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Injectable Sustained Release Gel as a Local Drug Delivery for Periodontal Diseases

Ki-jun Kim and Young-hee Shin#

College of Pharmacy, Kyungsung University, Busan 48434, Korea

Abstract — The purpose of this study was the development of sustained-release lyogel of chlorhexidine in the treatment

of periodontal diseases. A sustained-release chlorhexidine lyogel (CHX-G) was formulated, based on Eudragit® (1~3%),

polyvinyl pyrrolidone (PVP) (0~10%), triacetin (20~40%), hydroxy ethyl cellulose (HEC) (1%) and glycerin. In vitro studies

were performed to determine the release rate of chlorhexidine from CHX-Gs using dialysis tube. Our results suggest that

the release rate of chlorhexidine from lyogel could be controlled by changing the lyogel compositions.
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치주질환의 치료에 있어서 가장 기본이 되는 것은 세균성 plaque

와 치석을 깨끗이 제거하여 bacteria의 번식에 유리한 환경을 만

들지 않는 것인데, bacteria의 증식을 억제하고 증상을 개선하기

위해 많은 항생물질들이 경구, 또는 국소로 적용되고 있다.1-4) 그

러나 전신투여를 위한 경구용 제제는 국소에서의 유효농도 유지

의 어려움과 전신흡수에 의한 부작용 등의 문제점이 있으며, 국

소투여 제형은 약물의 체류성과 부착성 등에서 불충분한 점이 많

다. 이러한 문제점들을 개선하기 위하여 항생물질을 치주낭

(periodontal pocket) 내에 직접 투여하는 local drug delivery

system에 관하여 film, strip 및 fiber 등을 이용한 많은 연구가 진

행되고 있다.5-7) 그러나 이들은 투여하기가 까다롭고 일정시간 후

제거를 위해 전문가를 자주 방문해야 하는 불편함이 있다. 따라

서, gel type 제형은 단일 투여하여서 약물이 원하는 시간만큼 방

출된 후 특별한 작업 없이 자연적으로 제거 된다는 점에서 우수

한 장점을 가지고 있기 때문에 많은 연구가 이루어지고 있다.8-11)

이러한 local drug delivery system에 사용하는 약물 중

chlorhexidine은 낮은 농도에서 bacteriostatic 효과를 나타낸다.

Bacteria의 세포막은 특징상 음전하로 하전 되어 있는데, 양이온

성인 chlorehexidine 분자가 음전하를 띠는 세포 표면에 신속히

달라붙어 bacteria 세포막을 변화시키고 chlorhexidine은 내부 세

포막을 향해 끌려가게 된다. Chlorhexidine은 내부 세포막의

phospholipids와 결합하고 이것은 낮은 분자량의 물질이 투과되

게 만드는데 이 과정은 가역적이다. 높은 농도에서는 bacteriocidal

효과를 가지는데, bacteria 세포벽을 뚫어 세포질이 석출되기 때

문이다. 이러한 항균작용은 chlorhexidine이 조직에 6시간에서

12시간 정도 달라붙어 있으므로 더욱 오래 나타난다. 또한 이 물

질은 안전하고 체내 혈류로 이행이 적어 많은 연구가 이루어지

고 있으며 다양한 제제로 쓰이고 있다.12-15)

본 연구에서는 periodontal diseases 치료를 위해 chlorhexidine

을 함유한 local drug delivery system의 일환으로 gel 제형을 연

구하였다. Gel 제형은 다른 제형에 비해 환자의 편의를 높일 수

있는 장점을 가지고 있으며 아울러 주성분인 chlorhexidine도 뛰

어난 항균작용과 안정성을 가지고 있다. 1회 적용으로 장시간 효

과를 나타낼 수 있을 것이라 기대되는 다양한 조성의 lyogel 들

을 조제하였고, 각각의 조성에 따른 chlorhexidine의 방출 연구
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를 수행하여 조성 성분들의 방출 영향을 검토하였다.

재료 및 방법

시약 및 기구

시험에 사용한 chlorhexidine diacetate salt hydrate, triacetin,

2-hydroxyethyl cellulose(HEC), methyl paraben, poly vinyl-

pyrrolidone(PVP), phosphoric acid 및 triethylamine은 Sigma-

Aldrich(St. Louis, MO, U.S.A)에서 구입하였다. Acetonitrile은

Merck(Darmstadt, Germany)에서 구입하였다. Eudragit(RS PO)

는 Evonik Röhm GmbH(Darmstadt, Germany)에서 제공 받아

사용하였다. 그 외 시약은 특급시약을 사용하였다.

