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요 약. 균일 수용액과 polyacrylic acid(PAA) 존재하에서 3,3'-diethyl oxacarbocyanine(DOC)의 spectra 

변화를 흡수 및 형광분광학적 인 방법으로 연구하였다. 균일 수용액에서 DOC의 농도변화에 따른 흡수 spectra 

변화는 dimer의 형성에 기인하는 것으로 설명하였다. PAA의 존재하에서 P/D 변화에 따라서 흡수 spectra의 

특성적 변화는 stacking 모델로 설명하였다. 형광 spectra의 P/D 변화에 의한 형광세기의 변화는 흡수 분광학적 

방법과 유사한 결과를 얻었다. PAA와 DOC의 상호작용의 반응속도론적인 연구를 흡수 및 형광 정지흐름 

법으로 수행하였다. PAA-DOC계에서 관측된 이완효과는 두 개의 이완과정이 존재한다고 가정함으로써 정 

량적으로 설명할 수 있었다.

ABSTRACT. The spectral changes of 3,3'-diethyl oxacarbocyanine(DOC) in the aqueous solution and 

in the presence of polyacrylic acid(PAA) were studied by means of absorption and fluorescence spectros­

copy. The spectral change of DOC in the aqueous solution with concentration changes is attributed to 

the formation of dimer. In the presence of PAA, the characteristic changes of metachromatic band with 

changes of P/D (the ratio between available binding site and the dye concentration) are found and the 

discussions are made in terms of stacking theory. A kinetic study of the interaction between DOC and 

PAA was also investigated by the absorption and fluorescence stopped-flow spectroscopy. The observed 

relaxation effect in PAA-DOC system can be described quantitatively by assuming two relaxation proces­

ses occur.

서 론

시안닌 색소는 광에너지의 효율을 높이기 위한 

광증감제의 역할" 색소 레이저% 천연색 사진 및 염색 

공업3 등에 널리 이용되고 있다. 또한, 색소감응 광 

전류£ 색소와 다른 유기 및 무기 물질과의 산화-환원 

반응% 그리고 착물형성에서 전자쌍 공여처］&로써도 

중요한 역할을 하고 있다.

이러한 색소분자들이 나타내는 분광학적 특성인 

metachromasy는 수용액에서 색소의 농도변화에 따 

라서 나타나는 경우와 고분자 전해질, 계면활성제7 

및 무기염8 등의 첨가에 의하여 나타나는 경우가 

있다.

고분자나 계면활성제 등을 포함하지 않은 수용 

액에서 경우 그들의 흡수 spectra가 용액의 농도 

변화에 따라 monomer의 흡수에 해당하는 a- 

band의 홉수세기가 감소하는 동시에 이보다 단파 

장쪽에 0-band의 홉수세기가 증가한다. 또 어떤 

특정 조건하에서는 Y-band 및 J-band，로 알려진 
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새로운 홉수대가 출현하는 경우가 있다. 이러한 수 

용액에서 나타나는 위의 현상은 색소분자의 분자회 

합에 기인하는 것으로 알려져 있다. a-band 및 p- 

band는 각각 monomer 및 dimer의 흡수대이며 더 

짧은 파장쪽의 것들은 다분자 회합체의 흡수대로 잘 

알려져 있다1叫

고분자 전해질의 존재하에서의 경우 P/D(［고분자 

의 단위분자량］/［색소］)값의 증가에 따라서 a-band 

및 B-band의 흡광도는 다같이 감소하는 반면에 그 

들보다 훨씬 단파장 위치에 metmhromatic band로 

알려진 새로운 홉수대가 출현하게 된다. 이러한 현 

상은 고분자 사슬의 여러 반복적 위치에 존재하는 

이온성 작용기에 전전기적으로 결합되어 있는 색소 

분자(bound dye molecule)들이 나타내는 다분자 

회합효과에 기인하며, metachromatic band의 출현은 

이들 bound dye가 고분자 전해질의 골격표면에서 

특성적 배열구조로 stacking하고 있기 때문으로 알 

려져 있다"75.

