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            초록
          
        

        
          
            Objectives
            The purpose of this study is to evaluate the antiviral capacity of the combinations Ultraviolet –A (320 –400 nm) or –B (280 –320 nm) (UV –A or –B) and silver nanoparticles (AgNPs).

          

          
            Methods
            Combined antiviral effects of ultraviolet-A or –B and AgNPs were tested by plaque assay. Various combinations of UV-A or -B and AgNPs were exposed to tested viruses. Murine norovirus (MNV) and mouse hepatitis virus (MHV) were used as surrogates of human norovirus, known as a causing of viral gastroenteritis in humans and coronavirus, known as a cause of respiratory diseases in humans, respectively.

          

          
            Results
            AgNPs size, concentration and UV kind influenced antiviral capacity. MNV were more susceptive to AgNPs than MHV (p<0.05) while MHV were more susceptive to UV-B (p<0.05). Specially, the combinations of UV-B and 10 nm size (1 ppm or 10 ppm) AgNPs were more effective than UV-B treatment only (p<0.05).

          

          
            Conclusion
            These results suggest that combined antiviral effects of UV-B and AgNPs could be applied in disinfection processes for pathogenic viruses under various environmental conditions.

          

        

      

      
        Keywords: 
Silver nanoparticle, ultraviolet, antiviral, murine norovirus, mouse hepatitis virus

      

    

    

  
    
      Introduction
      자외선은 빛의 파장 (wavelength)에 따라 자외선-A (UV-A) (320-400 nm), - B (B; UV-B) (280-320 nm)와 –C (UV-C) (100-280 nm)로 구분할 수 있다 [1]. 자외선 (Ultraviolet, UV)에 의한 미생물 저감 효과는 널리 알려져 있으며, 특히 바이러스 저감 방법으로써 자외선은 사용이 쉽고 경제적이라는 장점을 가지고 있다[2]. 자외선-C는 각종 세균 및 곰팡이뿐만 아니라 poxvirus, hepatitis virus 등에 대한 병원성 바이러스 저감 효과가 뛰어난 것으로 알려져 있다 [3, 4]. 하지만 자외선-C는 투과율이 낮아 오존층 등의 장벽을 통과할 수 없고 [5], 장시간 노출될 경우 피부암 등의 각종 건강 문제를 야기할 수 있다 [6, 7]. 최근에는 바이러스 저감방안으로 자외선-B의 활용에 대한 연구가 지속적으로 수행되고 있다 [5, 8]. 그러나 자외선의 저감 능력은 그 투과가능성에 따라 크게 좌우되기 때문에, 공기 및 수상의 먼지 및 부유물질 등의 농도에 따라 그 효율이 크게 영향을 받을 수 있다 [9]. 이러한 자외선의 한계로 인하여, 최근에는 자외선의 미생물 저감을 방해하지 않으면서도 저감 효율을 높이는 물질들을 복합 사용하는 방안에 대한 연구들이 제시되고 있다.

      은 (Silver)의 항균성 효과는 과거로부터 익히 알려져 있다 [10]. 최근 기술이 발전함에 따라, 넓은 표면적과 독특한 물리적, 화학적 특징을 가진 은나노입자 (silver nanoparticle, AgNPs)의 미생물 저감능력이 주목 받고 있다. 은나노입자의 주된 바이러스 저감 기전으로는 은나노입자에서 발생한 활성산소 또는 은나노입자 자체가 흡착 등으로 미생물의 유전자 및 단백질 등의 생체물질에 직접 영향을 주어 불활성화시키는 것으로 알려져 있으며, 은나노입자의 크기가 작을수록 그 표면적이 넓어져 크기가 큰 은나노입자 보다 상대적으로 바이러스 저감 능력이 뛰어나다고 알려져 있다 [11]. 이러한 은나노 입자의 항균성은 자외선의 단점을 보완하고 항균성에 대한 동반 상승효과를 가져올 수 있다.

