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            초록
          
        

        
          Lead, a heavy metal widely employed in various industries, continues to pose a threat to both human health and the environment. Therefore, the development of a sensor capable of rapidly and accurately detecting lead(II) ions in real-time at contaminated sites is crucial. In this study, we have engineered a fluorescent sensor with the ability to efficiently detect lead(II) ions under actual environmental conditions, including tap water and freshwater. The compound, tetraphenylethylene carboxylic acid derivative (TPE-COOH), exhibits high selectivity and sensitivity toward lead(II) ions in aqueous solution, where the interaction between TPE-COOH and lead(II) ions leads to its aggregation, thus triggering a fluorescence "turn-on" based on the aggregation-induced emission (AIE) mechanism. Impressively, compound TPE-COOH proficiently detects lead(II) ions within a range of 30 to 100 μM in tap water and freshwater, even in the presence of various interfering substances.
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      1. 서 론
      전지, 전자제품, 페인트, 차폐재 등 다양한 산업 분야에 사용되는 납은 사람의 건강과 환경을 지속해서 위협하고 있는 중금속 중 하나이다(Claudio et al., 2002; Grant, 2020). 납은 환경이나 생체 내에서 이온 형태로 전환되어 화학적으로 활성이 되며, 물을 마시거나 식품을 섭취하는 과정에서 유기물이나 인체 조직과 상호작용하여 흡수되고 장기에 쌓일 수 있다(Chen et al., 2021). 이러한 납 이온은 생체 내에서 신경계, 혈액, 신장, 심혈관계에 장기적으로 기능 저하 문제를 일으킬 수 있으며, 특히 발달이 진행 중인 어린이에게서는 신경 발달 문제, 행동 변화, 발달 지연, 면역 시스템 저하와 같은 치명적인 문제를 일으킬 수 있는 심각한 독성 물질로 작용한다(Lanphear et al., 2005; Mehta et al., 2022). 세계보건기구(World Health Organization, WHO)에서 정한 음용수에서의 납(II) 이온의 허용 수준은 10 μg/L 이며, 전 세계적으로 건강하고 안전한 식수를 보장하기 위해 이 기준 농도 미만으로 유지되도록 지속적으로 모니터링하고 있다(World Health Organization, 2004). 따라서 납은 환경과 인간의 건강에 위협을 가하는 물질 중 하나이기 때문에 납 이온을 쉽고 신속하게 검출하기 위한 연구가 활발히 진행 중이다(Kim et al., 2012).

      오염된 수질에서 납 이온을 정량적으로 확인하기 위한 다양한 물리적, 화학적 검출방법이 개발되었다. 일반적인 검출방법으로는 유도결합 플라즈마 광방출 분광법(ICP-OES), 원자흡수 분광법(AAS)과 같은 방법을 통해 납 이온을 정량화한다(Townsend et al., 1998). 그러나 이와 같은 방법은 정확하고 정량적으로 납 이온을 검출할 수 있지만, 고가의 장비가 필요하고, 전처리와 같은 측정하는데 준비하는 시간이 오래 걸리는 단점이 있다. 최근, coumarin, anthracene, pyrene, rhodamine과 같은 형광체를 이용한 형광화학센서(fluorescence chemical sensor)는 검출 편의성, 실시간 모니터링, 빠른 응답시간, 저렴한 비용 등의 장점을 갖추고 있어 다양한 이온 및 생체분자를 현장에서 즉각적으로 검출하는데 활용되고 있다(Carter et al., 2014; Wu et al., 2017; Lee and Lee, 2020a, 2020b).

