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초록: 아크릴레이트로 광경화한 하이드로젤에서의 확산을 조사하기 위하여 단백질 bovine serum albumin(BSA)의

시간과 거리에 따른 하이드로젤 내 분포를 Raman 분광법을 이용하여 측정하였다. Poly(ethyleneglycol diacrylate)

(PEGDA)의 함량과 아크릴레이트 경화도를 조절한 하이드로젤 내 네트워크의 조밀한 정도가 BSA의 확산에 미치는

영향을 조사하였다. PEGDA 하이드로젤 시료 형상에 따라 단백질 분자의 확산 정도가 차이를 보였고, 동일 시료에

서도 두께 방향으로 확산 속도가 빠른 것을 하이드로젤의 팽윤도를 측정하여 조사하였다. 

Abstract: Raman spectroscopy has been used to investigate effects of time and distance on diffusion properties of bovine

serum albumin (BSA) in a hydrogel photo-cured with acrylates. Diffusion of BSA in the poly(ethyleneglycol diacrylate)

(PEGDA) hydrogel was studied by changing the density of crosslinking networks which are modified by controlling the

amount of PEGDA and degree of curing. The diffusion rate of BSA is affected by the measurement direction in the

hydrogel sample as well as the shape of the sample. It was found by determining the swelling rate of the hydrogel sample

that the diffusion rate is faster along the thickness direction of the sample.

Keywords: Raman, spectroscopy, acrylate, hydrogel, diffusion.

서 론

하이드로젤(hydrogel)은 수용성 고분자가 수소결합, van der

Waals, 소수성 상호작용 등의 물리적, 화학적 결합에 의해 3

차원의 가교를 형성하는 네트워크 구조로서, 수용액 상에서

다량의 물을 내부에 함유하여 팽윤(swelling)할 수 있는 3차

원 망상구조를 갖는 물질이다.1-6 하이드로젤의 네트워크 가

교도, 기공의 크기와 양, 수분 함유량, 강도 등의 물리적 성

질은 하이드로젤의 특성을 결정짓는 중요한 역할로 작용하기

때문에 이러한 물리적 특성을 사용하고자 하는 용도에 맞도

록 적절하게 조절하는 기술이 중요하다.3,7,8 하이드로젤 내 분

자의 확산은 크게 자기확산과 상호확산으로 나눌 수 있는데,9

자기확산 계수는 농도 차가 없고 용매들이 균일하게 분포되

어 있는 계에서 브라운 운동을 통하여 확산될 때 얻어질 수

있다. 상호확산은 Fick’s law를 따르는 확산으로, 확산하는 분

자의 양은 두 물질 사이의 농도 차가 클수록 그리고 계면에

서 거리가 가까울수록 증가하며, 하이드로젤의 구조 및 네트

워크 가교도에 따른 기공 변화에 크게 영향을 받는다.3,8 

하이드로젤 상호확산 연구에서 시간과 위치에 따른 확산

변화를 NMR imaging,10 fluorescence,8 neutron transmission,11

vibrational spectroscopy12-15 등을 이용하여 측정할 수 있어 이

러한 실험 방법들을 이용하면 분자의 확산분포와 상호확산

계수 등의 중요한 정보를 얻을 수 있다. 이 가운데 분자의 진

동운동을 측정하는 라만(Raman) 분광실험은 수용액을 사용

하는 바이오 시스템에서의 연구와 고분자 계면에서 또는 하

이드로젤 네트워크 내에서 확산되는 분자들의 변화를 시료에

변형을 가하지 않고 in-situ로 측정하는 연구에서 매우 유용

한 실험방법이다. 라만 스펙트럼에서는 H2O 때문에 나오는

피크들의 세기가 매우 약해서, 수용액 상에서 확산하는 분자

들의 피크를 물 때문에 나타나는 피크들의 간섭 현상 없이

측정할 수 있어, 수용액 상태에서 실험을 진행하는 하이드로

젤 연구에서는 매우 중요한 실험 방법이다.9 그리고 시료 형
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태를 변형하기 매우 어려운 하이드로젤 시료를 라만 분광실

험에서는 시료 형태 그대로 비접촉 방법으로 실험을 진행할

수 있어, 시료 형태를 변형하거나 일부 극소량의 시료를 분

리해야 하는 다른 분광실험 방법들에 비하여 하이드로젤 연

구에는 매우 중요한 분광실험 방법이다. 

