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            초록
          
        

        
          The interfacial direct electron transfer (DET) between a biocatalyst and an electrode is crucial for developing electrochemical devices. Graphene is a promising material for high-performance electrodes because of its electric conductivity, material properties, and low cost. However, the interfacial effect of the oxygen reduction enzyme called laccase (LAC) and graphene has not been studied yet. In this study, immobilization of LAC on graphene results in better DET performance compared to that for previous materials. Moreover, molecular dynamics simulation was performed to visualize the interfacial effects, in terms of the binding site, orientation form, and structural affinity. Graphene and LAC were strongly immobilized by vdW force, and the obtained data were validated by comparison with those of other materials. Our research reveals that immobilization of LAC on graphene results in good DET performance through structural changes of graphene.

        

      

      
        Keywords: 
Electron Transfer, Laccase, Graphene, Molecular Dynamics
키워드: 전자전달, 라카아제, 그래핀, 분자동역학

      

    

    

  
    
      1. 서 론
      효소 기반 바이오 연료 전지(enzymatic biofuel cells)는 의료 및 상업적 목적으로 30년 이상 사용되어 왔다. 바이오 연료 전지는 미래 에너지 생산을 위한 가장 유망한 재료 중 하나이다. 다른 BFC(biofuel cells)와 달리 EBFC(enzymatic biofuel cells)는 인간의 혈액과 눈물을 사용하여 전자 장치에 전력을 공급할 수 있는 전자를 생성한다. 기질의 산화 환원 효소는 혈액과 눈물의 포도당과 산소와 관련된 화학 반응을 가속화한다. 산화-환원 반응을 촉진하는 단백질 인 효소는 혈당을 이용하여 전기 에너지를 생성한다. 산화(예: 포도당 산화 효소(glucose oxydase) 및 포도당 탈수소 효소(glucose dehydrogenase)) 및 산소 감소(예: 라카아제(laccase) 및 빌리루빈 산화 효소(bilirubin oxydase))를 촉진하는 다양한 효소가 있다. 효율적인 전자 전달(ET)과 효소 촉매 작용을 통해 혈액으로부터 충분한 전력을 저장하기 위해서는 효소가 전극에 강하게 고정되어야 한다(1~4). 효소의 산화 환원 전위는 효소 활성에 중요한 영향을 미친다. 이는 전자 생산 및 전달과 밀접한 관련이 있다(5). 이러한 연료 전지는 웨어러블 장치(6~8)와 같은 소형 전자 장치에 적합할 수 있지만 저전력 출력과 짧은 수명으로 인해 광범위한 응용 분야에 방해가 된다.

      EBFC의 성능을 향상시키기 위해 여러 연구가 수행되었으며, 이는 작동 메커니즘에 따라 두 가지 유형, 즉 직접 전자 전달(direct electron transfer, DET) 및 매개 전자 전달(mediated electron transfer, MET) 장치로 분류될 수 있다. 현재, MET는 매개체 사용으로 인해 향상된 산화 환원 전위로 인해 더 높은 전력 출력을 나타낸다. MET의 주요 단점은 복잡한 제조, 단락을 유발하는 구조적 문제 및 비용이다. DET는 전자 전달을 위해 전극과 효소 사이에 불편한 매개체를 필요로 하지 않는다(9). 따라서 DET는 전극 표면에 대한 연구를 통하여 성능 개선의 가능성이 높다. 그럼에도 불구하고 효율적인 DET 과정을 달성하는 데는 몇 가지 근본적인 장애물이 있다. i) 효소가 전극을 향하는 활성 부위의 위치 파악(활성 부위 배향); ii) 효소와 전극 사이의 높은 표면적 달성; 및 iii) 강하게 고정된 효소-전극 복합체를 제작하여 EBFC의 안정성을 향상하는 방법이 있다(8,10~13).

