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Abstract : Nanoscale zero-valent iron (nZVI) has been effectively applied for environmental remediation due to its ability to reduce 
various toxic compounds. However, quantification of nZVI reactivity has not yet been standardized. Here, we adapted colorimetric 
assays for determining reductive activity of nZVIs. A modified indophenol method was suggested to determine reducing activity 
of nZVI. The method was originally developed to determine aqueous ammonia concentration, but it was further modified to quantify 
phenol and aniline. The assay focused on analysis of reduction products rather than its mother compounds, which gave more accurate 
quantification of reductive activity. The suggested color assay showed superior selectivity toward reduction products, phenol or 
aniline, in the presence of mother compounds, 4-chlorophenol or nitrobenzene. Reaction conditions, such as reagent concentration 
and reaction time, were optimized to maximize sensitivity. Additionally, pretreatment step using Na2CO3 was suggested to eliminate 
the interference of residual iron ions. Monometallic nZVI and bimetallic Ni/Fe were investigated with the reaction. The substrates 
showed graduated reactivity, and thus, reduction potency and kinetics of different materials and reaction mechanism was distinguished. 
The colorimetric assay based on modified indophenol reaction can be promises to be a useful and simple tool in various nZVI 
related research topics.
Key Words : Nanoscale Zero Valent Iron, Indophenol Reaction, Colorimetric Assay, Reducing Activity

요약 : 나노 기술에 대한 관심이 증가함에 따라 다양한 종류의 나노 물질이 환경 정화 분야에서 활발히 연구되고 있다. 이에 

따라 새롭게 개발된 나노 물질의 성능을 쉽고 신속하게 측정할 수 있는 분석법에 대한 요구가 증가하고 있다. 본 연구에서는 
토양/지하수 정화 분야에서 활발히 사용되는 나노 영가철의 환원 반응성을 쉽고 신속하게 측정할 수 있는 방법으로써 수정
된 인도페놀법을 제시하였다. 인도페놀법에서 한계반응물로 작용하던 암모늄과 과량으로 존재하던 페놀을 치환하여 사용함
으로써 페놀류에 대한 정량 분석이 가능하도록 수정하였다. 대상으로 한 나노 영가철에 의한 환원 반응은 4-클로로페놀의 페
놀로의 환원과 나이트로벤젠의 아닐린으로의 환원이었으며, 수정된 인도페놀법은 반응생성물인 페놀과 아닐린에 대하여 선
택성을 나타내 분석 방법으로 사용이 가능함을 확인하였다. 민감도 향상을 위하여 발색 시약의 농도 및 반응 시간, 시료의 전
처리 등의 영향에 대하여 평가하였다. 실제 시료를 대상으로 시험하였을 때, 용존 철 이온에 의한 저해 영향을 확인하여 탄산
나트륨 용액 주입의 전처리를 이용하여 해결하였다. 최종적으로 개발된 분석 방법을 이용하여 나노 영가철 및 이중금속 나노 
영가철의 환원 반응성을 측정하였으며, 결과적으로 환원 반응 속도의 차이뿐 아니라 환원 기작의 차이도 구분할 수 있는 가
능성을 보여 주어 나노 영가철의 환원과 관련된 연구 분야에서 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
주제어 : 나노 영가철, 인도페놀법, 발색 반응, 환원 반응

1. 서 론

안정적인 수질의 물에 대한 수요 증가와 더불어 국내외에

서 수질 오염 사례로 인한 불안감 증대에 따라 새롭고 효과

적이며 적용 가능한 수처리 방법에 대한 연구가 활발히 진

행되고 있다. 최근 5년간의 국내 지하수 오염초과 지점 수 

현황을 분석한 결과, trichloroethylene, tetrachloroethylene로 

대표되는 염소계 유기화합물 및 질산성 질소에 대한 오염

이 심각한 것으로 나타났다.1) 이와 같은 상수원의 오염은 

비단 국내에 국한되지 않아, 최근 미국 미시건주 플린트 시

의 상수원의 오염으로 인하여 지역의 많은 인구가 납 등 

중금속으로 오염된 수돗물에 노출되는 사건이 벌어졌으며,2) 
유사한 예로, 북유럽 선진국 중 하나인 덴마크의 경우 2010
년 가동 중인 상수도용 지하수 관정의 40%에서 농약이 검

출되었으며, 11%에서는 상수도 수질기준을 초과하는 결과

를 보고한 바 있다.3) 이와 같은 해외의 사례는 유사한 상수

도에 대한 문제가 어디서든 일어날 수 있으며, 이와 같은 

수질 문제를 해결하기 위한 연구가 필요함을 보여 준다.
이와 같은 수질 문제를 해결하기 위한 하나의 방법으로 

금속 나노 입자 및 탄소나노튜브 등 나노 기술의 적용이 활

발히 시도 되고 있다.4) 나노 영가철은 이러한 수처리용 나

노 물질의 하나로써, 영가철의 환원 반응성을 극대화할 수 
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(1)