아크릴레이트의 광반응으로 제조한 하이드로젤 내에서 확

산되는 단백질 분자의 라만 스펙트럼을 얻기 위하여 형광현

상이 없는 석영기판으로 cell type과 circle type의 두 가지 시

료를 제작하여 라만 분광실험을 수행하였다. 본 연구에서는

소수성의 물질로 생체거부 반응이 없고, 단백질이 흡착하지

않는 특성이 있는 poly(ethyleneglycol diacrylate)(PEGDA)를

하이드로젤 네트워크를 구성하는 물질로 사용하였다.16 PEGDA

의 광반응 아크릴레이트 관능기를 이용해 네트워크 구조를

형성하고, 아크릴레이트 경화도를 조절하여 하이드로젤 네트

워크 가교도를 변화시킴으로써 단백질의 상호확산 변화를 유

도하고 라만 분광실험으로 측정할 수 있었다. 단백질 분자가

하이드로젤 내부로 확산되는 속도를 시간과 위치에 따라 라

만 실험으로 측정하여 하이드로젤 내에서의 상호확산 현상을

조사하고, 또 라만 분광실험을 이용하여 단백질 분자의 하이

드로젤 확산을 연구할 때 장점과 주의해야 할 문제점들에 대

하여 조사하였다.

실 험

하이드로젤 매트릭스로 사용한 분자량 400 g/mol PEGDA

는 Sigma-Aldrich에서, 광반응 개시제는 Ciba Irgacure 2959

를, 용매로 사용한 dimethyl sulfoxide(DMSO)는 삼전화학에

서, 단백질인 bovine serum albumin(BSA)은 Merck에서 구매

하여 사용하였다. PEGDA를 증류수에 녹여 pre-gelled(8, 12,

16 wt%) 용액을 만들었고, Irgacure 2959 10 wt%를 DMSO에

섞어 광개시제 용액을 그리고 BSA를 10 wt%로 증류수에 녹

여 BSA 용액을 만들었다. 1 mL의 pre-gelled PEGDA 용액

에 10 µL의 개시제 용액을 첨가한 후 Figure 1의 cell과 circle

type 두 가지 형태의 하이드로젤 시료를 제작하였다. Figure

1(a)에 보이는 cell type 하이드로젤 시료는 700 µm 두께의

polydimethyl siloxane 스페이서(spacer)를 두 장의 석영기판

사이에 놓고 한 쪽 끝을 에폭시로 막아 cell을 제작하였다. 개

시제를 첨가한 pre-gelled 용액을 cell의 틈에 주입한 후

365 nm UV를 조사하여 하이드로젤 시료를 제작하였다. Figure

1(b)의 circle type 시료는 스페이서 간격을 1 mm 이상으로

충분히 넓힌 후 pre-gelled 용액을 주입하고 UV를 조사하여

하이드로젤을 만들었다. 제작한 하이드로젤을 지름이 mm인

몰드를 이용하여 원통 형태로 자른 후 BSA 수용액에 넣어서

라만 분광실험을 진행하였다. 라만 분광실험은 Renishaw의

Invia Raman 1000 system을 이용하여 측정하였는데, 0.3 mW

의 785 nm 레이저 광원과 CCD 검출기를 사용하였고, 하이

드로젤 시료는 micrometer sample stage 위에서 위치를 옮겨

가며 측정하였다. 모든 라만 스펙트럼은 30초 동안 10번씩

측정하였다. 

결과 및 토론

PEGDA 네트워크로 이루어진 하이드로젤 내로 확산되는

단백질 분자 BSA의 분포를 조사하기 위하여 UV 광반응 전

Figure 1. Schematic pictures of (a) cell type; (b) circle type hydrogel samples for Raman experiment.
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후 달라지는 PEGDA 라만 스펙트럼과 BSA의 특성 피크를

조사하였다. 하이드로젤 매트릭스를 구성하는 PEGDA pre-

gelled 수용액에 UV를 쪼여주면 개시제 반응에 의해 형성된

라디칼이 PEGDA 아크릴레이트 C=C 결합을 공격하여 결합

이 끊어지면서 경화반응이 진행된다. FTIR 분광실험과는 다

르게 라만 스펙트럼에서 매우 강하게 보이는 Figure 2(a)의

아크릴레이트 이중결합 1635 cm-1 피크는 경화반응과 함께 세

기가 작아지다가 사라지므로, 이 피크의 세기 변화를 이용하

여 PEGDA 경화도와 이에 따른 하이드로젤 네트워크의 조

밀한 정도를 쉽게 측정할 수 있다. Figure 2(d)의 BSA 수용

액 스펙트럼에서는 단백질 특성의 amide I band가 1654 cm-1

에서, 그리고 helix, antiparallel β-sheet, random 등 구조에 민

감한 amide III band 3개가 936~990 cm-1 사이에서 중첩되어

나오는 것과 더불어 1003 cm-1에서 뾰족한 phenylalanine 피

크가 관측되는 것을 스펙트럼에서 확인할 수 있다.15 BSA 수

용액을 경화된 PEGDA 하이드로젤 내로 확산시킨 후의 라

만 스펙트럼 Figure 2(c)를 보면 BSA 스펙트럼 Figure 2(d)

