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요 약

효소 전극 anode와 PEMFC용 전극 cathode를 이용하여 효소연료전지를 구동하였다. 효소 anode는 그래파이트 분말

과 효소로서 글루코스 산화제, 전자매개체로서 페로센을 혼합해 압축해서 만들고 Nafion 이오노머로 코팅하였다. anode

제조조건을 변화시키며 OCV를 측정해 효소 anode 제조 최적조건을 찾았다. 효소 anode 압축 시 최적 압력은 9.0 MPa

였다. 효소 anode에서 그래파이트가 60%일 때 최고의 OCV를 나타냈다. anode 기질 용액의 최적 글루코스 농도는

1.7 mol/l이었으며, anode의 효소 활성은 7일 동안 안정적으로 유지되었다.

Abstract − Enzyme fuel cells were composed of enzyme anode and PEMFC cathode. Enzyme anodes was fabricated

by compression of a mixture of graphite particle, glucose oxidase as a enzyme and ferrocene as a mediator, and then

coated with Nafion ionomer. Open circuit voltage (OCV) were measured with variation of anode manufacture factors, to

find optimum condition of enzyme anode. Optimum pressure was 9.0 MPar for enzyme anode pressing process. Highest

OCV was obtained at 60% graphite composition in enzyme anode. Optimum glucose concentration was 1.7mol/l in

anode substrate solution and enzyme activity of anode was stable for 7 days. 

Key words: Enzyme Fuel Cells, OCV, Pressing Anode, Fabrication Method, Glucose Oxidase

1. 서 론

생물연료전지(Biological fuel cell)는 금속 촉매 대신 효소나 미생

물을 촉매로 사용하여 화학에너지를 전기에너지로 전환하는 저온

연료전지다. 이 중 효소연료전지(enzyme fuel cell)는 촉매로 효소를

사용하여 연료를 선택적으로 산화하고 산소를 환원하는 것으로 구

성된다. 효소를 anode와 cathode에 고정하는 것이 가능할 경우에는

연료의 케이싱과 막이 불필요해져서 연료전지의 소형화가 가능하다

[1-5]. 따라서 원격 휴대용 전자장치, Biosensor, 다양한 이식용 의료

장치 등에 적용될 수 있다. 최근에 효소와 전극사이에 전자 전달을

개선하여 인체 자체의 연료인 글루코스(포도당)를 소비하고 산소를

환원시켜 의료장치에 동력을 제공할 수 있는 이식 가능한 효소연료

전지에 관심이 증가하고 있지만 아직은 초기 단계로 장치의 동력생

산을 증가시키고 안정성을 향상시키는 것이 해결해야 할 가장 큰

과제이다. 

효소연료전지의 성능과 안정성을 향상시킨 연구들을 보면,

Yuhashi 등[6]은 단백질이 변형된 pyrroloquinoline quinone (PQQ)

glucose dehydrogenase 돌연변이체를 사용하여 온도 안정성을 증가

시키고 전지의 수명을 6배 이상 연장시켰다. 가장 일반적으로 사용된

촉매는 anode에는 glucose oxidase 또는 glucose dehydrogenase이며

cathode에는 laccase나 bilirubin이지만 Jenkins 등[7]은 anode에 aldose
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dehydrogenase를 사용하여 성능과 안정성을 향상시키기도 했다. 다

양한 효소와 더불어 산화환원 효소와 전극 지지체 사이의 전기적

접촉을 증가시키기 위해 오스뮴을 비롯한 다양한 전자 매개체

(electron mediator)가 보고되었다[1,8,9]. 화학적으로 무해한 2-methyl-

1,4-naphthoquinone(Vitamin K3)-based 고분자를 매개체로 이용하여

인체 이식용으로서의 가능성을 높였으며 glucose dehydrogenase 외

에도 다양한 NAD+ 의존 효소의 사용을 가능하게 하였다. 

다양한 적용을 위해 효소는 효소자체 또는 redox 매개체와 함께

고정되었으며 그 방법에는 물리적 흡착, entrapment, 가교화

(crosslinking) 등이 이용되고 있다[5]. 효소 고정을 위해 한 가지 이

상의 방법이 이용되며 Kim 등[10]은 흡착, 침전, 가교화의 연속과정

을 통해 효소의 안정성을 향상시켜 출력 밀도를 높이고 수명을 연

장시켰다. 최근에는 그래파이트 분말, 효소, 매개체 혼합물을 기계

적인 압착에 의해 쉽고 빠르게 전극을 만들 수 있는 방법이 소개되

었다[11,12]. 전형적인 효소 전극은 전도성 표면의 기능에 촛점을

두는 반면, 기계적 압착 방법은 그래파이트 분말, 효소, 매개체 자체

가 단지 압착을 통해 효소전극을 구성하므로 각 요소들 사이에 화

합적 결합이 형성되지 않으며 화학적 접착에 따른 물질의 변형도

발생하지 않는다. 또한 수용성 전해질에 불용성인 매개제의 사용도

가능해 졌다.

