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요 약. Chl-6 를 소중합체 로서 용매 에 녹였을때 친핵 성 &-prOH 를 첨 가함에 따라 흡광도와 Fluore­

scence emission의 세기는 증가하였지만 단위체로 녹은 다음에는 耸-prOH의 농도증가에 따라 점차 감 

소하였다. chi—는 소중합체의 생성때문에 Beer 법칙에 따르지 않았으며 용매의 극성변화에 따라 

stockes shift 를 나타냈다. 이 러한 경 향성은 chl-3의 정 량에 고려하여 야될 점이 다.

ABSTRACT. The wavelength of chlorophyll-3 on the absorbance and fluorescence emission were 

shifted to the longer depending on the increasing of solvent polarities but fluorescence excitation 
spectra were not. The presence of chi— oligomers and monomers were identified by the specra of 
fluorescence emission, fluorescence excitation, absorbance and the measurement of its intesities vs. 
the concentration of w-prOH added to chl-J solution. The calibration curve of chi-方 solution were 
not obeyed to Beer's law in the range of concentrated soln, because of the presence as the oligo­

mers.

서 론

식물이 나 조류(algae)의 에너지 흡수 안테나로 

이용되는 chlorophyll-a (chl-a) 와 chlorophyll— 
(chl-方)는 대 단히 많이 연구되 어 있다. 특히 chl- 
3에 대 한 연구는 1966년에 Vernon과 Seely】에 의 

하여 단행본으로 출판되 었으며 그 이 후 chl-Z에 

대한 수화물 생선% 소중합체 학인% 소중합체와 

단위체간의 형광관계% 스펙트럼의 띠나비 , 용 

매효과6, 정 량방법7, 평 형상수8, 이 제 까지 의 연 

구개요9등에 대한 결과가 발표되어 있다.

그러 나 Chi—는 가시광 및 형 광의 스펙 트럼 을 

이용하여 소중합체의 존재를 학인하거나 그들의 

세기를 측정하여 학인하는 방법은 아직 연구된 

결과가 없다.

이 연구에서는 중합체가 생성되었을때 그것을 

단위체로 변화시키는 ”prOH 를 가하여 가시광 

과 형광의 세기를 측정하므로서 친핵성 용매의 

첨가에 의한 chi— 소중합체의 학인, 흡광도와 

형광의 세기에 미치는 용매의 극성영향과 파장 

이동에 대하여 연구한 결과를 발표하고자 한다.

실험 및 결과

chi-는 신선한 시금치에서 추출 분리하여 정 

제1。한 후 건조된 상태 로 보관하였고 사용할 때 

마다 각 용매에 묽혀 정 량* 한 다음 사용하였
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Fig. 1. The absorbance of chl-3 (3.9X10-6 M) at 
soret and red band vs. the concentration of n-prOH in 
organic solvent.

solvents

Diethyl ether 
Benzene

absorbance band 
soret Umax, nm. ) red (Amax, nm.)

1〜1 (455) 1〜2 (644)
2〜1 (461) 2~2 (648)

Concn. n-prOH in org. solvent

Fig. 2. The fluorescence emission yields of chl-i 
(3.9X10~6 M) vs, the concentration of w-prOH in 
organic solvent. □ : ^max at 644nm in dieth이ether； 
△ : at 648nm in benzene.

다.

형광광도계의 보정과 에너지환산, 형광의 측 

정, chi-의 탈수정제, 용매의 정제등은전보와 

같다 牛

chlM 를 benzene, diethyl ether 용매 에 3.9X 
10-6M 되게 녹여 극성이 큰 我-prOH 를 14 M 까 

지 각 용매에 가하여 흡광도를 측정한 결과는 

Fig. 1, 같은 용액 의 Fem 을 측정 한 결과는
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Fig. 3- The fluorescence excitation spectra of chi-駅 

(3.9X10-6 M). (1) Diethyl ether, (2) 14 M n-prOH 
in dieithyl ether, (3) benzene, (4) 14 M n-prOH in 
benzene.
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Fig. 4. The fluorescence excitation spectra of chl-5 in 
benzene (concentration unit; mole/Z)

Fig. 2, 순수한 diethyl ether 과 benzene 용매, 

그리 고 이 용매 에 14M 의 刀-prOH 를 가했을때 의
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Concn, of chl-b 打

Fig. 5- The fluorescene excitation and emission yields 
vs. the concentration of chi— in benzene. Each wave­
length refers to Table 1. (1) Flurescence emission, 
(2) Fluorescence excitation at red band.

