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요 약. pH7.8의 인산 완충용액에서 Bilirubin의 전기화학적인 환원거동을 직류 폴라로그래피, 시차 펄스 

폴라로그래피, 순환 전압전류법 및 정전위 전기량법으로 조사하였다. 직류 폴라로그램에서 반파전위가 一 1.32 
V와 一1.51 V 处. Ag/AgCl^ 2개의 환원파를 확인하였고, 각 환원파의 전류유형은 제 1환원파는 확산지배적인 

전류였으며 제 2환원파는 반응성전류가 약간 포함된 확산전류였다. 그리고 각 환원단계는 모두 비가역적이 

었다. 또한 Bilirubin의 농도가 3.4X10-4M 이하일 때 나타나는 전방파가 흡착에 의한 전류임을 확인하였다. 

환원반응에 관여하는 전자수는 제 1단계에서는 2개였으며, 제2단계에서는 1개였다.

ABSTRACT. The electrochemical reduction behavior of Bilirubin (BR) in phosphate buffer (pH 7.8) 
solution was studied by DC polarography, differential pulse polarography, cyclic voltammetry and control­
led potential coulometry. In DC polarogram, two reduction waves of BR were found. The half wave 
potentials of two reduction waves were -1.32 and -1.51 volts vs. Ag/AaCl respectively. The current 
type of 1st reduction wave was diffusion-controlled and the 2nd reduction wave was diffusion current 
containing a little kinetic current. The 시ectro사lemical reduction process of BR at each reduction step 
was all irreversible. The prewave appeared at lower concentration than 3.4X10"4 A/, this prewave was 
identified as adsorption prewave. And the number of electron transferred in reduction steps, napp was 
two for the V reduction step and one for the 2nd reduction step.

서 론

Bilirubin（이하 BR로 줄임）은 주로 간, 골수 및 

비장의 reticuloendothelial cell에서 hemoglobin의 

효소분해에 의해서 생기는 생성물이며 주황색의 te­
trapyrrole 구조를 하고 있는 bile pigment의 일종 

이다'. 이렇게 생성된 BR은 serum 지bumin과 결 

합하여 혈류를 따라 간으로 이동한다. 간에서는 dig- 
kicuronate와 결합하여 물에 잘 녹을 수 있는 glucu­
ronic acid ester를 형성하여 Bilirubin diglucuro- 
nide가 된다. 이것은 다시 쓸개로 이동된 다음 

urine으로 배출된다% 그러나 BR과 serum albu- 
min과의 결합능력이 포화되어 독성이 강한 free 

BR이나 colloidal BR이 존재하게 되면 황달을 일 

으키거나 심한 경우 뇌의 liphophilic tissue에 들어 

가 치명적인 뇌질환을 일으키기도 한다斗 이러한 

임상적인 중요성으로 BR의 연구는 많이 보고되고 

있다. With4, Bodchier5오｝ Hargreaves 등&은 Big] 

관한 연구결과를 총설로 보고하고 있다. 또한 BR의 

생성 및 분해과정이 산화• 환원반응을 거침으로 

BR의 전기화학적인 연구도 여러 연구자들에 의하여 

보도되었다7~如. 그러나 이와 같은 연구는 BR의 환 

원파를 확인하는 정도에 그쳤으며, 환원전류의 유 

형이나 환원반응의 가역성 등에 대한 연구는 수행 

되지 않았다. 따라서 본 실험에서는 pH 7.8의 인산 
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완충용액 중에서 BR의 환원과정을 좀 더 상세하게 

조사하였다. 즉 각 환원파의 전류유형과 환원반응의 

가역성 여부를 조사하고 BR의 농도가 3.4X10 4M 
보다 묽을 때 나타나는 흡착파를 여러 가지 방법으로 

확인하였으며 또한 각 환원단계에 관여하는 전자수 

도 구하였다.

실 험

시약. BR은 다음과 같은 방법으로 정제하였다. 

