자가 센서 표면에 부착되었을 때 생물학적으로 

활성화되어 있어야 하며, 단백질 막이 그 구조나 기능을 

유지하면서 센서 표면과 강하게 고착되어 있어야 한다. 

또한 특정한 생물학적 성분 (항원)과 높은 결합성이 있어 

야 한다 [14].
본 연구에서는 항원-항체의 높은 결합성과 신뢰성을 

가지는 Human Imnrnoglobulin G를 항체로 사용하였다. 

IgG는 면역 항체의 다섯 가지 계열군 중의 하나로서, 

150,000 Da 분자 질량을 가진 Y 형태의 모양을 가지고 

있다. 전형적 인 항체 분자는 두 개의 동일한 heavy chain 

과 light chain으로 구성된다. 그림 3에서 윗 부분의 두 

개의 팔은 Fab이며, 아랫부분은 Fc이다. 항원과 특이 결 

합을 하는 부분은 Fab 부분이며, 아래쪽의 Fc 부분은 

Protein A와 체결되는 부분이다. 항체에 대한 항원의 결 

합은 소수성 결합, 수소 결합, 반데르 발스 힘 그리고 이 

온 상호 작용을 포함하는 다양하면서도 약한 공유 결합력 

의 합으로 이루어져있다. 이러한 결합력은 흡착 또는 증 

착된 막에서 단백질 분자의 방향, 즉 항원 결합 영역이 

바깥쪽 방향으로 향했을 때만이 효과적이다. IgG의 배열 

구조는 보통 2차원이지만 분자의 방향성은 대체로 pH, 
표면 체류 시간등의 외부 인자와 표면 상태에 의해 결정 

되어진다[15]. 본 연구에서는 면역원으로서 정제된 사람 

의 항체 (human IgG)를 염소의 혈액에 주입시켜 제조된 

면역혈청인 anti-Human IgG를 항원으로 사용하였고, 

항체로는 사람의 혈청에서 추출한 HigG를 사용하였다.

3.2. SAM 증착

SAW 센서를 단백질 센서로 활용하기 위해서, 우선 센 

서의 측정 채널 지 연선 표면에 1000 A의 Ti를 증착한 후 

그 위에 항체의 고정화시 단백질 흡착이 용이하도록 2500 

A의 Au막을 증착하였다. Ti층은 흡착층으로 작용하여 

이 후에 있을 SAM 공정에 대한 Au막의 손실을 감소시 키 

는 역할을 한다. 일반적으로 Au는 단백질 분자들을 잘 

흡착시키기 위해 바이오 센서의 감지 영역에 증착시켜서 

널리 사용되고있는 재료이다.

SAM 증착은 센서 지 연선의 Au 표면 위에 항체를 고정 

시키기 위해 그림 4와 같은 절차를 거친다. 첫 번째로, 

지 연선 위의 Au 표면을 아세톤, 메탄올, 탈이온수의 순서 

로 깨끗하게 세척하였다. 두 번째로, 세척된 센서를 lmM 

MHDA (16-Mercaptohexadecanoic acid) 에탄올 용액에

그림 3. IgG 모형

Fig. 3. Schematic drawing of IgG.

그림 2. 제작된 SAW 센서

Fig. 2. Fabricated SAW device.
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서 12시간 동안 반응시켰다. 세 번째 단계로 Protein A를 

추가한 후 촉매 역할을 하는 EDC (1-[3-(Dimethylamino) 

propyl] -3-ethylcarbodiimide hydrochloride)와 NHS 

(N-Hydro-xysuccinimide) 를 PBS (Phosphate Buffered 

Saline) 용액에 혼합하여 센서에 3 시간 동안 노출시켰다. 

carbodiimide 반응물인 EDC와 NHS는 MHDA 말단의 카 

르보실 그룹을 NH珂로 치환한 후 Protein A의 아민그룹과 

아미드 결합을 형성하였다. Protein A는 항체인 HigG의 

Fc 수용체에 대한 자연 친화력을 이용하여 항체를 고정화 

시키는 단백질로 사용되며, 또한 Protein A는 항체의 Fc 
부분에만 결합하기 때문에, 항체의 항원 결합 부위가 방 

향성을 가지고 노출되므로 항체-항원 결합을 최대화 할 

수 있다. 네 번째로, BSA (Bovine serum albumin)을 1 

시간 동안 반응시 켜 서 Protein A와 반응하지 않은 MHDA 

의 말단 카르보실 그룹이 HigG와의 결합을 막음으로써, 

SAW의 고정화 층 위의 anti-HigG 생체 분자 외에 다른 

생체 분자의 결합을 차단하여 비특정 결합 반응을 제거하 

였다[16,17]. 마지막으로 센서를 HigG용액에서 9시간동 

안 처리하였다. 그림 5는 지연선 위에 고정화층이 증착된 

SAW 소자의 단면 구조를 보여준다. 그림 &은 SAM 증착 

시 각 단계 별 SAW 센서의 주파수 스펙트럼을 보여준다. 

