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Abstract:1)In this study, zein microparticles and drug-loaded 
zein microparticles were prepared using supercritical ASES 
technique. The effects of operating parameters on particle 
size and morphology were investigated. ASES-processed zein 
microparticles consisted of agglomerates of very fine unit 
particles. As temperature increased, the size of unit particles 
increased and their morphology became more spherical. The 
addition of water to the solvents for zein resulted in the 
formation of more spherical microparticles. The release 
characteristics of drug-loaded zein microparticles were also 
studied.
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1. 서론

약물의 방출 조절 시스템 (controlled release system)은 약물
에 의한 부작용을 최소하기 위한 방법의 하나로 하나 또는 
그 이상의 약물이 특정 시간, 특정 부위에 원하는 속도로 약
물이 방출되어 목표 부위에서 작용할 수 있도록 하는 기술
이다. 이러한 약물의 방출 조절 시스템은 일반적으로 생분
해성 고분자 내 약물을 봉입하여 고분자의 분해와 약물의 
확산을 통해 약물이 방출되도록 설계된 것이다.
  약물 함유 고분자 미립자의 제조에 오랫동안 합성 생분해
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성 고분자인 polylactic acid (PLA), polylactic-co-glycolic 
acid (PLGA)가 가장 널리 이용되어져 왔다. 그러나 이러한 
생분해성 고분자에 단백질 의약품을 사용한 경우 고분자가 
분해되면서 주위 환경을 산성화시켜 단백질 의약품의 활성
을 억제시키는 단점이 있어 왔다 [1]. 이러한 단점을 보완하
기 위한 방법으로 최근에는 천연 단백질 고분자를 약물 전달
체로 이용하는 연구들이 진행되고 있으며, 천연 단백질 고분
자 중 대표적인 고분자로 옥수수 단백질 저장원 중 하나인 
zein 미립자를 이용한 약물 전달체 제조에 대한 연구가 진행
되고 있다 [2-4].
  식물의 종자 중 곡물은 가장 중요한 단백질 저장원 중 하
나이며 식물의 저장 단백질중 하나인 prolamin은 여러 가지 
생리활성 기능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 옥수수
로부터 추출되는 저장 단백질인 zein은 prolamin의 일종으로 
천연 단백질이며 소수성으로 합성플라스틱 등과 같은 성질
을 가지고 있다. 그러한 특성으로 인해 최근 식품과 제약 
산업을 중심으로 zein의 물리적 특성을 이용한 연구가 활발
히 진행되고 있다. Zein은 오랫동안 식용으로 사용되어온 
옥수수의 성분으로 분자량이 약 21,000-25,000의 폴리펩
티드 (polypeptide)로 식품 첨가물로서 사용에 제한이 없고 
미국에서는 GRAS (Generally Recognized as Safe)등급으로 
지정되어 있어 안정성이 높은 물질이다 [5].
  Zein이 가지는 특성으로는 소수성으로 물에 용해되지 않
지만 수용성 에탄올 (60-95%)에 용해되며, 프로필렌글리콜 
(propylene glycol)이나 초산 등의 극성 유기 용매에도 용해
되는 특성을 가지고 있다. 또한, pH 11 이상의 알칼리 수용
액, 양이온 계면활성제나 고농도 요소가 포함된 용액에 용해
되는 특성을 가진다. 이러한 zein은 식품 이외의 용도로 접착
제, 코팅제, 생분해성 플라스틱, chewing gum, fiber, cosmetic 
powder, 잉크나 염료의 microencapsulation 등에 폭넓게 사
용되어져 오고 있다 [5]. 특히 zein은 lysozyme과 같은 펩티
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Fig. 1. Schematic diagram of the supercritical ASES apparatus used in this study.