BR(Pfanstiechl laboratories Inc.) 을 CHCbChot) 에 

녹이고 실온으로 냉각시켜 0.1 Af NaHCO3로 3번 

씻은 후 NazSQ로 건조시키고 여과한다. Rotary 
evaporator로 CHCh을 1/3정도 날려 보내고 메탄 

올에서 재결정하여 여과한 후, dry gun을 사용하여 

건조한다. 재결정한 BR의 순도는 CHCk에 녹여 최 

대 흡수파장인 452nm에서 흡광도를 측정하여 몰 

흡광계수가 57,000〜 60,000범위 내임을 확인하여 

사용하였다. 완충용액 조제에는 Junsei제 특급시약인 

KHzPQ와 NaOH를 정제하지 않고 그대로 썼다.

장치. 실험 에 서 사용한 폴라로그래 피 는 PAR mo­
del 174 Polarographic Analyzer-f- 사용하였다. 각 

환원단계에 관허하는 전자수는 PAR model 380 con­
trolled potential coulometry system을 사용하여 

구하였다. 측정은 3전극 방식을 이용하여 용액 저항에 

의한 Ohmic IR 강하를 자동 보상하였으며, 보조전 

극으로는 백 금선을, 기 준전극으로는 Ag/AgCl 전극을 

사용하였으며, 흡광도 측정에는 Shimadzu UV-260 
double-beam spectrophotometer-f- 사용하였으며, 

pH 측정에는 Fisher Accumet Model 525 Digital 
pH/ion meter를 사용하였다. Data 처리에는 Apple 

II microcomputer-!- 이용하였다.

폴라로그램의 측정. 0.02 M NaOH 용액에 녹인 

BR의 저장용액에 인산 완충용액을 가하여 pH를 7.8 
로 맞추고 폴라로그램을 측정하기전 20분 동안 정 

제한 고순도 질소를 통과시킨 후 측정할 때에도 

질소기 체를 용액표면으로 통과시 켜 산소가 녹아드는 

것을 막았으며, 용기는 aluminium foil로 싸서 BR의 

광에 의한 분해를 막았고 항온조를 사용하여 25± 0.2 
°C의 일정온도에서 측정하였다. 환원반응에 관여하는 

전자수의 측정은 3차 증류한 고순도의 수은을 작 

업전극으로 사용하였다. 일정한 농도(7.0X10-5^) 

의 BR용액 일정량(10mZ)을 정전위 전기량측정 전 

해용기에 넣고, 각 환원파의 plateau potential 인 

-1.35, -1.60 V vs. Ag/AgCl에서 전해하여 소요된 

전기량을 구하여 동일한 조건에서 지지전해액만의 

용액을 전해할 때 소비된 전기량을 보정하여 Fara- 
day식에 적용하여 전극반응에 관여하는 전자수를 

구하였다.

결과 및 고찰

BR의 플라로그램. pH 7.8의 인산 완충용액 중 

에서 적하수은전극을 써서 0.0--1.8V vs. Ag/ 

AgCl의 전압범위에서 4.5X10TM의 BR의 직류폴 

라로그램과 시차펄스 폴라로그램을 측정하여 Fig. 1 

에 나타내었다. 그림에서의 G.0는 galvanic cur- 
rent가 0인 점을 나타낸다. 이 그림에서 알 수 있는 

바와 같이 BR은 반파전위가 각각 一 L32, -1.51 V 
vs. Ag/AgCl인 2개의 환원파를 나타내었다. 또 각 

환원파에 대한 환원전류의 유형과 가역성을 조사하 

기 위하여 달린 수은전극에서 전위 주사속도를 변 

화시키면서 측정한 순환 전압전류곡선을 F谊. 2에 

나타내었다.

