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요 약

본 연구는 미세유체 장치를 통해 제조가 이루어진 펙틴 하이드로겔 입자의 수거 방법을 다르게 하였을 때 각 방법에

따른 하이드로겔의 물리적 특성을 비교한 것이다. 펙틴 하이드로겔 입자는 미세유체 채널 내에서 미네랄 오일에 분산

된 칼슘 이온에 의해 겔화되고 이후 각각 파이펫팅법, 튜브법, 침전법을 통해 수거하였다. 각 방법으로 수거된 펙틴 하

이드로겔 입자의 단분산성을 분석한 결과 침전법의 변동 계수(Coefficient of variation)는 3.46으로 파이펫팅법(18.60)과

튜브법(14.76)의 변동 계수보다 월등히 낮아 가장 우수한 단분산성 하이드로겔 입자를 만들 수 있었다. 상기 침전법을

이용한 조건에서 분산상과 연속상의 부피유속 및 펙틴 용액의 점도를 조절함으로써 30 µm에서 180 µm까지의 다양한

크기를 갖는 단분산성 펙틴 하이드로겔을 제조할 수 있었다. 본 논문에서 제시한 펙틴 하이드로겔 입자는 생체 물질을

손쉽게 함입할 수 있으므로 이는 향후 약물전달, 식품, 그리고 생체적합성 재료 등으로 활용 가능할 것으로 기대된다.

Abstract − This study investigated the effect of different collection methods on physical properties of pectin hydro-

gels in microfluidic synthetic approach. The pectin hydrogels were simply produced by the incorporation of calcium

ions dissolved in continuous mineral oil. Then, different collection methods, pipetting, tubing, and settling, for harvest-

ing pectin hydrogels were applied. The settling method showed most uniform and monodispersed hydrogels. In the case

of settling, a coefficient of variation was 3.46 which was lower than pipetting method (18.60) and tubing method (14.76).

Under the settling method, we could control the size of hydrogels, ranging from 30 µm to 180 µm, by simple manipu-

lation of the viscosity of pectin and volumetric flow rate of dispersed and continuous phase. Finally, according to the

characteristics of simple encapsulation of biological materials, we envision that the pectin hydrogels can be applied to

drug delivery, food, and biocompatible materials.

Key words: Microfluidics, Pectin, Hydrogel, Collection method, Monodisperse

1. 서 론

3차원 고분자 망상 구조를 갖는 하이드로겔(hydrogel)은 다량의

친수성 물질을 함입할 수 있는 특징 때문에 식품, 조직 공학, 상처

치유 그리고 약물 전달 등 생체적합성(biocompatibility)을 필요로

하는 다양한 분야로 적용되고 있다[1-3]. 또한 하이드로겔은 수분을

흡수하고 투과하는 성질을 가지고 있기 때문에 높은 팽윤, 수축성

을 보이며 고분자 물질에 따라 극성, 표면 성질, 기계적 특성 등 손

쉽게 조절 가능하다는 특징이 있다[4].

하이드로겔은 공유 결합으로 망상 구조를 형성하는 화학적 하이

드로겔과 수소결합, 소수성 상호작용 또는 이온성 결합으로 망상

구조를 형성하는 물리적 하이드로겔로 나뉘어진다. 이 중 이온성

가교를 하는 대표적인 생체 고분자는 알지네이트(alginate), 키토산-

폴리 리신(chitosan-polylysine)[5], 키토산-글리세롤 인산염(chitosan-

glycerol phosphate salt)[6], 펙틴(pectin)[7] 등이 있으며 본 논문에
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서는 펙틴을 사용하였다. 펙틴은 식물의 세포벽, 감귤류 과일의 껍

질 및 사과 등에 존재하는 천연 다당류로, 약물 및 바이오산업 등에

다양하게 적용되는 대표 물질이다[8,9].

