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요 약. Cytosine 에 대 한 bio-electrode 는 NH3 기 체 감응기 에 Proteus mirabilis 와 Citrobacter fr- 

刼海衽 박테 리 아를 고정 하여 조립 하였다. Cytosine deaminase <• 포함하는 박테 리 아는 cytosine 1 분 

자를 NH3 1 분자로 전환시 킨다. Proteus m访遍汤$ 박테 리 아 전 극의 감응은 0.2M phosphate 완충용 

액, pH 8.4에서 1.0X10T—7.0X10〜3m 직선범위와 45-48mV/decade의 감응기울기를 가진다.

CiM?如次？• 斤。必d访 박테리 아 전극의 감웅은 0.05M phosphate 완충용액, pH7.6에서 7.0X10-5— 
7.0X1()tm 직선범 위와 48mV/decade 의 감응기울기를 가진다. 이 전극을 pH, 온도, 완충용액, 박 

테리 아의 양, 방해물질, 무기염류의 영 향과 전극의 수명을 조사하였다.

ABSTRACT. The bio-electrode for cytosine has been constructed by immobilizing Proteus 

mirabilis and Citrobacter freundii on an ammonia gas-sensor. Bacteria containing cytosine deam­
inase convert one molecule of cytosine into one molecule of ammonia. The Proteus mirabilis 

bacterial electrode showed linear response to cytosine cone이itration in the 1.0 X IO-3—5.0 X10-2M 
with a slope of 45-48mV/decade in 0.2M phosphate buffer s시ution at pH&4. The Citrobacter 

freundii bacterial electrode 사lowed linear response to cytosine concentration in the 7.0X10'5—7.0 
X10-3M with a slope of 48 mV/decade in 0.05M phosphate buffer solution at pH7.6- These elect­
rode were investi용ated for the effects of pH, temperature, buffer solutions, amounts of bacteria, 
interferences, inorganic salts and lifetime.

서 룐

핵산은 단백질의 합성을 지배하고, 유전정보를 

전달하는 중요한 생체물질로서 단백질과 같이 분 

자량이 큰 mononucleotide 톨 구성 단위 로 하는 

polymer로써 우리와는 밀접한 관계가 있다. 특 

히, DNA 의 RNA 의 구성 단위 인 pyrimidine 계 

의 cytosine 은 탈아미노화하여 ur&cil 로 전환되 

며, 유도체 인 5-fluorocytosine 은 cytosine deam- 
inase와 병행될때는 항종양 효과가 인정되었다 

고 발표됨에 따라心 더욱 cytosine 에 대한 연구 

가 활발해지고 있다.

Cytosine 정 량을 위 한 생 화학적 방법 으로 cyt­
osine deaminase 를 반응시 켜 uracil 올 생 성 하여 
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spectrophotometric method, 비 색 법 등에 의 한 간 

접적인 정량법이 보고되어 있다.

한편, Claris 등에 의해 처음 개 발된 효소전극 

은 Katz5"6, Hussein7, Rechnitz® 등에 의해 urea, 
nitrate, arginine 물질 을 정 량하는데 이 용되 었 

고, Nikolelis。는 사람의 혈청과 소의 인슐린 속 

에 있는 arginine 을 정 량하는데 응용한 바 있으 

며 , 최 근에 는 enzyme immimosensor 가 개 발되 

었다】七

그러나, 이 효소전극의 효소추출과 정제과정 

및 보관관리상의 문제점이 지적됨에 따라 효소 

대신 박테리아 등을 전극막에 고정시켜 사용하 

는 bio-sensing electrode 가 개 발되 었다卩이气 이 

bio-sensing electrode t 효소전 극이 갖는 효소 

의 추출과 정제과정이 필요없으며, 또한 효소의 

활성감소에 있어서도 추출된 효소보다는 그 정 

도가 심하지 않으므로 효소전극보다 훨씬 오래 

사용할 수 있는 장점올 지니고 있다이러한 

박테 리 아 전극은 Rechnitz" 등에 의 해 최 초로 보 

고되었고, Kobos12, Meyerhoff13, Rieche卩4등이 

개발한 전극으로 L-aspartate, glutamine, NAD 
를 측정하였다. 그러나, 전극을 핵산류에 대해 

응용한 예 는 드물다. Dengi5 은 adenosine 선택 

성 전극을, Rechnit사° 는 adenosine °] inosine 
으로 전환됨에 따른 효소전극 감응의 반응속도 

론적 분석 법 을 보고하였 고, Arnold” 는 토끼 의 

간 조직을 이용한 생체막 전극으로 guanine 을 

정 량하였으며, 5'-AMPi8와 3'-5'-cyclic-AMP】9 
등의 정 량법이 보고 되 었다.