와 UV 경화반응으로 아크릴레이트 1635 cm-1 피크가 사라진

후의 PEGDA 스펙트럼 Figure 2(b)가 합쳐진 상태로 보인다.

PEGDA 피크들과 크게 겹치지 않는 BSA 특성피크들 가운

데 1003 cm-1에서 나타나는 뾰족한 피크를 PEGDA 하이드로

젤 내에서 확산되는 BSA 분자의 분포를 조사하는 특성피크

로 이용하였다.

BSA 분자의 PEGDA 하이드로젤 내 확산은 초기에는 급

격하게 증가하다가 시간이 흐르며 확산 속도가 점차 줄어드

는 것을 Figure 3의 라만 분광실험으로 측정한 확산 시간과

거리에 따른 BSA 1003 cm-1 피크의 세기 변화에서 알 수 있

다. 하이드로젤 내부로 확산을 시작하는 경계면에서 거리가

멀어질수록 BSA의 확산 정도가 작아 농도가 감소하는데, 이

러한 분포 변화는 확산 시간이 길어질수록 작아지고 있다. 하

이드로젤 내 분자들의 확산은 상호확산에 의하여 BSA 분자

들이 농도 구배에 따라 하이드로젤 내부로 움직일 때 하이드

로젤 네트워크를 구성하는 PEGDA 분자와 확산되는 BSA 분

자 사이 상호작용하는 힘에 의하여 결정된다고 생각한다. 하

이드로젤 네트워크를 구성하는 PEGDA의 농도(8, 12,

16 wt%)를 다르게 경화하여 하이드로젤 시료(cell type)를 제

조할 때 PEGDA 농도가 클수록 하이드로젤 내부 네트워크

가 더욱 조밀하게 이루어져 네트워크를 구성하는 PEGDA 분

자와 그 사이로 확산되어 움직이는 BSA 분자 사이 상호작용

이 증가하게 된다. 그러므로 Figure 4에서 보듯이 확산 시간

에 따른 BSA 특성피크의 세기 변화는 PEGDA 농도가 작은

8 wt% 용액의 하이드로젤에서 가장 빠르게 나타나는 것을 볼

수 있는데, 이는 PEGDA와 BSA 사이 상호작용이 작기 때문

Figure 2. Raman spectra of (a) PEGDA before curing; (b) PEGDA

after curing; (c) PEGDA hydrogel with diffused BSA; (d) BSA in

water.

Figure 3. Raman intensity changes of BSA peak of 1003 cm-1 as a

function of distance from the interface of PEGDA hydrogel at var-

ious diffusion times.

Figure 4. Normalized Raman intensity changes of BSA 1003 cm-1

band measured at 1 mm point from the interface of the hydrogel

(cell type) with different PEGDA concentrations.
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으로 여겨진다. 경화반응에 참여하는 PEGDA의 농도가 증가

할수록 상대적으로 조밀한 구조의 하이드로젤 네트워크가 형

성되어 동일한 부피의 하이드로젤 내부에 PEGDA 네트워크

가 차지하는 부피가 커지게 된다. BSA 분자가 확산될 때

PEGDA 네트워크 때문에 나타나는 steric hindrance와 분자

사이 상호작용이 증가하므로 하이드로젤 내 PEGDA 네트워

크 농도가 증가하면 BSA의 확산속도가 감소하게 된다. Figure

4를 보면 PEGDA 8 wt%와 12 wt% 하이드로젤의 경우에 초

기에는 BSA 확산이 빠르게 일어난 후 서서히 속도가 감소하

는 반면, 16 wt% 용액인 경우는 하이드로젤 네트워크의 조밀

한 정도가 충분히 커서 BSA 분자의 확산이 느리고, 시간에

따라 확산되는 BSA 농도 증가도 선형으로 서서히 증가하는

것을 볼 수 있다. 