드 (peptide) 약물의 방출 속도 조절을 위한 미립자 제조 연
구에도 이용되고 있다 [6]. 
  일반적인 약물함유 미립자 제조 방법으로는 용매 추출/증
발법 (solvent extraction/evaporation)과 phase separation/ 
coacervation법이 주로 이용되고 있다 [7]. 그러나 이들 방
법의 경우 낮은 수율, 열민감성 약물의 효능 저하, 펩타이
드/단백질 약물의 변성, 약물 내 유기용매의 잔존 등의 
문제점이 있다. 이와 같이 미립자 제조 공정에서 발생되는 
여러 문제점들의 해결할 수 있는 대체기술로서 초임계 유체 
(supercritical fluid)를 이용한 입자 제조 기술이 현재 활발
히 연구되어 지고 있다 [8-11]. 
  초임계 유체란 어떤 물질의 임계 온도와 압력 이상에서 
존재하는 유체로 미립자 제조에 적합한 열역학적 특성 (높은 
용해도, 선택도, 압축성, 감압에 따른 자발적 분리성)과 이
동특성 (낮은 표면장력, 점도, 높은 확산계수)을 갖고 있다. 
초임계 유체가 가지는 용해도는 좁은 범위의 온도와 압력 조
절을 통해 초임계 유체의 밀도를 조절하여 쉽게 변화시킬 수 
있다. 특히, 이산화탄소는 비교적 낮은 임계압력 (7.38 MPa)
과 상온 근처의 임계온도 (31.1℃)를 가지고 있으며, 인체에 
무해하고 가격이 저렴할 뿐만 아니라 폭발성 및 발화성이 
없으며 상온에서 감압에 의해 쉽게 회수할 수 있는 특징을 
가지고 있어 초임계 유체로 미립자의 제조에 가장 널리 이용
되고 있다 [10].  
  초임계 유체를 이용한 미립자 제조 기술의 장점으로는 기존 

미립자 제조 방법에 비해 적은 양의 유기용매 사용과 제품 내 
잔류 용매가 거의 없고 입자의 제조 및 건조 공정이 단일 공
정으로 가능하다는 것이다. 초임계 유체를 대상 용질에 대한 
역용매 (antisolvent)로 이용하여 미립자를 제조하는 대표적
인 방법으로는 aerosol solvent extraction system (ASES) 
공정이 있다. 초임계 유체를 역용매로 이용하여 zein의 미립
자 제조에 대한 앞선 연구에서 Zhong 등 [12]은 zein의 미
립자 제조에 있어서 ASES 공정 변수가 입자의 형태 및 크기
에 미치는 영향에 대한 연구를 수행하였으며, 또한, Zhong 
등 [13]은 lysozyme이 함유된 zein 미립자 제조에 대한 연구
를 수행한 바 있다.
  본 연구에서는 초임계 ASES 공정을 이용하여 온도, 압력, 
유량, 농도 및 용매 등의 공정 변수가 zein의 미립자 제조에 
미치는 영향과 모델약물로 leuprolide acetate가 봉입된 약물 
함유 미립자를 제조하여 zein 미립자의 약물 방출 특성에 
대해 조사하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 재료
Corn zein은 Sigma-Aldrich (USA)사에서 구입하여 더 이
상 정제 없이 사용하였다. 초임계 유체로는 99.95%의 순도
를 지니는 이산화탄소를 사용하였으며, zein 미립자 제조
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에 사용된 용매로 dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma- 
Aldrich (USA)로부터, dichloromethane (DCM)과 methanol 
(MeOH)은 Fisher Scientific (USA)사로부터 구입하여 사용
하였다. 실험에 사용된 다른 모든 용매와 시약은 분석급을 
구입하여 더 이상의 정제 없이 사용하였다.