본 연구에서는 글루코스 산화제(GO
X
), 그래파이트, 매개체를 압

착해서 만든 anode에 PEMFC용 cathode와 전해질 막을 사용해 단

위전지를 구성하고 OCV를 측정했다. 효소 anode 제조 조건에 따라

달라지는 OCV를 측정함으로써 최적의 효소 anode 제조 조건을 찾

고자 하였다.

2. 실 험

2-1. 전극 제조

Anode 효소 전극 제조는 다음과 같다. 그래파이트(Aldrich), 글루

코스 산화제(GOx, Sigma), ferrocene(98%, Aldrich), 글리세린(Crown

Guaranteed Reagents), 증류수를 혼합해 균일한 상태가 되게 하였다.

몰드에 이 혼합물을 넣고 상온에서 프레싱으로 성형 하였다. 상온에서

건조한 후에 Nafion 용액(5 wt%, Aldrich)에 액침(dipping)하고 건

조한 다음 Nafion 이오노머로 표면을 코팅하였다. lead 선은 구리선을

몰드에서 프레싱할 때 혼합물 중간에 삽입해 연결하였다.

Cathode는 PEMFC cathode와 같은 형태로 제작하였다. 백금이

카본 블랙에 40중량 % 담지된 Pt/C(Alfa Aesar, 42204) 촉매를 사

용하였다. Pt/C 촉매 : 물 : 이소프로필알코올 : Nafion 이오노머 용액을

1 : 3 : 6.5 : 8의 중량비로 혼합하여 균일한 상태가 될 때까지 교반

하여 촉매 용액을 제조하였다. 전사 필름으로 폴리이미드 필름을,

전해질 막으로 Nafion 211을 사용하였다. 두께가 50 µm가 되도록

블레이드(blade) 높이를 조절하고, 제조된 촉매 용액을 0.4 mg/cm2의

Pt가 로딩되도록 전사 필름 상에 코팅하였다. 전해질 막 한 쪽에 촉

매층이 형성된 전사 필름을 위치시킨 후, 100 oC의 온도 150 kgf/cm2의

압력으로 3분 동안 열간 압착(hot-pressing)하였으며, 이후 전사 필

름을 조심스럽게 분리시켜 닥터 블레이드 및 열간 압착에 의해 형

성된 막-cathode 접합체를 제조하였다.

2-2. 측정 및 분석

효소 anode와 막-cathode 접합체를 Fig. 1과 같은 cell에 설치해

OCV를 측정했다. 막-cathode 접합체를 가스켓과 함께 플랜지 사이에

넣고 고정해 용액이 새지 않게 하였다. anode는 막 바로 위에 위치

시키고 글루코스(99.5%, Sigma)를 포함한 버퍼용액(BioWhittaker)을

cell에 투입하였다. cathode에 산소를 200ml/min 속도로 유입하면서

상온에서 Electronic loader(CNL ESL-300Z)에 의해 OCV를 측정

하였다.

Anode 전극의 효소 활성은 일반적인 glucose oxidase 분석법[13]을

이용해 측정하였다. 100 mM PBS(pH 7)에 glucose(555 mM), horseradish

peroxidase(6units/ml) O-dianisidine(0.21 mM)을 혼합하여 반응액

을 준비하였고 여기에 효소를 포함한 anode를 액침하고 실온에서

활성을 측정하였다. glucose oxidase에 의해 개질된 glucose의 산화

율은 UV 분광광도계(500 nm, Simadzu UV-1650PC)를 사용하여

측정하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. Anode 제조 조건에 따른 OCV

Anode 구성 성분으로 그래파이트와 GO
X
(Glucose oxidase),

Ferrocene을 180: 20 : 200 비로 혼합해 몰드에 넣고 프레싱 압력을

변화시키면서 anode를 제조하고 OCV를 측정한 결과를 Fig. 2에 나

타냈다. 9.0 MPa 압력에서 최고 OCV 1,028 mV를 보이고 있다.

