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Abstract

Physical Properties and Percutaneous Absorption of Niosome

Formulation Containing Minoxidil and Kopexil

Various drug delivery systems are being studied for effective drug delivery

of active substances in the pharmaceutical and cosmetic industries. Among

them, a niosome formulation was used, and minoxidil, a drug known as a

hair loss treatment, and kopexil, a cosmetic raw material, a hair loss reliever,

were used as drugs. Each drug was encapsulated in a niosome formulation to

study physical properties and stability evaluation, and it was confirmed that

there was a difference in stability depending on the surfactant HLB. The

percutaneous absorption rate was compared for the control group of the

niosome formulation and the gel formulation, and the minoxidil and kopexil

nano-niosome showed 3 to 11 times higher percutaneous absorption rate than

the control group of the gel formulation. In addition, the percutaneous

absorption rate for 24 h was compared for minoxidil nano-niosome and

kopexil nano -niosome, and it was confirmed that 253.78 μg/㎠ was higher in

the kopexil nano-niosome. Encapsulation efficiency was measured at 28.96

±0.12% for minoxidil nano-nosome and 30.50±0.08% for kopexill nano-nosome,

and as a result of drug release, less drug release was seen in the

nano-niosome formulation than in the control gel formulation. Additionally,

Cryo-TEM, TGA, and DSC analyzes were performed, and based on these

studies, it was shown that the niosome formulation is suitable for trapping

drugs and is good as a drug delivery system when used as pharmaceutical

and cosmetic formulations.    
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Ⅰ. 서론

 화장품은 피부를 보호하는 것은 물론 인체를 청결, 미화하여 매력을 더하고 용

모를 밝게 변화시키는 역할을 한다. 과거에 비해 외모에 대한 관심이 급격히 증

가되면서 현대사회에 없어서는 안 될 아이템 중 하나이다. 좀 더 나아가 요즘은

미백, 주름개선, 자외선 차단, 탈모 완화 등과 같은 피부개선에 도움을 줄 수 있

는 기능성 화장품에 대한 관심이 증대되고 있다[1]. 이는, 개개인 마다 가지고 있

는 피부에 대한 고민을 해결하기 위해서이다. 그러나 기능성 화장품의 유효성분

은 피부 각질층의 각질세포로 인해 쉽게 흡수되지 못한다는 점이 있다(Figure

1). 이를 개선하기 위해서는 나노기술을 이용하여 화장품을 효과적인 약물전달체

로 이용하는 것이다. 나노기술로써 이용된 약물전달시스템(Drug Delivery

System; DDS)은 1970년대부터 시작하여 지금까지도 활발히 연구되고 있다[2].

일반적으로 리포좀(Liposome)[3], 에토좀(Ethosome)[4], 트랜스퍼좀

(Transfersome), 니오좀(Niosome), 폴리머좀(Polymersome), 마이셀(Micelle)[5]

등과 같은 다양한 약물전달체가 있다(Figure 2). 이러한 나노물질은 물리적 안

정성이 높고, 입자 크기가 피부의 세포보다 매우 작기 때문에 활성물질을 피부

깊숙이 침투할 수 있으며 표적작용도 동시에 이루어지고 있다[6,7]. 따라서 향상

된 활성물질의 피부 흡수를 기대할 수 있다.

 먼저, 약물전달체의 일종으로 가장 일반적인 리포좀은 표피층을 통과할 수 있는

소포 중 하나로써 세포의 원형질막과 유사한 특징이 있어 피부에 안전하여 화장

품 및 제약 산업에서 많이 사용되어지고 있는 약물전달시스템이다[8,9]. 또한 리

포좀은 인지질로 구성되어 있어 우수한 생분해성과 세포 친화성을 가지고 있다

[10]. 리포좀은 친수성 부분과 소수성의 이중층으로 구성되어있는 구형의 전달체

이며 친수성 약물(활성물질)은 수상 코어에, 소수성 약물(활성물질)은 이중층에

가둘 수 있다. 마찬가지로 니오좀 또한 친수성과 소수성 약물(활성물질)을 동시

에 가둘 수 있는 능력이 유사하지만, 인지질로 이루어진 리포좀과는 달리 니오좀

은 비이온 계면활성제로 이루어져 있으며 이 때문에 니오좀이라고 불려진다

(Figure 3). 
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 니오좀을 생산한 최초의 화장품 산업으로는 로레알(L’Oreal)이 있으며 1980년대

니오좀 제형의 첫 번째 제품은 랑콤(Lancome)에 도입되었다[11,12]. 이 후 비이

온성 계면활성제의 낮은 독성으로 제약 분야에서도 많이 연구가 되어졌다. 표적

전달물질로서 혈액, 안구, 경피, 폐 및 경구 투여 경로에 적합하며[13] 다양한 약

물, 천연물, 단백질, 효소, 유전자, 백신, 항암제 등을 니오좀에 도입할 수 있다고

전해진다[14].

 니오좀은 비이온성 계면활성제의 자가 조립에 의해 형성되어지며 열역학적으로

안정적인 이중층 구조가 형성되기 위해 계면활성제와 콜레스테롤이 적절한 비율

로 혼합되고 온도가 겔-액체 전이온도 이상일 때만 형성되어진다고 알려져 있다

[15,16]. 

 니오좀에서 중요한 비이온 계면활성제는 친수성 그룹과 친유성 그룹(또는 극성

그룹과 비극성 그룹)을 모두 결합한 분자로 구성되며 친수성-친유성 균형을

HLB (Hydrophilic Lipophilic Balance)라고 한다[17]. HLB는 친수성, 친유성 반대

그룹의 크기와 강도 균형을 수치로 나타낼 수 있으며 0 ~ 20 범위를 가지고 있

다. 따라서 친유성 계면활성제는 낮은 HLB 값을, 친수성 계면활성제는 높은

HLB 값을 가진다[18,19]. 니오좀의 소포 형성은 HLB 값에 따라 달라질 수 있다.

따라서 HLB가 제공됨으로서 소포체(Vesicle) 형성 능력에 대한 새로운 종류의

화합물을 평가 하는데 있어서 유용하다[20]. 친유성의 Sorbitan 계면활성제를 사

용하면 4~8사이의 HLB 값으로, 소포 형성에 유리한 것으로 알려져 있으며[21]

친수성 계면활성제는 수용해도가 높아 소포를 형성할 수 없지만 응집되어 라멜

라 구조를 형성하는 것으로 나타났다[22,23]. 따라서 결과적으로 니오좀은 HLB

값이 14~17인 계면활성제로는 소포가 형성되지 않지만 콜레스테롤을 첨가함으로

서 소포 형성에 근본적인 역할을 한다[24]. 이렇게 비이온 계면활성제 HLB 값에

따라 니오좀을 제조할 수 있다. 

 니오좀 제조 시 막의 안정성을 높이기 위해 일반적으로 콜레스테롤을 사용하며

[25-27] 콜레스테롤은 소포에 강성을 부여한다고 알려져 있다. 또한, 전하 유도제

인 Dicetyl phosphate, Potassium cetyl phosphate를 첨가하여 소포의 응집을 막

아주어 정전기적 안정화를 부여할 수 있다[27,28]. 니오좀은 국소 제제에서 사용

된 활성물질의 접촉 시간을 증가시킬 수 있으며[29] 무엇보다 비이온 계면활성제
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소포에 대한 높은 안정성, 낮은 생산비용과 높은 생체 적합성 등의 장점을 가지

고 있다[30,31]. 이로써 화장품 제형에 적용 가능한 니오좀은 생체 이용률을 향상

시키고 표적 부위에 활성물질을 잘 전달함으로써 기능성, 의약품에 대한 치료 효

과를 볼 수 있다[32,33]. 이에 따라 니오좀 제형을 산업화시키기 위해 안정성, 입

자의 균일성, 약물의 캡슐효율 재현성 등을 보완해야하며 E. Mayhew 등은 고압

유화기를 이용함으로써 제형에 대한 작은 입자크기 제조방법을 보고하였다[34].

또한 연속 흐름 미세 유체의 사용에 초점을 맞추어 재현 가능한 방식으로 좁은

입자크기 분포를 갖는 마이크로(micro) 또는 나노(nano) 크기의 제형 생산에 대

한 보고가 있었다[35,36].

