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요 약
Rhodamine염료는 높은 흡광계수와 함께 넓은 가시광선 영역에서 고효율과 안정성을 나타내는 형광을 제공함으로써 형광
표지 물질로 널리 사용되고 있다. Rhodamine 화합물을 형광표지 물질로 이용하기 위해서는 rhodamine골격을 (생체)분자나 
표면에 공유결합 시키는 화학적 과정이 필수적이기 때문에 이에 관련하여 다양한 rhodamine유도체를 합성해내는 효율적이
고 실제적인 방법의 개발은 큰 관심을 끌어왔다. Sulforhodamine B는 반응성이 큰 두 개의 sulfoxy작용기를 포함하고 있는데 
이를 이용하여 여러 재료에 공유결합 시킴으로써 널리 활용될 수 있는 유용한 화합물이다. 본 연구에서는 4-formyl-1, 
3-benzenedisulfonic acid의 disodium염과 3-diethylaminophenol으로부터 3단계에 걸쳐 sulforhodamine B를 합성하는 과정을 
연구하였다. 이 과정에서 dihydroxytriarylmethane 중간체를 xanthene 골격으로 전환하는 두 번째 단계를 획기적으로 개선하
는 방법에 대해 기술하였다. 이는 반응 중에 생성되는 물분자가 역반응에 참여하는 것을 억제하도록 메탄올을 가함으로써 
이루어졌다. 그 결과, 반응온도는 낮아지고(135에서 80 ℃), 수율은 크게 증가되었다(20% 미만에서 84%). 이로써, 기존의 3 
단계에 걸친 sulforhodamine B의 제법은 에너지 절감 및 자원효율 면에서 개선된 방법으로 이루어지게 되었다.

주제어 : 치환 페놀, 효율적 고리화 반응, 쟌텐 구조, 설퍼로다민 B

Abstract : Rhodamine dyes are widely used as fluorescent probes because of their excellent photophysical properties, such as 
high extinction coefficients, excellent quantum yields, great photostability, relatively long emission wavelengths. A great 
synthetic effort has been focused on developing efficient and practical procedures to prepare rhodamine derivatives, because 
for most applications the probe must be covalently linked to another (bio)molecule or surface. Sulforhodamine B is one of the 
most used rhodamine dyes for this purpose, because it carries two sulfoxy functions which can be easily utilized for binding with 
other molecules. Recently, we needed an expedient, practical synthesis of sulforhodamine derivatives. We found the existing 
procedure for obtaining those compounds unsatisfactory, particularly, with the cyclization process of the dihydroxytriarylmethane 
(1) to produce the corresponding xanthene derivative (2). We report here our findings, which represent modification of the 
existing literature procedure and provide access to the corresponding xanthene derivative (2) in a high yield. Use of methanol as a 
co-solvent was found quite effective to prohibit the water molecule produced during the cyclization reaction from retro-cyclizing 
back to the starting dihydroxytriarylmethane and the yield of the cyclization was increased (up to 84% from less than 20%). The 
reaction temperature was significantly lowered (80 vs. 135 ℃). Thus, the reaction proceeds in a higher yield and energy-saving 
manner where the use of reactants and the production of chemical wastes is minimized.

Keywords : Substituted diphenol, Efficient cyclization, Xanthene structure, Sulforhodamine B
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A B C
Figure 1. Molecular structures of xanthene (A) and rhodamine dyes (B) and sulforhodamine B (C). 

Figure 2. Three-step route for preparation of Sulforhodamine described in Beilstein Handbook of Organic Chemistry, E2(18), 490-491 and DE
205758[19].

