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Abstract 

Fish skin peptide-loaded liposomes were prepared in 100 mL and 1 L solution as lab scales, and 10 L solution as
a prototype scale. The particle size and zeta potential were measured to determine the optimal conditions for the
production of fish skin peptide-loaded liposome. The liposome was manufactured by the following conditions: (1)
primary homogenization at 4,000 rpm, 8,000 rpm, and 12,000 rpm for 3 minutes; (2) secondary homogenization at
40 watt (W), 60 W, and 80 W for 3 minutes. From this experimental design, the optimal conditions of homogeni-
zation were selected as 4,000 rpm and 60 W. For the next step, fish peptides were prepared as the concentrations
of 3, 6, and 12% at the optimum manufacturing conditions of liposome and stored at 4ºC. Particle size, polydisper-
sion index (pdI), and zeta potential of peptide-loaded liposome were measured for its stability. Particle size increased
significantly as manufacture scale and peptide concentration increased, and decreased over storage time. The zeta
potential results increased as storage time increased at 10 L scale. In addition, 12% peptide showed the formation
of a sediment layer after 3 weeks, and 6% peptide was considered to be the most suitable for industrial application.
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서 론

리포좀은 인지질을 주성분으로 하여 이중층으로 한 층 이

상의 막으로 둘러싸인 인공적으로 제조한 구상형태의 미셀

(micelle)을 말한다(Yoo et al., 2002; Akbarzadeh et al., 2013).

리포좀은 pH, 온도와 같은 외부 환경으로부터 기능성 성분

보호를 위해 코팅 목적으로 사용되어 진다. 코팅 막 주재료

인 인지질은 독성이 없고(Oh et al., 2006), 체내에서 생분

해가 가능하며, 이중층으로 형성되어 수용성, 지용성 성분

모두 포집 가능(Jin & Yoo, 2001)한 장점을 가지고 있다.

리포좀은 제조 방법이 쉽고, 높은 생체적합성 등의 이유로

식품 산업에서 사용하기에 적합하다(Xia & Xu, 2005). 식

품분야에서의 리포좀에 관한 연구로는 효소(Kim et al.,

2015; Wilkinson & Kilcawley, 2005), 에센셜 오일(Cox et

al., 2000), 이취 저감, 미생물(Park et al., 1994), 영양 및 기

능성 성분 등 포집할 때 주로 사용되어졌다. 기술적인 방법

으로는 초음파 및 압력(Lee et al., 2008), 초임계 증발법

(Lee et a.l, 2010), ethanol 주입법(Sebally et al., 2016)이

사용되어졌으며, 그에 따른 크기 및 형태가 또한 다양하게

나타난다(Kim et al., 1983; Zawada et al., 2004). 하지만,

리포좀은 수용액 내에서 보관 시 응집, 인지질의 가수분해,

산화, 저장 시 이화학적 불안정함 등의 단점이 있으며(Kim

et al., 2005), 이를 해결하기 위해서 미세 분말화하여 저장

하거나(Kim et al., 2004; Kang, 2014) cholesterol 등을 혼합

(Sułkowski et al., 2005; Cui et al., 2015)하여 제조 하는 등

안정성을 증진시키려는 여러 연구가 진행되고 있다.

리포좀의 산업적 적용가능성을 확인한 연구로는 Wagner

& Vorauer-Uhl (2010), Carugo et al. (2016) 등이 있다.

Wagner & Vorauer-Uhl (2010)은 lab scale에 한정적으로 개

발된 첨단 기술을 산업적 규모로 적용하기 위해서는 대량생

산을 가능케 할 적절한 방법이 존재하여야 하며, 상품의

개발, 구현, 품질관리에는 추가적인 시간과 노력이 필요하

다고 보고하였다. Carugo et al. (2016)은 microfluidic 방법
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과 같은 새로운 기술을 사용하여 개발한 리포좀 제조방법

은 기존의 제조 방법들보다 개선된 리포좀 제조방법 일 수

있으나, 대량 생산 가능성 및 체계적 생산방법, 임상적 적

용을 위한 적절성, 생체활성 효율 등을 우려 사항으로 제

기하였다. 또한 리포좀의 산업적 규모로 구현하였을 때 리

포좀 생산 공장의 투자 및 공급 원료의 가격이나 생산을

통한 경제적 이득을 고려하여야한다(Charcosset et al.,

2015). 현재 리포좀이 상용화된 제품에는 홍삼 함유 천연

리포좀(M&C Life Science, 2015) 등이 존재한다.

