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Abstract

Study on the Stability of Biotin Encapsulated
by Nano Liposome

Seong Jun Yang

Department of Chemistry, Graduate School

Jeju National University, Korea

Supervised by Professor Kyung-Sup Yoon

In this study, Biotin encapulated in nano liposome was prepared for the

purpose of stabilized nanoliposome and solubility enhancement of low water

soluble biotin. The particle size, zeta potential and PDI were confirmed with a

nano zetasizer. And also, DMM (dialysis membrane method) was used to

measure the capsulating efficiency of biotin encapsulated in nano liposome,

and the capsulating efficiency was quantified by HPLC system. In this

experiment, we confirmed that the stability of biotin encapsulated nano

liposome has a large effected by pH. In order to further confirm the stability

of biotin to pH, a biotin diluent and a biotin diluted with 10% aqueous

solution of L-arginine were determined by HPLC according to concentration,

respectively. The shape of the nano liposome and biotin solubility in nano

liposome was observed by Cryo-TEM. In addition, the skin permeation rate

of the biotin encapsulated in nano liposome as a DDS (drug delivery system)

was evaluated by Franz diffusion cell method and quantified by HPLC

system.
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Through this study, we confirmed that biotin, which is introduced as closely

related to hair health, can be incorporated into nano liposome, which is a

drug delivery system, to make biotin drug carriers that compensate for low

solubility and precipitation problems.
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Ⅰ. 서론

비오틴(biotin)은 비타민 B 복합체 중 하나로 비타민 B7 이라고도 불린다. 1927

년 독일의 M. A. Boas는 실험동물에게 대량의 생 난백을 먹이면 피부염이나 탈

모 등의 증상이 나타나는 것을 관찰하고, 이 증상을 예방하는 물질이 동물의 간

장 내에 존재하는 것을 발견하였다.1,2] 1931년 독일의 P. Gorgy는 이 피부염 예

방인자를 농축하여 유효물질을 얻고 이 물질을 피부(Haut)를 뜻하는 독일어 의

첫 자를 따서 비타민 H라 명명하였다. 그 후 비타민 H가 비오틴과 동일물질이라

는 것을 증명하였고, 화학구조 또한 밝혀졌으며, 1946년 S. A. Harris 연구진에

의해 화학적으로 합성되었다.3-5)

비오틴은 황을 함유한 물에 대한 용해도가 낮은 수용성 비타민으로 여러 신진

대사 경로에서 carboxylase효소의 필수 보완제 역할을 한다.6) 특히 carboxylase

효소 복합체는 포도당신생합성(gluconeogenesis), 지방산합성(fatty acid

synthesis) 및 아미노산 이화작용(metabolic metabolism)과 같은 다양한 대사 과

정에서 중요한 역할을 한다.7)

비오틴은 carboxylase에 대한 공유 결합 코엔자임(coenzyme)의 역할로 오랫동

안 인식되어왔다. 보다 최근에는 비오틴이 세포 신호 전달, 유전자의 후성 유전

적 조절 및 염색질 구조에서 독특한 역할을 한다는 증거가 나타났다.8-9)
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Figure 1. Pathways of biotin catabolism.
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비오틴의 단백질 합성 기능 중 특히 케라틴 생성 기능은 건강한 손발톱과 모발

성장에 기여하는 것으로 나타났다. 비오틴은 많은 식품에서 쉽게 발견되며 정상

적인 장내 세균에 의해 생산된다. 비오틴 함량이 높은 식품에는 견과류, 콩과 식

물, 곡류, 볶음밥 및 계란 노른자가 포함된다.10] 상대적으로 저렴한 비용과 미용

제품으로서의 유용성 때문에 비오틴은 길고 건강한 머리카락과 건강한 손톱을

원하는 소비자에게 새로운 트렌드가 되었다.11)

현재까지는 국내외적으로 비오틴 제형화 연구는 초기상태이며 안정성과 용해도

를 동시에 높일 수 있는 기술은 아직 보고된 바가 없다. 비오틴을 식품 및 화장

품으로 개발하고 이와 관련된 기술적인 문제를 해결하기 위해서는 제조 및 유통

과정에서 변질되지 않고 본래의 활성이 유지될 수 있도록 하는 안정화 기술 즉,

제형화 기술이 요구된다.12)

Figure 2. Structure of biotin (vitamin H).
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최근에는 화장품의 유효성분을 유지하면서 안정하게 피부에 흡수시킬 수 있는

피부 경피 흡수전달체로서 리포좀(liposome) 제형에 대한 관심이 높아지고 있다

13). 리포좀은 자기 스스로 회합하는 콜로이드 입자들의 구형인지질 구체로 정의

되는데 1960년대 초 Alec Bangham에 의해 물속에서 인지질 소포체 구조로 형성

되는 것을 처음 발견되었다. 리포좀은 인지질 구성된 구형의 소포체(vesicle)로서

친수성 및 친유성 성분을 동시에 캡슐화 할 수 있어서 비타민, 약품 등과 같은

활성성분에 대한 약물전달체(drug delivery system)로 많은 연구가 진행되고 있

다.14) 인지질은 생체막의 주요 구성성분이기 때문에 리포좀의 인지질막 또한 생

체막과 유사한 생리학적 기능 및 특성을 나타낸다. 따라서 리포좀은 피부 친화적

이며 안정성이 우수하기 때문에 제약 및 화장품 분야 등 에서 효과적인 약물전

달체로서 응용되고 있다.15)

약물 전달체로서, 리포좀은 대사 보호를 제공하고, 순환 시간을 연장하며, 독성

을 감소시키고, 약물 방출을 제어하고, 전달 세포 / 조직 특이성을 향상시킬 수

있다. 또한 균일한 입자 크기 및 콜로이드 안정성과 같은 특성은 리포좀이 생체

내 약물 전달체로서 개발되기 위해 필수적으로 고려되어야 한다. 리포좀의 크기

특성은 약물 캡슐화 용량, 생체 내 생체 분포 및 제거율 등에 중요한 영향을 미

친다.16) 예를 들어, 직경이 50∼200 nm 인 리포좀은 큰 것보다 클리어런스 속도

가 느린 것으로 나타났다. 따라서 리포좀의 제조 방법이 특정 크기 범위 내에서

입자 크기 분포를 재현성 있게 생성하는 것이 필수적이다.17)

리포좀은 수용성 성분을 캡슐화 하는 지질 이중 막으로 구성된다. 리포좀 제조

에서 가장 많이 사용되는 지질은 phosphatidyl-choline (PC, Lecthin)이다.