(2)

(3)

있는 장점을 가진다. 영가철은 자연계에서 물이나 공기, 혹
은 오염물질과의 반응을 통하여 산화철로 산화되며, 이 때 

생성되는 전자를 이용하여 오염물질을 환원시킬 수 있는 능

력을 가져 염소계 유기 화합물, 질산성 질소, 중금속 등의 

처리에 사용되어 왔다.5) 나노 영가철은 수십 나노미터의 크

기로 형성된 영가철로써 작은 크기에서 기인한 높은 비표

면적을 가지며, 반응 속도가 일반 영가철에 비하여 수십 배 

가량 향상되는 것으로 알려져 있다.6) 나노 영가철은 환경

공학분야에서 가장 활발히 적용되고 있는 나노 물질 중 하

나로써 2014년 기준으로 약 70건 이상의 현장 적용이 실시

된 바 있다.7) 나노 영가철의 경우 일반 마이크로 수준의 영

가철에 비하여 가격이 6-30배 높으나(약 $65-90 /kg), 주입

에 따른 비용 및 높은 성능에 따른 주입량의 저감 등을 고

려하면 경제성이 있음이 확인된 바 있다.8)

또한 토양에서의 이동성 향상 및 수명 증가 등 나노 영가

철의 적용성을 향상시키기 위하여 표면 안정화제의 적용9) 
및 이중금속의 적용10) 등의 다양한 연구가 있어 왔으며, 그 

결과로 수많은 종류의 나노 입자가 합성되어 제시되어 왔

다. 따라서 관련 분야의 연구를 효율적으로 수행함에 있어

서 중요한 요건 중 하나는 새롭게 합성되는 나노 물질의 

성능을 평가할 수 있는 기술을 확보하는 것이다. 
기존에는 주로 분광학적 방법이나 크로마토그래피를 이

용한 방법을 사용하여 산화-환원 반응성을 평가하여 왔다. 
일반적으로 X선 회절분석법이나 뫼스바우어 분광기와 같

은 분광학적 기법을 이용하여 입자 내부에 반응성이 있는 

Fe(0)의 함량을 평가하는 방법11)과 실제 대상 오염물질과 

반응시킨 후 기체/액체/이온 크로마토그래피를 이용하여 반

응물 및 생성물의 농도를 측정하여 그 효율을 평가하는 두 

가지의 방법이 주로 사용된다.12,13) 하지만 이와 같은 방법

은 시료의 전처리가 복잡하고, 분석 시간이 길며, 고가의 장

비가 사용되어 분석 비용이 많이 소요된다는 단점이 있다. 
본 연구에서는 이러한 분석 방법에서의 한계점을 극복하

기 위하여 나노 영가철 입자의 반응성을 발색 반응을 이용

하여 쉽고 빠르게 평가하기 위한 방법을 개발하고자 하였다. 
이를 위하여 암모니아 정량 분석을 위하여 널리 사용되던 인

도페놀 법을 수정하여 적용하였다. 인도페놀 반응은 모노클

로라민과 페놀이 촉매 존재 하에서 반응하여 파란색의 인도

페놀이 형성되면 이를 분광광도계로 측정하는 방식으로 정

량 분석에 사용되며 반응 기작은 식 (1)-(3)과 같다.14,15) 
식 (1)을 통해 생성된 모노클로라민은 페놀의 파라 자리

와 반응하여 N-chloro-p-hydroxybenzoquinone monoamine을 

형성하며, 이는 다시 페놀과 반응하여 파란색의 인도페놀을 

형성한다. 페놀의 파라 자리가 반응에 관여하기 때문에 일

반적으로 파라 자리가 비어 있어야 반응이 일어난다고 알려

져 있다.14) 따라서 본 연구에서는 기존에 한계 반응물로써 

정량의 목표였던 암모니아와 과량으로 주입하였던 페놀을 

치환하여 페놀에 따른 정량 분석이 가능하도록 하였다. 
본 연구에서 나노 영가철의 반응성을 확인하기 위하여 4-

염화페놀과 나이트로벤젠의 환원 반응을 사용하였다. 두 물

질은 환원 반응을 통해 각각 페놀과 아닐린으로 전환된다

고 알려져 있으며,16,17) 전환된 페놀과 아닐린은 상기 제시한 

수정 인도페놀 반응을 통해 검출될 수 있을 것으로 기대하

였다. 반응물질인 4-염화페놀과 나이트로벤젠과의 발색 반

응 진행 여부를 통해 발색 반응의 선택성을 확인하였으며, 
민감도 향상을 위하여 발색 시약의 농도 및 반응 시간, 시
료의 전처리 등의 영향에 대하여 평가하였다. 최종적으로 

도출된 발색 반응은 실제 나노 영가철을 이용한 4-염화페놀

과 나이트로벤젠 환원 반응 시험에 적용하여 반응 동역학 

및 반응 경로의 검증이 가능함을 밝혔다. 

