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요 약: 본 연구에서는 화장품과 의약품 분야에서 항산화 물질로 널리 사용되고 있는 지용성 비타민인 vitamin E ace-

tate (VEA, tocopheryl acetate)를 이용한 스킨토너 제형의 나노 입자 크기의 에멀젼을 제조하고, 이 에멀젼을 이용해 

ICR outbred albino mice (12주령 약 50 g, 암컷) 피부로의 VEA 침투와 receptor phase 조성에 따른 VEA의 용해도 

차이에 대한 실험을 수행하였다. VEA를 0.07 wt% 함유한 nano-emulsion의 입자는 에탄올(ethanol, EtOH) 함량이 많

을수록 그 크기가 커지는 경향을 보였고 계면활성제 함량이 많은 경우 크기가 작아지는 것을 확인하였다. Receptor 

phase에서 적절한 EtOH 함량이 VEA의 용해도를 증가시켰다. EtOH 함량이 5.0, 40.0 wt%인 경우보다 10.0, 20.0 wt% 

일 때 VEA의 용해도가 높은 것을 확인하였다. Receptor phase의 계면활성제 종류 역시 VEA 용해도에 영향을 주는 

것을 확인하였다. 화학구조와 HLB값이 다른 세 가지 계면활성제를 비교한 결과 sorbitan sesquioleate (Arlacel 83; 

HLB 3.7) > POE (10) hydrogenated castor oil (HCO-10; HLB 6.5) > sorbitan monostearate (Arlacel 60; HLB 4.7)순

으로 VEA에 대한 용해도가 증가하였다. Receptor phase에 첨가된 산화 방지제 종류에 따라서도 VEA의 용해도는 차

이를 보였다. Ascorbic acid를 함유한 시료는 EDTA-2Na가 첨가된 시료보다 VEA 용해도가 높았고 이 두 가지 산화방

지제를 혼합한 시료와 초기에 비슷한 용해도를 보였지만 시간이 지남에 따라 양상이 달라져 최종 24 h 뒤에는 2배 정도

의 높은 용해도를 보였다. 네 가지 다른 함량의 VEA 함유 nano-emulsion을 이용하여 쥐 피부 Franz diffusion cell 실험

을 수행한 결과 EtOH 함량이 10.0 wt%인 경우에 128.8 µg/cm2으로 VEA가 가장 높게 검출되었다. 이것은 초기 VEA 

투입량인 220.057 µg/cm2과 비교하여 58.53 %가 투과된 것으로 EtOH 함량이 1.0, 20.0 wt%인 에멀젼과 비교해 볼 때 

각각 45 %, 15 %씩 높았다. 동일한 EtOH 농도로 제조한 에멀젼과 비교했을 때, 0.5 wt% 계면활성제를 사용한 에멀젼

의 입자 크기는 계면활성제 0.007 wt% 에멀젼 입자 크기의 1/20 정도인 26.0 nm로 매우 작았다. 하지만 쥐 피부를 

투과하는 VEA의 양은 54.848 µg/cm2
 로 128.8 µg/cm2

 의 투과량을 보인 0.007 wt% 계면활성제 함유 에멀젼보다 적었

다. 이상의 결과들로 VEA를 함유한 nano-emulsion의 피부 투과도와 receptor phase 조성에 따른 VEA의 용해도 차이

를 확인하였다. 이러한 결과들을 이용하여 VEA를 피부 내로 침투시키는 데 필요한 최적의 조건을 확립할 수 있을 것으

로 사료된다.

Abstract: In this study, vitamin E acetate (VEA, tocopheryl acetate), a lipid-soluble vitamin which is widely used 

in the cosmetics and medical supply field as a antioxidant material. The stable nano particle emulsion of skin toner 

type containing VEA was prepared. To evaluate the skin permeation, experiments on VEA permeation to the skin 

of the ICR outbred albino mice (12 weeks, about 50 g, female) and on differences of solubility as a function of re-

ceptor formulations was performed. The analysis of nano-emulsions containing VEA 0.07 % showed that the higher 
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ethanol contents the larger emulsions were formed, while the higher surfactant contents the size became smaller. 

A certain contents of ethanol in receptor phase increased VEA solubility on the nano-emulsion. When the ethanol 

contents were 10.0 % and 20.0 %, the VEA solubility was higher than 5.0 % and 40.0 %, respectively. The type 

of surfactant in receptor solution influenced to VEA solubility. The comparison between three kind surfactants 

whose chemical structures and HLB values are different, showed that solubility of VEA was increased as order of 

sorbitan sesquioleate (Arlacel 83; HLB 3.7) > POE (10) hydrogenated castor oil (HCO-10; HLB 6.5) > sorbitan 

monostearate (Arlacel 60; HLB 4.7). VEA solubility was also shown to be different according to the type of 

antioxidant. In early time, the solubility of the sample including ascorbic acid was similar to those of other samples 

including other types of antioxidants. However, the solubility of the sample including ascorbic acid was 2 times high-

er than others after 24 h. Franz diffusion cell experiment using mouse skin was performed with four nano-emulsion 

samples which have different VEA contents. The emulsion of 10 wt% ethanol was shown to be the most permeable 

at the amount of 128.8 µg/cm
2
. When the result of 10 % ethanol content was compared with initial input of 220.057 

µg/cm
2
, the permeated amount was 58.53 % and the permeated amount at 10 % ethanol was higher 45.0 % and 

15.0 % than the other results which ethanol contents were 1.0 and 20.0 wt%, respectively. Emulsion particle size 

used 0.5 % surfactant (HCO-60) was 26.0 nm that is one twentieth time smaller than the size of 0.007 % surfactant 

(HCO-60) at the same ethanol content. Transepidermal permeation of VEA was 54.848 µg/cm
2
 which is smaller 

than that of particlesize 590.7 nm. Skin permeation of nano-emulsion containing VEA and difference of VEA sol-

ubility as a function of receptor phase formulation were determined from the results. Using these results, optimal 

conditions of transepidermal permeation with VEA were considered to be set up.