      지금까지 Au 및 Au 나노 입자(AuNP)와 같이 높은 전기 전도성을 나타내는 물질은 다양한 표면 변형(예: 공유 결합, 가교 및 자기 조립된 단층)을 가진 EBFC에 사용되어왔다(14,15). 반면 다공성 전극은 고도로 전기 활성이 높은 효소 표면을 생성하여 강화된 ET를 위해 효소 복합체와 효율적인 표면 상호 작용을 수행한다(16). 예를 들어, 탄소 나노 튜브 복합체(예: 단일 벽 및 다중 벽 탄소 나노 튜브(SWCNT 및 MWCNT))는 강한 소수성 상호 작용으로 인해 LAC의 흡수이 뛰어나다(17,18). 최근 유기 용매의 추가 LAC는 탄소 나노 튜브의 배향을 향상시켜 더 큰 전류 밀도를 달성할 수 있게 한다(13). 그러나 EBFC에서 그래핀 기반 전극을 적용하는 것과 관련된 문헌은 매우 부족하다. 그래핀 시트는 EBFC 적용시 높은 투명성과 높은 전기 전도도 및 우수한 물성을 나타내는 2차원 탄소 소재로 일반 흑연에서 파생되어 CNT에 비해 제작이 용이하여 일반적으로 저렴하다. 실제로 그래핀의 표면 특성은 화학적 도핑과 유도체화를 통해 무한히 변형되어 그래핀 산화물과 같은 동족체를 생성할 수 있다(20). Tkac 등(22)은 그래핀 기반의 EBFC와 기타 관련 합성물의 성능을 비교하는 리뷰 기사를 발표했다. 그들은 그래핀이 다른 재료에 비해 더 높은 전력 밀도로 인해 유리하다는 결론을 내렸다.

      이 연구의 목적은 그래핀 기반 EBFC의 차별성을 확인하고 성능 향상을 위한 기본 지식을 얻는 것이다. Marcus 이론을 적용하여 서로 다른 효소-전극 계면에서의 ET 상수와 속도를 도출하였다. 또한 그래핀 계면에서 LAC 및 BOD(bilirubin oxidase)와 같은 다중 구리 효소를 수용하는 전자의 고정화를 다루는 문헌은 매우 부족한 실정이다. 따라서 그래핀에 효소를 고정하고 흡수 메커니즘과 원자 규모에서 시뮬레이션을 이용하여 효소와 전극 계면의 구조적 특징을 밝히는 것은 굉장히 중요하다. 분자 동역학(MD) 시뮬레이션은 나노 단위에서 시각화를 가능하게 하고 계면 거동에 대한 정보를 제공한다(23,24,65). 기존에 Au, SWCNT 및 자기 조립 단층(self-assembled monolayer)과 같은 다른 전극 후보를 사용하여 계면 MD 시뮬레이션을 수행한 여러 연구가 있다(25~27). 그럼에도 불구하고 그래핀과의 상호 작용은 아직 밝혀지지 않았다. 현재 시뮬레이션 결과는 그래핀 시트의 효소 고정 메커니즘과 원자 규모의 흡수 거동에 대한 통찰력을 제공하며, 체계적인 실험 검증에 의해 확인되었다. 이 논문은 흡수 및 고정화를 위한 그래핀 기반 전극과 LAC의 여러 변형의 바이오 촉매로서의 가능성을 확인하였다.

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1 분자 모델링: LAC와 그래핀
        Protein data bank의 구리 함유 산화 효소 LAC, “1GYC”가 야생형으로 선택되었다. 1GYC는 구리 이온의 완전한 구조를 포함하는 산화된 형태의 실온에서 결정으로 추출되었다(28). 누락된 수소 원자는 GROMCAS 5.0.7 소프트웨어를 사용하여 미리 추가되었다(36). MD 시뮬레이션 동안 T1 사이트는 산화된 상태였다. Trametes versicolor의 1GYC는 지금까지 효소 활성에 대한 돌연변이의 영향을 연구하는 데 사용되었기 때문에 선택되었으며, BFC 응용 분야에 유리한 다른 LAC에 비해 더 높은 산화 환원 전위(600 mV ~ 700 mV)를 제공한다(34,37). 그래핀 전극에 고정화 메커니즘을 탐구하기 위해 전극은 LAC 단량체에 맞는 6 nm × 6 nm 및 8 nm × 8 nm 그래핀 시트로 구성되었다(39~41). 그래핀 시트는 VMD의 nanotube builder를 사용하여 구성되었으며 그래핀의 모든 분자역학 매개변수는 automated topology builder(ATB) 웹서버를 사용하여 생성되었다(38).