      지난 수십 년 동안 납 이온을 선택적이고 민감하게 검출하기 위해 다양한 형광센서에 관한 연구가 보고되었다. 그럼에도 불구하고 납 이온의 형광 퀀칭(fluorescence quenching) 효과로 인하여 납 이온에 선택적인 turn-on 형태의 형광센서는 드물게 보고되고 있다(Shaily et al., 2018). 최근 응집 유도 형광 방출인 aggregation-induced emission (AIE) 효과를 기반으로 하는 화학센서는 turn-on 센싱을 하기 때문에 화학센서 분야에서 큰 잠재성을 보이며 주목을 끌어왔다. 특히, tetraphenylethylene(TPE) 유도체는 대표적인 AIE 효과를 나타내는 화합물로 널리 연구되어 왔다(Cai and Liu, 2020). TPE 유도체는 잘 용해되어 분자의 구조가 서로 비틀린 상태에서는 빛을 방출하지 않지만 응집되어 경직된 상태에서 분자의 구조가 평면을 이루게 되면 강한 형광을 나타낸다. 또한 이러한 AIE 효과는 분자의 움직임이 더욱 경직될수록 증가하는 경향이 있어서 TPE 유도체가 수용액에서 특정한 원인에 의해 점점 응집된다면 매우 강한 형광을 방출하게 된다(Hong et al., 2009).

      본 연구에서는 수돗물과 담수에서 납 이온을 신속하고 정량적으로 검출할 수 있는 AIE 기반의 turn-on 형광센서를 개발하였다. Fig. 1에서 나타내듯이 AIE 형광체인 TPE에 납 이온과 선택적으로 결합을 할 수 있는 아세트산(acetic acid) 작용기를 접목하여 화합물 TPE-COOH를 합성하였다. 화합물 TPE-COOH는 수용액에서 페닐(phenyl) 고리가 비틀린 형태이기 때문에 형광이 방출되지 않는다. 납(II) 이온은 아세트산 작용기와 결합하여 TPE의 분자간 응집을 유도하고 이로 인해 TPE의 평면화와 분자 내 회전을 제한하여 형광이 증가한다. 본 연구에서는 화합물 TPE-COOH가 납(II) 이온에 의해 응집체를 형성하여 생기는 형광 변화를 관찰하고, 강물 및 수돗물과 같은 실제 조건에서 납(II) 이온을 효과적으로 검출할 수 있는지 연구하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Structure of TPE-COOH and schematic illustration of its sensing process.
        
        

        

      

    

    

  
    
      2. 재료 및 방법
      
        2.1. 재료 및 기기
        tert-butylbromoacetate와 trifluoroacetic acid은 thermo scientific사(미국)에서 구입하였다. potassium carbonate, iron(III) chloride hexahydrate, iron(II) chloride tetrahydrate, calcium chloride, copper(II) chloride, lead(II) nitrate, zinc chloride, mercury(II) nitrate, cesium chloride는 ㈜대정화금(한국)에서 구입하였다. acetonitrile, ethyl acetate, dichloromethane, hexane, lithium chloride, sodium chloride, potassium chloride, magnesium chloride은 ㈜삼전화학(한국)에서 구입하였다. 합성 화합물의 정제는 Merck 사(미국)에서 구입한 실리카겔(silica gel)을 이용하였다. 그 밖의 사용한 모든 화학 물질 및 용매들은 Sigma-Aldrich(미국)와 Fisher Scientific 사(미국)에서 구매하였다. 모든 시약은 추가 정제 없이 그대로 사용하였다.

        NMR 기기는 Bruker 사(미국)의 AVANCE III 400를 사용하였으며, 1H-NMR은 400 MHz에서, 13C-NMR의 경우 100 MHz에서 측정하였다. UV/Vis 흡수 스펙트럼은 Shimadzu사(일본)의 UV-2600i spectrophotometer를 사용하여 측정하였으며, 형광 스펙트럼은 Shimadzu사（일본)의 RF-6000 spectrofluorophotometer를 사용하여 측정하였다. DLS (dynamic light scattering)측정은 Malvern사(미국)의 ZETASIZER NANO S90을 사용하였다.

        모든 분광학적 분석과 DLS 측정에는 1cm 크기의 석영 큐벳이 사용되었으며, 화합물 TPE-COOH의 저장 용액(stock solution)은 3 mM으로 DMSO에서 준비하였고, 1.0 × 10-5 M로 희석하여 측정하였다. 흡수 스펙트럼은 350 ~ 600 nm 사이에서 모니터링 하였으며, 형광 스펙트럼은 317 nm에서 조사하여 481 nm에서 형광 방출을 모니터링 하였다.