      본 연구에서는 자외선과 은나노입자의 바이러스 저감 효과를 정량적으로 평가하는 것이 목적이다. 자외선 (UV-A, UV-B)와 입자 크기가 다른 은나노입자(10, 40, 60 및 100 nm)를 이용하여 주요 병원성 바이러스의 저감을 정량적으로 결정하였다. 주된 대용 바이러스(surrogates)로써 쥐 노로바이러스 (Murine Norovirus: MNV) [12]와 마우스 간염 바이러스 (Mouse Hepatitis Virus; MHV) [13]를 사용하여 그 저감 결과를 확인 하였는데, MNV는 전세계적으로 장염을 일으키는 주요 미생물로 알려져 있는 사람 노로바이러스 (human norovirus; HuNoV)의 대용 바이러스로 사용 하였고 [14], MHV는 중증 급성 호흡기 증후군(severe acute respiratory syndrome: SARS)의 사례에서 보듯 그 변종이 발생했을 경우 빠른 전파와 높은 사망률을 보이는 특징이 있는 코로나바이러스 (coronavirus)의 대용 바이러스로 사용 하였다 [15]. 마지막으로 본 연구의 실험 결과를 주요 저감 모델인 Chick의 모델(chick’s model) 등에 적용하여 정량적으로 비교 평가를 하였다 [5].

    

    

  
    
      Methods
      
        1. 대상 바이러스
        
          (1) MNV 준비 및 배양법
          MNV의 숙주세포로 RAW264.7 세포를 사용하였다. RAW264.7의 배양용 배지로 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA)에 10% fetal bovine serum (FBS), 10 mM HEPES (Gibco, USA), 10 mM Sodium bicarbonate (Gibco, USA), 10 mM nonessential amino acids (Gibco, USA)와 50 μg/μl gentamicin reagent (Gibco, USA)을 혼합하여 사용하였으며, 멸균 플라스크에 세포를 접종하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 실험에 사용할 바이러스를 얻기 위하여, 완전히 자라 단층을 형성한 RAW264.7 세포에 MNV를 접종시켜 3-4일간 독립적인 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 감염된 세포는 바이러스의 세포 탈출을 위해 얼림과 녹임을 세 번 반복하였다. 바이러스 정제를 위해 클로로포름(chloroform, Amresco, USA)을 동량 (1:1)을 첨가한 후 4℃에서 원심 분리하였으며 (5,000 g × 20 min), 한외여과기 (Amicon Ultra-15 tube, Millipore, USA)로 바이러스를 포함한 상층액을 농축하여 바이러스 stock을 확보하였다. 확보된 바이러스는 사용하기 전까지 -80℃에서 보관하였다 [5].

          MNV 정량에는 배양법 (plaque assay)을 사용하였다. 이를 위해 배양한 RAW264.7 세포를 수확하여 멸균된 6-well plate에 5 × 106 cells/well로 재차 분주한 후, 6시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포를 포함한 6-well plate의 well에, 0.5 ml DMEM과 FBS가 첨가되지 않은 DMEM (serum free DMEM)을 사용하여 계대 희석한 MNV를 0.5 ml씩 접종하였다. MNV를 접종한 plate는 60분간 배양기에서 배양하였으며, 15분 간격으로 흔들어 바이러스의 숙주세포 감염을 촉진하였다. 접종배지와 바이러스를 제거한 후 SeaPlaque agarose (Lonza, Basel, Switzerland) 와 2× MEM을 혼합하여 만든 유지용 배지를 3 ml 투입하여 10분간 실온에 두어 완벽하게 굳혔다. 이후 37℃, 5% CO2 배양기에서 72-96 시간 배양하여 나타난 plaque를 계수하였다 [16].

        

        
          (2) MHV 준비 및 배양법
          MHV의 숙주세포로 L2 세포를 사용하였다. L2의 배양용 배지로 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, USA)에 10% FBS, 10 mM HEPES (Gibco, USA), 10 mM Sodium bicarbonate (Gibco, USA), 10 mM nonessential amino acids (Gibco, USA)와 50 μg/μl gentamicin reagent (Gibco, USA)을 혼합하여 사용하였으며, 멸균 플라스크에 세포를 접종하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 실험에 사용할 바이러스를 얻기 위하여, 완전히 자라 단층을 형성한 L2 세포에 MHV를 접종시켜 1-2일간 독립적인 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 감염된 세포는 바이러스의 세포탈출을 위해 얼림과 녹임을 세 번 반복하였다. 바이러스 4℃에서 원심 분리하였으며 (5,000 g × 20 min), 한외여과기 (Amicon Ultra-15 tube, Millipore, USA)로 바이러스를 포함한 상층액을 농축하여 바이러스 stock을 확보하였다. 확보된 바이러스는 사용하기 전까지 -80℃에서 보관하였다 [17].