C6H5NO2 + 3Fe0 + 6H+ → C6H5NH2 + 3Fe2+ + 2H2O (4)

C6H4OHCl + 3Fe0 + 6H+ → C6H5NH2 + 3Fe2+ + 2H2O
(5)

2. 연구방법

2.1. 수정된 인도페놀 발색 반응을 이용한 페놀과 아닐
린의 정량 분석

2.1.1. 발색 시약 및 분석 절차

본 연구에서 사용된 수정된 인도페놀 발색 반응에서는 과

량의 암모늄과 차아염소산 존재 하에서 페놀과 아닐린이 

한계 반응물로 작용하여 시료 내 페놀과 아닐린의 농도에 

따라 발색의 정도가 변하도록 하였다. 발색 반응에는 0.2 mL
의 10% 차아염소산나트륨용액(NaOCl)과 66 mL의 0.5 M 
수산화나트륨(NaOH) 용액을 증류수로 100 mL로 희석한 발

색 시약 A와 100 mg-NH4
+-N/L의 염화암모늄(NH4Cl)과 0.3 

g/L의 나이트로프루사이드나트륨(Na2[Fe(CN)5NO])의 발색 

시약 B를 이용하였다. 또한 시료의 전처리를 위하여 1 M의 

탄산나트륨(Na2CO3) 용액이 발색 시약 C로써 준비되었다. 
각 발색 시약의 농도는 2.1.3의 과정을 통하여 최대의 민감
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도를 가지도록 최적화되었다. 
시료의 전처리가 필요한 경우 2.5 mL의 시료에 125 uL의 

발색 시약 C를 주입하여 pH를 중화시키고 용존 철 이온의 

침전을 유도하였다. 용존 철 이온은 탄산 철의 형태로 침전

하며, 침전이 완료된 후 상등액을 취하여 실제 발색 반응에 

사용하였다. 발색 시약 A와 B는 시료에 주입 전 같은 양씩 

혼합하여 발색 시약 AB를 준비하였다. 2.3 mL의 시료를 큐

벳에 넣고, 미리 혼합하여 둔 발색 시약 AB 0.2 mL를 큐벳

에 주입한다. 암실에서 2시간 동안 반응시킨 후, 분광광도계 

(Cary 50, Agilent Technologies Inc., USA)를 이용하여 680 
nm에서의 흡광도를 측정하였다. 시료의 분석 시 페놀 혹은 

아닐린 표준 용액의 흡광도를 측정하여 검량선으로 사용하

였다. 

2.1.2. 선택성 확인

본 연구에서 제안한 발색 반응은 반응물인 4-염화페놀이

나 나이트로벤젠과는 반응하지 않으면서 생성물인 페놀과 

아닐린과는 반응하여야 나노 영가철의 환원 반응성 정량 

방법으로의 효과가 있다. 생성물로의 선택성을 확인하기 위

하여 반응물과 생성물의 혼합 용액을 사용하였을 시에 반

응물 혹은 생성물 용액 단독 측정 시와의 흡광도의 차이가 

생기는 지 여부를 확인하였다. 모든 경우에서 반응물과 생

성물의 농도는 50 µM로 설정하였다.

2.1.3. 민감도 향상을 위한 최적 조건 도출

발색 반응의 최적 조건 도출을 위하여 발색 시약의 농도, 
반응 시간 및 시료 전처리의 유무에 따른 영향을 평가하였

다. 발색 시약 A의 경우에는 시약 내 염소의 농도를 0.01- 
0.4%로 변화시켰으며, 발색 시약 B의 경우에는 시약 내 암

모늄 이온의 농도를 50-5,000 mg-NH4
+-N/L으로 변화시켰

다. 다른 농도의 발색 시약 A와 B를 각각 같은 농도의 페

놀과 아닐린의 발색 측정에 적용하여 가장 높은 발색을 보

이는 조건을 최적 조건으로 설정하였다. 
최적 반응 시간을 도출하기 위하여 페놀과 아닐린의 검

량 곡선을 24시간에 걸쳐 일정 시간 간격으로 측정하여 가

장 높은 민감도를 보이는 시간을 최적 조건을 설정하였다. 
분석 방법의 검출 한계 및 검량 한계를 측정하기 위하여 

검량 곡선을 사용하였다. 검출 한계는 검량 곡선에서 가장 

낮은 농도의 측정값의 표준 편차의 3배로써 도출하였고, 검
량 한계는 같은 값의 표준 편차의 10배로써 도출하였다. 사
용한 검량 곡선의 농도 범위는 페놀의 경우 0-50 µM, 아닐

린의 경우 0-75 µM이었다. 