최 근에 는 박테 리 아 내 부에 포함하는 cytosine 
deaminase 에 관한 연구가 많이 진행되고 있으나 

即5, cytosine 너｝테 리 아 전 극에 관한 보고가 없 

으므로 본 연구에서는 장내 세균의 일종인 Pro­

teus mirabilis 오卜 Citrobacter freundii 박테 리 아一 

를 이용하여 두 종류의 박테리 아 전극을 개 발하 

여 cytosine 정 량에 이 용하고자 한다.

두가지 전극으로 cytosine 정량에 따른 pH, 온 

도, 완충용액, 박테리아의 양, 방해물질 및 무 

기염류의 영향을 밝히고, 전극의 수명을 비교검 

토하여 최적 박테리 아 전극을 찾고자 한다.

실 험

시약 및 기기

시 약. Cytosine 은 Fluka 제 특급시 약, 완충 

용액으로 이용한 T ris (hydroxymethyl) amino­
methane 과 Na2HPO4, NaH2PO4 등은 Sigma 재 

일급시 약, 균배 양과 동정을 위해 사용한 Nutri­
ent agar, MacConkey agar 및 TSI agar 는 Difco 
제 특급시 약, API 20E 는 Analy tab (France) 제 

품을 사용하였다.

그외 아미노산류와 무기염 류등은 Wako 제, 

Sigma 제, Junsei 제 특급시약을 사용하였으며, 

물은 탈염된 증류수를 사용하였다.

균. 본 실험에서는 계명대학교 의과대학 미 

생물학 교실에서 확인동정한 Proteus mirabilis, 

Citrobacter 균을 분양받아, 매 실험 시

TSI agar method 오｝ API 20E method 를 사용 

하여 균을 확인 동정하였다.

기기. Ammonia gas-sensoi■로는 Orion 
Research Model 95〜 12 를, 전 위 및 pH 측정 은 

Orion Research Model 901 Digital microproce­
ssor lonalyzer 와 Beckman Model 76 Century 
SS를 사용하였다. 균 배양과 멸균을 위한 Inc­
ubator 오｝ Autoclave 는 Hyun Dai 오｝ Dong Yang 
제 품을, 항온을 위 한 Water bath 는 Forma Sci­
entific Model 2067 을 사용하였다. 또한, 투석 

막은 pore size 0.22/zm 인 Millipore (cellulose 
nitrate, Japan) 제품을 사용하였다.

실험 균주 배양 및 확인

실험 균주 배양. Proteus mirabiLis 균의 배 

양 ； 증류수 1L 에 Nutrient agar 23g 을 용해 시 킨 

후, 이 용액 을 고압멸 균기 로 15Lb 에 서 15분간 

멸균시켜서 고체 배지를 만든다. 여기에 尸〃比s 

mirabilis 균을 백 금이 로 1 loop 씩 접 종시 켜 inc- 
ubator 에 서 균의 활성 이 가장 좋은 35。C 로 유 

지시키면서 18〜24시간 평면 배양 시킨다.

Citrobacter freumZ就균의 배양; 증류수 

1L 에 MacConkey agar 50g 을 용해시킨 후, 이 

용액을 15Lb에서 15분간 멸균시켜서 적색의 고 

체 배 지 를 만든다. 여 기 에 Citrobacter freundii 

균을 백 금이 로 1 loop 씩 접 종시 켜 incubator 에 
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서 평 면배 양시 킨다. Pm也僞 mim况lis 보다 균이 

빨리 성장하므로 35°C 를 유지시키면서 18시간 

배양시킨다.

실험 균주 확인. Proteus mira허"s 균의 확 

인 및 동정은 TSI agar method 와 A. P. I, 20E 
method 를 사용하였다. T. S. I. agar 에 나타난 

동정 결과는 A/A,H2S 였고, A.P.I. 20E 를 이 

용한 생화학적 동정 결과는 아래와 같으며 , (+) 

는 해당물질과의 반응을 나타내고, (一)는 무반 

웅을 나타낸다.