2.5 MPa과 같은 낮은 압력으로 제조한 anode는 그래파이트 입자간의

거리가 멀어 접촉저항이 커져 OCV가 감소한 것으로 판단된다. 그

리고 15 MPa과 같은 높은 압력으로 제조한 anode는 기공이 작아

글루코스 용액이 anode 내부까지 전달되는 물질전달 저항이 커

OCV가 감소한 것으로 보인다. 

프레싱 하여 성형한 anode가 기질 용액 중에서 풀어지지 않게

Cosnier 등[11]은 실리콘 접착제 등을 anode 표면에 사용했는데 본

연구에서는 Nafion 용액을 이용했다. Nafion 용액에 anode를 담근

후 건조시킴으로써 Nafion 이오노머가 표면을 코팅해, 접착제 역할을

하면서 H+이온을 전달하는 역할도 한다. 실리콘 접착제를 사용한

Cosnier 등[11]의 결과는 OCV가 0.63 V였으나 Nafion 이오노머를

이용한 본 연구결과는 OCV가 1.0 V를 넘었다. Nafion 코팅횟수에

Fig. 1. Schematic diagram of enzyme fuel cell.
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따라 OCV가 어떻게 변하는지 측정한 결과를 Fig. 3에 나타냈다. 코

팅하지 않았을 때 OCV가 1,018 mV였으나 코팅횟수가 증가하면서

OCV가 감소해 5회 코팅했을 때는 947 mV까지 감소하였다. Nafion

이오노머의 두께가 두꺼워지면서 기질인 글루코스 용액이 anode 내

부까지 침투하는데 저항이 커져 OCV가 감소하는 것으로 보인다.

최적 그래파이트 함량을 결정하기 위해 그래파이트 : (효소+매개체)

비를 변화시키면서 OCV를 측정하였다(Fig. 4). 효소와 매개체 비는

1 : 10으로 고정시켜 효소와 매개체비에 의한 영향은 받지 않게 하

였다. 그래파이트가 60%일 때 최고의 OCV 1,007 mV를 나타냈다.

그래파이트가 35%이면 993 mV로, 9.0 MPa의 압력으로 프레싱했을

때 그래파이트 양이 작아 접촉 저항이 커져서 OCV가 감소한 것으로

판단된다. 그리고 그래파이트가 70%일 때는 효소와 매개체 양이 부

족해서 글루코스를 산화해 발생한 전자의 운반능력이 감소하고 또

수소 이온을 발생하는 능력이 약해 OCV가 감소한 것으로 보인다.

최적의 효소와 매개체비를 결정하기 효소와 매개체 비를 변화시

키면서 OCV를 측정하였다(Fig. 6). 그래파이트와 효소+매개체 비는

180 : 220으로 고정시켜 그래파이트와 효소+매개체 비에 의한 영향은

받지 않게 하였다. 효소와 매개체 비가 효소 : 조효소=1 : 10 일 때

최고의 OCV 981 mV를 나타냈다. 효소 : 매개체 = 1 : 21 일 때는

OCV가 948 mV로 효소에 비해 매개체양이 너무 많아 글루코스 산

Fig. 2. Effect of pressing pressure on the OCV of enzyme fuel cell. 

Fig. 3. OCVs of enzyme fuel cell as a function of Nafion coating times. 

Fig. 4. Effect of graphite content on the OCV of enzyme fuel cell. 

Fig. 5. OCVs of enzyme fuel cell as a function of ratio of GOx : ferro-

cene.

Fig. 6. Effect of glucose concentration on the OCV of enzyme fuel cell.
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화 반응 속도가 감소해 OCV가 감소한 것으로 판단된다. 그리고 효

소 : 매개체 = 1 : 4.5일 때는 효소에 비해 매개체 양이 부족해 전자

전달이 잘 안되어서 OCV가 감소한 것으로 보인다. 

3-2. Anode 기질 용액의 농도에 따른 OCV

글루코스의 농도를 변화시키면서 OCV를 측정한 결과를 Fig. 6에

나타냈다. 글루코스 농도가 증가할수록 OCV가 증가하는 것이 아니

라 1.7 mol/l에서 최고의 값을 나타내고 이후 감소하는 추세를 보이

고 있다. 글루코스 농도가 너무 높아지면 점도가 높아져서 anode 내

부로 글루코스가 이동하는 물질전달 저항이 커져 OCV가 감소하는

것으로 판단된다. 

