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요 약. DMF 용액 중에서 zinc(II) 이온과 copper(II) 이온의 bilirubin과의 착물형성 여부를 조사하고 

Zn(II)-bilirubin(이하 Zn(II)-BR로 줄임) 착물의 전기화학적 성질을 여러가지 전기화학적인 방법으로 조사 

하였다. Zn(II)는 DMF 용액 중에서 bilirubin과 착물을 형성하였으나, Cu(II)는 bilirubin과 착물을 형성하지 

않고 오히려 bilirubin의 산화를 촉진시켰다. Zn-BR 착물은 3단계의 환원과정을 거치며, 제 1파와 제 2파의 

환원전류는 반응성 전류가 약간 포함된 환산전류이었으며, 제 3파의 환원전류는 확산지배적인 전류이었다.

ABSTRACT. The complexation of bilirubin with zinc (II) and copper (II) ions was studied spectropho- 
tometrically. In the zinc (Il)-bilirubin (Zn-BR) system, complex is formed, but the copper (II) ion oxidizes 
bilibrubin to biliverdin and then to the further oxidation products. The electrochemical reduction behavior 
of Zn-BR complex has been investigated with DC polarography and cyclic voltammetry. The three polaro- 
graphic waves were obtained for the reduction of Zn-BR complex in DMF solution. The reduction current 
of the third wave was diffusion current, but that of the first and the second waves contained a little 
kinetic current.

서 론

Bilirubin(BR)은 간, 골수 및 비장에서 hemoglo- 
bin의 분해에 의하여 생기는 물질로서 이 물질이 

혈액 중에 일정량 이상 존재할 경우 황달이나 뇌 

질환을 일으키게 된다% 따라서 많은 임상학자들이 

BR에 관한 연구들을 해오고 있다. BR의 연구를 

대별하면 BR 자체의 구조 및 화학적 성질에 관한 

연구厂I BR4 albumin의 결합에 관한 연구(、BR의 

광화학적 연구%, BR의 전기화학적 연구11”, 그리고

BR과 금속의 착물에 관한 연구MT6 등이 있다

본인 등은 BR과 BR의 대사과정에 관여하는 여 

러가지 물질의 전기화학적 성질을 조사하고, 이를 

근거로 한 BR의 전압전류법적 정량에 관한 연구를 

수행하여 그 일부를 보고한 바 있다"T9.

간(肝)에서 Zn(II)이 관여하는 효소반응에 BR이 

존재하면 효소의 기능이 억제된다고 알려져 있다的. 

BR과 금속이온과의 착물형성에 대한 분광학적 연 

구는 많이 수행되어져 왔다U0L22. Velapoldi 등岡은 
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수용액 중에서 여러가지 전이금속 이온과 BR과의 

착물형성의 안정성을 분광학적으로 연구한 결과, 

단지 Sm(III)만이 안정한 사각평면 착물을 형성한 

다고 하였다. Norman 등24은 분광학적인 방법과 

백금전극을 사용한 전기화학적 방법으로 조사한 결 

과, DMF 용액 중에서 tetramethylguanidine(TMG) 
과 같은 강한 염기성 물질이 존재할 때 zinc(II) 이 

온과 BR이 착물을 형성한다고 하였다. 또한 Sovage 
등16은 DMSO 용액 중에서 Zn는 BR과 2：1의 착 

물을 형성한다고 하였다. 이처럼 이들 착물에 대한 

연구는 대부분 분광학적인 방법으로 착물형성 여부 

에 대한 연구에 그치고 있으며 전기화학적인 연구는 

체계적으로 수행되고 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 DMF 용액 중에서 zinc(II) 
이온과 copper(II) 이온의 BR과의 착물형성과 이들 

착물의 전기화학적인 성질을 조사하였다.

실 험

A| 약. 본 실험에 사용한 용매인 DMF(N,N-di- 
methylformamide)의 정제는 Thomas의 방법区에 

따랐다. 지지전해질로는 tetraethyammonium per- 

chlorate(TEAP)를 썼으며, TEAP의 합성 및 정제는 

Kolthoff 등의 방법26에 따랐다. Bilirubin은 Sigma 
제를 몰흡광계수를 측정하여 60,000± 600 범위내임 

을 확인하여 사용하였다气 금속염으로는 Kanto제 

특급 zinc acetate와 copper acetate-f- 사용하였다. 