고분자-색소계에서 나타나는 metachromasy는 

여러 연구자들이 흡수 및 형광분광학적인 방법에 

의하여 그 동안 활발히 연구되어 왔으며 현재까 

지도 계속 연구되고 있다. 여러 연구자들이 색소 

분자들의 metachromasy에 관한 mechanism을 규 

명하려는 많은 연구는 온도 도약법(temperature 

jump method)1617,21,22, 정지 흐름법(stopped flow 

method)18'20 등에 의하여 또한 활발히 진행되고 

있다. 이 방법에 의한 연구 결과들을 살펴보면, Sa- 

koda19,20 등은 DNA와 acridine orange(AO) 간의 반 

응속도론적 연구를 흡수 및 형광 정지흐름법으로 

연구하여, DNA-AO계의 반응 mechanism0］ 두 단계 

반응으로 구성되어 있음을 보였다.

Hammes16 등은 온도 도약법으로, Tsuda^는 흡수 

및 형광 정지흐름법으로 poly-L-a-glutamic acid 

(PLG) 존재하에서 A0의 회합 현상을 나타내는 

PLG-AO계의 반응 mechanism을 연구한 버卜 있다. 

Ramstein 등刀22은 proflavin과 DNA의 상호작용을 

온도 도약법으로 연구하였다.

본 연구에서는 그 동안 잘 연구되지 않은 oxacar- 

bocyanine 계열의 색소분자인 3,3'-diethyl oxacar- 

bocyanine-ir 선택하여 수용액과 polyacrylic acid 

존재항서 나타나는 DOC 색소분자의 회합효과를 흡 

수 및 형광분광학적인 방법으로 고찰하였으며, 또한 

PAA-DOC계에서의 가능한 반응 mechanism을 규 

명하기 위하여 흡수 및 형광 정지흐름법으로 이완 

시간을 측정하여 반응속도상수값들을 얻어 반응 

mechanism이 두 단계로 일어남을 설명하고자 한다.

실 험

시약 및 기기. 3,3'-Diethyl oxacarbocyanine io- 

dide는 Aldrich사에서 구입하여 더 이상 정제하지 

않고 사용하였다. 또한 polyacrylic acid(Aldrich ca­

talog number : 18129-3)는 typical M.W. 1,000,000, 

typical M.N. 130,000인 것을 Aldrich사에서 구입하 

여 정제없이 사용하였다. 다른 시약들은 모두 분석 

급을 사용했다.

흡수 spectra의 측정은 Pye-Unicam사의 model 

SP8-400 인 spectrophotometer^- 사용하였으며, 측 

정 cell의 pathlength는 1, 2, 5, 10 mm을 목적에 

따라서 각각 사용하였다. 형광 spectra의 측정은 JA- 

SCO사의 model FP-777 인 spectrofluorometer^- 

사용하였다. 이완 spectra의 측정은 Otsuka Electro- 

nics사의 RA-401(stopped flow spectrophotometer), 

RA-414(fluorescence measurement attachment), 

RA~451(data processor) 그리고 RA-452(X-Y recor­

der) Unit들을 사용하였다. pH 미터는 Orion사의 

mod이 611 을 사용하였다.

실험방법

시료의 조제. 3,3’-Diethyl oxacarbocyanine io- 

dide는 대략 2乂10一4心에 해당하는 무게를 저울에 

달아서 취한 다음, 증류수로 완전히 용해시켜서 원 

하는 농도의 저장용액을 만들었으며, 조제된 용액은 

aluminum foil로 광을 차단하여 냉암소에 보관하였 

다. Spectra 측정은 저장용액에서 원하는 일정량을 

분취하여 사용하였으며, 조제 후 2시간 후에 측정을 

하였다.

P이yacrylic acid의 용액은 산성용액에서 잘 녹지 

않으므로 0.036 g을 소량의 0.1 M NaOH 용액(약 2 

m/)으로 용해시킨 다음 증류수로 묽혀서 1.97 X10 3 

M의 저장용액을 만들었다.

