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Tribenzylamine Ionophore를 이용한 pH-ISE의 제조 및 임상응용
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Preparation and Clinical Application of pH-ISE(Ion Selective Electrode)
Based on Tribenzylamine Ionophore
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  The pH-ISE(ion selective electrode) based on tribenzylamine as a hydrogen ion carrier was prepared and 
its electrochemical characterization was studied. It responded linearly to hydrogen ions in the range of pH 
3.1 - pH 11.0 and the Nernstian slope showed 55.0 mV/pH (at 20 ± 0.2℃), it also showed a fast response 
time of 8 sec. When it was directly applied to human blood(pH 6.0-8.5), we could get the same satisfying 
results. A good reproducibility and stability were shown with the precision of 2 mV (±0.1). The pH-ISE 
based on tribenzylamine exhibited  biocompatibility in clinical applications. 
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1)I. 서      론

최근 생체 관련물질의 검출에 대한 의료용 센서의 개

발과 연구의 필요성이 크게 대두되면서 그에 관한 연구

가 활발히 진행되고 있다. 특히 체내에 미량 또는 극미량

의 무기질 원소는 유도결합플라스마, 원자흡수분광법, 이
온크로마토그래피 등의 방법으로 분석하고 있다. 그러나 

기기가 고가이고, 취급할 때 숙련된 기술을 필요로 하며, 
분광학적 간섭으로 인하여 어려운 점이 많다. 이러한 기

기에 비하여 미량의 이온으로 존재하는 경우에 이온 활

동도에 따라 생성되는 전위를 측정하여 특정 이온의 농

도를 간편하게 구하는 이온센서가 개발되어 왔다. 우리 
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주변에서 일어나는 자연의 화학반응은 대부분 물의 존재

하에서 일어나게 되고, 그 반응은 수소이온과 수산화이온

이 중요한 역할을 한다. 이런 것을 간편하게 측정하는 이

온선택성전극(ISE, ion selective electrode)을 이용한 여러 

가지 바이오 센서들이 연구되어 왔다(Schulthess 등, 
1981; Wu 등, 1987; Chojnacki와 Biernat, 1990; Linder 
등, 1993; Cho 등, 2000). 이 중 일부는 현재 의료진단 등

에 사용되고 있으나 장비가 고가이고 용적이 클 뿐만 아

니라 분석 시간이 길고 사용하기가 까다로움 등의 문제

점들이 있다. 따라서 산업계의 복잡한 생화학적 공정의 

모니터링이나 환경공학적 감시 및 제어분야 등에서 측정

환경에 영향을 주지 않으면서 소형이고 빠른 분석시간을 

가진 센서를 필요로 하고 있다. 이 중에서 수소이온전극

은 임상, 의학, 환경, 공정제어, 자동화 등 여러 분야에서 

가장 많이 활용되고 있다(Ma 등, 1988; Cosofret 등, 
1993). 수소 이온 선택성 전극에 대한 연구가 40년 이상 
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진행되어 오면서도 ISE(ion selective electrode)에 대한 많

은 논문들은 전통적으로 유리관의 하부에 감응막을 부착

하고, 그 내부에 액체 전해질을 첨가한 형태(conventional 
barrel configuration)에 대한 논문이 주종을 이루고 있지

만, 약 10년 전부터 본격화 되기 시작한 WTE(wire type 
electrode)들이 조금씩 많은 연구의 범위를 넓혀 가고 있

다. 이 WTE는 CWE(coated wire electrode)와 SCE(solid 
contact electrode)로 구별되어지는데, 이 두 형태는 모두 