 니오좀과 같은 소포는 소포체의 크기와 형태에 따라 크게 MLV (multilamella

vesicle)와 ULV (unilamella vesicle)로 나눌 수 있으며 ULV에서 크기에 따라

SUV (small unilamella vesicle), LUV (large unilamella vesicle), GUV (giant

unilamella vesicle)로 구분할 수 있다. 보통 SUV는 20 ~ 100 nm, LUV는 100 ~

1,000 nm, GUV는 1000 nm 이상의 범위를 가지며 MLV는 500 ~ 1,000 nm 크기

를 나타낸다(Figure 4) [37,38]. 이 외에도 다양한 크기와 형태에 따라 분류할 수

있으며, 소포체의 크기, 형태는 약물을 캡슐화 할 수 있는 정도, 약물을 보호할

수 있는 정도에 영향을 끼치므로 중요한 요소가 될 수 있다. 
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Figure 1. Stratum corneum structure

Figure 2. Various drug delivery systems [20]
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Figure 3. Niosome structure [11]

Figure 4. Vesicle classification based on size and lamellarity [38]  
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  최근 들어 남녀노소 할 것 없이 피부 고민 중 가장 큰 고민은 탈모라고 생각

한다. 탈모(Alopecia)는 정상적인 피부에서 비정상적으로 일시적 또는 영구적으

로 모발이 빠지는 현상으로 요즘은 탈모를 현대병이라고 일컫는다[39]. 탈모의

원인은 다양하고 복잡하며 과학적으로 확실하게 규명되지 않았다고 한다. 크게는

외인성과 내인성으로 나눌 수 있으며 외인성으로는 기계적 원인(압력과 당김),

화학적 원인(염색, 펌), 자연적 원인(기온, 대기압) 등이 있고 내인성으로는 생리

적인 요인, 호르몬과 유전, 과도한 스트레스 등으로 보고 있다[40]. 요즘에는

20-30대 탈모 환자들의 급증으로 탈모 고민을 해결하기 위해 탈모에 관한 치료

제(의약품), 의약외품, 화장품 등이 활성화 되고 있다.  

 미녹시딜(Minoxidil)은 의약품으로서 1970년대에 고혈압 치료제로 먼저 도입되

었지만 이를 복용한 사람들에게서 털이 많이 자라나는 다모증 증상을 보였다. 이

러한 증상으로 인해 미녹시딜이 모발의 휴지기를 단축시켜 휴지기의 모낭을 성

장기로 조기 진입시키는 원인이 되며 성장기의 연장을 유발, 모낭 크기를 증가

시킨다는 연구가 밝혀졌다[41]. 따라서 미녹시딜은 남성, 여성의 탈모증 치료를

위한 국소 제형 개발로 이어졌다. 미녹시딜은 피리미딘 유도체로써 안드로겐성

탈모(Androgenetic alopecia; AGA)를 치료하기 위한 효능이 입증된 유일한 국소

치료법이다[42]. AGA는 유전성 탈모라고도 하며 이는 모발의 주기 중 성장기가

줄어들고 휴지기가 늘어나 생기는 탈모를 말한다. 국소 미녹시딜은 우수한 안전

성을 가지고 있지만 효능 입증에 대한 낮은 통계를 보이고 있으며 또한 피부 침

투력이 좋지 않아 모발 성장 치료에 강력한 활성물질로 유용하지 않다고 보고되

었다[43,44]. 또한 일반적인 국소 미녹시딜 치료제는 용매로 에탄올을 활용하므로

피부를 건조하게 만들거나 가려움증과 같은 부작용도 종종 나타난다고 보고되었

다[43,45]. 

 코펙실(Kopexil)은 탈모치료제인 미녹시딜 유도체로서 콜라겐 생성을 저해하는

Lysyl hydroxylase (LH) 효소 생성을 막아 두피 콜라겐 생성을 촉진하는 기능을

가진 화장품 원료이다. 이는 샴푸에 가장 많이 쓰이며 얇아진 혈관이 확장되어

모낭에 직접적인 영양이 공급될 수 있도록 모발 재성장에 도움을 준다고 한다.   

 본 연구에서는 약물로서 미녹시딜과 코펙실을 사용하였으며 약물의 구조식은

Figure 5, 특징은 Table 1에 나타내었다. 의약품의 탈모 치료제인 미녹시딜의
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낮은 피부 침투율과 부작용을 개선하기 위해, 또한 화장품 원료의 탈모 완화제인

코펙실의 경피 흡수를 확인하고자 약물전달시스템인 니오좀 제형을 이용하였다. 

니오좀은 HLB 4.7인 Sorbitan stearate (Span 60)와 HLB 14.9인 Polysorbate 60

(Tween 60)을 사용하였으며 막의 견고함을 더해주기 위해 콜레스테롤을 첨가하

여 제조되었다. 또한, 입자크기를 줄여 피부 흡수를 향상시키기 위해 고압유화

방법을 통해 미녹시딜 니오좀, 코펙실 니오좀을 나노사이즈로 제조하였다. 이 후,

제조된 미녹시딜, 코펙실 나노 니오좀의 물리적 특성인 입자크기, Polydispersity

index (PDI), Zeta potential (ZP)를 측정하였으며, 겔 제형 대조군과의 경피 흡수

율 비교, 미녹시딜과 코펙실 나노 니오좀의 경피 흡수율 비교, 약물 캡슐화, 약물

방출에 대한 연구를 진행하였다.
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Figure 5. Chemical structure A: Minoxidil and B: Kopexil 

Drug Minoxidil Kopexil

Molecular weight 209.25 g/mol 126.12 g/mol

Formula weight C9H15N5O C4H6N4O

Activate effect Hair loss treatment Hair loss reliever

Appearance White powder White powder

Purity 98.0 % 99.3 %

Melting point 272-274 ℃ 210-218 ℃

Solubility (mg/ml) Propylene glycol: 75 Water: Slightly solible

Table 1. Feature of drugs 
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1. 시약

  

니오좀 제조를 위해 사용된 비이온 계면활성제로는 Sorbitan stearate (Rheodol

AS-10V, Kao, Japan), Polysorbate 60 (Rheodol TW-S120V, Kao, Japan)을 사

용하였으며 소포 막(membrane)의 안정성을 위해 콜레스테롤(Cholesterol JP,

Nippon Fine Chemical Co., LTD, Japan)을 사용하였다. 제형에 대한 응집을 감

소시키기 위해 음이온 계면활성제인 Potassium cetyl phosphate (Amphisol-K,

DSM, Netherlands)를 사용하였으며 폴리올로 프로필렌글라이콜(Propylene

Glycol, SK Chemical, Korea), 오일은 마카다미아씨오일(Macadamia ternifolia

Oil, Jan Dekker, Netherlands)을 사용하였다. 보존제로 Ethylhexylglycerin

(Saskain 50, Sachem Corporate, USA), 정제수는 증류수 제조기(EXL1 Analysis,

Vivagen, Korea)로 3차 증류수를 제조(<0.1 μS/cm)하여 사용하였다. 코펙실

(Kopexil, Jene chemicals, India)과 미녹시딜(Minoxidil, Daejung, Korea)은 순도

98% 이상의 HPLC 급을 사용하였다. 겔 제형의 대조군을 제조하기 위해 점증제

인 Carbomer (HK-992, Hannong Chemical Inc, Korea), Xanthan Gum

(Ketrol-F, C.P.kelco. USA)과 점증제를 중화시키는 역할로서 알지닌

(L-Arginine, Ajinomoto, Japan)을 사용하였다. 추가적으로 헥산다이올

(1,2-Hexanediol, Twin Coschem Co., LTD, Korea), Disodium EDTA

(EDTA-2Na, Nagase ChemteX Corporation, Japan)을 사용하였다.      
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2.2. 활성물질 베이스 제조

Hot plate & Magnetic stirring (PA1180, LK Lab, Korea)을 이용하여 완전히

녹을 때 까지 가열한 후 5% 미녹시딜 베이스와 코펙실 베이스를 제조하였으며

용매로는 Propylene glycol을 사용하였다(Table 2). 이는 용해도 실험을 기반으

로 제조되었다.