2.2. 미립자 제조
본 연구에서 사용된 미세입자 제조 장치의 개략도를 Fig. 1에 
나타내었다. ASES 장치는 액체 상태의 이산화탄소를 공급
하기 위한 고압 펌프, 용액의 주입 및 분사를 위한 고압 정량
펌프 및 노즐, 입자 형성이 일어나는 고압 침전기, 입자 형성 
후 이산화탄소와 용매를 분리하기 위한 분리조 등으로 구성
되어 있다. 액체 상태의 이산화탄소는 액체 고압 펌프 (EL-1, 
Lewa, Germany)에 의해 가압되고 가압된 이산화탄소는 후방
압력조절기 (back-pressure regulator, 26-1700, Tescom, USA)
에 의해 요구되는 공정 압력으로 조절되고 공정 온도로 예열
된 후 고압 침전기의 상단으로 연속적으로 공급되어졌다.
  Zein이 용해된 용액은 주사형 고압 정량펌프 (syringe pump, 
100D, ISCO, USA)에 의해 침전기의 상단에 장착된 내경 
127 μm의 노즐을 통해 초임계 이산화탄소가 채워진 침전기 
내부로 연속적으로 분사되었다. 분사된 용액은 초임계 이산
화탄소상에서 액적을 형성하고, 형성된 액적내 용질은 초임
계 이산화탄소와 용매의 상호 물질전달에 의한 과포화 발생
에 의해 입자화되었다. 용매 분사 후 고압 침전기 및 생성된 
입자 내에 잔류하는 용매를 제거하기 위해 30분 동안 순수
한 초임계 이산화탄소를 연속적으로 공급하여 입자를 건조
하였다. 침전기 하단에는 5 μm의 공극을 지니는 금속 필터
를 장착하여 형성된 입자들의 수집이 이루어지도록 하였다. 
이때, 사용되어진 용매는 초임계 이산화탄소와 함께 침전기 
이후에 구성되어진 용매 회수부에서 이산화탄소의 감압에 
따라 자발적인 분리와 회수가 이루어지도록 하였다.

2.3. SEM 분석
제조된 입자의 크기 및 형상은 전계방출 전자현미경 (field- 
emission scanning electron microscope, FE-SEM, JSM6700F, 
JEOL, Japan)을 통하여 관찰하였다. SEM 분석은 소량의 입
자를 채취하여 카본 테이프가 부착된 금속 스터브 (metal 
stub)에 고정시키고, 금/팔라듐 (Au/Pd) 코팅한 후 15 kV에
서 수행하였다.

2.4. 입도 분석
온도에 따른 입자의 크기 및 크기 분포도는 입도분석기 
(particle size analyzer, Mastersizer 2000 S, Malvern Instrument, 
UK)를 통해 분석하였다. 응집된 zein 미립자를 분산시키기 
위해 0.05 wt% Pluronic F68/H2O 용액에 넣고 약 2분간 
초음파 처리하여 입자를 분산시킨 후 측정하였다 [14].

3. 결과 및 고찰

본 연구에서는 초임계 ASES 공정에서 온도, 압력, 용액 

유속, 용액 농도 및 용매 조성 등의 공정 변수가 zein 입자
의 크기 및 형태에 미치는 영향에 대해 조사하였다. 초임계 
ASES 공정을 이용한 zein 미립자 제조 실험은 이산화탄소 
유속을 34-36 g/min로 고정하고, 25-55℃의 온도와 8.5- 
18 MPa의 압력 조건에서 수행하였다. 용매로는 zein에 대한 
용해도를 고려하여 DCM과 DMSO를 동일 부피비로 혼합
하여 사용하였다.

3.1. 온도의 영향
동일 압력 (13 MPa) 조건에서 zein의 미립자 제조에 온도 
변화가 미치는 영향을 알아보기 위해 25-55℃의 온도 범위
에서 실험을 수행하였다. 온도 변화에 따라 제조된 입자의 
SEM 사진을 Fig. 2에 나타내었다. 초임계 ASES 공정에 의
해 제조된 zein 입자들은 나노 크기의 단위 입자들이 서로 
연결된 구형 또는 불규칙한 입자 형태를 보였다.

(a)   (b) 

(c)   (d) 

Fig. 2. SEM micrographs of various ASES-processed zein particles 
prepared at 13 MPa and different temperatures: (a) 25℃, (b) 35℃, 
(c) 45℃, and (d) 55℃.