전통적인 전극의 내부에 액체 전해질이 제거된 형태로서 

간단한 디자인과 적은 양의 운반체의 사용으로 제작비용

이 저렴하고, 기계적 안정성이 있으며 의약이나 약학, 생
체분야에 적용이 가능한 소형화 등의 장점들을 가지고 

있다. 이중 CWE는 금속 기질 바로 위에, 이온 선택성 운

반체와 기타 첨가제들을 포함하는 고분자 막을 휘발 건

고시켜 제조하는 방법과 금속 기질 위에 전기 화학적인 

방법을 통하여 고분자체를 직접 형성시키는 방법 등으로 

제조되어진 전극들이다. 이러한 전극들의 가장 큰 장점은 

제조 과정에서도 알 수 있듯이 전극 크기의 소형화와 전

극 구조의 단순화에 있다. 이 CWE는 수소 이온 이외에도 

Ca²+, NO3
－, K+, Cl－, Li+, ClO4

－ 등과 같은 다양한 다른 

이온의 검출에 이미 많이 응용되어진 바 있다(James 등, 
1972; Cattrall 등, 1975; Xie 등, 1980; Alegret 등, 1991). 
이렇게 발표된 CWE는 전통적으로 내부 용액을 포함하고 

있는 형태의 전극들보다 훨씬 좋은 감응 범위와 선택성

들을 나타내고 있는 반면, 전극의 수명이 상당히 짧고, 전
극 표준 전위가 불안정하며, 재현성이 저하되거나 동일 

전극에서도 용액 내에 유지되는 시간에 따라서 표준 전

위가 변화하는 등의 단점들도 많이 가지고 있기 때문에, 
많은 연구자들은 이런 문제점을 해결하기 위하여 도핑된 

이온들을 포함하는 도전성 고분자 층을 만들어 전자 전

도나 이온 전도 등의 완충 층을 제공함으로써 이를 이용

하여 전자의 차폐 현상을 줄이고자 하였다. 이 전극이 바

로 solid contact electrode이다. 즉, solid contact electrode
는 금속의 기질 위에 도전성의 고분자층을 전기 화학적

인 방법으로 형성시켜서 금속과 전기 화학적으로 형성된 

고분자 층간의 접촉성을 증가시키고 그 위에 이온 선택

성 운반체를 포함하는 고분자 용액을 입힌 전극이다. 
본 연구에서는 ionophore로 tribenzylamine을 이용하여 

PVC층이 형성된 poly(aniline) solid contact electrode의 

수소 이온에 대한 선택적인 감응성 및 전기화학적 특성

을 연구하고, 임상에 응용성을 적용하고자 하였다.

II. 재료 및 방법

1. 재료

Aniline, potassium tetrakis(4-chlorolhenyl)borate 
(KTpCIPB), 2-nitrophenyloctylether(2-NPOE), tetrahydro-
furan(THF)는 Aldrich사의 시약을 사용하였으며 poly-
vinyl chloride(PVC, n = 1,100)는 Junsei chemical사의 시

약을 사용하였다. 수소이온운반체로 사용한 tribenzyl-
amine(TBA)은 0.01 M dibenzylamine을 10 mL dimethyl-
formamide(DMF)에 용해하고 1 M NaHCO3와 0.013 M 
benzyl chloride를 넣어 153℃에서 4시간 반응시켰다

(Scheme 1). 반응 혼합물은 diethyl ether로 3회 추출하고 

물로 2회 세척하고 감압 건조 후 컬럼 크로마토그래피법

을 이용하여 정제하였다. 1H-NMR(Varian Co., Gemmi 200 
M), 적외선분광기(Bomem Co., Michelson series), 및 가

스 크로마토그래피(Hewlett Packard 5890)로 구조를 확인, 
분석하였다. Tris[hydroxymethyl]aminomethane(Tris)는 Sigma
의 시약을 사용하였다. 이외에 실험에 사용된 시약들은 

모두 분석급의 시약을 사용하였으며 전 실험을 통하여 

탈이온수를 사용하여 실험하였다.

N
H

DMF

Cl
NaHCO3

N

Scheme 1. Synthesis of tribenzylamine.