SAM 공정시 추가되는 층에 따라 스펙트럼의 삽입 손실이 

미약하게 증가했지만 전체 스펙트럼은 초기 상태를 유지 

하였다. 스펙트럼의 명확한 main lobe는 센서를 진동자 

로 구현했을 때 안정적인 작동이 이루어지도록 한다.

IV. 측 정

4.1. SAW 센서 시스템 구성

본 연구에서는 SAW 센서의 동작 및 감지신호 획득을 

위하여 그림 7과 같은 형태의 센서 시스템을 구성하고 

제작하였다. SAW 센서 시스템은 크게 이중 지 연선 구조 

를 가지는 SAW 소자와 감지대상에 의해 변화된 SAW 소 

자의 중심주파수 변화를 검출할 수 있는 두 개의 발진기, 

각각의 발진된 주파수를 계수하는 디지털 주파수 계수기 

와 계수된 출력 값을 장시간에 걸쳐 컴퓨터로 실시간 전 

송하여 연속적인 감시 시스템을 가능케 하는 컴퓨터 인터

그림 5. 센서의 도식적 구조

Fig. 5. Schematic sensor structure.
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그림 6. SAM 증착 단계별 주파수 스펙트럼

Fig. 6. Frequency spectrum vs. SAM deposition.

그림 4. 고정화 층 제작 과정

Fig. 4. The process to fabricate the immobilizer layer.

그림 7. SH-SAW 센서 시스템

Fig. 7. SH-SAW sensor system.
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페이스 부분으로 구성되어 있다. 발진기는 멀티바이브- 

레이터 (multivibrator) 구조를 이용하여, SAW 소자의 중 

심주파수에 해당하는 신호를 안정 적으로 유도할 수 있도 

록 하였다. 계수기는 기준부와 감지부로부터 발진된 수 

십 MHz에서 100 M田의 신호를 계수하기 위하여 고속동 

작이 가능한 16진 계수기와 마이크로 프로세서를 사용하 

였으며, 마이크로 프로세서를 이용하여 읽은 주파수 값 

을 RS-232C 프로토콜을 이용하여 컴퓨터로 전송할 수 

있게 하였고, 전송된 데이터는 컴퓨터에서 실시간으로 

모니터링 하였다.

4.2. 측정

실험에서는 측정 대상 항원인 anti-HigG의 농도 변화 

에 따른 SAW의 속도 변화를 진동 주파수 변화로 나타내 

었다. 본 논문에서는 SH-SAW의 기본 모드를 사용하여, 

고정화된 항체 HigG 위에 농도를 변화시킨 항원 anti- 

HigG를 추가함에 따라 HigG와 반응하는 anti-HigG의 질 

량 하중 효과를 기준 채널과 감지 채널의 진동자 주파수 

차이로 측정하였다.

측정에 앞서, 지연선을 미리 10 必PBS 버퍼 용액으로 

채운 다음 센서의 신호가 안정화 된 후, 10 /以의 anti- 

HigG를 표 1과 같이 A, B, C, D의 순서로 추가시켰다.

표 1. 측정 단계별 anti-HigG 농도

Table 1. The anti-HigG concentration at each step of the 

measurement.

Measurer聰nt step Anti-HigG concentration

A 50.0 jtzg/rril

B 66.7 /zg/ml

0 112.5 /zg/ml

D 140.0 /zg/ml

조

^

a

 은
,1,n

b

 안
--u

 으

真'5s
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그림 8. anti-HigG 농도에 따른 진동 주파수 변화

Fig. 8. Oscillation frequency vs. anti-HigG concentration. 