일반적으로 하이드로겔 마이크로 입자를 제조하는 방법은 정전

발생 장치(electrostatic generator), 유화(emulsification) 처리, 동축

공기유동(coaxial air flow) 등이 소개된 바 있으며[10,11] 상기 방

법으로 하이드로겔 마이크로 입자를 만들 경우 다분산성을 갖고 크

기 조절이 어렵다는 한계점이 있다. 이러한 상기 문제들은 MEMS

기반의 미세유체 시스템(microfluidic system)을 통해서 해결할 수

있다[12,13]. 미세유체 장치 내부의 유체는 낮은 레이놀즈 수를 가

지기 때문에 층류를 형성하고, 서로 섞이지 않는 두 유체의 흐름을

정교하게 제어할 수 있다. 미세유체 장치에서 제조된 단분산성을

갖는 구형의 하이드로겔은 함입하는 세포의 수, 약물의 양, 생체 분

자의 농도를 정교하게 제어할 수 있는 생체 물질 분석 지지체로 사

용될 수 있으며, 이를 통해 실시간 관찰과 분석, 예측 및 설계가 용

이하다는 장점이 있다[14-18]. 따라서 균일한 크기를 갖는 하이드

로겔의 제조는 예상치 못하는 부수적인 반응을 방지하고, 정교한

실험을 하기 위해 매우 중요한 변수로 여겨지고 있으며 미세유체

장치를 이용한 하이드로겔 입자제조 방법은 현재까지 활발하게 연

구되고 있다[19,20].

기존 미세유체 장치 기반의 하이드로겔 입자제조 방법으로는 균

일한 액적 형성 후 가교 공정을 거치는 순차적인 방법을 따르게 된

다. 펙틴을 이용하여 하이드로겔 입자를 만드는 방법에는 크게 내

부 겔화법(internal gelation), 외부 겔화법(external gelation)으로 구

분할 수 있다[21].

예를 들어 칼슘을 가교제로 사용하는 경우, 내부 겔화법은 고분

자 용액 내에 함입된 칼슘염이 산성에서 이온화되어 반대의 전하를

가진 이온끼리 반응하는 것을 말한다. 그러나 내부 겔화법은 사용

되는 산의 영향으로 세포나 기타 생물 분자에 영향을 미칠 수 있으

며, 기계적 성질이 우수한 미세 입자의 제조를 위해서는 과량의 칼

슘염을 사용해야 하는 단점이 있다[22,23]. 반면 외부 겔화법은 칼

슘 이온이 고분자 바깥에서 안으로 확산되어 겔화하는 것으로써 산

성 용액과 같은 유독성의 물질을 필요로 하지 않는다. 그러나 이 방

법 또한 이온성 고분자(알지네이트, 펙틴 등)를 외부 겔화법으로 수

거할 경우 파이펫 또는 튜브를 사용했을 때 완전 가교되지 않은 상

태의 액적이 쉽게 병합되어 균일한 크기의 액적을 얻기 어렵고, 연

속상과 칼슘 이온이 들어있는 수용액 사이의 계면에서 비대칭적으

로 겔화 되면서 꼬리가 있는 겔이 만들어 질 수 있다[24-26]. 따라

서 이온성 가교를 하는 하이드로겔은 초기에 부분적으로만 겔화되

어있기 때문에 최종적으로 수거할 때 외부의 물리적인 압력을 통한

하이드로겔의 변성이 이루어지며, 이는 하이드로겔의 단분산성을

감소시키는 한계점으로 남아있는 상황이다. 

본 연구에서는 기존의 수거 방법이 가진 문제점을 해결하고자 새

로운 수거 방법을 통해 제조된 펙틴 하이드로겔 입자의 물리적 특

성을 비교하였다. 펙틴 하이드로겔 입자는 칼슘 이온이 분산된 미

네랄 오일을 연속상으로 사용하여 부분 겔화시키고[27], 이후 각각

파이펫팅법(pipetting method), 튜브법(tubing method), 그리고 침

전법(settling method)으로 수거했다. 또한, 우수한 단분산성 하이드

로겔을 얻을 수 있는 침전법을 이용하여 미세유체 장치에서 부피

유속의 조절을 통해 각 점도별 펙틴 액적의 크기 조절이 가능함을

보였으며 제조된 펙틴 하이드로겔 입자 안에 생체 물질을 물리적으

로 고정시키고, 고정화된 물질이 하이드로겔을 제조하는데 영향을

주지 않는 것을 확인하였다.