0 0.1 I 3 5 7 9 II I3(M)
Concn, of n~prO너 in org. solvents

Fig. 6. The wavelength shift of chlM (3. 9X10-6 M) 
on absorbance, fluorescence excitation and emission in 
diethyl ether and benzene.

Solvents
Absorbance

Soret Red 
band band

Fluorescence 
excitation 

Soret Red 
band band

Fluores­
cence 
emission

Diethyl 
ether 1 2 3 4 5

Benzene 6 7 8 9 10

서 로 다른 스펙 트럼 은 Fig. 3, 그리 고 benzene 에 

녹인 여러가지 농도의 chi— 용액에 대한 스펙 

트럼 은 Fig. 4, benzene 에 녹인 여 러 가지 농도의 

chi-3 용액 에 대 한 Fex 와 Fem 의 세 기 는 Fig. 5, 
그리 고 diethyl ether 오卜 benzene 에 箝一prOH 를 

14肱까지 가할때, 그리고 Fem 의 파장이동은 

归増 6에 각기 나타냈 다.

검 토

chL9 는 ijo-octane 중에서 용해도가 작으므 

로diethyl ether 와 benzene 만을 용매 로 사용 

하였다. chlM의 흡광도와 Fem의 세기를 측정 

한 결 과 （Fig. 1 과 2） 는 w-prOH 를 diethyl ether 
에 0. 018 肱 되 게 그리 고 benzene 에 0.1 M 되 게 

가할때 극대의 세기를 나타냈지만 더 이상의 농 

도로 n-prOH 를 가하면 점 점 감소되 는 경 향을 

나타냈다.

Fig. 1 의 흡광도 증가는 소중합체 가 녹아 단위 

체로 변하여 chi—분자의 농도가 증가하기 때문 

에 흡광도가 증가하는 것이고 흡광도의 감소는 

일정 한 농도에 为-prOH 를 첨가할때 마다 사11-의 

용액 이 묽어지기 때문이 다. F/g. 2 에서 diethyl 

ether 에 사112 를 녹인 Fem 의 측정 값은 benzene 
용액과 다르게 꼭지점을 나타내지 않고 점차 감 

소하는 경 향을 나타냈 는데 그 이 유는 처 음에 

chi— 를 diethyl ether 에 녹여 용액 을 만들때 

chi—의 Mg 원자（전자받게）에 케토원자단이 결 

합하여 소중합체를 생성하려는 경 향과 Mg 원자 

에 케토원자단 대신에 diethyl ether 이 결합하 

려는 경쟁적 반응에서 diethyl ether （유전상수 

4.34, 20° C） 이 우세하므로 benzene （유전상수 

2.23, 20°C） 용액처럼 소중합체가 생기지 않기 

때문이다. 소중합체는 유전상수값이 작은 용액 

일수록 잘생긴다2 Chi-분자의 다섯번째고리의 

9 번째 자리에 있는 케토（C=O）가 주기 역 할을 

하여 또 다른 chl-b 분자의 Mg 원자와 결합하여 

이합체12와 다합체13를 생성한다. 이러한 용액에 

龙-prOH 를 가하면 chi—의 Mg 원자에 대하芭 

케토원자단과 경쟁적 반응에 의하여 케토원자 

단대신에 比prOH 가 결합하여 단위체로 변하 

기 때문이다. 이러한 결과는 소중합체가 센 형 

광을 나타낸다는 이론5」4,15과 일치되지만 한편 

으로는 생성된 소중합체의 정도에 따라 형광세 

기가 벼한다는 사실을 나타내고 있다. 순수한 

diethyl ether 와 berzene 에 chlM 를 녹인 용액 

과 이 용액 에 14M 되 게 zi-prOH 를 가하였을 때 

의 Fex 스펙 트험 은 3 과 같다. Soret band 
는 용액에 따라 약간씩 서로 다른 모양을 나타
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Table 1. The wavelength shift of chi-刁(3.9 X 10~6M) on the absorbance, fluorescence excitation and emission 
spectra.

Solvent Dieletric const, 
at 20°C

Absorbace band Fluore. excitn.
Fluore. em.

Soret Red Soret Red

Benzene 2.284 461〜467(6) 646 〜652 (6) 456〜456(0) 641-641(0) 648〜653(5)
Diethyl ether 4.335 455~465(10) 644〜651(7) 462〜462(0) 646〜646(0) 644〜657(13)

The 1st figures in table are the wavelength (nm) which were appeared from the solvent of single component, and 
the 2nd figures are the wavelen용th (nm) which were appeared from the solution of 14 M n-prOH mixed with a 
organic solvent. The figures in ( ) are net values of wavelength shift between the 1st and 2nd figure.