하이드로젤 네트워크의 조밀한 정도는 PEGDA 아크릴레

이트의 광경화 정도에 따라서도 조절할 수 있다. 라만 분광

실험의 PEGDA 스펙트럼에서 강하게 나오는 아크릴레이트

C=C 진동운동 1635 cm-1 피크는 하이드로젤 UV 경화반응 정

도를 측정할 수 있는 좋은 피크이다. Figure 5(a)는 UV에 의

한 PEGDA 아크릴레이트 그룹의 반응 정도를 광조사 시간

에 따른 1635 cm-1 피크 세기 변화로부터 계산한 경화도를 보

여준다. UV 조사를 시작하면 광개시제 반응에 의해 형성되

는 라디칼들이 PEGDA 아크릴레이트 광경화 반응을 유도하

기 시작하는데, 초기에는 1635 cm-1 피크 세기의 변화가 없다

가 90초 이후 급격한 변화가 나타나고 180초 이후에는 다시

변하지 않고 일정하게 유지되어 PEGDA의 광경화가 종료되

었다는 것을 나타내고 있다. 그러므로 UV 조사 시간을 적절

하게 조절하면 아크릴레이트의 경화도를 임의로 선택할 수

있어, PEGDA를 이용한 하이드로젤 내 네트워크의 가교도가

조절된 시료들을 정량적으로 쉽게 제작할 수 있게 된다.

PEGDA의 경화도에 따라 제조한 하이드로젤 내 BSA의 확

산 변화는 앞의 PEGDA 농도를 변화시켜(8, 12, 16 wt%) 제

조한 하이드로젤 결과와 비슷한 경향을 보여주었다. 그러므

로 PEGDA 농도 대신 경화 정도를 조절한 하이드로젤 시료

를 이용하면 BSA와 같은 단백질 분자의 확산 속도를 임의로

조절하는데 훨씬 효율적인 하이드로젤 시료의 제조가 가능하

리라 생각한다. Figure 5(b)는 PEGDA의 광반응을 60% 진행

하여 하이드로젤 네트워크로 경화한 후 BSA를 확산하였을

때 경계면에서 거리에 따른 BSA 분포를 확산 시작 후 30,

150, 400분 후에 라만 분광실험을 이용하여 측정한 결과이

다. 예상한대로 경계면에서 거리가 멀어질수록 BSA 양이 적

고, 확산 시간이 많이 지날수록 하이드로젤 내에 균일하게 분

포되는 것을 알 수 있다. 이와 같이 하이드로젤 내 단백질 분

자의 확산에 관한 연구를 라만 분광법을 이용하여 조사하게

되면 시료의 형태에 관계없이 정량적으로 시간과 위치에 따

라 확산 분포에 관한 정보를 손쉽게 측정할 수 있는 것을 알

수 있다. 

서로 다른 모양의 하이드로젤 형태가 단백질 분자의 확산

정도에 미치는 영향을 조사하기 위해 12 wt% PEGDA 용액

을 광경화하여 cell type과 circle type의 두 가지 모양의 시료

를 제작하였다(Figure 1). 두 시료 모두 BSA 용액의 하이드

로젤 계면으로부터 1 mm 떨어진 지점에서 하이드로젤 내

BSA의 라만 특성피크(1003 cm-1) 세기를 측정하여 시료 모양

에 따른 확산 분포 영향을 비교하였다. Figure 6의 시간에 따

른 BSA 농도 변화를 보면 하이드로젤 시료 형상에 따라 BSA

분자의 확산에 많은 차이를 보이는데, cell type으로 제작한

시료에서의 BSA 확산 속도가 circle type으로 제작한 하이드

로젤 시료보다 낮게 나타났다. 직육면체 형태의 cell type 경

우에는 BSA 용액이 주입되는 한 쪽 면을 제외한 모든 방향

이 둘러싸여 막혀있는 반면에 원통 형태의 circle type 경우

에는 하이드로젤을 경화한 후 원통 형태로 절단하여 제조하

Figure 5. (a) Degree of curing of PEGDA with UV exposure time determined using Raman 1635 cm-1 band intensity; (b) normalized Raman

intensity changes of BSA 1003 cm-1 band as a function of distance from the hydrogel interface at various diffusion times. 
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여 BSA 수용액에 넣었으므로 BSA 용액과 맞닿아 있는 하

이드로젤 경계면이 시료의 두께 방향을 포함하여 더 많기 때

문이라고 생각된다. 