Keywords: vitamin E acetate, nano-emulsion, Franz diffusion cell, skin delivery, lipid-soluble antioxidant

1. 서    론

비타민 E (α-tocopherol)는 1922년 Evans와 Bishop에 

의해 쥐의 대사에 필수적인 요소로 최초 발견되었다[1]. 

비타민 E가 발견된 이래로 80년이 넘는 오랜 기간 동안 

비타민 E의 잠재 기능이나 거동, 높은 생물학적 효능[2]

에 있어서 광범위한 관점의 다양한 연구가 이루어졌다. 

그리고 비타민 E는 비타민의 활성 분자 메커니즘을 설명

하는데 있어서 눈에 띠는 생리적 중요성을 지닌다[3].

천연의 비타민 E는 α, β, γ, 그리고 δ-토코페롤

(tocopherol)의 네 가지 토코페롤과 이에 대응하는 네 가

지 토코트리에놀(α, β, γ, δ-tocotrienols)의 총 8종의 

이성질체를 갖는 지용성 비타민이다[2,4-7]. 천연 비타

민 E 8종의 광학 이성질체 중 쥐에 대한 흡수작용과 유

기체 내에서의 비타민 E 활성의 평가에서 생물학적 활성

이 가장 큰 것은 천연의 R,R,R-α-토코페롤이라고 알려

져 있다[8-10]. 비타민 E (α-tocopherol)는 가장 중요한 

지용성 항산화제로 지질 과산화 연쇄 반응에서 지질 라

디칼 산물에 의한 산화로부터 세포막을 보호한다[2,4, 

5,11]. α-토코페롤이 지질과산화 라디칼의 반응을 억제

할 때, 가장 먼저 생성되는 생성물은 α-토코페롤 라디칼

이며 이 라디칼은 수소를 받아들임으로써 α-토코페롤

로 재생될 수 있으며 이는 가역적 반응이다(Figure 1). 하

지만 계속적인 산화가 일어나면 이 라디칼은 α-토코페롤 

퀴논(α-tocopherol quinone, α-TQ)으로 되며 이 반응

은 비가역적이다(Figure 1). 이 같은 이론은 α-토코페

롤의 재생에 있어서 매우 중요하다. 생체 내에는 α-TQ

으로의 비가역 반응이 일어나지 않도록 α-토코페롤 라

디칼로부터 α-토코페롤로 재생산되는 정교한 메커니즘

이 알려져 있다. 비타민 C (ascorbic acid), 레티놀

(retinol), 유비퀴놀(ubiquinol)[10], 일부의 플라보노이드

(flavonoids), 카로티노이드(carotenoids)[8] 등이 α-토

코페롤의 재생 메커니즘에 관여하고 있다. 일반적으로 

사람들이 섭취하는 대부분의 식이에는 최소한의 비타민

을 가지고 있기 때문에 정상적인 상태에서 비타민 E의 

결핍은 거의 발생되지 않는 것으로 알려져 있다. 그러나 질

병상태나 자외선에의 노출은 다른 항산화제의 감소와 함께 

α-토코페롤 수준도 감소시켜 활성산소종(ROS)에 의한 

조직 손상이 야기된다[8]. 반면 식이에 의한 비타민 E가 항

산화제로서 활성 능력이 없다고 보고되기도 하였다[13].

즉, 비타민 E가 인간의 신체 내에서 어떠한 작용을 하

는지에 대하여 완전히 밝혀지지 않았다[2]. 하지만 지금

까지 많은 연구에서 밝혀진 바로는 비타민 E 중 α-토코

페롤은 지용성이 높기 때문에 지질 과산화반응의 현장이

라 할 수 있는 세포막이나 세포 소기관 막에 분포되어 있

는 것을 특징으로 갖는다. 막에 분포한 비타민 E는 국부

적으로 생긴 활성산소에 의한 지질 과산화반응의 연쇄반

응을 효율적으로 차단시킨다. 특히 피부에서 자외선 노
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Figure 1. Antioxidant roles of α-tocopherol and α-tocopherol 

scavenges radicals in lipid peroxidation[17].

Figure 2. Structure of tocopheryl acetate (vitamin E acetate).

출로 생성된 반응성이 큰 1O2을 α-토코페롤 자신은 변

하지 않고 불활성 시켜 효율적으로 제거할 수 있다. 생체

막에서는 한 분자의 α-토코페롤이 적어도 40개의 1O2을 

소광 시킬 수 있다[14]. 뿐만 아니라 α-토코페롤은 1O2

의 화학반응을 소거할 수 있다[15]. 또한 리놀산 메틸을 

기질로 이용할 경우 α-토코페롤의 과산화 라디칼 소거

능으로 산출된다고 보고되었다[16]. 그 외에 α-토코페

롤은 막에 분포하여 구조적 요소로서 불포화 지방산 또

는 지질 과산화물을 안정화 시킨다고 보고되었다[8]. 

본 실험에서는 이러한 이점이 있는 α-토코페롤 중 그 

유도체인 토코페릴 아세테이트(tocopheryl acetate)를 

이용하였다(Figure 2). 비타민 E 아세테이트(vitamin E 

acetate, VEA)로도 잘 알려져 있는 토코페릴 아세테이

트는 알파 형태인 C31H52O3의 분자구조를 가지고 있다

[17]. 현재 VEA는 피부 크림과 같은 피부용 제품에 널

리 사용되고 있다. VEA는 그 자체로 페놀성 히드록실기

가 방어되고 덜 산화적 산물을 제공하기 때문에 비타민 

E를 대체하여 사용된다. 그것은 아세테이트가 천천히 가

수분해 되어 일단 피부에 흡수되면 토코페롤을 재생 시

키고 태양 자외선으로부터 보호 기능을 제공한다고 알려

져 있다[8].