어피는 수산가공 중에 버려지는 수산부산물이지만 콜라

겐(Jung et al., 2014) 및 여러 단백질, 지방 등의 다양한

기능성 영양성분들이 포함되어있다(Park et al., 2011). 또

한 광우병 및 구제역으로 인해 동물성 콜라겐 안전성 확보

가 어려워짐에 따라서 해양자원으로부터 추출한 콜라겐의

수요가 증가하고 있다(Jung et al., 2014). 어류 유래 펩타

이드는 특유의 향으로 인해서 다른 향이 가려지게되어 식

품에 사용하는 것이 제한된다(Cho et al., 2015). 따라서 리

포좀으로 코팅함에 따라서 이취 저감 효과를 기대할 수 있

다. 또한 Kim & Lee (2015)는 수산부산물을 산업화하기

위해서 체계적인 시스템 구축과 동시에 대부분의 연구가

고부가가치물질 추출 등으로 전개되어 왔으며, 산업화를

위한 규모화된 연구가 필요함을 보고하였다. 따라서 본 연

구에서는 lab scale 용량으로 100 mL, 1 L 단위로 리포좀

을 제조하였으며, prototype type으로서 10 L 단위로 리포

좀의 제조한 뒤 입자 크기 및 포집 효율을 측정하여 최적

제조 조건 및 농도를 선정하고 그에 따른 저장 안정성을

평가하였다. 

재료 및 방법

재료 및 시약

코팅제인 레시틴(LIPOID S 75, fat free soybean phos-

pholipids with 70% phosphatidylcholine)은 Lipoids GmbH

(Ludwigshafen, Switzerland)에서 구입하여 사용하였고, 어피

펩타이드(Marine P)는 Weishardt International (Graulhet,

France)에서 구입하였다.

Blank 리포좀 최적 조건 설정

증류수에 1% 레시틴을 첨가하여 30분 동안 교반하여

1% 레시틴 용액을 100 mL, 1 L, 10 L 용량으로 각각 1차,

2차 균질을 진행하여 제조하였다. 1차 균질 조건은 high

speed homogenizer (T25 digital Ultra-turrax® high-speed

mixer, IKA, Staufen, Germany)를 사용하여 3분간 각각

4,000 rpm, 8,000 rpm, 12,000 rpm으로 균질하여 리포좀을

제조하여 입자크기 및 제타전위를 측정하였다. 이 중 1차

균질 최적 조건을 설정하여 2차 균질 조건 실험을 진행하

였다. 2차 균질 조건은 초음파균질기(Model HD-2200,

BANDELIN electronic·GmbH & Co. KG, Berlin, Germany)

를 이용하여 각각 40 W, 60 W, 80 W로 3분간 균질하여 2

차 균질 최적 조건을 확립하였다. 

어피 펩타이드 리포좀 제조

앞서 최적화한 blank 리포좀에 어피 펩타이드 농도를 각

각 3, 6, 12, 24%로 설정하여 첨가한 뒤 어피 펩타이드

리포좀을 100 mL, 1 L, 10 L 용량으로 제조하였다.

리포좀 저장 조건

앞서 선정한 펩타이드 리포좀의 제조 조건(12,000 rpm,

60 W, 3, 6, 12%)에 따라 제조한 리포좀을 4oC에서 4주

동안 냉장고(R-B501QM, LG, Seoul, Korea)에서 저장하며

입자크기 및 제타 전위를 측정하여 안정성을 측정하였다.