내 고 径-prOH 를 가함에 따라 세기 는 크게 감소 

되었다. 그리고 같은 용액이라도 笏-prOH 의 함 

유량에 따라 서 로 다른 스펙 트라의 모양을 나타냈 

으며 특히 benzene 용액 에 서 는 Fig. 4 처 럼 크게 

다르게 나타났다. 그 이 유는 chi— 분자의 m* 
와 n->7T* 단일항상태17의 흡수 때 문이 다14,18. 

그리고 diethyl ether 와 benzene 용액에 14M 까 

지 chi- 를 첨 가할때 430 nm 부근에 상당하는 

chlM의 흡광띠는 점점 없어지는 대신에 415nm 
부근에서 새로운 흡광띠가 나타났고 그밖의 스 

펙트라의 모양은 변하지 않았다. 그러므로 첫째 

는 如g.l 과 Fz'g.2 처 럼 chl-b 용액 에 친핵 성 n~ 
prOH 를 가하여 chl-3 의 소중합체와 단위체생 

성에 따르는 형광이나 흡광도를 측정하여 확인 

할수 있 고 들째 는 F/g. 3 과 F/g. 4 처 럼 soret 
band 의 모양을 비교하여 소중합체의 생성 여부 

를 확인할수 있고 셋째 F/g.5처럼 농도가 진할 

수록 형광의 세기가 감소하는 경향으로 확인할 

수 있었다. 농도변화에 따른 Fex 스펙트럼의 모 

양과 세기는 F/g.4와 같다. 농도에 따라 소중 

합체의 생성이 다르므로412,13 들뜨는 상태도 다 

르다. 그러므로 스펙트럼도 각기 다르게 나타난 

다5. soret band 부근에 서 나타나는 Fex 스펙 트라 

는 농도가 묽은 경우 (3.7X10-6M) 두개의 스펙 

트럼 을 나타내지 만농도가 진하면 (1.6X10-4〜

2. IX 1(厂5 M) 4~5 개 로, 그리 고 더 농도가 진하 

면 (3.7 X10-3M) 각 스펙 트라의 세 기 가 반대 순 

서로 변하면서 430 nm 의 스펙트럼은 나타내지 

않았다. 그밖의 스펙트라모양은 변하지 않았다• 

그러므로 430 nm 의 흡광띠는 力-prOH 를 ]4肱 

되게 첨가할수록 점점 약해지면서 나타나지 않 
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고 Fex 에서 는 430 nm 의 스펙 트럼 이 chi—의 

농도가 진할수록 약해지면서 나타나지 않았다.

chl-b 의 농도변화에 따르는 Fem 과 Fex 의 red 
band 의 세 기 는 Fig. 5 와 같다. 여 러 가지 로 농 

도를 변화시 킨 chi— 용액의 흡광도를 측정 한 결 

과도 같은 경향을 나타냈다.

Benzene 과 diethyl ether 중에 서 soret 및 red 
band 와 Fem band 의 이 동은 Fig. 6 과 같 

다. diethyl ether 와 benzene 의 두가지 용액 중 

에 서 Fex 의 soret band 와 red band 는 w-prOH 

의 농도를 변화시켜도 為供 이동은 없고 일정한 

값을 유지하였다. 그러나 흡광과 Fem 의 為"은 

장파장쪽으로 이동하였으며 그중에서도 Fem 의 

爲y 이 가장 크게 이 동하였는데 i-prOH 을 14 
M까지 점점 더 첨가할수록 장파장쪽으로 더 많 

이 이동하였다 (Table 1). 그리고 diethyl ether 
와 benzene 의 두 용매 중 극성 이 큰 diethyl ether 
중에서 더 많은 장파장쪽 이동을 나타냈다. chl- 

a 의 경 우는 유기 용매 에 n-prOH 을 가할때 0.2 

M 이내에서 가장 큰 為即의 이동을 나타냈는데 

chl-J 의 경 우는 0. 018 M 이 내 에 서 benzene 중에 

서만 급격한 이동을 나타냈고 그밖에는 w-prOH 
의 농도에 직선적으로 비례하는 경향을 나타낸 

것 이 chl-a 와 chi— 사이 의 차이 점 이 다. 爲he 의 

이동은 용액의 극성이 클 수록 더 많이 이동하 

였다.

chi—는 혼합된 용매, chi—의 농도, 용액의 

성분과 극성에 따라 흡광, Fem, Fex의 세기와 

爲睥 이 변화되므로 정 량할때 주의하여야 할 점 

이 다.
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