1. 서 론

Rhodamine 계 염료는 xanthene 구조를 아래에 도시된 기본 

골격(A)으로 구성되어 있으며 다양한 유도체(B)가 알려져 있

으며 이들은 넓은 가시 영역에서 높은 흡광계수와 형광효율 

(예를 들어 rhodamine 110은 100% 효율), 큰 광화학적 안정성 

등 우수한 성질을 나타내 여러 분야에서 널리 사용되어 왔다. 
이들은 전자재료, 레이져로서 흔히 이용되어 왔지만 근래에

는 고분자 등과 결합시켜 태양광 흡광용 화합물[1-5], 또는 분

자에 대한 형광센서 물질로도 자주 활용되어 왔다[6,7]. 특히, 
최근 생체분자에 대한 형광표지로 이용한 생화학 과정의 연

구 또는 센서 또는 생의학적 영상을 얻어내는 도구[8-16], 또
는 다양한 금속이온 및 작용기에 대한 센서로서의 이용[17]은 

최근 크게 증가하고 있다.
Rhodamine 계 화합물의 형광표지 탐구를 위해서는 적절한 

친핵성 작용기(예를 들어 Figure 1(b)에서 G = activated ester, 

acyl chloride, sulfonyl chloride isothiocyanate 등)를 이용, 다른 

분자와 공유결합된 접합체 화합물 (conjugate)로 전환시켜야 

한다. Sulforhodamine B(C)은 xanthene 골격의 9위치에 두 

sulfoxy기를 포함하는 rhodamine 계 화합물로서 2와 4위치의 

두 sulfoxy기를 선택적이고 높은 순도로 sulfonyl chloride나 

isothiocyanate 작용기로 변환시킬 수 있어 매우 유용한 화합물

이다. 그러나 이성체 순도가 높은 상태의 반응성 rhodamine 염
료의 경우 보통 매우 고가여서, 그 이용에 제한이 많았다[18]. 
본 연구자들은 sulforhodamine B의 acid chloride 유도체가 다량 

필요하여 그의 합성을 시도하였다. 그러나 이 화합물의 제법은 

독일 특허(DE 205758)[19]에 기술된 것과 Beilstein handbook 
of Organic Chemistry (E2 (18), 490-491)에 간략히 인용된 것을 

제외하고는 자세한 기록을 찾을 수 없었다. 위 특허에 소개된 

방법은 Figure 2에 보인 바와 같이 3단계로 진행된다. 
첫 단계는 4-formyl-1, 3-benzenedisulfonic acid의 disodium 

염과 3-diethylaminophenol을 출발물질로 산 촉매 하 Friedel- 
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Figure 3. Acid-promoted cyclization of diphenol functions to produce the xanthene skeleton. 

Figure 4. Xanthene type dyes synthesized in one-pot procedure via two sequential Friedel-Craft reactions.

craft반응으로 triarylmethane 골격을 생성시키고, 두 번째로 

두 치환페놀의 고리화로 xanthene구조로 바꾼 후, 마지막 과

정에서 산화 과정으로 rhodamine 골격을 형성하여 생성물을 

얻을 수 있는 것으로 기술되어 있다. 그러나 각 단계 별 수율 

및 화합물의 구조 결정 등에 대한 설명이 포함되어 있지 않아 

위 방법에 따라 실험해본 연구자들은 여러 번의 시도에도 높

은 순도의 생성물을 얻을 수 없었다. 그 동안 Figure 3에 보인 

바와 같은 두 번째 단계(치환페놀의 고리화 반응)에 문제가 

있음을 알게 되었다. 따라서, 이에 대한 집중적 연구를 통하

여 적절한 실험조건을 찾아내어 목표 화합물인 sulforhodamine 
B를 좋은 수율로 합성해낼 수 있었다. 본 논문에서는 이 두 

번째 단계인 치환페놀의 효율적 고리화 방법에 대해 자세히 

기술하고자 한다. 이는 sulforhodamine B합성에 대한 에너지 

및 자원효율이 크게 개선된 청정 제법이다.

2. 실험 방법

2.1. 일반적 방법

컬럼 크로마토그래피에서의 충전제는 Merck 사의 Silica gel 
grade 7734 (70~230 mesh ASTM)를 사용하였다. 실험에 사용

된 시약은 4-formyl-1, 3-benzenedisulfonic acid의 disodium 염
과 3-diethylaminophenol는 Aldrich 사의 순도 99%의 시약을 

사용하였다. Agilant 사의 300 MHz 분광기(VNS 모델)를 사

용하여 1H-NMR 스펙트럼을 얻었고, 이 때 TMS를 표준물질로 

사용하여 화학적 이동을 ppm 단위로 기록하였다.