입자 크기 및 제타 전위 측정

리포좀 최적 조건 및 저장 기간에 따른 입자 크기,

polydispersity index (pdI) 및 제타 전위를 큐벳(DTS1070,

Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK)에 각각 1 mL씩

취하여 입도분석기(Zetasizer Nano ZS 90, Malvern Instru-

ments, Worcestershire, UK)로 각각 3회 반복 측정하였다.

통계분석

통계분석은 SPSS 통계프로그램(Ver. 22.0 SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)을 사용하여 평균과 표준편차를 산출하

였으며, 분석결과에 대해 각 균질 조건, 펩타이드 농도, 저

장 기간에 따른 효과를 알아보기 위해 이원분산분석(two-

way ANOVA)을 실시하였다. 시료간의 유의적인 차이를 검

증하기 위해서 ANOVA 분석을 통하여 Duncan's multiple

range test를 p<0.05 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

최적 blank 리포좀 조건 설정

균질 처리와 펩타이드 농도가 입자크기와 제타전위에 미

치는 영향을 이원분석한 결과를 Table 1에 나타내었다. 모

든 요인이 입자크기에 유의적으로 영향을 미쳤다(p<0.001).

입자크기와 제타 전위는 초고속균질 처리하였을 때와 초음

파 처리하였을 때 모두 제조용량이 가장 크게 유의적으로

영향을 주는 것으로 나타났으며(p<0.001), PdI는 초음파 처

리 시 제조 용량에 따라 유의적으로 영향을 받았으며 이외

에는 유의적으로 영향을 미치지 않았다. 

제타전위는 입자의 안전성을 나타내며, 전위 값의 절대

치가 증가할수록 입자간의 반발력이 높아져 입자의 안전성

은 높다고 알려져 있다(Lim et al., 2010). 1차 균질 조건

및 제조용량에 따라 입자 크기 및 제타 전위를 측정한 결

과를 Fig. 1에 나타내었다. 전반적인 입자크기는 300 nm에
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서 450 nm 사이에서 리포좀이 형성되었으며, 균질 속도가

증가할수록 입자크기가 유의적으로 감소하였다. 제조용량

이 증가할수록 입자크기가 증가하는 결과가 나타났고, PdI

값은 균질 속도가 증가할수록 감소하는 경향을 보였다. 제

타전위 측정결과 100 mL 단위로 제조하였을 때 균질속도

가 증가함에 따라서 유의적으로 제타전위의 절대 값이 증가

하였으나 8,000 rpm, 12,000 rpm에서는 균질속도에 따른 유

의적 차이는 보이지 않았다. 전반적으로 제조용량에 따른

유의적인 차이는 존재하였으나 그 값의 차이가 다소 나타

났고, 제타 전위의 절대값도 큰 차이를 보이지 않았다. 이

에 따라 산업적 공정비율을 고려하였을 때 4,000 rpm이 제

조용량증가에 따른 최적 1차 균질조건으로 생각된다.

2차 균질 조건 및 제조용량에 따라 입자 크기 및 제타

전위를 측정한 결과를 Fig. 2에 나타내었다. 2차 균질 이후

전체적인 입자크기는 감소하였으며 초음파 균질 전력이 증

가함에 따라 입자크기는 감소하였다. 또한 제조용량이 증

가함에 따라서 입자크기 또한 증가하여 1차 균질 조건 결

과와 같은 경향이 보였다. 이는 초음파 균질기의 probe가

용액의 중앙에서 초음파를 처리하는 형태로 진행되기 때문

에 용량이 커질수록 초음파가 영향이 적어진 것으로 생각

된다. 또한 제조용량이 10 L일 때, 다른 제조 용량에 비해

서 pdI값이 높은 것으로 나타났다. 제타 전위 측정 결과,

제조용량이 증가함에 따라서 증가하는 경향을 나타내었다.