2. 전극의 제조

1) 전극의 세척 혼합용액의 제조

지름 1 mm, 길이 50 mm의 Pt 작업 전극의 표면은 0.3 
μm의 산화알루미늄 분말을 이용하여 전극의 표면을 닦은 

후에 초음파 세척기 안에서 탈이온수로 30분간 세척하였

고 105 ± 1℃의 오븐 내에서 건조시킨 후 사용하였다. 기
준 전극으로는 포화 칼로멜 전극을 사용하였으며, 보조 

전극은 지름 1 mm × 길이 50 mm의 백금선을 사용하였

다. Poly(aniline)의 전기화학적 합성에 사용된 용액은 

0.03 M 아닐린에 대하여 0.045 M 염산을 6가지의 비율

(1:1.5, 1:2.0, 1:2.5, 1:3.0, 1:4.0, 1:5.0)로 변화시키면서 제



61

조하였다. 이 용액 내에서 백금 표면에 poly(aniline) 층을 

형성시키는 동안에는 질소 가스를 계속 주입하면서 실험

하였다. 이 때 사용된 전위는 기준 전극에 대하여 0.0 volt
에서 1.0 volt까지의 범위를 이용하였으며 주사속도는 

100 mV/s로 하였다. 전극표면에 감응물질을 도포하기 위

하여 사용된 혼합용액은 1 wt% TBA, 0.7 wt% KTpCIPB, 
67.2% NPOE, 31.1 wt% PVC를 섞은 후 THF 5 mL에 용

해시켜 제조하였다(Michalska 등, 1997; Kim 등, 1999).

2) pH-ISE의 제조

도전성 poly(aniline)가 흡착된 Pt/poly(aniline) 전극을 

PVC 혼합 용액 속에 담구어서 전극 전체의 두께가 2.5 ± 
0.1 mm가 되도록 하였다. 막이 형성된 전극은 50 ± 1℃
의 오븐에서 24시간 건조시킨 후, 완전 건조가 이루어지

면 감응부 3 mm를 제외한 나머지 부분을 열수축 튜브를 

이용하여 110℃에서 1분간 수축시켜서 제조하였다.

3) 완충 용액의 제조

pH 완충 용액은 0.01 M tris[hydroxymethyl] amino-
methane과 0.01 M NaOH를 150 mL의 탈염수에 녹여서 

제조하였으며, 전위 측정 시에는 이 용액에 0.5 M 염산을 

적가하여 pH를 13.5에서 1.3까지 조정하면서 약 15단계

의 각 pH에서의 전위값을 측정하였다(Cho 등, 1998)

3. 전극 전위 측정

1) 측정장치

전극이 pH 시료 용액 내에서 나타내는 전위값은 20 ± 
0.2℃에서 Ion analyzer와 EDS 시스템을 이용하여 측정하

였다(Sakong 등, 1997; Faria 등, 1998). 시료 용액에 있어

서의 pH 측정은 Mettler Toledo Inrab 412 유리 전극을 이

용하여 측정하였으며 외부 기준 전극으로는 double- 
junction 칼로멜 전극 Orion 90-20-00을 이용하였다. 전위

의 측정은 전극의 안정화 이후에 변화되는 전위가 0.1 
mV 이하가 1분 이상 지속되어지면 해당 pH에서의 상응 

전위로 간주하였다.

2) 시험용액의 전극 전위 및 선택 계수의 측정

방해 이온에 대한 선택 계수는 fixed interference 
method를 이용하여 측정하였다. 측정 용액은 0.01 M의 

tris[hydroxymethyl]aminomethane과 0.01 M의 NaOH의 

Tris 용액 150 mL에 0.130 M과 0.013 M의 NaCl, KCl, 

LiCl을 각각 첨가하여 제조하였다. 이 용액에 0.5 M 염산

을 첨가하여서 pH를 13.5에서 3.5까지 변화시켰으며 각 

변화하는 약 13단계의 pH에서의 전위값을 측정하여 방해 

양이온에 대한 선택 계수를 계산하였다(Yuan 등, 1993; 
Han 등, 2000). 