Tetramethylguanidine(TMG)는 Aldrich제 특급시약 

을 썼다.

장 치. 본 실험에서 흡광도 측정에는 Shima- 
dzu, Double-beam Spectrophotometer UV-260을 

썼으며 , 직류폴라로그램과 순환전압전류그램의 측정 

은 PAR Model 174A Polarographic Analyzer, Mo­

del 175 Universal Programmer 및 Model 173 Po- 
tentiostat/Galvanostat^ 썼다. 측정에 사용한 전극 

구성은 3전극 방식을 써서 용액저항에 의한 Ohmic 
IR drop을 자동보상하였다. 작업전극은 수은전극 

(PAR Model 303 SMDE), 기준전극은 Ag/Ag+(0.1 
M AgNO3 in DMF) 전극을, 보조전극으로는 백금 

선을 썼다. 전해액의 온도를 조절하기 위하여 Neslab 

RTE-210 항온조를 썼다.

용액 중에 녹아 있는 산소를 제거하기 위하여 

정제한 고순도 질소를 용액 중으로 불어 넣었다. 

질소의 정제는 고순도의 시판 질소(99.9%)를 ammo­
nium metavanadate와 zinc amalgam의 염산용액으 

로 된 환원용기, pyrogallol 염기성 용액, 진한 황 

산용액, 실리카겔, 오산화인, 실리카겔 층의 순서로 

통과시켜, 질소속에 남아 있을 산소와 수분을 제거 

하였다. 이렇게 정제한 질소를 DMF 용매층의 트 

랩을 통과시켜 질소기류가 미리 시료 용매로 포화 

되게 하여 시료 용액속으로 유입되게 하였다.

결과 및 고찰

Zn(II)-BR와 Cu(n)-BR 착물의 UV-Vis 스펙트럼. 

BR은 TMG와 같은 proton binding substance?} 
존재하는 용액조건하에서 여러가지 금속이온과 착 

물을 형성하는 것으로 알려져 있다28. 따라서 BR이 

zinc(II) 및 copper(II) 이온과 착물을 형성하는지를 

조사하기 위하여 TMG가 8배 포함된 5.0X10-4M 

BR의 DMF 용액에 1.0X10-3M의 zinc(II) 및 cop- 
per(II) 이온을 첨가하여 측정한 UV-Vis 스펙트럼을 

Fig. 1에 나타내었다. 이 그림에서 알 수 있는 바와 

같이 zinc(II) 이온이 BR 용액에 첨가된 경우 452 

nm의 BR 자체의 흡수봉우리는 사라지고 520 nm 
에서 Zn(II)-BR 착물형성에 의한 흡수봉우리가 나 

타났다. 이 결과는 Norman*의 실험결과와 일치한

Wavelength, nm

Fig. 1. UV-Vis spectra of bilirubin (I), Zn-BR (II), bi­
liverdin (III) and Cu-BR (IV). 
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다 그러나 BR 용액에 copper(ID 이온이 첨가될 

경우에는 452 nm의 BR의 흡수봉우리는 사라지나 

500 nm 부근에서 나타나는 BR.금속착물의 특징적 인 

흡수봉우리는 나타나지 않고, 650 nm와 360 nm 및 

430nm에서 새로운 홉수봉우리가 나타났다. 한편 

Norman 등龄，30은 BR의 산화된 형태인 biliverdin의 

흡수봉우리는 650nm에서 나타나며, biliverdine0] 
더욱 산화된 purpurin의 흡수봉우리는 425 nm와 

358nm에서 나타난다고 보고한 바 있다.

따라서 BR 용액에 Cu(II) 이온을 첨가할 때 생 

성되는 새로운 홉수봉우리가 BR의 산화생성물인 

biliverdine과 purpurin의 흡수봉우리이므로 copper 
(ID 이온은 BR과 착물을 형성하지는 않고 BR의 산 

화를 촉진시키는 것으로 생각된다.