2. 실 험

2-1. 재료

펙틴 하이드로겔 입자를 제조하기 위해 실험에 사용된 calcium

chloride, mineral oil, sorbitan monooleate(span 80), Polyethylene

glycol sorbitan monolaurate(Tween 20), Fluorescein isothiocyanate

labelled bovine serum albumin(FITC-BSA)은 Sigma-aldrich(MI,

USA)에서 구매하였다. Phosphate Buffered Saline(pH 7.4)는 Gibco

(Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. Poly(dimethylsiloxane)

(PDMS, sylgard 184)는 Dow corning(MI, USA)에서 구매하여 사

용하였고, SU-8 감광제(photoresist, SU-8 3050)와 현상제(developer,

SU-8 developer) 용액은 Microchem Crop.(MA, USA)에서 구매하

였다. 저-메톡실 아민화 펙틴(Low-methoxyl amidated pectin, LM-

106 AS-YA)은 Jupiter International CO., LTD.에서 제공받았다.

2-2. 미세유체 장치 제조

미세유체 장치는 전형적인 소프트리소그래피(Soft-lithography)

공정을 이용하여 제작하였다. PDMS 양각 마스터 몰드는 포토리소

그래피(Photo-lithography) 공정을 이용하여 90 µm 높이로 제작했

으며 음각 마이크로 몰드는 마스터 몰드 위에 PDMS와 경화제를

10:1의 비율로 섞은 고분자 혼합물을 부어 65 oC에서 약 12 시간 동

안 가교시킨다. 이후 PDMS에 직경 1.5 mm 크기의 유체 주입 구멍을

뚫고, PDMS를 얇게 코팅한 유리 기판과 산소 플라즈마 처리를 통해

붙여 미세유체 장치를 제작하였다.

2-3. 펙틴 하이드로겔 입자 제조

본 연구에서 사용된 펙틴 하이드로겔 입자는 미세유체 장치에서

외부 겔화를 통해 제조된다(Fig. 1). 서로 섞이지 않는 두 유체인 펙

Fig. 1. Schematic images of collection methods. A schematic images

of the collection methods including (a) pipetting method, (b)

tubing method, and (c) settling method.
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틴과 미네랄 오일이 각각 분산상과 연속상으로써 채널의 접합부에

서 만나게 되고, 분산상은 접합부에서 대칭적으로 발생하는 전단력

을 통해 구형의 형태로 주 채널을 따라 흐르게 된다. 저-메톡실 펙

틴이 겔화되는 원리는 Ca2+, Zn2+ 와 같은 2가 양이온이 있을 때, 펙

틴 분자에 있는 카복실기와 2가 양이온 사이의 이온성 가교반응에

의한 것이다[33]. 본 연구에서는 연속상으로 칼슘이온을 분산시킨

미네랄 오일을 사용하여 채널 내에서 부분 겔화 시킨 후에 최종적

으로 염화칼슘 수용액(CaCl
2
)에서 완전히 겔화 하였다. 칼슘 이온

이 분산된 미네랄 오일을 만들기 위해서, 미네랄 오일과 염화칼슘

수용액을 각각 3:1의 부피 비율로 섞은 후 약 30 분간 sonification

하여 수중 유형 에멀션(W/O emulsion)을 만든다. 이후 85 oC에서

15 분간 회전 증발기(Rotary evaporator)를 이용하여 끓는점 차이에

의해 수분만 증발시키면 칼슘이온이 균일하게 분산된 미네랄 오일을

얻을 수 있다[34].