VEA는 산화방지제로 화장품에 약 0.10 wt% 농도로 

사용되고 있다. 본 실험에서는 이에 조금 못 미치는 0.07 

wt%의 VEA를 적용시켜 나노 크기의 입자를 갖는 스킨 

제형 에멀젼을 제조하였다. 그리고 이 에멀젼을 이용해 

VEA가 쥐의 피부를 투과해 어느 정도로 체내에 흡수되

어 효용성을 가지는가에 대하여 연구하였다. 또한 VEA

에 대한 용해도가 높은 receptor phase 조성에 대한 실험

을 진행하였다. 

2. 재료 및 실험

2.1. 기기 및 시약

쥐 피부 투과 실험에 사용한 Franz diffusion cell은 

Permegear (USA)의 9 mm Franz difussion cell (receptor 

volume 5 mL)과 V6A Stirrer 모델을 사용하였다. High- 

performance liquid chromatography (HPLC)를 이용하

여 VEA를 정량 분석하였다. 사용된 HPLC는 Dionex 

(USA)의 P580 pump와 UVD 170S lamp이며, 컬럼은 

Phenomenex (USA)의 Luna 5 µ C18을 사용하였다. 

VEA의 최대 흡광도 측정을 위해 사용한 UV-visible 

spectrophotometer는 Varian (Australia)의 Cary 50 모

델을 사용하였다.

시약은 각각 vitamin E acetate (98 %, Sigma aldrich, 

USA), L(+)-ascorbic acid (Junsei chemical, Japan), 

EDTA-2Na는 Sigma Chemical Co. (USA)에서 구입해 

사용하였다. 계면활성제로 사용한 polyoxyethylene hy-

drogenated castor oil (HCO-10과 HCO-60)은 Nikkol 

(Japan)에서 구입하여 사용하였다. 완충용액제조에 사용

된 Na2HPO4⋅12H2O과 NaH2PO4⋅2H2O는 DAEJUNG 

Chemicals & Metal (Korea) 제품을, 다른 조성물과 VEA

를 분리하는 데 사용된 metylene chloride는 DC Chemical 

(Korea) 제품을, 에탄올(EtOH), 메탄올(MeOH) 등 각

종 용매는 시판 특급 시약을 사용하였다.

2.2. VEA를 함유한 Nano-emulsion의 제조

VEA를 함유한 안정한 에멀젼을 제조하기 위해 예비

실험을 진행하였다. 총 12개의 시료 중 층 분리가 일어나

거나 나노 크기의 입자 범위를 벗어난 에멀젼은 본 실험

에서 제외시켰다. 2주 이상 안정한 상태를 유지한 Table 

1의 네 가지 에멀젼을 선정하여 각 100 mL 씩 제조하였

다. VEA 0.07 wt%와 계면활성제로 사용한 polyoxy-

ethylene (60) hydrogenated castor oil (HLB 14.0) 0.007 

wt%, 그리고 EtOH 1.0, 10.0, 20.0 wt%를 각각 혼합시

킨 oil phase를 우선 제조하였다. 여기에 phase inversion 

emulsifier method[18]를 사용해 준비 된 oil phase에 

water phase인 3차 증류수를 2 mL/min의 속도로 천천
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Table 1. Composition of the VEA Nano-emulsion Formulations

Preparation
Ingredients (wt%)

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

VEA 0.070 0.070 0.070 0.070

HCO-60 0.007 0.007 0.007 0.500

Ethanol 1.000 10.000 20.000 10.000

D.I-water 98.923 89.923 79.923 89.430

Table 2. HPLC Operation Conditions for Determination of 

VEA

System Condition of HPLC analysis

Column
Phenomenex Luna 5 µ C18 

(250 mm ⨯ 4.6 mm)

Detector UVD 170S Dionex

Flow rate 1.0 mL/min

Mobile phase Methanol 100 %

Detector wavelength 285 nm

Injection volume 20 µL

(A)

(B)

Figure 3. (A) Calibration curve of the VEA standard in-

jected in the range from 100 to 10,000 ppm (λ= 285 nm). 

(B) HPLC chromatogram of VEA standard. 2: VEA.

히 첨가하면서 교반하였다. 실험 시 온도는 75 ℃를 유지

하였다. Table 1에서 보는 바와 같이 시료 1, 2, 3은 

EtOH 함량을 다르게 제조한 시료이고, 시료 4는 계면활

성제인 HCO-60의 함량을 달리한 시료이다. 이와 같이 

구성비가 다른 네 가지 nano-emulsion을 이용하여 UV- 

visible spectrophotometer로 VEA의 함유 유무를 확인하

고 dynamic light scattering (DLS) 입도분석기를 이용

하여 입자 크기를 측정, 비교하였다. 

2.3. VEA의 HPLC 분석조건과 Modified Fick's Equation

피부를 투과한 VEA와 피부에 잔류하는 VEA의 양 

등, VEA의 정량분석은 Dionex (USA)의 HPLC 기기를 

사용하였다. 분석 조건으로 column은 Phenomenex (USA)

의 Luna 5 µ C18 (250 mm⨯ 4.6 mm) 모델을 사용하였

고 detector는 Dionex (USA)의 UVD 170S 모델을 사용

하였다. 이동상은 MeOH 100 %, 이동 속도는 1 mL/min

으로 예비 실험 결과 채택하였다. HPLC 분석조건은 

Table 2에 나타내었다.

VEA의 피부 투과도는 아래의 modified Fick's equa-

tion을 이용해 계산하였다[19]. 