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE 
(一)(一)(―)(+) (―) (+) (+) 

TDA IND VP GEL GLU MAN INO 
(+) (-) (-) (+) (+)(-)(-) 

SOR RHA SAC MEL AMY ARA OX N02 
(一)(一)(-)(一)(―)(―)(―)(+) 

Citrobaater freundii 균의 확인 은 TSI agar 를 

사용하였고, 이때 동정결과는 A/A,HaS 였다.

전극의 조립 및 전위의측 정결

Proteus mirabilis 균과 Citrobacter freundii 균 

을 투석막과 기체투과막 사이에 놓고, 기존의 

NH3 gas-sensor 에 부착 시켜 박테 리 아 전극올 

声흥. 1과 같이 조립한다.

이 렇게 조립 된 전극을 sample 용액 50mZ 에 담

Fig. 1. Schematic diagram of the bacterial electrode 

for cytosine: a. Inner body; b. Reference element; 

c. Outer body; d. Internal filling solution； e. Gas- 

끄ermea비e membrane； f. Bacterial layer； g. Dialysis 

membrane.

그고, 저농도에서 고농도로 용액을 자석 젓개로 

저어가면서 안정된 전위 값을 기록하였다.

결과 및 고찰

Cytosine 에 대한 감옹도

Cytosine 에 대한 박테리아에 의한 분해과정은

다음과 같다.

cytosine
uracil

본실험에 이용된 박테리아는 ■Profezs mirabilis

Citrobacter freundii scheme 에서 발생 

한 NH3기체는 내부 용액에서 다음과 같이 반응 

이 진행된다.

NH3+H2O —>NH4++0H-
〔NH4+〕〔0H-) 一 y
一(W «

CNH4+)〔oh-〕=k •〔NH3〕

(1)

(2)

(3)
(3)식에서〔NH4+〕항은내부용액 NHQ 에 의 

하여 일정 하게 유지 되 므로, 상수로간주할 수있 

다. 따라서

(0H-) =^+] [NH3)=K- [NH3] (4) 

또, cytosine 의 전위 는 네른스트 식 에 의해 

〔0H-〕와 관계되어 (5)식을 나타낸다.

E=S()-Slog〔OH-〕 (5)
여기서 S는 전극의 감응기울기이다. (5)식은 

다음 (6)식으로 나타낼 수 있다.

E=E(/—SlogINHJ (6)
따라서 본 전극 전위는 NH3농도에 비례한다. 

Cytosine 에 대 한 Proteus mirabilis 균을 이 용 

한 박테 리 아 전 극의 경 우, 0.2M phosphate 완충 

용액 에 서 pH8.4, 30°C, 균량 3mg 일 때 최 적 

감응조건이 었으며 , 이 때 cytosine 의 농도 1.0X 
10-3—5.0X10-2M내에서 직선성을 보여주었고, 

이범위에서 감응기울기는 45~48mV/decade로 

나타났으며 , 감응시 간은 15~18분이 소요 되 었 

다.

한편, Citrobacter freundii 박테 리 아를 이 용할 

경우, cytosine 에 대한 최적조건은 0.05M pho­
Vol. 32, No. 4, 1988
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sphate, pH 7.6, 30°C, 균량이 3mg 일 때이며, 

7.0X10-5一7.oxio-3M내에서 직선성올 갖게 되 

었고, 감응기 울기 가 48mV/decade 감응시 간은 10 
~12분이 소요되었다.

본 두종류 박테리아전극의 최적일 경우의 

cytosine 에 대한 감응곡선을 fVg. 2에 나타내 었 

다.

pH의 영향

Cytosine 에 대한 Proteus mirabilis, Citrobac- 

ter freundii 박테 리 아 전극의 pH 의 영 향을 Fig. 

3에 나타내었다.

Proteus 履「泌泣s 박테리 아 전극은 30°C 의 온 

도에서 0.2M phosphate 완충용액의 pH 를 7.8 
에서 8.8까지 변화시켜본 결과, pH 7.8에서는 

7.0X10-3-1.0xl0~3M 직선 범위에서 37mV/ 
decade 의 감응을 보여주었고, pH8.0 과 pH8.2 
에서는 5.0X10-3-1.oxlO-M과 3.0X10-3- 
3.0X10-2M내에서 42, 43mV/decade의 감응올 

보여주었다. 한편, pH8.4에서는 1.0X10-3一& 

OX10-2M내에서 47mV/decade 였으며, 감웅시 

간은 15~18 분이 소요되 었다. pH & 6 과 pH 8. 
8에서는 직선범위가 고농도로 이동되었고, 감웅 

기울기도 44,41mV/decade로 떨어졌다. 따라서 

가장긴 직선범위와 감응기울기값이 우수한 pH 
8.4에서 모든 실험을 실시하였다.

