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요 약. Immobilon-AV Affinity membrane에 L-glutamate dehydrogenase를 고정하여 유리질 탄소전극에 

부착시킨 전극을 사용하여 암모니아를 전류법으로 정량하였다. 이때 환원형의 NADH가 NAD+로 산화될 때 

전류를 +1.0 volt vs. Ag/AgCl에서 측정하였다. 효소 고정화된 membrane을 부착시킨 전극의 감응 특성은 

다음과 같다. 곧 직선 감웅 농도 범위는 4.0X10—5〜4.0X10TM이었으며, 정량한계는 2.0X10-6肱이었다. 

또한 감응 시간은 2분이었으며 효소 고정화된 막의 최적 pH와 수명은 각각 pH7.3〜7.6eulbecco's buffer 

용액)과 25일이었다. 그리고 다른 생리활성 물질의 방해는 없었다.

ABSTRACT. Enzyme electrodes for ammperometric measurement of ammonia was prepared by im
mobilization of L-glutamate dehydrogenase on an Immobilon-AV Affinity membrane and attachment to 
a glassy carbon electrode. Reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) was used as the electroac
tive species. The elctrochemical oxidation of NADH was monitored at +1.0 volt 히s. Ag/AgCl. Response 
was linear from 4.0X10-5 to 4.0X10-4Af. The detection limit was 2.0X10^6M. Response time, the opti
mum pH and life time of enzyme immobilized membrane were 2 min, pH7.3~7.6 (Dulbecco's buffer 
solution) and about 25 days respectively. When the enzyme electrode was applied to the NH「determina
tion with amperometric method, other physiolosical materials had no interference.

서 론

1960년대 이후부터 많은 연구가들은 생체물질을 

분석하기 위한 감웅 기기 및 기술을 개발하여 왔다. 

이 기술에 효소가 널리 사용되었는데、그 이유는 

효소가 생체내에서 아주 복잡한 반응을 원활 신속 

하게 진행시키며 특정기질과 선택적으로 촉매반응을 

하기 때문이다. 그러나 효소는 매우 불안정하고 값이 

비싸기 때문에 Guilbault 등養은 polyacrilamide gel 

속에 urase를 넣은 막을 1가 양이온 선택성（NH4+ 
감웅） 전극위에 고정시켜 만든 효소전극을 사용함 

으로써 효소전극을 보다 안정하고 장기간 사용할 수 

있게 개발하였다. 그 후 여러 연구자들에 의해 효소를 

고정화시키는 기술이 진보되었다&〜8

암모니아는 Serum과 plasma속에 낮은 농도로 

존재하며（어른 : 2.0X10-5-6.0X10~5Aft 신생아 : 

5.0X10-5〜8,0X10*09 Serum 중의 암모니아의 

-937 -



938 徐戊龍•金載祥•李心星•丧俊雄•李興洛•朴泰明

정량은 신장병의 연구에 매우 중요하다. 특히 오줌 

속의 암모니아의 양은 신장의 상태를 나타내는 중 

요한 척도로 사용되며 정상적인 신장은 하루에 

500-1200 mg 정도의 암모니아를 생산한다. 이러한 

암모니아를 정량하는 방법에서 여러가지가 있으나 

효소의 특정 기질에 대한 선택성 때문에 효소를 이 

용한 암모니아의 분석방법이 많이 연구되고 있다.

예를 들면 Fawaz와 Dahl 등 여러 연구자들蛆坦은 

암모니 아가 NADH와 L-glutamate dehydrogenase의 

존재하에 a-ketoglutarate와 반응하여 L-glutamate가 

되는 반응을 이용하여 암모니아를 정량하는 방법을 

제안하였으며, Roch-Ram目은 이와 같은 반응에서 

NADH의 fluorsence의 감소량을 측정함으로서 암 

모니아를 분석하였다".

그러나 이러한 연구는 용액 상태의 효소를 사용한 

연구로서 앞에서 설명한 바와 같이 용액 상태의 효 

소는 매우 불안정하며 수명이 짧아서 비경제적이다. 

따라서 암모니아의 정량에도 효소 고정화막을 이용 

한 연구가 수행되고 있다.

곧 Hornby 등攻〜20은 효소고정화 전극을 이용하여 

전위차법으로 암모니아를 정량하였으나, 1가 양이온 

에 대한 선택계수의 큰 단점이 있었다. 이 단점을 

개선하기 위하여 Lee 등2122은 PVC-nonactin 막을 

암모늄 이온선택성 전극을 관형태로 만들어서 연속 

자동화법으로 urea 및 암모니아를 전위차법으로 정 

량한 바 있다.