   

 

J = steady-state flux (µg/cm2/h)

dc/dt = 평형상태에서 단위 시간당 피부를 통과

하는 VEA의 농도

V = receptor compartment volume (cm2)

A = VEA투과가 일어나는 피부의 면적 (cm2)

위 식을 이용하여 단위 시간 당 경표피를 통과하는 

VEA의 농도(dc/dt)를 구하기 위해 VEA의 검량선이 

필요하였다. VEA의 검량선을 그리기 위해 100부터 

10,000 ppm까지 농도로 HPLC를 이용한 정량 분석에 의

해 Figure 3(A)와 같이 R2 = 0.999인 검량선을 얻었다. 

VEA는 Table 2와 같은 분석조건에서 약 18 min (Figure 

3(B))에 VEA peak가 나타났다. 

2.4. VEA의 용해도를 통한 Receptor Phase 결정

Receptor에서 VEA를 가장 잘 용해시킬 수 있는 용매

조건을 찾기 위해 다양한 실험을 진행하였다. EtOH 함
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Table 3. Composition of the Receptor Phase Formulations 

(Experiment 1)

Preparation
Ingredients (wt%)

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

HCO-10 2.0 2.0 2.0 2.0

EtOH 5.0 10.0 20.0 40.0

PBS 93.0 88.0 78.0 58.0

Table 4. Composition of the Receptor Phase Formulations 

(Experiment 2)

Preparation
Ingredients (wt%)

HCO-10 Arlacel-60 Arlacel-83 GMS-205

Surface 

active agent
2.0 2.0 2.0 2.0

EtOH 10.0 10.0 10.0 10.0

PBS 88.0 88.0 88.0 88.0

Table 5. Composition of the Receptor Phase Formulations 

(Experiment 3)

Preparation
Ingredients (wt%)

Sample 1 Sample 2 Sample 3

HCO-10 2.00 2.00 2.00

Vitamin C 0.10 - 0.05

EDTA-2Na - 0.10 0.05

EtOH 10.00 10.00 10.00

PBS 87.90 87.90 87.90

량, 계면활성제의 종류, 그리고 첨가한 산화 방지제의 종

류에 따른 VEA의 용해 정도를 비교하고 VEA의 최적 

투과 조건을 선정하였다. 이를 통해 VEA의 용해 조건에 

관한 특성을 파악할 수 있었다.

2.4.1. EtOH 함량에 따른 VEA 용해도 실험

계면활성제인 polyoxyethylene (10) hydrogenated cas-

tor oil (HCO-10)을 2.0 wt% 넣고 EtOH은 5.0, 10.0, 

20.0, 40.0 wt%를 각각 넣는다. 이를 상온에서 stirring 

mixer로 혼합한 뒤 완충용액인 phosphate buffer saline 

(PBS, pH 7.4)를 총 용량 100 wt%가 될 때까지 혼합한

다. 이렇게 제조 된 EtOH 함량이 다른 네 개의 시료를 

각각 5 mL 씩 바이알에 담아 V6A Stirrer (Permegear, 

USA)로 37.0 ℃를 유지하여 교반시켰다. 이 네 개의 시

료에 동량의 VEA 0.5 g을 과량으로 첨가 해 24 h 동안 

교반시켰다. 24 h 뒤에 0.3 mL를 취해 상대적으로 비중

이 큰 methylene chloride를 1 : 1 비율로 넣어 2 min 동

안 vortex mixing 해준다. 이 시료를 10,000 rpm에서 10 

min 동안 원심분리기 시킨 뒤에 하부의 methylene 

chloride 층을 취해 HPLC로 분석하였다. EtOH 함량 차

이에 따른 VEA의 용해도를 비교하였다. 

2.4.2. 계면활성제 종류에 따른 VEA 용해도 실험

Receptor에 사용된 계면활성제 HCO-10이 VEA의 검

출에 가장 적합한가를 확인하기 위하여 몇 가지 다른 계

면활성제를 사용하여 용해도 비교 실험을 진행하였다. 

HCO-10, Arlacel-60, Arlacel-83, 그리고 GMS-205를 각 

2.0 wt%로 동일하게 넣고 여기에 EtOH 10.0 wt%를 동

량 넣어준다. 이를 상온에서 stirring mixer로 혼합한 뒤 

완충용액인 phosphate buffer saline (PBS, pH 7.4)를 총 

용량 100 wt%가 될 때까지 혼합한다. 이렇게 제조 된 계

면활성제 종류가 다른 네 개의 시료를 각각 5 mL 씩 바

이알에 담아 V6A Stirrer (Permegear, USA)로 37.0 ℃

를 유지하여 교반시켰다. 이 네 가지 시료에 동량의 

VEA 0.1 g을 첨가 해 24 h 동안 교반시켰다. 24 h 뒤에 

0.3 mL를 취해 상대적으로 비중이 큰 methylene chlor-

ide를 1 : 1 비율로 넣어 2 min 동안 vortex mixing 해준

다. 이 시료를 10,000 rpm에서 10 min 동안 원심분리기 

시킨 뒤에 하부의 methylene chloride 층을 취해 HPLC

로 분석하였다. 계면활성제 종류에 따라 어떤 조건의 

VEA가 가장 많이 용해되고 안정한지 비교하였다. 

