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            Abstract
          
        

        
          
            목적
            본 연구에서는 은 나노 입자를 합성한 후 안경테 소재인 Ultem(polyetherimide: PEI)에 코팅하여 항균성과 코팅특성을 평가해 보고자 한다. 

          

          
            방법
            AgNO3(silver nitrate)와 PVP(polyvinylpyrrolidone)를 사용하여 은 나노 입자를 합성한 후 UV-visible spectrophotometer를 사용하여 특징적인 표면 플라즈몬 공명 흡수밴드를 확인하였다. 또한 SEM과 EDS를 사용하여 합성한 시료의 크기, 형태, 구성 성분을 분석하였다. 합성한 은 나노 입자는 아크릴레이트를 주재로 하는 코팅 바인더와 교반 후 안경테 소재인 Ultem기판에 코팅하고 코팅막의 특성과 항균성을 측정하였다. 

          

          
            결과
            은 나노 입자의 합성을 확인하기 위해 흡광도를 측정한 결과 약 400 nm 근방에서 최대 흡수 피크가 나타났다. 또한 합성시간이 증가할수록 피크가 더욱 높아지는 것을 확인할 수 있었다. SEM을 통해 확인한 은 나노 입자는 약 20~80 nm의 삼각형과 육각형 등의 결정으로 형성되어있었으며, EDS 분석 결과 시료의 구성 물질 중 은이 75.89%, 탄소가 24.11%로 나타나 은 나노 입자의 형성을 확인할 수 있었다. 또한 코팅막의 부착력과 항균성이 우수하게 나타났다. 

          

          
            결론
            합성한 은 나노 입자를 사용하여 안경테 소재인 Ultem에 코팅한 코팅막은 Escherichia coli용에 대한 우수한 항균성을 나타내어 항균 기능을 가진 안경테 제작의 가능성을 확인하였다.

          

        

        
          
            초록
          
        

        
          
            Purpose
            In this study, after synthesizing silver nanoparticles, they were coated on Ultem (polyetherimide: PEI), a material for eyeglass frame, to evaluate antibacterial properties and coating properties. 

          

          
            Methods
            After synthesizing silver nanoparticles using AgNO3 (silver nitrate) and PVP (polyvinylpyrrolidone), a characteristic surface plasmon resonance absorption band was confirmed using a UV-visible spectrophotometer. In addition, the size, shape, and composition of the synthesized samples were analyzed using SEM and EDS. The synthesized silver nanoparticles were stirred with an acrylate-based coating binder, then coated on an Ultem substrate, a material for eyeglass frame, and the properties and antibacterial properties of the coating film were measured. 

          

          
            Results
            As a result of measuring the absorbance to confirm the synthesis of silver nanoparticles, a maximum absorption peak was observed around 400 nm. In addition, it was confirmed that the peak increased as the synthesis time increased. The silver nanoparticles confirmed through SEM were formed in triangular and hexagonal crystals of about 20 to 80 nm, and as a result of EDS analysis, 75.89% of silver and 24.11% of carbon were found in the sample, confirming the formation of silver nanoparticles. In addition,the adhesion and antibacterial properties of the coating film were excellent 

          

          
            Conclusions
            The coating film coated on Ultem, a material for eyeglass frame using synthesized silver nanoparticles, showed excellent antibacterial properties against Escherichia coli, confirming the possibility of manufacturing eyeglass frame with antibacterial function.
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      서 론
      코로나 바이러스 팬데믹(Pandemic) 확산세로 개인 및 사회전반에서 세균과 바이러스 저감을 위한 위생 관리가 최고조화 되고 있다. 이로 인해 항균 및 살균 제품에 대한 소비자의 관심과 수요가 급증하고 있다.