泌acfer 斤时祯订 박테 리 아 전극은 30°C 에 

서 0.05M phosphate 완충용액 의 pH 를 7.2 에서

-loglcytoGn 비 -loglcytosln*]

Fig. 2. Response curves for cytosine, (a) Prptws 

mirabilis bacterial electrode: (b) Citrobacter freundii 

bacterial electrode:

8.0까지 변화시켰다. 그 결과, pH 7.6에서 7. 
0X10-—7.0X10-3M내에서 48mV/decade의 감 

웅을 나타내었고, 감웅시간은 10~12분이었다. 

pH7.4일때는 1.0X10T—5.0X1QTM내에서 감 

응기 울기 는 41mV/decade 였고 pH 7.2 일 때는 

30X10~4-3.0X10-3M 내에서 34mV/decade 로 

나타났고 감응시간은 10~12분이 소요 되었 

다. 또한, pH7.8에서는 1.0X10-4-5.0X10'3 
M 내에서 직선을 나타내었고, 감응기울기는 44 
mV/decade, 감응시간은 11~13분 이었다. pH 
8.0에서는 감옹기울기와 직선범위가 38mV/de- 
cade 와 3.0X10-4-3.0Xl(r3M 로서 다른 값보 

다 떨어진 결과를 얻었다. 따라서 pH 7.6이 최 

적으로 판단되어 pH7.6에서 모든 실험을 행하 

였다.

결과적으로 cytosine 을 정 량하기 위해서는 

Citrobacter freundii 박테 리 아가 시 간이 Proteus 

mirabilis 박테 리 아 시 간보다 좀더 긴 직 선 범 위 와 

저 농도에 서 가능하며, 감응시 간면 에 서 도 우수함 

으로 더 정확한 결과를 얻을 수 있음을 알았다.

온도의 영향

Cytosine 을 정 량하기 위 한 Proteus mirabilis 

박테 리 아 전극과 Citrobacter freundii 박테 리 아 

전극에 대 한 온도의 영 향을 측정한 결과를 Table 

1에 나타내었다.

Proteus 허Ks 박테 리 아 전극의 경 우는 0.2
M phosphate 완충용액 에 서 pH 를 8.4 로 고정 시 

키고 온도를 변화시킨 결과, 25°C에서는 직선 

범위 3.0X10-3-1.0X 10~2Mofl40mV/decade 
의 감응기울기로 나타냈고, 감응시간은 20~25 
분으로 많은 시간이 요구되었다. 28°C에서는 2 
5°C 에서와 같은 직선 범위에서 42mV/decade 의 

감응기울기를 나타냈고, 감응시간은 약간 단축 

되었다. 30°C에서는 1.0X10-3—5.0X10-2M내 

에서 45mV/decade 의 감옹을 보였고, 시 간은 1 
5~18분이 소요되었다. 32°C와 35°C에서는 L 
0X10-3-3.0X10-2M, 43, 42mV/decade 의 감 

웅을 보여주었고, 온도가 높아질수록 감응시 간 

이 짧아지나 감응기울기는 떨어지는 것을 알 수 

있다. 따라서 직선범위와 감응기울기면에서 가 

장좋은 결과를 보여 준 30°C 에서 모든 실험올 실

Journal of 血 Korean Chemical Society
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Table 1. The effects of temperature on the bacterial electrodes for cytosine

Temperature
(°C) linear 

range (M/L)

Proteus mirabilis11 Citrobacter freundiib

response 
(mV/decade)

response 
time (mins)

linear 
range(M/L)

response 
(mV/decade)

response 
time (mins)

25
3. OX 1(广 3

一 LOX 10" 40 20—25
3.0X10~4 
一5. OX 10-3 38 12—15

28
3.0X10T 
一LOX IO" 42 18—20

1.0X10-4
— 7.0X10-3 41 10—12

30
1.0X10'3 
-5.0X10-2 45 15—18

7.0X10-5 

-7.0X10-3 48 10—12

32
1-OX10*-3 
一3. 0X10" 43 15-18

3.0X10-4 
-1.0X10-2 45 9-11

35
1.0X10'3 
一3. OX 10" 42 12-15

3.0X10-4 
-I.OXIO-2 43 9—10

a Tested in pH 8.4, 0.2M phosphate bu任er s 시 ution. ^Tested in pH 7.6, 0.05M phosphate buffer

solution.