2.4.3. 산화방지제에 따른 VEA의 용해도 비교 실험

Receptor의 안정성과 VEA 투과량을 늘리기 위하여 

두 가지 산화방지제를 첨가해 비교 시험하였다. 사용 된 

산화 방지제는 금속이온 소거제로 잘 알려져 있는 

EDTA-2Na와 강력한 환원제인 ascorbic acid (vitamin 

C)이다. 비타민 C와 EDTA-2Na의 함량은 0.1 wt%로 

동일하게 구성하였고 이 두 가지 산화방지제를 1 : 1로 

혼합한 시료 3을 제조하였다. 계면활성제인 HCO-10과 

산화방지제를 넣은 뒤 EtOH 10.0 wt%를 넣어 혼합시켜 

완전히 용해시켰다. 여기에 완충용액을 넣어 magnetic 

stirring 시킨 뒤 각각 5 mL 씩 바이알에 담아 V6A 

Stirrer (Permegear, USA)로 37.0 ℃를 유지하면서 교반

시켰다. 이 세 가지의 시료에 동량의 VEA 0.01 g을 첨가 

하고 VEA의 용해도를 측정하기 위해 0.5, 4, 8, 12, 24 h 

간격으로 5회에 걸쳐 0.3 mL 씩 취하였다. 그리고 취한 

시료는 상대적으로 비중이 큰 methylene chloride를 1 : 

1 비율로 넣어 2 min 동안 vortex mixing 한 뒤 10,000 
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Figure 4. Schematic diagram of Franz diffusion cell apparatus.

rpm에서 10 min 동안 원심분리기 시킨 뒤에 하부의 

methylene chloride 층을 취하여 HPLC로 정량 분석하였

다. 산화방지제에 따라 VEA가 어떤 양상으로 검출되는

지 확인하였다. 

2.5. VEA Nano-emulsion 조성에 따른 경표피 투과 실험

앞서 시행한 receptor phase 선정을 통해 최적의 VEA 

용해도를 가진 receptor phase 조성을 확정하였다. Table 

1에서 제조한 VEA를 함유한 nano-emulsion을 시료로 

Franz diffusion cell을 이용한 쥐 피부 투과 실험을 진행

하였다. 사용 된 쥐의 피부는 경추탈골로 치사시킨 ICR 

outbred albino mice (12주령, 약 50 g, 암컷)의 배에서 

적출하여 사용했다. 적출한 피부에서 피하지방과 조직을 

피부가 상하지 않게 제거한 피부 크기는 1.5 cm ⨯ 1.5 
cm로 진피는 제거하지 않고 사용하였다. 각질 부분이 위

로 향하도록 donor와 receptor phase 사이에 피부를 고정

시켰다. Receptor phase과 접촉하는 경표피의 면적은 

0.6362 cm2 이고, receptor phase는 가장 우수한 VEA 용

해도를 보인 HCO-10 : vitamin C : EtOH : PBS = 2.0 

: 0.1 : 10.0 : 87.9 (w/w/w/w%)의 혼합액을 사용하였

다. 준비 된 Franz diffusion cell에 5 mL의 receptor 

phase를 투여하고 항온수조를 이용해 온도를 37 ± 0.5 ℃

로 유지하였다. 교반 속도는 150 rpm으로 2 h 동안 일정

하게 교반시켰다. 각 시료 0.2 mL를 donor의 경표피 표

면에 가한 후 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 24 h 간격(총 8회)으

로 매 회 0.3 mL의 receptor phase을 sampling port를 통

해 파스퇴르 피펫으로 채취하여 1.5 mL 튜브에 보관 하

였다. 채취 직후 동량의 신선한 receptor solution으로 보

충하였다. 채취한 시료는 동량의 methylene chloride를 

넣고 2 min 동안 vortex mixing 한 뒤 10,000 rpm으로 

10 min 동안 원심 분리하였다. Methylene chloride 층을 

취해 HPLC로 VEA의 양을 정량분석 하였다. 

24 h 동안 시료를 채취한 뒤 경표피에 남아있는 VEA

양을 측정하기 위해 우선 diffusion cell에서 꺼낸 직후 2회

에 걸쳐 PBS로 세척하였다. 세척 후 receptor phase와 닿

았던 부위를 잘라 1.5 mL 튜브에 넣고 수술용 가위를 이

용해 세절하였다. 여기에 0.3 mL의 methylene chloride

를 넣고 2 min 동안 vortex mixing 후 60 min 동안 초음

파 세척기로 혼합하였다. 이를 10,000 rpm으로 10 min 

동안 원심분리한 뒤 하층부를 취해 경표피에 남아있는 

VEA의 양을 HPLC로 정량하였다. HPLC 조건은 앞서 

Table 2에 나타내었다. 

2.6. 통계처리

모든 실험은 3회 반복하였고 통계분석은 5 % 유의수

준에서 Student’s t-test를 행하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. VEA를 함유한 Nano-emulsion의 제조와 그 안정성 

및 입자 크기 측정

3.1.1. UV-Vis를 이용한 VEA 유무 확인

VEA의 최대 흡광도는 285 nm로 알려져 있다[20]. 제

조한 Table 1의 네 가지 nano-emulsion의 최대 흡광도를 

UV-visible spectrophotometer로 측정하였다. VEA 단

독의 흡광도를 측정한 결과 285 nm에서 최대 흡광도를 

나타냈으며, 제조한 네 가지 nano-emulsion 모두에서 

VEA의 최대 흡광도가 285 nm 임을 확인하였다(data 

not shown). 

3.1.2. 제조한 VEA Nano-emulsion의 입자 크기 측정

제조한 VEA nano-emulsion의 입자 크기는 광산란 입

자 측정기(dynamic light scattering (DLS) particlesizer, 

ELS-Z, Otsuka Elec., Japan)를 이용하여 측정하였다. 

입자의 크기는 시료 3 > 시료 2 > 시료 1 > 시료 4의 순서

로 나타났다(Figure 5).

EtOH 함량을 달리 한 시료 중 EtOH 함량이 20.0 wt%

인 시료 3의 평균 입자 크기는 804.1 nm로 가장 컸으며 

EtOH 함량이 1.0 wt%인 시료 1이 478.6 nm로 가장 작

았다. 이러한 경향은 계면활성제 HCO-60을 0.007 wt% 

사용한 VEA nano-emulsion에서 EtOH 함량이 5.0 wt%
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Figure 5. Particle size comparison of VEA nano-emulsion. 