2.1.4. 시료 pH 및 용존 철 농도의 영향 평가

실제 시료를 분석할 시의 영향을 고려하기 위하여 시료의 

pH 및 용존 철의 농도 변화에 따른 흡광도 측정의 영향을 

확인하였다. 20 µM의 페놀 용액의 pH 및 용존 철의 농도

를 0.1 M 염산(HCl), 0.1 M 수산화나트륨(NaOH) 및 염화

제2철(FeCl3) 용액으로 조절 후 흡광도를 측정하여 그 변화

를 살펴보았다. 용존 철의 농도는 원자흡광도계(AAnalyst 
200, PerkinElmer, USA)를 사용하여 분석하였다. 

2.2. 단일금속 및 이중금속 나노 영가철을 이용한 4-염
화페놀과 나이트로벤젠의 환원

2.2.1. 나노 영가철 합성

나노 영가철의 합성을 위하여 수소화붕소나트륨(NaBH4)
에 의한 화학적 환원법을 사용하였다. 황산제일철 용액이 

들어 있는 3구 둥근 바닥 플라스크에 NaBH4 용액을 정량 

펌프를 이용하여 5 mL/min의 유속으로 주입하였으며, 식 (6)
과 같은 반응을 통하여 철 이온은 영가철로 환원된다.9) 

2Fe2+ + BH4
- + 3H2O → 2Fe0 + H2BO3

- + 4H+ + 2H2 

(6)

사용한 황산제일철 용액과 NaBH4 용액의 농도는 각각 

35.8 and 89.6 mM이었다. 반응 도중의 산화를 막기 위하여 

플라스크에 질소가스를 지속적으로 주입하였다. 주입이 완

료된 이후 30분 동안 계속 교반하여 반응이 완전히 일어날 

수 있도록 하였다. 반응이 완료된 후 생성된 나노 영가철은 

원심분리기를 이용하여 수집한 후 초순수 및 에탄올(99.9%)
로 세척한 후 진공오븐을 이용하여 60℃에서 4시간 동안 건

조하였다. 준비된 시료는 혐기성 챔버에 보관하여 추가적인 

산화를 방지하였다.
Ni/Fe 이중금속 나노 영가철은 준비된 나노 영가철과 니

켈 용액과의 추가적인 산화/환원 반응을 통하여 합성하였

다. 황산 니켈 용액과 나노 영가철이 5분간 반응할 수 있도

록 한 후 생성된 Ni/Fe 이중금속 나노 영가철은 원심분리기

를 사용하여 수집 후 초순수로 2차례 세척하여 사용하였다. 
모든 경우에서 이중 금속의 농도는 철의 질량 대비 5%로 

설정하였다.

Fe + Ni2+ → Fe2+ + Ni (7)

2.2.2. 4-염화페놀과 나이트로벤젠 환원 시험

나노 영가철 및 Ni/Fe 이중금속 나노 영가철의 환원 반응

성을 측정하기 위하여 4-염화페놀과 나이트로벤젠의 환원 

반응을 사용하였다. 반응성 시험은 50 mL 유리 바이알을 

이용하여 진행되었다. 바이알에 나노 영가철을 넣고 39 mL
의 10 mM 아세트산 용액을 주입한 후 PTFE 셉타와 알루

미늄 실을 이용하여 밀봉하였다. 이후 1 mL의 4-염화페놀 

혹은 나이트로벤젠 용액을 주입하여 반응을 시작하게 하며, 
주기적으로 2 mL의 시료를 채취하여 0.45 µm 필터로 여과 

후 여액을 샘플로써 보관한다. 본 시험에서의 반응물(4-염화

페놀 혹은 나이트로벤젠) 및 나노 영가철의 초기 농도는 각

각 500 µM과 2 g/L로 설정하였다. 
도출된 4-염화페놀과 나이트로벤젠의 환원 동역학은 식 

(8)과 같은 유사 1차 반응을 통해 모사하였다. 
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Ct = C0 × e–kt (8)

Ct = 시간 t일 때의 농도(µM)
C0 = 초기 농도(µM)
k = 반응 속도 상수(min-1)

시료 내 반응 생성물의 농도는 2.1에서 언급한 방법을 통

해 측정하였으며, 일부 시료의 경우 측정 방법의 정밀도를 

확인하기 위하여 고성능 액체 크로마토그래피(HPLC 1100 
series, Agilent Technologies, USA)를 사용하여 정량하였다. 
이 때 C18 컬럼(5 µm, 15 cm × 4.6 mm)을 사용하였으며, 이
동상으로는 메탄올과 5 mM의 인산이수소칼륨(KH2PO4)을 