2.2. 4-(bis(4-(diethylamino)-2-hydroxyphenyl)methyl) 
benzene-1,3-disulfonic acid (1) 합성

4-formyl-1, 3-benzenedisulfonic acid의 disodium 염과 3- 
diethylaminophenol 산 촉매에 의한 Friedel-Craft 반응은 알려

진 방법 (DE 205758)대로 진행하였다. 둥근 바닥 플라스크에 

출발물질 3.00 g (9.7 mmol)을 1 M 황산 (30 mL)에 녹인 후 

3.20 g (19.3 mmol)의 다이에틸아미노페놀을 넣었다. 반응물

을 12시간 동안 환류시킨 후 상온으로 식혀 증류수를 넣어 생

성된 보라색 고체를 여과하였다. 이를 10% NaOH에 녹인 뒤 

진한 염산을 가해 생성된 고체를 다시 여과한 후 이를 진공 오

븐에 밤새도록 건조시켜 4.60 g의 연보라색 고체(mp 277~278 
℃)를 얻었다(수득률 82.0%).

2.3. 4-(3,6-bis(diethylamino)-9H-xanthen-9-yl)benzene- 
1,3-disulfonic acid (2) 합성 

위에서 얻은 4-(bis(4-(diethylamino)-2-hydroxyphenyl)methyl) 
benzene-1,3-disulfonic acid (1) 1.70 g (2.95 mmol)을 8.50 g의 

진한 황산에 녹인 용액에 메탄올(17 mL)를 넣고 16시간 동안 

환류시킨 후 반응물을 상온으로 식혀 얼음물을 고체가 생성될 

때까지 넣어준다. 여과된 고체를 ethyl ether (250 mL)로 씻은 

후 진공 오븐에 밤새도록 건조시키면 1.38 g의 흰색 고체 (mp 
367-367 ℃)가 얻어진다(수득률 84.0%); 1H-NMR (DMSO) 10.58 
(1H, b) 9.99 (1H, b) 8.15 (1H, s) 7.57 (1H, d, J=8.1) 7.02 (1H, 
d, J=7.8) 6.93~6.83 (6H, m), 3.55 (8H, b) 1.01 (12H, m).

2.4. Sulforhodfamine B의 합성

진한황산(10 mL)에 녹인 출발물질 3.60 g (6.42 mmol)에 

1.00 g (6.42 mmol)의 FeCl3을 넣은 후 150 ℃에서 12시간 동안 

교반하였다. 반응물을 실리카겔 패드 위에 놓은 후 ethyl acetate 
(300 mL)와 ethylacetate : methanol = 1 : 1 혼합용매(500 mL)를 

차례로 흘려 보낸 후 여과한 후 용매를 감압 제거하면 3.50 g의 

금속광택의 진한 갈색 고체가 얻어진다(수득률 97.6%); 1H-NMR 
(DMSO) 8.29 (1H, s) 7.74 (1H, d) 7.14 (1H, d) 7.05 (4H, s) 
6.90 (2H, s) 3.64 (8H, q J=6.9) 1.22 (12H, m).
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Figure 5. 300 MHz 1H-NMR spectrum of 4-(3,6-bis(diethylamino)-9H-xanthen-9-yl)benzene-1,3-disulfonic acid (2).

3. 실험 결과 및 고찰

Xanthene 계 염료의 합성은 앞의 Figure 4에 보인 바와 같이 

2당량의 치환 페놀과 프탈산 무수물과의 산 촉매에 의한 두 

단계의 Friedel-Craft 반응으로 이루어지며 보통 전체 과정은 

중간체의 분리가 없이 한번에 이루어지는 경우가 흔하다. 
그러나 sulforhodamine B의 예처럼 페놀의 치환 형태나 위

치가 달라지면 단번에 반응이 진행되지 않으며 Figure 2에서 

보인 바와 같이 3단계를 걸치게 된다. 기존의 알려진 방법을 

따르면 1과 3단계는 용이하게 진행되었다.
첫 단계는 4-formyl-1, 3-benzenedisulfonic acid의 disodium 

염과 3-diethylaminophenol 산 촉매에 의한 Friedel-Craft 반응

으로서 알려진 방법(DE 205758)대로 4-formyl-1, 3-benzenedi-
sulfonic acid의 disodium 염과 3-diethylaminophenol을 1 M의 황

산용액에서의 비교적 쉽게 진행되며 원하는 연보라색의 화합물 

4-(bis(4-(diethylamino)-2-hydroxyphenyl)methyl)benzene-1,3- 
disulfonic acid을 82%의 수율로 얻을 수 있었다. 