Materials MB #1-1 KB #1-2

Active

substance base

Minoxidil 5.0 ―

Kopexil ― 5.0

Propylene glycol 95.0 95.0

Table 2. Preparation of active substance base using propylene glycol  
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2.3. 니오좀 제조

2.3.1. 미녹시딜 함유 나노니오좀 제조 

  HLB 변화에 따른 미녹시딜 함유 니오좀을 제조하기 위해 Sorbitan stearate,

Polysorbate 60, 콜레스테롤 구성인 계면활성제상(Surfactant phase)을 전상온도

이상으로 가열하여 용해시킨 후 75 ~ 80 ℃로 유지하였다. 또한 Water,

Ethylhexylglycerin, Potassium cetyl phosphate로 구성된 수상(Water phase), 프

로필렌글라이콜과 Table 2의 미녹시딜 베이스로 구성된 폴리올상(Polyol phase),

마카다미아씨오일의 유상(Oil phase) 모두 75 ~ 80 ℃로 유지하였다. 이후 계면

활성제상에 수상을 서서히 첨가하면서 호모믹서(Homogenizing mixer Mark Ⅱ

Model 2.5, PRIMIX, Japan)로 3,500 ~ 4,000 rpm, 5 min 동안 유화시켰다. 다음

폴리올상을 첨가하면서 같은 조건으로 유화시켰으며 마찬가지로 유상도 같은 조

건으로 유화시켜 니오좀을 제조하였다(Table 3). 제조된 니오좀을 탈포한 후 50

~ 55 ℃에서 고압유화기(Nanodisperser, NLM1000, Ilshin Autoclave, Korea)를

사용하여 압력 800 bar, 2 회의 통과 횟수 조건으로 고압유화 처리하여 나노 니

오좀을 제조하였다(Figure 6).
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Figure 6. Preparation of nano-niosome by high pressure homogenization

method
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Part Materials
MN

#2-1

MN

#2-2

MN

#2-3

MN

#2-4

MN

#2-5

MN

#2-6

MN

#2-7

MN

#2-8

A

Sorbitan stearate 6.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 ―

Polysorbate 60 ― ― 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

Cholesterol 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

B

Potassium cetyl

phosphate
0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8

Ethylhexyl

glycerin
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Water
to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

C
Propylene glycol 30.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0

Minoxidil base ― 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0

D
Macadamia

ternifolia seed oil
20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0

Table 3. Preparation of MN #2 according to HLB                       
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 2.3.2. Potassium cetyl phosphate 및 Propylene glycol 함량에 따른 미녹시딜 함

유 나노니오좀 제조

  

  Table 3에서 미녹시딜의 석출되는 점을 보완하기 위해 용해도가 좋은

Propylene glycol의 함량을 증가시켰으며 음이온 계면활성제인 Potassium cetyl

phosphate와의 상관성을 확인하기 위해 Potassium cetyl phosphate을 사용하지

않고 Table 3의 실험과 동일한 조건으로 진행하였다(Table 4).

2.3.3. 코펙실 함유 나노니오좀 제조

코펙실을 함유한 니오좀을 제조하기 위해 Table 2의 코펙실 베이스를 사용하

여 Table 4와 동일한 조건으로 나노니오좀을 제조하였다(Table 5). 

2.3.4. 대조군 제조

  본 실험에서 실험품과의 비교를 위해 대조군을 제조하였다. 대조군은 겔 제형

으로써 수상과 알지닌 (10%)으로 중화시킨 점증제를 각각 Agi-Mixer (Overhead

stirrer, SL 4000, Global Lap, Korea)를 사용하여 분산시켜주었다. 다음 알지닌

(10%) 함유 점증제를 수상에 첨가하여 Agi-Mixer로 잘 분산시켜주었다. 제조 조

성은 Table 6에 나타내었다. 
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Part Materials
MN

#3-1

MN

#3-2

MN

#3-3

MN

#3-4

MN

#3-5

MN

#3-6

MN

#3-7

MN

#3-8

A

Sorbitan stearate 6.0 4.0 2.0 ― 6.0 4.0 2.0 ―

Polysorbate 60 ― 2.0 4.0 6.0 ― 2.0 4.0 6.0

Cholesterol 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0

B

Potassium cetyl

phosphate
0.8 0.8 0.8 0.8 ― ― ― ―

Ethylhexyl

glycerin
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Water
to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

to

100

C
Propylene glycol 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0

Minoxidil base 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0

D
Macadamia

ternifolia seed oil
20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0

Table 4. Preparation of MN #3 with no addition of potassium cetyl

phosphate and change in propylene glycol content                            
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Part Materials KN #4-1

A
Sorbitan stearate 2.0
Polysorbate 60 4.0
Cholesterol 3.0

B
Ethylhexylglycerin 0.2

Water to 100

C
Propylene glycol 20.0
Kopexil base 20.0

D Macadamia ternifolia seed oil 20.0

Table 5. Preparation of KN #4 nano-niosome                          

Part Materials MG #5-1 KG #5-2

A

Minoxidil base 20.0 ―
Kopexil base ― 20.0

Ethylhexylglycerin 0.1 0.1
Hexanediol 1.0 1.0

Disodium EDTA (2%) 0.5 0.5
Water to 100 to 100

B

Carbomer (1%) 30.0 30.0

Xanthan Gum (1%) 5.0 5.0

Arginine (10%) 3.0 3.0

Table 6. Preparation of control by gel formulation (non niosome)   
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2.4. 니오좀 안정성 평가

 2.4.1. 입자크기, 다분산도 및 제타전위 측정

  나노니오좀은 증류수를 이용하여 1%로 희석한 후 볼텍스(Vortex Genie 2,

Scientific Industries, Bohemia)로 1분 동안 혼합하였다. 니오좀의 입자크기와 다

분산 지수는 브라운 운동을 하고 있는 미세입자들에 광원을 조사하여 크기분포

측정하는 원리를 이용한 Dynamic light scattering 방식인 제타사이저(Nano-ZS,

Malvern Panalytical, England)를 사용하여 25 ℃에서 측정하였다. 제타전위는

Laser-Doppler법 즉, Electrophoretic ligth scattering 방식으로 매체의 입자나 분

자, 등이 띄고 있는 전하의 표면 전하와 용액의 농도 또는 이온 유형에 따라 달

라지게 되는데, 이 전하에 따라 분산 또는 용액의 안정성이 결정된다. 이러한 원

리를 통해 제타사이저(Nano-ZS, Malvern Panalytical, England)를 사용하여 25

℃에서 측정하였다(Figure 7). 또한 안정성 확인을 위해 1 일, 1 개월, 2 개월

및 3 개월 주기로 측정하였다.

Figure 7. DLS and Zeta potential analysis principle
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 2.4.2. 현미경 관찰

  Table 3와 Table 4에서 제조된 나노니오좀을 실온(25 ℃)에 보관하여 현미경

(Eclipse Ni-UTA, Nikon, Japan)을 사용하여 400 배율로 미녹시딜의 석출(결정

화) 여부를 관찰하였다(Figure 8).

Figure 8. Microscope 

 2.4.3. 휘발잔분 측정

  휘발잔분은 일반적으로 에센스, 세럼, 크림 등에서 잔분량을 통해 피부에 사용

시 보습감을 판단하기 위해 사용된다. 하지만 본 연구에서는 나노니오좀에 포함

되는 원료들의 휘발잔분 즉, 계면활성제, 콜레스테롤, 오일 등의 잔분을 확인하기

위해 미녹시딜 나노니오좀에 대한 휘발잔분량을 측정하였다. 적외선수분계(IR

moisture determination balance, FD-720, Kett, Japan)를 사용하였으며 측정 시

료는 약 0.6 g, 110 ℃, BIAS < 0.01% 조건에서 진행하였다.
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 2.4.4. 활성물질 열 중량 측정(TGA)

  미녹시딜 원료와 미녹시딜을 함유하지 않은 니오좀에 대한 열 중량 변화를 관

찰하기 위해 한국고분자시험연구소를 통해 열중량분석기(TGA,

Thermogravimetric analysis, TA Instrument Q500, USA)를 사용하여 측정하였

으며 10 ℃/min의 속도로 분석하였다. 