      

      
        2.2. 실험방법
        화합물 1(4,4′,4′′,4′′′-(ethene-1,1,2,2-tetrayl)-tetraphenol)은 알려진 절차에 따라 합성하였다(Liu et al., 2022).

        
          2.2.1. 화합물 2의 합성방법
          100 mL 둥근바닥 플라스크에 아세토나이트릴(acetonitrile) 30.0 mL를 넣고 화합물 1(1 g, 2.52 mmol)과 tert-butyl bromoacetate(2.21 g, 11.34 mmol), K2CO3(1.04 g, 7.56 mmol)을 첨가한 후 반응 혼합물을 80 oC에서 24시간 동안 환류 교반하였다. TLC를 이용하여 출발물질의 스팟과 반응 후의 스팟 비교를 통하여 합성이 완료되었는지 확인한 후 반응을 종결하였다. 회전 증발기를 사용하여 아세토나이트릴 용매를 제거하였다. 다음으로 용매가 제거된 반응 혼합물을 ethyl acetate(200 mL)와 증류수로 녹여준 후, 분별 깔때기에 넣고 ethyl acetate 층을 분리하였다. 생성물질이 용해된 ethyl acetate에 무수 MgSO4를 넣어 물을 제거한 후 여과하였다. 여과한 ethyl aceate는 회전 증발기를 이용해 증발시켜 고체 형태의 생성물을 얻었다. 실리카겔을 고정상으로 한 컬럼 크로마토그래피(ethyl acetate: hexane= 1:4)를 이용하여 순수한 화합물 2를 분리하였으며, 수득률은 80%였다. 1H-NMR(400 MHz, DMSO-d6): δ 6.85 (d, 8H), 6.66 (d, 8H), 4.55 (s, 8H), 1.39 (s, 36H) ppm; 13C-NMR(100 MHz, DMSO-d6): δ 167.80, 155.94, 138.11, 136.64, 131.85, 113.79, 81.32, 64.94, 27.64 ppm.

        

        
          2.2.2. 화합물 TPE-COOH의 합성방법
          100 mL 둥근바닥 플라스크에 Dichloromethane 10 mL에 화합물 2(0.50 g, 0.59 mmol)를 녹인 후, trifluoroacetic acid(0.27 g, 2.36 mmol)를 첨가한 뒤 실온에서 10시간 동안 교반하였다. TLC를 이용하여 출발물질의 스팟과 반응 후의 스팟 비교를 통하여 합성이 완료되었는지 확인한 후 반응을 종결하였다. 반응물을 얼름물에 중탕하여 식혀 생성된 고체를 진공 여과기를 사용하여 감압 여과한다. 여과된 고체를 dichloromethane (300 mL)로 충분히 세척한 후 흰색 고체인 화합물 TPE-COOH를 얻었으며, 수득률은 72%였다. 1H-NMR(400 MHz, DMSO-d6): δ 12.95 (s, 4H), 6.85 (d, 8H), 6.68 (d, 8H), 4.58 (s, 8H) ppm; 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 170.14, 156.01, 138.09, 136.65, 131.93, 113.80, 64.41 ppm.

        