Zn-BR 착믈의 직류폴라로그램과 순환전압전류그 

램. 7.0〉〈10一2肱 TEAP가 지지전해질로 포함된 

DMF 용액 중에서 7.0X10'4M BR의 직류폴라로 

그램과 순환전압전류그램을 一0.9〜 一2.3 volt vs. 
Ag/Ag+의 가전압 범위에서 측정하여 Fz：g.2와 3에 

나타내었다.

그리고 같은 용매, 같은 가전압 범위에서 l.ox 
XL M Zn(II) 용액과 5.0 X ML M BR이 포함된 Zn 

(ID-BR 착물(지지제로는 0.1 M TEAP 용액)의 직 

류폴라고그램과 순환전압전류그램은 Fig. 4와 5에 

나타내었다. 여기서 G.O.는 galvanic current가 0인 

점을 나타낸다. 이들 그림 에서 알 수 있는 것은 DMF 

용매 중에서 free BR과 Zn(II)-BR 착물 모두 세 

단계의 환원과정을 거치며, 각 물질의 반파전위는 

free BR의 경우 각각 一1.31, -1.80, -2.01 volt vs. 
Ag/Ag+이며, Zn(II)-BR 착물의 경우 각각 一1.40, 
-1.82, -2.03volt vs. Ag/Ag+이었다. 실험결과에서

Fig. 2. DC polarogram of 7.0X10-4Af bilirubin (I) 
and residual current (II) in 7.0X10-2Af TEAP-DMF 
solution at 250%Z.

E, volts vs. Ag/Ag+

Fig. 4. DC polarogram of Zn-BR complex (I) and re­
sidual current (II) in TEAP-DMF solution at 25C 
[Zn2+] = 1.0 X10一3 虬[BR] = 5.0 X10 4M.

Fig. 3. Cyclic voltammogram of 7.0X10-4M bilirubin 
in 7.0X10 2M TEAP-DMF solution, scan rate: 200 
mV/sec.

Fig. 5. Cyclic voltammogram of Zn-BR complex in 
0.1 Af TEAP-DMF s이ution at 25°C scan rate: 100 
mV/sec. [Zn2+] = 1.0X10~3M, LBR] = 5.0X10-4M.
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Table 1. DC polarographic id/hxrl ((iA/cm1/2) values of
Zn-Bilirubin complex in TEAP-DMF solution at 25

Ei/2 (volt g. Ag/Ag+)

BR Zn-BR

1st wave -1.31 -1.40
2nd wave -1.80 -1.82
3rd wave -2.01 — 203

°[Zn] : 1.0X10-3M, [Bilirubin] : 5.0X10 ''M.

Table 2. Temperature coefficient of DC polarographic 
current of Zn-Bilirubin complex in TEAP-DMF solu­
tion at 25V

Reduction Temp, coefficients Temp, range
step 。心 d 订dT)(%) (°C)

1st wave 2.01
2nd wave 1.85 20-30
3rd wave 1.47

-EZn] : LOX lOW, [Bilirubin] : 5.0X105.

알 수 있듯이 Zn(II)-BR 착물의 반파전위가 free 
BIS] 반파전위보다 약간 음전위쪽으로 이동하였다. 

이것은 BR이 Zn와 불안정하기는 하나 착물을 형 

성 함을 의미한다 15. 그리고 F也5에 나타낸 Zn(II)- 

BR의 순환전압전류그램을 보면, 세 개의 환원파(봉 

우리 전위 : 一L42, -1.82, -2.03 volt vs. Ag/Ag+) 
와 한 개의 산화파(—1.94 volt vs. Ag/Ag+)를 보였다. 

제 1환원파와 제 2환원파는 재산화파가 없으나 제 3 
환원파는 재산화파가 있으므로 제 3환원파는 비교적 

가역적인 환원과정임을 알 수 있다.