Phosphatidylcholine 단독으로 리포좀을 만들면 전자적으로 중성의 리포좀이 생

성된다. 여기에 구조적 안정성을 향상시키기 위하여 원형질막 성분인 gangliosod

GMI, sphingomyelin, 콜레스테롤 등을 첨가한다. 리포좀과 같은 제형의 안정성은

유효성분의 안정성과 관련이 매우 깊다. 생성된 리포좀은 pH 범위가 5.50∼7.00

일 때 제형이 가장 상업적으로 안정하다고 알려져 있다.18)

약물 전달을 위한 리포좀의 개발에서 주요 과제는 크기 및 크기 분포의 조절이

다. 종래의 방법에서, 지질은 벌크상(bulk phase)에서 이종의 이중층으로 자발적
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으로 조립된다. 작은 크기 및 좁은 크기 분포를 갖는 리포좀을 얻기 위해서는 압

출 또는 초음파 처리에 의한 부가적인 가공이 필요하다.19)

Figure 3. Schematic drawing of liposome structure and lipophilic or

hydrophilic drug entrapment models.
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리포좀의 종류와 특징으로 소포체의 크기와 형태에 따라 크게 MLV

(multilamella vesicle)과 ULV (unilamella vesicle)로 나눌 수 있다. 특히 ULV는

크기에 따라LUV (large unilamella vesicle), SUV (small unilamella vesicle) 그

리고 GUV (giant unilamlla vesicle)로 구분할 수 있다, SUV는 20∼100 nm,

LUV는 100∼1,000 nm, GUV는 1,000 nm 이상의 범위를 갖으며 크기에 따라 구

분하고 있다. MLV는 소포체의 막(lamella) 형태에 따라 OLV (oligo lamella

vesicle), MLV (multi lamella vesicle), MVV (multi vesicular vesicles)로 나눌

수 있다. OLV는 100∼500 nm, MLV는 500∼1,000 nm, MVV는 200∼3,500 nm

크기를 나타내며 이외에도 다양한 리포좀이 크기와 형태에 따라 다양하게 분류

되어 진다.20-22)

Vesicle의 크기는 리포좀의 순환 반감기를 결정하는 중요한 매개 변수이며, 크

기 및 수의 이중층이 리포좀 내 약물 캡슐화의 정도에 영향을 미친다. 따라서 리

포좀은 전형적으로 그들의 크기 및 이중층의 수에 기초하여 분류되며 최근 개발

된 이중 리포좀(double liposome) 및 MVV로 명명 된 새로운 형태의 리포좀이

최근 보고되고 있다. 신규 한 예비 기술로 제조 될 수 있는 이러한 리포좀은 여

러 효소에 대한 약물 보호를 향상시키는 것으로 알려져 있다.23-25]
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Figure 4. Liposome classification based on size and lamellarity. 
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리포좀이 실제 산업에서 실용화되는데 어려운 이유로 현탁액 상태에서의 현저

하게 낮은 안정성, 봉입 효율의 재현성 및 캡슐화 한 약물의 누출 등 일반적인

리포좀 제조방법들이 대체로 대량생산에 부적합하였다.26) 이에 따라 리포좀을 산

업화시키기 위해서 안정성, 캡슐화율의 재현성, 입자 분포의 균일성 등을 보완시

켜야 하는데 이러한 문제들을 해결할 수 있는 방법으로 최근에 Mayhew 등은

고압유화기(Microfluidizer™ 등)를 사용하여 고농도의 지질현탁액으로부터 작은

크기의 리포좀을 제조하는 방법을 보고하였다.27) 여기에서 우리는 연속 흐름 미

세 유체의 사용에 초점을 맞추어 재현 가능한 방식으로 더 좁은 크기 분포를 갖

는 마이크로(micro), 나노(nano) 크기의 리포좀을 생산하는 것으로 보고된28,29) 여

러 가지 미세 유체 방법을 사용하여 안정성 및 캡슐화율을 향상시킨 리포좀을

제조하고자 한다.

Figure 5. Schematic diagram of nanodisperser.
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리포좀 제형에 나노기술을 적용하게 되면 특정 성분을 피부 속에 전달하는 역

할을 하는 나노구체의 크기가 피부를 구성하는 세포보다 작기 때문에 나노입자

가 포함된 기능성화장품을 바르면 약효 성분이 피부 깊숙이 잘 흡수 및 전달한

다고 알려져 있다.30) 주름을 개선하거나 미백작용을 향상시키는데 특정 효과를

얻기 위하여 활성물질들을 투과시킬 목적으로 리포좀 제형을 사용해 왔으며,31)

활성물질 중 다양한 효능을 갖는 ascorbic acid는 특히 피부의 미백 및 주름개선

에 뛰어난 효과를 나타내나 화학적 구조상 불안정함에 따라 물이나 대기에 노출

되면 산화되어 활성이 감소하는 단점을 갖고 있다. 이러한 단점을 보완하기 위하

여 리포좀내에 ascorbic acid를 캡슐화 시켜 안정성 향상이 보고된 바 있다.32)

따라서 본 실험에서는 피부를 통한 물질 전달의 방법으로 나노 리포좀의 효과

및 그 이용 가능성을 알아보기 위해 화장품에 사용되는 용해도가 낮은 탈모방지

제 성분인 비오틴을 나노 리포좀에 캡슐화 시켜 비오틴의 리포좀내에서 안정성

및 용해도에 미치는 영향을 조사하고자 하였다. 또 상기한 바와 같이 나노 리포

좀은 그 구성 지질 및 첨가제 등에 의해서 특성이 많이 달라지므로 지질의 조성

을 다르게 하고 또 비오틴이 리포좀에 잘 캡슐화 되었는지를 확인하기 위하여

DMM을 이용해 비오틴에 대한 나노 리포좀의 캡슐화율(capsulating efficiency)

을 조사하였다.

또한 탈모완화에 효과가 있는 비오틴을 피부에 효과적으로 전달하기 위한 시스

템으로서 나노 리포좀을 제조하였으며. 이를 평가하기 위해 Franz diffusion cell

method를 이용하여 비오틴의 피부 흡수율을 평가하였다. 이러한 연구를 통하여

피부 장벽기능을 복원하고 피부 노화를 억제하기 위한 피부 흡수 전달 시스템으

로서 나노 리포좀의 이용가능성을 알아보고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 원료 및 기기

본 실험에서 리포좀 제조를 위하여 lecithin (Lipoid S 75-3, Lipoid, Germany)

과 choleseterol (Cholesterol JP, Nippon Fine Chemical Co. LTD, Japan)을 사용

하였으며, pH를 조절하기 위해서 arginine (L-arginine, Ajinomoto, Japan)을 사

용하였다. 용매로 butylene glycol (1,3-BG, Daicel, Japan)과 일반적으로 화장품

에서 사용하는 ethanol (Ethyl alcohol 95%, Daejung, Korea)을 사용하였으며,

물은 3차 증류수를 사용하여 실험을 진행하였다. 비오틴(Biotin, Sigma-Aldrich,

USA)은 순도 99%이상의 HPLC급으로 사용하였고 비오틴 함량 분석을 위해

HPLC용매로 사용한 methanol, water, acetonitrile 및 sodium hexanesulfonate는

Sigma-Aldrich (MO, USA) 제품으로 모두 HPLC 급을 사용하였다.