      Chen등 여러 연구에서는 COVID-19의 주요 감염 경로는 호흡기이지만 눈을 통한 감염의 우려도 제기하였다.[1,2] 눈의 결막은 병원체에 직접 노출되고 해부학적으로 비루관으로 연결되어 눈물기관을 통해 비강과 비인두 점막으로 옮겨져 호흡기 감염을 유발 할 수 있다는 것이다.[3,4] 이렇듯 외부로 노출된 눈은 세균과 바이러스에 직접적인 수용체 역할을 하는 통로가 된다. 한편 몇몇 연구에서 COVID-19 감염과 안경 착용 사이의 연관성을 알아본 결과 안경을 매일 착용하는 사람의 감염 비율이 낮았고, 이는 안경 착용이 부분적인 바이러스 장벽으로 작용해 감염 위험을 감소시킨다고 하였다.[5-7] 하지만 안경테는 착용 시 피부에 직접 접촉되며 피지, 땀, 손에 있는 세균의 전이, 외부환경으로부터의 세균과 바이러스 등에 의해 오염된다. Kim의 연구에서 안경 착용자 145명의 안경테에서 검출된 세균은 17종, 진균류는 5종으로 나타났으며 이러한 세균과 진균 등에는 안과질환을 일으키는 균이 포함되어 있었다.[8] 따라서 시대적 요구와 맞물려 항균기능을 갖춘 안경테 연구가 필요할 것이라 판단된다.

      항균물질 중 은(Ag)은 고대부터 박테리아, 곰팡이 및 바이러스에 대한 광범위한 항균활성 뿐만 아니라 강력한 억제 및 살균효과가 있는 것으로 알려져 있다.[9,10] 은 나노(Ag0)는 최근 나노기술의 발전과 미생물에 뛰어난 불활성화 효과에 대한 연구 결과가 보고되면서 재료과학, 화학, 의학 등 다양한 분야에서 활발하게 연구, 사용되고 있는 항균물질이다.[11,12] 본 연구에서는 항균물질인 은 나노 입자를 합성하고 안경테 소재인 Ultem에 코팅하여 코팅막의 특성과 항균성을 평가해 보고자 한다.

    

    

  
    
      대상 및 방법
      
        1. 실험 준비
        본 실험에 사용된 시약은 AgNO3(silver nitrate), PVP(polyvinylpyrrolidone average mol wt 40.000)는 Sigma-Aldrich 제품을 사용하였으며, 아크릴레이트를 주재료로 하는 2-methyl-2-propenoic acid methyl ester polymer with 2-methylhexyl 2-propenoate and 2-propenoic acid 코팅용액은 DAEWON POLYMER & CHEMICALS에서 제공받아 정제 없이 사용하였다.

        사용된 기판은 안경테 소재인 Ultem(polyetherimide: PEI)을 가로 25 mm × 세로 25 mm × 두께 3T, 가로 50 mm × 세로 50 mm × 두께 3T로 제작하여 사용하였다. 기판의 전처리는 계면활성제를 푼 물에 담가 30분간 Ultrasonic cleaner로 초음파 세척한 후 증류수로 헹구어내고, 다시 Ethyl Alcohol에 담가 30분간 초음파 세척한 후 여러 차례 헹구어 냈다. 그런 다음 121oC의 Autoclave에서 15분간 고압 멸균한 후 완전히 건조하여 사용하였다.

        항균 실험을 하기 위해 사용한 균주는 그람 음성균인 Escherichia coli(ATCC:10536)로 Korean Culture Center of Microorganisms에서 분양받아 사용하였고, 균 실험을 위해 사용한 액체배지는 BD사의 Peptone, Beef Extract, 고체배지는 BD사의 Peptone, Beef Extract, Agar를 사용하여 pH 7.0에 맞춰 제조하였으며, Autoclave를 사용하여 121oC에서 15분간 고압멸균 후 사용하였다. 또한 Escherichia coli용 3M Petrifilm과 직경 8 mm의 paper disc를 사용하였다.

        실험에 사용되는 물은 3차 증류수를 사용하였으며, Ethyl Alcohol은 Extra Pure Grade로 Duksan 제품을 추가의 정제 없이 사용하였다.

      

      
        2. Silver nanoparticles 합성
        Silver nitrate를 0.1M 농도의 용액으로 준비하고 Polyvinylpyrrolidone을 10~17wt%로 준비한다. 준비된 PVP를 3차 증류수에 첨가하여 Vortex와 Ultrasonic cleaner를 이용해 잘 용해시킨 후 magnetic bar를 넣어 계속해서 stirring 하고 100oC 온도의 수조에서 Silver nitrate와 혼합하여 1시간 동안 합성하였다. 원심분리기(Eppendorf 5804R Germany)를 사용하여 14,000 rpm으로 10분간 원심분리하고 증류수로 세척하며 미반응 물질과 불순물을 제거하였다. 이 과정을 2~3회 반복하여 Silver nanoparticles 시료를 취하였다.