그림 8은 anti-HigG의 농도에 대해서 측정 채널의 진동 

주파수 변화를 보여준다. 고정화된 항체 위에 anti-HigG 
의 결합에 의해서 지연선 위에 질량은 증가하게 되며, 그 

결과 SAW의 속도는 감소하여 진동 주파수의 감소를 나 

타내었다. 그림 8은 표 1에서 정의된 각각의 농도 값을 

시간에 따라서 센서의 지연선 위에 추가시켰을 때 나타나 

는 반응을 보여준다. 그래프 상의 A점에 농도 50 姻/ml의 

anti-HigG 10 曜 추가시켰을 때 1,400 초 후에 -5.7 

虹iz의 주파수 변화를 나타내며, B, C, D 과정을 거치면서 

4,800 초 후에 총 -11.5 kHz의 변화를 보였다. anti- 

HigG의 농도가 증가할수록 진동 주파수가 감소함을 알 

수 있다. 또한 반응 초기 에 가장 큰 폭으로 진동 주파수가 

감소하는데 이는 지연선 위의 고정화된 항체의 결합 영역 

을 가장 많이 가지고 있기 때문인 것으로 판단된다. 그림 

9는 anti-HigG의 농도에 따른 진동 주파수 변화의 반복 

적인 실험 결과를 보여준다. 그림에서 알 수 있듯이, 

anti-H询G의 농도가 높아질수록 주파수가 큰 경향성을 

보였다. 측정된 신호가 다소 변화 폭을 가지는 이유는 실 

험자의 실험 오차와 항원-항체 결합 외의 균질하지 않은 

결합 때문인 것으로 판단된다. 센서는 신호의 안정화 후 

400 Hz이하의 노이즈 레벨값을 나타내었고, 평균 감도 

10.8 ng/ml/Hz를 가지며 anti-HigG 분자의 질량 하중 

효과에 의한 안정된 주파수 변화를 보였다. SAW 소자와 

진동자로 구현된 센서는 실시간으로 항원-항체의 결합 

반응을 측정할 수 있는 장점을 가지고 있지만, 측정된 결 

과가 타당성을 가지기 위해서는 이에 대한 검증이 필요하 

다. 따라서 , 고주파 소자의 전달 특성 측정장치 인 네트워 

크분석기 (HP8752C)를사용하여, HigG와 anti-HigG가 

반응하기 전의 SAW 소자의 전달 특성과 완전히 반응이
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그림 9. anti-HigG의 농도에 따른 센서의 주파수 변화

Fig. 9. Frequency shift of the sensor vs. concentration of 

anti-HigG.
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며, 반도체 기술과 접목한다면 센서의 출력이나 측정 방 

법 등을 집적화한 초소형 센서로 구현할 수 있는 징점을 

가진다. 또한 Sauerbrey 방정식에 따르면 음향 공진 센서 

의 감도는 공진 주파수의 제곱에 비례함으로, 더 높은 진 

동 주파수의 SAW 센서를 사용할 경우 더 높은 감도를 

구현할 수 있을 것이다. 본 연구에서 개발된 SH-SAW센 

서는 감지층으로 다양한 항체를 사용하여 여 러 가지 단백 

질 분자의 측정에 적용될 수 있을 것이다.

Frequency [MHz]

그림 10. anti-HigG 반응 후의 주파수 스펙트럼

Fig. 10. Freq, spectrum after anti-HigG reaction with HigG.

끝난 소자의 전달 특성을 측정하여 비교하여 보았다. 그 

림 10은 그림 9의 No. 3의 소자를 사용하여 반응 전후의 

주파수 스펙트럼을 측정한 결과이다. 그 결과 지연선 위 

에 항원-항체 결합에 의한 반응 전후의 삽입 손실은 

-0.21 曲를 나타내었으며, 이 때의 주파수 차이는 -L2.5 

kHz를 보였다. 네트워크 분석기를 사용하여 측정한 결과 

는 삽입 손실이 발생함으로써 지연선 위에 항원이 결합하 

였음을 보여주며, 진동자로 구현한 센서의 주파수 변화 

값과는 다소 차이를 보였다. 이는 진동자를 사용한 측정 

환경은 액상이며, 네트워크 분석기를 사용한 측정 환경 

은 공기 중이기 때문에 이에 의한측정 환경의 변화와 실 

험상의 오차 때문인 것으로 판단된다. 그러나, 두 경우 

모두 절대값은 다소 차이가 있지만 큰 폭의 주파수 변화 

를 보임으로써, SAW 진동자 센서에 의한 측정의 타당성 

을 밝힐 수 있었다.

V. 결 론

본 연구에서는 항원-항체 결합에 의한 anti-HigG 분 

자를 감지할 수 있는 SH-SAW 센서를 개발하였다 36° 

YX LiTaQ? 압전 기판을 사용하여 SAW 소자를 제작하고, 

SAW 센서 시스템을 구성함으로써, HigG가 고정화된 지 

연선 위의 anti-HigG 농도 변화에 의한 질량 하중 효과를 

진동 주파수 변화로 측정할 수 있었다. 개발된 센서는 진 

동 주파수와anti-HigG농도와의 안정한 관계를 보이며, 

10.8 ng/ml/Hz의 감도 특성을 나타내었다. 동일한 용도 

로 사용되는 대표적 장치인 광학 변환기 SPR (surface 

plasmon resonance)0,] 비해[18], SAW 센서의 감도 특성 

은 낮지만, 장치 및 설비가 간단하고, 저가에 구현 가능하
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