Sample 1 (◆), sample 2 (■), sample 3 (▲), sample 4 (Х).

Figure 6. Particle size of VEA nano-emulsion with concen-

tration of EtOH (wt%).

Figure 7. Concentration of VEA from the differential re-

ceptor phase formulations of ethanol (mean ± S.D., n = 3).

를 넘어서면서 나타난다. EtOH 함량이 5.0 wt%인 경우

의 입자 크기는 479.1 nm로 함량이 1.0 wt%인 에멀젼과

는 0.5 nm 차이밖에 나지 않았다. 하지만 EtOH 함량이 

10.0 wt%인 에멀젼의 경우 입자 크기는 587.4 nm로 100 

nm 이상 차이가 나는 것을 확인하였다. 이는 EtOH 함량

이 계면활성제가 oil-water 계면에서 작용할 수 있는 적

정 수준을 벗어나 나타나게 되는 Ostwald ripening 현상

으로 설명될 수 있다. 제조 된 VEA nano-emulsion은 

EtOH 함량이 5.0 wt% 정도 까지는 어느 정도 비슷한 크

기의 안정한 에멀젼을 형성하지만, 더 많은 양의 EtOH

이 첨가되면 완전히 혼합되지 않은 EtOH이 안정한 에멀

젼 부근에 존재하게 된다. 이러한 현상으로 인해 입자의 

크기 차이가 생기게 되고, 큰 입자와 작은 입자의 표면적 

차이로 인해 발생되는 용해도 차이로 인해 Ostwald rip-

ening이 나타난다. 이로 인해 상대적으로 작은 입자가 큰 

입자에 흡수되면서 큰 입자의 크기는 더욱 커지게 된다

[21]. 

또 다른 경향성을 보기 위해 계면활성제인 HCO-60의 

함량에 따른 입자 크기를 비교하였다. HCO-60의 함량을 

0.5 wt%로 늘리고 EtOH 함량이 10.0 wt%인 에멀젼(시

료 4)과 HCO-60 함량이 0.007 wt%이고 다른 조건은 동

일한 에멀젼(시료 2)의 입자 크기를 비교한 결과 Figure 

5에서 보는 바와 같이 시료 4는 에멀젼 입자 크기가 26.0 

nm로 네 가지 시료 중 가장 작았다. 이것은 810.55 nm인 

시료 2와 비교했을 때 1/20에 해당하는 크기로 입자 크기

가 쥐 피부 투과와의 상관관계를 밝혀내는 데 사용되었다. 

3.2. Receptor Phase의 선택

3.2.1. EtOH 함량에 따른 비교 실험

Receptor phase를 구성하는 EtOH의 함량에 따라 

VEA의 용해도에 영향을 줄 것으로 예상되었다. 최적의 

VEA 용해도를 갖는 EtOH 함량을 찾기 위해 5.0, 10.0, 

20.0, 40.0 wt%의 EtOH 함량을 갖는 네 가지 시료를 준

비해 37.0 ℃에서 24 h 동안 V6A Stirrer로 교반하였다. 

실험 결과 EtOH 함량이 10.0에서 20.0 wt%일 경우 

VEA의 용해도가 큰 것으로 나타났다. 일반적으로 지용

성 비타민인 VEA는 EtOH에 잘 용해되지만 본 실험에

서는 상대적으로 많은 양을 차지하는 PBS에 의해 더 많

은 영향을 받는 것으로 생각된다. 즉, VEA의 용해도가 

좋은 EtOH 함량은 10.0 ~ 20.0 wt%인 것으로 확인할 

수 있다. EtOH 함량이 10.0 wt% 미만인 경우나 20.0 

wt%를 초과할 경우에는 상대적으로 용해도가 크게 감
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Figure 8. Concentration of VEA from the differential re-

ceptor phase formulations of surface active agents (mean ± 

S.D., n = 3).

Figure 9. Concentration of VEA from the differential re-

ceptor phase formulations (mean ± S.D., n = 3). Sample 1 

(◆), sample 2 (■), sample 3 (▲).

Figure 8. Concentration of VEA from the differential re-

ceptor phase formulations of surface active agents (mean ± 

S.D., n = 3).

소하는 것을 볼 수 있었다(Figure 7). 이는 VEA에 대한 

용해도가 높은 receptor phase 조성은 EtOH 함량이 10.0 

~ 20.0 wt%가 적절한 것임을 말해준다. Receptor phase

를 구성하는데 있어서 적절한 EtOH 함량은 VEA의 용

해도를 높일 수 있는 것으로 나타났다. 

3.2.2. 계면활성제 종류에 따른 비교 실험

네 가지 계면활성제 중 VEA에 대한 용해도가 가장 큰 

계면활성제를 선택하기 위하여 HPLC로 검출되는 VEA

의 양을 비교하였다. 실험결과 Arlacel-83 (HLB 3.7) > 

HCO-10 (HLB 6.5) > Arlacel-60 (HLB 4.7) > 

GMS-205 (HLB 3.8) 순으로 VEA에 대한 용해도가 좋

은 것으로 나타났다(Figure 8). Arlacel-83은 대표적인 

지용성 계면활성제로 화장품과 제약 분야에 널리 사용되

는 것으로 알려져 있다. GMS-205의 경우 VEA를 첨가

한 직후 굳어지기 시작하여 정량분석에서 제외시켰다. 

