
DAEHAN HWAHAK HWOEJEE
(Journal of the Korean Chemical Society)
Vol. 34, No. 6, 1990
Printed in the Republic of Korea

새로운 식물조직 바이오센서에 의한 글루타민의 정량

印權植t •金霍元•全泳园 

계명대학교 자연과학대학 화학과

(1990. 8. 10 접수)

Determination of Glutamine Utilizing New Plant Tissue Bio-Sensor

Gwon Shik Ihnf , Bong Weon Kim, and Young Guk Jeon
Department of Chemistry, College of Natural Science, Keimyung University, Taegu 704-701, Korea

* (Received August 10, 1990)

요 약. 장미 구성요소 중 꽃잎 부분을 NH3 감응센서에 고정시켜서 글루타민 조직센서를 제조하여 pH, 
온도, 완충용액, 조직 양 및 여러 가지 방해물질의 영향과 전극의 수명 등에 관하여 조사하였다. 그. 글과 

37M에서 pH 7.8, 0.2M 인산완충용액을 사용하였을 때, 8.0X 10 4~5.0X 10-2M 글루타민 직선범위와 52 

mV/decade의 감웅기울기를 나타내었다. 이 때 사용한 조직 양은 50mg이었다. 본 센서는 선택성이 탁월한 

것으로 나타났다. 이 센서를 장미의 다른 구성요소와 비교하였다. 실제 글루타민의 정량에 유용하게 사용될 

것으로 나타났다.

ABSTRACT. The bio-sensor for glutamine has been constructed by immobilizing petal of the rose 
structural elements on an ammonia gas sensor. This sensor was invesstigated for the effects of pH, tem­
perature, buffer solution, tissular amounts, interferences and lifetime. As a result, the tissue sensor showed 

linear range of 8.0xl0-4-5.0x IQ-2 Af glutamine with a slope of 52 mV/decade in pH 7.8, 0.2 M phos­
phate beffer solution at 37°C. The tissular amounts used for this sensor was 50 mg. This sensor showed 
excellent selectivity. This sensor was compared with other structural elements of rose. Actually, this 
tissue sensor appeared to be very useful for the determination of glutamine.

서 론

바이오센서는 생체관련물질인 효소 미생물, 항원 

및 동식물의 조직 등을 막에 고정시켜서 전기화학 

장치와 연결하여 용액계에 있는 검출대상물질을 전 

위차법과 전류법으로 측정한다. 이러한 생체물질은 

측정대상에 대한 선택성이 탁월하고 감도가 예민하 

다. 특히 생체반응에 대하여 촉매로 작용하는 효소 

는 특정한 물질에 선택적으로 작용하기 때문에 효 

소센서에 대한 연구가 매우 활발히 진행되고 있다%

그러나 효소는 주로 미생물로부터 추출 정제하고 

있으며, 단백질이기 때문에 불안정하며, 추출단계에 

서 활성을 잃을 수 있고 보관 관리에도 문제점이 

지적되어 미생물 자체의 효소반응을 이용한 미생물 

센서가 개발되었다2. 효소에 비해서 박테리아가 활 

성이 더 지속되었고3 NH3와 CO2 기체감응센서에 

고정시켰을 때에는 CO2 기체감웅센서의 선택성이 

훨씬 더 우수하였다，.

최근에는 효소의 활성이 좋으며, 장시간 안정하게 

사용할 수 있고 주위에서 쉽게 구할 수 있는 동식 

물의 조직을 이용한 조직센서에 관한 연구가 활발히 

진행되고 있다5T8.
최초의 동물조직센서는 Rechnitz 등5에 의해 보 

고되었으며, 이 센서는 아르기나아제 효소를 가지고 

있는 소의 간조직을 이용하여 아르기닌을 정량하였 
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다. Ma 등&은 돼지 신장조직을 이용하여 glucosa- 
mine-6-phosphate를 정량하였으며, Arnold 등은 쥐 

소장 점막을 이용하여 아데노신을 정량하였다• 또한 

Fiocchi 등은 AMP 정 량에 토끼 의 근육을 이 용하여 

효소센서보다 감응기울기와 수명 면에서 현저히 좋 

은 결과를 얻었으며, 토끼의 간조직을 이용한 구아닌 

바이오센서가 Arnold 등에 의해 보고되었다.