          MHV 정량에는 배양법 (plaque assay)을 사용하였다. 이를 위해 배양한 L2 세포를 수확하여 멸균된 6-well plate에 5 × 106 cells/well로 재차 분주한 후, 6시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포를 포함한 6-well plate의 well에, 0.5 ml DMEM과 FBS가 첨가되지 않은 DMEM (serum free DMEM)을 사용하여 개대 희석한 MHV를 0.5 ml씩 접종하였다. MHV를 접종한 plate는 60분간 배양기에서 배양하였으며, 15분 간격으로 흔들어 바이러스의 숙주세포 감염을 촉진하였다. 접종배지와 바이러스를 제거한 후 SeaPlaque agarose (Lonza, Basel, Switzerland)와 2× MEM을 혼합하여 만든 유지용 배지를 3 ml 투입하여 10분간 실온에 두어 완벽하게 굳혔다. 이후 37℃, 5% CO2 배양기에서 24-48 시간 배양하여 나타난 plaque를 계수하였다 [17, 18].

        

      

      
        2. 자외선과 은나노입자 조합의 바이러스 저감 실험
        
          (1) 자외선 조사장치 개요
          자외선의 바이러스 저감 효과를 확인하기 위하여 자체 제작한 자외선 조사 장치를 이용하였다. 자외선 조사 장치는 검정색 사각형 상자 모양의 외관으로 크게 세 부분으로 구성되어 있다. 이를 간략히 살펴보면 자외선 램프 조사기 및 자외선이 수직으로 조사되도록 하는 실린더형 튜브, 검체를 비치하는 트레이로 구성되어 있다. 자외선 램프는 자외선-A 램프 (10W, Sankyo Denki Go., Japan) 와 자외선-B 램프 (8W, Sankyo Denki Go., Japan) 를 사용하였고, 자외선 조사량 측정 전 예열을 위하여 30분간 자외선 램프를 켜 놓았다. 자외선 조사량은 검체 트레이와 동등한 높이 및 위치에서 VLX3W radiometer (CX-365 and CX-312, Cole-Parmer Instrument. Co., IL, USA)를 활용하여 3회 반복 측정하였으며, 평균 자외선 조사량은 Beer-Lambert 법칙을 적용하여 계산하였다[19].

          바이러스에 따른 자외선 조사량은 Table 1과 같다. 자외선 조사장치의 자외선-A 램프의 자외선 발생량은 0.078 mW/cm2 였고, 누적 자외선 조사랑은 140 mJ/cm2 (30분), 280 mJ/cm2 (60분), 560 mJ/cm2 (120분), 840 mJ/cm2 (180분) 이었다. 자외선-B의 자외선 발생량은 자외선-B 램프 한 개를 사용할 경우 (0.135 mW/cm2) 및 2개를 사용할 경우 (0.285 mW/cm2)에 따라 차이를 보였다. 자외선-B 램프 한 개의 누적 조사량은 80 mJ/cm2 (10분), 160 mJ/cm2 (20분), 240 mJ/cm2 (30분)이었으며, 자외선-B램프 두 개의 누적 조사량은 170 mJ/cm2 (10분), 340 mJ/cm2 (20분), 510 mJ/cm2 (30분)이었다 (Table 1).

          
            Table 1. 
				
            

            
              Types of UV irradiation used in this study
            
            

          

          
            
              
                	UV type
                	Number of lamp
                	Irradiance (mW/cm2)
                	Reaction time (min)
                	UV dose (mJ/cm2)
              

            
            
              	UV-A
              	1
              	0.078
              	30
              	140
            

            
              	60
              	280
            

            
              	120
              	560
            

            
              	180
              	840
            

            
              	UV-B
              	1
              	0.135
              	10
              	80
            

            
              	20
              	160
            

            
              	30
              	240
            

            
              	2
              	0.285
              	10
              	170
            

            
              	20
              	340
            

            
              	30
              	510
            

          

          

        

