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아민화 젤라틴 -후코이단 미세캡슐의 제조
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Abstract Aminated gelatin microparticles were prepared with fucoidan at concentrations ranging from 0.5 to 2.0%. In
order to acquire a higher primary amino group content regarding gelatin, gelatin was synthesized by using 1,2-
ethylenediamine and free amino groups of aminated gelatin microsphere sample uncrosslinked or crosslinked with fucoidan
have been determined by using trinitrobenzensulfonic acid (TNBS) methods. At the smallest fucoidan concentration, the
free amino group content of the aminated gelatin microparticles was highest and decreased when fucoidan concentrations
were increased. Furthermore, as concentration of fucoidan increased, the release from microparticles decreased. The in vitro
gastric mucoadhesion of microparticles were evaluated by using fluorescent-labeled microparticles in an isolated and
perfused mouse stomach. The gastric mucoadhesion of the aminated gelatin microparticles was significantly improved
compared with that of gelatin microparticles.
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서 론

미세캡슐은 특정 물질을 외부 환경으로부터 보호하거나 원하

는 장소 또는 원하는 시점에서 방출시킬 목적으로 피복 물질을

사용하여 마이크로미터 크기의 캡슐로 제조한 것을 말한다. 최근

에는 기능성물질, 첨가물 또는 미생물 등을 캡슐화하여 그 효율

을 높이며 또한 원하지 않는 맛이나 향을 가진 물질들을 캡슐화

하여 제품의 품질을 향상시키는 목적으로도 연구되고 있다(1,2).

젤라틴은 동물의 뼈, 연골, 가죽 등 결합조직의 주요 단백질 성

분인 콜라겐의 부분적인 가수분해에 의해 얻어지는 유도단백질

로써 생체 적합성이 높고 무독성의 생분해성 특성을 가지고 있

어 음식, 제약, 포토그래픽, 화장품 사업등 광범위하게 쓰이고 있

다. 젤라틴은 비교적 낮은 온도와 농도에서도 점성을 부여하며,

젤라틴 용액은 냉각될 때 선명하고 탄력성 있는 열가역적 겔을

형성하기 시작하여 미세캡슐의 피복물질로 사용되고 있다(3,4).

그러나 젤라틴은 수용액에서 쉽게 녹아버리기 때문에 그 안정성

을 높여주기 위하여 formaldehyde 나 glutaraldehyde와 같은 화학

물질과의 crosslinking 방법이 이용되고 있다. 하지만 이들은 독성

을 지닌 화학물질이므로 이러한 단점을 보완하기 위하여 genipin(4),

chitosan(5) 등과 같은 천연 재료들이 사용되고 있다.

후코이단은 갈색 해조류, 성게알의 젤리층, 해삼 체벽에서 추

출한 복합황산다당류로, 혈액응고 등의 기능이 알려져 있으며 일

본과 한국에서 식용식품으로 사용되고 있다. 이것은 위암세포계

인 헬리코박터 파이로리의 접착을 저해시킨다고 입증되었다(6).

Shibata 등(7)은 후코이단이 헬리코박터 파이로리 감염을 방지하

고 위암 관련 위험요소를 줄여준다고 보고했다. 후코이단의 많은

약리학적 연구에도 불구하고 후코이단에 기초한 delivery system

에 관련된 정보는 별로 없다. 따라서 본 실험에서는 젤라틴 미세

캡슐의 crosslinking agent로서 후코이단을 사용하였고 젤라틴의

양이온을 증가시켜 위점막 점착성을 향상시킬 목적으로 젤라틴

을 변성시켜 아민화 젤라틴을 제조하여 사용하였다.

본 연구에서는 후코이단과 결합한 아민화 젤라틴 미세캡슐을

제조하여 후코이단 농도에 따른 결합정도 및 방출속도 등의 그

특성을 알아보고 위점막에서의 점착력 효과를 알아보고자 하였

다. Amoxicillin은 위의 헬리코박터 파이로리 염증의 치료로 널리

쓰이고 있는 항생물질로 본 연구의 약 모델로 사용되었다.