한편 최초의 식물조직센서로는 호박의 중과피를 

C02 기체감응센서에 고정시켜 글루타마아트를 정 

량한n 이후 Kuruyama 등】으 옥수수 알맹이를 이 

용하여 피루브산을 정량하였고, Arnold 등出은 jack 
bean meal의 식물조직과 우레아제를 이용한 결과를 

보고하였는데 , 식물조직 센서 가 감응기울기 와 수명 이 

월등히 우수하였다. Schubert 등은 사탕무우를 이 

용하여 티로신을 정량하였고, Smit 등"은 오이 잎을 

이용하여 시스테인을 정량한 바 있다. 최근에는 Ri­
boflavin sensor16, flower sensor17 등도 보고되었다.

한편 가장 보편적이고 생물학적으로 중요한 아 

미노산은 모든 생물에서 발견되는 폴리아미드의 거 

대분자인 단백질을 구성한다. 이러한 단백질의 아 

미드결합을 산가수분해하면 얻어지는 아미노산 중 

에서 글루타민(Gin)은 생체속에서는 아미노트랜스 

페라아제 (aminotransferase) 의 기질이 되며*, 또한 

글루타미 나아제 에 의 해 글루타마아트와 암모니 아를 

생성한다 I%
바이오센서를 이용한 글루타민 정량법은 Guil- 

bault 등西과 Huang®에 의한 효소전극과 Rechnitz 
등", Mascini 등22과 Ihn 등刀에 의한 미생물전극이 

보고된 바 있다. 미생물전극은 Sarcina Rana를 사 

용했을 때가 Proteus vulgaris^- 사용했을 때 보다 

좋은 결과를 나타내었다”次. 특히 Mascini는 Sar­

cina flava 박테리아를 이용하여 글루타민이 암모니 

아로 전환되는 것을 자동화된 flow system으로 측 

정하였다气 특히 Arnold 등은 돼지의 신장조직을 

이용하여 글루타민을 정량한 동물조직센서를 보고 

하였으나, 글루타민 정량에 식물조직센서가 이용된 

바는 없다.

따라서 본 연구에서는 글루타민을 정량하기 위해 

아직까지 보고된 바 없는 장미조직을 이용한 식물 

조직센서를 제조하고, 이 식물조직센서를 사용하여 

글루타민을 정량함에 있어서 분석의 최적조건을 찾 

고자 한다.

장미조직센서로 글루타민 정량에 따른 pH, 온도, 

완충용액 및 조직 양의 최적조건을 찾고, 이에 따른 

아미노산 및 핵산에 대한 선택성 여부 및 장미조 

직센서의 수명을 조사하여 최적 장미조직센서를 찾 

았기에 이를 보고하고자 한다.

실 험

시약 및 기기

A| 약 글루타민은 Sigma제, 완충용액으로 

사용한 NazHPQ와 NaHzPQ는 Wako제, TnsChy- 
droxymethyl) aminomethane은 Sigma제 특급시약 

을 사용하였다. 또한 조직이 부패되는 것을 막기 

위해 사용한 NaN3는 Sigma제 특급시약을 사용하 

였다.

그 외 아미노산 및 핵 산류 등은 Sigma제, Wako제, 

Fluka제 특급시약을 사용하였으며, 모든 용액은 탈 

염된 재증류수를 사용하였다.

식물조직. 본 실험에 사용된 장미는 new-carina 

(、Rosa-Hybrida)로서 화원에서 구입하여 사용하였다.

기 기. 암모니아 기체 감응센서는 Orion Re­
search Model 95-12를, 전위 및 pH 측정은 Orion 
research Digital pH/millivolt meter 611 와 Beck­
man Model 76 Century SS pH meter를 사용하 

였으며, 항온조는 Forma Scientific Model 2067을 

사용하였다. 또한 투석막은 Millipore제 (pore size 
0.3 呻)를 사용하였다.