균질 전력에 따른 입자크기는 크게 차이를 보이지 않았으

며, 40 W에 비해서 60 W와 80 W 조건에서 제타 전위가

안정된 결과를 보였다. 최종적으로 산업적 공정비용을 고

려하여 60 W를 최적 조건으로 설정하였다. 본 연구에서

제조한 lab-scale blank 리포좀의 크기는 170-250 nm로 나

Table 1. Manufacturing and storage condition of blank liposome and fish peptide liposome

　

Treatment Condition Treatment time

Primary homogenization condition High speed homogenizer 4,000 rpm,  8,000 rpm,  12,000 rpm 3 min

Secondary homogenization condition Ultra sonification 40 W, 60 W, 80 W 3 min

Peptide concentration Concentration 3%,  6%, 12%, 24%

Storage condition Refrigeration 4oC 4 weeks

Fig. 1. Comparison of particle size (A) and zeta potential (B) of

blank liposome depending on manufacture scale and high

speed homogenizer condition. a-cDifferent superscript letters mean
significantly different between homogenizer condition at p<0.05
level by Duncan's multiple range test. A-CDifferent superscript letters
mean significantly different between manufacture scale at p<0.05
level by Duncan's multiple range test.

Fig. 2. Comparison of particle size (A) and zeta potential (B)

of blank liposome depending on manufacture scale and
ultrasonificator condition. a-cDifferent superscript letters mean
significantly different between ultrasonificator condition at p<0.05
level by Duncan's multiple range test. A-CDifferent superscript
letters mean significantly different between manufacture scale at
p<0.05 level by Duncan's multiple range test.
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타났으며, 이는 Lee et al. (2016)는 레시틴을 사용하여

NaCl을 1, 2차 균질하여 리포좀 코팅한 결과와 비슷한 크

기로 나타났다. 1차, 2차 균질 결과 균질 속도와 초음파

전력이 증가할수록 입자크기가 감소하는 경향이 관찰되었

다. Park et al. (2012)는 균질속도가 증가할수록 초음파 처

리가 길수록 입자크기가 감소하였다고 보고하였다. 균질

최적조건 선정결과 전체적으로 제조 용량이 증가할수록 입

자크기가 유의적으로 증가하는 경향을 나타났다. 본 연구

결과 또한 1, 2차 균질이 용액 중앙에서 균질하는 형태로

진행되기 때문에 상대적으로 외곽 부분까지 영향이 덜 미

치는 것으로 사료된다.

어피 펩타이드 리포좀 제조

이원배치분산분석 결과(Table 2)에서 펩타이드 농도에 따

라서 리포좀을 제조하였을 때는 입자크기 및 제타 전위에

펩타이드 농도가 가장 크게 유의적으로 영향을 주었으며

(p<0.001), pdI에는 유의적으로 영향을 미친 요인이 존재하

지 않았다(p>0.05).

펩타이드 농도 및 제조용량에 따라 입자 크기 및 제타

전위를 측정한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 펩타이드 첨가

농도가 및 제조 용량이 증가함에 따라서 리포좀의 입자크

기는 유의적으로 증가하였으며, 제타 전위는 감소하는 경

향이 나타났다. 제타전위 값의 경우 절대 값이 blank 리포

좀에 비해서 크게 감소하였다. 어피 펩타이드의 경우 pH에

따라서 제타전위 값이 변하는데 본 연구의 펩타이드 리포

좀의 pH는 6.3으로 Yuping et al. (2009)에 따르면 pH 6.3

의 펩타이드 용액의 제타전위는 약 5 mV이다. 따라서 펩

타이드가 첨가됨에 따라서 제타전위가 감소한 것으로 생각

된다. Prototype type으로 펩타이드를 제조하였을 때 3, 6%

펩타이드 리포좀은 430-480 nm의 크기를 나타내었고, 12%

와 24%에서 각각 유의적으로 증가하는 경향을 나타내었다

(p<0.05). 특히 10 L 단위 제조에서 펩타이드 농도를 24%

이상 첨가하였을 때 입자크기는 1 mm 이상으로 크게 증가

하였다. 이후 저장 실험은 24%를 제외한 3, 6, 12% 세 가

지 어피 펩타이드 농도를 설정하여 진행하였다.

