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요 약. 3,3'-dipropyl oxacarbocyanine(DPC)와 poly(styrenesulfonate)(PSS)^ 상호작용효과를 흡수 및 

형광 분광학적 방법으로 연구하였으며, 이들 효과는 stacking model로 설명되었다. DPC와 PSS 계의 상호 

작용에 대한 반응속도론적 고찰을 흡수 및 형광 정지흐름법에 의하여 연구하였다. DPC-PSS계의 이완효과는 

두개의 이완과정을 가정함으로써 정량적으로 설명할 수 있었다. 또한 염효과에 의한 이완시간의 변화를 

고찰하여 DPC-PSS계의 회합반응 메카니즘이 두 단계로 일어남을 설명할 수 있었다.

ABSTRACT. The interaction between 3,3f-dipropyl oxacarbocyanine and poly(옹tyrenesulfonate) has 
been studied by means of absorption and fluorescence spectroscopic methods. The results was interpreted 
by stacking model. The kinetic studies of the interaction between 3,3'-dipropyl oxacarbocyanine and 
poly(styrenesulfonate) were carried out by the absorption and fluorescence spectroscopic stopped-flow 
methods. The observed relaxation effect in DPC-PSS system was described quantitatively by assuming 
two relaxation processes. The dependence of rate of reaction on the salt concentration of the solution 
was also studied. The results are consistent with the two-step mechanism.

서 론

조직구성 성분 중 어떤 물질은 특정 색소분자와 

결합할 때, 원래 색소가 지닌 고유의 색깔과는 다르게 

발색되어 그 주변의 조직과 구별되는 경우가 있다. 

이같은 현상은 1875년 JiirgeQ에 의해 처음으로 발 

견되어 그 후부터 metachromasia이라 불리우고 있 

匸k Metachromasy를 나타내는 색소를 metachroma- 
tic dye 라고 부르며, 이들 색소분자는 가시부 흡수 

영역에서 그들의 분자 회합형태에 따라서 여러개의 

흡수대가 나타나며, 이러한 spectra의 변화는 순수 

수용액에서 색소의 농도변화,2~4 고분자 전해질의 

첨 가,5~7 계 면활성 제 의 첨 가,인지질의 첨 가 

등에 의해서 나타나는 것으로 알려져 있다. 수용액 

에서 색소용액의 농도 변화에 따른 spectra 변화는 

색소용액의 농도 증가에 따라 a-band의 흡수가 감 

소하고, a-band 보다 단파장쪽의 p~band 흡수가 

증가하며, 조건에 따라서는 더 짧은 파장쪽에 r- 

band가 나타나거나, a-band 보다 장파장쪽에 J- 
band가 나타나며, 이와 같은 현상은 색소분자들이 

수용액에서 분자회합을 하기 때문에 일어나는 것으 

로 알려져 있다.卜4 고분자 전해질의 존재하에서 나 

타나는 metachromasy는 색소분자와 고분자 전해질 

간의 여러 가지 상호작용에 의하여 나타나는 것으로 

알려져 있으며, stacking 이론으로 잘 설명된다 

계면활성제 존재하에서도 spectra의 특성적 변화 

현상이 나타나는데, 이러한 현상은 특수한 분자회합 
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현상에 의해 micelle을 형성하는 계면활성제와 색 

소분자 간의 정전기적 상호작용에 의해 형성된 색소- 

계면활성제 착화합물 내의 색소분자의 분자회합에 

기인하는 것으로 알려져 있다지질 이중충 막 

에서도 지질의 농도변화에 따라서 색소분자의 회합 

현상이 나타나며 이것은 색소분자들이 지질 막의 

친수성 부분에서 또는 지질 막의 소수성 부분에서의 

여러 가지 상호작용에 의하여 분자회합을 형성하기 

때문으로 알려져 있다."T4

색소-고분자계에서 나타나는 metachromasy는 여 

러 연구자들에 의해서 흡수 분광학적인 방법으로 

연구되었으며,”, 정지흐름법(stopped・flow method) 

및 온도 도약법 (temperature jump method) 에 의해 

서 반응속도론적으로 연구되고 있다.I"% Sakoda 

등g2은 DNA-acridine orange계의 반옹속도론적 

연구를 흡수 및 형광 정지흐름법으로 고찰하여, 

DNA-acridine orange계의 반웅 mechanism0] 두 

단계 반응으로 구성되어 있음을 보였고, Li 둥踏은 

DNA-proflavine계의 반웅 mechanism을 온도 도약 

법으로 고찰하여, 두 단계 mechanism을 제안하였다.