사용하였다.16) 

3. 결과 및 고찰

3.1. 반응 생성물의 검출을 위한 반응 선택성 검증

본 연구에서 제안하는 발색반응 기반 분석 방법이 효과적

으로 적용되기 위해서는 반응물과 생성물이 혼합되어 존재

할 때 반응 생성물에 대한 반응 선택성이 존재하여야 한다. 
이를 확인하기 위하여 반응물과 생성물 각 50 µM 표준 용

액과 반응물과 생성물이 동시에 들어 있는 혼합 용액을 각

각 사용하여 발색 반응을 시켰고, 400-800 nm 구간에서의 흡

광도를 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 
Fig. 1(a)는 4-염화페놀과 페놀 중 페놀에 대한 선택성을 

나타내었다. 반응물로 사용하는 4-염화페놀은 인도페놀 발

색법에 의하여 발색 반응이 거의 일어나지 않았으나, 생성

물로 사용하는 페놀의 경우에는 발색반응이 일어나 680 nm
에서 최대 흡광도를 보였다. 페놀과 4-염화페놀을 같은 농

도로 혼합하여 흡광도를 측정하였을 때에도 최대 흡광도 값

은 거의 유사한 값을 보여 4-염화페놀의 유무와 관계없이 

페놀의 농도에 따른 발색이 일어남을 확인할 수 있었다. 
이와 유사한 방법으로 아닐린과 나이트로벤젠의 혼합 용

액에서의 아닐린에 대한 선택성을 확인하였다. Fig. 1(b)에
서와 같이 나이트로벤젠은 인도페놀 발색법에 의한 발색 현

상을 보이지 않았으나, 생성물인 아닐린의 경우 680 nm 부
근에서 최대 흡광도를 보였으며, 아닐린과 나이트로벤젠의 

혼합용액의 경우에도 아닐린 단독 용액과 유사한 흡광도 값

을 보여 아닐린에 대한 반응 선택성을 뚜렷이 보여주었다. 
이와 같은 결과는 인도페놀 반응을 통하여 반응 생성물만

을 선택적으로 검출할 수 있음을 보여 주어 반응물과 생성

물이 동시에 존재하는 조건 하에서 반응 생성물의 농도의 

정량 분석 방법으로 사용할 수 있음을 나타낸다. 이와 같은 

가능성을 바탕으로 본 연구에서는 4-염화페놀의 페놀로의 

환원과 나이트로벤젠의 아닐린으로의 환원을 나노 영가철

의 환원 반응성을 측정하는 대표 반응으로 설정하여 연구

를 진행하였다.

Fig. 1. Spectra evolution after color reaction with reagent AB, 
(a) 4-chlorophenol and phenol, (b) nitrobenzene and 
aniline.

3.2. 민감도 향상을 위한 최적 조건 도출

인도페놀법을 이용한 발색반응의 적용 가능성을 확인한 

이후, 민감도 향상을 위한 최적 조건 도출을 실시하였다. 
본 연구에서는 발색 반응에 사용되는 발색 시약 A와 B의 

농도, 발색 시간을 반응 조건으로 설정하여 영향을 조사하

였다. 

3.2.1. 발색 시약의 농도

본 연구에서 제시한 수정된 인도페놀 발색법에는 알칼리

성 차아염소산 용액인 발색 시약 A와 염화암모늄 및 반응 

촉매 용액인 발색 시약 B가 이용된다. 이 중 발색 반응에 

직접적으로 참여하는 것은 반응을 통해 모노클로라민을 형

성하는 차아염소산과 암모늄이온이다. 따라서 본 연구에서

는 차아염소산과 염화 암모늄 두 물질의 농도를 변화시켜 

가장 높은 흡광도를 발색시키는 조건을 설정하고자 하였다. 
차아염소산의 농도는 활성 염소 기준 0.01-0.40%로 조절하

였으며, 암모늄의 농도는 50-5,000 mg-N/L로 조절하고, 50 
µM의 페놀과 아닐린 표준용액을 공통적으로 사용하여 2시
간 반응 후 흡광도를 측정하여 결과를 Fig. 2에 나타내었다. 

Fig. 2(a)는 페놀에 대한 발색 시약 농도에 따른 흡광도의 

(a)

(b)
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Fig. 2. Optimization of reagent concentration on color develop-
ment for (a) phenol, and (b) aniline. Note that 50 µM of 
each product was applied, and absorbance was mea-
sured after 2 h of reaction.