측정방법. 모든 spectra의 측정은 1 의 Tris- 
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HC1 완충용액 존재하에서 하였다. 이완 spectra을 

측정할 때 stopped flow spectrophotometer^] 질소 

압력은 6kg/cn^로 조정하였고, c이1은 pathlength가 

2 mm인 것을 사용하였다. 이 조건하에서 stopped 

flow의 dead time은 1 msec로 나타났다. 또한 fluo­

rescence stopped flow spectrophotometer■를 사용할 

때에는 DOC 용액에 PAA을 P/D=L25까지 첨가하 

여 발견한 등흡광점인 440nm에서 excitation을 시 

키고 광학필터(quartz 460 nm)를 사용하여 excita­

tion 영역의 빛을 차단시켰다. 정지흐름법의 이완시 

간 측정은 각각의 원하는 농도에서 적어도 5회 이상 

실험하여 이들의 측정값을 평균하여 accumulation 

spectrum을 얻었고, 평균 이완 시간은 Otsuka Elect- 

ronics사에서 제공하는 RA-415를 이용하여 측정 

spectrum을 non-linear square fitting을 하여 appa­

rent rate constant(加)값을 얻었고, true rate cons- 

tant伙)값은 full scale time(200 msec)으로부터 구하 

였다.

결과 및 고찰

순수 수용액에서의 DOC의 흡수 및 형광 spectra. 

Fig. 1은 18 °C 에서 측정한 DOC 수용액의 농도변화 

에 따르는 흡수 spectia의 변화를 나타낸 것이며, 

여기에 나타난 바와 같이 DOC의 흡수 spectra는 

농도의 증가에 따라 장파장쪽의 a-band(482 nm)의

Fig. 1. Absorption spectra of DOC in aqueous solu­

tion with various concentrations at pH = 8.0 (tris-HCl 

buffer). EDOC] = (1) 2.67X10 ^, (2) 4.6X10-5M, 

(3) 8.2X10 5(4) 1.4X10~4A/.

Fig. 2. Fluorescence spectra of DOC in aqueous solu­

tion with various concentrations at pH = 8.00 (tris-HCl 

buffer). EDOO(l) 2.67X10 5M, (2) 4.60X10-5M( 

(3) 8.20X10 5M, (4) 1.40X10-4M (5) 1.80X10-4M.
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홉수세기가 감소하는 동시에 이와 대조적으로 단파 

장쪽의 8-band(455nm)의 홉수세기가 증가하는 전 

형적인 metachromasy을 나타내고 있다. 또한 460 

nm 부근에서 isosbestic point가 분명하게 발견되었 

으며 이 사실은 DOC가 이 실험농도 범위내에서 di­

merization equilibrium을 하고 있는 것으로 설명된 

다971.

Fig.2는 수용액에서의 DOC의 농도변화에 따른 

형광 spectra로 excitation wavelength를 고분자를 

첨가했을 경우 발견되는 등흡광점인 440nm로 하고 

450nm에서 650nm 파장범위까지 측정한 spectra 

이다. 그림에 나타난 바와 같이 DOC 농도가 증가 

함에 따라 소광(quenching)이 일어나는 것을 볼 수 

있다. 이러한 형광소광 현상은 acridine orange오｝ 

같이 형광을 나타내는 metachromasy 색소 등에서 

발견된다“.

PAA-DOC계의 흡수 및 형광 spectra. DOC의 

흡수 spectra가 PAA의 P/D 변화에 대한 영향을 

고찰하고, metachromatic band가 잘 나타나는 최적 

P/D 영역을 발견하기 위해서 홉수 분광학적으로 

고찰하였다.

Fig. 3(a)는 2.67X10 -5M의 DOC 용액에 PAA를 

P/D별로 첨가하여 얻은 흡수 spectra이며, Fig. 3(b) 

는 a-band의 扁酥=482【血에서 홉수세기의 변화를 

자세히 고찰하기 위해서 P/D 변화에 대하여 도시 

하였다. 여기서 두 가지 특성적 변화가 관찰된다. 