시하였다.

Citrobacter freundii 박테 리 아 전 극의 경 우는 

0.05M phosphate 완충용액 에 서 pH 를 7.6 으로 

고정시키고 온도의 영향을 살펴본 결과, 25°C 
에서는 직선범위 3.0X10T-5.0X10-3M 내에서 

감응기 울기 는 38mV/decade 로 나타났으로, 감 

응 시 간은 12~15 분이 요구되 었다. 28°C 에서는 

1.0X10'4-7.0X 10-3M 내에서 41mV/decade 의 

감응기울기를 보여 주었다. 30°C에서는 7.0X 
1(厂5—7.0X10TM 내에서 4&nV/decade 의 감응 

기 울기 를 나타내 었고, 감응시 간은 10〜12분 이 

었다. 32°C와 35°C 에 서 는 3.0X10-4-1. ox 10'2 
M 내에서 45, 43mV/decade 로 나타내 었다. 이 

때의 감응시간은 9~11, 9〜10분 이었다. 따라 

서 Citrobacter 斤ez”“沾 전극의 경우도 Proteus 

况Ks 전극을 이 용할 때 와 같이 30°C 일 경 

우를 최적온도로 정하고, 모든 실험을 실시하였 

다.

완충용액의 영향

Cytosine 을 정 량하기 위한 본 박테리 아 전극 

의 완충용액 에 따른 영 향을 SZe2 에 나타내 었 

다.

Proteus mirabilis 박테 리 아 전 극은 pH 와 온 

도를 7.6, 30°C 로 고정시키고, phosphate 와 

Tris-HCl 완충용액 을 변화시 켜 감응을 측정 한 

결 과, 0.2M phosphate 일 경 우는 직 선 범 위 1.0 
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Xl()-3—5. OxlO^M 내에서 45mV/decade 의 감 

응기울기를 나타내었고, 15〜18분의 감응시간이 

요구되 었다. 0.1M phosphate 의 경 우는 L0X 
1(厂3一3.0X10-%!내에서 직선범위를 보여주었 

고, 41mV/decade 의 감응기 울기 , 0.05M phos- 
phate의 경우는 3.OX1OT—1.Ox1O-3m내에서 

38mV/decade 의 감응기 울기 로 0.2M 일 때 보다 

다소 떨어진 값을 나타내었다. 한편, 0.1M Tr- 
is-HCI의 경우는 3.0X10-4-1.oxlO^M내에서 

28mV/decade 의 감응기 울기 와 22〜25 분의 감응 

시 간이 요구되거 phosphate 보다 저 조한 결 과를 

보여 주었다.

Citrobacter freundii 의 경 우, pH 7.6, 30° C 
로 고정 시 키 고 0.05M, 0.1M, 0.2M phosphate 
와 0.1M Tris-HCl 완충용액 을 사용한 결 과, 0- 
05M phosphate 완충용액을 사용하였을 경우에 

7.0X10-5—7.0X10-3M 내에서 감응기울기 값이 

48mV/decade 로 가장 좋은 값을 얻었고, 0.1M 
phosphate와 0.1M Tris-HC]의 경우에 L0X]()_4 
一5.0X10-3M의 같은직선범위를 가지나, 0.1 
M phosphate 일 경 우에 45mV/decade 로 30mV/ 
decade 의 감응기 울기 를 보여 주는 0.1M Tris- 
HC1 보다 좋은 감응을 나타내었다. 0.2M phos- 
phate의 경우는 1.0X10-4-3.OXIO^M내에서 

40mV/decade 의 감응기 울기를 나타내었다. 0.0 
5M Tris-HCl 과 0.2M Tris-HCl 의 경 우는 블
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Table 2. The effects of buffer solutions on the bacterial electrodes for cytosine

Buffer 
solutions

Proteus mirabilis11 Citrobacter freundii

linear 
range (M/L)

respones 
(mV/decade)

response 
time (mins)

linear 
range (M/L)

response 
(mV/decade)

response 
time (mins)