Lyogel 조제에 사용한 homogenzier는 Kinematica AG(littau-

lucerne, Switzerland)의 Polytron pt2100을 사용하였다. Membrane

tube는 三光純藥(株)(Tokyo, Japan)에서 구입한 UC8-32-25를 사

용하였으며, 클로저는 Spectrum Lab.(Rancho Dominguez, CA,

USA)의 12 mm모델을 사용하였다. 바이알은 Kartell(Noviglio,

Italy)제품을 사용하였다. Water bath는 Eyela(Tokyo, Japan)의

Uni thermo saker NTS-1300을 사용하였다. HPLC는 Hitachi

HPLC system[Tokyo, Japan; UV detector(L-2400), column

oven(L-2300), autosampler(L-2200), pump(L-2130)]을 사용하였

다. 컬럼은 Phenomenex Gemini C18(5 µm, 3.0×250 mm;

Torrance, CA, USA)을 사용하였다.

Lyogel의 조제

비커 A에 글리세린을 넣고 여기에 chlorhexidine을 가하여

magnetic bar로 혼합시켜 완전히 녹이고, 여기에 PVP를 첨가하

여 하루밤 방치하여 충분히 용해시킨 후, HEC를 가하고 10분간

교반하여 완전히 용해시켰다. 또한, 비커 B에 triacetin과

Eudragit® 등을 넣고 충분히 용해시킨 다음 하루밤 방치하였다.

마지막으로 A비커의 글리세린 용액과 B 비커의 triacetin 용액을

혼합한 다음 homogenizer로 11,000 rpm에서 30초씩 4회 균질화

시켰다. Lyogel은 polymer를 유기용매에 용해하여 제조된 것을

말하며, 본 연구에서는 HEC, PVP 및 Eudragit®을 glycerine과

triacetine에 용해하여 제조하였다. 실험에 사용한 각종의 lyogel

은 Table I의 조성에 따라 조제하였다.

인공타액의 조제

보통 타액의 pH는 6에서 7로 약간 산성이며, pH 5.3~7.8로

보고되어 있다. 일반적으로 치주낭의 pH가 산성일 것으로 생각

되지만 대체로 중성에 가까우며 실제 측정한 치주낭의 평균 pH

는 6.7이고 타액의 평균 pH는 6.5이다.16-18) 여기에 기초하여 pH

6.7인 Ericsson’s solution을 In vitro 실험에 사용할 인공타액으

로 사용하였다.19,20) 조성은 Table II에 나타내었으며 pH는 염산

으로 조정하였다.

In vitro release test

멤브레인 튜브(6 cm) 한쪽을 클로저로 봉하고 각각의 조성에

따라 조제한 lyogel을 0.5 g씩 담은 후 다른 한쪽을 클로저로 봉

하였다. 이렇게 만든 튜브를 뚜껑이 달린 바이알에 넣고 인공타

액 50 ml를 채웠다. 바이알을 수욕조에 넣고 37oC 100 rpm으로

유지하였다.21) 일정 시간 간격으로 각각의 바이알에서 0.9 ml의

시험액을 채취하고, 0.9 ml의 신선한 인공타액을 보충하였다. 채

취한 시험액은 아래와 같은 HPLC 분석법으로 분석하였으며, 검

량선으로부터 chlorhexidine의 농도를 산출하였다.

Chlorhexidine의 정량분석

HPLC 분석 조건 − Chlorhexidine의 확인 및 정량에는

Xuguang 등의22) 방법을 참고하여 실험하였다. 이동상으로는

acetonitrile : buffer(0.02 M potassium dihydrogen phosphate

(pH 3.4) containing triethylamine 0.1%)=35 : 65(v/v%)을 사용

하였고 유속은 0.4 ml/min으로 분석하였다. 컬럼은 Phenomenex

Gemini C18(5 µm, 3.0×250 mm; Torrance, CA, USA)을 사용하

였고 컬럼온도는 40oC로 하였다. UV 검출기는 259 nm에서 측

정하였고, 시료는 20 µl씩 주입하였다.

분석법 Validation −분석조건에서 설정된 분석방법에 대한 검

증을 국립독성 연구원 생체시료분석법 Validation에 의하여 특이

성, 직선성, 정밀성 및 정확성을 평가하였다.

특이성 −이동상 내에서 chlorhexidine 과 내부표준물질인

methyl paraben의 분리 및 정량 분석 능력을 검토하였다.