  SEM　사진을 보면 온도가 증가하면서 서로 연결된 단위 
입자의 크기는 증가하였으며 55℃의 경우 구형 형태의 입자
가 제조되는 것을 확인 할 수 있었다. 이는 온도가 증가함에 
따라 초임계 이산화탄소의 밀도 감소로 상대적으로 용매의 
비율이 증가하고 이산화탄소의 확산에 의한 유기 용매의 부
피팽창성이 감소하게 되어 액적내 용질에 대한 과포화가 더 
느리게 진행되기 때문이다. 또한, 온도증가로 인해 분자의 
운동성이 증가하여 액적이 서로 충돌하여 합쳐지거나 깨지
기 때문에 더 큰 입자를 형성하게 된다 [15].
  동일 압력 조건에서 온도 증가에 따른 입자 크기 및 크기 
분포의 입도분석 결과를 Fig. 3에 나타내었다. SEM 사진
과 달리 입도 분석 결과 온도가 증가함에 따라 입자의 크기
는 감소하는 결과를 보였다. 이는 낮은 온도 조건에서는 
작은 단위 입자들이 서로 응집되어 큰 덩어리의 입자가 
제조되기 때문에 큰 입자 크기를 가지며, 반면 온도가 증가
함에 따라 단위 입자의 크기는 증가하지만 응집 정도가 
감소하기 때문에 더 작은 크기의 입자 크기를 가지는 것으
로 생각되어 진다.
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(a)    (b)    (c) 

Fig. 5. Effect of solution flow rate on the size and morphology of ASES-processed zein particles prepared at 35℃ and 13 MPa: (a) 0.5 mL/min,
(b) 1.0 mL/min, and (c) 2.0 mL/min.

Fig. 3. Particle size distribution of various ASES-processed zein 
particles prepared at 13 MPa and different temperatures.

3.2. 압력의 영향
동일 온도 (35℃) 조건에서 압력 (8.5-18.0 MPa) 변화가 
zein 입자 형태에 미치는 영향에 대해 실험을 수행하였으며, 
그 결과를 Fig. 4에 나타내었다. Fig. 4의 SEM 사진에 나타
낸 바와 같이 압력이 증가함에 따라 엉겨 붙어 있는 단위 입
자 크기는 증가 후 감소하는 경향을 보여주고 있다. 이는 
노즐을 통해 분사되는 액적의 크기는 계면 장력 (interfacial 
tension)과 초임계 이산화탄소의 밀도에 의해 영향을 받는
다. 초임계 이산화탄소의 압력 증가에 따른 밀도 증가는 용
매의 분산성을 향상시키기 때문에 노즐을 통해 분사되는 
용액은 더 작은 액적이 형성된다. 그로 인해 압력 증가에 
따라 더 작은 입자를 형성하게 된다. 반면, 압력이 증가함
에 따라 유기 용매의 부피 팽창성은 증가하게 된다. 이산화
탄소와 용매의 상호 물질전달 속도 증가로 액적내 용질은 
빠르게 과포화되기 때문에 액적내에서 입자들이 개별적으
로 침전되지 못하고 크고 덩어리진 입자들을 형성하게 된
다 [14]. 그러므로 압력이 일정한 값 이상으로 증가할 경우 
오히려 입자의 크기는 더 증가하는 경향을 보이게 된다. 온
도와 압력의 영향에 대한 실험 결과 중 zein의 단위 입자
의 크기가 가장 작아 약물이 봉입되었을 때 충분한 표면적
을 제공할 수 있는 35℃의 온도와 13 MPa의 압력을 최적 
조건으로 선정하여 이 조건에서 다른 공정 변수의 영향을 
조사하였다.

(a)   (b) 

(c)   (d) 

Fig. 4. SEM micrographs of various ASES-processed zein particles 
prepared at 35℃ and different pressures: (a) 8.5 MPa, (b) 10 MPa, 
(c) 13 MPa, and (d) 18 MPa.