첫째는 P/D를 1.25 부근까지 증가시 키면 482 nm 

부근의 흡수세기가 감소하는 반면, 그것과 대응하는 

510 nm 부근에 J-band와 436 nm 부근에 丫-band의 

홉수세기가 증가되는 현상이 나타난다. 둘째로, P/ 

D를 L25 이상 증가시키면 J나)and 및 Y-band의 홉 

수세 기 가 감소하고 482 nm 부근의 홉수세 기 가 다시 

증가되는 것을 볼 수 있다. 이와 같은 현상은 AO 

등콰 같은 metachromasy 색소용액에 생체 고분자 

물질 또는 합성 고분자 음이온을 첨가할 때에 나타 

나는 현상과 유사하며, metachromasy로 알려져 있 

다.

이 흡수대의 출현은 고분자와 결합한 색소분자 

(bound dye)가 고분자 전해질의 골격표면에서 특 

성적 배열구조로 stacking하고 있기 때문이며, sta­

cking12 모델로 잘 설명된다. 즉, P/D가 L25보다 낮은

Fig. 3. (a) The absorption spectra of PAA-DOC sys­

tem with the various P/D at pH —8.00 (tris-HCl buf­

fer). [DOC] - 2.67 X10-5 M(fixed), P/D： 1) 0, 2) 0.25, 

3) 0.35, 4) 0.85, 5) 1.25, 6) 4. (b) Changes of optical 

density of a^band (482 nm) of DOC in PAA-DOC sys­

tem with various P/D at pH=8.0. [DOC] — 2.67X IO-5 

M (fixed).
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Fig. 4. (a) The fluorescence spectra of PAA-DOC sy­

stem with 나le various P/D at pH = 8.00 (tris-HCl buf­

fer). [DOC] = 2.67X10"5M(fixed)f P/D: 1) 0, 2) 0.25, 

3) 0.35, 4) 0.85, 5) 1.25, 6) 4, 7) 9. The excitation wa­

velength is 440 nm. (b) Changes of fluorescence inte­

nsity (500 nm) with various P/D at pH = 8.00 (tris-HCl 

buffer).

영역에서는 DOC 색소 분자들이 PAA의 고분자 사 

슬의 여러 반복적 위치에 존재하는 이온성 작용기에 

정전기적으로 결합되어 있는 색소분자{bound dye 

molecule)들이 나타내는 다분자 회합효과에 의하여 

a-band의 흡수세기가 감소하고, 이보다 높은 P/D 

영역에서는 과량으로 존재하는 고분자의 음이온 잔 

기에 의한 결합 색소의 재분배에 의한 결합 단위체 

(bound monomer)의 증가에 의하여 a-band의 홉 

수세기가 증가되는 것으로 설명된다"T5.

본 연구에서는 PAA-DOC계에서 P/D 변화에 따 

라서 metachromasy를 관찰하여 metachromatic 

band(436 nm)가 나타나는 P/D의 최적 조건 값이 

1.25 부근임을 발견하였다. 또한 DOC의 형광 spec­

tra/} PAA 의 P/D 별 첨가에 의하여 어떤 영향을 

받는지를 알아보기 위하여 형광분광법으로 살펴보 

았다.

F0 4(a)는 흡수 spectra을 측정 할 때와 같은 

DOC의 고정농도(2.67X1(厂5心)에서 p/D 변화에 

따르는 형광 spectra를 나타낸 것으로 이때 excita­

tion wavelength 440 nm 이 다. 4(b)는 (a) 에 나

타난 형광 spectra의 500 nm 부근에서 형광세기를 

P/D값의 변화에 대하여 도시한 결과이다. 尸沮 4(b)에 

나타난 바와 같이 P/D 변화에 따라 DOC의 형광세 

기는 현저한 감소 및 증가 현상이 나타나며, 이 변 

화는 PAA-DOC계의 흡수 spectra의 변화양상과 유 

사함을 볼 수 있다. 즉 P/D가 1.25까지는 형광 세기가 

감소하고, 이보다 큰 P/D 값에서는 형광세기가 증가 

되고 있다.