재료 및 방법

실험재료

젤라틴은 어류에서 유래된 분자량이 196 kDa인 것으로 Samchun

Pure Chemical Co.(Pyeongtaek, Korea)에서 구입하였다. 후코이단

(MW 200 kDa; Organic Sulfate 34.2%)은 Kolon Life Science

(Gwacheon, Korea)에서 공급받았으며, olive oil은 Duksan Pure

Chemical Co.(Ansan, Korea)에서 구입하였다. 그 밖의 amoxicillin

trihydrate, Fluorescein isothiocyanate(FITC), 2,4,6-trinitrobenzene-

sulfonic acid(TNBS) in 5%(w/v) water solution들은 Sigma-Ald-
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rich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

아민화 젤라틴의 합성

아민화 젤라틴은 Wang 등(8)의 방법에 따라 준비하였다. 먼저

젤라틴을 phosphate buffer(pH 5.3)에 녹이고, 충분한 양의 1,2-

ethylenediamine solution을 넣었다. 그 후 pH 5로 맞춘 후, 1-

ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide hydrochloride를 넣어

주었다. 만들어진 solution은 37oC에서 한 시간 동안 반응을 시켜

주고 48시간 동안 증류수를 이용한 투석과정을 거친 후 동결건

조하였다.

아민화 젤라틴-후코이단 미세캡슐 제조

40mL의 증류수에 아민화 젤라틴(8 g)을 녹이고 10 mg의 amox-

icillin을 가한 뒤 후코이단을 각각 0.5, 1, 1.5, 2%(w/v) 농도로 첨

가하였다. 혼합된 용액을 60oC로 예열된 olive oil(40 mL)에 넣어

800 rpm에서 한 시간 동안 교반시켰다. Emulsion은 ice bath를 이

용해 빠르게 5oC로 낮추어 주고 5oC의 아세톤 60 mL를 넣어 다

시 10분간 stirring 시켰다. 그 후 얻어진 캡슐을 5oC 아세톤으로

씻고 24시간 동안 진공건조 하였다.

미세캡슐의 특성

미세캡슐의 표면과 크기는 scanning electron microscope(SEM)

(XL 40, Philips, Eindhoven, The Netherlands)을 이용하여 관찰하

였고, sample은 double side sticky tab을 이용하여 aluminium

stub에 올려 MSP-1S magnetron sputter coater(Vacuum Device,

Tokyo, Japan)로 골드 코팅공정을 거친 후에 15 kV acceleration

voltages 조건에서 진행되었다.

미세캡슐의 효율을 측정하기 위하여 약 1 g의 미세캡슐을 50

mL 증류수에 넣고 가열시킨 후 UV spectrophotometer(Shimadzu,

1601PC, Tokyo, Japan)를 이용해 225 nm에서 흡광도를 측정하여

아래의 식에 대입하여 계산하였다.

Loading efficiency (%)

= 
Calculated amoxicillin concentration 

×100
  Theoretical amoxicillin concentration

후코이단 농도에 따른 아민화 젤라틴 미세캡슐의 유리 아미노

그룹 함량

제조된 미세캡슐의 유리아미노산의 함량은 TNBS 방법을 사용

하여 측정하였다(8). 3 mg의 미세캡슐을 pH 8.0 borate buffer(3

mL)에 넣고 0.01%(w/v) TNBS solution 0.25 mL를 넣어주었다.

암실 속 40oC에서 2시간 반응 후에 부유물은 filter paper(Watman

Cat No. 1004 185, 185mm φ, Maidstone, England)를 통해 거른

후, 여과액에 1% tricholroacetic acid를 포함하고 있는 DL-valine

용액(40 nM/mL) 0.1 mL를 넣었다. 용액을 다시 40로 조절된 어

두운 곳에서 1시간 incubation 한 후 10 mL의 5 M HCl을 첨가하

고 UV spectrophotometer(Shimadzu, 1601PC, Tokyo, Japan)를 이

용해 335 nm에서 absorbance를 측정 하였다.

젤라틴 미세캡슐의 방출

젤라틴 미세캡슐에서의 방출속도는 다음과 같은 투석방법을 이

용하여 분석하였다. 걸러진 미세캡슐을 투석막에 넣어 500 mL의

PBS buffer(pH 7.8)에 담그고 200 rpm, 37oC의 조건으로 유지시켜

주었다. 매 시간마다 각각 10 mL의 sample을 추출하여 UV spec-

trophotometer(Shimadzu, 1601PC, Tokyo, Japan)를 이용해 225 nm

의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

젤라틴 미세캡슐의 위 점막 점착성 측정

미세캡슐의 Fluorescence labeling

미세캡슐의 위 점막 점착성 측정을 위하여 FITC-label된 미세

캡슐을 제조하였다. 6 mL의 carbonate buffer(pH 9.4)에 젤라틴 미

세캡슐 40 g과 0.4 mL의 FITC 용액(FITC 5 mg/methanol 1 mL)

용액을 넣은 후, 4oC에서 10시간 동안 stirring시켰다. 그 후 원심

분리기(5000 rpm, 4oC, 5 min)를 이용해 미세캡슐을 분리하고 FITC

잔여물을 제거하기 위해 증류수로 반복해서 세척하여 4oC에서 보

관하며 사용하였다.