        
          (2) 자외선 조사를 통한 바이러스 저감 실험
          먼저 1 × 106 PFU/ml (plaque forming unit/ml) 의 MNV 또는 1 × 107 PFU/ml 의 MHV가 포함된 10 ml 바이러스 부유액을 확보한 후, 60 mm 규격의 페트리디쉬에 넣어 자외선 조사장치의 시료 트레이에 비치하였다. 이후 예비실험을 근간으로 확보한 자외선-A 및 자외선-B의 조사 시간에 의거하여 정확히 조사한 다음, 주어진 시간에 맞추어 시료를 채취하였다. 자외선-A는 총 180분에 걸쳐 조사하였으며, 0, 30, 60, 120, 180분에 시료를 채취하였다 [5]. 자외선-B는 그 강도를 2가지 (0.135 mW/cm2, 0.285 mW/cm2)로 설정해 바이러스 저감 효과를 살펴보았다. 자외선-B의 조사 시간은 두 모델바이러스간 차이를 두었다. 이에 MNV는 총 30분에 걸쳐 조사하였고 0, 10, 20, 30분에 시료를 채취하였으며, MHV는 총 10분에 걸쳐 조사 하였으며 0, 1, 5, 10분에 시료를 채취하였다. 채취한 시료 상에 존재하는 생존 바이러스들은 상기의 배양법에 따라 정량적으로 분석하였다[16, 17].

        

        
          (3) 은나노입자 바이러스 저감 실험
          크기가 다른 네 가지 은나노입자 (10, 40, 60 and 100 nm) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)와 MNV, MHV를 반응시켜 은나노입자의 바이러스 저감 효과를 측정하였다. 이를 위해 먼저 2 ppm 농도의 은나노입자 용액과 2 × 106 PFU/ml MNV 또는 MHV 부유액 0.5 ml를 반응시켜 최종 은나노입자 농도를 1 ppm으로 맞추었다. 이후 항온교반기 (SI-600R, Lab Companion., USA) 상에서 실온 (25℃) 및 180 rpm의 교반속도로 반응시켰으며, 180 분간의 반응 이후 배양법을 활용하여 바이러스의 저감정도를 측정하였다 [5].

          또한 은나노입자의 농도에 따른 모델 바이러스의 저감 변화를 확인하기 위하여, 10 nm 및 100 nm 크기의 은나노입자를 각기 0.1 ppm, 1 ppm 및 10 ppm (10 nm) 과 0.1 ppm및 1 ppm(100 nm)로 농도로 구비하여 1 × 106 PFU/ml MNV 또는 MHV과 혼합 반응시켰다 (25℃, 180 rpm, 180 분). 시료 상에 생존한 바이러스는 배양법을 활용하여 측정하였다.

        

        
          (4) 자외선과 은나노입자의 조합을 통한 바이러스 저감 실험
          자외선-A 및 자외선-B와 두 종류의 농도 (0.1 ppm, 1 ppm) 10 nm 및 100 nm 은나노입자를 선정하여, 서로 조합한 후의 바이러스 저감 능력을 확인하였다. 먼저 10 nm와 100 nm 은나노입자를 DMEM 배지로 희석하여 0.2 ppm 또는 2 ppm 용액 (5 ml)을 만든 후, 여기에 일정양의 바이러스 (MNV: 2 × 106 PFU/ml, MHV:2 × 107 PFU/ml) 부유액 (5 ml)을 넣어 잘 교반한 후 자외선을 조사하였다. 자외선-A는 1개의 램프를 사용하여 조사하였으며, 총 180 분까지 5 회의 시료 채취 시간 (0, 30, 60, 120 및 180 분)을 두어 시료를 확보한 후 배양법을 통해 바이러스를 정량적으로 분석하였다. 자외선-B의 경우, 조사 강도의 차이를 두기 위하여 램프의 개수를 1 또는 2개로 변경 설정하여 실험을 수행하였다. 전술한 바와 동일하게, 자외선-B와 은나노입자 조합 반응의 시료 체취시간은 모델 바이러스의 종류에 따라 달리하였다. 이에 MNV는 0, 10, 20 및 30분 조사 후 시료를 채취하였고, MHV는 0, 1, 5 및 10 분 조사 후 시료를 채취하였다. 이후 배양법을 통해 바이러스를 정량적으로 분석하였다.