하지만, circle type 하이드로젤 시료를 12시간 물에 담근

후 팽윤 정도를 측정하였을 때, 기판과 수직한 시료의 두께

방향으로는 12.5% 팽창한 반면, 기판과 평행한 지름 길이 방

향으로는 2.9% 팽창하였다. 이와 같이 방향에 따라 팽윤율이

다르게 나타나는 것은 하이드로젤 내 PEGDA 네트워크를 형

성하는 사슬 사이의 경화반응이 기판과 평행 방향으로 많이

이루어지기 때문으로 여겨진다. 네트워크를 형성하는 PEGDA

의 경화반응은 사슬들이 서로 연결되는 가교 반응이어서 가

교가 형성되는 방향으로는 시료가 팽창하기 매우 어렵지만,

가교가 없는 방향으로는 사슬들 사이에 van der Waals 힘 등

분자간 상호작용만이 존재하여 물 분자가 사슬들을 쉽게 밀

어내며 팽창할 수 있게 된다. PEGDA 광경화를 위하여 UV

를 쪼여줄 때 하이드로젤 시료 바로 위에서 빛의 전기장 방

향이 기판과 평행하게 진행하므로, 하이드로젤 내 PEGDA

아크릴레이트 그룹 중 빛의 전기장 방향과 평행한 그룹들이

우선적으로 광반응을 진행하게 된다. 그러므로 UV 전기장의

방향, 즉 기판과 평행 방향으로의 광반응 가교가 많이 일어

나 하이드로젤 내에 광경화 반응의 이방성이 진행되는 것이

다. 하이드로젤 시료 내 방향에 따라 경화 정도, 즉 네트워크

사슬의 가교도가 다르므로 Figure 5의 가교도 효과에서 설명

하였듯이 BSA 단백질 분자의 확산 속도는 가교도가 적은 하

이드로젤 시료의 두께 방향으로 더 빠르게 진행하리라 본다.

본 연구를 통하여 하이드로젤 내에서 분자 확산에 대한 연구

를 수행할 때는 하이드로젤 시료의 광경화 방향, 시료의 형

태, 그리고 측정하는 방향 등에 따라 상대적으로 다른 결과

값을 가질 수 있으므로 이러한 조건들을 유의하여 라만 실험

을 수행할 필요가 있는 것을 알 수 있었다. 

결 론

본 연구에서는 아크릴레이트 관능기를 가지고 있는 PEGDA

수용액을 UV 광경화하여 cell type과 circle type 두 가지 형

태의 하이드로젤 시료를 제작하였다. 하이드로젤 매트릭스를

형성하는 PEGDA의 양에 따라 네트워크의 조밀한 정도가 달

라져 BSA 단백질 분자의 확산 시간 및 분포가 달라졌는데,

이러한 변화는 PEGDA의 광경화 반응 정도를 조절하여서도

비슷한 결과를 유도할 수 있었다. 하이드로젤 네트워크가 조

밀하면 네트워크를 구성하는 PEGDA 분자와 네트워크 사이

로 확산되는 BSA 분자 사이 상호작용이 증가하는데, 네트워

크 때문에 나타나는 steric hindrance와 분자 사이 인력의 증

가에 의하여 확산속도가 감소하게 된다. 

하이드로젤 시료 형상에 따라 BSA 단백질의 확산 정도가

약간 차이를 보이는데, cell type으로 제작한 시료에서의 BSA

확산은 circle type으로 제작한 하이드로젤 시료보다 느리게

보여졌다. 또한 같은 형태의 하이드로젤 시료라 해도 시료 내

확산 방향에 따라 속도가 다르게 나타났다. Circle type 하이

드로젤 시료의 팽윤은 시료의 두께 방향으로는 12.5% 팽창

한 반면, 지름 길이 방향으로는 2.9% 팽창하였다. 이와 같이

방향에 따라 팽윤 정도가 다르게 나타나는 것은 하이드로젤

내 네트워크를 형성하는 PEGDA 사이의 경화반응이 기판과

평행 방향으로 많이 이루어져 기판에 수직인 두께 방향으로

는 가교가 적어 사슬 사이 간격이 쉽게 벌어질 수 있기 때문

이다. 하이드로젤 내 단백질 분자의 확산에 관한 연구를 라

만 분광법을 이용하여 조사하게 되면 시료의 형태에 관계없

이 정량적으로 그리고 in-situ 상태로 위치와 시간에 따른 확

산 분포에 관한 정보를 쉽게 측정할 수 있지만, 하이드로젤

시료 광경화 방향, 시료의 형태, 측정 방향 등에 따라 상대적

으로 다른 결과 값을 가질 수 있으므로 이러한 실험 조건에

유의하여 결과를 해석할 필요가 있다. 
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