결과적으로 receptor phase에 사용된 계면활성제 종류에 

따라 용해되는 VEA의 양이 달랐고, 이것은 계면활성제

의 HLB 값과는 상관관계가 없었다. 다만 화학 구조적으

로 VEA를 가장 많이 용해시킨 계면활성제 Arlacel-83

에 대한 실험과 논의는 추후 추가 실험을 통해 진행할 것

이다. 뒤에 진행된 쥐 피부 투과 실험에서는 HCO-60과 

가장 친화력이 좋은 HCO-10을 receptor phase의 계면활

성제로 사용하였다. 

3.2.3. 산화방지제에 따른 비교 실험

Ascorbic acid와 EDTA-2Na, 그리고 두 산화방지제를 

혼합한 receptor phase에 대한 VEA의 용해도를 비교하

였다(Figure 9). 0.5 h에서의 VEA 검출량은 ascorbic 

acid를 사용한 시료 1과 두 산화방지제를 혼합한 시료 3

이 비슷했지만 시간이 흐름에 따라 양상이 크게 바뀌었

다. 4 h 이후부터 24 h까지 2배 정도의 검출량 차이를 보

이며 ascorbic acid가 함유 된 receptor phase가 VEA에 

대한 용해도가 높았다. 이와 달리 EDTA-2Na를 산화 방

지제로 사용한 경우 VEA의 검출량이 불안정한 것으로 

나타났다. 검출량의 시간에 따른 경향성이 보이지 않았

고 육안으로 확인 한 결과 receptor phase에 VEA가 완

전히 용해되지 않는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 결과

는 ascorbic acid를 사용하는 것이 EDTA-2Na나 두 산화

방지제를 혼합하여 사용하는 것보다 VEA를 효과적으로 

용해시킴을 보여준다. 

이상의 세 가지 비교 실험을 통해 최적의 VEA 용해도

를 갖는 receptor phase를 선택하였다. 그 조성비는 

HCO-10 : vitamin C : EtOH : PBS = 2.0 : 0.1 : 10.0 

: 87.9 (w/w/w/w%)로 하였다. 이 receptor phase를 이

용해 Franz diffusion cell에 적용하여 VEA nano-emul-

sion의 쥐 피부 투과 실험을 진행하였다.

3.3. VEA Nano-emulsion 조성에 따른 쥐 피부 투과 실험

Nano-emulsion 조성에 따른 VEA의 쥐 피부 투과량

을 24 h 까지 시간 테이블에 따라 정량분석 하여 이로부

터 얻은 피부를 투과한 VEA의 양상을 Figure 10에 나타

내었다. 앞서 측정된 에멀젼의 입자 크기는 시료 3(804.1 

nm) > 시료 2(587.4 nm) > 시료 1(478.6 nm) 순으로 큰 

것을 확인하였다. EtOH 함량이 증가함에 따라 입자 크

기도 커지는 경향을 보였으나 쥐 피부를 이용한 VEA 투

과 실험에서 가장 투과가 잘 된 에멀젼은 EtOH 함량이 

10.0 wt%인 시료 2였다. 시료 2의 경우 VEA의 최종 투
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Figure 10. Permeation profiles of VEA through ICR outbred al-

bino mice skin from the differential emulsion formulations (mean 

± S.D., n = 3). Sample 1 (◆), sample 2 (■), sample 3 (▲).

Figure 12. Remaining amounts of VEA through ICR outbred 

albino mice skin from the differential emulsion formulations 

(mean ± S.D., n = 3). Sample 1: EtOH 1.0 wt%; sample 2: 

EtOH 10.0 wt%; sample 3: EtOH 20.0 wt%; sample 4: 

HCO-60 0.5 wt%.

Figure 11. Permeation profiles of VEA through ICR outbred 

albino mice skin from the differential concentration of 

HCO-60 formulations (mean ± S.D., n = 3). Sample 2 (■), 

sample 4 (□).
과량은 128.8 µg/cm2으로 초기 VEA 투입량 220.057 

µg/cm2과 비교하여 58.53 %가 투과된 것을 확인하였다. 

초기 8 h 까지 EtOH 함량이 다른 세 가지 에멀젼은 비슷

한 VEA 투과량을 보였지만, 8 h이 지나면서 EtOH 함량

이 10.0 wt%인 시료 2의 투과량이 크게 증가하였다. 시

료 3(EtOH 함량 20.0 wt%; 투과량 97.28 µg/cm2; 초기 

투입량 대비 44.21 %)이나 시료 1(EtOH 함량 0.1 wt%; 

투과량 33.67 µg/cm2; 초기 투입량 대비 15.3 %)에 비해 

눈에 띄게 많은 양이다(Figure 10). 상대적으로 입자 크

기가 작았던 시료 1의 VEA 투과량이 적은 것은 괄목할 

만한 부분이다. 이는 에멀젼의 입자 크기가 작을수록 피

부 투과력을 향상 시키는 것은 아니라는 것을 나타낸다. 

시료 2(587.4 nm) > 시료 3(804.1 nm) > 시료 1(478.6 

nm)의 순으로 많은 양의 VEA가 쥐 피부를 투과했다. 

이러한 결과로 VEA와 같은 활성성분을 피부 내로 투과

시키기 위해서는 최적의 에멀젼 조성 조건이 있다는 것

을 확인하였다. VEA는 EtOH 함량이 10.0 wt%인 에멀

젼 조성 조건에서 가장 좋은 피부 투과력을 보인 것으로 

판단된다. 

계면활성제 함량을 달리한 시료 4를 동일 EtOH 농도

인 시료 2와 비교한 결과를 Figure 11에 나타냈다. 에멀

젼 입자의 크기는 계면활성제가 과량으로 들어간 시료 4

가 1/20 정도인 26.0 nm로 매우 작았지만 쥐 피부를 투

과한 VEA의 최종량은 입자크기가 587.4 nm인 시료 2보

다 오히려 적은 54.848 µg/cm2 이었다(Figure 11). 계면

활성제가 많이 들어간 에멀젼의 입자 크기는 작아졌지만 

활성성분의 피부 투과력은 향상되지 않았다는 것을 확인 

할 수 있었다. 