 2.4.5. 활성물질 시차주사열량 측정(DSC)

  활성물질인 미녹시딜, 코펙실의 캡슐화 되어있는지를 확인하기 위해 외부기관

인 한국기초과학지원연구원에서 시차주사열량분석계(DSC, Differential scanning

colorimetry, TA Instrument Q200, PH407 PUSAN KBSI)를 사용하여 측정하였

다. 활성물질 녹는점을 기반으로 미녹시딜의 경우, 온도 25 ~ 300 ℃, 코펙실의

경우, 온도 25 ~ 250 ℃ 범위에서 측정하였으며 10 ℃/min의 속도로 분석하였다.
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2.5. Franz diffusion cell을 이용한 in vitro 경피흡수 실험

 활성물질 나노니오좀의 경피흡수율을 확인 및 비교하기 위해 Franz diffusion

cell system (HDC-6TD, Logan instruments, USA)을 이용하였으며 사람의 피부

를 모사한 인공피부(Strat-M membrane 25mm discs, Merck Millipore, USA)를

사용하여 실험을 진행하였다(Figure 9). membrane의 각질층(매끄러운 부분)이

위를 향하게 하여 donor와 receptor phase 사이에 고정시킨 후, 12 mL의 PBS를

receptor chamber에 채웠다(Figure 10). 다음 receptor phase의 magnetic bar를

600 rpm 속도로 37±1 ℃에서 30분 간 안정화시켰으며 그 후 donor에 겔 제형의

대조군과 실험품 400 µL를 각각 membrane 표면에 도포하였다. receptor solution

은 1, 2, 4, 8, 12, 24 h 간격으로 채취하였으며 PDA 검출기(2998, Waters, USA)

가 장착된 HPLC (2695, Waters, USA)를 이용하여 활성물질 투과량을 동시분석

조건을 통해 정량분석 하였다[32]. 24 h 후 donor 부분은 코니칼 튜브에 회수하

여 메탄올 20 mL로 희석하였으며, membrane에 남아있는 활성물질의 양을 측정

하기 위해 membrane을 수거하여 receptor solution으로 세척한 후 8등분하여 코

니칼 튜브에서 메탄올 10 mL로 희석하였다. 그 후, 1 h 30 min 동안 초음파

(Ultrasonic cleaner JAC-3010, Kodo, Japan) 처리를 통해 나노니오좀의 이중층

을 분해하였다. 분해되어 메탄올 용액에 용출시킨 활성물질의 양을 HPLC를 이

용하여 동시분석을 통해 정량하였다. HPLC 조건은 Table 7에 나타내었다.
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Figure 9. Franz diffusion cell system and Strat-M membrane    

Figure 10. Franz diffusion cell system method

preparation 
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System

Condition

Minoxidil Kopexil

Column
Kromasil C18 column, 5 µm, 4.6☓250 mm

(AkzoNobel, Netherlands)

Detector Photodiode Array

Temperature of

column and

sample

40℃ and 25℃

Flow rate 1.0 mL/min

Mobile phase 1 M Phosphate (pH 3) : Methanol = 50 : 50

wavelength 250 nm

Injection volume 20 µL

Time 10 min

Table 7. Minoxidil and Kopexil simultaneous analysis HPLC method
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2.6. 니오좀 캡슐효율 측정

 나노니오좀의 활성물질 즉, 미녹시딜과 코펙실의 캡슐효율을 측정하기 위해 H.

J. Gwak et al[46], C. K. Kim[47]을 참고하여 실험을 진행하였다. 활성물질을 포

집한 나노니오좀을 원심분리기(Varispin 15R multi centrifuge, Novapro, Korea)

로 18000 xg, 4 ℃, 20 h 조건으로 원심분리 하였다. 활성물질의 전체 함량을 측

정하기 위해 상층액과 하층액으로 분리된 나노 니오좀을 캡슐화 되지 않은 상층

액, 캡슐화 된 하층액을 각각 취하여 샘플링 하였다. 그 후 10 mL 메탄올로 희

석하여 30 min 동안 초음파 처리해주었다. Table 7과 같이 HPLC를 이용하여

분석하였다. 캡슐효율 계산방법은 나노니오좀 내 캡슐화 된 하층액의 활성물질

함량을 전체 활성물질 함량으로 나누었다. 따라서 다음과 같은 식으로 나타낼 수

있다.

EE (%) = 

 ☓ 100
Cp = Amount of active substance in pellet (µg)

Ct = Amount of active substance in total niosome sample (µg)
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2.7. 니오좀 약물 방출 측정

 나노니오좀 제형과 겔 제형의 대조군 내 미녹시딜, 코펙실의 방출을 확인하기

위해 Dialysis membrane 방법을 이용하여 실험을 진행하였다. 약물 방출에 사용

된 용액은 10% 메탄올과 PBS를 혼합하여 사용하였으며 실험 전 Dialysis tube

(Spectra/Por® Dialysis Membrane, 14 kD, Spectrum laboratories, Inc., USA)를

증류수에 10분 간 담군 후 사용하였다. 다음, 비커에 용액 600 mL로 채우고

Dialysis tube 안에 미녹시딜 나노니오좀, 코펙실 나노니오좀을 각각 5 mL 넣은

후 집게를 사용하여 tube를 막아주었다. 막은 Dialysis tube를 준비된 600 mL 용

액 안에 넣어 37 ℃, 200 rpm의 조건으로 교반하였다. 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 h 간

격으로 비커의 용액을 5 mL 취했으며 새로 준비된 용액 600 mL로 교체하였다. 

5 mL 취한 샘플 용액을 5 mL 메탄올로 희석한 후, Table 7과 같이 HPLC로 분

석하였다.
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2.8. 나노니오좀 형상관찰(TEM)

 나노니오좀의 소포 형상을 관찰하기 위해 외부기관인 KIST에서 초저온 투과전

자현미경(Cryo-TEM, Cryogenic transmission electron microscope, Tecnai F20

G2, FEI Company, USA)을 사용하여 측정하였다.

2.9. 통계적 검증

 실험은 3회 반복 수행하고 실험결과를 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, 유의성

은 student’s t-test를 통해 유의성에 따라 *p < 0.05, **p < 0.01로 표시하였다. 
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Ⅲ. 결과 및 고찰

3.1. 제형 안정성 평가

 3.1.1. 입자크기, 다분산도 및 제타전위 측정

 1) 계면활성제 HLB 변화에 따른 미녹시딜 함유 나노니오좀 안정성 평가(나노

니오좀 MN #2) 

나노니오좀의 안정성을 확인하기 위해 25 ℃에서 3 개월 동안 한 달 간격으로

제타사이저를 이용하여 입자크기, 다분산도 및 제타전위를 측정하였으며 하루 측

정 데이터는 Table 8에 나타내었다. 

  먼저, 계면활성제 Sorbitan stearate와 Polysorbate 60 비율에 따라 HLB에 변

화를 주었으며 입자크기의 범위는 99 ~ 123 nm로 측정되었다. HLB가 상대적으

로 낮은 것과 높은 것을 비교하였을 때 HLB가 높아질수록 입자의 크기가 줄어

드는 것을 볼 수 있었으며 시간경과에 따라 점점 증가되는 것을 볼 수 있었다.

하지만 HLB가 낮을수록 입자크기는 상대적으로 크지만 시간경과에 따라 안정성

이 대체적으로 좋다고 판단되어진다. 또한 MN #2-1과 MN #2-2는 미녹시딜 함

유하지 않은 것과 함유한 것으로 미녹시딜이 입자크기에 크게 영향을 주지 않는

다는 것을 볼 수 있었다(Figure 11).

  PDI는 입자 크기 분포 특성화와 관련하여 지질 나노운반체 시스템의 크기 범

위를 정의하는 데 사용되는 매개변수를 다분산 지수라고하며 다분산도는 입자

크기 분포의 불균일 정도를 설명하는데 사용된다[48]. PDI 측정한 결과, 0.176 ~

0.241 범위로 측정되었으며 3 개월 동안 모든 샘플이 0.300을 넘지 않은 것으로

보아 대체적으로 입자크기가 균일한 제형이라 판단되어진다(Figure 12). 보통은

PDI 값이 0.250 이하인 경우, 안정한 상태의 단분산에 가까운 입자 분포를 갖는

것으로 알려져 있다[49,50]. 
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  일반적으로 니오좀과 같은 나노 분산액의 분산 안정성을 향상시키기 위해 물

리적 안정화뿐만 아니라 정전기적 안정화도 중요시 여겨진다[3]. 따라서 나노 분

산액의 분산 안정성을 확인하는 방법으로 제타전위를 측정하는 방법이 사용되고

있다[51]. 본 실험에서 제타전위를 측정한 결과, 계면활성제 HLB가 상대적으로

높아질수록 제타전위의 값이 줄어드는 것을 볼 수 있었으며 시간경과에 따라 안

정성이 줄어드는 것을 볼 수 있었다(Figure 13). 이 때 절댓값이 감소 또는 증

가되는 오차가 포함된 것으로 보여진다. 측정 범위는 –59.7 ~ -80.7 mV 로서

일반적으로 안정하다고 볼 수 있는 제타전위 범위인 ±30 mV 이상으로 측정되어

정전기적으로 안정함을 알 수 있었으며 제타전위의 절댓값이 클수록 콜로이드

입자간의 반발력이 커져 콜로이드 상태가 안정한 것으로 알려져 있다[52]. 