      

      
        2.2 분자 동역학 시뮬레이션
        세 가지 시뮬레이션 단계의 세부 기능과 목표는 결과 및 토론 섹션에 설명되어 있다. 시뮬레이션을 위한 프로토콜은 다음과 같다. LAC-그래핀 계면에서의 상호 작용은 GROMOS54A7 force-field를 사용하여 GROMACS 5.0.7 소프트웨어로 계산되었다. 경계조건은 십이면체 상자가 있는 시스템에서 1.2 nm의 거리를 두어 설정했다. 그 후, SPC(simple point charge) 물 분자를 십이면체 상자에 추가하고 구리 이온의 1 nm 이내의 물 분자를 제거하여 중첩을 방지했다. 염 농도를 0.15 mol L-1로 설정하고 반대 이온(Na + 및 Cl-)을 첨가하여 시스템을 중화시켰다. 에너지 최소화 과정(energy minimization)은 효소안에 포함된 구리 이온을 고정하고 물이 자유롭게 움직일 수 있도록 허용 오차 1 kJ·mol-1·nm-1에서 가장 가파른 하강 방법을 통해 최대 10 000회 수행되었다. 등온-등온(NVT) 앙상블을 사용한 100 ps MD 시뮬레이션으로 평형을 달성한 다음 각각 1 bar 및 300 K에서 100 ps 등온-등압(NPT) 앙상블을 사용했다. 장거리 정전기 상호 작용은 particle mesh Ewald 방법을 사용하여 계산되었다. 단거리 및 vdW(van der Waals) 상호 작용은 거리 컷오프가 12 Ǻ로 계산되었다. 마지막으로, 안정화 절차 후 2단계에 100 ns, 1단계와 3단계에 50 ns를 적용하여 아무런 제약없이 평형 MD를 수행했다. 모든 궤적은 각 시간 단계에 대해 1 ps로 저장되었다.

      

      
        2.3 계산 방법을 위한 데이터 분석
        LAC의 구조적 안정성을 정량적으로 평가하기 위해 RMSD, 그래핀의 접촉 원자 수, LAC의 회전 반경, LAC와 그래핀 사이의 최소 거리를 계산했다. 고정화 상태를 평가하기 위해 LAC와 그래핀 시트 사이의 거리가 6 Å 미만인 접촉 원자의 수와 최소 거리를 도출하였다. 모든 데이터는 GROMACS 5.0.7 플러그인을 사용하여 계산되었다(36). 각 효소 및 잔기의 접촉 확률은 1 ns 간격으로 전체 시뮬레이션 궤적을 통해 거리를 계산하여 MATLAB 2018a를 이용하여 도출되었다.

        결합 친화도를 적절하게 평가하기 위해 각 실행의 마지막 1 ns에 대해 분자역학/푸아송-볼츠만 표면적(MM/PBSA) 분석을 수행하여 LAC-그래핀 계면의 자유 에너지를 계산했다. MM/PBSA는 정확한 사용이 검증되었으며 단백질-리간드 결합, 단백질-단백질 결합 및 생체 분자 상호 작용에 널리 적용된다(43~46). 자유 에너지는 결합 친화도와 상관관계가 있으며 GROMACS의 g_mmpbsa 모듈을 사용하여 계산되었다(47).

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 토론
      
        3.1 분자 동역학을 통한 Laccase-graphene 계면 평가
        
          (1) 1단계: LAC에 대한 단량체 평형 시뮬레이션
          그래핀에 효소 모델을 정렬하기 전에 각 단량체에 대해 평형 분자동역학 시뮬레이션을 수행하였다. 이것은 1단계로 정의한다. MD 시뮬레이션은 효소 단량체에 대해 50 ns에 대해 수행되었으며 총 시뮬레이션 시간은 150 ns이다(Fig. 1 참조).