0. 05M 
phosphate

3.0X10—4 
—L OXI。-， 38 15—18

7.0X10'5
一 7.0X10-3 48 10—12

0.1M 
phosphate

1. OXIO-3
一 3. 0X10" 41 15—18

i.oxio-4 
-5.0X10'3 45 12—15

0. 2M 
phosphate

LOX 1(厂 3 
一5. OX 10-2 45 15—18

L OXI/ 

-3.OXIO-3 40 15—18

0. IM
Tris-HCl

3.0Xl()T 
—L 0X10-3 28 22—25

L OXI" 
一5. OX 1(广3 30 18—20

“Tested at pH 8.4, 30°C. ATested at pH 7.6, 30°C.

안정하여 재현성 있는 결과를 얻을 수 없었기에 

제외하였다.

따라서, 0.05M phosphate 완충용액 이 최 적 임 

을 알 수 있었다.

균량의 영향

Fig. 4 는 cytosine 을 정 량하기 위 한 박테 리 아 

전극의 균량에 따른 영 향을 나타낸 것이다. nh3 
gas-sensor 07mm) 에 0.2M phosphate 완충용액 , 

pH8.4, 30°C 로 고정 하여 Proteus tnirabilis 균 

량의 영 향을측정하였다. 그결과, l,2,4mg 에서 

는 3.OX1O-3—3.ox1O-3m 의 같은 직선범위가 

나타났고, 각각 44,46,45mV/decade 의 감응기 

울기 를 보여 주었 다. 또한 감응시 간은 l,2mg 일 

때 는 8〜10분, 12〜15분으로 균량이 적 음에 따 

라 감응시 간은 짧게 나타났다. 그러 나, 3mg 일 

때는 1.0X10-3-5.0X1CJ-2M내에서 48mV/dec- 
ade 의 감응기 울기 와 15~18 분의 감응시 간이 요 

구되어 가장 우수한 값을 나타내었다.

한편 , Citrobacter freundii 의 균 량을 변 화시 

킨 결과, L2mg 일 때는 저농도에서 더 긴 직선 

범위를 보여주었고, 감응시간은 짧게 나타났다. 

4,5mg 일 때 는 동일한 3.0X10-4-1.0X10^2M 
내에서 41,40mV/decade 로 비숫한 결과를 보여 

주었고, 균량이 3mg일 때는 7.0X10-5—7.0X1 
()-3M내에서 48mV/decade, 감옹시간은 10~12 
분으로 가장 좋은 값이었다.

Proteus mirabilis 전 극과 Citrobacter freundii 

전극에서 모두 3mg의 균량이 최적임을 알 수 

있었다.

Fig. 4. The effects of bacterial amounts on the ba­

cterial electrodes for cytosine, (a) Proteus mirabilis 

bacterial electrode： 1(0)； 2(・)；3(口)； 5mg(A). 

(b) Citrobacter freundii bacterial electrode: !(□)； 

2(・)； 3(A)； 4(・)； 5mg(O).

Fig. 3. The effects o£ pH on the bacterial electro­

des for cytosine, (a) Proteus mirabilis bacterial 

electrode: 7.8(0)； &()(•)； 8.20； 8.4(H)； 8.6 

(△)； 8.8(A)- (b) Citrobacter freundii bacteriale 

lecteode： 7.2(0)； 7.4(D)； 7. 6«) ；7. 8(A) ； 8.0 

(■)•
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6. 방해물질과 각종-무기염류의 영향

7泌"3에서는 1.0X10-3M cytosine에 각종 

아미 노산올 동량 첨 가시 켰을 때 cytosine 에 대한 

』mV 값으로 나타내었다.

Proteus 洲讶사의 경 우는 leucine, glutami­
ne, asparagine 이 큰 방해 물질로 작용했고, Ci- 

trobacter freundii 는 glutamine, asparagine, 
alanine 둥이 방해하였음을 알 수 있다.

Citrobacter freundii 를 이 용할 경 우는 Prot­

eus mirabilis 에 서 보다 아미 노산의 방해 를 줄일 

수 있 다. 또한 alanine 과 asparagine, glutamine 
올 제거한다면, 선택성이 우수한 전극으로 생각 

된다.