24 h 동안 피부를 투과한 VEA의 검출 외에 피부에 남

아있는 잔류 VEA의 양을 측정하였다. VEA의 잔류량은 

과량의 계면활성제를 함유한 시료 4가 초기 투입량과 비

교하여 약 15 %의 VEA가 잔류하여 가장 많았다. 이것

은 지용성 계면활성제인 HCO-60이 과량으로 함유된 에

멀젼에 포함된 VEA가 계면활성제와 함께 피부를 통과

하지 못하고 피부에 잔류하는 것을 나타내는 결과이다. 

또한 EtOH 함량에 따른 에멀젼의 경우 VEA의 잔류량

은 시료 1(EtOH 함량 1.0 wt%) > 시료 3(EtOH 함량 

20.0 wt%) > 시료 2(EtOH 함량 10.0 wt%) 순으로 나타

났다(Figure 12). 이러한 결과는 10.0 wt% EtOH을 함유
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한 시료 2의 VEA 피부 투과량이 가장 많았던 결과와 일

치한다. 투과량이 많으면 상대적으로 피부에 남아있는 

활성성분의 양은 적었다.

이와 같은 결과로 활성성분의 피부 투과력을 향상시키

기 위하여 nano-emulsion의 입자 크기도 중요하지만 그 

에멀젼의 조성이 더 중요하다는 것을 알 수 있었다. 활성

성분의 피부 투과력을 증대시키기 위해서는 에멀젼에 함

유된 EtOH과 계면활성제 함량의 최적 조건을 찾는 것이 

중요하다는 것을 다시 한 번 확인하였다.

4. 결    론

1) VEA를 0.07 wt% 함유한 nano-emulsion의 입자 크

기는 DLS 입도분석기를 이용해 측정하였다. 네 가지 조성

이 다른 nano-emulsion의 입자 크기는 시료 3(EtOH 20.0 

wt%) > 시료 2(EtOH 10.0 wt%) > 시료 1(EtOH 1.0 

wt%) > 시료 4(HCO-60 0.5 wt%)의 순서로 나타났다. 

EtOH 함량 증가에 따라 에멀젼 입자의 크기는 증가하였

으며, 계면활성제 함량이 많은 경우 입자 크기는 작아졌다.

2) Receptor phase의 EtOH 함량을 조절하여 적절한 

VEA의 용해도를 확인 할 수 있었다. EtOH 함량이 5.0, 

40.0 wt%인 경우보다 10.0 ~ 20.0 wt%인 경우 VEA의 

용해도가 높은 것을 확인하였다. 

3) Receptor phase에 사용되는 계면활성제의 종류에 

따른 VEA 용해도 변화를 확인하였다. 화학구조가 다른 

네 가지 계면활성제를 비교한 결과 Arlacel-83 (HLB 

3.7) > HCO-10 (HLB 6.5) > Arlacel-60 (HLB 4.7) > 

GMS-205 (HLB 3.8) 순으로 VEA에 대한 용해도가 높

은 것으로 나타났다. 

4) Receptor phase에 첨가된 산화 방지제에 따라 

VEA의 용해도는 차이를 나타냈다. 측정 초기에는 as-

corbic acid가 함유 된 시료 1과 두 산화방지제를 혼합한 

시료 3이 비슷한 VEA 검출량을 보였지만 4 h 이후부터 

24 h까지 2배 정도의 검출량 차이를 보이며 ascorbic acid

가 함유 된 receptor phase가 VEA에 대한 용해도가 높

은 것으로 나타났다. 이와 달리 EDTA-2Na를 산화 방지

제로 사용한 경우 VEA의 검출량이 일정하지 않은 것으

로 나타났다. Ascorbic acid를 사용하는 것이 EDTA-2Na

나 두 산화방지제를 혼합하여 사용하는 것보다 VEA를 

효과적으로 용해시키는 것을 보여준다.

5) 네 가지 다른 함량의 VEA 함유 nano-emulsion을 

쥐 피부를 이용한 Franz diffusion cell에 적용시켜 VEA

의 투과량을 측정한 결과 EtOH 함량이 10.0 wt%인 시

료 2의 경우에 128.8 µg/cm2으로 가장 많은 양이 검출되

는 것을 볼 수 있었다. 이것은 초기 VEA 투입량인 

220.057 µg/cm2 대비하여 58.53 %가 투과된 것으로 

EtOH 함량이 다른 시료 1(1.0 wt%)과 3(20.0 wt%)에 

비교해 볼 때 각각 45 %, 15 % 이상 높았다. 시료 2가 

상대적으로 입자 크기가 작은 시료 1이나 입자 크기가 

크지만 EtOH 함량이 많은 시료 3보다 VEA 투과량에 

있어서 더 적절한 조성이라는 것을 확인할 수 있었다. 과

량의 계면활성제를 사용한 시료 4의 경우 동일 EtOH 농

도로 제조한 시료 2와 비교했을 때 입자 크기는 1/20 정

도로 작았지만(26.0 nm) 피부를 투과하는 VEA 양은 시

료 2(590.7 nm)보다 오히려 적은 것으로 확인되었다. 

이상의 결과들로 항산화제로서 화장품과 의약품에 널

리 적용되고 있는 VEA를 함유한 nano-emulsion의 피부 

투과도와 receptor phase 조성에 따른 VEA의 용해도 차

이를 확인하였다. 이러한 결과들을 이용해 피부 내로 

VEA를 침투시키는 데 필요한 최적의 조건 확립에 한 걸

음 다가설 수 있을 것으로 보인다. 
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