환원전류의 유형. DMF 용매 중에서 Zn(II)-BR 
착물이 환원될 때 발생하는 전류가 어떤 유형의 

전류인지를 조사하기 위하여 다음과 같은 실험을 

하였다. 곧 수은주의 높이。)를 50~75cm로 바꾸어 

가면서 1.0X10-3M Zn(II)과 5.0X10^4M BN] 

포함된 Zn(II)-BR 착물의 직류폴라로그램을 一0.9 
--2.3volt vs. Ag/Ag+의 가전압 범위에서 그려, 

각 환원단계에서의 한계전류값을 측정하고 이 값이 

수은주 높이의 평방근統”2)에 비례하는지 그 여부를 

조사하여 Table 1에 나타내었다. Table 1의 실험결 

과를 보면, 수은주의 높이가 50~75cm의 범위에서 

제 1환원파와 제 2환원파의 當砂의 같은 비례관계

Fig. 6. Peak current function (ip/vw) with various 
scan rates for Zn-BR complex in 0.01 Af TEAP-DMF 
solution at 25C O: 1st wave, ▲: 2nd wave, △: wa- 
veaap.

에서 조금 벗어나지만, 제 3환원파의 京砂은 '일정 

하였다. 또 환원전류의 유형을 한계전류의 온도계수 

伽泌"dTXlOO%)로부터 조사하여 그 결과를 Table 
2에 나타내었다. 이 표에 의하면, 20〜30°C의 온도 

범위에서 제 1환원파와 제2환원파 및 제 3환원파의 

온도계수는 각각 2.01%, 1.85%와 1.47%였다. 이러한 

실험 결과로부터 제3환원전류는 수은주 높이의 평 

방근에 비례하고 온도계수도 이론치(1.3~1.6%)에 

근접하므로 확산지배적이라 할 수 있다. 그러나 제 1 

환원전류와 제2환원전류는 이론치에서 조금 벗어 

나므로 약간의 반응성 전류가 포함된 확산지배적인 

전류라고 생각한다32闵. 만약 환원전류가 반응성 전 

류이면 온도계수의 값이 5.0~20.0%가 된다.

한편 순환전압전류법으로도 환원전류의 유형을 

조사할 수도 있다". 전극반응이 가역적이든 비가역 

적이든 환원전류가 확산지배적일 때, 봉우리전류(粉) 

는 반응물질의 농도(C)와 전위주사속도의 평방근 

(01/2)에 비례한다. 따라서 본 연구에서는 전위주사 

속도를 50mV/sec에서 500mV/sec까지 변화시키면 

서 봉우리 전류0)의 변화를 측정하여 打와 护〃의 

관계를 구하여 Fz&.6에 나타내었다. 이 그림으로부터 

알 수 있는 바와 같이 Zn(II)-BR 착물의 모든 환 

원파는 전위주사속도의 평방근에 비례하는 관계가 

성립하였다.

이상의 실험결과들을 종합하여 볼 때, DMF 용매 

중에서 Zn(II)-BR 착물의 제 1환원단계와 제 2환원 

단계의 환원전류는 반응성전류가 약간 포함된 확산 

전류이었으며, 제 3환원단계의 환원전류는 확산지배 
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적인 전류임을 알 수 있었다.

결 론

DMF 용액 중에서 zinc(II) 이온은 日日과 착물을 

형성하였으나, copper(II) 이온은 BR과 착물을 형 

성하지 않고 단지 BR을 biliverdin을 거쳐서 purpu- 

rin까지 산화시켰다. Zn(II)-BR 착물을 DMF 용액 

중에서 3단계의 환원단계를 거치며 각 환원파의 

반파전위는 -L31, -1.80 그리고 一2.03 volt vs, 
Ag/Ag+이었다. 그리고 각 환원파의 전류유형을 조 

사한 결과, 환원 제 1단계와 제 2단계의 환원전류는 

반응성 전류가 약간 포함된 확산전류이었으나, 환원 

제3단계의 환원전류는 확산지배적인 전류이었다.

본 연구는 문교부 기초과학육성 연구비의 지원에 

의하여 연구되었음을 밝히며 이에 감사함을 전합니 

다.
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