        
          2.2.3. 수용액 및 실제 환경 중의 납이온 검지
          화합물 TPE-COOH의 저장 용액(stock solution)은 3 mM으로 DMSO에서 준비하였고, 1.0 × 10-5 M로 희석하여 측정하였다. 납(II) 이온에 대한 선택성을 평가하기 위해 철(III) 이온, 마그네슘(II) 이온, 칼슘(II) 이온, 망간(II) 이온, 철(II) 이온, 구리(II) 이온, 아연(II) 이온, 수은(II) 이온, 리튬 이온, 나트륨 이온, 칼륨 이온, 세슘 이온 등이 비교군으로 선택되었으며, 이들 금속이온의 저장 용액은 3 mM으로 물에서 준비하여 사용하였다. 납(II)의 측정농도는 1.0 × 10-6 M부터 2.0 × 10-4 M까지 적가하여 측정하였다. 수돗물은 전처리 과정을 거치지 않은 용액을 사용하였다. 수돗물 2 mL가 담긴 석영 큐벳에 화합물 TPE-COOH을 1.0 × 10-5 M으로 희석한 후 납(II) 이온을 1.0 × 10-6 M부터 2.0 × 10-4 M까지 적가하여 형광 변화를 측정하였다. 담수의 경우 전처리 과정을 거치지 않은 실제 담수 0.6 mL를 증류수 1.400 mL와 혼합하여 30% 담수 혼합용액을 만들어 사용하였다. 혼합용액을 석영큐벳에 옮겨 화합물 TPE-COOH 1.0 × 10-5 M을 넣은 뒤 납(II)의 1.0 × 10-6 M부터 2.0 × 10-4 M까지 적가하여 형광 변화를 측정하였다.

        

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1. TPE-COOH의 합성 및 확인
        본 연구에서는 Fig. 2에서 나타내듯이 화합물 1을 출발물질로 하여 두 단계의 반응을 통해 화합물 TPE-COOH를 합성하였다. 반응 첫 번째 단계에서는 화합물 1의 hydroxy 작용기에 tert-butyl bromoacetate를 접목하여 약 80%의 수득률로 화합물 2를 합성하였다. 반응 두 번째 단계에서는 화합물 2의 tert-butyl 작용기를 trifluoroacetic acid와 같은 유기 강산을 이용하여 아세트산으로 변환하여 최종적으로 화합물 TPE-COOH를 합성하였다. 합성된 화합물 TPE-COOH의 구조는 1H-NMR 및 13C-NMR 스펙트럼 분석을 통해 확인하였으며, 이때 화합물 TPE-COOH의 NMR 스펙트럼에서는 화합물 2의 tert-butyl 작용기에 해당하는 수소피크(δ 1.39 ppm)와 탄소피크(δ 27.64 ppm)가 관찰되지 않았다. 이 결과를 통해 tert-butyl 작용기가 제거된 최종 화합물 TPE-COOH가 성공적으로 합성되었음을 입증하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Synthesis of TPE-COOH. (ⅰ) tert-butyl 2-bromoacetate, K2CO3, acetonitrile, 80 oC, (ⅱ) trifluoroacetic acid, DCM, r.t.
          
          

          

        

      

      
        3.2. 수용액 상에서의 납(II) 이온 감지
        
          3.2.1. 선택성(selectivity) 연구
          납(II) 이온에 대한 화합물 TPE-COOH의 납이온에 대한 선택성을 확인하기 위해 수질과 관련된 다양한 금속 이온(Fe3+, Mg2+, Ca2+, Mn2+, Fe2+, Cu2+, Pb2+, Zn2+, Hg2+, Li+, Na+, K+, Cs+)에 대해 정제수 조건에서 형광 스펙트럼을 측정하고 각 용액의 형광 변화를 관찰한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 그림에서 보이는 바와 같이 납(II) 이온을 가한 화합물 TPE-COOH는 강한 형광성을 보이지만 다른 중금속 이온에 대해서는 거의 형광 변화를 보이지 않아 화합물 TPE-COOH는 납(II) 이온에 대해 매우 우수한 선택성을 보임을 알 수 있었다(Fig. 3(a)). COOH 작용기가 납(II) 이온과 안정한 착물을 형성함으로써 나타나는 이 선택성은 La 등의 연구 결과에 따르면, 화합물 TPE-COOH가 납(II) 이온과 다중 결합을 통해 상호 응집되어 AIE 효과가 유발되었기 때문이다(La et al., 2018). 뿐만 아니라 Fig. 3(b)에서 확인할 수 있듯이 UV 램프 하에서 납(II) 이온에 대한 강한 형광 방출이 시각적으로 확인되었다. 이는 현장에서 납(II) 이온을 선택적으로 식별하기 위해 화합물 TPE-COOH 센서를 효과적으로 활용할 수 있다는 점을 시사한다. 결국, 화합물 TPE-COOH는 뛰어난 납(II) 이온 선택성을 가지며 다른 경쟁 이온이 존재하는 용액에서도 효과적으로 납(II) 이온을 검출하는 데 활용될 수 있음을 나타낸다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              (a) Fluorescence intensity changes and (b) color changes of TPE-COOH (1.0 × 10-5 M) when incubated with various competitive metal ions (1.0× 10-4 M) in H2O. (1) Probe, (2) Fe3+, (3) Mg2+, (4) Ca2+, (5) Mn2+, (6) Fe2+, (7) Cu2, (8) Pb2+, (9) Zn2+, (10) Hg2+, (11) Li+, (12) Na+, (13) K+, (14) Cs+. Excitation was performed at 317 nm and emission was monitored at 481 nm.
            