위 점막 점착성 측정

미세캡슐의 위 점막 점착성 측정은 Liu 등(9)의 방법을 변형하

여 연구하였다. 쥐(ICR, 30 g)의 위를 길이 2 cm, 폭 1 cm의 크기

로 잘라 액체질소 가스를 부어 급속 냉동 시킨 후 −80oC에서 30

분간 보관 후 4oC에 저장하였다. 샘플을 PBS 용액으로 세척하고

젤라틴 미세캡슐과 아민화된 젤라틴 미세캡슐을 각각 100개씩 위

점막 위에 고르게 분산시킨 후 93% 상대습도와 실온에서 20분

간 보관하였다. 그 후 조직을 꺼내어 polyethylene plate에 고정시

키고 pH 1.2의 인공위액으로 세 번 세척하고 그 표면에 남아있

는 미세캡슐을 모아 5 mL PBS에 녹여 flurospectrophotometer

(Shimadzu, 1601PC, Japan)를 이용해 excitation 485 nm, emission

530 nm에서 형광도를 측정하였다.

아민화된 젤라틴 미세캡슐과 위점막과의 점착성이 전기적 상

호 작용에 의해 이루어지는 지를 확인하기 위하여 2 mL의 1, 2-

ethylenediamine으로 세척하여 위 점막 표면을 중성상태로 만든

후 동일하게 실험을 진행하였으며 3회 반복 실험하였다.

통계처리

본 연구에서의 모든 결과값은 SAS program(SAS Institute Inc.,

Cary, NC)을 이용하여 분산 분석하였으며, 다중비교법인 Duncan’s

multiple range test를 사용하여 유의차가 있는 경우에는 p<0.05 유

의수준에서 비교하였다.

결과 및 고찰

아민화 젤라틴-후코이단 미세캡슐의 제조 및 특성

아민화 젤라틴-후코이단 미세캡슐은 젤라틴의 양전하인 amino

그룹과 후코이단의 음전하인 sulfate와의 이온결합으로 이루어졌

다. Fig. 1은 젤라틴 미세캡슐의 표면형태를 보여준다. 젤라틴 미

세캡슐은 동일한 구 모양과 부드러운 표면을 가지고 있으며 그

크기는 약 50-150 µm였다.

다양한 농도의 후코이단과 결합된 젤라틴 미세캡슐의 수율은

50-71%의 범위를 나타내었다(Fig. 2). 후코이단의 농도가 1%이상

첨가될수록 수율은 감소하는 경향을 보였다.

후코이단의 농도에 따른 젤라틴 미세캡슐의 유리 아미노 그룹

의 함량

젤라틴은 amino 그룹의 양전하를 가지고 있고, 후코이단은

sulfate 그룹의 음전하를 가지고 있기 때문에, 젤라틴은 후코이단

과 정전기적 상호작용으로 결합하여 미세캡슐을 이루게 된다(10).

따라서 TNBS 방법을 통하여 후코이단과 결합하고 남은 젤라틴

의 아미노 그룹의 양을 확인 할 수 있었다.

Fig. 3은 다양한 농도의 fucoidan과 결합한 gelatin의 free amino
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group을 보여주고 있다. 0.5% 후코이단으로 처리한 젤라틴 미세

캡슐은 0.0713으로 가장 높았고 후코이단 2%가 첨가된 젤라틴

미세캡슐은 0.0450로 가장 낮았다. 즉, 후코이단의 농도가 높아질

수록 미세캡슐내의 free amino group의 함량이 점차 낮아지게 되

는 것으로 보아 후코이단과 젤라틴 사이의 cross-linking이 더 견

고하게 이루어졌음을 알 수 있다.

아민화 젤라틴 미세캡슐의 약물 방출

Fig. 4는 후코이단의 농도에 따른 미세캡슐의 방출실험 결과를

보여주고 있다. PBS(pH 7.4)에서 0.5% 후코이단 첨가된 젤라틴

미세캡슐의 경우 5시간 동안 젤라틴 미세캡슐 내 포집물질의 약

92%가 방출되었다. 그리고 cross-linking agent인 후코이단의 농도

가 증가할수록 방출속도는 감소하는 것을 볼 수 있었다. 일반적

으로 미세캡슐의 결합정도가 높을수록 캡슐로부터 외부로의 core

material의 확산이 느려진다. Muvaffak 등(11)은 glutaraldehyde로

결합시킨 젤라틴 미세캡슐의 경우에도 glutaraldehyde의 농도가 증

가할수록 캡슐로부터 방출속도는 감소함을 보여주었다. 인공위액

(pH 1.2)에서도 역시 후코이단의 농도가 증가할수록 방출속도가

감소하는 것을 확인할 수 있었다. 결과적으로 두 경우 모두에서

cross-linking의 정도에 따라 release 결과에 영향을 미치며 그 link

가 견고할수록 core material의 방출이 보다 더디게 일어남을 보

였다.