PAA-DOC계에서는 500 nm 부근의 형광세기가 

가장 크게 감소한 P/D값이 L25로 발견되었다. 이 

P/D값은 흡수 분광학적 방법에서 얻은 값과 유사 

하다.

PAA-DOC계의 이완과정. Fig. 5(a) 및 (b)는 

PAA-DOC 계의 반응 mechanism을 알아보기 위하여 

흡수 및 형광 spectra의 고찰로부터 발견한 rnetach- 

romatic band가 안정되게 나타나는 P/D=L25로 

고정시키고 얻은 이완 spectra의 결과이다.

Fig.&은 a-band(482 nm)의 흡수 및 형 광세 기(500 

nm)의 감소에 의하여 관측되는 평균 이완시간의 

농도 의존 관계를 살펴보기 위하여 평균 이완시간(1 

©을 (C»+Cd)의 변화에 대하여 도시한 것이다. 이때

Journal of the Korean Chemical Society
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Fig. 5. (a) Absorption stopped-flow kinetic traces at 480 nm (a-band) for the reaction of PAA-DOC system 

at pH=8.0 and 181：. [DOC] = 1.33X10-5 M and [PAA] = 1.66X IO-5M. The trace 아lows the reaction curve 

in 0.001 Af tris-HCl buffer (pH=8.0). The vertical axes corresponding to the change in optical density (482 nm) 

which increases upwards. The smooth curve represents nonlinear least square fitting curve, (b) Fluorescence 

emission stopped-flow kinetic traces at 500 nm for the reaction of PAA-DOC system at pH=8.0 and at 18 °C. 

[DOC] = 1.33X 10-5M and [PAA] = 1.66 X10 ~5 M. The excitation wavelength is 440 nm. The vertical axes corre­

sponding to the change in fluorescence intensity observed at 500 nm through an interference filter (decrease 

upward). The smooth curve represents nonlinear least square fitting curve.

(

I

?

-

、
Fig. 6. Dependence of the reciprocal relaxation time 

on the total concentration of PAA and DOC at fixed 

P/D=1.25. Cp and Cd denote the analytical concentra­

tions of PAA and DOC, respectively. 一0-0-0- ab­

sorption method, fluorescence method.

P/D는 1.25로 고정하였다. 尸独 6에서 O-O-O 표 

시는 흡수 정지흐름법에 의하여 얻은 값으며, □- 

□ 표시는 형광 정지흐름법에 의하여 얻은 결 

과이다. 형광 정지흐름법에서는 DOC의 농도를 IO* 

M까지 감소시켜서 측정할 수 있었으나, 홉수 정지 

흐름법으로는 10-5M 이하의 농도에서는 측정할 수 

없었다. Fig. 6을 살펴보면((方+ Q)의 농도가 약 3X 

1(厂5明까지는 i/t값이 증가되나, 이보다 높은 농도 

에서는 일정한 1兀값이 얻어지는 것을 볼 수 있 

다.

먼저 본 연구에서는 PAA-DOC계의 metachro- 

masy가 이분자 반응(bimolecular reaction)으로 한 

단계(single step)로 진행된다고 가정하였다. 여기서 

가능한 반응 mechanism과 l/r(reciprocal relaxation 

time)은 아래와 같다.

ki、
P + D ?=4PD (1)

k-i

1
---=ki(Cp + C) + k-x (2) 

T

위의 식에서 C»와 Cd는 각각 PAA와 DOC의 평형 

농도를 나타내는 것이며 后과 妃\은 각각 정방향과 

역방향의 속도상수이다. 이 식에 의하면 1/t은 (功 

+ G)에 직선적으로 정비례할 것이다气 그러나F讶.6 

을 보면 3X10「5M에서 1.5X10TM까지의 ((* + 

C/)의 농도 범위에서는 직선적 비례관계가 나타나지 

않는다. 이것은 적어도 한 단계 이상의 반응단계가 
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존재하는 것을 의미한다. 따라서 본 연구에서는 con­

secutive me산lanism에 관련된 이완 이론을 사용하 

여 한 단계를 더 고려한 이완 mechanism을 아래와 

같이 나타내었다.