3.3. 용액 유량의 영향
용액이 노즐을 통해 초임계 이산화탄소 상으로 분무될 때 
용액 유량이 입자 형성에 미치는 영향을 알아보기 위해 35℃, 
13 MPa의 온도와 압력 조건에서 용액 주입 속도를 0.5- 
2.0 mL범위에서 변화하여 실험을 수행하였으며, 제조된 입
자의 SEM 사진을 Fig. 5에 나타내었다. 용액 주입속도가 낮
은 경우 상대적으로 더 구형에 가까운 형태의 입자들이 제조
되었으며, 용액 주입 속도가 증가함에 따라 길게 늘려진 입
자들이 제조되는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 현상은 용액 
주입 속도 증가에 따라 상대적으로 용매의 양이 증가하여 
용질의 과포화속도 감소에 기인하는 것으로 생각되어 진다.

3.4. 농도의 영향
용액 중 zein의 농도 변화에 따른 입자 형성의 변화를 관찰
하기 위해, 35℃, 13 MPa의 온도와 압력 조건에서 용액 유
량을 0.5 mL/min으로 고정하고, zein의 농도를 0.5, 1.0, 2.0, 
3.0, 5.0 mg/mL로 변화시켜 실험을 수행하였으며, 제조된 
zein 미립자의 SEM 사진을 Fig. 6에 나타내었다. 그림에서 
보는 바와 같이 0.5 mg/mL의 낮은 농도에서 제조된 zein 
입자의 경우 불규칙한 형태로 서로 뭉쳐있는 것을 확인 할 
수 있었으며, 농도가 증가함에 따라 길고 늘려진 형태의 
단위입자들이 구형에 가까운 입자를 형성하는 것을 확인할 
수 있었다. 이는 낮은 농도의 경우 용질에 비해 상대적으로 
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용매의 양이 많기 때문에 빠르게 과포화되어 입자를 형성
하지 못하고 초임계 이산화탄소와 용매에 의해 가소화되기 
때문에 불규칙한 형태의 뭉쳐진 입자를 형성하기 때문이다. 
반면 용질의 농도가 증가함에 따라 용질이 더 빠르게 과포
화되기 때문에 더 크고 서로 뭉쳐진 정도가 덜한 입자를 
형성하게 된다.

(a)   (b) 

(c)   (d) 

Fig. 6. Effect of solution concentration on the size and morphology 
of ASES-processed zein particles prepared at 35℃ and 13 MPa: 
(a) 0.5%, (b) 1.0%, (c) 2.0%, and (d) 5.0%.

3.5. 물 첨가의 영향
초임계 ASES 공정을 이용한 zein 입자 제조시 물 첨가가 
입자 제조에 미치는 영향을 알아보기 위해 DCM/DMSO과 
MeOH/DMSO의 혼합용매에 5와 10% (v/v)의 물을 첨가하
여 35℃, 13 MPa의 온도, 압력 조건에서 실험을 수행하였다. 
10%의 물이 첨가된 경우 두 혼합용매 모두 입자들이 제조
되지 않았으며, 이는 물이 이산화탄소와의 상호 친화력이 
좋지 않고 또한 물의 양이 증가함에 따라 zein에 대한 용해
도가 증가하기 때문에 물이 일정 함량 이상으로 첨가될 경우 
이산화탄소내로 증발되지 않고 용질의 과포화가 빠르게 이루
어지지 않기 때문이다. Fig. 7은 5%의 물이 첨가된 용매를 
이용하여 제조된 입자의 SEM 사진을 보여주고 있으며, 그림
에서 보는 바와 같이 물이 첨가된 경우 구형 입자가 제조되
는 것을 확인할 수 있었다. Zhong 등 [12]의 선행연구에서도 
용매에 물이 첨가된 경우 더 큰 구형의 입자들이 제조되는 
결과를 나타내었다.
  용매에 물이 첨가된 경우 더 크고 구형인 입자들이 제조
되는 것은 물의 첨가에 의해 용매의 zein에 대한 용해도와 
용액의 계면 장력이 증가하기 때문이다. 앞서 설명한 바와 
같이 zein의 경우 물에는 용해되지 않으나 수용성 알코올
에 용해되기 때문에 물의 첨가에 의해 용해도가 더 증가
하게 된다. 즉, 초임계 이산화탄소와 친화력이 좋지 않은 
물의 첨가에 의해 계면장력이 증가하여 크기가 큰 구형의 
액적이 형성된다. 초임계 이산화탄소와의 친화력 감소로 
액적내 용매의 팽창성이 감소하게 되고, 결과적으로 액적내 
핵생성 비율이 감소하기 때문에 더 큰 입자들이 형성되는 것
으로 판단된다.