그리고 pH 1.2인 인공위액에서 3시간 정도 후에 80% 이상 방

출 되었으나 pH 7.4의 PBS 에서는 약 40% 정도 방출되어 인공

위액에서의 방출이 훨씬 더 빠른 것을 볼 수 있었다. 낮은 pH

환경에서는 미세캡슐내의 아미노 그룹간에 강한 정전기적 반발

력 때문에 캡슐의 팽창력이 증가하여 높은 pH 환경에서보다 내

부의 물질이 방출되기 쉬워진다(8).

Fig. 3. Absorbance of uncrosslinked amino groups in aminated

gelatin microparticles crosslinked different concentration of

fucoidan.

Fig. 4. Release profile from aminated gelatin microparticles
crosslinked with different concentration fucoidan. (a), phosphate
buffered saline (pH 7.4); (b), simulated gastric fluid (pH 1.2). 

Fig. 1. SEM pictures of aminated gelatin-fucoidan microparticles.

Fig. 2. Encapsulation efficiency of aminated gelatin-fucoidan
microparticles.
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미세캡슐의 위 점막점착성

미세캡슐의 위 점막점착성은 fluorescent-labeled 미세캡슐을 제

조하여 위점막 표면에 남아있는 미세캡슐의 Fluorescence intensity

로 측정하였다. Fig. 5는 쥐의 위 점막에 미세캡슐 100개를 붙인

뒤 그 점착성을 확인한 결과로 아민화 젤라틴 (a)의 경우 젤라틴

미세캡슐 (b)의 경우보다 훨씬 많은 미세캡슐이 남아 있음을 볼

수 있다. (c)는 위점막에 1,2-ethylenediamine을 처리하여 음전하를

띄고 있는 위 점막 표면에 amino group의 양전하를 주어 위 점

막 표면을 중성상태로 만들어 아민화된 젤라틴 미세캡슐과 위점

막과의 점착성이 전기적 상호 작용에 의해 이루어지는 지를 확

인하였다. (c)는 젤라틴이나 아민화된 젤라틴의 경우보다 현저히

적은 미세캡슐이 남아 있었다. 그리고 남아있는 미세캡슐의

Fluorescence intensity를 측정한 Fig. 6에서 (c)의 형광 흡광도 값

이 유의적으로 가장 낮아 중성 상태로 된 위점막에는 미세캡슐

이 거의 점착되지 않았음을 알 수 있었으며 젤라틴 미세캡슐의

위점막 점착력은 점막의 negatively charged sialic acid residue 와

젤라틴의 amino 그룹사이의 정전기적인 인력에 의한 것임을 확

인할 수 있었다.

아민화된 젤라틴의 경우 일반 젤라틴 보다 primarily amino

group의 함량이 높기 때문에 더 높은 표면전하 절대 값을 가지

게 되고 그만큼 위점막과의 사이에 정전기적 인력도 커져 점착

력이 높아진다(12). Fig. 6에서 쥐의 위 점막에 아민화된 젤라틴

미세캡슐이 일반 젤라틴 미세캡슐보다 유의적으로 더 많이 남아

있는 것을 확인할 수 있었다(p<0.05). 즉 아민화된 젤라틴의 위

점착력이 일반 젤라틴 미세캡슐보다 높다고 할 수 있다.

요 약

아민화 젤라틴 미세캡슐은 젤라틴의 양이온인 amino 그룹과

후코이단의 음이온인 sulfate 그룹과의 이온결합으로 제조되었다.

후코이단의 농도가 증가할수록 미세캡슐의 유리아미노 그룹의 함

량은 감소했으며, 또한 미세캡슐로부터의 방출 속도 역시 후코이

단의 농도가 증가함에 따라 감소했고 pH 1.2인 인공위액에서의

방출 속도가 pH 7.4인 PBS 에서보다 더 빠른 것을 알 수 있었

다. 아민화 젤라틴 미세캡슐은 일반 젤라틴 미세캡슐보다 유리

아미노 그룹의 함량이 높아 음전하를 띄고 있는 위점막에 점착

력이 커짐을 알 수 있었다. 본 연구는 아민화 젤라틴 미세캡슐을

제조하고 점착력을 살펴본 것으로서, 본 연구결과를 토대로

amoxicillin을 캡슐화한 아민화 젤라틴 미세캡슐의 헬리코박터 저

해능력에 대한 연구도 진행되어야 할 것이다.
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