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개요
SPADNS 비색 분석법에 설명된 대로 Agilent Cary 60 UV-Vis 분광 광도계를 적용하여 
물의 불소 함량을 정량화하였습니다. Agilent Cary WinUV 소프트웨어의 농도 모듈로 
단일 파장 흡광도 측정 및 데이터 분석을 실시하여 시간이 많이 드는 데이터 처리 절차를 
간소화했습니다. 검량선은 0~1.4mg/L 사이에서 분석 범위가 선형이며, 이를 물 시료 
분석에 사용할 수 있습니다. 

물 불소 함량 정량화를 위한 SPADNS 
비색 분석법
Agilent Cary 60 UV-Vis 분광 광도계를 통한 편리하고 
정밀한 농도 측정
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서론
불소 이온은 물에서 자연적으로 발견됩니다. 지표수와 지하수 모두 
불소 화합물을 포함한 암석과 토양의 풍화로 인해 자연적으로 
발생하는 불소를 함유하고 있습니다. 2011년 세계보건기구 
(WHO)는 불소의 안전 한계치를 0.5~1.5mg/mL로 제안했으며, 
정확한 레벨은 기후, 환경 및 기타 불소 공급원에 따라 달라집니다.1 
불소는 세계 각국의 여러 공공 식수원에 일반적으로 첨가됩니다. 
식수의 불소 함량을 조절하는 작업을 불소화(fluoridation)라고 
하며 지역사회에 불소를 비용 대비 높은 효율로 전달하는 방법으로 
인정받고 있습니다. 일부 지하수와 천연 온천은 자연적으로 높은 
수준의 불소를 함유할 수 있습니다. 과도한 양의 불소에 장기간 
노출되면 불소증, 암, 뇌 발달 장애 등 건강에 여러 모로 악영향을 
받을 수도 있습니다.2 따라서 식수의 정확한 불소 함량 측정은 
중요한 공중 보건 조치로 그 관심도가 높아지고 있습니다.

미국환경보건국(EPA) 기준 분석법인 Standard Method  
4500-F에는 물의 불소 함량을 정량화하는 분석법이 다수 설명되어 
있습니다. 이 중에서 선형 분석 범위가 0~1.4mg/L인 SPADNS 
비색 분석법(분석법 D)이 가장 많이 쓰이는 것으로 인정받고 
있습니다. 그러나 비선형 검량을 사용하면 분석 범위를 최대 
3.5mg/L까지 확장할 수 있습니다. 산성 조건에서 지르코늄-

SPADNS 염료는 불소 이온에 의해 해리되어 무색의 복합 음이온
(ZrF6

–2)과 황색 SPADNS를 생성하는데, 이로 인해 염료의 적색이 
변색(표백)됩니다. 이 변색 반응은 570nm에서 UV-Vis 분광법으로 
모니터링할 수 있습니다. 변색은 불소 이온의 함수이며 불소 농도에 
정비례하기 때문에 물의 불소 함량을 정량화하는 데 이용합니다. 
상응하는 정량 분석법은 불소 농도가 다른 여러 표준 불소 시료에 
대해 570nm에서 얻은 흡광도 측정값을 기준으로 플롯된 표준 
검량선을 이용하여 만듭니다. 

본 응용 자료에서는 Agilent Cary 60 UV-Vis 분광 광도계와 
Agilent Cary WinUV 소프트웨어의 Concentration 모듈을 
사용하여 SPADNS 비색 분석법에 따라 물의 불소 함량을 
정량화하는 분석법을 만들었습니다. 미지의 시료를 분석할 때 
이 소프트웨어가 검량선을 자동으로 사용하여 시료 농도를 계산 
및 보고하므로 시간 소모적인 데이터 처리 절차가 줄어듭니다. 
Cary WinUV 소프트웨어는 분석 요구에 맞게 조정하고 UV-Vis 
측정을 단순화할 수 있어 더 짧은 시간에 더 많은 작업을 수행할 수 
있습니다. Cary WinUV 소프트웨어에는 데이터 수집, 분석, 저장 
및 표시를 위한 강력한 기능과 간단한 분석법이 포함되어 있으며 
이로 인해 복잡성이 줄어드는 효과가 있습니다. 또한 정성 파장 
스캔 또는 판독, 농도 분석, 효소 동역학 등 다양한 응용 분야를 
처리하도록 설계된 다양한 모듈이 포함되어 있습니다. 

그림 1. Agilent Cary 60 UV-Vis 분광 광도계.

https://www.agilent.com/ko-kr/product/molecular-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-systems/cary-60-uv-vis-spectrophotometer
https://www.agilent.com/ko-kr/product/molecular-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-spectroscopy/uv-vis-uv-vis-nir-software/cary-winuv-software-for-uv-vis-applications
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실험
기기 
본 연구에서는 Cary 60 UV-Vis 분광 광도계와 석영 소재의 
10mm 경로 길이 셀을 사용했습니다. 데이터 수집에는 Cary 
WinUV 소프트웨어 버전 5.1.3.1042의 Concentration 모듈을 
사용했습니다. 단일 파장 흡광도 측정은 표 1에 주어진 파라미터를 
사용하고 각 시료에 대해 3회 반복하여 570nm에서 수집되었으며 
해당 검량선은 소프트웨어에 의해 자동으로 생성되었습니다. 
검량선의 피팅 유형과 최소 R2(피팅 품질을 나타내는 척도)는 
작업자가 설정할 수 있습니다.