검량선 작성 −Chlorhexidine 표준품과 내부표준물질인 methyl

paraben을 메탄올에 녹여 1 mg/ml되도록 조제하여 표준액으로

하고 냉장고에 보존하였다. 이 표준액을 이동상으로 희석하여 농

Table II − Composition of artificial saliva

Composition (g/l)

NaCl 0.584

NaHPO4 0.340

KH2PO4 0.340

KHCO3 1.500

MgCl2 0.014

CaCl2 0.166

Citric acid 0.029

Table I − Compositions of lyogel

Composition (w/w %)

Eudragit (RS PO) 1~3

Poly vinylpyrrolidone 0~10

Triacetin 20~40

Chlorhexidine 0.5

Hydroxyethyl cellulose 1

Glycerin q.s
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도가 각각 1, 2, 5, 10, 20, 50 및 100 µg/ml이 되도록 조제하였

으며, 내부표준물질은 희석하여 100 µg/ml이 되도록 조제하였다.

Chlorhexidine 희석액에서 각각 900 µl를 취하고 내부표준물질

함유액 100 µl를 취하여 섞은 뒤 vortexing 하여 시험액으로 하

였다. 이 시험액을 자동정량용 바이알에 100 µl씩 담고 HPLC에

20 µl씩 주입하였다. 여기서 얻은 내부표준물질의 피크 면적에 대

한 chlorhexidine의 피크 면적 비로 검량선을 작성하였다. 재현

성을 확인하기 위해 하루 5번 실행하여 일내 재현성을 확인하고

연속하여 5일간 실행해서 일간 재현성을 확인하였다.

직선성 −검량선 작성 시와 동일한 농도로 실험하여 얻어진 크

로마토그램으로부터 chlorhexidine과 내부표준물질의 피크면적

비를 구하여 검량선을 작성하고 직선성을 검증하였다.

정밀성 −검량선 작성 시와 동일한 농도로 5일간 연속 실험 하

고, 일내 5회 연속 실험하여 얻은 크로마토그램으로 일간 및 일

내 정밀성을 평가하였다. 이때, 변동계수(coefficient of variation,

CV)가 15%를 초과해서는 안 되며, 최저정량한계에서는 CV가

20%를 넘어서는 안 된다.

정확성 −검량선 작성 시와 동일한 농도로 5일간 연속 실험 하

고, 일내 5회 연속 실험하여 얻은 크로마토그램으로 일간 및 일

내 정확성을 평가하였다. 이때, 평균값은 최저정량한계를 제외하

고는 실측값의 15% 이내여야 하고, 최저정량한계에서도 20%를

넘어서는 안 된다.

실험결과 및 고찰

Chlorhexidine의 정량분석

분석법 Validation

특이성의 검증 −시험방법과 같이 검체와 내부표준물질(methyl

paraben)을 HPLC로 분석했을때 얻어진 크로마토그램은 Fig. 1

에 나타내었으며, chlorhexidine 피크의 유지시간은 약 4.6분, 내

부표준물질의 피크 유지시간은 약 7.4분으로 크로마토그램 상에

나타난 바와 같이 Chlorhexidine과 내부표준물질은 잘 분리되었다.

검량선 작성 및 직선성 −검량선은 1~100µg/ml에서 양호한 직

선성을 나타내었으며, 본 실험에 사용한 검량선은 y=0.049x+0.0017

(R2=0.9998)(n=9)이었다(y: area ratio, x: chlorhexidine 농도).

정밀성 및 정확성 −정밀성은 chlorhexidine의 피크면적 비의

표준편차를 피크면적 비의 평균값의 백분율(%)로서 구하였다. 하

루에 5번 시행하여 일내 정밀성(CV%)을 구하였고, 5일간 실험

을 반복 시행하여 일간 정밀성(CV%)을 구하였다. 본 분석방법

의 정밀성 CV%는 일내 정밀성, 일간 정밀성 모두 ±15% 이내

였다. 정확성은 검량선에 의하여 정량한 농도의 평균값을 기지

의 농도로 나눈 비의 백분율(%)로서 구하였다. 일내 정확성, 일

간 정확성 모두 전 농도 범위에서 ±15% 이내였다(Table III).

이로부터 chlorhexidne에 대한 상기의 HPLC 분석법은 본 실

험에 이용될 수 있는 충분한 감도, 특이성, 직선성, 정확성 및 정

밀성을 갖고 있음을 알 수 있었다.

Lyogel로부터 chlorhexidine의 방출패턴

PVP 농도 변화에 따른 lyogel로부터 chlorhexidine의 방출

속도 변화 − Fig. 2에서 볼 수 있듯이 방출 속도를 조절하는 요인

중 Eudragit®, triacetin 및 HEC의 농도가 일정할 때, PVP의 농

도가 각각 0, 5, 10%로 증가할수록 서방출 특성이 증가하였다.

이는 PVP 농도가 증가함에 따라 점도가 증가하여 인공 타액이

제형 안으로 들어가는 시간이 늘어났기 때문인 것으로 보인다.