3-3. OCV 안정성

효소 및 anode 전극의 안정성에 대해 연구하기 위해 시간 경과에

따라 OCV를 측정했다(Fig. 7). 30분까지는 OCV가 비교적 일정하게

유지되다 2시간 30분까지 감소하고 이후로 6시간까지 또 일정한

OCV를 나타냈다. 6시간 동안에 OCV가 1,000 mV에서 600 mV로

40% 감소하였다. 이와 같은 OCV 감소는 효소 및 anode 전극의 안

정성 감소에 의한 것도 있지만 전해질 막과 cathode의 성능 변화에

따른 영향도 있을 수 있다. 그래서 anode의 효소활성 변화를 전해질

막과 cathode의 영향을 받지 않은 상태에서 측정하기 위해 셀 외부

에서 측정했다. 즉 글루코스 용액이 담겨져 있는 용기에 anode를 침

지시킨 후 각 시간별로 용액의 UV 흡광도를 분석해 효소 활성 변화

를 측정한 것이다. 

효소 활성 변화를 측정한 결과를 Fig. 8에 나타냈는데 효소활성을

나타내는 500 nm에서[13] 흡광도가 일정한 속도로 증가해 효소 활

성은 7일까지 안정적임을 나타냈다. 따라서 Fig. 7의 OCV 감소는

Anode의 문제는 아니라는 사실을 확인할 수 있었다. 글루코스 용액에

Na, Ca, Fe과 같은 양이온들이 없기 때문에 이들 이온의 이온교환

에 따른 막 전도도 감소는 없다고 생각되어 막의 문제는 아니라고

생각되었다[14]. 셀이 수직방향으로 되어 있어 중력에 의해 글루코

스가 cathode에 잘 전달될 수 있는 구조이므로 Pt 촉매 오염에 의한

산소환원 활성이 감소해 OCV가 감소한 것으로 판단된다[15]. 

제조 조건을 변화시켜 만든 anode의 OCV와 효소 활성을 나타내는

UV 흡광도의 관계를 Fig. 9에 나타냈다. OCV 측정은 10분 내에 진

행되어 OCV 감소가 일어나기 전에 측정함으로써 cathode 오염에

의한 영향을 받지 않게 하였다. OCV 측정 직후에 글루코스 용액을

샘플링하여 UV 흡광도를 측정하였다. UV 흡광도가 증가함에 따라

OCV도 증가했다. 그래서 본 실험에서 anode의 OCV 감소는 anode의

효소 활성 감소가 아니라 cathode의 오염에 의한 촉매 활성 감소에

의한 것임을 확인하였다. 

4. 결 론

효소(GOx)와 그래파이트를 압착해서 만든 anode에 PEMFC 용

cathode와 전해질 막을 사용해 단위전지를 구성한 효소연료전지의

개회로전위에 대해 실험한 결과를 다음과 같이 정리하였다.

(1) anode 구성 성분으로 그래파이트와 GOx, ferrocene 를 혼합해

몰드에 넣고 프레싱할 때 최적 압력은 9.0 MPa이었다.

(2) anode 표면을 Nafion 코팅하여 anode가 글루코스 용액에서 용해

되는 것을 방지하였는데, 코팅하지 않았을 때 OCV가 1,020 mV였

으나 코팅횟수가 증가하면서 OCV가 감소해 5회 코팅했을 때는Fig. 8. Change of enzyme activity(UV Abs) in enzyme fuel cell. 

Fig. 7. Change of OCV in enzyme fuel cell. 

Fig. 9. OCV as a function of enzyme activity (UV Abs) in enzyme fuel

cell.
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948 mV까지 감소하였다.

(3) anode에서 그래파이트가 60% 조성일 때 최고의 OCV를 나타

냈고, 최적의 효소 : 매개체 비는 1 : 10 이었다. 

(4) 최적의 anode 제조조건은 효소:매개체를 1:10비로하고 그래

파이크 60% 조성으로 혼합하여 9.0 Mpa 압력으로 프레싱하여

Nafion 이오노머로 2회 코팅하는 것이다.

(5) anode 기질 용액의 최적 글루코스 농도는 1.7 mol/l 이었다.

(6) UV에 의해 분석한 결과 anode의 효소 활성은 일정하게 유지

되어 OCV 감소에 영향을 주지 않았으나 cathode의 촉매활성 감소에

의해 OCV는 6시간 후에 초기의 60%로 감소하였다.
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