2-4. 하이드로겔 수거 방법

본 연구에서는 미세유체 장치 내에서 부분 겔화시킨 액적을 서로

다른 세 가지 방법으로 수거하고, 최종적으로 염화칼슘 수용액에서

완전 겔화된 펙틴 하이드로겔 입자를 얻었다(Fig. 1). 파이펫팅법은

연속상의 흐름에 의해 배출구 위로 흘러나온 부분 겔화가 이루어진

액적을 파이펫을 이용해 수거하여 직접 염화칼슘 수용액에 넣어 완

전히 겔화시킨다(Fig. 1(a)). 튜브법은 배출구에 tygon tube를 연결

하여 생성된 액적을 염화칼슘 수용액에 직접 받아 하이드로겔을 얻

는다(Fig. 1(b)). 마지막 Fig. 1(c)는 침전법으로, 직경 1.5 mm의

PDMS 칩 배출구와 PDMS를 얇게 코팅한 유리기판에 직경 2.5 mm의

구멍을 뚫어 두 배출구 위치를 일치시킨 후 중력방향으로 분산되는

액적을 완전히 겔화시켜 수거하였다.

2-5. 분석기기

본 논문에서 얻은 펙틴 하이드로겔 입자의 광학 및 형광 이미지는

형광 현미경(TE-2000, Nikon, Japan)과 CCD 카메라(Coolsnap cf,

photomatrics, AZ, USA)로 촬영되었다. 촬영된 이미지는 Image-pro

plus(Media cybernetics, MD, USA)와 Image j(http://imagej.nih.gov/ij/)

를 이용하여 분석하였다.

3. 결과 및 토의

3-1. 수거 방법의 차이점

본 연구에서는 제조된 펙틴 하이드로겔 입자의 분산도를 측정하

고자 미세유체 장치 내에서 부분 겔화된 액적을 앞서 언급한 세 가지

방법을 통해 수거하였고, 이를 이미지 분석하였다(Fig. 2). 이때 미

세유체 장치 내에서 분산상과 연속상의 유속을 각각 2 µL/min과

4 µL/min으로 고정하였다.

파이펫팅법으로 얻은 하이드로겔은 표준편차가 큰 것을 확인하

였다(Fig. 2(a), (b)). 이러한 현상은 파이펫으로 수거하면서 생긴 유

체의 불규칙한 흐름으로 인하여 완전히 겔화되지 못한 펙틴 액적들

이 서로 병합되어 생성된 결과이다. 그리고 튜브법 또한 파이펫팅

법과 유사한 다분산성을 보이는 것으로 확인되었다(Fig. 2(c), (d)).

튜브법은 유체가 미세유체 칩 내부의 채널을 따라 흐르다가 폭이

500 µm로 넓어진 튜브 내로 배출됨으로써 채널의 확장이 이루어져

동일한 유량이 통과할 때 유속은 상대적으로 느려지게 된다. 그 결

과 액적 간의 거리가 서로 가까워져 병합되고 다분산성 액적을 형

성하게 된다[28,29]. 또한 미세유체 칩과 튜브가 연결된 부분은 배

출구와 수직으로 연결되어 있기 때문에 액적이 수직 방향으로 흐름

으로써 중력의 영향을 받아 유속은 급격하게 느려지게 된다. 이 두

가지 영향으로 인해 유체 내의 액적이 서로 가까워지면서 병합되고,

생성된 하이드로겔은 다분상성을 갖게 된다(Fig. 2(c), (d)). 수직으

로 연결된 튜브를 따라 흐르던 액적은 연속상의 유속을 유지한 상

태로 빠르게 염화칼슘 수용액과 만나게 되고, 충돌 속도(impact

velocity)의 증가는 하이드로겔의 변형을 유도한다[25]. 또한 염화

칼슘 수용액으로부터 먼저 겔화된 부분의 밀도가 증가하면서 액적은

더 빠르게 중력 방향으로 침전되고, 염화칼슘 수용액과 맞닿아 있

지 않은 부분은 완전이 겔이 되지 못한 상태로 침전되기 때문에 밀도

구배가 생김으로써 액적은 긴 꼬리 모양의 형태를 가지게 된다[30].