P + D 必스 (DP) 善스 DP (3)

1 k-2

여기서 加과 为-1은 이분자 반응(bim이ecular reac- 

tion)의 정반응과 역반응의 반응속도 상수를 각각 

나타내며, 如와 为一2는 단분자 반응(imim이ecular rea- 

ction)의 정반응과 역반응의 속도상수를 각각 나타 

낸다. (이는 첫번째 단계에서 발생한 회합중간체 

이다. 이 mechanism에서 첫번째 단계는 DOC 분자 

들이 고분자의 음이온 잔기에 무질서하게 정전기적 

으로 결합하는 단계로 매우 빠른 반응이며, 두번째 

반응에서는 결합된 색소분자들이 상호작용하여 분 

자내 재배치하는 느린 단계로 가정하였다. 이러한 

가정은 Sakoda 등林이 정지흐름법으로 생체 고분자 

물질인 DNA와 acridine orange 색소분자의 회합효 

과에 대한 반응 mechanism에 사용한 가정과 같 

다.

첫번째 과정에 비해서 두번째의 반응은 매우 느린 

단계라고 가정하면 두 개의 이완시간 1/亏과 1/邛은 

아래와 같다对.

1
—=+ Cd) + k-i
ri

(for faster relaxation) (4)

1 . 姒功+G)
—K - 2 1 -------------------

电 1/K[ 1 + (Cp + C}

(for slower relaxation) (5)

여기서 K.t=S/局I로써 이분자 반응의 평형상 

수를 나타낸다. 첫번째 이완과정은 정전기적 결합으 

로 대단히 빠르게 진행되어 정지흐름법에서 측정할 

수가 없는 dead-time 안에 반응이 완결된다. 따라서 

정지흐름법에 의하여 측정할 수 있는 이완시간은 

두번째 과정이다. 이 과정은 (Q, + Cd)의 농도변화에 

대하여 1/耳로 도시하면 (0 + Cd)의 증가에 따라서 

1/耳의 값이 변화가 없는 일정한 영역이 나타난다.

F汉 6에 이러한 결과를 얻었으며, 이 그림으로부터 

(加 + 如2)의 값을 115/로 얻었다.

결 론

본 연구의 결과는 시안닌 색소인 3,3'-diethylcar- 

bocyanine(DOC) °] 수용액과 polyacrylic acid(PAA) 

에서 나타나는 metachromasy를 흡수 및 형광분 

광학적 방법으로 고찰하고, 이 사안닌 색소분자가 

PAA 존재 하에 서 나타내는 a-band(482 nm)보다 

단파장쪽에 위치하는 metachromatic band(436 nm) 

가 P/D = 12.5 부근에서 가장 잘 나타남을 발견하 

였다. 이 P/D값을 사용하여 흡수 및 형광 정지흐름 

법으로 PAA-DOC계의 가정한 mechanism으로부터 

侬2+如2)=115厂1를 얻었다. 이로부터 PAA-DOC 

계에서 metachromasy는 두 단계 이완과정으로 반 

응한다고 설명할 수 있으며, 첫단계는 PAA의 고분 

자사슬의 여러 반복적 위치에 존재하는 이온성 작 

용기에 정전기적으로 결합하는 것으로 매우 빠르게 

일어나서 정지흐름법으로 측정할 수 없는 단계이며, 

두번째 단계는 PAA의 골격표면에 결합한 시안닌 

색소분자(bound dye molecule)들의 특성적 배열구 

조로 stacking하는 단계이다. 본 연구에서 얻은 (統 

+£-2)값은 Sakoda'"。등이 DNA-AO계에서 가정한 

mechanism으로 설명하여 얻은 값과 유사한 값이었 

고, 이의 결과는 여러가지 시안닌 색소분자와 고분자 

전해질간의 반응 mechanism을 규명하는데 홉수 및 

형광 정지흐름법을 이용하면 유용하다고 사료된다.

본 연구는 1994년도 원광대학교 학술연구조성비 

(교비)의 지원에 의하여 연구되었으며 이에 감사드 

립니다.
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