전보27에서는 polyacrylic acid 존재하에서 3,3'- 

diethyl oxacarbocyanine^l 회합효과를 흡수 및 형광 

정지흐름법으로 회합 mechanism을 고찰하여, 첫번 

째 단계는 양이온 색소분자와 고분자의 음이온 잔 

기와 정전기적으로 상호작용하는 이분자반응이며 , 

두번째 단계는 결합된 색소분자들이 서로 상호작용 

하는 단분자반웅으로 설명하였다.

본 연구에서는 합성 고분자 전해질인 poly(styre- 

nesulfonate)(이하 PSS라함) 존재하에서 시안닌 색 

소인 3,3,-dipropyl oxacarbocynine(°]DPC라함) 

의 회합효과를 흅수 및 형광 분광학적으로 고찰하고, 

횹수 및 형광 정지흐름법으로 회합 mechanism을 

규명하고자한다

실 험

기구 및 시약. 3,3r-dipropyl oxacarbocyanine io­
dide-^- Aldrich사에서 그리고 poly(styrenesulfonate) 
sodium salt는 평균뷴자량이 500,000인 것을 Polys- 
cienoe사에서 각각 구입하여 더 이상 정제없이 그 

대로 사용하였다. 다른 무기 및 유기시약들은 모두 

분석급 시약을 사용하였다.

흡수 spectra의 측정은 Pye-Unicam사의 model 
SP8-400인 spectrophotometei를 사용하였고, 측정 

cell 의 pathlength는 목적에 따라 1, 2, 5, 10 mm를 

각각 사용하였다. 형광 spectra의 측정은 Jasco사의 

model FP-777인 spectrofluorometer■를 사용하였다. 

이완 spectra의 측정은 Otsuka Electronics사의 RA- 

401(stopped-flow spectrophotometer), RA-414 
(fluorescence measurement attachment), RA-451 
(data processor) 그리고 RA-452(X-Y recorder) 
unit들올 사용하였다. pH 미터는 Orion사의 model 
611 을 사용하였다.

실험방법

시료의 조제. 3,3r-dipropyl oxacarbocyanine의 

저장용액온 2.4X10TM을 조제하였으며, poly(sty- 

renesulfonate) 저장용액은 L2X10YM의 용액을 

조제하여 사용하였다. 이 조제된 용액들은 aluminum 
foil로 광을 차단하여 냉암소에 보관하였다. Spectra 
측정시에는 각각의 저장용액에서 원하는 일정량을 

분취하여 희석하여 사용하였고 모든 용액은 조제 

후 30분 후에 측정하였다.

측정방법. 모든 spectra의 측정용 용액은 ImM 
의 Tris-HCl 완충용액에서 실시하였고, 완충용액의 

농도를 변화시킬 경우에는 이를 명시하였다. DPC- 
PSS계의 형광 spectra를 측정시에는 여기파장(exci­

tation wavelength)을 DPC-PSS계의 흡수 spectra 
에서 나타난 둥흡광점 파장을 이용하였다.

Stopped-flow spectrophotometer 측정시 질소 압 

력을 6kg/cm2로 조정하였고, 측정 c이 1 은 pathle- 

ngth가 2 mm인 것을 사용하였다. 이 조건하에서 

dead time은 1~2 msec이였다. Fluorescence stop­
ped-flow spectrophotometer^] 사용시 여기파장 영 

역의 빛은 460nm인 광학필터로 차단시켰다. 정지 

흐름법의 이완 spectra의 측정은 각각의 원하는 농 

도에서 8희 이상 실험하여 이들의 측정값을 평균한 

accumulation spectrum을 얻었고, 평균 이완시간은 

Otsuka Electronics사에서 제공하는 non니inear cu­
rve fitting program으로부터 구하였다,
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Fig. 1. (a) The absorption spectra of DPC-PSS sys­
tem with the various P/D at pH=8 (tris-HCl buffer). 
CDPC] = 1.4X10-5M (fixed). P/D: 1) 0, 2) 0.2, 3) 0.6, 
4) 1, 5) 3, 6) 4. (b) Changes of absorbance (480 nrn) 
with various P/D at pH=8.00 (tris-HCl buffer). 
[DPC] = 1.4 X10-5 M (fixed).