%况°4에서는핵산의 방해를 살펴본 결과, 

Proteus mirabilis 의 경 우는 대 부분 방해 를 받았 

으나, Citrobacter freundii 는 cytidine, 2'-d&A

Table 3. The effects of amino acids on the bacterial 

electrodes for cytosine

Amino acids

Proteus mirabilis11 Citrobacter freundiib

response 
(mV)

JmV
response 
(mV)

JmV

alanine +17 -3 -5 -13

arginine +20 0 — 一

citrulline +20 0 +8 0

glycine + 20 0 +6 -2

glutamic acid +18 -2 +8 0

histidine + 20 0 +8 0

lysine + 20 0 +8 0

ornithine +20 0 +8 0

proline +20 0 +8 0

threonine +20 0 +5 -3

valine +20 0 +8 0

asparagine -9 -29 -23 -31

phenylalanine +10 -10 + 8 0

methionine +6 -14 +8 0

leucine +4 -16 +8 0

glutamine +2 — -10 一18

cysteine + 15 -5 + 8 0

isoleucine + 17 -3 + 8 0

Nonee + 20 0 +8 0

^Tested in pH 8.4, 0.2Mphosphate buffer solution 

at 30°C. ”Tested in pH7. 6, 0. 05M phosphate buffer 

solution at 30°C. rOnly 1. 0X10~3M cytosine. 
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xycyt너ine, 2z-deoxyadenosine -2] 방해를 받았 

을 뿐이 다. 핵산이 공존할 경 우. cytosine 을 정 

량할 때에 는 Citrobacter freundii 박테 리 아 전극 

올 이용함이 유용하다・

한편, LOX1（「3M cytosine에 동량의 무기염 

들을 섞었을 때, 감응의 차이 즉 ZmV 를 측정 

하여 T沥"5 에 나타내 었다. 표에서 보는바와 

같이 대 부분의 무기 염 들은 Proteus mirabilis 전 

극이 나 C油诚贝*厂以d获 전극에 대하여 모두

Table 4. The effects of the nucleic acids on the 

bacterial electrodes for cytosine

Proteus mirabilis11 Citrobacter /reundiib

Mucleic acid 
response 
(mV)

4mV
response 
(mV)

JmV

cytidine -8 -28 + 1 -7

adenine +3 -17 +8 0

adenosine +6 -14 +3 -5

guanosine +7 -13 +8 0

2/-deoxycytidine -2 -22 -1 -9

2Z-deoxyadenosine +6 -14 -2 -10

2Z-deoxyguanosine +6 -14 +8 0

None*7 +20 +8 0

^Tested in pH 8.4, 0. 2M phosphate buffer solution 

at 30°C. 'Tested in pH 7.6, 0.05M phosphate 

buffer elution at 30°C. cOnly 1. 0X10~3M cytosine.

Table 5. The effects of inorganic salts on the bact­

erial electrodes for cytosine

Inorganic 
salts

Proteus mirabilis11 Citrobacter freundii

response 
(mV)

JmV
response 
(mV)

JmV

NaNO3 + 21 + 1 +9 4-1

NaHCO3 +21 + 1 +9 + 1

MgSO4 + 22 + 2 +9 + 1

NaaSO4 +22 + 2 +9 + 1

KC1 4-22 +2 + 10 + 2

K4Fe(CN)6 +22 +2 + h) +2

Na2WO4 +26 +6 + 12 +3

NaHSO4 + 32 + 12 + 13 +5

Nonec + 20 0 +8 0

叮ested in pH 8. 4, 0. 2M phosphate buffer solution 

at 30°C. ^Tested in pH 7.6, 0.05M phosphate 

buffer solution at 30°C.c Only 1. OX 10~3M cytosine.
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Table 6. Lifetime of the bacterial electrodes for cytosine

Days

Proteus mirabilis Citrobacter freundii

linear 
range (M/L)

response 
(mV/decade)

response 
time (mins)

linear 
range (M/L)

response 
(mV/decade)

response 
time (mins)

1
L 0X10-3 

一5. OX 1(广2 47 15—18
7.0X10-5 
一7. 0X10-3 48 10—12

2
1.0X10-3 
一5. 0X10" 45 15—18

7.0X10—5
— 7.0X10-3 47 10—12

5
1.0X10-3 
-5.0X10-2

43 18—20
7. OX 1(广5 
-7. OX IO"3 46 10—12

10
3.0X10-3 
一3. OX 10" 38 20—25

LOX IB 
一 5. 0X10-3 43 12—15

15
5-0X10"3
一 1.0X10-2 32 22—28

L OXI/ 
一 5. 0X10-3 40 14—16

“Tested in pH 8. 4, 0. 2M phosphate buffer solution at 30°C. 4Tested in pH7. 6, 0. 05M phosphate buffer

solution at 30°C.