          
            
            

            Fig. 1 
				
            

            
              Equilibration MD simulation of LAC monomer (inset shows the enlarged T1 Cu site)
            
            

            

          

          각 모델의 궤적과 평형을 연구하기 위해 용액에 4개의 구리 이온을 포함하는 LAC의 root mean square deviation(RMSD)을 계산했다. Fig. 2는 4개의 구리 이온을 포함하는 효소에 대한 1단계의 최종 형태를 보여준다. Fig. 2는 RMSD가 40 ns의 분자 역학(MD) 궤적에 따라 0.3 nm의 값에서 포화됨을 보여준다. 40 ns의 MD 궤적에 따른 평균 및 표준편차값은 0.315±0.01이다. RMSD 값은 평형 상태에 도달하여 이 데이터를 통하여 각 모델의 단량체가 안정화되었고 그래핀에 고정화를 위한 평형 구조에 도달했음을 알 수 있다.

          
            
            

            Fig. 2 
				
            

            
              RMSD of monomer LAC and graphene interfacial MD simulation
            
            

            

          

        

        
          (2) 2단계: 그래핀 시트에 LAC가 결합하는 메커니즘
          그래핀에 LAC가 결합하는 메커니즘을 이해하기 위에 효소 크기를 고려하여 6 nm×6 nm의 그래핀 시트를 제작했다. 이 시뮬레이션은 2단계로 정의된다. LAC-그래핀 계면은 LAC-CNT 계면과 유사한 소수성 상호 작용에 의해 대부분 영향을 받는 것으로 예측된다(25,61). 효소 표면에서 정보를 수집합니다.

          Fig. 3은 시간 종속 시뮬레이션에서 얻은 초기에서 최종 궤적을 보여준다. 5 ns 후, 두 개의 그래핀 시트가 T1 Cu 사이트에 쌓였다. 또한 다른 면에 위치했던 그래핀은 10 ns의 시뮬레이션 후 T1 Cu 사이트에서 세 번째 층으로 적층 되었다. 10 ns 시뮬레이션 후 최대 100 ns까지 동일한 모양이 유지되었으며, 동적 거동을 통하여 최종 구조를 확인할 수 있다. 바닥의 ​​3층 적층 그래핀 시트와 LAC의 각 면에 있는 2개의 그래핀 시트도 지속적으로 유지되었다.

          
            
            

            Fig. 3 
				
            

            
              Multi-graphene sheets and LAC binding simulation
            
            

            

          

          다음으로 결합 시뮬레이션에서 가장 결합 빈도가 높은 아미노산을 확인하여 특징 분석을 하였다. 가장 높은 빈도를 나타낸 아미노산은 LYS194, PHE265, THR292, PHE332, ALA362 이며, 잔기 중 4개는 소수성 특징을 가지고 있다(63). 또한, 3층 적층 그래핀 시트는 T1 Cu 사이트에 매우 밀접하게 결합되어 있다. 따라서 분자동역학 시뮬레이션을 통하여 우리는 다음 두 가지 특징을 발견하였다. i) 결합 잔기는 소수성이며 이는 효소-그래핀 계면에 매우 중요하다. ii) 그래핀 시트에는 LAC에 대한 세 가지 주요 잠재적 결합 부위가 있다. 특히, T1 Cu 사이트에 가까운 기판 입구 근처의 사이트는 가장 강한 결합 사이트이며 DET를 개선하기 위한 배향 목표가 될 수 있다.