변화를 나타낸 것으로 발색 시약 A 내 활성 염소의 농도가 

0.02%이고, 발색 시약 B 내 암모늄 농도가 100 mg-N/L일 

때 가장 높은 흡광도를 나타내었다. 상대적으로 고농도의 

활성 염소와 암모늄 존재 하에서 오히려 흡광도가 낮아지

는 것은 형성된 클로라민의 농도가 일정 수준 이상일 경우 

페놀과의 반응을 오히려 저해하는 것으로 해석할 수 있어 

적절한 농도의 시약을 설정하는 것이 중요한 것으로 나타났

다. 특히 활성 염소의 농도가 증가함에 따라 최적의 암모늄 

농도가 점차 상승하는 것으로 나타나 최적 조건이 활성 염

소와 암모늄의 일정한 비율로써 나타남을 확인할 수 있었

으며, 과량의 조건은 적절치 않다고 판단되었다.

페놀의 경우와 유사한 조건을 이용하여 아닐린에 대한 최

적 조건 도출을 실시하였고, 그 결과를 Fig. 2(b)에 나타내었

다. 아닐린의 경우도 페놀과 유사한 조건에서 최적 조건이 

형성됨을 확인할 수 있었으며, 활성 염소와 암모늄의 비율

이 일정함도 확인할 수 있었다. 
페놀과 아닐린에 대한 발색 시약 농도에 따른 흡광도 변

화를 살펴본 결과, 발색 시약 A 내 활성 염소의 농도가 0.02 
%이고, 발색 시약 B 내 암모늄 농도가 100 mg-N/L인 경우

가 최적 조건으로 도출되었으며, 후속 연구에 동일한 조건

을 사용하였다. 

3.2.2. 반응 시간

발색 시약의 주입 후 인도페놀의 농도는 시간에 따라 증가

하여 점차 파란색을 띄게 된다. 그러나 신속한 분석을 위해

서는 가능한 빠른 시간 내에 높은 민감도를 보이는 것이 바

람직하다. 이와 같이 반응 시간에 따른 분석 민감도를 살펴

보기 위하여 페놀과 아닐린 용액을 이용한 검량 곡선을 반응 

시간에 따라 측정하여 Fig. 3과 같이 나타내었고, 추세선을 

통해 검량 곡선의 기울기, y절편, R2, 그리고 검출 한계 및 

검량 한계 값을 도출하여 Table 1과 2에 각각 정리하였다. 

Fig. 3. Standard curves for (a) phenol (0-50 µM) and (b) aniline 
(0-75 µM) after reaction with reagent AB (NH2Cl) in di-
fferent reaction time.

(a)

(b)

(a)

(b)
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Table 1. Equation, LOD, and LOQ of phenol standard curves in 
different reaction time

Time (h) Standard curve R2 LOD (µM) LOQ (µM)

0.5 y = 0.0052x + 0.0112 0.995 0.5 1.7

1 y = 0.0060x + 0.0124 0.998 0.4 1.4

2 y = 0.0079x + 0.0063 0.999 0.3 1.1

3 y = 0.0081x + 0.0037 0.999 0.3 1.1

4 y = 0.0082x + 0.0043 0.999 0.3 1.1

24 y = 0.0073x + 0.0037 1.000 0.4 1.2

Table 2. Equation, LOD, and LOQ of aniline standard curves in 

different reaction time

Time (h) Standard curve R2 LOD (µM) LOQ (µM)

0.5 y = 0.0028x + 0.0131 0.990 1.6 5.4

1 y = 0.0041x + 0.0134 0.992 0.9 3.1

1.5 y = 0.0045x + 0.0143 0.990 1.3 4.3

2 y = 0.0045x + 0.0123 0.990 1.0 3.3

페놀의 경우 0-50 µM 구간을 대상으로 검량선을 도출하

여 Fig. 3(a)에 나타내었다. 그림에서 확인할 수 있듯이 검

량 곡선의 기울기 값이 시간에 따라 점차 증가하여 2-4시간

에 최대값을 보였으나 24시간이 지난 이후에는 오히려 감소

하는 결과가 나타났다. Table 1과 같이 검출한계와 검량한

계 값을 계산하였을 때에도 2-4시간에는 검출한계 0.3 µM, 
검량한계 1.1 µM로써 일정하나 24시간에는 각각 0.4, 1.2 
µM로 상승하는 것을 확인할 수 있었다. 생성되는 인도페놀

은 빛과 반응하여 분해되는 것으로 알려져 있으며,14) 암모

니아의 정량을 위한 표준 분석법에도 약 2시간 이후에 측

정하는 것으로 제시되어 있어 이와 유사한 결과인 것으로 

파악되었다.19)

아닐린도 위와 유사한 방법으로 반응시간에 따른 영향을 

분석하였으며, 검량선은 0-75 µM의 농도에 걸쳐 작성하였다. 
페놀의 결과와 유사하게 검량선의 기울기는 시간에 따라 

증가하여 1.5시간 이후에는 거의 일정한 값을 나타내었다. 
그러나 본 연구에서는 페놀과 아닐린의 동시 분석을 실시할 

경우를 고려하여 최적 반응시간은 2시간으로 설정하였다. 이 

경우의 검출한계와 검량한계는 각각 1.0, 3.3 µM로 나타나 

페놀의 경우보다는 민감도가 낮은 것으로 나타났다.