그러나, 다음으로 diphenol 중간체에 산을 가하여 탈수 과정

을 통해 xanthene 골격으로 고리화되는 둘째 단계는 알려진 

방법으로 실험했을 때 원활히 진행되지 않았다. 이 방법에 따

르면 출발 물질을 진한 황산에서 135 ℃ 정도로 가열하여 녹

인 후 식혀 얻는 것으로 되어 있다. 연구자들은 이 단계를 위

해 매우 많은 시도를 하였다. 이 과정은 여러 조건에서 이 단

계의 반응을 시행한 생성된 중간체를 분리하고 그의 1H-NMR 
스펙트럼을 검토하여 반응의 진행 여부를 확인하는 식으로 이

루어졌다. 1 M의 묽은 황산, 진한 염산, 1 M의 묽은 염산 존재 

하에서 고리화 반응은 진행되지 않거나, 진한 황산에서의 반

응은 그 수율이 20% 미만으로 나타났다(Table 1, Entry 1-4). 

Table 1. Comparison of experimental conditions and yields for 
preparing the xanthene derivative by the acid-catalyzed 
cyclization of 4-(bis(4-(diethylamino)-2-hydroxyphenyl) 
methyl)benzene-1,3-disulfonic acid

Entry Reaction conditions* Yield (%) References
1 c. H2SO4

* <20%**  DE 205758

2 1 M H2SO4
* No reaction This work

3 c. HCl* Decomposition This work

4 1 M HCl* No reaction This work

5 K2CO3 , H2O, 150 ℃ Decomposition Ref. 20

6 c. H2SO4, CH3OH, reflux 84 This work
 

  *All reactions were operated at three different temperatures (80, 
100, 150 ℃).

**Yields were obtained by us following the procedure described in 
DE 205758.

모든 경우 80, 100, 150 ℃에서 온도 조건을 달리하여 실험하

여 보았으나 수율 개선은 이루어 지지 않았다. 염기 조건에서

의 반응에서도 생성물을 얻을 수 없었다(Table 1, Entry 5). 그
러나 진한 황산에 출발 물질을 녹인 후 황산보다 두 배 부피의 

메탄올을 용매로 사용하여 환류, 가열함으로써 고리화 반응

의 수율이 매우 증가됨을 알아냈다(Table 1, Entry 6). 
이 단계에서 생성된 중간체는 1H-NMR 스펙트럼에서 두 페

놀 OH 대신 xanthene 골격에서 특징적으로 나타나는 δ 7.02, 
δ 6.93~6.83의 방향족 H peak가 나타나 쉽게 확인 할 수 있다

(Figure 5). 이 중간체로부터 xanthene 화합물의 rhodamine 골
격으로의 전환하는 마지막 단계는 역시 알려진 방법대로 염화

철(III)을 이용한 산화 반응에 의해 쉽게 진행되며 95%의 수율
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Figure 6. 300 MHz 1H-NMR spectrum of sulforhodamine B [2-(6-(diethylamino)-3-(diethyliminio)-3H-xanthen-9-yl)-5-sulfobenzenesulfonate].

Figure 7. Synthesis of (di)benzoxanthones via dehydration of dihydroxybenzophenone under basic solution. 

로 sulforhodamine B를 얻을 수 있었다. 1H-NMR 스펙트럼에

서 에서는 xanthene 구조의 방향족 H가 rhodamine 골격의 특

이적 영역 δ 7.74, 7.14, 7.05로 이동하여 골격의 전환이 이루어

졌음을 분명히 보여 주었으며, 이를 구입한 염료의 스펙트럼

과 비교하여 일치됨을 알았다(Figure 6).
본 연구의 핵심은 두 번째 단계인 치환페놀의 고리화 방법

에 대한 효율적 조건을 찾아낸 것이다. 이 단계에서의 문제점

을 해결함으로써 전체 공정을 통하여 만족할 만한 순도와 수

율로 목표 화합물을 합성할 수 있게 되었다. 산 촉매를 이용한 
diphenol유도체의 탈수화 과정을 통한 고리화 반응은 fluorone
이나 xanthone 화합물의 합성에 흔히 이용되는 방법이다[20, 
21]. 한편, 산 촉매에 의해서는 고리화가 되지 않은 경우에는 