따라서 본 연구에서는 효소인 L-glutamate dehy
drogenase-!- Immobilon-Affinity membrane에 고정 

화시킨 다음, 이 membrane을 유리질 탄소전극에 

부착시켜 전극을 제작하고 이 전극을 이용하여 am- 
perometry법으로 NADH의 감소량을 측정함으로서 

암모니아를 간접적으로 정량하는 방법에 대하여 연 

구하였다.

실 험

장 치. Amperometric Biosensor Detector 

(Universal Sensor Inc. U.S.A.)를 사용하여 +1.0 
volt vs. Ag/AgCl의 일정전위"에서 전류를 측정하 

였다. 이때 작업전극으로는 유리질 탄소전극을 썼으 

며 Radiometer America Inc.의 Rec 80 Servograph 
Chart recorder를 사용하여 전류를 기록하였다.

또한 Radiometer America Inc.의 pHM 84 Resea
rch pH meter를 사용하여 pH를 측정하였다.

A| 약. 모든 시약은 Dulbecco's% 완충용액을 

사용하여 제조하였으며 이때 제조한 Dulbecco's 완 

충용액의 pH는 7.4로서 137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 
8.0 mM Na2HPO4 그리고 1.5 mM KH2PO4의 염을 

포함한다.

또한 본 실험에 사용한 NADH, a-ketoglutarate 
및 L-glutamate dehydrogenaseEEC 1.4,1.3]-fe- Si
gma Co.로부터 구입하여 사용하였으며 1.0X IO-? M 
a-ketoglutarate, 5.0X10-3Af NADH 및 LOXIO^ 

M NH4CI의 저장용액을 Dulbecco's 완충용액으로 

제조하였으며, a-ketoglutarate 및 NADH의 저장용 

액은 0°C에서 보관하면서 사용하였다.

효소 고정화 전극의 제작과 측정조작. Pore 
size가 0.65 |im 인 Immobilon-AV Affinty Membrans 
(Millipore Corporation, Bedford MA 01730; cat. 
No. IASD0005)을 rubber O-ring을 이용하여 tip 

면적이 약 0.78 cm?되는 electrode jacket에 부착시 

킨다. 여기에 10世의 L-glutamate dehydrogenase 
(800 units/m/)를 membrane 위에 취하여 실온에서 

1~2시 간 동안 말린다. 이 런 조작을 4회 하므로 enz- 
yme을 membrane에 고정시켰다. 이때 고정화된 

membrane을 0°C의 Dulbecco's 완충용액에 넣어 

보관하였다.

또한 측정할 때는 유리질 탄소전극을 전극 jac- 
ket에 조심스럽게 끼운 다음 +1.0 volt vs. Ag/ 
AgCl의 일정전위에서 전류를 측정하였다.

측정조작은 4.0X10-4M NH4+, 4.0X10"4M a- 
ketoglutarate# 포함흐｝는 용액에 효소 고정화 막전 

극을 넣은 다음, ZOXIO-'M 해당하는 NADH를 

첨가하고 +1.0 volt vs. Ag/AgCl의 일정전위를 걸 

어준다. 이때의 전류변화를 측정하여 NH「의 농도를 

결정하였다. 또한 이 때 시료용액의 전체 부피를 5 
mZ로 고정하였다.

곁과 및 고찰

측정 원리. 시료속의 NHi*는 nicotinamide ade
nine dinucleotide(NADH) 및 L-glutamate dehydro- 
genase(GL-DH)가 존재할 때 a-ketoglutarate와 반 

응하여 L-glutamate가 되며 이때의 반응은 다음과
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Fig. 1. The effect of enzymeCGL-DH] amounts on 
enzymatic reation [GL-DH: 800 units/m/].

같다28.

NH4+ + a-ketoglutamate+NADH
L-glutamate T , , .

---------------------- » L-glutamate + NAD 
dehydrogenase

이 반응에서 과량의 NADH를 첨가하면 NADH가 

NAD+로 산화되고 남아있는 NADH가 +1.0 volt vs. 
Ag/AgCl의 일정전위에서 NAD+로 전기분해될 때 

흐르는 전류를 측정함으로써 간접적으로 NH「를 

정량할 수 있다24.

효소 고정화 전극의 감응 특성. 효소 고정화 전 

극을 이용하여 NH「를 정량할 때, 이 전극의 감응 

특성을 나타내기 위하여 필요한 효소의 양, 감응 시간 

및 필요한 NADH의 양을 조사하였다.