        

        
          (3) 3단계: 단일 그래핀 시트에 결합한 LAC 고정 시뮬레이션
          고정화 과정, 활성 부위의 배향 특징, 결합 형태, 결합 친화도 및 DET를 조사하기 위해 그래핀과 LAC에 고정을 분석하기 위하여 50 ns MD 시뮬레이션을 수행했다. 이것은 3단계로 정의된다. 효소는 Fig. 4와 같이 8 nm × 8 nm 그래핀 시트에 고정화되었다. 효소의 초기 위치는 그래핀 시트의 방향을 고려하여 12 Å 거리에서 T1 Cu 결합 부위를 그래핀 시트를 향해 정렬되었다. MD 궤적은 SEM 이미지에 의해 그래핀 전극에서 1GYC에 대해 확인된 바와 같이, 그래핀 시트에 잘 고정되어 있음을 보여준다. 2D 평면에서 효소-전극 계면의 특징을 이해하기 위해 3단계에서 그래핀 시트의 크기를 2단계보다 2 nm 더 넓게 설정했다. 가장 접촉 빈도가 높은 아미노산을 분석해보니 1단계에서 관찰된 경향과 유사하게 16개 잔기 중 12개는 소수성 잔기를 포함하는 아미노산이였다.

          
            
            

            Fig. 4 
				
            

            
              Immobilized LAC on graphene sheet
            
            

            

          

          효소의 흡수도는 중심에서 T1 부위 벡터와 중심에서 그래핀 벡터 사이의 각도를 계산하여 평가했다. 각도는 50 ns MD 궤적의 마지막 5 ns를 추출한 다음 평균을 구하여 계산하였다. 그래핀 시트는 MD 시뮬레이션의 X-Y 전역 좌표에 배치되었다. Fig. 4는 전극의 표면 흡수도와 각도 θ를 41.952°임을 보여준다.

          Fig. 4는 2단계에서 얻은 결과와 같이 T1 Cu 부위가 특정 결합 부위로 적절하게 배향되어 있음을 보여준다. 따라서 더욱 많은 표면이 그래핀에 고정되고 T1 Cu 부위와 그래핀 사이의 거리가 가까움을 확인하였다.

          LAC가 전체 시뮬레이션 궤적에서 확실하게 고정되었는지 확인하기 위해 효소와 그래핀 사이의 최소 거리를 계산하였다. Fig. 5(a)에서 볼 수 있듯이 최소 거리는 3 ns ~ 9 ns 후에 0.74±0.028 nm에서 수렴되었다. 접촉 횟수의 경우 효소와 그래핀 사이의 거리가 0.6 nm 미만을 기준으로 계산하였다. 따라서 MD는 3개의 LAC가 전체 궤적에 걸쳐 그래핀에 적절하게 흡수되었음을 보여준다.

          
            
            

            Fig. 5 
				
            

            
              MD results between LAC and graphene
            
            

            

          

          흡수된 효소의 동적 및 구조적 특징은 이전 연구에서 수행된 계산 값과 비교하며 분석하였다(39~41). Figs. 5 ~ 6을 확인하면, 2개의 LAC-그래핀 시스템에 대한 RMSD값은 23 ns 후 0.39 nm에서 0.52 nm 사이에서 포화되었다. 수소결합의 평균 수는 WT 및 F463Y에 대해 각각 315±10 및 327±16이었다. 회전 반경은 50 ns MD 궤적의 평균에 대해 2.24±0.009 nm 및 2.24±0.016 nm였다. 시뮬레이션을 통하여 시간에 따른 데이터를 확인함으로써 수소 결합 및 회전 반경 결과는 그래핀에 흡수된 효소가 MD 궤도에 걸쳐 매우 안정적인 구조를 유지함을 보여준다.

          
            
            

            Fig. 6 
				
            

            
              Structural information of LAC on graphene
            
            

            

          