전극의 조립

장미의 꽃잎 부분 50mg을 잘게 썰어 다진 후, 

투석막과 기체투과막 사이에 놓고，기존의 NH3 기 

체 감응센서 0 7 mm) 의 하단부에 부착시 켜서 장미 

呈직센서를 Fig. 1과 같이 조립한다. 조립된 전극을 

0.02% NaN3가 포함된 완충용액에서 조직이 가지고 

있는 NH3를 제거하기 위해서 4~6시간 저장한다. 

저장 후 이 전극을 시료용액 50 m2에 담그고 용액을 

자석젓개로 저어가면서 기전력을 기록하였다.

결과 및 고찰

조직센서에 의한 글루타민의 검정선

용액 중의 글루타민은 투석막을 통과한 후, 조직이
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Fig. 1. Schematic diagram of the tissue sensor for gluta­
mine: a. inner body, b. reference element, c. outer body, 
d. internal filling solution, e. gas-permeable membrane, 
f. tissular layer, g. dialysis membrane.

가지고 있는 글루타미나아제에 의해 글루타마아트와 

nh3 기체로 분해된다面.

glutamine+ H20—»glutamate + NH3 (1)

이렇게 하여 생성된 NH3 기체는 NH3 기체만을 선 

택적으로 통과하는 가스투과막을 통과하여 NH3 기 

체감응센 서의 내부용액으로 확산되어 들어간다^. 

내부용액으로 들어온 NH3 기체는 다음과 같이 평 

형을 이루며 반응이 진행된다.

NH3+H2O- NH^ + OH- (2)

[NH打[OHP = K • ENH3] (4)

식 (4) 에서 [NH：] 항은 내부용액 NH’Cl에 의해 

일정하게 유지되므로 상수로 간주할 수 있다.

EOH-]= 〒슨. WH 打 = KTNH3] (5)

곧 글루타민의 전위는 Nernst식에 의해 다음과 같 

다.

E=E0-S logLOH-] (6)

0

4 3 2

-log [glutamine)

Fig. 2. Calibration curves on optimum conditions for 
glutamine

여기서 S는 전극의 감웅기울기이며, [0H-]가 [NH3] 
의 농도에 직접적으로 비례하므로 다음의 식이 된다.

E=E、—S log[NH3] (7)

따라서 전위는 분해생성물인 NH3 농도에 비례한다. 

즉, 위의 과정에서 발생되는 NH3 기체를 조직센서로 

측정함으로서 글루타민을 정량할 수 있다.

글루타민을 정량하기 위한 최적조건은 pH 7.8, 
온도 37t, 조직량 50 mg, 0.2M 인산완충용액으로 

이 전극의 감응특성을 측정하여 구한 검정선은 상 

대오차 3.8%로 Fig. 2에 나타내었다.

Fig. 2로부터 알 수 있는 것처럼 글루타민의 농 

도가 8.0X10T~5.0X10-2M내에서 검정선이 직선 

이었으며 검출한계는 5.0X10TM이었다. 감응기울 

기는 52 mV/decade였으며, 이 값은 글루타민의 정 

량에 사용한 박테리아센서의 48 mV/decade”보다 

훨씬 좋은 값이었다.

Journal of the Korean Chemical Society
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Fig. 3. Effect of pH in 0.2 A/ phosphate buffer solution 
at 37°C. pH 7.2 (a-a), pH 7.4 (•-•), pH 7.6 (・-■), pH 

« 7.8 (O-O), pH 8.0 (□-□).

조직센서의 최적조건 조사

pH의 영향. 글루타민을 정량할 때의 식물조직의 

활성이 가장 큰 pH를 찾기 위하여 식물조직센서에 

대한 pH의 영향을 다음과 같이 조사하였다.

장미조직센서의 경우 꽃잎의 양 50mg, 온도 37 

M로 고정시키고, 0.2M 인산완충용액의 pH를 7.2 
에서 8.0까지 변화시켜서 측정한 장미조직센서의 

감응특성을 Fig. 3에 나타내었다.