침전법은 미세유체 채널을 따라 흐르던 미네랄오일이 급격히 넓

어진 배출구에서 감속되기 때문에 액적과 염화칼슘 수용액이 만나는

충돌 속도를 줄일 수 있다. 미네랄오일은 염화칼슘 수용액과 서로

섞이지 않고, 수용액 표면을 따라 넓게 퍼지게 된다(Fig. 2(e), (f)).

이 때, 미네랄오일 내에 있던 액적들 또한 넓게 퍼지게 되면서 서로

적층되지 않고, 단일입자층을 이루게 된다. 미네랄오일(0.84 g/mL)

에 비해 밀도가 상대적으로 큰 펙틴 액적(1.019 g/mL)은 중력에 의

해 기름과 물의 계면으로 이동하게 된다. 넓게 분산된 액적들은 튜

Fig. 2. Bright field images and analysis of generated hydrogels.

Optical microscopy images and size distributions of the pectin

hydrogels formed by the each collection method. The scale bars

indicate 300 µm. (a) Optical microscopy image of hydrogels

harvested by pipetting method. (b) Size distribution of hydrogels

harvested by pipetting method. (c) Optical microscopy image of

hydrogels harvested by tubing method. (d) Size distribution of

hydrogels harvested by tubing method. (e) Optical microscopy

image of hydrogels harvested by settling method. (f) Size dis-

tribution of hydrogels harvested by settling method.
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브법을 통해 생성된 액적들과 비교했을 때, 느리게 침전되면서 겔

화되기 때문에 침전법은 물리적 형태 변형을 최소화시킨 펙틴 하이

드로겔 입자를 제조할 수 있다. 이를 통해 제조된 펙틴 하이드로겔

입자는 변동 계수(CV, coefficient of variation)값이 5%보다 낮은

것을 확인하였으며, 미국 NIST (US National Institute of Standard

and Technology)에서는 CV 값이 5%이하일 때 단분산성을 갖는다고

정의하고 있다[31]. 이를 통해 침전법은 변동 계수 값이 3.46%를

가지므로 파이펫팅법, 튜브법보다 상대적으로 단분산성을 갖는 하

이드로겔 제조에 유리한 방법임을 확인하였다.

3-2. 침전법을 이용한 단분산성 펙틴 하이드로겔 제조 및 크기 조절

본 연구에서는 단분산성 하이드로겔을 외부의 방해변수 없이 수

거할 수 있는 방법인 침전법을 통해 부피유속 및 사용하는 분산상의

점도를 조절해 줌으로써 다양한 크기를 갖는 하이드로겔을 제조할 수

있었다(Fig. 3). 실험은 연속상의 부피유속 제어와 사용하는 분산상인

펙틴 수용액의 농도를 1 wt% (3.88 cP)에서 5 wt% (50.67 cP)까지

조절해 줌으로써 다양한 크기를 갖는 펙틴 하이드로겔 입자를 제조

할 수 있었다.

먼저 1 wt%와 3 wt%의 펙틴 수용액에서는 연속상의 유속이 증

가함에 따라 액적의 크기가 선형적으로 감소됨을 확인하였다. 본

조건에서의 펙틴 용액은 상대적으로 물의 비율이 높아 뉴턴 유체의

특성을 따르게 된다. 이는 곧 전단응력에 대한 전단속도가 선형적

으로 감소하게 됨을 의미한다. 반면 5 wt%의 펙틴 수용액에서는

연속상의 유속이 증가함에 따라 액적의 크기가 급격하게 감소하다

가 점차 일정해짐을 확인할 수 있다. 이때, 사용하는 펙틴 용액은

점도 증가로 인한 비뉴턴 유체의 흐름을 갖게 되며, 가소성 특징을

보이게 된다. 그러므로 전단응력의 증가에 따른 전단속도가 급격히

증가하다 점차 일정해진다. 이러한 펙틴 용액의 특성을 바탕으로

본 실험에서도 연속상의 유속 증가로 인해 액적의 크기가 급격히

감소하다가 점차 일정하게 감소됨을 확인할 수 있다. 따라서, 다양

한 크기를 갖는 펙틴 하이드로겔 입자를 제조함에 있어 분산상과

연속상의 부피유속 조절 비와 분산상의 점도는 주요변수로 작용함

을 알 수 있으며, 사용하는 유체의 특성을 파악함으로써 손쉽게 다

양한 크기를 갖는 펙틴 하이드로겔 입자를 제조할 수 있다.