          그래핀 계면에서 LAC의 구조적 변화를 연구하기 위해 먼저 1단계(벌크 솔루션)와 3단계(그래 핀에 고정됨)의 평균 RMSD 차이를 비교했다. 여기에서 거리는 0.080 nm 및 0.083 nm임을 확인했다. 이 결과는 Zho 등이 수행한 다른 분자 연구에서 얻은 결과와 상당히 비교됨을 알 수 있다. 양전하 또는 음전하 SAM에 흡수된 LAC의 경우 총 RMSD가 크게 변하지 않는 것으로 나타났다(0.05 nm 미만)(26). 그러나 그래핀 계면에서 흡수된 정도는 SAM 계면에서 보다 최대 3배나 더 크다. 이것은 결합 특징이 효소-기질 계면에서 물질의 특성에 의해 지배된다는 것을 의미하며, 더 강한 결합은 고정화 효능의 긍정적인 지표이다. 양전하 또는 음전하 SAM은 효소 구조를 유지하면서 동시에 LAC의 방향을 변경할 수 있지만 그래핀에 비해 흡수 강도가 좋지 않다. 또한, LAC는 MD 시뮬레이션을 기반으로 고정된 표면보다는 그래 핀에 흡수된 후 더 많은 형태적 변화를 겪는 것으로 밝혀졌다. 이 연구에서의 Au와 그래핀의 전류 밀도를 비교한 데이터는 이 주장을 뒷받침하며 그래핀에서의 고정력은 우수하고 구조적 안정도가 높음을 확인하였다.

          또한, LAC는 MD 시뮬레이션을 기반으로 고정된 표면보다는 그래 핀에 흡수된 후 더 많은 형태적 변화를 겪는 것으로 밝혀졌다. 이 연구에서의 Au와 그래핀의 전류 밀도를 비교한 데이터는 이 주장을 뒷받침하며 그래핀에서의 고정력은 우수하고 구조적 안정도가 높음을 확인하였다.

          접촉 원자의 수와 결합 에너지를 측정하여 결합 친화도를 정량적으로 비교할 수 있다. Fig. 5(b)는 1GYC의 경우 최대 12 226으로 전체 원자 개수에 비해 34 % 정도의 원자가 접촉하는 것을 확인하였다. Fig. 5(c)에 제시된 결합 에너지 데이터는 비 결합 상호 작용, 특히 vdW 힘이 총 결합 에너지를 결정하는 데 중요한 역할을 한다는 것을 보여준다. 순수한 그래핀 시트는 순 전하가 0이기 때문에 정전기 상호 작용을 겪지 않기 때문에 분자동역학을 사용하여 계산된 에너지에는 정전기 에너지가 포함되지 않았다. 결합 에너지는 1888 kJmol-1로 vdW, nonpolar 그리고 polar 에너지의 총합을 바탕으로 계산되었다. MD 데이터의 종합하면 LAC-그래핀 계면에서의 결합 친화도도 축 리간드의 소수성에 의해 영향을 받는다는 것을 알 수 있다.

        

      

      
        3.2. Marcus 이론 및 전자 커플 링에 의한 전자 전달 역학 평가
        전자전달 이론을 정립한 Marcus 이론에 따르면 효소와 그래핀 사이의 계면 DET는 T1 Cu 사이트가 전극 표면에 충분히 가까운 경우에만 발생할 수 있다. 용액에서 약하게 결합된 전자 공여체 A와 수용체 B 사이의 전자 전달 속도 상수는 식 (1)에 의해 설명된다.
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        방정식의 상수는 h (플랑크 상수), R (이상 기체 상수) 및 KB (볼츠만 상수)이다. HAB는 A와 B 사이의 전자 커플링, T 는 온도, ΔG는 ET의 자유에너지 차이, λ는 재구성 에너지이다. 여기서 전자 커플링은 주로 다음 수식의 HAB에 의해 결정된다.
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        여기서 HAB0은 vdW 거리(r0)에서의 전자 결합입니다. 터널 매개변수 β는 단백질에 대한 ET의 효율성을 반영하며 단백질 구조에 따라 다르다. 따라서 이 이론에 따르면 계면 DET에 영향을 미치는 가장 중요한 요소 중 하나는 활성 부위와 전극 표면 사이의 거리가 된다(62). 계면 ET 속도의 거리 의존성은 효소-전극 어셈블리 뿐만 아니라 다양한 생체 분자(예: DNA, 펩타이드 및 단백질)의 ET에서도 관찰된다(63,64). Crespilho 등(65)은 GOx와 전극 표면을 포함하는 산화 환원 중심에 대한 ET 속도를 거리에 따라서 분석하였다. 그들은 서로 다른 전극 재료에 대해 동일한 β를 가정하여 전자 커플 링을 단순화하고 다양한 생성된 효소 전극 모델의 ET 비율에 대한 비율을 제안했다. 따라서 MD 연구를 통하면 T1 Cu 사이트의 중심 좌표와 그래핀 사이의 최소 거리를 바탕으로 ET 속도 상수를 계산할 수 있다.