Fig. 1은 membrane 에 고정화시킨 효소의 양에 

따른 전극 감응 특성을 나타낸 것이다. Fig. 1에서 

알 수 있는 바와 같이 800units/m/의 GL-DH를 20 
ml 이상 고정화시켰을 때 전극 감응은 일정한 값에 

도달하였다. 따라서 본 실험에서는 800units/m의 

GL-DH를 40 mZ 취 하여 membrane에 고정 하여 실 

험에 사용하였다. 또한 효소를 고정화시킨 memb- 
rane을 유리질 탄소전극에 부차시켜 만든 전극의 

감응 시간을 조사한 결과 약 2분 이었다
Fig. 2는 일정량의 NH/에 대해서 NH「가 a-ke- 

toglutarate와 반응하는데 필요한 조효소, NADH의 

양을 나타낸 것이다. F讶.2 에 나타낸 바와 같이 필 

요한 NADH의 양은 최소한 NH4+ 농도의 1/2배

Concentration of NADH (x 10'4N)
Fig. 2. NADH-dependence of enzymatic reation for 
4.0X10-4Af a-ketoglutarate and 4.0X IO-4Af NH「.

이상은 되어야 한다. 따라서 본 실험에서는 4.0X 
의 NH「에 대하여 2.0X10 4 NADH가

되게 하였다.

전극 감응에 미치는 pH의 영향. 전극 감응에 

미치는 pH의 영향을 조사하기 위하여 다음과 같은 

실험을 하였다. 곧 2.0X10TM NADH, 4.0X10'4Af 

NH4+ 및 a-ketoglutarate에 대해서 0.1 HC1 과 0.1 
NaOH를 사용하여 pH를 변화시키면서 전극 감응을 

조사하여 &g.3에 나타내었다.

이 그림에서 알 수 있듯이 적합한 pH 범위는 7.3 
에서 7.6까지였다. 이러한 결과는 Guilbault25?} 조 

사한 L-glutamate dehydrogenase와 NADH 존재하 

에서 NH/가 a-ketoghitarate와 반응하는 최적 pH, 
약 8.0과는 약간의 차이가 있다.

이와 같은 결과는 특정방법(soluble enzyme과 im
mobilize enzyme) 뿐만 아니 라 amperometry 방법 에 

있어서 NADH 자체가 NAD+로 산화될 때도 pH에 

영향을 받기 때문인 것으로 고려되어진다.

NH，+ 정량을 위한 검정곡선. 위에서 측정한 최 

적 실험조건하에서 본 방법으로 NH/를 정량함에 

있어서 측정 가능한 농도범위와 검출한계를 조사하 

기 위 하여 다음과 같이 검 량곡선을 구하여 •死生 4에 

나타내었다. ^-2.0X10 4A/NADH, 4.0X10 4Ma- 

ketoglutarate와 4.0X 10-5~4.0X 10~4 M NH「를 

포함하는 5m2의 시료용액에 과량의 NADH가 +1.0
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Fig. 3. The effect of pH on the enzymatic reaction 
of enzyme[GL-DH] in Dulbecco's buffer solution.

Table 1. Effect of interference materials on the deter
mination of NH4+

Materials Currents (nA)

NH4+ 2.8
L-asparagine 2.6
L-serine 2.9
L-glutamine 2.8
L-alanine 2.7
glutation 2.9
L-phenylalanine 3.0
L-threonine 2.8

[NH4+1： 4.0X10-4Af, concentration of interference: 
4.OX10TM

(
츠
 

与
匕0

—6 w 20 33 40 50

Concentration of fflk* （x 10새！。

Fig, 4. Calibration curve for the determination of 
NH4+ [NADH: 2.0X10~4Af, a-ketoglutarate: 4.0X 
IB M].

volt vs. Ag/AgCl에서 NAD+로 산화될 때의 전류를 

측정하여 NH「를 정량하였다. 이 그림에서 알 수 

있는 바와 같이 효소 고정화 전극을 사용하여 NH/ 
를 전류법으로 정량할 때의 정량범위는 4.0X10-5- 

4.0X10-54 이었다.

또한 본 연구에 적용한 방법을 이용하여 정량할 

수 있는 검출한계를 조사하기 위하여 NADH와 a- 

ketoglutarate의 농도와 Amperometric Biosensor 
Detector의 출력 등을 바꾸어서 정량해 본 결과, 본 

방법에 의해서 2.0X10-6M까지 검출할 수 있었 

다.

방해물질의 영향. 효소가 생체관련 물질의 분석 

시약으로서 널리 쓰이는 이유 중의 하나는 특정한 

기질에 대하여 선택성이 매우 뛰어나기 때문이다. 