      

      
        3. Silver nanoparticles의 특성 및 항균성 검사
        초기 농도 0.1 M의 Silver nitrate와 PVP를 사용하여 Silver nanocolloids를 합성 시 반응시간에 따른 특성을 검사하기 위해 반응 직후, 10분, 20분, 30분, 40분, 50분, 60분 간격으로 UV-visible spectrophotometer(Evolution 201, Thermo scientific, USA)를 사용하여 흡광도를 측정하였다.

        SEM(Scanning electron microscopy: Mira III, Tescan, Czech)을 사용하여 Silver nanoparticles의 형상과 크기를 확인하고, EDS(Energy dispersive x-ray spectroscopy)로 구성물질의 성분을 확인하였다. 이때 합성한 Silver nanopartlcles를 탄소 테이프에 분산시킨 후 Desiccator에서 24시간 동안 건조한 후 측정에 사용하였다.

        합성한 Silver nanocolloids의 항균성을 알아보기 위해 Disk diffusion method를 실시하여 정성적 평가를 하였다. 이때 0.1M 농도의 질산은 수용액을 양성 대조군으로, 멸균된 증류수를 음성 대조군으로 사용하여 비교하였다. Escherichia coli(ATCC:10536)를 도말한 고체배지 위에 합성한 Silver nanocolloids와 대조군인 0.1 M 농도의 질산은 수용액, 멸균된 증류수를 60 μL씩 분주한 페이퍼 디스크를 올려 인큐베이터에서 35oC에서 24시간 배양하였다. 그런 다음 페이퍼 디스크 주위로 생성되는 균의 성장 억제 영역을 측정하여 항균성을 평가하였다.

      

      
        4. 코팅 및 코팅막의 특성 검사
        합성된 Silver nanocolloids를 2-methyl-2-propenoic acid methyl ester polymer with 2-methylhexyl 2-propenoate and 2-propenoic acid에 균일하게 혼합하여 안경테 소재인 Ultem 기판에 spin coating 하고 열 경화하였다.

        코팅막의 평가를 위해 원자힘 현미경(AFM: Parker systems)을 사용하여 코팅막의 표면 지형과 거칠기를 알아보았다. 측정은 다른 위치에서 3번 측정하고 결과는 평균값으로 나타내었다.

        코팅막의 부착력은 Cross-cut tape test로 ASTM D 3359-02에 근거하여 측정하였다. 코팅 처리한 기판 표면을 면도칼을 사용하여 1 mm 간격으로 가로, 세로방향으로 각각 6줄의 선을 그어 총 25개의 격자가 생기게 하였다. 3M사의 Scotch tape 610을 사용하여 cross cut 한 표면에 테이프를 접착한 후 일정한 힘을 사용하여 떼어내어 떨어져 나간 정도를 ASTM D3359-02 기준에 따라 판정하였다.[13-15] 박리 정도에 따라 박리가 없으면 5B, 5% 미만 4B, 5~15% 3B, 15~35% 2B, 35~65% 1B, 65% 초과 시 0B로 평가하였다.

      

      
        5. 항균성 평가
        코팅막의 항균성 검사는 JIS Z 2081규정을 참고하여 필름 밀착법으로 실시하였다. 이때 안경테 소재인 Ultem(Polyetherimide: PEI)기판 사이즈는 규정에 맞게 가로 50 mm, 세로 50 mm를 사용하여 항균 코팅 한 후 Escherichia coli(ATCC:10536)에 대한 코팅막의 항균성을 측정하였다.