  시간 경과에 따라 성상 관찰을 진행하였으며 미녹시딜을 함유하지 않은 제형

MN #2-1을 제외한 나머지 제형에서 제형을 제조한 직후 미녹시딜이 석출됨을

확인할 수 있었으며 시간이 지날수록 미녹시딜 함유된 나노니오좀에서 색상변화

가 있는 것을 확인하였다(Figure 14). 이는 피페리디노 구조로 인한 결과로 판

단되어진다. 
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No. Feature Appearance
Particle size

(nm)

Polydispersity

Index

Zeta potential

(mV)

MN

#2-1
―

Off-white,

Opaque
123.3±0.29 0.198±0.010 -73.9±1.27

MN

#2-2

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
127.6±1.00 0.241±0.010 -77.7±1.46

MN

#2-3

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
112.3±0.21 0.206±0.011 -75.8±0.92

MN

#2-4

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
117.3±0.15 0.200±0.011 -71.4±1.06

MN

#2-5

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
113.0±0.57 0.230±0.016 -70.8±1.65

MN

#2-6

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
101.4±0.45 0.216±0.004 -73.5±0.84

MN

#2-7

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
99.00±0.70 0.221±0.028 -71.8±0.35

MN

#2-8

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
101.1±1.96 0.230±0.004 -64.2±2.71

Table 8. Appearance, Particle size, PDI, Zeta potential of MN #2 at 2

5℃ for a day (mean±SD, n=3)
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Figure 11. HLB change over time at 25℃ MN #2 Particle size (p-value
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)  

Figure 12. HLB change over time at 25℃ MN #2 PDI (p-value *p ˂ 0.05,
**p ˂ 0.01, n=3)
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Figure 13. HLB change over time at 25℃ MN #2 Zeta potential (p-value
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)
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Figure 14. Appearance of MN #2 at 25℃ after A: a day, B: 1 month, C:

2 month, D: 3 month
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2) Potassium cetyl phosphate 및 Propylene glycol 함량에 따른 미녹시딜 나노

니오좀 안정성 평가(나노니오좀 MN #3)

 

  MN #2 제형과 달리 Propylene glycol 함량을 20%로 증가시켰으며 HLB 변화

에 차이를 주어 Potassium cetyl phosphate를 함유한 제형(MN #3-1, MN #3-2,

MN #3-3, MN #3-4)과 함유하지 않은 제형(MN #3-5, MN #3-6, MN #3-7, MN

#3-8)을 3 개월 동안 1 개월 간격으로 안정성 실험을 진행하였다. 하루 측정 데

이터는 Table 9에 나타내었다. 

  Potassium cetyl phosphate 유무와 관계없이 공통적으로 1 day에서 HLB의 값

이 상대적으로 높아질수록(MN #3-1, MN #3-2, MN #3-3, MN #3-4 / MN

#3-5, MN #3-6, MN #3-7, MN #3-8) 입자크기가 작아지는 것을 볼 수 있었으

며 시간경과에 따라서는 HLB가 높을수록 입자크기의 증가가 더 극대화 되는 것

을 볼 수 있었다. 이는 HLB값이 상대적으로 낮은 제형이 안정성에 대해 더 높다

고 판단이 되어진다. 또한 MN #3-1과 MN #3-5, MN #3-2와 MN #3-6의 경우,

Sorbitan stearate의 비율이 Polysorbate 60 비율보다 높아 HLB값이 상대적으로

낮으며 Potassium cetyl phosphate 유무의 차이이다. 이 때 Potassium cetyl

phosphate가 있는 MN #3-1, MN #3-2보다 Potassium cetyl phosphate가 없는

MN #3-5, MN #3-6에서 1 day에 더 큰 입자를 보였으며 HLB가 상대적으로 높

은 MN #3-3과 MN #3-7, MN #3-4와 MN #3-8을 비교하면, Potassium cetyl

phosphate가 있는 MN #3-3, MN #3-4보다 Potassium cetyl phosphate가 없는

MN #3-7, MN #3-8에서 1 day에 더 작은 입자를 보였다. 입자크기의 범위는

85.51 ~ 136.8 nm로 측정되었다(Figure 15).

  PDI 측정 결과, 0.100 ~ 0.206의 범위로 측정되었으며 모든 샘플이 Potassium

cetyl phosphate의 유무와 관계없이 3 개월 동안 0.300을 넘지 않은 것으로 보아

대체적으로 입자크기가 균일한 제형으로 판단되어진다(Figure 16).

  제타전위 측정 결과, 범위는 30.7 ~ 74.5 mV로서 Potassium cetyl phosphate를

함유한 제형(MN #3-1, MN #3-2, MN #3-3, MN #3-4)에서는 계면활성제 HLB

와 관계없이 상대적으로 높은 절댓값의 제타전위를 보여주었으며 시간경과에 따

라서도 크게 변하지 않은 값을 통해 안정성이 양호하다고 판단되어진다. 하지만 
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Potassium cetyl phosphate를 함유하지 않은 제형(MN #3-5, MN #3-6, MN

#3-7, MN #3-8)에서는 계면활성제 HLB 값이 높아질수록 낮은 절댓값의 제타전

위를 볼 수 있었다. 이러한 결과를 통해 HLB가 낮은 제형에서는 그 자체만으로

안정성이 양호해 Potassium cetyl phosphate 유무에 관계없이 안정성이 좋은 것

을 알 수 있었으며 반대로 HLB가 높은 제형은 Potassium cetyl phosphate 유무

에 대한 안정성에 큰 차이를 보여주어 친수성 계면활성제일수록 전하의 영향을

많이 받는 것으로 판단되어진다(Figure 17). Potassium cetyl phosphate는 소포

막의 이중층에 (음)전하를 부여하여 소포의 응집을 막아주는 역할을 함으로써 막

의 안정성에 영향을 주는 것으로 알려져 있으며 표면 전하를 쉽게 조절하기 위

해 사용되기도 한다[53]. 

  성상 관찰을 진행하였으며 Potassium cetyl phosphate를 함유한 제형 MN

#3-1, MN #3-2, MN #3-3, MN #3-4 중 HLB가 상대적 높은 제형에서 미녹시딜

석출을 볼 수 있었으며 Potassium cetyl phosphate를 함유하지 않은 MN #3-5,

MN #3-6, MN #3-7, MN #3-8에서는 HLB에 관계없이 석출을 보이지 않았다.

시간이 지날수록 HLB가 상대적 낮고 Potassium cetyl phosphate 함유된 제형

MN #3-2, HLB가 상대적 높고 Potassium cetyl phosphate 함유하지 않은 제형

MN #3-8에서는 미녹시딜 석출이 일어나는 것을 볼 수 있었다. 또한 시간경과에

따라 미녹시딜 함유된 나노니오좀에서 색상변화가 있는 것을 확인하였으며 이는

피페리디노 구조로 인한 색 변화로 판단되어진다(Figure 18).
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No. Feature Appearance
Particle size

(nm)

Polydispersity

Index

Zeta potential

(mV)

MN

#3-1

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
107.3±0.59 0.187±0.008 -71.5±1.78

MN

#3-2

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
104.5±0.15 0.182±0.006 -72.2±2.60

MN

#3-3

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
98.88±0.55 0.187±0.011 -63.5±2.57

MN

#3-4

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
95.34±0.72 0.202±0.013 -65.5±1.71

MN

#3-5

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
127.4±0.98 0.155±0.018 -69.6±1.65

MN

#3-6

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
106.5±0.60 0.159±0.004 -53.5±0.30

MN

#3-7

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
97.40±0.84 0.186±0.011 -48.7±1.10

MN

#3-8

1%

Minoxidil

Off-white,

Opaque
85.51±0.23 0.198±0.003 -38.4±0.82

Table 9. Appearance, Particle size, PDI, Zeta potential of MN #3 at 2

5℃ for a day (mean±SD, n=3) 
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Figure 15. Evaluation of the stability of MN #3 Particle size at 25℃

with or without Potassium cetyl phosphate that changed HLB (p-value
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3) 

Figure 16. Evaluation of the stability of MN #3 PDI at 25℃ with or

without Potassium cetyl phosphate that changed HLB (p-value *p ˂ 0.05,
**p ˂ 0.01, n=3)   
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Figure 17. Evaluation of the stability of MN #3 Zeta potential at 25℃

with or without Potassium cetyl phosphate that changed HLB (p-value
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3) 
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Figure 18. Appearance of MN #3 at 25℃ after A: a day, B: 1 month, C:

2 month, D: 3 month   
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 3) 코펙실 함유 나노니오좀 안정성 평가(나노니오좀 KN #4)

      

  미녹시딜 함유 니오좀 제조 실험 Table 4에서 최적의 제형 1 개를 골라 코펙

실 함유 니오좀을 제조하였으며 제조한 코펙실 함유 니오좀의 안정성을 관찰하

기 위해 25 ℃에서 3 개월 동안 한 달 간격으로 제타사이저를 이용하여 입자크

기, 다분산도 및 제타전위를 측정하였다. 하루 측정 데이터는 Table 10에 나타

내었다.