나노 리포좀을 제조하기 위하여 호모믹서(T.K. auto homomixer markⅡ 2.5,

Tokushukika, Japan)와 고압유화기(nanodisperser, NLM1000, Ilshin autoclave,

Korea)를 사용하였고, pH 측정을 위해 pH meter (Orion star A111, Thermo

scientific, USA)를 사용하였으며, 입자크기 및 제타전위 측정을 위해 나노제타사

이저(Nano ZS System, Malven Instrument Ltd., UK)를 사용하였다. 리포좀내

활성성분 캡슐화율 및 활성성분을 정량하는데 HPLC (Agilent 1100, Agilent

Technologies, USA)를 사용하였다.
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2. 리포좀 제조

2-1. 리포좀 제조 예비실험

2-1-1. 용매조건 확립을 위한 나노 리포좀 제조 예비실험

나노 리포좀을 제조하기 위하여 lecithin을 포함하는 cholesterol, butylene

glycol 및 ethanol (ethyl alcohol 95%)로 구성되는 유상(oil phase)과 수상(water

phase)을 각각 70.0∼80.0 ℃로 가온하여 용해시킨 후 수상에 유상을 넣고 호모

믹서를 사용하여 3,000 rpm의 속도로 10 min동안 유화시켜 리포좀을 제조하였

다. 제조된 리포좀을 1,000 bar, 2회 nanodisperser로 고압유화 처리하여 나노 리

포좀을 제조하였다. 나노 리포좀의 형성여부를 확인하기 위하여 Table 1.에 따라

나노 리포좀 기초 제조실험을 진행하였다. 이 실험은 나노 리포좀 제조 시에 유

상에서 ethanol과 butylene glycol 중 어느 용매와 함량이 더 유리한지 확인하기

위해 설계된 실험이다.

Ingredients #1-1
(wt%)

#1-2
(wt%)

#1-3
(wt%)

#1-4
(wt%)

Oil
phase

Lecithin 2.5 2.5 2.5 2.5
Cholesterol 0.5 0.5 0.5 0.5
Butylene glycol 20.0 30.0 - -
Ethanol - - 10.0 15.0

Water
phase

Water Total 100 Total 100 Total 100 Total 100
Preservative 0.3 0.3 0.3 0.3

Table 1. Formula for Nano liposome Preparation with Different Oil Phase Composition
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2-1-2. 고압유화 조건을 확립하기 위한 나노 리포좀 제조 예비실험

이 실험은 앞선 용매 및 함량 선정 실험에서 선정된 조건에 따라 고압유화 조

건을 확립하기 위해 진행되어진 실험이다. 나노 리포좀을 제조하기 위하여

Table. 2에 따라 구성된 유상(oil phase)과 수상(water phase)을 각각 70.0∼80.0

℃로 가온하여 용해시킨 후 수상에 유상을 넣고 호모믹서를 사용하여 3,000 rpm

의 속도로 10 min 동안 유화시켜 리포좀을 제조하였다. 제조된 리포좀을 각기

다른 조건에서 고압유화기(nanodisperse)로 처리하여 나노 리포좀을 제조하였다.

제조된 나노 리포좀에 대해 물성평가를 진행하여 최적의 조건을 확립하고자 하

였다.

Ingredients #2-1
(wt%)

#2-2
(wt%)

#2-3
(wt%)

#2-4
(wt%)

#2-5
(wt%)

#2-6
(wt%)

Oil
phase

Lecithin 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Cholesterol 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Ethanol 15.0 15.0 15.0 15.0 15.0 15.0

Water
phase

Water Total
100

Total
100

Total
100

Total
100

Total
100

Total
100

Preservative 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Nanodisperser condition
(pressure bar / pass count) 300/1 300/2 500/1 500/2 700/1 700/2

Table 2. Formula for Nano Liposome Preparation with Different Nanodisperser Conditions
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2-2. 비오틴 나노 리포좀 제조

비오틴 나노 리포좀을 제조하기 위하여 lecithin을 포함하는 cholesterol,

butylene glycol 및 ethanol로 구성되는 유상과 비오틴을 포함한 수상을 각각

70.0∼80.0 ℃로 가온하여 완전히 용해시킨 후 수상에 유상을 서서히 첨가하면서

호모믹서를 사용하여 3,000 rpm의 속도로 10 min동안 유화시켜 리포좀을 제조하

였다. 제형의 캡슐화율을 향상시키기 위해 이전과 달리 제조된 리폼좀을 700

bar, 2회의 조건으로 nanodisperser로 고압유화 처리하여 나노 리포좀을 제조하

였다(Figure 6). 비오틴을 함유한 나노 리포좀 형성여부를 확인하기 위해 Table

3.에 따라 제조실험을 진행하였다.

Ingredients #3-1
(wt%)

#3-2
(wt%)

#3-3
(wt%)

#3-4
(wt%)

Oil
phase

Lecithin 2.5 2.5 2.5 2.5
Cholesterol 0.5 0.5 0.5 0.5

Butylene glycol 20.0 30.0 - -
Ethanol - - 10.0 15.0

Water
phase

Water Total 100 Total 100 Total 100 Total 100
Biotin 0.1 0.1 0.1 0.1

Preservative 0.3 0.3 0.3 0.3

Table 3. Formula for Biotin Encapsulated in Nano Liposome
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Figure 6. Biotin nano liposome preparation method.
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2-3. 알지닌 첨가 비오틴 나노 리포좀 제조

기존의 비오틴 나노 리포좀에서 비오틴이 석출되는 문제를 보완하기 위해 pH를

증가시킨 비오틴 나노 리포좀을 제조 하였다. 이를 위하여 이전과 동일한 유상과

알지닌 0.06%를 포함한 수상을 각각 70.0∼80.0 ℃로 가온하여 완전히 용해시킨

뒤 수상에 유상을 서서히 첨가하며 호모믹서를 사용하여 3,000 rpm의 속도로 10

min 동안 유화시켜 리포좀을 제조하였다. 제조된 리폼좀을 700 bar, 2회

nanodisperser로 고압유화 처리하여 나노 리포좀을 제조하였다(Table 4). 이전 실

험에서 butylene glycol을 유상에서의 용매로 사용하였을 때 비오틴에 대한 용해

도가 떨어져 이번 실험에서는 유상에서 butylene glycol를 제외한 ethanol만을 가

지고 실험을 진행하였다.

Ingredients #4-1
(wt%)

#4-2
(wt%)

#4-3
(wt%)

#4-4
(wt%)

Oil
phase

Lecithin 2.5 2.5 2.5 2.5
Cholesterol 0.5 0.5 0.5 0.5
Ethanol 15.0 15.0 15.0 15.0

Water
phase

Water Total 100 Total 100 Total 100 Total 100
Biotin - - 0.1 0.1

L-arginine - 0.06 - 0.06
Preservative 0.3 0.3 0.3 0.3

Table 4. Formula for Biotin Encapsulated in Nano Liposome Add Arginine
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3.. 리포좀 안정성 평가

3-1. 온도별 관능평가

제조되어진 나노 리포좀들을 각각 실온(25.0 ℃), 냉온(4.0 ℃), 항온(40.0 ℃)에

서 보관하여 각각 1일, 7일 14일, 30일 날짜별로 경시변화를 관찰하였다. 경시변

화는 리포좀의 투명도, 색상, 분리여부 및 비오틴의 석출 혹은 결정화 여부를 중

점적으로 관찰하여 평가하였다

3-2. pH 측정

제조되어진 나노 리포좀들의 정량화된 안정성을 평가하기 위해 각각의 시료에

대해 pH 측정법에 따라 pH를 25.0 ℃에서 3번 반복 측정하여 평균값을 구해 비

오틴 나노 리포좀의 안정성을 확인하였다. 또한 시간에 따른 안정성을 확인하기

위해 1일, 7일 14일, 30일을 주기로 측정하였다.