            

            

          

        

        
          3.2.2. 형광 증가 메커니즘
          화합물 TPE-COOH가 납(II) 이온과 결합하여 형성되는 응집 현상을 이해하기 위해 동적광산란법(dynamic light scattering: DLS)을 활용하여 분석하였다. DLS 데이터는 화합물 TPE-COOH(1.0 × 10-5 M) 수용액에 납(II) 이온(1.0 × 10-4 M)을 첨가하기 전과 후에 대해 측정되었다. DLS 측정 결과, 납(II) 이온을 첨가하기 전의 화합물 TPE-COOH 용액에서는 DLS 측정값이 관찰되지 않았다. 그러나 납(II) 이온을 첨가한 후, 평균 크기가 133.8 nm로 나타났습니다(Fig. 4). 뿐만 아니라 Fig. 4의 내부 그림에서 나타나듯이, 신호의 상관관계가 감소함에 따라 응집체가 형성된 것으로 나타났다. 이로써 화합물 TPE-COOH의 응집은 비교적 큰 크기와 단일 형태의 입자로 나타났음을 확인할 수 있었다. 결과적으로, 화합물 TPE-COOH의 형광 증가는 수용액에서 용해된 상태로 있는 화합물 TPE-COOH가 납(II) 이온에 의해 응집체를 형성하는 현상에서 기인함을 입증하였다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Hydrodynamic radii obtained from DLS of TPE-COOH (1.0 × 10-5 M) with Pb2+ ion (1.0× 10-4 M) in H2O.
            
            

            

          

        

        
          3.2.3. 감응성(sensitivity) 실험
          다음으로, 화합물 TPE-COOH의 납(II) 이온에 대한 감응성을 평가하였다. Fig. 5에서 확인할 수 있듯이, 화합물 TPE-COOH(1.0 × 10-5 M) 수용액에 납(II) 이온(0~200 μM)의 농도를 증가시키면서 형광의 변화를 관찰하였다. 결과적으로, 납(II) 이온을 첨가하지 않았을 때의 화합물 TPE-COOH는 납(II) 이온 농도의 증가에 따라 형광 방출이 증가함을 나타냈다. Fig. 5(b)에서 보듯이, 납(II) 이온의 농도가 0~100 μM 범위에서 나타난 형광 변화 그래프는 형광이 어떻게 증가하는지에 대한 효율성을 잘 나타낸다. 이 결과는 개발한 화합물 TPE-COOH를 사용하여 납(II) 이온을 정량적으로 측정할 수 있음을 입증한다.

          
            
            

            Fig 5. 
				
            

            
              (a) Fluorescence emission spectra of the TPE-COOH (1.0 × 10-5 M) after adding various amount of Pb2+ion. (b) Plots of maximum emission intensity at 481 nm as a function of Pb2+ ion concentration.
            