        

      

      
        3. 바이러스 저감 결과에 대한 Chick’s 모델 적용
        자외선 조사량 (dose)에 따른 모델 바이러스 저감 결과에 Chick’s model을 적용하였다. 이때 Chick’s model 계산식은 다음과 같다 (5).
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Nt: present the number of viral particles at time t
No: virus particles at zero time
k: the slope of inactivation curve
i: the UV light energy intensity

      

      
        4. 통계분석
        모든 통계분석은 Sigma-Plot (version 12.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA, USA)으로 수행하였다. 은나노입자의 크기에 따른 바이러스 저감 효과를 비교하기 위하여 Kruskal-Wallis one way ANOVA test 및 사후검정(Tukey)을 실시하였다. 자외선-A, -B단독으로 반응과 자외선-은나노입자 조합 반응의 바이러스 저감 효과의 차이를 비교하기 위해 paired t-test를 사용하였다. 각 분석에서 통계적으로 유의한 차이의 기준은 p < 0.05로 설정하였다.

      

    

    

  
    
      Results
      
        1. 자외선의 바이러스 저감 효과
        자외선의 종류에 따른 바이러스 저감 효과는 자외선-A의 경우 180분 조사 후 대조군 대비 0.41-log10의 MNV 및 0.14-log10의 MHV 저감 효과를 나타냈다 (Figure 1). 또한 자외선-B를 0.135 mW/cm2의 강도로 조사한 경우, MNV는 30분 내 2.45-log10의 저감을 나타내었으며, MHV의 경우 10분 내 2.59-log10의 저감 효과가 나타났다 (Figure 1). 자외선-B를 0.285 mW/cm2의 강도로 조사하였을 때 MNV는 30분 조사 후 3.35-log10의 높은 저감 효과를 보였으며, MHV의 경우 10분 내 >6-log10의 뛰어난 저감 효과를 보였다. 두 모델 바이러스에 대한 자외선-B의 저감 효과는 자외선-A보다 유의하게 높았으며 (p < 0.05), 높은 강도의 자외선-B를 조사할 경우 더욱 강력한 바이러스 저감 효과가 나타나는 것을 확인하였다 (p< 0.05)(Figure 1).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Inactivation of tested of AgNPs depending on UV type and irradiance
            (a) MNV; (b) MHV. Asterisks indicate significantly different values (p < 0.05 by paired t-test). Nt: present the number of viral particles at time t, No: virus particles at zero time.

          
          

          

        

      

      
        2. 은나노입자의 바이러스 저감 효과
        크기가 다른 네 가지 은나노입자 (10, 40, 60, 100nm)를 다른 농도 (0.1, 1, 10 ppm)로 두 가지 대상 바이러스와 180분간 반응시켜 얻은 저감 결과는 전반적으로 MNV가 MHV에 비해 은나노입자와의 반응에 취약한 것으로 나타났다. 아울러 여러 농도의 10 nm 및 100 nm 은나노입자를 모델 바이러스들과 반응시킨 결과는 Figure 2과 같다. 결과적으로 10 nm 은나노입자가 더 바이러스들을 잘 저감하는 것으로 나타났으며, 특히 가장 높은 농도인 10 ppm의 10 nm 은나노입자는 180분 간의 반응 이후 통계학적으로 유의하게 MNV를 저감함을 알 수 있었다 (p < 0.05) (Figure 2).

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Inactivation of tested AgNPs (10 nm particles with 10 ppm, 1 ppm and 0.1 ppm; 100 nm with 1 ppm and 0.1 ppm).
            (a) MNV; (b) MHV. Asterisks indicate significantly different values (p < 0.05 by Kruskal-Wallis one-way ANOVA with Tukey test). Nt: present the number of viral particles at time t, No: virus particles at zero time.

          
          

          

        

      

      
        3. 자외선과 은나노입자의 바이러스 저감 효과
        
          1) 자외선-A와 은나노입자 조합의 미생물 저감 효과
          자외선-A 및 은나노입자를 조합하여 모델 바이러스들을 저감한 결과 모든 실험 설계 상에서 MNV는 0.14-log10에서 0.44-log10 사이의 저감을 보였으며, MHV는 0.11-log10에서 0.36-log10 상의 저감을 보였다. 특히 1 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응시켰을 때의 바이러스 저감 (MNV: 0.44-log10, MHV: 0.36-log10)이 가장 높게 나타났지만, 통계적으로는 유의하지는 않았다.