Fig. 3을 보면 알 수 있는 바와 같이 pH 7.2어서는 

글루타민의 농도가 9.0X10 5.0X10 2 M 농도범
위내에서 직선이었고 44mV/decade의 감응기울기 

를 나타내었다. PH 7.4, 7.6, 7.8에서는 같은 8.0X 10~4 

~5.0X10-2M 글루타민의 농도범위내에서 직선이 

었고, 각각 46, 50, 52mV/decade의 감응기울기를 

나타내어서 pH 7.8일 때가 가장 좋은 감응기울기를 

나타내었다. 또한 pH8.0에서는 9.0X10T〜5.0X

Table 1. Effect of temperature on the activity of rose 
tissue in 0.2 A7 phosphate buffer solution at pH 7.8

Temp.
(°C)

Linear 
range 
(M)

Response slope 
(mV/decade) 

(negative slope)

Response 
time 

(mins)

30 9.0x10-4
-5.0x10-2

37 17-20

33 9.0x10-4
-5.0 xlO-2

42 17-20

35 8.0xl0-4
-5.0x10-2

48 15-18

37 8.0 X IO-4
-5.0X10-2

52 15-18

10-2M 글루타민의 농도범위내에서 직선이었고 48 

mV/decade의 감응기울기를 나타내었다. 가장 좋은 

감응을 나타낸 pH 7.8은 돼 지 신장 조직 센서로 글 

루타민을 정량할 때의 최적 pH 인 7.8과 같았다 18.
온도의 영향. 글루타민을 정량할 때에 장미조직 

이 가장 좋은 활성을 나타내는 온도를 알기 위해 

측정용액의 온도를 변화시켜서 각 센서의 감응특성 

을 조사하였다.

완충용액과 조직량 그리고 pH를 0.2M 인산완충 

용액, 50mg, 7.8로 각각 고정시키고 용액의 온도를 

30M에서 37t까지 변화시켜서 측정한 이 센서의 

감응특성을 Table 1에 나타내었다.

Table 1로부터 알 수 있는 것처럼 30t：와 33艺에 

서는 글루타민의 농도가 9.0X10-4~5.0X10'2M 
범위에서 직선이었고, 각각 37 mV/decade, 42 mV/ 
decade의 감응기울기를 나타내었다. 또한 35°C와 37 
t에서는 같은 8.0X10-4~5.0X10-2M 글루타민의 

농도범위내에서 직선이었으며 각각 48mV/decade, 
52 mV/decade로 나타내 었다.

Table 1에서처럼 온도가 높아질수록 감응기울기가 

증가하였으며, 37t 일 때가 가장 좋은 감응을 나타 

내었다. 이 온도는 글루타민 정량에 돼지 신장조직을 

이용했을 때의 30M일 때보다는 높은 온도였다. 그 

러나 37t 이상에서는 기전력이 불안정하여 재현성 

있는 결과를 얻을 수 없었기에 제외하였다. 따라서 

본 조직센서를 사용할 때 용액의 온도를 37t로 정 

하였다.

완충용액의 영향. 글루타민을 정량할 때에 최적
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table 2. Effect of buffer solution on the activity of rose 
tissue at pH 7.8, 37 °C

Linear Response slope Response
Buffer range (mV/decade) time

(M) (negative slope) (mins)

0.05 A/ 7.0x10-4 41 14-17
phosphate -5.0X10-2

0.1 A/ 8.0x10-4 45 15 니 8
phosphate -5.0X10-2

0.24/ 8.0x10-4 52 15-18
phosphate -5.0X10-2

0.2 A/ 9.0 x 10-4 48 16-19
Trix-HCl -5.0xW2

감응특성을 나타내는 완충용액을 찾기 위해 장미조 

직센서의 완충용액의 영향을 다음과 같이 조사하였 

다.

pH, 온도 및 꽃잎의 양을 각각 7.8, 37°C, 50 
mg으로 고정시키고, 인산완충용액의 몰농도를 0.05 
M, 0.1 M, 0.2 M로 변화시켰으며, 아울러 知s-HCl 
완충용액에 대하여 측정한 이 센서의 감응특성을 

Table 2에 나타내었다.