하지만 Eudragit®의 농도가 3%인 경우에는 유의성 있는 차이를

나타내지 않았다. 그 이유는 Eudragit®의 농도가 높아 PVP의 점

Fig. 1 − HPLC chromatogram of chlorhexidine and methyl paraben

(I.S.).

Table III − Intra-day and inter-day precision and accuracy data for the HPLC analysis of chlorhexdine

Conc.
(µg/ml)

Precision (CV%) Accuracy (%, Mean±S.D.)

Intra-day (n=5) Inter-day (n=5) Intra-day (n=5) Inter-day (n=5)

001 2.49 5.04 087.69±2.18 090.97±4.59

002 1.18 1.77 094.48±1.11 093.76±1.66

005 0.42 4.21 097.17±0.41 101.21±4.26

010 0.59 2.23 099.08±0.58 101.05±2.26

020 0.51 1.20 098.41±0.51 099.57±1.20

050 1.39 1.04 101.00±1.40 102.03±1.06

100 0.11 0.69 099.45±0.11 099.83±0.69
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성으로는 더 이상 차이를 보이지 않은 것으로 사료된다.

Eudragit® 농도 변화에 따른 lyogel로부터 chlorhexidine의

방출 속도 변화 −방출 속도를 조절하는 요인 중 PVP, triacetin

및 HEC의 농도가 일정할 때, Fig. 3에서 확인할 수 있듯이

Eudragit®의 농도가 각각 1, 2, 3%로 증가할수록 서방성이 커졌

다. 이는 Eudragit®이 많아지면 망목상구조가 치밀해져 약물의

방출 속도를 늦추는 것으로 보인다. 김 등에23) 의해 이미 보고된

바와 같이 용매에 의하여 triacetine이 제거되고 그 후 Eudragit®

의 망목구조가 형성되어 함유되어 있는 약물의 방출속도가 지연

되는 것과 같은 이유로 사료된다.

Triacetin 농도 변화에 따른 lyogel로부터 chlorhexidine의 방

출 속도 변화 −방출 속도를 조절하는 요인 중 Eudragit®, PVP,

HEC의 농도가 일정할 때, Fig. 4에서 볼 수 있듯이 triacetin 농

도가 각각 20, 30, 40%로 증가함에 따라 약물의 서방성이 커졌

다. 이는 triacetin이 많아지면 Eudragit®의 망목상구조 형성이

용이하기 때문인 것으로 보인다.

결 론

본 연구에서는 periodontal diseases의 치료를 위한 서방성

Fig. 2 − Release profiles of chlorhexidine from lyogel containing various PVP concentrations. Key, ◆: 0%, ■: 5%, ▲: 10%. Each data
represents mean±S.D. n=3. (A) lyogel (Eudragit® 1%, triacetin 30%), (B) lyogel (Eudragit® 2%, triacetin 30%), (C) lyogel (Eudragit®

3%, triacetin 30%).

Fig. 3 − Release profiles of chlorhexidine from lyogel (PVP 0%, triacetin 30%) containing various Eudragit® concentrations. Key, ◆: 1%, ■:

2%, ▲: 3%. Each data represents mean±S.D. n=3. (A) lyogel (PVP 0%, triacetin 30%), (B) lyogel (PVP 5%, triacetin 30%), (C) lyogel
(PVP 10%, triacetin 30%).

Fig. 4 − Release profiles of chlorhexidine from lyogel (Eudragit® 2%, PVP 0%) containing various triacetin concentrations. Key, ◆: 20%, ■:

30%, ▲: 40%. Each data represents mean±S.D. n=3. (A) lyogel (Eudragit® 2%, PVP 0%), (B) lyogel (Eudragit® 2%, PVP 5%), (C)
lyogel (Eudragit® 2%, PVP 10%).
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lyogel 제형 개발을 위해 Eudragit®, PVP, triacetin 및 HEC를

이용해 chlorhexidine을 함유한 제제를 조제한 후 이를 in vitro

약물방출 실험을 하여 제제의 특성을 비교 평가하였다. 점성을

증가시키는 PVP 및 Eugragit®의 농도 증가에 따라 서방출 효과

가 증대되었으며 아울러 Eugragit®의 용매로 사용한 triacetn의

농도가 증가함에 따라 서방출성 패턴이 나타났다. 이상의 결과

로 Eudragit®, PVP 및 triacetin은 lyogel로부터 약물의 서방출

효과를 증대시킬 수 있는 요인임을 확인하였다. 또한,

chlorhexidine의 HPLC 분석법을 확립하였으며, 이 분석조건은

직선성, 정확성 및 정밀성 등의 validation 조건을 만족하였다.
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