        

        
          2) 자외선-B와 은나노입자 조합의 미생물 저감 효과
          대략 0.285 mW/cm2 의 자외선-B 조사와 은나노입자의 조합을 바탕으로 두 모델 바이러스의 저감 효과를 확인한 결과 1 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응시켰을 때의 MNV 저감효과 (4.35-log10)는 대조군과 비교하여 유의하게 높게 나타나는 것을 확인할 수 있었다(Figure 3) (p < 0.05). MHV 역시 1 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응시켰을 때 단 1분의 반응시간으로도 2.14-log10 의 저감 효과를 보이는 것을 확인하였으며, 이는 자외선-B 단독반응에 비해 유의하게 높은 수치이다 (p < 0.05).

          
            
            

            Figure 3. 
				
            

            
              Inactivation of tested UV-A (0.078 mW/cm2), UV-B (0.285 mW/cm2) with and without 10 nm AgNPs (1 ppm or 0.1 ppm).
              (a) UV-A and AgNPs with MNV; (b) UV-A and AgNPs with MHV; (c) UV-B and AgNPs with MNV; (d) UVB and AgNPs with MHV. Asterisks indicate significantly different values. (p < 0.05 by paired t-test). Nt: present the number of viral particles at time t, No: virus particles at zero time.

            
            

            

          

          또한 0.135 mW/cm2 로 조사 강도를 낮추어 은나노입자들과 조합한 결과는 Figure 4와 같다. 역시, 1 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응시킬 경우 MNV는 30분 내 2.71-log10, MHV는 10분 내 3.12-log10의 저감도를 보여 자외선-B 단독으로 저감한 것 보다 유의하게 높은 것을 확인할 수 있었다 (p < 0.05) (Figure 4). 또한 10 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응시킬 경우 보다 높은 바이러스 저감 능력을 보이는 것을 확인하였다 (Figure 4). 이에 MNV는 30분 내 3.58-log10, MHV는 10분 내 3.58-log10 의 저감도를 보여 자외선-B 단독으로 저감한 것 보다 유의하게 높은 것을 확인할 수 있었다.

          
            
            

            Figure 4. 
				
            

            
              Inactivation of tested UV-B (0.135 mW/cm2) with and without 10 nm AgNPs (10 ppm or 1 ppm).
              (a) MNV; (b) MHV. Asterisks indicate significantly different values (p < 0.05 by paired t-test). Nt: present the number of viral particles at time t, No: virus particles at zero time.

            
            

            

          

        

      

      
        4. 바이러스 저감 모델 분석
        두 바이러스의 저감 결과에 대해 Chick’s model을 적용한 결과는 Table 2와 같다. 자외선-B를 활용한 바이러스 저감의 경우 단독 및 은나노입자의 조합 결과 모두 높은 R2 값을 보였다 (0.8226 - 0.9090) (Table 2). 반면에, 자외선-A를 활용한 바이러스 저감 결과의 경우, 대부분 R2 값이 0.5 미만으로 낮았다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Summary of the means ± standard error of decay values (k) and R2 values from combination of UVAgNPs disinfection experiments.
          
          

        

        
          
            
              	Virus
              	UV type
              	AgNPs size (concentration)
              	
                k
              
              	k ± SE
              	R2
            

          
          
            	MNV
            	UV-A
            	-
            	0.0025
            	0.0003
            	0.5368
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.0029
            	0.0003
            	0.4383
          

          
            	10 nm (0.1 ppm)
            	0.0024
            	0.0003
            	0.4750
          

          
            	100 nm (1 ppm)
            	0.0014
            	0.0001
            	0.7453
          

          
            	100 nm (0.1 ppm)
            	0.0009
            	0.0001
            	0.7431
          

          
            	UV-B
(0.285 mW/cm2)
            	-
            	0.1358
            	0.0112
            	0.7416
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.1676
            	0.0116
            	0.8190
          

          
            	10 nm (0.1 ppm)
            	0.1445
            	0.0070
            	0.9179
          

          
            	100 nm (1 ppm)
            	0.1532
            	0.0101
            	0.8390
          

          
            	100 nm (0.1 ppm)
            	0.1276
            	0.0076
            	0.8703
          

          
            	UV-B
(0.135 mW/cm2)
            	-
            	0.0806
            	0.0037
            	0.9427
          