Table 2로부터 알수 있는것처럼 최적 감응을 

나타낸 0.2M 인산완충용액의 경우, 글루타민의 농 

도가 8.0X10T~5.0X10-2M의 범위에서 직선이었 

고, 52mV/decade의 감응기울기를 나타내었다. 0.1 
M 인산완충용액과 0.05M 인산완충용액의 경우에 

는 감응기울기가 떨어졌다. 한편 0.2M <m-HCl 
완충용액의 경우에는 인산완충용액에서 보다 떨어진 

값을 나타내었다. 따라서 0.2 M 인산완충용액이 최적 

완충용액임을 알 수 있었다.

조직의 양에 의한 영향. 글루타민을 정량할 때의 

최적 조직의 양을 알아보기 위해 조직센서의 조직 

양에 따른 센서의 감응특성을 다음과 같이 조사하 

였다.

pH, 온도 및 완충용액을 각각 7.8, 37°C, 0.2M 
인산완충용액으로 고정시키고, 사용한 장미의 조직 

양을 的〜60 mg으로 변화시켜서 측정한 결과를 

4에 나타내었다.

사용한 조직의 양이 30 mg일 때는 L0X10-3〜 

5.0X10-2M 글루타민의 농도범위에서 직선이었고 

41 mV/decade의 감응기울기를 나타내었다. 40 mg일

4 3 2

-log [glutaaine]

Fig、4. Effect of tissular amounts in 0.2M phosphate 
buffer solution at pH 7.8, 37°C. 30 mg (□-□), 4() mg 
(•-•), 50 mg (O-O), 60 mg (■-■).

때는 글루타민의 농도가 9.0X10 4—5.0X10"2M 
범위에서 직선이었고, 감응기울기는 48mV/decade 
였다• 가장 좋은 감응을 나타낸 조직의 양이 50 

mg에서는 8.0X10"4-5.0X10 2Af 글루타민의 농 

도범위에서 직선이었고, 52 mV/decade의 감응기울 

기를 나타내었다. 한편 조직의 양이 60mg일 때는 

글루타민의 농도가 8.0X10—4〜80X10-2心에서 직 

선이었고, 감응기울기는 44mV/decade로서 조직의 

양이 50 mg일 때보다 떨어진 값이었다. 따라서 본 

조직센서의 최적 조직의 양이 50mg임을 알 수 있 

었다.

아미노산과 핵산에 대한 선택성 조사, 글루타민 

을 장미조직센서로써 정량할 때에 이 센서의 감응에 

방해를 하는 방해물질을 알아보기 위해 아미노산 및 

핵산이 기전력에 미치는 영향을 다음과 같이 조사 

하였다.

1.0X10~3M 글루타민의 수용액에 각종의 아미 
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노산 및 핵산을 같은 농도가 되도록 첨가시켰을 

때 방해하는 기전력 변화정도를 AmV로 나타내어 

Table 3과 4에 나타내었다.

이 결과 아미노산은 전혀 방해를 끼치지 않았으며, 

핵산 중에서 시티딘과 2，-데옥시시티딘이 각각 6, 

9mV/decade를 방해하였다. 한편 측정한 요소도 4 
mV/decade를 방해하였다.

글루타민의 정량에 이용된 박테리아 센서의 경우 

는 대부분의 아미노산에 방해를 받았지만23 본 조 

직센서의 경우는 아미노산에는 전혀 방해를 받지 

않는 기존의 어느 전극보다도 선택성이 탁월한 장 

점이 있었다.

식물 구성요소에 따른 activity 측정. 본 실험에 

사용한 장미의 각 구성요소를 앞에서 측정한 실험의 

최적조건인 완충용액의 농도 0.2 pH 7.8, 온도 37 
◎, 각 구성요소의 양을 50mg으로 고정시키고, 측 

정한 결과는 다음과 같다.

꽃잎의 경우, 8.0〉＜10-4~5.0＞〈10一2，竹 글루타민의 

직선범위내에서 52 mV/decade의 감응기울기를 나

Table 3. Effect of amino acids on the activity of rose 
tissue in 0.2 A/ phosphate buffer solution at pH 7.8, 
37 °C

Amino acids Response 
(mV)

厶mV

Glycine + 50 0
L-tryptophan + 50 0
L-lysine + 50 0
L-arginine + 50 0
DL-valine + 50 0
L-serine + 50 0
L-tyrosine + 50 0
L-cysteine + 50 0
L-alanine + 50 0
L-isoleucine + 50 0
L-asparagine + 50 0
L- leucme + 50 0
L-methionine + 50 0
DL-phenylalanine + 50 0
L-histidine + 50 0
L-threonine + 50 0
L-proline

Urea + 46 -4
None + 50 0

타내었고, 감응시간은 15〜 18분이었다.