  코펙실 함유 나노니오좀은 입자가 작고, 미녹시딜 석출이 일어나지 않은 미녹

시딜 함유 나노니오좀 MN #3-7 처방과 똑같이 하여 같은 조건으로 제조하였다.

KN #4-1의 입자크기의 범위는 94.58 ~ 96.81 nm로 측정되었으며 시간 경과에

따라 입자크기가 조금씩 증가하는 것을 볼 수 있었다. 크게 변하지 않는 것으로

보아 안정성이 좋다고 판단되어진다(Figure 19). 

  PDI 값은 0.164 ~ 0.149의 범위로서 시간이 지나도 0.300을 넘지 않는 것으로

보아 입자크기가 잘 분산되어 있다 볼 수 있다(Figure 20). 

  Potassium cetyl phosphate를 첨가하지 않은 제형으로써 제타전위는 –43.9 ~

-44.8 mV로 측정되었다. 제타전위의 안정한 범위인 ±30 mV 이상으로서 정전기

적으로 안정하며 입자 응집이 되지 않은 것을 확인할 수 있다(Figure 21).

  성상 관찰 결과, 미녹시딜과 달리 석출되지 않음을 확인하였으며 시간 경과에

따라서도 석출되지 않고 제형상 안정한 것을 확인하였다. 또한 색 변화가 없는

것으로 보아 피페리디노를 포함하지 않기 때문이라고 판단되어진다(Figure 22).
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No. Feature Appearance
Particle size

(nm)

Polydispersity

Index

Zeta potential

(mV)

KN

#4-1

1%

Kopexil

Off-white,

Opaque
94.58±0.27 0.164±0.008 -44.8±1.86

Table 10. Appearance, Particle size, PDI, Zeta potential of KN #4 at 2

5℃ for a day (mean±SD, n=3) 
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Figure 19. Particle size KN #4 at 25℃ over time

(p-value *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3) 

  
Figure 20. PDI KN #4 at 25℃ over time (p-value
*p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)

Figure 21. Zeta potential KN #4 at 25℃ over

time (p-value *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)  



- 41 -

Figure 22. Appearance of KN #4 at 25℃ after A: a day, B: 1 month, C:

2 month, D: 3 month   
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 3.1.2. 미녹시딜 함유 나노니오좀 현미경 관찰

  Table 3, Table 4의 미녹시딜 함유 나노니오좀에서 미녹시딜 석출(결정화)을

관찰하기 위해 25 ℃ 보관한 샘플을 400 배율로 현미경 관찰을 진행하였다. 

  Table 3의 미녹시딜 함유 나노니오좀은 계면활성제 HLB에 관계없이 미녹시

딜을 함유하지 않은 A(MN #2-1)를 제외한 나머지 제형에서 미녹시딜의 석출을

볼 수 있었으며 이는 미녹시딜의 좋지 않은 용해도 때문이라 판단되어진다

(Figure 23).

  Table 4의 미녹시딜 함유 나노니오좀은 Table 3의 미녹시딜 석출을 보완하기

위해 Propylene glycol 함량을 20%로 늘렸으며 Potassium cetyl phosphate를

첨가한 A (MN #3-1), B (MN #3-2), C (MN #3-3), D (MN #3-4)에서 계면활성

제 HLB가 상대적으로 낮은 A와 B는 미녹시딜 석출을 볼 수 없었지만 HLB가

상대적으로 높은 C와 D에서는 석출이 된 것을 확인할 수 있었다(Figure 24).

Potassium cetyl phosphate를 첨가하지 않은 E (MN #3-5), F (MN #3-6), G

(MN #3-7), H (MN #3-8)에서 HLB가 상대적 가장 높은 H에서만 미세한 석출

을 볼 수 있었으며 이를 통해 C, D의 석출은 음이온 계면활성제가 가지는 전하

를 통해 Salting out 현상으로 인한 석출로 보여지며 용해도로 인한 Propylene

glycol 함량 증가와 Potassium cetyl phosphate를 첨가하지 않음으로서 미녹시딜

석출을 보완할 수 있는 것으로 확인되었다. (시간경과에 따라 B, H는 석출됨을

확인) 
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Figure 23. Microscopy images of MN#2 HLB changes at 25℃. A:

nano-niosome without minoxidil in HLB 4.7, B: HLB 4.7, C: HLB 6.4,

D: HLB 8.1, E: HLB 9.8, F: HLB 11.5, G: HLB 13.2, H: HLB 14.9 (scale 
bar 20 µm)
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Figure 24. Microscopy images of MN#3 with or without potassium cetyl

phosphate accoding to HLB at 25℃. A, E: HLB 4.7, B, F: HLB 8.1, C,

G: HLB 11.5, D, H: HLB 14.9 (A, B, C, D: Addition of potassium cetyl

phosphate), (E, F, G, H: No added potassium cetyl phosphate) (scale bar 
20 µm)
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 3.1.3. 휘발잔분 측정

 

미녹시딜 함유 나노니오좀에 대해 휘발잔분은 BIAS < 0.01%, 110 ℃에서 측

정하였다. 미녹시딜 함유 나노니오좀의 이론적 잔분 값은 대략 30.00%이며, 실제

휘발잔분 데이터는 Table 11에 나타내었다. 미녹시딜 함유 니오좀 휘발잔분량이

30.00% 부근으로 측정된 것을 보아 Water, Propylene glycol, 등 일부 휘발 되는

것을 제외한 계면활성제, 콜레스테롤, 오일의 양이 이론적 값과 유사한 것을 확

인할 수 있었다.

No. Volatilization residue (%) No. Volatilization residue (%)

MN #2-1 30.79±0.03 MN #3-1 31.45±0.01

MN #2-2 30.34±0.02 MN #3-2 32.02±0.04

MN #2-3 30.86±0.12 MN #3-3 32.33±0.01

MN #2-4 30.80±0.08 MN #3-4 32.18±0.06

MN #2-5 30.03±0.01 MN #3-5 30.82±0.02

MN #2-6 27.07±0.02 MN #3-6 30.77±0.02

MN #2-7 28.94±0.02 MN #3-7 30.52±0.04

MN #2-8 31.80±0.11 MN #3-8 30.07±0.02

Table 11. Volatile residue amount of MN #2 and MN #3 
(110 ℃, BIAS < 0.01%, mean±SD, n=3)
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 3.1.4. 열 중량 분석 측정(TGA)

미녹시딜 원료와 미녹시딜이 함유되지 않은 나노니오좀의 열 중량을 측정하였

다. 미녹시딜의 경우, 원료의 녹는점 전까지 중량에 대한 변화가 없다가 녹는점

부근 즉, 290.82 ℃에서 중량이 줄어드는 것을 확인하였으며 이 데이터를 통해

미녹시딜 원료임을 재확인하였다. 또한 온도가 계속해서 높아질수록 유기물이 점

점 분해되는 것을 관찰할 수 있었다(Figure 25).

 나노니오좀은 여러 가지의 원료가 포함되어 있다. 68.40 ℃부근에서 점차 중량

이 감소되는 것은 휘발이 잘 되는 원료인 Propylene glycol, Water 등으로 판단

되어진다. 또한 155 ℃에서 중량이 감소되어 일정해지는 구간을 볼 수 있으며 중

량은 약 38.0%이다. 이는 Table 11의 나노니오좀의 휘발잔분 값이 평균 30.00%

인 것과 비슷하며 이론적 휘발잔분 값인 30.00%와 크게 차이가 나지 않은 것을

확인할 수 있었다. 휘발잔분은 계면활성제, 콜레스테롤, 오일 등의 원료로 판단되

어지며 363.65 ℃부근에서는 유기물이 점점 분해되는 지점으로 판단되었다

(Figure 26).
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Figure 25. Minoxidil TGA measurement

Figure 26. Nano-niosome TGA measurement 
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 3.1.5. 활성물질 시차주사열량 측정(DSC)

  DSC는 서로 다른 지질 변형이 서로 다른 녹는점을 갖는다는 사실을 사용하여

활성물질의 결정성 또는 무정형 특성에 관한 정보를 제공할 수 있다[54]. 결정성

물질인 미녹시딜이 니오좀 제형에 캡슐화 되어있는지 확인하기 위해 Table 4의

MN #3-1제형을 통해 진행하였다.