          
            	10 nm (10 ppm)
            	0.1267
            	0.0076
            	0.8811
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.0967
            	0.0034
            	0.9614
          

          
            	MHV
            	UV-A
            	-
            	0.0010
            	0.0002
            	-0.0390
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.0010
            	0.0005
            	-0.0341
          

          
            	10 nm (0.1 ppm)
            	0.0021
            	0.0002
            	0.7433
          

          
            	100 nm (1 ppm)
            	0.0025
            	0.0003
            	0.4874
          

          
            	100 nm (0.1 ppm)
            	0.0024
            	0.0004
            	0.0252
          

          
            	UV-B
(0.285 mW/cm2)
            	-
            	0.7558
            	0.0320
            	0.9701
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.8272
            	0.0931
            	0.8226
          

          
            	10 nm (0.1 ppm)
            	0.6833
            	0.0355
            	0.9563
          

          
            	100 nm (1 ppm)
            	0.7524
            	0.0539
            	0.9090
          

          
            	100 nm (0.1 ppm)
            	0.5983
            	0.0194
            	0.9828
          

          
            	UV-B
(0.135 mW/cm2)
            	-
            	0.2575
            	0.0155
            	0.9231
          

          
            	10 nm (10 ppm)
            	0.3736
            	0.0181
            	0.9368
          

          
            	10 nm (1 ppm)
            	0.3344
            	0.0165
            	0.9409
          

        

        

      

    

    

  
    
      Discussion
      자외선은 일반적으로 태양광에 포함되어 있으며, 특히 자외선-B의 경우 지상까지 보다 잘 도달할 수 있는 장점과 충분한 미생물 저감 효과로 인하여 꾸준한 관심을 받고 있다 [20, 21]. 특히 자외선-B는 Pseudomonas aeruginosa, E. coli 등에 대한 살균 효과 및 MNV, MS3, T4, T7, human immunodeficiency virus (HIV) 등의 바이러스에 대한 저감 효과가 있다고 보고되고 있다 [22, 23]. 본 연구에서 사용한 자외선 조사장치는 사용자의 자외선 노출로부터 안전하고 효과적인 바이러스 저감이 가능하다는 점으로 미루어볼 때 향후 그 활용가능성이 높다고 할 수 있다.

      은나노입자 역시 병원성 미생물 및 곰팡이 등에 대한 높은 저감능력을 가지고 있으며, HIV, hepatitis B virus, herpes simplex virus, respiratory syncytial virus, monkey pox virus 등의 다양한 바이러스 들에 대해 높은 저감 효과를 가지고 있는 것으로 알려져 있다 [24, 25]. 본 연구 결과, 같은 조건 하에서도 MNV가 MHV에 비해 높은 저감을 보이는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 2). MNV는 외피를 보유하지 않은 RNA 바이러스로 비교적 그 크기가 작은 반면, MHV는 외피를 보유한 바이러스로 크기가 비교적 크며 더욱 긴 유전체를 가지고 있다[26, 27]. 이러한 은나노입자에 따른 모델 바이러스들의 저감 효과 차이는 곧 각 바이러스의 내재적인 특성인 외피 유무, 크기 및 핵산 등의 차이와 [28] 은나노입자의 크기 및 농도 등이 바이러스 저감 효과에 있어 중요한 요인으로 작용할 수 있다는 것으로 [10], 실제 자외선과의 조합 활용에 있어서 충분한 고려 사항들이 될 수 있다.