엽신의 경우, 9.0X10T〜5.0X10TM 글루타민의 

직선범위내에서 47 mV/decade 의 감응기울기와 

20~23분의 감응시간을 나타내었다.

또한 악편의 경우, 8.0X10~4~5.0X10~2M 글루 

타민의 직선농도 범위내에서 50mV/decade의 감응 

기울기와 15〜18분의 감응시간이 측정되었다. 글루 

타민을 장미센서로써 정량한다면 꽃잎, 엽신, 악편 

모두가 이용 가능하지만, 꽃잎의 경우가 가장 좋은 

결과를 얻을 수 있다.

전극의 수명. 본 연구에서 개발한 식물조직센서 

를 어느 기간까지 유용하게 사용할 수 있는지 알 

아보기 위해 식물조직센서의 최적 실험조건에서 25 
일 동안 로 전극을 보관하면서 전극의 감응특성을 

다음과 같이 조사하여 尸独 5에 나타내었다.

Fzg. 5로부터 알 수 있는 것처럼 직선농도범위는

Table 4. Effect of nucleic acids on the activity of rose 
tissue in 0.2 M phosphate buffer solution at pH 7.8, 
37 °C

Nu지eic acids Response 
(mV) △ mV

Adenine + 50 0
Adenosine + 50 0
Cytidine + 44 -6
Cytosine + 50 0
Guanosine + 50 0
Uracil + 50 0
2-deoxycytidine + 41 -9
2 -deoxyadenosine + 50 ' 0
2 -deoxyguanosine + 50 0
None + 50 0

Tlae(d«r)

Fig- 5. Life time of the tissue sensors for glutamine. 
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10일까지는 변화가 없었으며, 15일 이후에는 다소 

좁아졌다. 또한 시간이 지남에 따라 감응기울기는 

조금씩 감소하였으며 감응시간은 길어졌다.

그러나 본 식물조직센서는 글루타민을 정량할 

때에 사용한 효소센서의 수명 1일18과 미크로솜을 

이용하여 S(*「을 정량할 때의 2일24 및 클로로플라 

스트를 이용하여 PO乎 을 정량할 때의 2시간25보다 

는 길었다. 또한 글루타민 정량에 사용한 미토콘드 

리아전극의 1일頂과 호박의 중과피를 이용하여 글 

루타민산을 정량할 때의 7일"보다도 길게 나타났 

으나, 글루타민 정량에 사용한 Sarcind flava 박테 

리아전극의 20일幻보다는 짧게 나타났다.

결 론

본 연구에서 장미(꽃잎)을 이용하여 식물조직센 

서를 개발하고, 수용액 속의 글루타민을 정량할 때의 

최적 실험조건을 조사하였다.

장미 조직센서의 최적 실험조건은 0.2M 인산완 

충용액 pH 7.8, 온도 37M, 조직의 양 50 mg이었다. 

이 최적조건에서 정량이 가능한 글루타민의 직선농 

도범위는 8.0X10-4〜5.0X10“m 검출한계는 5.0 

X10~4Mt 감응기울기는 52 mV/decade, 감응시간은 

15~ 18분이었다.

본 전극은 선택성이 탁월하여 다른 아미노산의 

방해를 전혀 받지 않았다. 또한 전극의 수명은 10 
일로서 이 기간내에는 직선농도범위가 전혀 변화가 

없었다.

따라서 본 연구는 쉽게 구할 수 있는 식물조직인 

장미를 이용함으로써 글루타민 정량에 기존의 사용 

된 센서보다 훨씬 좋은 감응을 나타내었고, 선택성이 

탁월하므로 글루타민의 정량에 유용하다.

본 연구는 1989년도 한국과학재단의 목적기초연 

구비 지원에 의하여 이루어졌으므로 이에 감사를 

드린다.
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