3-3. 입자크기 및 제타전위 측정

 제조되어진 나노 리포좀들의 안정성을 확인하기 위해 나노제타사이저(nano

zetasizer)를 이용하여 입자 크기(particle size), 분산지수인 PDI (polydispersity

index) 및 제타전위(zeta potential)를 각각 큐벳(DTS0012, Malvern Instruments

Ltd., Worcestershire, UK)과 큐벳(DTS1070, Malvern Instruments Ltd.,

Worcestershire, UK) 에 각각 1 mL씩 취하여 나노제타사이저로 각각 3회 반복

측정하여 평균값을 계산하였다. 제조한 각각의 리포좀에 대한 입자 크기와 PDI

는 동적 광산란(dynamic light scattering ： DLS) 기법을 이용하여 측정하였다.

DLS는 브라운 운동 (Brownian motion)이라는 지속적인 랜덤 열 운동 상태의 미
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세 입자와 분자들이 크기에 따른 속도로, 다시 말해 작은 입자가 큰 입자보다 빠

르게 확산되는 현상을 이용하여 입자크기를 측정하게 된다.

또한 제타전위는 매체의 입자나 분자, 단백질이 띄고 있는 전하의 표면 전하와

용액의 농도 및 이온 유형에 따라 달라지데 되는데, 이 전하에 따라 분산 또는

용액의 안정성이 결정되며 이를 통해 안정성을 확인 할 수 있다. 이를 측정하기

위해서 먼저 나노 리포좀 용액을 vortex mixer로 잘 혼합시킨 후 리포좀 입자에

의한 레이저 광선외 산란이 유효한 범위를 유지시키기 위하여 일정량을 취하여

100배 희석하였다.

이 때 사용한 광원은 He-Ne laser이며, 측정 파장은 633 nm, 온도는 25.0 ℃로

일정하게 유지되도록 하였으며, 안정성 확인을 위해 pH 측정과 같이 1일, 7일,

14일, 30일 주기로 측정하였다33).

Figure 7. DLS analysis principle.
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Figure 8. Zeta potential analysis principle.

0
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3-4. 비오틴의 함량 분석

비오틴의 잔존함량은 HPLC 시스템으로 분석하여 계산하였다. HPLC system은

Agilent사 모델을 사용하여 측정을 진행하였다. 컬럼은 Agilent c18 150*4.6 mm

을 사용하였으며, 검출기는 UV검출기(200 nm)를 사용하여 유속 1.0 mL/min로

하고 오븐온도는 40.0 ℃에서, 이동상으로는 acetonitrile/water(0.02% phosphoric

acid) = 15/85 으로 혼합한 용매를 사용하여 분석하였다. 모든 시료는 다음과 같

은 조건으로 걸어주어 분석을 진행하였으며 분석은 모두 3회 반복 측정하여 평

균값을 계산하였다. 비오틴 표준품 및 제품은 methanol(0.05% phosphoric acid)

용매를 이용하여 희석하여 분석을 진행하였다.

Figure 9. Biotin HPLC analysis condition.
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4. Dialysis Membrane Method

제조되어진 나노 리포좀에 대한 캡슐화율(capsulating efficiency)을 측정하기 위

해 DMM (dialysis membrane method)를 통해 확인하였다. DMM은 리포좀 용액

(1.0 mL)의 분취 량을 300 Da 분자량 한계인 membrane dialysis bag (Spectra /

Por Dialysis membrane Bio Tech CE; Spectrum Laboratories, New Zealand)에

넣어준 뒤 클립으로 완전히 밀봉 시켜준다. 이후 밀봉된 membrane bag을 1X

PBS buffer (pH 7.4) 200 mL의 방출매제가 담긴 비이커에 침지시켰다. 비이커

안에 magnetic bar를 넣은 다음 27.0 ℃의 조건에서 220 rpm으로 진탕시켜 준다.

5 h 후 membrane bag을 투과한 outer 용액과, 투과하지 못한 inner 용액을 각각

분취하여 준비한다. 각각의 용액들은 0.45 μm syringe filter (Biomed Scientific,

USA)로 여과 시켜준 후 HPLC system에서 크로마토그래피를 수행 하였다. 조건

은 비오틴 함량분석 조건과 동일하게 하여 진행하였다.

Figure 10. DMM (dialysis membrane method) principle.
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4-1. 비오틴 나노 리포좀의 캡슐화율(capsulating efficiency) 측정

비오틴 나노 리포좀의 캡슐화율 측정을 위한 전처리는 먼저 5 h 동안 dialysis

membrane bag을 투과한 outer 용액을 취하고, dialysis membrane bag을 투과하

지 않은 inner 용액을 각각 나누어 준비하였다. outer용액은 원액을 검액으로서

사용하였으며, inner 용액의 경우 원액과 정제수에 10% 분산시켜 2가지의 검액

으로 만들어 HPLC 측정을 진행하였다. 각각의 시료 5 g을 정제수에 100 mL가

되도록 희석시킨 후 검액을 만들어 준비하였다. 표준용액은 비오틴 나노 리포좀

원액을 검액으로 만들어 사용하였다.

먼저 캡슐화율을 구하기에 앞서 dialysis membrane bag을 투과한 시료에서의

비오틴 함량과 비오틴 나노 리포좀의 비오틴 함량을 상대 비교하여 구한다

(Equation 1). 이는 리포좀으로 캡슐화 되지 않은 비오틴의 함량으로 볼 수 있다.

두 번째로 dialysis membrane bag 을 투과하지 못한 시료에서의 비오틴 함량과

비오틴 나노 리포좀의 비오틴 함량을 상대 비교하여 구한다(Equation 2). 이는

실제 리포좀으로 캡슐화된 비오틴의 상대적 함량으로 볼 수 있다.

최종적으로 Equation 1과 Equation 2에서 구한 값의 합이 100에 가까울수록 회

수율이 높아 신뢰도 또한 높은 것으로 볼 수 있다.