      아울러, 자외선-B와 1 ppm의 10 nm 은나노입자를 조합 반응 시켰을 때, 자외선-B의 단독조사와 비교하여 모델 바이러스들의 저감 효과가 유의하게 상승하는 것을 확인할 수 있었다(Figure 3). 또한 자외선-B와 10 ppm의 은나노입자를 조합하였을 경우 MNV와 MHV 모두에서 가장 효과적인 바이러스 저감 능력을 나타냈다. 이는 10 ppm 내외의 은나노입자 농도는 자외선-B의 미생물 저감에 큰 영향을 미치지는 것을 의미한다. 아울러, 자외선-B 및 은나노입자는 각기 차별적인 바이러스 저감 기전을 가지고 있다. 자외선은 바이러스의 캡시드 내 핵산들의 피리미딘 이중결합을 손상시킬 수 있으며, 은나노입자의 경우 바이러스 표면을 구성하는 생체분자들 상의 인산기 및 황산기 등과 결합하여 불활성화시킬 수 있다 [10, 28]. 이에 곧, 본 실험에서 사용한 두 주요 저감 방법의 조합은 서로 상충되기 보다는 상호 보완적인 저감방법으로써 활용이 가능하다는 것을 의미한다. 특히 자외선-B의 경우 그 투과력이 저감 효율에 있어 중요하기에, 향후 더욱 다양한 농도의 은나노입자를 활용하여 투과력을 억제하지 않는 선의 최적 조합 농도를 제시한다면 더욱 높은 활용성을 가질 수 있을 것이라 사료된다.

      자외선-A의 경우 180 분의 조사에도 불구하고 바이러스 저감 효과가 크지 않으며, 은나노입자와의 조합 적용에도 불구하고 0.50-log10 이내의 낮은 저감 효과를 보였다 (Figure 3). 과거 연구에서 확인할 수 있듯이 자외선-B 및 자외선–C에 비해 자외선-A의 바이러스 핵산에 대한 영향은 현저히 떨어지며 [5], 이에 조합에 따른 저감 결과는 대부분 은나노입자 들에 기인한 것으로 여겨진다. 따라서, 본 실험 결과로 미루어볼 때 자외선-A와 은나노입자의 조합은 큰 활용성이 없을 것으로 사료되며, 자외선-A를 바이러스 저감에 적절히 활용하기 위해서는 TiO2 및 coriandrin 등의 광 촉매반응을 통하여 더욱 많은 활성산소를 발생하도록 하는 접근 방법이 더욱 타당할 수 있다 [29, 30].

      아울러 본 연구에서는 자외선과 은나노입자 조합을 통한 바이러스 저감 효과를 적절히 예측하기 위하여 잘 알려진 자외선 바이러스 저감 모델로 널리 알려져 있는 Chick’s model을 사용하여 분석하였다 [5, 23, 29]. Chick’s model을 바이러스 저감 결과에 적용한 결과, 자외선-B와 은나노입자의 조합의 경우 자외선 단독 활용과 유사하게 높은 R2값들을 확보할 수 있었으며(Table 2), 이는 본 조합에 의거한 저감을 자외선과 비슷한 선형모델로서 설명하는 것이 가능하다는 것을 의미한다. 즉, 본 연구에 사용된 두가지 모델 바이러스의 바이러스 저감 효과를 확인 함으로써 소화기 질병을 일으키는 노로바이러스와 호흡기 질병을 일으키는 코로나바이러스의 바이러스 저감 효과를 확인하였고 이는 향후 다양한 바이러스의 적용이 기대된다.

    

    

  
    
      Conclusion
      자외선-B와 은나노입자를 이용하여 두 종류의 모델 바이러스인 MNV 및 MHV와 반응 시킨 결과 두 모델 바이러스 모두 상당한 저감 효과를 확인 할 수 있었다. 자외선-B의 경우 0.285 mW/cm2의 강도로 조사하였을 때 두 모델 바이러스 모두에 높은 바이러스 저감 효과를 나타내었고, 은나노입자는 10 ppm 농도 10 nm 크기 은나노입자가 바이러스 저감 효과를 나타냈다. 이들 자외선-B의 강도와 은나노입자 농도를 조합 반응 하였을 때 가장 효과적인 바이러스 저감 효과를 나타냈으며 이는 자외선-B와 은나노입자가 상호 보완적인 작용으로 인한 것이라 사료된다. 또한 자외선-B와 은나노입자를 조합반응을 이용한 두 바이러스의 저감 결과를 Chick’s model에 적용한 결과 높은 R2 값을 보여 유해 바이러스들에 대한 저감 방안으로서의 가능성을 확인할 수 있었다. 이에 향후 다양한 환경 조건 및 여러 가지의 모델 바이러스들을 적용한 저감 데이터를 확보함으로써 본 조합을 보다 최적화하는 연구를 수행하는 것이 필요하다.
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