(a)   (b) 

Fig. 7. Effect of solvent compositon on the size and morphology 
of ASES-processed zein particles prepared at 35℃ and 13 MPa: 
(a) DCM/DMSO/H2O (9.5：9.5：1) and MeOH/DMSO/H2O 
(9.5：9.5：1).

3.6. 약물 함유 미립자 특성
앞서 수행된 연구 결과 DCM/DMSO의 혼합용매를 이용한 
경우 zein 입자들이 효과적으로 제조되는 것을 확인할 수 있
었다. 이러한 실험 결과를 바탕으로 약물의 방출 속도 제어
를 위한 전달체로서 사용 가능성을 확인하기 위해 모델 약물
로 leuprolide acetate를 함께 첨가하여 leuprolide acetate가 
함유 zein 미립자의 제조에 대한 실험을 35℃, 13.0 MPa의 
조건에서 수행하였다. 이때 leuprolide acetate는 zein 대비 
10 wt%로 첨가하였다. Leuprolide aceate가 함유된 zein 
미립자는 작은 단위 입자들이 서로 연결된 불규칙한 형태로 
형성되었으며, 제조된 미립자내 포함된 약물의 방출 특성을 
살펴본 결과 Fig. 8에서 보여주는 바와 같이 초기 30분 동안 
약물 방출이 매우 높은 것을 확인할 수 있었다. 이는 zein과 
함께 침전되는 leuprolide acetate가 zein 내부에 봉입되지 
않고 밖에 주로 침전되기 때문이다. 봉입된 약물의 경우 초기 
방출 후 약 33일까지 지속적으로 방출이 이루어졌으며 전체 
약물 중 약 92%의 약물이 방출되는 것을 확인할 수 있었다. 
이러한 결과로부터 zein 미립자를 약물의 방출 속도 제어를 
위한 전달체로 사용할 수 있을 것으로 판단된다. 또한 초기 
방출량이 높은 경우에는 입자를 제조한 후 건조과정 동안 
MeOH이 혼합된 초임계 이산화탄소를 이용하여 적당한 
시간동안 입자 내부에 봉입되지 않은 leuprolide acetate를 
제거함으로써 초기 방출량을 조절할 수 있으며, 이에 대한 
추가적인 연구가 필요한 것으로 생각된다.

Fig. 8. In vitro drug release profile of zein particles loaded with 
leuprolide acetate.
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4. 결론

본 연구에서는 초임계 ASES 공정을 이용하여 약물의 용해
도와 안정성을 향상시키기 위해 사용되고 있는 zein의 입자 
제조에 공정 변수가 미치는 영향과 약물 함유 zein 입자 제조
를 통해 약물 전달체로서의 사용 가능성에 대해 고찰하였다. 
DCM/DMSO를 용매로 사용하여 입자를 제조한 경우 작은 
단위입자들이 서로 연결되어 뭉쳐진 큰 입자가 형성되는 것
을 확인할 수 있었으며, 온도 증가에 따라 제조된 입자의 
형태가 구형에 가까워지는 것을 확인할 수 있었다. 또한, 물
이 소량 포함된 용매를 이용하여 구형의 zein 미립자를 제조
할 수 있었다. Zein 입자 제조 시 약물을 함께 침전시켜 약물
의 방출 특성을 평가한 결과 다소 초기 방출이 높은 결과가 
나타났으나, 일정 기간동안 약물이 지속적으로 방출되는 것
을 확인할 수 있었다. 이상의 실험 결과 초임계 ASES 공정
을 이용하여 zein 미립자를 효과적으로 제조할 수 있었으며, 
zein의 약물 전달체로서 가능성을 확인할 수 있었다.
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