×   ·······························································································(Equation 1)




×   ·······························································································(Equation 2)

C1 = amount of biotin in origin liposome (%)

C2 = amount of biotin in membrane outer liposome (%)

C3 = amount of biotin in membrane inner liposome (%)
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5. In vitro 피부흡수 실험(Franz diffusion cell method)

5-1. 비오틴 나노 리포좀 피부흡수율(skin permeation) 측정

비오틴 나노 리포좀의 피부흡수율을 확인하기 위해 Franz diffusion cell method

을 이용하여 피부 투과 실험을 진행하였다. 피부 흡수 실험에 사용한 membrane

은 인간피부표피를 모사한 Strat-M membrane을 사용하였다. Receptor chamber

에 비오틴 나노 리포좀 5 mL를 채운 후 각질층이 위로 향하도록 donor와

receptor phase사이에 membrane을 고정시켰다. 실험이 진행되는 동안 항온수조

를 이용해 온도를 37.0±1.0 ℃로 유지하였다. 각 시료들을 0.4 mL씩 donor를 통

하여 피부 표면에 가한 후 시간에 따라 매회 0.5 mL의 receptor phase를

sampling port를 통하여 채취하였다. 채취 직후 동량의 receptor phase를

receptor chamber에 보충하였다(Figure 11). 채취한 시료 속 비오틴의 양은

HPLC를 이용하여 측정하였다. 8 h 후 각질층과 피부에 남아있는비오틴의 양을

측정하기 위해 membrane을 PBS로 3회에 걸쳐 세척하였다. 세척 후 receptor

phase와 닿지 않은 부분을 잘라내고 남은 부분에 대해 가위를 이용해 세절하였

고 세절한 membrane을 10 mL의 ethanol을 넣고 1 h동안 초음파 세척기를 이용

하여 추출 처리하여 membrane에 남아있는 비오틴의 양을 따로 측정하였다. 각

질층에 남은 양은 HPLC를 이용하여 측정하였다.
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Figure 11. Franz diffusion cell method preparation.
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6. 비오틴 나노 리포좀의 형상관찰

형성된 나노 리포좀의 형상 관찰은 냉전계 방출 투과전자현미경(Transmission

Electron Microscope, Tecnai F20 G2, FEI Company, USA)을 사용하여 측정하

였다. 시료의 전처리는 cryo system을 이용하였다. 먼저, 시료의 동결은 jet

freezing device (JFD 030, BALTEC, Pfäffikon ZH, Switzerland)을 이용하여

2,100 bar 이상의 고압 상태에서 액화 질소 냉매를 이용하여 급속 동결시킨다.

이렇게 동결 고정 방법에 의해 물리적으로 고정된 상태의 시료들을

freeze-fracture/etching system (MED 020 GBE, BALTEC, Pfäffikon ZH,

Switzerland)을 이용하여 시편을 잘라낸 후 –90.0 ℃에서 탈수(Etching) 시키고

온도를 –120.0 ℃를 유지하면서 TEM에서 형상을 관찰하였다.35)

7. 통계분석

각 측정치의 결과분석은 SAS (Statistics Analytical System, USA) 프로그램

(Ver. 9.3)을 사용하여 Duncan의 multiple range test에 의하여 평균치간의 유의

성을 검증하였다(p<0.05).
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 제형안정성 평가

1-1. 온도별 제형 안정성 관능평가

 안정성 평가는 각각 실온(25.0 ℃), 냉온(4.0 ℃), 항온(40.0 ℃)에서 진행되어졌

으며, 1일 7일 14일 주기로 관능평가를 진행하였다. 대부분의 나노 리포좀들이

시간이 지남에 따라 붉어지는 현상이 나타났으며 탁도 또한 증가하는 경향을 보

였다(Figure 12). 또한 비오틴을 넣지 않은 일반 나노 리포좀(#1-1∼#1-4)들은 석

출이 일어나지 않았지만 비오틴을 첨가한 일반 나노 리포좀(#3-1∼#3-4)에서는

모두 일정 물질들이 석출되는 현상을 나타냈으며, 이를 통해 비오틴이 일반 나노

리포좀내에서 용매에 상관없이 석출되는 문제점이 있음을 확인하였다.

하지만 나노 리포좀 #4-4에서 알지닌(arginine)을 첨가한 나노 리포좀의 경우

이러한 현상이 거의 나타나지 않았음을 확인할 수 있었다. 또한 나노 리포좀

#4-2와 나노 리포좀 #4-4 실험을 통해 알지닌을 첨가한 나노 리포좀에서 붉어지

는 현상(discoloration)이 완화된 것을 확인 할 수 있었으며 이는 pH 측정 결과에

서 알지닌 첨가에 따른 pH 증가가 비오틴의 리포좀내에서의 용해도 및 안정성을

향상시킨 것으로 보여진다(Table 5).

Sample Temp. (℃) pH
Sensory evaluation
(after 7 days)

Liposome #1-1
25.0 6.06±0.16 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #1-2
25.0 6.41±0.15 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Table 5. Results of Nano Liposome pH Measurement and Sensory Evaluation
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Liposome #1-3
25.0 6.32±0.18 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #1-4
25.0 6.82±0.14 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-1
25.0 6.41±0.12 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-2
25.0 6.24±0.11 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-3
25.0 6.12±0.13 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-4
25.0 6.12±0.15 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-5
25.0 6.18±0.14 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #2-6
25.0 6.21±0.18 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #3-1
25.0 4.48±0.12 deposition
4.0 - deposition
45.0 - deposition

Liposome #3-2
25.0 4.77±0.18 deposition
4.0 - deposition
45.0 - deposition

Liposome #3-3
25.0 4.62±0.20 deposition
4.0 - deposition
45.0 - deposition

Liposome #3-4
25.0 4.88±0.24 deposition
4.0 - deposition
45.0 - deposition

Liposome #4-1
25.0 7.12±0.36 clear
4.0 - clear
45.0 - discoloration

Liposome #4-2
25.0 9.17±0.18 clear
4.0 - clear
45.0 - clear

Liposome #4-3
25.0 4.88±0.21 clear
4.0 - deposition
45.0 - discoloration
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Figure 12. Sensory evaluation of nano liposome after 1 day, 7 days, 14 days

and 30 days at room temperature.

Liposome #4-4
25.0 5.62±0.12 clear
4.0 - clear
45.0 - clear
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1-2. 입자크기(particle size) 및 제타전위(zeta potential) 결과

1-2-1 나노 리포좀 용매선정 실험 결과 (Liposome #1)

나노제타사이저(Nanozetasizer)를 통해 제조된 나노 리포좀의 입자 크기 및 제

타전위를 측정한 결과 제조에 사용되어진 용매에 따라 입자크기 및 제타전위가

다른 것을 확인 할 수 있었으며 이중 용매를 ethanol로 사용한 제형이 butylene

glycol을 사용한 제형보다 입자크기가 상대적으로 작으며 제타전위 절대 값이 커

훨씬 안정한 제형 성상을 제조할 수 있음을 확인하였다. 또한 시간 경과에 따른

관찰에서도 ethanol을 용매로 선정한 리포좀이 butylene glycol을 용매로 선정한

리포좀에 비해 입자크기, 제타전위 평가에서 안정한 경형을 띄었으며 이를 통해

나노 리포좀 제조 시에 ethanol을 용매로 선정하여 추후 실험들을 진행하였다.