결과 및 고찰

DPC-PSS계의 客수 및 형광 spectm. PSS의 

존재하에서 DPC의 회합효과로 인하여 나타날 것으 

로 예상되는 metachromatic band를 발견하이 

band가 안정하게 나타나는 최적 P/D를 발견하기 

위하여 흡수 및 형광 분광학적인 방법을 이용하였다.

Fig. 1(a)는 DPC 색소분자의 농도를 1.4 X10-5 M 

로 고정하고 P/D를 변화시켜 얻은 흡수 spectra이고＞ 

Fig. 1(b)는 DPC의 최대 흡수대 인 480 nm(a-band) 
에서 흡수세기의 변화를 고찰하기 위하여 P/D 변 

화에 대하여 도시한 것이다. 여기서 나타난 특성적 

변화는 첫째는 P/D 값을 1 부근까지 중가시키면 a- 
bamd의 홉수세기가 감소되는 반면, 그것과 대웅하는 

438 nm(y-band) 부근의 흡수세기가 증가되는 현상 

이 나타나며, 445nm 에서 등흅광점이 나타난다. 둘 

째로 P/D 값을 1 이상으로 중가시키면 丫-band의 

흡수세기가 감소하고 a-band가 장파장 이동되면서 

흡수세기가 중가하는 현상이 나타난다.

Fig. 2(a)는 흡수 spectra를 측정할 때와 같이 

DPC의 고정농도(1.4X10-5 M)에서 P/D 변화에 따 

르는 형광 spectra를 나타낸 것이고 Fig. 2(b)는 Fig. 
2(a) 에서 나타난 형광 spectra 의 500 nm 부근에 나 

타난 최대 형광세기를 P/D 변화에 대하여 도시한 

결과이다. 이 결과들을 살펴보면 흡수 spectra와 유 

사한 경향성을 보이는 것을 알 수 있다. 즉, P/D 값이 

1 이하에서는 형광세기가 P/D 값의 증가에 따라 

소광현상(quenching)이 나타나P/D 값이 1 이상 

중가되면 500 nm 부근의 형광세기가 중가하는 현 

상이 나타나며, 동시에 형광 spectra 전체가 장파장 

이동하는 것을 볼 수 있다.

DPC-PSS계에서 발견되는 438nm의 흡수대는 

metachromatic band로 알려져 있으며, 이 흡수대는 

acridine orange와 같은 metachromatic dye 용액에 

생체 고분자 물질 또는 합성 고분자 물질을 첨가했을 

경우에도 발견된다. 고분자 전해질 존재하에서 발견 

되는 metachromatic band는 일반적으로 stacking 
이론에 의해서 잘 설명된다.28 이 이론에 의하면 me­

tachromatic band는 고분자 표면에 정전기적 상호 

작용효과에 의하여 결합된 색소분자들(bound dyes) 
의 배열상태가 stacking을 형성하고 있기 때문이라고 

설명하였다. 따라서 DPC-PSS계의 P/D=l 부근에서 

발견되는 metachromatic band는 DPC 색소분자들이 

PSS의 고분자 사슬의 여러 반복적 위치에 존재하는 

이온성 작용기에 정전기적으로 결합되어 있는 색소 

분자들이 나타내는 다분자 회합효과로 설명되며, P 

/。가 1보다 큰 영역에서 나타나는 a-band의 흅수 

증가 현상은 과량으로 존재하는 고분자의 음이온 

잔기에 의한 결합 색소분자의 재분배로 결합 단위체
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Fig. 3. (a) Typical time course of absorbance changes 
observed at 480 nm after mixing of [DPC] = lX10-5 
M and EPSS] = 1X1O-5M. The vertical axis is corre­
sponding to the change in optical density (480 nm) 
which increases upward, (b) Fluorescence emission 
stopped-flow kinetic trace observed at 500 nm after 
mixing of [DPC] = 0.25 X IO-5 M and [PSS]=0.25X 
10-5 M. The excitation wavelength is 445 nm. The ve­
rtical axis is corresponding to the changes in fluores­
cence intensity observed at 500 nm through an inter­
ference filter (decreases upward). The trace shows 
the reaction curve in 1 mM tris-HCl buffer solution 
(pH=8). The smooth curve represents nonlinear least 
s다uare fitting to single exponential curve.

따라서 DPC-PSS계의 P/D 변화에 따르는 형광세 

기의 변화의 요인 중의 하나가 색소분자의 다분자 

회합 효과임을 알 수 있다. 즉, P/D=l에서 형광세 

기를 감소시키는 요인 중의 하나는 결합색소분자들 

의 다분자 회합효과이며, P/D가 1 이상 부근에서 

나타나는 형광세기 증가 현상은 결합 단위체의 중 

가에 의한 다분자 회합효과가 감소하기 때문으로 

설명할 수 있다.