3.3. 전처리 

본 연구에서 제안하는 발색반응이 성공적으로 실제 연구

에 적용되기 위해서는 시료의 성상에 따른 저해 영향 없이 

분석이 가능해야 한다. 따라서 본 연구에서는 2.4에 설명한 

바와 같이 나노 영가철에 의한 4-염화페놀의 환원 실험을 

실시하여 시료를 채취한 후 분석을 실시하여 저해 영향의 

유무를 판단하였다. 채취한 시료는 HPLC를 이용해 분석하

여 시료 내 페놀의 농도를 정량 분석하였으며, 그 결과 493 
µM로 측정되어 주입한 500 µM의 4-염화페놀이 98% 이상 

페놀로 전환되었음을 확인하였다. 

Fig. 4. Spectra evolution of sample with and without sample 

pretreatment.

Fig. 4의 실선(phenol standard)은 50 µM의 페놀을 발색 반

응을 통해 분석한 흡광 곡선을 나타내며 점선(sample)은 위 

실험을 통해 얻은 실제 시료의 흡광 곡선을 나타낸다. 본 분

석에서 실제 시료는 10배 희석하여 분석하였기 때문에 다

른 영향이 없다면 50 µM 페놀의 흡광 곡선과 유사한 값을 

보여야 하나, 실제 시료는 이보다 크게 높은 값을 보였다. 
특히 전체적인 흡광 곡선이 약 0.15 가량 상승하여 시료의 

성상에 따른 영향이 있음을 확인하였다. 
본 연구에서 사용된 나노 영가철에 의한 4-염화페놀의 환

원 기작은 다음과 같다. 환원 반응을 통하여 4-염화페놀은 

페놀로 환원되며, 이와 동시에 영가철은 산화되어 Fe2+/ 3+의 

철 이온 형태로 방출된다. 또한 용매로 사용된 물이 환원되

어 수소 기체 및 수산화이온을 형성하여 용액의 pH를 상승

시킨다(식 (9)). 따라서 시료의 성상에서 확인하여야 할 부

분은 철 이온의 농도 및 용액의 pH라고 판단하여 Fig. 5와 

같이 pH와 철 이온의 농도에 따른 페놀 분석의 영향 유무

를 확인하였다. 이 경우 20 µM의 페놀 용액의 pH와 철 이

온의 농도를 변화시켜 흡광도를 측정하였다. 

Fe + 2H2O → Fe2+ + H2 + 2OH- (9)

Fig. 5(a)와 같이 pH에 따른 영향은 미미하였으며, 이는 

발색 시약 내에 고농도로 들어있는 수산화나트륨의 영향으

로 시료의 pH가 인도페놀 발색이 용이한 pH 10 이상으로 

상승하였기 때문으로 사료된다.14) 철 이온의 농도에 따른 

영향은 Fig. 5(b)에 도시하였으며, 그 결과 철 이온의 농도

가 100 mg/L 이상일 때 점차적으로 흡광도가 상승하는 것

으로 나타났다. 이와 같은 영향은 육안으로도 관찰이 가능

한 시료의 색상 변화에 기인한 것으로 판단된다. 따라서 시

료 내의 철 이온의 농도를 100 mg/L 이하로 낮출 수 있도

록 전처리를 실시하여야 한다고 판단하였으며, 전처리로써

는 탄산나트륨의 주입을 통한 철 이온의 침전반응을 유도

하였다. 
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Fig. 5. Effect of (a) pH and (b) soluble iron concentration on 

modified indophenol reaction.

1 M의 탄산나트륨 용액을 발색 시약 C라고 명명하고 1 
mL의 샘플에 0.05 mL의 발색시약 C를 주입한 후 약 30분 

이후 침전이 완료되면 상등액을 취하여 재차 분석하였으며, 
결과는 Fig. 4에 점선(pretreated sample)으로 나타내었다. 전
처리가 완료된 시료는 50 µM의 페놀 용액과 거의 유사한 

결과를 나타내었으며 검량선을 통해 농도를 도출한 결과 

507 mM로 나타났다. 이는 HPLC를 통해 얻은 결과와 약 

2.8%의 오차를 보여 상당히 정확하게 분석을 실시할 수 있

음을 확인시켜 주었다. 