        코팅된 기판 위에 1.0 × 106 cfu/mL 농도의 균액 0.02 mL를 분주하고, 가로 40 mm, 세로 40 mm의 멸균된 폴리에틸렌필름을 올려 35oC에서 24시간 배양하였다. 그런 다음 멸균된 0.85%의 NaCl 10mL를 분주해 기판과 폴리에틸렌 필름표면에 부착된 균을 잘 헹구어낸 다음 그 액의 1 mL를 3 M Petrifilm에 분주하고 24시간 동안 Incubator 에서 배양하여 cfu(colony forming unit)를 측정 하였다. 결과는 아래와 같이 균 감소율로 나타내었다.
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Ma : 대조편의 접종 직후의 생균수
Mb : 대조편의 24시간 배양 후의 생균수
Mc : 시험편의 24시간 배양 후의 생균수

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 합성한 Silver nanoparticles의 특성 분석
        
          1) UV-visible spectra
          Silver nanopartlcles 합성을 확인하기 위해 흡광도를 측정한 결과 Fig. 1에서와 같이 0.1M 농도의 질산은 수용액 피크에 비해 합성이 일어난 후에 약 400 nm 영역대에서 최대 흡수 피크가 나타난 것을 확인할 수 있었다. 이는 Silver nanopartlcles의 UV-visible spectrophotometer에서의 표면 플라즈몬 흡수대가 약 400 nm 영역대에서 나타난다는 선행연구를 바탕으로 Silver nanopartlcles의 합성을 확인할 수 있었다.[16-18] Fig. 2는 합성 시간별 Silver nanopartlcles 형성의 경향성을 알아보기 위해 합성 시간을 10분 간격으로 하여 시료를 채취하고 흡광도를 찍은 결과이다. 이 결과를 보면 합성 시간이 증가할수록 Silver nanopartlcles의 특징적인 표면 플라즈몬 흡수대의 피크 강도가 점차 높아지고 적색 이동하는 것을 확인 할 수 있으며, 이는 Silver nanopartlcles의 입자의 크기와 농도 증가로 볼 수 있다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Comparison of absorbance before and after chemical reduction of silver nitrate.
              (a) The UV–vis spectrum of the silver nitrate solution with a concentration of 0.1 M

              (b) The UV–vis spectrum after the chemical synthesis

            
            

            

          

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              The tendency to form silver nanoparticles according to the synthesis time. (a) 0 min (b) 10 min (c) 20 min (d) 30 min (e) 40 min (f) 50 min (g) 60 min
            
            

            

          

        

        
          2) SEM(scanning electron microscopy) / EDS(energy dispersive x-ray spectroscopy)
          SEM과 EDS 측정 장비를 통해 합성한 Silver nanopartlcles의 형태, 크기, 원소성분을 분석한 결과 약 20~80 nm 크기의 구형, 삼각형, 육각형의 결정을 가지는 Silver nanopartlcles를 확인할 수 있었다.(Fig. 3) 또한 Fig. 4에서와 같이 EDS 분석 결과 은(Ag) 원자로부터의 강한 신호가 관찰되어 은(Ag)의 존재를 확인할 수 있었다. 시료의 구성물질에는 은이 75.89%, 탄소가 24.11%로 검출되었으며 이를 통해 Silver nanopartlcles의 형성을 확인할 수 있었다.(Table 1).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              SEM image of synthesized silver nanoparticles.
            
            

            

          

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              EDS analysis result of synthesized constituents.
            
            

            

          

          
            Table. 1. 
				
            

            
              EDS quantitative data of synthesized constituents
            
            

          

          
            
              
                	Element
                	k Ratio
                	Wt%
                	Wt% Sigma
                	Standard Label
              

            
            
              	C
              	0.28344
              	24.11
              	0.15
              	C Vit
            

            
              	Cu
              	0.00000
              	0.00
              	0.12
              	Cu
            

            
              	Ag
              	1.17918
              	75.89
              	0.15
              	Ag
            

            
              	Total
              	
              	100.00
              	
              	
            

          

          

        

        
          3) Disk diffusion method 평가
          합성한 Silver nanocolloids의 항균력을 알아보기 위해 Disk diffusion method를 통해 균의 억제 영역을 확인한 결과 Fig. 5와 같이 음성 대조군인 멸균된 증류수를 분주한(C) Paper disk 주변에는 균 성장 억제 영역이 전혀 나타나지 않았으며, 양성 대조군인 0.1M 농도의 질산은 수용액을 분주한 (B) Paper disks 주변에는 8 mm의 Paper disk 직경 포함 약 12.6±0.38 mm의 균 성장 억제 영역을 확인할 수 있었다. 합성한 Silver nanocolloids를 분주한 (A) Paper disks 주변에는 균 성장 억제 영역이 약 14.4±1.0 mm로 나타나 Escherichia coli(ATCC:10536)에 대한 합성한 Silver nanocolloids의 항균성을 확인할 수 있었다.