1-2-2 고압유화 조건선정 실험 결과 (Liposome #2)

고압유화 조건선정 실험 결과 고압유화의 압(bar)이 높고, 처리횟수가 많을수록

입자크기가 줄어들고 제타전위 값이 커져 안정하였으며 경시변화 관찰에서도 확

연히 투명하고 안정하게 평가 되어졌다. 또한 시간 경과에 따른 입자크기, 제타

전위 및 경시변화에서도 가장 높은 압으로 많은 고압유화 처리를 한 나노 리포

좀 #2-6이 가장 안정한 것을 확인하였다. 때문에 고압유화 조건을 700 bar, 2회

조건으로 하여 추후 실험을 진행하였다. 추가적으로 더 높은 압과 많은 횟수로

고압유화를 처리할 경우 더 작은 입자크기의 리포좀을 얻을 수 있지만 입자크기

가 너무 작을 경우 캡슐화 할 수 있는 리포좀의 공여공간이 줄어들어 캡슐화율

이 줄어들 수 있을 뿐만 아니라 피부투과 시에 오히려 피부에 부정적인 영향을

줄 수 있어 고압유화 조건을 700 bar, 2회 로 확립 하였다.
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1-2-3 비오틴 나노 리포좀 용매선정 실험 결과 (Liposome #3)

비오틴을 첨가한 나노 리포좀에서 비오틴이 어떤 용매에서 더 안정한지 평가하

기위해 다음과 같은 실험이 진행되어졌으며, 결과적으로 ethanol을 용매로 선정

한 리포좀이 butylene glycol을 용매로 선정한 리포좀 보다 입자크기, 제타전위

및 경시변화에서 우세하게 평가되었다. 그러나 7일후 경시변화 평가에서 4개의

제형에서 모두 비오틴이 석출되는 현상이 나타났다. 이는 pH 측정결과에서 pH

가 이전 일반 나노 리포좀에 비해 현저하게 낮아졌음을 확인 할 수 있었다. 이는

비오틴이 나노 리포좀 제조 시 첨가되면서 pH가 감소함에 따라 리포좀이 불안정

해지게 되는 원이 되었을 것으로 판단되어진다. 또한 비오틴 역시 pH가 낮을 경

우 물에서의 용해도가 떨어지는 경향을 보이는데 이로 인한 비오틴 석출현상이

나타나는 것으로 판단되었다.

1-2-4 알지닌 첨가 비오틴 나노 리포좀 제조 실험 결과 (Liposome #4)

비오틴 나노 리포좀 제조시 비오틴이 석출되는 문제점을 해결하고자 용매를 알

지닌을 첨가한 비오틴 나노 리포좀 제조 실험을 진행하였다. pH 측정 결과 알지

닌을 첨가한 나노 리포좀 #4-2와 #4-4에서 pH가 증가하였으며, 특히 비오틴을

같이 첨가한 나노 리포좀 #4-4의 pH가 5.62로 리폼조이 안정하게 유지되는 pH

조건에 부합함을 확인하였다. 또한 입자크기, 제타전위 및 경시변화에서도 확연

히 알지닌을 첨가한 비오틴 나노 리포좀이 그렇지 않은 일반 비오틴 나노 리포

좀보다 더욱 뛰어남을 확인 하였다(p<0.05). 이를 통해 최종적으로 알지닌을 첨

가한 비오틴 나노 리포좀 #4-4을 최종 제형으로 선정하였다.
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Sample
Temp. Particle Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #1-1 25.0 194.0±12.80 0.461±0.088 -57.8±0.3

Liposome #1-2 25.0 223.8±9.42 0.517±0.024 -78.0±7.1
Liposome #1-3 25.0 396.0±11.25 0.454±0.066 -27.0±1.1

Liposome #1-4 25.0 409.9±14.82 0.580±0.013 -22.8±1.8

Liposome #2-1 25.0 211.12±13.32 0.415±0.017 -81.3±0.8

Liposome #2-2 25.0 163.17±8.51 0.432±0.031 -63.6±4.9
Liposome #2-3 25.0 152.97±12.34 0.460±0.044 -71.3±1.3

Liposome #2-4 25.0 120.89±13.21 0.423±0.041 -72.6±1.5

Liposome #2-5 25.0 116.99±7.42 0.456±0.018 -55.4±1.6

Liposome #2-6 25.0 91.41±5.48 0.310±0.021 -64.7±0.8

Table 6. After 1 Day, Preliminary Experimental Nano Liposome Particle Size and

Zeta Potential Analysis Results

Sample
Temp. Particle Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #3-1 25.0 132.4±6.25 0.581±0.007 -57.8±3.5

Liposome #3-2 25.0 129.4±4.36 0.643±0.003 -83.4±9.2
Liposome #3-3 25.0 260.3±8.77 0.520±0.023 -20.9±0.8

Liposome #3-4 25.0 392.3±2.21 0.553±0.042 -14.5±1.1

Liposome #4-1 25.0 156.2±13.90 0.608±0.024 -56.3±1.9

Liposome #4-2 25.0 98.6±3.42 0.539±0.011 -45.4±2.8
Liposome #4-3 25.0 129.7±4.97 0.619±0.005 -39.2±1.3

Liposome #4-4 25.0 144.8±2.51 0.595±0.007 -27.9±4.2

Table 7. After 1 Day, Biotin Encapsulated in Nano Liposome Particle Size and

Zeta Potential Analysis Results
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Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #1-1 25.0 198.92±6.28 0.439±0.082 -92.9±5.4

Liposome #1-2 25.0 223.57±3.33 0.543±0.003 -89.5±3.6
Liposome #1-3 25.0 385.42±18.58 0.469±0.101 -29.5±2.1

Liposome #1-4 25.0 398.02±5.08 0.548±0.012 -15.2±1.8

Liposome #2-1 25.0 213.97±5.31 0.414±0.021 -30.4±0.6

Liposome #2-2 25.0 163.78±9.01 0.420±0.033 -28.1±1.3
Liposome #2-3 25.0 152.90±1.94 0.452±0.013 -32.0±0.8

Liposome #2-4 25.0 125.06±0.94 0.379±0.034 -60.5±3.4

Liposome #2-5 25.0 119.68±1.48 0.426±0.008 -76.8±6.2

Liposome #2-6 25.0 98.10±0.42 0.332±0.029 -62.9±1.0

Table 8. After 7 Days, Preliminary Experimental Nano Liposome Particle Size

and Zeta Potential Analysis Results

Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #3-1 25.0 136.28±2.12 0.594±0.008 -53.6±3.8

Liposome #3-2 25.0 130.19±1.19 0.644±0.013 -96.4±7.5
Liposome #3-3 25.0 239.98±10.58 0.540±0.024 -19.4±1.3

Liposome #3-4 25.0 377.43±2.37 0.594±0.020 -13.9±1.8

Liposome #4-1 25.0 138.82±1.68 0.624±0.012 -61.5±4.2

Liposome #4-2 25.0 129.70±1.91 0.543±0.004 -67.0±3.8
Liposome #4-3 25.0 130.00±2.04 0.618±0.008 -53.5±0.7

Liposome #4-4 25.0 107.57±1.63 0.588±0.008 -68.2±2.8

Table 9. After 7 Days, Biotin Encapsulated in Nano Liposome Particle Size and

Zeta Potential Analysis Results
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Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #1-1 25.0 200.64±5.04 0.410±0.047 -68.6±3.4

Liposome #1-2 25.0 220.34±3.84 0.559±0.016 -57.6±1.9
Liposome #1-3 25.0 356.96±11.66 0.593±0.013 -25.5±2.2