3.4. 발색 반응을 이용한 나노 영가철의 환원 반응성 및 

반응 경로 도출 

최종적으로 개발된 발색 반응을 나노 영가철의 환원 반

응성 및 반응 경로에 관한 연구 결과 도출에 사용하여 그 

적용성을 판단하여 보았다. 본 연구에서는 일반 나노 영가

철과 니켈로 개질된 이중금속 나노 영가철을 사용하여 나

이트로벤젠과 4-염화페놀의 환원 시험을 진행하였고, 그 결

과를 Fig. 6에 나타내었다. 

Fig. 6. Measured phenol aniline production by nZVI and Ni/Fe.

 
일반 나노 영가철을 사용하였을 경우 아닐린의 생성을 확

인하여 나이트로벤젠이 15분 이내에 성공적으로 환원됨을

확인할 수 있었으나 페놀의 경우에는 60분의 반응 시간동

안 전혀 검출되지 않아 짧은 시간동안에는 환원 반응이 일

어나지 않았음을 확인할 수 있었다. 나이트로벤젠의 나노 

영가철에 의한 환원 반응을 유사 1차 반응으로 해석하였을 

때의 반응 속도 상수는 0.296 min-1이다.
니켈로 개질된 이중금속 나노 영가철을 사용하였을 경우

에는 반응성이 크게 향상되는 것을 확인할 수 있었다. 나이

트로벤젠의 경우 약 10분 이내에 성공적으로 모두 환원되

었으며, 반응 속도 상수는 0.537 min-1로 일반 나노 영가철

과 비교하여 반응 속도 상수가 약 1.81배 상승하는 것으로 

나타났다. 이와 같은 현상은 니켈과 철 사이에 갈바닉 셀이 

형성되어 이온화 경향이 더 높은 철의 산화가 촉진되었기 

때문인 것으로 판단된다. 
4-염화페놀의 경우도 니켈로 개질된 이중금속 나노 영가

철을 적용하였을 때에는 약 30분 만에 모두 환원되는 것으

로 나타나 일반 나노 영가철보다 높은 반응 속도를 나타내

었다. 이 때의 반응 속도 상수는 0.094 min-1이었다. 이와 같

은 결과는 위에서 언급한 갈바닉 셀의 이유 이외에도 탈염

소화 반응을 촉진시키는 촉매로써의 반응이 일어났기 때문

인 것으로 사료된다. 니켈, 팔라듐, 백금과 같은 촉매는 수

소 기체를 분해하여 환원력이 우수한 수소라디칼을 형성할 

수 있다고 알려져 있고,20) 이러한 수소라디칼은 식 (8)-(10)
의 과정을 통해 염소와 쉽게 치환되어 염소계 유기화합물의 

환원처리 효율을 향상시킬 수 있는 것으로 알려져 있다.21)

따라서 4-염화페놀의 페놀로의 환원 반응은 단순한 철의 

환원력뿐 아니라 적용된 촉매의 효율을 측정하는 지표로써 

사용할 수 있음을 확인하였다.

Fe → Fe2+ + 2e– (10)

2H+ + 2e– → 2H* (11)

(a)

(b)
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RX + 2H* → RH + HX (12)

4. 결 론

본 연구에서는 나노 영가철의 환원 반응성을 쉽고 신속하

게 측정할 수 있는 방법으로써 수정된 인도페놀법을 제시

하였다. 인도페놀법에서 한계반응물로 작용하던 암모늄과 

과량으로 존재하던 페놀을 치환하여 사용함으로써 페놀류

에 대한 정량 분석이 가능하도록 수정하였다. 대상으로 한 

나노 영가철에 의한 환원 반응은 4-염화페놀의 페놀로의 

환원과 나이트로벤젠의 아닐린으로의 환원이었으며, 수정된 

인도페놀법은 반응생성물인 페놀과 아닐린에 대하여 선택

성을 나타내 분석 방법으로 사용이 가능함을 확인하였다. 
민감도 향상을 위하여 반응 시약의 농도와 반응 시간에 따

른 영향을 살펴보았으며, 발색 시약 A 내 활성 염소의 농도

가 0.02%이고, 발색 시약 B 내 암모늄 농도가 100 mg-N/L 
인 경우에서 2시간의 반응시간을 가질 때를 최적 조건으로 

설정하였다. 실제 시료를 대상으로 시험하였을 때, 용존 철 

이온에 의한 저해 영향이 확인되어 탄산나트륨 용액 주입의 

전처리를 이용하여 해결하였다. 최종적으로 개발된 분석 방

법을 이용하여 나노 영가철 및 이중금속 나노 영가철의 환

원 반응 속도의 차이를 측정할 수 있었다. 뿐만 아니라, 촉
매 반응에 의한 환원 기작도 구분할 수 있는 가능성을 보여 

주어 나노 영가철의 환원과 관련된 연구 분야에서 유용히 

사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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