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              Evaluation image of antibacterial activity of Silver nanocolloids through disk diffusion method for E. coli. (A. Silver nanocolloids, B. 0.1 M silver nitrate solution, C. Sterile distilled water)
            
            

            

          

        

      

      
        2. 코팅막의 특성 평가
        
          1) AFM (atomic force microscopy)
          원자 힘 현미경으로 관찰한 코팅 박막 표면의 Power Spectrum Desity를 통해 표면의 주기적인 구조를 확인하였으며, 코팅 박막의 root mean square(RMS) 값을 분석한 결과 코팅하지 않은 기판의 RMS 값은 평균 9.808 nm, 코팅한 후의 RMS 값은 평균 3.627 nm로 측정되었다. 이는 코팅 후에 표면의 거칠기 즉 높낮이가 완만해진 것으로 볼 수 있으며 코팅 전 기판의 굴곡을 보완하여 코팅이 균일하게 잘 되었음을 확인할 수 있는 결과이다. Fig. 6.은 코팅한 기판의 RMS 값이 3.026 nm일 때의 이미지이다.

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              AFM image of silver nano coating on the PEI topography: (A) 2D images of the surface of 5 μm × 5 μm (B) 3D image of the surface of 5 μm × 5 μm.
            
            

            

          

        

        
          2) 부착력
          ASTM D3359-02에 근거하여 부착력을 평가한 결과 Fig. 7에서와 같이 코팅 층의 박리현상이 보이지 않아 5B로 평가하였다. 이러한 결과를 바탕으로 코팅막이 안경테 소재 Ultem 기판에 안정적으로 잘 부착되어 부착력이 우수함을 확인할 수 있었다.

          
            
            

            Fig. 7. 
				
            

            
              Adhesion tests on the different surfaces. (A) control: Uncoated Ultem (B) Antibacterial coated Ultem
            
            

            

          

          
            
            

            Fig. 8. 
				
            

            
              Antibacterial test results for E-coli. (A) Control: Uncoated Ultem (24 hr, E-coli), (B) Antibacterial coated Ultem (24 hr, E-coli)
            
            

            

          

        

      

      
        3. 코팅막의 항균성 평가
        항균 코팅된 안경테 소재인 Ultem 기판의 항균성 시험 결과 그람 음성균인 Escherichia coli(ATCC:10536)에 대하여 대조군 대비 균 감소율이 약 99.9%로 매우 높은 항균력을 확인할 수 있었다.

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 전구체인 AgNO3와 PVP를 환원제, 분산제, 안정제로 사용하여 Silver nanocolloids를 합성하였다. SEM과 EDS를 통해 은 나노 입자의 형태, 크기, 원소성분을 분석한 결과 약 20~80 nm 크기의 구형, 삼각형, 육각형의 결정을 가지는 Silver nanopartlcles가 형성되어 있었으며, EDS 분석 결과 시료의 구성 물질에는 은이 75.89%, 탄소가 24.11%로 검출되어 Silver nanopartlcles의 합성을 확인할 수 있었다. Escherichia coli에 대한 Silver nanocolloids의 항균 감수성을 알아보기 위해서 Disk diffusion method를 실시한 결과 대조군 대비 Silver nanocolloids의 우수한 항균성을 확인할 수 있었다. 또한 안경테 소재인 Ultem(Polyetherimide: PEI) 기판에 항균 코팅을 한 후 필름 밀착법으로 Escherichia coli에 대한 항균성을 시험한 결과 대조군과 비교하여 약 99.9%의 항균력을 보였다. 코팅막의 특성을 평가하기 위해 AFM 분석 결과 코팅막의 표면 거칠기가 대조군 대비 완만해진 것을 확인 할 수 있었으며, 부착력을 평가한 결과 5B로 박리현상이 보이지 않았다. 본 연구를 통해 합성한 Silver nanopartlcles를 항균물질로 코팅한 안경테 소재인 Ultem 기판의 항균성과 코팅특성이 우수함을 확인할 수 있었다. 이를 바탕으로 Ultem 안경테 소재의 특성을 고려하여 항균 기능성을 갖춘 안경테 제작을 위한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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