DPC-PSS계의 이완과정. Fig. 3(a) 및 Fig. 3(b) 
는 PSS-DPC계어]서 DPC 색소분자의 회합반응 me- 
chanism을 알아보기 위하여 흡수 및 형광 spectra의 

고찰로부터 발견한 metachromatic band가 안정되게 

나타나는 P/D=l로 고정시키고, 흡수 및 형광 정지 

흐름법(stopped-flow method)으로 얻은 이완 spec-
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Fig. 2. (a) The fluorescence spectra of DPC-PSS sys­
tem with the various P/D at pH=8 (tris-HCl buffer). 
[DPC] = 1.4X10'5M (fixed). P/D: 1) 0, 2) 0.2, 3) 0.6, 
4) 1, 5) 2, 6) 5. The excitation wavelength is 445 nm. 
(b) Changes of fluorescence intensity (500 nm) with 
various P/D at pH=8.0 (tris-HCl buffer). [DPC] = 1.4 
X10'5M (fixed).

(bound monomer)의 증가에 기인하는 다분자 회합 

효과의 감소에 의한 것으로 설명된다. 색소분자의 

다분자 회합효과는 흡수세기의 변화 뿐만 아니라 

형광세기의 변화를 나타내는 것으로 알려져 있다.29,30 
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Fig. 4. Dependence of the reciprocal relaxation time 
(1/r) on the total concentrations of DPC and PSS at 
fixed P/D=l. Cp and Cd denote the analytical concen­
trations of DPC and PSS, respectively. -O-O~O~; 
absorption method, 一口一口一口一； fluorescence me­
thod.

tra이다. Fig. 4는 흡수 및 형광 정지흐름법에서 얻은 

평균 이완시간(1兀)을(G + G) 에 대하여 도시한 것 

이다. Fig. 4를 살펴보면 (C,+G)의 값이 3X10-5M 
이상부터 1兀 값의 변화가 작게 나타나는 것을 볼 

수 있다. 이와같은 현상은 Scheme 1과 같은 consecu­

tive mechanism으로 설명된다.

Fig. 5. Dependence of the reciprocal relaxation time 
(1/t) on salt concentration observed at 480 nm at 18 
°C. The salt concentration was controlled by changing 
the concentration of tris-HCl buffer at a constant pH 
of 8. The concentrations of DPC and PSS were lx 
10-5M and 1X1O-5M, respectively (P/D=l).

_쯔» k2
P+D^(PD)y^DP (1)

여기서 加와 切r는 이분자반응(bimolecular reaction) 
의 정반응과 역반응 속도상수를 각각 나타내며, 灼와 

妃2는 단분자반응(unimolecular reaction) 의 정반응 

과 역반응 속도상수를 각각 나타낸다. F는 고분자 

전해질을 나타내고, D는 색소분자를 나타낸다. 그리 

고 (DP)는 첫번째 단계에서 생성된 회합 중간체로 

가정한다. 이완방법 이론에 따르면, Scheme 1과 같은 

consecutive mechanism은 각각의 단계의 perturba- 
tion에 의해서 발생한 이완 spectra는 두개의 이완 

시간인 S과 由을 가지며, 첫번째의 단계인 이분자 

반응이 두번째의 단계인 단분자반응보다 매우 빠른 

경우, 두개의 이완시간은 아래와 같이 나타낼 수가 

있다.

—=k\(C»+Cd)+k-i

(for faster relaxation) (2)

1 , kACp+Ca)
---=龙 _ 2 T---------------------------
Ta l/Ki,-i+(C» + Cd)

(for slower relaxation) (3)

여기서 Ki,_i=ki/k_i는 첫번째 단계에서의 이분자 

반응의 평형상수이고 (方와 G는 PSS와 DPC의 각 

각의 평형농도를 나타낸다. 단분자반응에서는 (C» + 

(为)의 증가에 따라서 이완시간이 일정하게 나타난다. 

이 일정한 이완시간은。2 + 左-2)값과 일치한다. 본 

연구에서 얻은 평균 이완시간은 243 st이다. 두번째 

단계의 단분자반응 단계에서 얻은 侬2 + 妃2)은 전보 

의 DOC-PAA계의 경우에 비해서 약 두배가량 큰 

값을 얻었다. 이와같은 결과는 전보27에서 고분자 

전해질로 사용한 vinyl 사슬기에 carboxyl기를 가진 

PAA와 본 연구에서 사용한 vinyl 사슬기에 benze­

nesulfonate 가진 PSS 고분자 전해질과의 분자 

구조적 차이와 그리고 전보에서 연구한 DOC와 DPC 
색소분자들의 분자구조적 특징으로 판단된다.