어피 펩타이드 리포좀 저장 안정성

펩타이드 리포좀의 입자크기와 제타전위에 펩타이드 농

도와 제조 용량, 저장 기간이 미치는 영향을 이원분석한

결과를 Table 2에 나타내었다. 입자크기 및 제타전위는 농

도, 제조용량, 저장기간 3가지 요인 모두에서 유의적으로

영향을 받는 것으로 나타났으며(p<0.001), Table 1의 펩타

Table 2. F-values for the particle size, pdI and zeta potential of peptide liposome by peptide concentration, manufacture scale and

storage period

　 　

Particle size PdI Zeta potential

Primary homogenization 
condition

Homogenizer speed 359.83*** 1.77 4.18*

Manufacture scale 392.93*** 0.29 33.73***

Homogenizer speed + Manufacture scale 11.28*** 0.99 2.96*

Secondary
homogenization condition

Ultrasonificatior power 10.93*** 2.29 18.18***

Manufacture scale 3255.50*** 35.62*** 57.02***

Ultrasonificatior power + Manufacture scale 5.44** 0.81 12.53***

Peptide concentration

Peptide concentration 673.82*** 0.62 53.71***

Manufacture scale 555.56*** 0.72 1.97

Peptide concentration + Manufacture Scale 148.47*** 0.69 0.56

*

p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Fig. 3. Comparison of particle size (A) and zeta potential (B)
of fish peptide liposome depending on manufacture scale and

peptide concentration. a-dDifferent superscript letters mean signi-
ficantly different between peptide concentration at p<0.05 level by
Duncan's multiple range test. A-CDifferent superscript letters mean
significantly different between manufacture scale at p<0.05 level
by Duncan's multiple range test.
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이드 제조 농도와 동일하게 펩타이드 농도가 입자크기와

제타 전위에 유의적으로 가장 큰 영향을 미쳤다(p<0.001).

PdI는 저장기간에 가장 크게 유의적으로 영향을 받았다

(p<0.001). 펩타이드 농도와 제조 용량은 유의적으로 영향

을 미치지 않은 것으로 나타났다(p>0.001).

입자크기는 제조용량과 펩타이드 농도가 증가함에 따라

서 유의적으로 증가하는 경향을 보였으며, 저장기간이 증

가함에 따라서 감소하는 경향을 보였다. 제타전위는 저장

기간이 증가함에 따라서 증가하는 경향을 보였다. 10 L

용량으로 제조하였을 때 저장기간에 따라서 입자크기가

감소하였으나, 유의적인 차이는 보이지 않았다. 제타 전위

는 펩타이드를 3, 6% 첨가하였을 때 저장기간이 증가함

에 따라서 유의적으로 증가하는 경향을 보였으며, 12%에

서는 저장기간에 따른 유의적인 차이를 보이지 않았다.

추가적으로 실험을 진행하면서 12% 농도로 10 L로 제조

한 리포좀은 3주 이상 저장하였을 시에 침전물이 발생하

여 상대적으로 불안정한 것으로 생각되어 6% 농도의 어

피 펩타이드 리포좀이 산업적으로 적용하기에 적당하다고

판단된다.

Table 3. F-values for the particle size, pdI and zeta potential of peptide liposome by peptide concentration, manufacture scale and
storage period

　

Particle size PdI Zeta potential

Peptide concentration 576.14*** 0.01 223.87***

Manufacture scale 530.09*** 0.23 107.94***

Storage period 18.13*** 8.97*** 110.61***

Peptide concentration+Manufacture scale 4.64*** 0.39 38.24***

Peptide concentration+Storage period 7.88*** 1.36 14.29***

Manufacture scale+Storage period 6.25*** 1.23 25.32***

Peptide concentration+Manufacture scale+Storage period 6.11*** 2.31* 10.37***

*

p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Fig. 4. Comparison of particle size (A) and zeta potential (B) of
fish peptide liposome manufactured in 100 mL depending on

manufacture scale and peptide concentration. a-cDifferent superscript
letters mean significantly different between peptide concentration at
p<0.05 level by Duncan's multiple range test. A-CDifferent superscript
letters mean significantly different between storage time at p<0.05
level by Duncan's multiple range test.