파라미터 설정

Wavelength (nm) 570

신호 평균 시간(s) 0.1

반복 횟수 3

피팅 유형 선형

최소 R² 0.95000

표 1. 실험 파라미터

재료 및 시료 전처리
 – 지르코닐산 시약: 133.0mg의 ZrOCl2‧8H2O를 25mL 
증류수에 녹였습니다. HCl 산 농축액 350mL를 첨가하고 
증류수로 최대 500mL까지 희석했습니다.

 – SPADNS 용액: SPADNS 958.0mg을 증류수에 녹이고 
증류수로 500 mL까지 희석하여 적색 용액을 만들었습니다. 
햇빛으로부터 보호하기 위해 용액을 갈색 병에 보관했습니다.

 – 산성 지르코닐-SPADNS 시약: 동량의 SPADNS 용액과 
지르코닐산 시약을 혼합하여 적색 용액을 만들었습니다.

 – 기준 용액: SPADNS 용액 10mL를 증류수로 100mL까지 
희석했습니다. HCl 농축액 7mL를 증류수를 이용해 10mL로 
희석했습니다. 그런 다음 10mL의 산성 용액을 앞서 희석한 
SPADNS 용액에 첨가했습니다. 제조된 용액을 혼합하여 분광 
광도계의 기준점(0)을 조정하는 데 사용했습니다.

 – 검량선용 표준 불소 용액: 불소 이온은 유리를 부식시키기 
때문에 표준 불소 용액은 모두 폴리에틸렌 플라스크에 
준비하고 폴리에틸렌 병에 보관했습니다.

 – 불소 원액: 무수 불화나트륨 221.0mg을 증류수에 녹이고 
증류수(100mg/L)를 이용해 1,000mL로 희석했습니다.

 – 불소 표준 용액: 불소 원액 100mL를 증류수(10mg/L)를 
이용해 1,000mL로 희석했습니다. 

 – 불소 표준 용액: 적당량의 표준 불소 용액을 증류수를 이용해 
50mL로 희석하여 각각 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4mg/L 
농도로 표준 불소 용액을 준비했습니다. 각 표준 용액에 산성 
지르코닐-SPADNS 혼합액 10mL를 넣고 잘 섞어 광도 측정용 
유색 용액을 준비했습니다. 

불소 정량 분석법 생성 
Cary WinUV 소프트웨어 내에서 제공하는 Concentration 모듈로 
불소 정량화 분석법을 만들었습니다. 분석법 설정은 다음 두 단계로 
합니다. 즉 (1) 표준 시료를 측정하는 분석법을 만듭니다. (2) 표준 
용액을 측정하고 시료 분석을 위한 정량 분석법을 만듭니다.

1. 표준 시료를 측정하는 분석법을 만듭니다.

Cary WinUV Concentration 모듈에서 분석법을 생성하는 과정은 
빠르고 간편하며 그림 2와 같이 다음의 몇 가지 간단한 단계만 
거치면 됩니다.

A. Concentration 모듈을 열고 설정 탭을 클릭하여 기기 설정 
창을 엽니다.

B.  Cary 탭에서 파장 옵션에 단일 파장 측정을 위한 파장 
(이 예에서는 570nm)을 입력합니다. 

C.  반복 또는 시료/표준물질 평균화로 각 표준물질에 필요한 
반복 횟수를 입력합니다. 이 예에서는 각 표준 용액에 대한 
데이터를 세 번 반복하여 수집했습니다.

D. 표준 섹션에서 표준 시료의 농도를 오름차순으로 입력하고 
피팅 유형을 선택합니다. 이 예에서 피팅 유형은 농도 범위 
0~1.4mg/L에 대해 선형을 선택하였습니다. 

참고: SPADNS 비색 분석법이 제공하는 선형 분석 범위는  
0~1.4mg/L입니다. 그러나 비선형 보정을 이용하면 농도 범위를 
최대 3.5mg/L까지 확장할 수 있습니다. 확장된 농도 범위에 대해 
피팅 유형을 "2차"로 선택하기만 하면 됩니다.

 – 이제 소프트웨어와 기기 준비를 모두 마쳤습니다. 시작 버튼을 
클릭하여 표준 용액 측정을 시작합니다.
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2. 표준 용액을 측정하고 정량화 분석법을 만듭니다.