따라서 본 실험에 사용한 고정화시킨 효소가 다른 

L・amiru）산계의 화합물에 대하여 나타내는 선택성을 

조사하기 위하여 4.0X10-4 M의 NHJ 만 있을 때와 

여기에 4.0〉〈1（「以/의 L-asparagin, L-serine, L-glu- 
tamine, L-alanine, glutathion, L-phenylalanine 및 

L-threonine을 방해물질로 첨가한 용액에 대하여 

전류를 측정해 본 결과를 Table 1 에 나타내었다. Ta

ble 1에서 알 수 있는 바와 같이 이들은 거의 영향을 

미치지 않았다. 따라서 GL-DH는 기질인 NR+에 

대하여 매우 뛰어난 선택성을 갖고 있음을 알았다.

효소 고정화 membrane의 수명. 고정화시킨 효 

소는 가용성 효소보다도 열, 방해물질 등의 여러 

인자에 영향을 적게 받기 때문에 보다 안정한 것으로 

알려져 있다1

따라서 본 실험에 사용한 GL-DH를 고정화시킨 

membrane의 안정성을 조사하기 위하여 최적조건 

에서 4.0X10TM의 NH「와 a-ketoglutarate 및 20 

Xl（厂nW NHDH에 대하여 효소 고정화막의 시간 

변화에 따른 전류를 측정하여 그 결과를 F谊・5에 

나타내었다. Fig. 5에 나타낸 것처럼 효소고정화된 

막전극은 제작 후 약 25일 동안은 감웅 특성의 변 

화가 거의 없었다.

이러한 결과는 가용성 효소전극의 수명이 일반적 

으로 약 7일 정도 밖에 되지 않는다는 Nikelelis26의 

연구결과에 비하며 수명이 훨씬 더 연장되었음을 알 

수 있다.

정밀도와 정확도. 앞에서 구한 최적조건에서 

NH「를 전류법으로 정량할 때의 정밀도를 조사하기 

위하여 4.0X10'5-2.0X10~4M 범위의 염화암모늄

Joumal of the Korean Chemical Society



NHt 정량을 위한 Amperometric Enzyme Electrode 941

Table 3. Accuracy test for amperometric determination 
of NH4+

NH「(6) Recovery 
(%)

Rel. error
(%)Added Found

4.0X10'5 4.07X10-5 101.8 + 1.8
8.OX]0T 7.83X10~5 97.9 — 2.1
1.2X10-4 1.15X10"4 95.8 — 4.2
2.0X10-4 1.93X10-4 96.5 —3.5

Tiie (day)

Fig. 5. Life time of the immobilized enzyme memb
rane (40 W of 800 units/m/ of GL-DH was immobili
zed).

Table 2. Precision test for amperometric determina
tion of NH4+

Concentration
(M)

Current (nA) 
a±s)

Rel. Std. dev.
(%)

4.0 X10*5 13.0± 0.6 4.6
8.0X10-5 12.4± 0.6 4.8
1.2X10-4 10.8± 0.6 5.6
2.0XW4 9.2+0.7 7.6

X： average of current, s: stand dev. *Number of assay 
is five.

용액에 대해서 NADH의 산화전류를 5회씩 측정하여 

그 결과를 Table 2에 나타내었다.

이 표로부터 알 수 있는 바와 같이 암모늄 이온 

표준용액에 대한 산화전류의 평균 표준편차는 ±0.6 

nA였다. 이러한 결과는 Adams 등蹒이 연속흐름 전 

기량법으로 구한 표준편차 3%와 Lee 등&이 연속흐름 

자동화 전위차법으로 구한 표준편차 ±0.2 nA와 비 

교해 볼 때 이들 결과보다 정밀도는 좋았다.

또한 암모니아를 정량할 때의 정확도를 구하기 

위하여 4.0X10-5-2.0X10-4Af 범위의 염화암모늄 

표준용액에 대하여 NADH의 산화전류를 측정하여 

검정곡선법으로 구한 암모니아의 양과 처음에 넣은 

암모니아의 양을 비교하여 Table 3에 나타내었다.

이 표로부터 알 수 있는 바와 같이 평균회수율은 

98.7%이었다. 이러한 결과는 Adams 등의 평균회수 

율(100%)와 Lee 등의 평균회수율(99.6%)과 비교해 

볼 때 정확도는 좋지 않았다. 이러한 결과는 유리질 

탄소전극의 재현성 등의 결과라고 생각된다.
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