III. 결과 및 고찰

Scheme 1에 의해서 tribenzylamine 흰색분말의 수소이

온운반체를 얻었다. 이것은 적외선분광기와 1H-NMR을 

이용하여 확인 하였고, 가스크로마토그래피를 이용하여 

순도 98%의 순도를 확인하였다.
IR spectrum : 3028～2805 cm－1(aromatic C-H, aliphatic  

               C-H)
             1472～972 cm－1 multiple peak(C-N)
              743～69 7cm－1 doublet(aromatic C=H)
1H-NMR :    δ 3.56 singlet(phenyl 15H)
             δ 7.26 ～ 7.40 multiplet(phenyl 15H)
수소이온 운반체로서 tribenzylamine을 이용하여 pH-ISE

를 제조하였고, 이 전극의 pH에 대한 감응 특성을 Fig. 1.
에 나타내었다. 이 전극은 20 ± 0.2℃, pH 3.1～11.0 범위에

서 선형적으로 감응을 하였고, 이때 Nernstian 기울기는 

55.0 mV/pH이었다. 알칼리 금속 이온에 대한 선택 계수

를 Table 1에 나타내었다. 이 선택 계수들은 다른 benzyl-
amine계나 benzyldiamine계의 ionophore가 나타내는 선택 

계수들과 비교하여 볼 때, 양이온의 경우에는 K+에 대한 

방해가 다른 알칼리 금속 이온보다 약간의 방해를 더 받

는 것을 알 수 있다. 이것은 PVC막 층에 첨가된 친지방

성 첨가제의 음이온(TpCIPB-)이 K+이온과 난용성의 착물

을 형성하기 때문으로 생각된다(Rouhollahi 등, 1998).
Fig. 2에 나타낸 것과 같이 전극의 안정화 시간은 pH 

7.47, Tris 완충 용액 내에서 측정하였다. 처음 용액에 전

Mole of interference 
ions

Kpot
HM 

M = Li+ M = Na+ M = K+

0.13M －10.62 －10.01 －8.72

0.013M －11.14 －10.49 －8.73

Table 1. The potential response characteristics of pH-ISE 
based on TBA in the Tris buffered pH solution 
with interference ion species at 20 ± 0.2℃
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Fig. 1. pH response characteristics of pH-ISE based on TBA 
ionophore in Tris pH buffered solution.
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Fig. 2.  The potential drift of pH-ISE based on TBA ionophore 
in pH 7.47 Tris buffer solution.

극이 접촉된 후 30분 동안에 전극은 빠르고 불규칙하게 

감응 전위가 변하였으며 그 후 30분 동안은 전극의 전위 

변화는 2 mV 이하로 안정화되어졌다. 그래서 이 실험에

서는 실험 용액 내에 전극을 2시간 이상 유지시켜 안정화

시킨 후 측정하였다. 전극의 재현성은 pH 6.5와 pH 8.5의 

Tris pH 완충 용액에서 측정하였다. 각 pH에서 10분씩 안

정화한 후 측정하였으며 각 용액에서 10번씩 측정하여 

표준 편차를 구하였다. 측정된 값들에서의 표준 편차는 

pH 6.5의 Tris pH buffer solution에서 1.0 mV이고 pH 8.5 
Tris pH solution에서 0.5 mV이었다. 전극의 감응 속도는

(t90) 전극이 pH 7.47 Tris 완충 용액 내에 0.1 M 염산 용

액을 적가한 후 전위가 안정되는 시간을 측정하여 구하

였으며 약 8초 이하에서 모두 감응이 완료되어 안정된 전

위가 나타났다. 또 매일 pH가 측정된 전극을 약 60℃ 건

조기에서 건조시켰다가 약 pH 4, pH 7, pH 10의 세 Tris 
완충 용액에서 나타내는 전위를 간이로 측정하여 감응 

기울기를 찾았을 때, 6개월 이상 감응 기울기의 변화가 

나타나지 않았다.
방해 이온 측정에서도 예상되어진 결과이지만 인간의 

혈액에 포함되어진 정도의 방해 이온에는 특별한 방해를 

받지 않고 감응할 수 있을 것으로 보인다. 특히, 생리학적

으로 밀접하게 관련되고 있는 pH 6.0에서 pH 8.5의 범위

에서 이 전극은 Tris 완충 용액 하에서 측정된 기울기와 

거의 정확히 일치하고 있다.
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Fig. 3. pH response for pH-ISE based on TBA ionophore in 
variation solution at 20 ± 0.2℃.