환원전류의 유형. BR이 환원될 때 나타나는 전 

류의 유형을 조사하기 위하여 다음과 같은 실험을

Fig. 1. DC (III) and differential pulse polarogram (IV) 
of 4.5X 10-4M Bilirubin in phosphate buffer (pH 7.8) 
solution at 25W, curve (1), (II) are residual current 
of phosphate buffer solution only.
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Fig. 2. Cyclic voltammograms of 4.5 X 1(厂七初 Bilirubin 
in phosphate buffer (pH 7.8) solution with various 
scan rates at 25t：.

Table 1. DC polarographic id/hV2 values of Bilirubin 
in phosphate buffer (pH 7.8) solution at 25t

id/hl/2 (gA/cm1/2)
h (cm) ~ - ----------------

1 , wave 2nd • wave
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-oo
 

5
 
5

6

 
7
 .
7
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3

 
3
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4
 

■2
-2
-2

龙-2
-2

Q
 

L
 
L
 
L
 
L

o
o
o
o
o

0.26
0.28
0.31
0.31
0.37
0.24

Temperature coefficient
ls, • wave: 1.3% (15~25fc), 2nd • wave: 2.7% (15~25°C). 〔

하였다. 곧 수은주의 높이(/))를 변화시키면서 환원 

파의 환원전류를 구하여 이 환원전류값이 수은주의 

높이의 평방근에 비례하는지 그 여부를 조사하여 

Table 1에 나타내었다. Table 1을 보면 수은주의 

높이가 55.0-75.0cm 범위에서 제 1 환원파는 护〃에 

비례하므로 확산전류임을 알 수 있다. 그러나 제 2 
환원파는 砂'2에 비례하지 않으므로 확산지배적이라 

할 수 없다. 또 환원전류의 온도계수(dz/zMTXlOO 
%)로부터 환원전류의 유형을 조사하였던 바, 15~ 
25t:의 온도범위에서 제1환원파는 온도계수가 1.3 

어。로 확산지배적이었으나 제2환원파는 2.7%로 반 

응성전류가 약간 포함된 것으로 생각된다“. 한편 

순환 전압전류법으로 전류의 유형을 조사할 수도 

있다". 순환 전압전류그램에서 환원전류가 확산지 

배적일 때 봉우리전류(&>)는 반응물질의 농도와 전 

위주사속도(丫)의 평방근에 비례한다. BR의 농도변

5
•p 

(X2UA)

3

10 20
产

Fig. 4. R이ationship between current (ip) and V172 for 
4.5X10-4M Bilirubin in phosphate buffer (pH 7.8) 
solution at 25M.

화와 전위주사속도 변화에 따른 봉우리전류의 변화 

를 Fig. 3과 4에 나타내었다. Fig. 3과 4에서 알 수 

있는 바와 같이 제 1환원파는 BR의 농도와 卩成에 

비례하며 제2환원파는 BR의 농도증가에 따른 비 

례관계에서는 약간 벗어나나 卩U2에는 비례하였다. 

이상의 실험결과들로부터 pH 7.8의 인산 완충용액 

중에서 BR의 환원전류는 제 1환원파에서는 확산지 

배적이며 제 2환원파는 약간의 반응성 전류가 포함 

된 확산전류인 것으로 생각된다.

일정전위 전기분해. 각 환원단계에 관여하는 전
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Fig. 5. The plots of cathodic peak potential of the 
each reduction step ㈤)with log V for 4.5 X10 4 M 
Bilirubin in phosphate buffer (pH 7.8) solution at 25°C.

Fig. 6. The plots of peak current (log ip) with cathodic 
peak potential ㈤)of each reduction step for 4.5 X 
10 ''Af Bilirubin in phosphate buffer (pH 7.8) solution 
at 25°C.

자수를 구하기 위하여 7.0X10-MV/의 BR용액 10 
m/를 전해용기에 넣고 질소를 통과시키면서 각 환 

원파의 한계전류를 나타내는 전압범위인 一1.35와 

-1.60V vs. Ag/AgCl에서 전기분해 하였다. 일정전 

위 전기분해시 작업전극은 Hg-pool을 사용하였으며, 

기준전극은 Ag/AgCl이며 보조전극은 백금전극을 

사용하였다. 용액을 완전히 전기분해 시키는데 필 

요한 전기량(Q)을 측정하여 이 값을 Faraday식에 

적용하여 전극반응에 관여하는 전자수를 구하였다. 