Liposome #1-4 25.0 365.63±4.87 0.577±0.003 -14.6±0.4

Liposome #2-1 25.0 216.13± 0.406±0.088 -29.7±0.7

Liposome #2-2 25.0 172.69± 0.343±0.032 -27.4±0.9
Liposome #2-3 25.0 158.47± 0.447±0.012 -31.9±1.4

Liposome #2-4 25.0 137.06± 0.304±0.009 -57.0±2.1

Liposome #2-5 25.0 128.55± 0.393±0.003 -70.6±6.4

Liposome #2-6 25.0 113.72± 0.308±0.018 -62.3±3.2

Table 10. After 14 Days, Preliminary Experimental Nano Liposome Particle Size

and Zeta Potential Analysis Results

Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #3-1 25.0 138.84±1.46 0.617±0.007 -63.1±1.8

Liposome #3-2 25.0 156.10±1.90 0.527±0.047 -55.4±0.8
Liposome #3-3 25.0 243.78±10.04 0.510±0.008 -19.4±2.2

Liposome #3-4 25.0 389.05±1.65 0.608±0.001 -12.9±1.1

Liposome #4-1 25.0 142.00±0.70 0.608±0.025 -60.9±2.3

Liposome #4-2 25.0 121.16±2.76 0.561±0.013 -79.2±1.8
Liposome #4-3 25.0 133.41±2.11 0.607±0.021 -65.7±0.9

Liposome #4-4 25.0 103.34±1.26 0.581±0.044 -67.0±3.2

Table 11. After 14 Days, Biotin Encapsulated in Nano Liposome Particle Size

and Zeta Potential Analysis Results
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Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #1-1 25.0 192.07±1.10 0.349±0.004 -54.6±4.8

Liposome #1-2 25.0 222.40±3.52 0.369±0.005 -62.0±3.5
Liposome #1-3 25.0 326.83±6.99 0.486±0.017 -23.4±0.8

Liposome #1-4 25.0 378.73±18.30 0.454±0.088 -14.7±0.3

Liposome #2-1 25.0 229.60±8.74 0.371±0.043 -28.6±1.0

Liposome #2-2 25.0 191.53±1.89 0.296±0.011 -26.7±0.8
Liposome #2-3 25.0 183.50±0.70 0.339±0.052 -29.2±0.9

Liposome #2-4 25.0 162.13±2.32 0.287±0.005 -66.6±4.0

Liposome #2-5 25.0 153.53±4.71 0.313±0.038 -69.6±3.1

Liposome #2-6 25.0 148.97±2.86 0.278±0.002 -58.0±0.3

Table 12. After 30 Days, Preliminary Experimental Nano Liposome Particle Size

and Zeta Potential Analysis Results

Sample
Temp. Size

PDI
Zeta

Potential
℃ d.nm mV

Liposome #3-1 25.0 154.27±3.74 0.530±0.049 -32.0±0.9

Liposome #3-2 25.0 167.40±1.51 0.551±0.004 -28.2±2.1
Liposome #3-3 25.0 270.20±2.69 0.452±0.076 -16.5±0.5

Liposome #3-4 25.0 398.63±12.10 0.504±0.021 -10.7±0.2

Liposome #4-1 25.0 175.37±7.60 0.527±0.028 -34.7±2.0

Liposome #4-2 25.0 114.50±4.92 0.554±0.037 -32.9±2.1
Liposome #4-3 25.0 163.63±4.54 0.547±0.010 -33.6±0.4

Liposome #4-4 25.0 101.30±1.76 0.571±0.005 -31.8±0.6

Table 13. After 30 Days, Biotin Encapsulated in Nano Liposome Particle Size

and Zeta Potential Analysis Results
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Figure 13. Result of preliminary experimental nano liposome Particle

size change trend with over time.

Figure 14. Result of biotin encapsulated in nano liposome Particle

size change trend with over time.
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Figure 15. Results of preliminary experimental nano liposome PDI

change trend with over time.

Figure 16. Results of biotin encapsulated in nano liposome PDI

change trend with over time.
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Figure 17. Results of preliminary experimental nano liposome zeta

potential change trend with over time.

Figure 18. Results of biotin encapsulated in nano liposome zeta

potential change trend with over time.



- 37 -

2. 비오틴 나노 리포좀 캡슐화율(capsulating efficiency) 계산

2-1. 비오틴 HPLC 정량

기존 비오틴에 알지닌을 첨가함에 따라 안정성이 유지되는지 여부를 확인하기

위하여 일반 비오틴 수용액의 농도별 HPLC 측정과 알지닌 첨가 비오틴 수용액

의 농도별 HPLC 측정을 진행하였다. 실험결과에 따르면 일반 비오틴 수용액의

HPLC 분석결과와 알지닌 첨가 비오틴의 HPLC 분석결과가 유사한 결과값을 나

타내었으나 알지닌 첨가 비오틴이 일반 비오틴에 비하여 약 12∼14%정도의 비

오틴 활성이 떨어졌음을 확인할 수 있었다(Table 14).
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2-2. HPLC 측정을 통한 비오틴 추세곡선

DMM을 통해 비오틴 리포좀의 비오틴 캡슐화율을 구하기 위해 우선적으로 비

오틴 농도에 따른 HPLC 측정을 통해 추세곡선을 그렸다(Figure 19). 또한 알지

닌을 0.06% 첨가한 비오틴 추세곡선을 그려 다음과 같은 식을 통해 비오틴의 나

노 리포좀내 캡슐화율을 구하였다(Figure 20).

Figure 19. Biotin HPLC calibration curve.

Figure 20. Biotin add arginine HPLC calibration curve.
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2-3. 나노 리포좀내 비오틴 캡슐화율 계산

2-3-1 나노 리포좀 #4-3 캡슐화율 결과

A 


×  


×    ··········································(Equation 3)

B 


×  


×    ·············································(Equation 4)

C1 = amount of biotin in original liposome #4-3(%)

C2 = amount of biotin in membrane outer liposome #4-3(%)

C3 = amount of biotin in membrane inner liposome #4-3(%)

2-3-2 나노 리포좀 #3-4 캡슐화율 결과

A 


× 


×  ··············································(Equation 5)

B 


× 


×  ··············································(Equation 6)

C1 = amount of biotin in original liposome #4-4(%)

C2 = amount of biotin in membrane outer liposome #4-4(%)

C3 = amount of biotin in membrane inner liposome #4-4(%)
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HPLC 분석을 통해 구한 Amount 값을 각 식에 대입하여 비오틴의 캡슐화율을

구한 결과 나노 리포좀 #4-3의 경우 5.60%의 캡슐화율을 나타냈으며, 회수율로

96.29%를 나타타내어 오차범위 안의 신뢰도를 가졌다. 또한 나노 리포좀 #4-4의

경우 27.64%의 캡슐화율을 나타냈으며 회수율로 110.20%를 나타타내어 오차범위

안의 신뢰도를 가졌다(p<0.05). 이를 통해 알지닌을 첨가한 비오틴 리포좀이 그

렇지 않은 일반 비오틴 리포좀에 비해 비오틴 캡슐화율이 약 5배 증가하였음을

확인할 수 있다. 이를 통해 알지닌 첨가에 따른 pH 증가가 비오틴 나노 리포좀

을 제조하는 데에 있어 캡슐화율을 향상하는데 유리하다는 것을 확인하였다.