 먼저, 미녹시딜 원료의 녹는점은 Table 1에서 나타낸 녹는점과 유사하며 285.34

℃에서 흡열 피크가 확인되었다. 미녹시딜을 함유하지 않은 나노니오좀은 130.69

℃에서 흡열 피크가 나타난 것을 볼 수 있었다. 미녹시딜을 포함한 나노니오좀

MN #3-1에서는 118.86 ℃에서 흡열 피크를 볼 수 있었으며 나노니오좀의 피크

는 계면활성제 및 부가적인 원료들로 인해 나타나는 흡열 피크로 예상된다. 미녹

시딜 원료의 녹는점 285.34 ℃의 흡열 피크가 나타나지 않은 것을 보아 미녹시딜

이 니오좀 제형에서 무정형 상태에 있다고 볼 수 있다. 따라서 미녹시딜이 무정

형 상태로 존재하고 니오좀 내에 균일하게 분산되어 있다고 볼 수 있다(Figure

27).

 코펙실 원료의 녹는점은 213.55 ℃에서 확인되었으며 코펙실을 함유하지 않은

나노니오좀에서 136.72 ℃의 흡열 피크를 보였다. 코펙실 함유 나노니오좀 KN

#4-1에서는 137.76 ℃의 흡열 피크를 나타났으며 코펙실 원료의 녹는점 213.55

℃의 흡열 피크가 나타나지 않은 것을 보아 코펙실이 니오좀 제형 내에 균일하

게 분산되어 있다고 볼 수 있다(Figure 28).
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Figure 27. Thermal properties of minoxidil. (A): Nano-niosome, (B):

Minoxidil nano-niosome, (C): Minoxidil

Figure 28. Thermal properties of kopexil, (A): Nano-niosome, (B):

Kopexil nano-niosome, (C): Kopexil
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3.2. 나노니오좀의 in vitro 경피흡수 측정

 활성물질인 미녹시딜, 코펙실 나노니오좀에 대한 경피 흡수율을 확인하기 위해

Franz diffusion cell을 사용하여 37±1 ℃ 조건에서 1, 2, 4, 8, 12, 24 h 간격으로

실험을 진행하였으며 그 후 샘플에 존재하는 활성물질의 양은 HPLC로 정량하였

다. 경피 흡수율에 대한 데이터는 각각 Table 12, Table 13에, 그래프는

Figure 29, Figure 30에 나타내었다.  

 대조군과 실험품은 모두 미녹시딜을 함유하고 있으며 제형에 차이를 두었다. 대

조군인 겔 제형 MG #5-1은 12 h 경과까지 흡수율을 보이지 않았으며 24 h 경과

후 membrane 면적 당 620.34±1.54 ㎍/㎠의 흡수율을 보였다. 실험품인 나노니오

좀 제형 MN #3-7은 4 h 경과부터 376.53±3.98 ㎍/㎠, 8 h 경과 후 1054.47 ±3.73

㎍/㎠, 12 h 경과 후 1769.83±33.81 ㎍/㎠, 24 h 경과 후 2106.46 ±4.79 ㎍/㎠의

흡수율을 보였으며 최종적으로 대조군 MG #5-1보다 실험품 MN #3-7이 3배 높

은 흡수율을 볼 수 있었다.    

 또한 대조군과 실험품 모두 코펙실을 함유하고 있으며 대조군인 겔 제형 KG

#5-2는 8h 경과 후 16.32±0.95 ㎍/㎠, 12 h 경과 후 106.86±0.18 ㎍/㎠, 24 h 경과

후 211.80±0.17 ㎍/㎠의 흡수율을 보였고 실험품인 나노니오좀 제형 KM #4-1은

4 h 경과 후 475.49±13.83 ㎍/㎠, 8 h 경과 후 1237.46±13.85 ㎍/㎠, 12 h 경과 후

2055.80±1.18 ㎍/㎠, 24 h 경과 후 2360.23±2.40 ㎍/㎠의 흡수율을 보였으며 최종

적으로 대조군 KG #5-2보다 실험품 KM #4-1이 대략 11배 높은 흡수율을 볼 수

있었다.

 따라서 나노니오좀 제형이 경피흡수 향상에 도움을 줄 수 있을 것이라 판단되

어진다.

 다음, 미녹시딜 함유 나노니오좀 MN #3-7과 코펙실 함유 나노니오좀 KM #4-1

의 경피 흡수율을 비교하였다. 그래프는 Figure 31에 나타내었다.

 24 h 경과 했을 때 2106.46±4.79 ㎍/㎠의 흡수율을 보여준 미녹시딜 함유 나노

니오좀 MN #3-7보다 2360.23±2.40 ㎍/㎠의 흡수율을 보여준 코펙실 함유 나노니

오좀 KM #4-1에서 유사하지만 조금 더 높은 흡수율을 보여주었다. 이는 분자량
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이 경피흡수에 영향을 주는 것으로 판단되어진다.

Sampling Site
Time

(h)
MN #3-7 MG #5-1 (Control)

Receptor Phase

1 0 0

2 0 0

4 376.53±3.98 ** 0

8 1054.47±3.73 ** 0

12 1769.86±33.81 ** 0

24 2106.46±4.79 ** 620.34±1.54 **

Table 12. Percutaneous penetration efficiency (µg/cm2) of MN #3-7,

MG #5-1 (37 ℃±1, mean±SD, n=3)

Sampling Site
Time

(h)
KN#4-1 KG#5-2 (Control)

Receptor Phase

1 0 0

2 0 0

4 475.49±13.83 ** 0

8 1237.46±13.85 ** 16.32±0.95 **

12 2055.80±1.18 ** 106.86±1.73 **

24 2360.23±2.40 ** 211.80±3.62 **

Table 13. Percutaneous penetration efficiency (µg/cm2) of KN #4-1,

KG #5-2 (37 ℃±1, mean±SD, n=3)
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Figure 29. Percutaneous absorption efficiency (µg/cm2) of MN #3-7, MG

#5-1 at 37℃±1 (p-value *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)

Figure 30. Percutaneous absorption efficiency (µg/cm2) of KN #4-1, KG

#5-2 at 37℃±1 (p-value *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)
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Figure 31. Percutaneous absorption efficiency (µg/cm2) of MN #3-7, KN

#4-1 at 37℃±1 (p-value *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.01, n=3)
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3.3. 약물 캡슐효율 측정

 나노니오좀 내 포집되어 있는 미녹시딜, 코펙실의 캡슐효율을 측정하기 위해 원

심분리기를 이용하였으며 분리된 상층액과 하층액을 취하여 HPLC로 분석하였

다. 분리된 상층액은 약물(미녹시딜, 코펙실)이 나노니오좀 내 포획되지 않았음을 

나타내며, 하층액은 약물이 나노니오좀 내 포획됐음을 나타낸다.

 미녹시딜을 함유한 나노니오좀 MN #3-7의 캡슐효율은 28.96±0.12% 측정되었으

며 비교적 낮은 캡슐효율을 보였지만 현미경 관찰 Figure 24와 DSC Figure 27

의 데이터처럼 미녹시딜이 석출없이 잘 용해 되었음을 볼 수 있다. 코펙실을 함

유한 나노니오좀 KN #4-1의 캡슐효율은 65.17%±0.06로 측정된 것을 볼 수 있었

다(Table 14).

     

MN #3-7 KN #4-1

EE (%) 28.96±0.12 30.50±0.08
Pellet (%) 24.72±0.03 29.24±0.16

Supernatant (%) 58.39±0.10 67.73±0.11
Drug total (%) 85.36±0.14 95.88±0.05

Table 14. Encapsulation efficiency (%) of MN #3-7, KN #4-1

(mean±SD, n=3)
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3.4. 약물 방출 측정

 나노니오좀 제형과 겔 제형의 대조군 내 미녹시딜, 코펙실에 대한 약물 방출 실

험을 37 ℃±1에서 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 h 간격으로 Dialysis membrane을 이용

하여 측정하였으며 약물 방출에 사용된 용액은 10% 메탄올과 PBS를 혼합하여 

사용하였다. 시간 경과에 따른 누적 방출량을 Figure 32, Figure 33에 나타냈으

며 데이터는 Table 15, Table 16에 나타내었다. 