        MD 시뮬레이션에서 결정된 평균 d는 0.78±0.12였으며, 이는 전자 커플링의 최소 단위인 ~ 1.4 nm의 거리 범주 안에 포함됨을 확인하였다. 최종적으로, ET 비율의 비교는 식 (1)과 (2)에서 β값이 동일하다고 가정한다면 식 (3)과 같이 나타낼 수 있다. 
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        한편으론, MD는 원자 규모에서 단량체 효소와 그래핀의 단층 사이의 계면을 고려하는 반면 습식 실험에서는 효소 응집, 배향 및 전극의 고정되지 않은 효소를 고려해야하기에 실험과 시뮬레이션의 통합은 전극 표면 개발을 효율적으로 하는 방향성을 제시한다.

        더 나아가 MD 시뮬레이션은 고정화 프로세스에 대한 자세한 통찰력을 제공하고 ET 성능을 향상시키는 매개 변수를 강조하여 향후 효소 개량의 가능성을 보여준다. 한편으론 야생형 LAC는 강력한 vdW 및 소수성 상호 작용을 통해 T1 Cu 사이트를 통해 그래핀에 결합한다는 결론을 내릴 수 있다. 이것은 야생형 LAC도 효소가 추출되는 종에 따라 다양한 특성을 가지기에 이 연구에서 사용된 “1GYC”는 그래핀 전극에 적용하기에 적합하다는 점을 알려준다. 또한, 축 리간드의 소수성은 효소-전극 계면인 외부 측면의 거동을 변화시키기 때문에 효소 내부 부위의 산화 환원 전위 뿐만 아니라 결합 친화도에 영향을 미친다. 따라서 효소 활성 부위와 그래 핀 사이의 거리에 따라 결합 친화도와 ET 속도 데이터를 변화를 바탕으로 효소 개량을 통하여 바이오 전극의 효율을 개선할 수 있다는 점을 시사한다. 최종적으로 LAC-그래핀 계면에 대한 이 연구는 EBFC에 대한 그래핀의 활용도를 확장할 것으로 기대한다.

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      이 연구에서는 LAC 효소와 그래핀 전극 사이에서의 계면 특성을 분자동역학 계산 방법을 통하여 분석하였다. LAC-그래핀 계면의 MD 연구는 원자 규모의 효소 고정화 과정을 이해하고 DET 성능을 향상시키기 위해 어떤 매개 변수를 조작할 수 있는지 밝히기 위해 수행되었다. 첫째, 다중 그래핀-LAC 시뮬레이션에서는 향상된 DET를 달성하기 위해 전자 수용체 역할을 하는 T1 Cu 부위에 가까운 특정 결합 부위의 방향을 고려해야 함을 보여주었다. 둘째, LAC를 그래핀에 고정하여 흡수하는 과정에서 결합 형태와 ET 속도를 확인하였다. MD 결과는 축 리간드의 소수성이 활성 부위의 내부 좌표에 약간만 영향을 주지만 결합 친화도 및 ET 속도에도 영향을 미친다는 것을 보여준다. 또한, 우리는 MD를 사용한 구조적 형태 비교를 통하여 그래핀에 고정되었을 때 기존 전극에 비하여 LAC가 더 많이 흡수되는 것을 관찰하였다. 결론적으로, 시뮬레이션 방법을 통하여 실험에서는 볼 수 없는 LAC-그래핀 계면에서의 동적 특성을 분석함으로써 향상된 ET 속도 및 고정화를 가능함을 입증하였다. 더 나아가 이 MD 결과는 효소 개량 부분을 실험적으로 검증하기에 앞서 시뮬레이션으로 예측하여 비용을 저감하고 바이오 전극의 성능을 개선할 수 있는 가능성을 보여주었다.
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