            

            

          

        

      

      
        3.3. 실제 환경조건에서의 감지
        
          3.3.1. 납(II) 이온에 대한 형광 변화: 수돗물과 담수
          화합물 TPE-COOH이 실제 환경조건인 수돗물과 담수에서 납(II) 이온을 효과적으로 검출하는지 확인하였다. 수돗물과 담수에 각각 화합물 TPE-COOH 용액을 첨가한 후 납(II) 이온(0~200 μM)을 적가하여 형광 스펙트럼을 측정하였다(Fig. 6). 정제수에서의 결과와 동일하게 수돗물과 담수에서도 화합물 TPE-COOH은 납(II) 이온이 첨가됨에 따라 형광의 세기가 증가하였다. 또한, 수돗물과 강물에서의 TPE-COOH는 납(II) 이온의 30~100 μM 농도범위에서 형광 방출은 선형관계를 보여준다(Fig. 6(b), 6(d)). 따라서 화합물 TPE-COOH는 다양한 방해 요소가 존재하는 수돗물과 담수에서 납(II) 이온 30~100 μM 농도범위를 정량적으로 측정할 수 있음이 입증되었다.

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              Fluorescence emission spectra and titration profile of TPE-COOH(1.0× 10-5 M) after incubation with different concentrations of Pb2+ ion(0~200 μM) in the tap water(a, b) and fresh water(c, d). Excitation wavelength was performed at 317 nm and emission was monitored at 481 nm.
            
            

            

          

        

        
          3.3.2. 수돗물과 담수에서의 특정 납(II) 이온 검출
          마지막으로 화합물 TPE-COOH가 수돗물 및 담수에서 특정 납(II) 이온의 농도를 실제로 검출할 수 있는지 검증하였다. 실험은 화합물 TPE-COOH가 용해된 수돗물과 강물에 임의 농도로 납(II) 이온을 첨가하여 형광 스펙트럼을 측정한 후, 이 형광 세기를 Fig. 6b, 6d에서 얻은 선형 추세선에 적용하여 추정한 결과와 첨가된 납(II) 이온의 농도를 비교하였다. Table 1은 임의 농도로 첨가된 납(II) 이온에 대해 선형 추세선을 이용하여 추정한 농도를 비교한 결과이다. 이 결과에서 나타내듯이 첨가된 납(II) 이온에 대해 추정한 값은 높은 회수율(recovery)을 보이며 실제 값과 매우 근사한 결과를 나타냈다. 따라서 화합물 TPE-COOH는 수돗물 또는 담수와 같은 실제 환경에서 오염된 특정 납(II) 이온 농도를 효과적으로 검출할 수 있음이 입증되었다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Results of Pb2+detection in the tap water and fresh water
            
            

          

          
            
              
                	
                	[Pb2+]/μM
                	measured
value/μM
                	recovery/%
              

            
            
              	tap
water
              	30
              	29.3
              	97.7
            

            
              	50
              	49.3
              	98.6
            

            
              	70
              	61.5
              	87.6
            

            
              	100
              	97.1
              	97.1
            

            
              	fresh
water
              	30
              	30.2
              	100.8
            

            
              	50
              	48.7
              	97.3
            

            
              	70
              	66.1
              	94.5
            

            
              	100
              	107.9
              	107.9
            

          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      본 연구에서는 실제 환경조건인 수돗물과 담수에서 납(II) 이온을 효율적으로 감지할 수 있는 형광센서를 개발하였다. 화합물 TPE-COOH는 납(II) 이온에 대해 형광의 세기가 증가하는 turn-on 효과를 보이며 높은 선택성과 감응성을 나타내었다. 이러한 turn-on 효과는 화합물 TPE-COOH이 납(II) 이온과 결합시 TPE간의 응집체를 형성한다는 것을 밝힘으로써 AIE 효과에 기인함을 입증하였다. 화합물 TPE-COOH은 다양한 방해물질이 존재하는 수돗물과 담수에서도 30~100 μM 범위의 납(II) 이온 농도에서 좋은 선형관계를 보이며, 납(II) 이온을 효율적으로 검출함을 보여준다. 이 결과로 바탕으로 향후 즉각적으로 납(II) 이온의 검출이 필요한 현장에 활용될 수 있을 것으로 판단된다.
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