 미녹시딜 함유 나노니오좀에서는 1 h에서 19.25±0.03%, 2 h에서 33.36±0.01%, 4

h에서 46.59±0.00%, 8 h에서 52.79±0.01%, 12 h에서 54.53±0.00% 24 h에서

55.52±0.01% 방출하는 것을 볼 수 있었으며 이 이후부터는 동일한 약물 방출이

일어나는 것을 확인할 수 있었다.

미녹시딜 함유 겔 제형의 대조군은 1 h에서 16.36±0.15%, 2 h에서 44.06±0.00%,

4 h에서 67.26±0.03%, 8 h에서 78.02±0.00%, 12 h에서 79.62±0.01%, 24 h에서

80.71±0.00% 방출하는 것을 볼 수 있었으며 이 이후부터는 동일한 약물 방출이

일어나는 것을 확인할 수 있었다.

 코펙실 함유 나노니오좀에서는 1 h에서 51.92±15.93%, 2 h에서 57.54±2.70%, 4

h에서 63.39±1.89%, 8 h에서 65.04±0.53%, 12 h에서는 동일한 방출, 24 h에서

65.71±0.22% 방출하는 것을 볼 수 있었으며 이 이후부터는 일정한 양으로 방출

되는 것을 확인할 수 있었다.

 코펙실 함유 겔 제형의 대조군은 1 h에서 67.35±17.98%, 2 h에서 81.24±4.68%,

4 h에서 90.69±2.62 방출되는 것을 확인하였으며 시간경과에 따라 방출되지 않는

것을 확인하였다.

 따라서 미녹시딜, 코펙실 모두 겔 제형의 대조군 보다 나노니오좀 제형에서 약

물방출이 상대적으로 천천히 일어나는 것을 볼 수 있었으며 약물을 전달하기에

적절한 제형이라 판단되어진다.
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Time (h) MN #3-7 MN #5-1 (Control)

0 0.00±0.00 0.00±0.00

1 19.25±0.03 16.36±0.15

2 33.36±0.01 44.06±0.00

4 46.59±0.00 67.26±0.03

8 52.79±0.01 78.02±0.00

12 54.53±0.00 79.62±0.01

24 55.52±0.01 80.71±0.00

48 55.52±0.00 80.71±0.00

Table 15. Drug release (%) of MN #3-7 and MG #5-1 by

dialysis membrane method (37℃±1, mean±SD, n=3)

Time (h) MN #3-7 MN #5-1 (Control)

0 0.00±0.00 0.00±0.00

1 51.92±15.93 67.35±17.98

2 57.54±2.70 81.24±4.68

4 63.39±1.89 90.69±2.62

8 65.04±0.53 91.35±0.16

12 65.04±0.00 91.35±0.00

24 65.71±0.22 91.35±0.00

48 65.71±0.00 91.35±0.00

Table 16. Drug release (%) of KN #4-1 and KG #5-2 by

dialysis membrane method (37℃±1, mean±SD, n=3)
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Figure 32. Drug release of MN #3-7 and MN #5-1 at 37℃±1 by dialysis

membrane method for 48 h (n=3) 

Figure 33. Drug release of KN #4-1 and KN #5-2 at 37℃±1 by dialysis
membrane method for 48 h (n=3)
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3.5. 나노니오좀 형상 관찰(TEM)

 나노니오좀의 형상을 관찰하기 위해 KIST (Korea Institute of Science and

Technology, Korea)를 통해 Cryo-TEM을 사용하여 측정하였다.

 친유성 계면활성제 Sorbitan stearate만 사용하여 제조한 HLB 4.7인 상대적 가

장 낮은 제형 MN #3-1과 친수성 계면활성제 Polysorbate 60만 사용하여 제조한

HLB 14.9인 상대적 가장 높은 제형 MN #3-4를 관찰한 결과, 모두 구형 구조임

을 보였으며 MN #3-4는 HLB가 높음에도 불구하고 콜레스테롤의 첨가로 인해

소포가 형성된 것이라 볼 수 있다[20]. 니오좀 제조 시 상대적 낮은 HLB를 사용

하면 콜레스테롤 없이도 소포형성이 가능하며, 약물에 대한 포집 또한 가능하다.

상대적 높은 HLB를 사용하면 콜레스테롤을 첨가해야만 소포형성을 이룰 수 있

는 단점이 있지만[55], 약물에 대한 흡수가 증가한다는 장점이 알려져있다[56]. 

 본 실험에서는 HLB가 높을 때 미녹시딜 원료에 대한 석출이 감소되는 것을 확

인할 수 있었다.  

 입자는 200 nm 보다 훨씬 작은 입자크기를 볼 수 있었으며 입자가 SUV와

LUV의 중간 형태를 띠는 것을 확인 할 수 있었다[57]. 이를 통해 본 실험에서

진행된 제조방법을 통해 양호한 나노니오좀을 제조할 수 있었고 콜레스테롤을

첨가함으로서 친유성, 친수성 모두 나노니오좀의 형태를 띠는 것을 관찰할 수 있

었다(Figure 34, Figure 35).   
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Figure 34. Cryo-TEM images of MN #3-1(HLB 4.7)
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Figure 35. Cryo-TEM images of MN #3-4(HLB 14.9)
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Ⅳ. 요약 및 결론

 본 연구에서는 피리미딘 유도체인 의약품 원료 미녹시딜(Minoxidil)과 화장품

원료 코펙실(Kopexil)을 약물전달체(Drug delivery system)의 일종인 나노니오좀

(Nano niosome)을 통한 경피흡수 비교에 대해 목적을 두고 실험을 진행하였다.

 본 실험에서는 나노니오좀을 제조하기 위해 고압유화기(Nanodisperser)를 사용

하였으며 나노니오좀 제조 후 제타사이저를 통해 25 ℃에서 입자크기, PDI, 제타

전위를 측정하여 물리화학적 특성 및 안정성을 보았다. 또한 계면활성제 HLB,

Propylene glycol 함량, Potassium cetyl phosphate 존재에 따라 결정화 물질인

미녹시딜의 석출 여부를 판단하였으며 실험결과를 통해 미녹시딜은 Propylene

glycol에 가장 잘 용해되며 상대적 높은 HLB 값을 가지는 제형, 음이온 계면활

성제인 Potassium cetyl phosphate를 첨가하지 않은 제형에서 대체적으로 석출

되지 않는 것으로 확인되었다. 

 이렇게 최적화된 조건으로 미녹시딜 나노니오좀 조건과 통일하여 코펙실 나노

니오좀 제조 후, DSC 측정을 통해 결정성 물질인 미녹시딜이 나노니오좀 내부에

캡슐화 되어있는 것을 확인하였으며 코펙실 원료 또한 나노니오좀 내부에 캡슐

화 되어있는 것을 확인할 수 있었다.    

  미녹시딜 나노니오좀과 코펙실 나노니오좀에 대해 경피 흡수율을 비교 및 관

찰하였으며 겔 제형의 대조군과 나노니오좀 제형에 대한 경피 흡수율도 비교하

였다. 겔 제형보다 나노니오좀 제형에서 3, 11배 이상의 높은 흡수율을 보였으며,

미녹시딜 나노니오좀과 코펙실 나노니오좀 경피흡수 비교 결과, 비슷한 경피 흡

수율을 보였으나 코펙실 나노니오좀에서 조금 더 높은 흡수율을 보였다. 이는 미

녹시딜의 분자량보다 코펙실의 분자량이 더 작으므로 흡수율에 약간의 차이가

나는 것으로 보여진다. 

 약물의 캡슐효율을 측정하였으며, 미녹시딜 나노니오좀에서는 28.96±0.12%, 코

펙실 나노니오좀에서는 30.50±0.08%의 캡슐효율을 볼 수 있었다.

 활성물질(미녹시딜, 코펙실)을 포함하고 있는 나노니오좀과 겔 제형인 대조군에

서 약물 방출 실험을 진행하였으며 대조군보다 나노니오좀 제형에서 상대적으로
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약물방출이 서서히 일어나는 것을 볼 수 있었다. 따라서 약물을 전달하기에 적절

한 제형이라 판단된다.

 또한 Cryo-TEM을 통하여 상대적 가장 낮은 HLB 값을 가지는 제형과 가장 높

은 HLB 값을 가지는 제형에서 모두 나노니오좀 생성된 것을 볼 수 있었으며

SUV와 LUV 형태 중간임을 확인하였다.  

 결론적으로 이러한 실험을 통해 의약품으로 사용되는 미녹시딜과 화장품 원료

인 코펙실을 나노니오좀 제형에 캡슐화시킴으로서 효과적인 약물전달을 기대할

수 있을 것이라 생각된다. 
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