감응 억제물질로 작용함을 알 수 있다.

전극의 수명

본 연구에서 개발한 전극을 어느 정도까지 유 

용하게 사용할 수 있는지 알아보기 위해 가장 최 

적 조건인 상태에서 15일 동안 4°C로 전극을 보 

관하면서 감응도를 측정 하여 Ta况e 6에 나타내 

었다.

Proteus mirabilis 박테 리 아 전 극의 경 우, 1 일 

부터 5 일까지는 1.0X10-3一5.0X10-2M 에서 직 

선을 나타내 고, 이 구간에서 43~47 mV/decade 
의 감응도를 보여주었고, 감응시간도 큰 변화가 

없었다. 10 일 이후에는 3.0X10-3-3.ox10-2M 
의 직 선구간으로 짧아졌고, 38mV/decade 로 감 

웅기울기가 저하되다가 15일에는 5.0X10-3—1. 
0 X10-2M 내 에 서 32mV/decade 로 감응기 울기 

가 떨어졌으며, 감응시간도 18~22분으로 길어 

졌다.

Citrobacter freundii 박테 리 아 전극의 경 우는 

1일에서 5일까지 7.0X10-5—7.0X10-3M 내에 

서 46〜48mV/decade 로 거 의 변화가 없음을 알 

수 있다. 10일에는 1.0X10-4-5.0X10-3M, 40 
mV/decade 로 조금씩 저 하되 었다. 그러 나 그 이 

후에도 직선범위 내에서는 실제 사용이 가능하 

였다.

따라서 Proteus mirabilis 와 Citrobacter freu­

ndii 전극을 비 교하였을 때 , Citrobacter freundii 

박테 리 아 전극이 cytosine 정 량에 더 장기 간 사 

용됨을 알 수 있다.

결 론

본 연구에 서 는 cytosine 의 정 량에 대 해 Prote­

us mirabilis 박테 리 아 전 극과 Citrobacter freun­

dii 박테리 아 전극을 개 발하고, 두 전극을 비교 

검토하여 감응도와 재현성이 우수한 박테리 아전 

극의 최적 조건을 조사하였다.

먼저, Proteus tnira헤is 박테 리 아 전 극의 경 우, 

최 적 감응조건은 30°C, pH8.4, 0.2M phosphate 
완충용액을 사용한 경우이며, 이러한 조건들에 

서 직선 범위는 1.0><1（厂3一5.0><1（厂2^1이었고， 

이 범위내에서 45~48mV/decade의 감응기울기 

로 보여 주었다.

또한, Citrobacter freundii 박테 리 아 전 극의 최 

적 조건은 pH 7.6, 0.05M phosphate 완충용액 , 

30°C, 균량은 3mg 이었다. 이 때 직선범위 7.0 
X10-5—7. OX1O~3M 에 서 48mV/decade 의 감응 

을 보여 주었다.

한편, Citrobacter 斤订박테리아 전극의 

경 우는 Proteus mir泌/Zis 박테 리 아 전극일 경 우 

보다 아미노산이나 핵산의 방해가 적게 나타났 

다. 대부분의 무기염류는 두 전극에 감응 억제 

물질로 나타났고, 이들 전극의 감응도는 5일까 

지는 거의 변화가 없었으며, 그 이후에도 재현 

성 을 유지 하므로 cytosine 의 측정 에 는 계 속 이 용 

할 수 있다.

Journal of the Korean Chemical Society
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따라서, Proteus 師衽gZ我is 전극과 Citrobacter 

fre必出i 전극에서 비슷한 45〜48mV, 48mV/ 
decade 의 감웅기 울기 를 가지 나, Citrobacter fr~ 

疔전극의 경우저농도에서 감응이 우수하고, 

감응시간이 짧으며, 직선범위도 훨씬 길게났으 

며, 방해 도 적기 때 문에더 유용하다고 사료된다.

끝으로 본 연구를 위해 재정지원을 하여 준 한 

국 학술진흥재단에 감사를 드리는 바이다.
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