3-3. 생체 물질 함입이 가능한 펙틴 하이드로겔

본 실험에서는 펙틴 하이드로겔 입자 내부로 단백질을 함입시킴

으로써 생체 물질의 저장 및 전달을 위한 지지체로 응용 가능성을

Fig. 4로 확인하였다. 생체 물질 중 하나인 단백질은 수용액 상태에

서 3차원 구조를 유지할 수 있으나 건조한 상태로 고체 표면에 고

정되면 3차원 구조를 잃고 변형된다[32]. 따라서 함수율(moisture

content)이 높은 하이드로겔 내부에 단백질을 함입시킬 경우 수용액

상태와 동일하게 단백질의 3차원 구조 변형을 방지할 수 있다. 분

산상은 펙틴 수용액 내부로 5 µM의 농도를 갖는 FITC-BSA를 분

산시켜 제조하였으며 미세유체 장치를 거쳐 침전법을 통해 하이드

로겔을 제조할 수 있었다. 제조된 펙틴 하이드로겔 입자는 광학 현

미경 이미지 분석을 통해 일정한 크기 및 구형모양(circularity, f
circ

≈1)이 유지되고 있음을 확인할 수 있으며, 망상구조 내부로 물리적

인 생체 물질 함입이 이루어져 있음을 형광 현미경 분석을 통해 입

증하였다(Fig. 4(a), (b)).

4. 결 론

본 연구에서는 간단한 미세유체 장치를 활용하여 파이펫팅법, 튜

브법, 침전법에 따른 펙틴 하이드로겔 입자의 특성을 비교하였다.

파이펫팅법과 튜브법을 이용한 수거 방법으로 제조된 하이드로겔

과 비교했을 때, 침전법에 의한 수거 방법으로 제조된 펙틴 하이드

로겔이 가장 단분산성을 갖는 것을 확인하였고, 분산상과 연속상의

부피유속 및 사용하는 펙틴 용액의 점도 조절을 통해 손쉽게 크기

조절을 할 수 있음을 확인하였다.

이러한 실험적 결과를 바탕으로 침전법을 통한 수거 방법을 이용

하여 펙틴 하이드로겔 입자를 제조함으로써 기존의 문제가 되고 있

었던 액적의 병합을 통한 다분산성 하이드로겔 제조의 한계점을 해

Fig. 3. Effect of viscosity of the dispersed phase. Hydrogels sized as

a function of the flow rate of the continuous phase with differ-

ent viscosity. Square, circle and triangle indicate 1 wt% pectin

(3.88 cP), 3 wt% pectin (27.37 cP), 5 wt% pectin (50.67 cP),

respectively. The flow rate of dispersed phase was kept at 2 µL/

min. 

Fig. 4. Protein encapsulated pectin hydrogels. Encapsulation of pro-

tein (FITC-BSA) into pectin hydrogels. (a) Optical micros-

copy image of the encapsulated pectin hydrogels. (b) Green

fluorescence microscopy image of the encapsulated pectin

hydrogels. (c) Composite image showing the protein encapsu-

lated hydrogel. The scale bars represent 300 µm.
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결하였다. 또한 이를 통해 균일한 양의 생체 물질을 함유한 하이드

로겔 제조가 가능함을 보여주었다.

더 나아가, 본 실험을 통해 제조된 펙틴 하이드로겔 입자의 생체

물질의 저장 및 전달, 그리고 안정성 확보를 통해 펙틴 하이드로겔

입자는 초소형 운반체로 활용가능하며, 이는 산업사회에서 필요로

하는 제약, 화장품, 식품, 광학소자재료, 그리고 센서 등의 다분야에

맞춤형 재료로써 활용될 것으로 기대한다.
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