그 결과 BR의 환원반응에 관여하는 전자수는 1단 

계에서는 2개이며 2단계에서는 1개라는 것을 알 수 

있었다.

환원파의 가역성. 순환 전압전류법에서 전위주 

사속도(V)를 변화시키면서 봉우리전위(耳)와 봉우 

리전류(") 를 측정하여 缶와 log V사이의 관계와 log 
와 旦의 관계를 도시하면 직선이 얻어진다(식 1, 

2). 이 직선의 기울기값으로부터 전이계수(a)를 구

Fig. 7. Cyclic voltammograms of various concentration 
for Bilirubin in phosphate buffer (pH 7.8) solution at 
25t, scan rate: 200 mV/sec. (I) 6.5X10~4M (II) 3.4X 
10-4M (III) 1.5X10"Af (IV) 1.2X10"M (V) 5.0X 
lOF.

Table 2. Cyclic voltammetric data for 1.5X 10-4Af Bi­
lirubin in phosphate buffer (pH 7.8) solution at 25°C

Scan rate 
(mV/sec) h (卩A) ip/cv

20 0.25 0.012
50 0.65 0.013
100 1.25 0.012
200 2.15 0.011
500 3.40 0.011

c: concentration of BR, v: scan rate (mV/sec).

할 수 있고, 이 값으로부터 반응의 가역성을 설명할 

수 있다".

RT d 1/2
EP=EQ,-----------{0.78+ln(——) + ln

anltF k

( 쯔旦項 ⑴

RT

領？ F
it，= 0.227 nFAC„*K„ exp{ -( J」)(E»-E°')}(2) 

RT

Fig. 5와 6에는 전위주사속도를 20 mV/sec에 서 

500mV/sec로 변화시키면서 순환 전압전류곡선을 

측정하여 위의 식들로부터 계산한 전이계수값(a)을 

나타내었다. 이 두 방법으로 구한 전이계수값(a)은 

서로 비슷하며, 실험결과로부터 두 환원반응의 가 

역성이 모두 좋지 않음을 알 수 있다.

Vol. 35. No. 4, 1991
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Fig. 8. Relationship between peak current （粉）of pre­
wave and Bilirubin concentration.

흡착파의 확인. pH 7.8의 인산 완충용액에서 

BR의 농도를 6.5X10-七竹에서 5.0X10-5M까지 변 

화시키면서 순환 전압전류그램을 측정하여 F讶. 7에 

나타내었는데, 日日의 농도가 3.4X10 4M 이하에서 

는 一L26V vs. Ag/AgCl의 전위에서 전방파가 나 

타났다. 이 전방파의 전류유형을 조사하기 위하여 

전위주사속도를 20mV/sec에서 500mV/sec까지 변 

화시키면서 봉우리전류（毎）를 측정하여 讨（用의 값을 

Table 2에 나타내었다. 또 BR의 농도변화에 따른 

봉우리 전류（撮를 측정하여 FzR 8에 나타내었다. 이 

상의 결과들을 보면, 전방파는 品에 대해 봉우리모 

양이 대칭적이었으며 i/e는 일정한 값을 나타내었 

다. 그리고 3.2X10-7“에서 2.0><10一叮讨의 농도범 

위에서는 농도변화에 대해 折가 선형관계를 이루다가 

그 이상의 농도범위에서는 농도가 증가하여도 希는 

일정한 값을 나타내었다. 따라서 BR의 농도가 3.4X 
10-4Af 이하일 때 나타나는 전방파는 흡착에 의한 

전류임을 확인할 수 있었다】2.

본 연구는 한국과학재단의 연구비 지원으로 수행 

된 바, 이에 감사를 드립니다.
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