첫번째 이완과정은 정전기적 상호작용에 의한 결 

합과정으로 매우 빠른 반응으로 예상되며, 본 연구 

에서는 정지흐름법으로 측정할 수 없는 시간 안에 

반웅이 일어날 것이다. 따라서 이완시간은 두번째 

과정에서 일어나는 단분자반응을 정지흐름법으로 

측정할 수 있다. 단분자 과정은 (G+Cd)의 변화에 

대하여 이완시간(1/。을 도시하면(G + G)의 증가에 

따라서 이완시간 값이 일정한 영역의 값이 나타난다. 
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Fig. 4에 이러한 결과가 나타나 있다. DPC-PSS계에 

서 전체반응이 몇 단계로 일어나는가를 알아보기 

위하여 염의 효과를 이용하여 확인하였다. Fz：g.5를 

살펴보면 염의 농도가 증가됨에 따라서 이완시간이 

증가되는 것을 볼 수 있다. 만약 전체적인 반웅이 

정전기적 상호작용이 주요인이 되는 이분자반응의 

한 단계라면 염의 농도의 증가에 따라서 이완시간의 

감소가 나타날 것이다.21既25 그러나 관찰된 이완시 

간의 변화는 반대의 결과가 얻어졌다. 이와같은 결 

과로부터 색소분자들의 전체적인 회합반응은 첫번째 

과정인 빠른 이분자반응에서 의해서 직접적으로 일 

어나지 않고 두번째 과정인 단분자반응에서 일어나 

는 것으로 가정할 수 있다. 첫번째 빠른 과정인 이 

분자반응에서 색소분자들은 고분자와의 정전기적 

상호작용에 의해서 불규칙하게 distribution되면서 

회합이 일어날 수 있으나 전체적인 회합효과는 두 

번째 과정 인 단분자반응에서 고분자 전해질인 PSS의 

benzenesulfonate기에 결합된 색소분자들이 재배치 

(rearrangement)를 하여 회합효과를 나타내는 것으 

로 생각할 수 있다. 이러한 가정은 전보의 PAA- 

DOC계에서 가정한 것과 잘 일치한다户

결 론

DPC-PSS계에서 색소분자의 회합반웅은 두 단계 

과정으로 일어나는 것으로서, 첫번째 단계는 양이온 

색소와 고분자 전해질의 음이온 잔기와 정전기적으 

로 상호작용하는 결합단계이며, 두번째 단계는 결합 

된 색소분자들간에 서로 상호작용하는 단계로서, 이 

두 효과가 기여하여 metachromasy가 나타나는 것 

으로 가정한 전보”의 연구결과가 본 연구의 DPC- 
PSS계에서도 분자회합 mechanism이 잘 적용됨을 

발견하였으며, 본 연구에서는 특히 염의 효과에 대한 

이완시간의 고찰로부터 색소분자의 회합 mecha- 
nism이 두번째 과정인 단분자반응에서 일어남을 확 

인할 수 있었다. 본 연구에서는 색소분자의 분자구 

조가 두개의 propyl기를 가진 oxacarbocyanine 인 

DPC와 benzenesulfonate기를 가진 PSS를 선택하여 

이들로 구성된 DPC-PSS계의 색소분자의 회합 me- 
chanism을 규명하였다. 두번째 과정인 단분자반응 

에서 얻은 이완시간인侬2+力-2)값이 243sT임을 

발견하였고 이 값은 전보의 DOC-PAA계의 경우 

(115或)에 비해서 약 두 배 가량 큰 값이다. 이와 

같은 결과는 DPC-PSS계에서 benzenesulfonate기가 

있는 PSS 고분자 전해질과 DPC의 propyl기가 색 

소분자들 사이의 분자회합을 용이하게 한다고 판단 

된다.

색소분자들의 분자구조적 특징에 따른 색소분자 

들의 회합 mechanism에 대해서는 현재 여러 종류의 

m-alkyl oxacarbocyanine 유도체들을 이용하여 연 

구하고 있다.

본 연구는 1995년도 원광대학교 학술연구조성비 

(교비)의 지원에 의하여 연구되었으며 이에 감사드 

립니다.
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