Fig. 5. Comparison of particle size (A) and zeta potential (B)

of fish peptide liposome manufactured in 1 L depending on

manufacture scale and peptide concentration. a-cDifferent super-
script letters mean significantly different between peptide concen-
tration at p<0.05 level by Duncan's multiple range test. A-CDifferent
superscript letters mean significantly different between storage
time at p<0.05 level by Duncan's multiple range test. 
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요 약

본 연구에서는 lab scale 용량으로 100 mL, 1 L 단위로

리포좀을 제조하였으며, prototype scale로서 10 L 단위로

blank 리포좀의 제조한 뒤 입자 크기 및 포집 효율을 측정

하여 최적 제조 조건 선정하였다. 선정한 최적조건으로 어

피 펩타이드를 리포좀으로 포집하여 그에 따른 저장 안정

성을 평가하였다. 1차 균질 조건은 초고속균질기를 사용하

여 3분간 각각 4,000 rpm, 8,000 rpm, 12,000 rpm으로 균질

하였으며, 2차 균질 조건은 초음파균질기를 이용하여 각각

40 W, 60 W, 80 W로 3분간 균질하여 최적 균질 조건을 확

립한 뒤 어피 펩타이드 리포좀을 농도에 따라 제조하여

4oC에서 냉장 저장하였다. 최적 제조 조건 실험 결과를

two-way ANOVA로 분석한 결과 1, 2차 균질에서는 제조

용량이 입자크기와 제타 전위에 유의적으로 가장 큰 영향

을 미쳤으며(p<0.001), pdI는 2차 균질 조건에서 제조용량을

제외하고는 어떤 요인도 유의적으로 영향을 미치지 못하였

다(p>0.05). 1차 균질 실험 결과 lab scale에서 prototype

scale로 제조 용량이 증가하였을 때, 유의적으로 입자크기가

증가하였으며(p<0.05), 가장 입자크기가 작고 제타전위의

절대값이 높은 4,000 rpm을 최적조건으로 선정하였다. 2차

균질 실험결과 40 W에서 제조 용량이 증가하였을 때 유의

적으로 제타전위가 감소하였으며, 60 W 이상에서는 안정적

인 결과가 나타났다. 리포좀의 산업적 적용을 고려할 때

공정비용 감소 측면에서 80 W보다 60 W가 적절하다고 사

료된다. 선정된 리포좀 최적 조건으로 농도(3, 6, 12, 24%)

별로 어피 펩타이드를 포집하였을 때, 24%에서 입자크기

가 1 mm 이상으로 크게 나타났다. 이후 저장실험에서는

24%를 제외한 3가지 조건으로 진행하였다. 1달간 어피 펩

타이드 리포좀을 냉장 저장한 결과를 two-way ANOVA로

분석한 결과, 펩타이드 농도에 따라 제조하였을 때는 입자

크기와 제타 전위가 제조용량보다 펩타이드 농도에 더 큰

영향을 받았다. 또한 저장기간은 pdI에 유의적으로 영향을

미치는 것으로 나타났다(p<0.001). 입자크기는 제조용량과

펩타이드 농도가 증가함에 따라서 유의적으로 증가하였으

며, 저장기간에 따라서 감소하였다. 제타전위는 10 L 용량

에서 저장기간에 따라 증가하는 경향을 보였다. 이는 리포

좀이 풀리면서 비표면적이 증가하여 제타전위가 증가한 것

으로 사료된다. 또한 12%에서 3주차부터 침전물층이 형성

되는 것이 관찰되어 6%가 가장 산업적용으로 적합한 농도

로 사료된다.
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