Figure 7과 같이 K2CO3와 같은 염기 용액을 사용한 예가 알려

져 있으나 본 실험에서는 염기 조건에서 생성물이 생성되지 

않았고 반응물의 분해로 나타났다(Table 1, Entry 5). 반응 혼

합물에 메탄올을 약간 첨가시킨 후 고리화를 시도한 결과 최

종 생성물을 확인할 수 있도록 반응이 진행되는 고무적 결과

를 얻었고, 최종적으로 다이 페놀 중간체를 진한 황산에 녹인 

후 그의 두 배 부피의 메탄올 용매를 사용하여 전체 혼합물을 

환류시키면 원하는 중간체 화합물 (2)가 용이하게 이루어짐

을 알아냈다(Table 1, Entry 6). 반응온도는 주용매인 메탄올

의 끓는 온도가 적용되었으므로 중탕 그릇의 온도가 80 ℃ 

정도로 낮아졌다. 기존의 방법에 의하면 진한 황산을 135 ℃
까지 가열이 필요한 것과 비교하면 조건도 완화된 셈이다. 
Sulforhodamine B의 합성에서 출발 물질로부터 목표 화합물

에 이르기까지 거의 전 과정에서 화합물을 정제하기 위한 용

이한 방법을 쓰지 못하기 때문에 각 단계에서 생성된 중간체

의 순도와 수율이 적절하게 확보되어야 함이 중요하다. 개선

된 방법에 의하면 이 단계에서 적절한 수준의 순도와 상태인 

중간체를 얻게 되어 최종 목표 화합물에 이르러서도 정제의 

순도와 상태가 유지된다는 점이 매우 중요하다고 본다.
Diphenol 유도체의 산촉매에서의 성공적 고리화 과정은 두 

분자의 하이드록시로부터 탈수가 얼마나 원활히 일어나느냐

가 중요하다. 만약 생성되는 물분자가 산촉매로 xanthene 고
리에 다시 첨가되는 경우 출발 물질로 뒤돌아 가거나 분해되

어 성공적이지 못한 반응이 될 것이다. 따라서, 이 과정은 중간

에 발생하는 물 분자를 반응계에서 제거하여 평형을 오른쪽

으로 이동시킴으로써 효율을 높일 수 있다. 이 경우 흔히 사

용되는 Dean-Stark 탈수 장치는 사용할 수 없다. 반응물이 수

용성이 극히 커서 수분 제거용으로 흔히 사용되는 벤젠과 톨

루엔 등과 같은 용매를 사용할 수 없기 때문이다. 본 실험에서 

가해준 메탄올 용매는 반응 중간에 생성되는 물분자가 다시 
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고리에 첨가되어 xanthene를 분해하는 과정을 효과적으로 억

제하기 역할을 하는 것으로 짐작된다. 이러한 메탄올의 사용

으로 탈수-고리화 과정을 촉진시키는 사실은 아직 학계에 보

고되지 않은 것으로 생각된다. 

4. 결 론

Sulforhodamine B염료는 형광 표지 물질로서 널리 이용되고 

있으나 고순도 반응성 유도체의 경우 매우 고가로서 그 사용에 

제한이 많았다. 기존 문헌에 따르면 이 화합물은 4-formyl-1, 
3-benzenedisulfonic acid의 disodium 염과 3-diethylaminophenol 
을 출발 물질로 하여 산 촉매 Friedel-Craft 반응, diphenol유도

체의 탈수화에 의한 xanthene 고리화, 산화 반응에 의한 rhoda-
mine으로의 전환을 거치는 세 단계 과정으로 얻어진다. 본 연

구에서는 기존 제법 중 문제가 있었던 두 번째 단계를 효율적

으로 진행시킬 수 있는 방법을 조사하였다. 황산과 그의 두 

배 부피의 메탄올 혼합용액을 환류시키는 조건을 사용하면 

중간에 생성되는 부산물인 물분자의 고리 역분해 과정 참여

가 억제되어 수율을 매우 증가시킴을 알아냈다. 그 결과, 반응

온도를 낮추어 에너지 사용을 극소화함과 동시에 높은 수율

로 sulforhodamine B를 합성할 수 있게 되었다.
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