Figure 21. Liposome #4-3 membrane outer HPLC results.

Sample
Retention
time Amount Capsulating

efficiency
min % %

Liposome #4-3 (Original) 7.317±0.057 0.1072±0.0001
5.60Liposome #4-3 (Membrane outer) 7.292±0.014 0.0974±0.0187

Liposome #4-3 (Membrane inner) 7.299±0.059 0.0060±0.0002
Liposome #4-4 (Original) 7.301±0.055 0.1147±0.0001

27.64Liposome #4-4 (Membrane outer) 7.298±0.032 0.0947±0.0003
Liposome #4-4 (Membrane inner) 7.281±0.038 0.0317±0.0004

Table 14. Results of Dialysis Membrane Method Capsulating Efficiency
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Figure 22. Liposome #4-3 membrane inner HPLC results.

Figure 23. Liposome #4-4 membrane outer HPLC results.

Figure 24. Liposome #4-3 membrane inner HPLC results.
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3. 비오틴 나노 리포좀 피부흡수율(skin permeation) 결과

Franz diffusion cell method를 통해 비오틴 나노 리포좀의 피부흡수율(skin

permeation)을 HPLC로 정량한 결과 2 h, 4 h, 8 h 경과 후 receptor phase에서

sampling한 각각의 sample에서 모두 비오틴이 검출되지 않았다. 반면에

membrane에 남은 잔존 비오틴 함량을 측정한 결과 0.88 μg의 비오틴이 석출되

었다. 이를 통해 비오틴 나노 리포좀의 피부흡수율은 receptor phase의 비오틴

투과율(A)과 membrane내의 biotin 잔존률(B)을 합한 값이므로 다음과 같이

0.22% (A+B)임을 확인하였다.

A 


×  


×    ··············································(Equation 7)

B 


×  


×    ···············································(Equation 8)

C1 = amount of biotin in donor phase (μg)

C2 = amount of biotin in receptor phase (μg)

C3 = amount of biotin in membrane (μg)

Sample Sampling Site
Sampling time Detected quantify

hr μg

Liposome #4-4
Receptor Phase

2 -
4 -
8 -

Membrane 8 0.88±0.27
Donor phase 8 574.19±21.25

Table 15. Results of Contents and Diffusion Rate of Liposome #4-4
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4. 비오틴 나노 리포좀 형상 관찰

 비오틴 나노 리포좀의 형상을 관찰하기 위하여 Cryo-TEM을 측정한 결과 일반

비오틴 나노 리포좀이 매우 작은 크기의 소포체 형태를 띄는 것을 학인 할 수

있었으며, 이를 통해 위의 진행된 리포좀 제조방법을 통해 충분히 나노 리포좀을

제조할 수 있음을 확인하였다. 또한 비오틴을 캡슐화 시킨 나노 리포좀의 경우

리포좀 내부와 외부 모두 삐침형상의 비오틴이 결정 상태로 석출된 것을 확인할

수 있었으며 이를 통해 리포좀의 상태가 불안정하다는 것을 알 수 있다. 반면 알

지닌을 첨가한 비오틴 나노 리포좀은 비오틴의 결정상태가 거의 나타나지 않았

음을 확인할 수 있다. 이를 통해 알지닌을 첨가하여 pH를 증가시켜 제조한 비오

틴 나노 리포좀이 그렇지 않은 비오틴 나노 리포좀에 비해 안정하다는 것을 확

인 할 수 있었다(Figure 19).
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Figure 25. Cryo-TEM pictures of A,B(Liposome #4-3) and C,D(Liposome

#4-4).
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Ⅳ. 요약 및 결론

본 연구에서는 용해도가 낮은 수용성 비타민인 비오틴(biotin)을 약물전달체

(drug delivery system)의 일종인 나노 리포좀(nano liposome)을 통해 기존의 현

저히 낮은 비오틴의 용해도를 향상시킴과 함께 나노 리포좀의 불안정성을 보완

하는데 목적을 두고 실험을 진행하였다.

본 실험에서는 나노 리포좀을 제조한 뒤 제타사이저를 통해 입자 크기, 제타전

위를 측정하였으며, DMM (dialysis membrane mehtod)을 통하여 비오틴 나노

리포좀의 캡슐화율(capsulating efficiency)을 측정하여 최적의 나노 리포좀 제조

조건을 선정하였다. 최적화한 조건으로 제조된 나노 리포좀은 각 온도별로 안정

성을 평가하였으며, 실험 결과를 통해 비오틴을 용해시키는 데에 가장 영향을 미

치는 요소가 pH 임을 확인하였다. 실제로 이 실험에서의 제조공정을 통하여 pH

의 조절에 따라 비오틴의 활성이 약 12% 감소하였으나 충분히 감안할 수 있는

활성을 띄었음을 확인하였으며, 오히려 pH가 증가함에 따라 나노 리포좀 내에서

비오틴의 결정화가 일어나지 않았음을 확인 하였다. 이를 통해 pH 조절을 통해

안정화된 비오틴 나노 리포좀의 제조 가능성을 확인할 수 있었다.

비오틴 나노 리포좀의 Cryo-TEM 측정 결과를 통해 제조된 나노 리포좀 모두

단일라멜라(unilamella) 구조의 SUV임을 확인 할 수 있었으며, 알지닌을 첨가하

여 pH를 상승 시킨 비오틴 나노 리포좀이 그렇지 않은 일반 비오틴 나노 리포좀

과 비교했을 때 비오틴 석출 현상이 나타나지 않는 것을 확인할 수 있었다. 이를

통해 pH 증가가 비오틴의 용해도를 높여주어 나노 리포좀을 더욱 안정하게 한다

는 것을 알 수 있었다.

또한 DMM을 통해 비오틴 나노 리포좀에 대한 캡슐화율을 계산한 결과 알지닌

을 첨가하지 않은 일반 비오틴 나노 리포좀에 비해 알지닌을 첨가한 비오틴 나

노 리포좀에서의 결과가 비오틴 캡슐화율이 약 5배 증가한 것을 알 수 있었다.

이를 통해 pH 증가에 의해 비오틴이 리포좀내에 용이하게 용해되어 캡슐화율이

증가한 것으로 사료되어진다.

비오틴 나노 리포좀이 약물전달체로서의 역할을 확인하고자 in vitro assay 중
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Franz diffusion cell method를 통하여 경피 흡수 실험을 추가로 진행한 결과, 기

대했던 피부흡수율에 비해 많이 떨어지는 결과를 얻었다. 이는 아직 명확한 비오

틴 나노 리포좀의 피부흡수평가 방법이 확립되지 않아, 추후 비오틴 나노 리포좀

제형에 대한 추가 보완실험을 통하여 피부흡수율과 나노 리포좀의 상관관계에

대해 확인하고자 한다.
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