시작 버튼을 클릭하고 소프트웨어 지침에 따라 분석을 시작합니다. 
먼저, 기준 용액을 사용하여 Cary UV-Vis 분광 광도계 흡광도를  
0으로 설정했습니다. 그런 다음 Cary WinUV 소프트웨어의 시료 
로딩 지침에 따라 표준물질 시료에 대한 단일 파장 흡광도 측정값을 
570nm에서 수집했습니다. 데이터 수집 후, 소프트웨어가 해당 
검량선과 농도 분석 보고서를 자동으로 생성하였습니다(그림
3A). 음의 기울기가 0.1872이고 상관 계수(R2)가 0.9993인 선형 

검량선을 0~1.4mg/mL의 농도 범위에서 도출하였습니다. 농도 
분석 보고서는 시료 농도, 평균 흡광도, 검량 수식 및 상관 계수와 
같은 검량 데이터로 구성됩니다. 또한, 보고서에 각 시료의 흡광도 
측정값에 대한 표준편차(SD)와 백분율 상대 표준편차(%RSD)가  
제공되므로 데이터를 분석하기가 쉽습니다(그림 3B). 결과 
보고서는 원하는 글꼴 크기, 색상 및 글꼴 유형으로 사용자가 
지정할 수 있습니다. 불소 정량 분석법이 소프트웨어에 저장되므로 
시료 분석에 재사용할 수 있습니다. 

그림 2. Agilent Cary WinUV 소프트웨어의 Concentration 모듈을 사용하여 데이터를 수집 및 분석하기 위한 기기 설정.
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3. 정량화 분석법으로 시료를 분석합니다. 

이전 섹션에서 설명한 대로 정량화 분석법이 설정되면 미지의 
시료를 분석하는 데 몇 초 밖에 걸리지 않습니다. 실제 어떻게 
적용되는지 보여주기 위해 알려진 농도(0.5 및 0.7mg/L)의 불소 
시료를 내부적으로 준비하여 분석했습니다. 570nm에서 단일 파장 
흡수 측정(3회 반복) 후, 소프트웨어가 자동으로 검량선을 적용하고 
각 시료의 불소 농도를 계산했습니다. 소프트웨어에서 생성된 결과 
보고서에는 시료 농도, 각 스캔의 흡수 값, 평균 흡광도 및 상대 
표준편차 정보가 수록됩니다(그림 4).

그림 3. 검량선과 농도 분석 보고서는 Agilent Cary WinUV 소프트웨어에서 자동으로 생성합니다.

그림 4. Agilent Cary WinUV 소프트웨어에 의해 자동으로 생성된 농도 분석 
보고서의 예.
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SPADNS 비색 분석법을 사용하여 물 시료 분석
이전 섹션에서 설명한 단계를 거쳐 간섭 이온이 없는 물 시료에 
대한 분석을 수행할 수 있습니다. 

시료 전처리: 간섭 이온은 오류를 일으키며 EPA Method 340-1에 
설명된 대로 증류하여 제거할 수 있습니다. 물 시료에 잔류 염소가 
들어 있다면 NaAsO2 5.0g을 용해하고 증류수를 이용해  
1,000mL로 희석하여 준비한 NaAsO2 용액 한 방울(0.05mL)을 
첨가하여 제거할 수 있습니다.

산성 지르코닐-SPADNS 혼합 용액 10mL를 물 50mL(간섭 이온 
없음)에 첨가하고 잘 섞어 분석을 위한 붉은색 용액을 얻습니다. 
이전 섹션에서 설명한 정량화 분석법을 사용하여 570nm에서 물 
시료의 단일 파장 흡광도 측정값을 수집합니다. 데이터 수집 후, 
소프트웨어가 자동으로 검량선을 사용하여 시료 농도를 계산하고 
보고합니다. 시료 흡광도가 검량선의 분석 범위(0~1.4mg/L)를 
벗어나면 시료를 희석하여 분석을 반복합니다.

결론
Agilent Cary 60 UV-Vis 분광 광도계와 Agilent Cary WinUV 
소프트웨어는 SPADNS 비색 분석법에 설명된 바와 같이 물의 
불소 함량을 쉽고 편리하게 정량화할 수 있는 플랫폼입니다. 
불소 정량 분석법은 Agilent Cary WinUV Concentration 모듈로 
생성했습니다. 소프트웨어 설정은 빠르고 쉬우며 간단히 몇 단계만 
거치면 됩니다. SPADNS 비색 분석법은 선형 분석 범위가  
0~1.4mg/L입니다. Cary WinUV Concentration 모듈에서 생성된 
정량화 분석법은 물 시료 분석에 직접 적용할 수 있습니다. 이 
소프트웨어는 시료 농도를 자동으로 계산 및 보고하여 시간이 많이 
드는 데이터 처리 절차를 간소화합니다. 
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–– �Agilent Cary WinUV 소프트웨어
–– �실험실의 요구에 가장 적합한 Agilent UV-Vis 알아보기
–– �Agilent UV-Vis 분광 광도계 사용 및 응용
–– �Agilent UV-Vis 분광기 및 분광 광도계 FAQ
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