Fig. 3에서 보여지는바와 같이 전형적으로 인간 혈액에 

포함되어진 것으로 알려진 24 mM bicarbonate ion이 첨

가되어진 Tris 완충 용액과 인간의 혈액 등 의 두 가지 용

액에서 pH 감응에 대한 전위의 변화 기울기를 비교하였

다. 기울기는 각각의 용액에서 55.0 mV/pH, 54.7 mV/pH
를 나타내고 있다. 24 mM bicarbonate ion의 존재 하에서

의 Tris 완충용액의 결과와 혈액에서 측정된 결과에서 알 

수 있듯이, 이 정도의 작은 농도의 농도로는 이 PVC 막
을 가로질러 나타날 수 있는 CO2의 확산에 무관하게 일

정한 값을 나타내는 것으로 보인다. 사람전혈에서 전위가 

7일 이상 측정된 후에, 이 전극을 이용하여 다시 Tris 완
충 용액 하에서 수소 이온 감응에 대한 기울기와 감응 범

위들을 측정하였는데 그 결과는 변화가 없었다. 이러한 

전극에 대한 감응시간을 알아보기 위하여 Tris pH 7.47 
완충용액에 0.01 M HCl을 첨가하면 감응시간을 측정한 

결과를 Fig. 4에 나타내었다. 감응시간은 pH 평형전위값

의 90%에 도달했을 때의 전위값을 측정한다. pH 7.47의 

용액이 pH 5.65로 전위값이 변할 때 값은 평형전위 값은 

81.2 mV이지만, 이 전위값의 90%인 73.1 mV을 나타낼 

때 걸리는 시간을 측정하면 약 8초로 매우 빠르게 감응을 

하는 것을 알 수 있다.
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Fig. 4. Dynamic response time of pH-ISE to the variation pH.

Fig. 5. Hydrogen ion response mechanism in poly(aniline) 
pH-ISE based on ionophore.

지금까지의 결과를 종합하여 볼 때, pH-ISE의 수소 이

온에 대한 감응은 Fig. 5에 보여지는 것처럼, ①의 pH 시
료 용액 중에 H+이온이 membrane의 외부 계면 ②에서 

ionophore의 nitrogen 전자쌍에서 착물을 형성한다. 다음

에 membrane 계면 ②에서 수소 이온 착물이 membrane 
③을 가로질러 membrane 내부 ④까지 이동한다. 이동된 

착물은 ④의 계면에서 carrier C와 H+이온 분리되고 ⑤에

서 ④의 계면을 통하여 음이온 교환된다. ⑤에서 전자가 

이동되고 ⑥에서도 역시 전자 이동되어 ⑦금속 내부로 

전자 이동되어지는 감응 mechanism을 가지게 되는 것으

로 사료된다.
이와 같은 결과들을 종합하여 볼 때, 전자의 이동이 아

니라 수소이온이 운반체와 착물을 형성하여 PVC의 막의 

내외부를 가로질러 이동되어지는 것으로 보인다.
Tribenzylamine ionophore로 이용한 수소이온 고체 이

온 선택성 전극은 Tris pH 완충용액 20 ± 0.2℃에 대하여 

pH 3.1 - pH 11.0 범위에서 우수한 감응성을 나타낼 뿐 

아니라, 다른 알칼리 금속이온에 대해서도 방해도가 적게 

나타내었으며, 이 전극을 인간의 혈액에 이용하여 분석을 

하였을 때도 우수한 감응성 및 재현성을 나타내어 임상 

및 의약분야에 그 응용성이 매우 크다고 사료된다.
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