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서  론 
 

피브로인은 누에고치에서 생산되는 실크섬유의 중심가닥을 구성하

는 단백질 고분자이며 분자량은 391 kDa이다.1 피브로인은 오랫동안 

수술용 봉합사로 사용되어 생체적합성이 확인되어 있으며2 최근에는 

캡슐 및 방출 제어 소재로 개발되고 있다.3,4 물에 녹지 않는 피브로인 

분자는 고온의 고농도의 염용액에 용해된 후 투석, 탈염의 과정을 거

친 후 일시적으로 수용액 상태로 존재하게 된다. 이 용액을 재생 피

브로인이라고 부르며 분무 건조를 통하여 2 μm 내외의 캡슐을 제조

할 수 있고,5 한 방울씩 액체질소에 주입하여 얼린 후 메탄올 등으로 

처리하여 100∼440 μm의 크기의 하이드로젤 캡슐을 제조할 수 있다.4 

이 용액에 에탄올을 첨가하고 동결 융해시켜 0.2∼1.5 µm의 미세입자

도 제조할 수 있다고 보고되었다.6  

피브로인은 다른 단백질과 달리 단량체에 해당하는 20 종류의 아

미노산 중 글리신(glycine), 알라닌(alanine) 및 세린(serine)의 조

성 비율이 약 86%로 매우 높다.2 세 종류의 단량체가(glycine-

alanine-glycine-alanine-serine-glycine)n-의 반복단위로 존재

하는 11개의 결정성 영역이 피브로인 분자사슬을 구성하고 있다.7 

용해된 재생 피브로인 분자에서도 아미노산 단량체의 반복배열은 

nematic 액정배열을 형성하고 있으며8 시간의 경과에 따라 재생 피브

로인은 액상상태의 random coil 구조의 비율이 줄고 서로 다른 분자사

슬의 결정성영역 사이에 수소결합의 비율이 증가하여 불용성 생물 고

분자에서 관찰되는 β-sheet 구조를 형성하여 젤이 된다.9,10 최근에는 

β-sheet를 형성하여 젤이 만들어지는 hydrogelation 속도가 볼텍싱 

정도, 온도 및 피브로인의 농도 등으로 조절됨이 보고되었다.11 

본 연구에서는 데칸 및 혼합유화제와 재생 피브로인 수용액으로부
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초록: 피브로인은 실크섬유에서 대량으로 얻어지는 생물고분자이며 수술 봉합사로 장기간 사용되어 생체적합성이

확인되었다. 따라서, 본 연구에서는 생체재료로 사용할 수 있는 피브로인 미립구를 제조하였다. 데칸과 혼합유화제로

이루어진 연속상에 재생 피브로인 액적을 분산시킨 후 건조시켜 형성된 미립구를 회수하여 에탄올 등으로 세척 건조

후 수득하였다. 안정한 유중수형(W/O) 에멀션을 600 rpm으로 교반하는 조건하에서 구형의 피브로인 미립구를 얻

을 수 있었다. 주사전자현미경 사진을 통하여 상압 및 감압하에서 건조된 미립구의 수평균 직경은 각각 21.6 및 8.5 

μm로 확인되었다. 토모그래피로 미립구는 내부구조가 채워져 있으나 크기에 따라 중공미립구임을 확인하였고 중탄

산나트륨을 도입하여 중공미립구도 제조하였다. 

 
Abstract: Fibroin is a biopolymer available in large quantity from silk fiber and has a long history of use 

as a suture proving biocompatibility. In this report, fibroin microspheres has been fabricated for biomaterial 

applications. W/O emulsion of regenerated fibroin droplets in a continuous phase of decane with mixed 

surfactants was dried to facilitate fibroin gelation and the condensed fibroin microspheres were harvested. 

The ratio of mixed surfactants and their proportions to decane were determined to prepare a stable 

W/O emulsion. A spherical form of fibroin gels was obtained from the W/O emulsion agitated at 600 

rpm. Scanning electron microscopy revealed that number average sizes of the fibroin microspheres 

were 21.6 and 8.5 μm when dried under ambient conditions or under vacuum, respectively. Tomography 

of the spheres revealed that their internal structures are packed or hollowed. Hollow and hemispherical 

forms of microspheres were also prepared by using porogen. 
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터 W/O 에멀션을 형성시키고 수적상태로 분산되어 존재하고 스스

로 젤화하는 재생 피브로인의 특성을 이용하여 미립구(microsphere)

를 제조하였다. 특히, 물보다 비등점이 높은 데칸을 사용하여 연속상

의 데칸이 건조되는 용매건조법이 아닌 분산된 수적에서 수분을 제거

하는 방법을 통하여 피브로인의 젤화를 촉진시키고 캡슐의 크기를 줄

일 수 있었으며 제조된 피브로인 마이크로입자의 특성을 조사하였다. 

 

실  험 

 

시약 및 재료. 본 실험에 사용된 동결건조된 재생 피브로인은 고

농도의 염용액에 가용화시키는 방법을12 일부 변형하여 제조하였다. 즉, 

시중에서 구입한 실크섬유를 탄산나트륨 수용액 0.3%(w/v)에 침지 

후 가열하여 표면의 세리신 및 불순물을 제거하고 회수하여 건조시킨

다. 이후 105 ℃로 가열된 CaCl2ᆞH2O 수용액 50%(w/v)에 투입하

여 가용화시키고 식힌 후 molecular weight cut-off(MWCO)가 10 

kDa인 투석막에 넣어 밀봉하고 수조에 넣어 전기전도도가 200 μS/cm 

이하가 될 때까지 증류수를 교환하여 CaCl2를 제거하여 제조되었다. 

투석이 끝난 피브로인 수용액은 -20 ℃에서 냉동하여 동결건조기를 

사용하여 건조된 분말로 제조하여 보관하고 실험 직전에 녹여서 사용

하였다. 

미립구 제조. 피브로인 미립구를 제조하기 위하여 먼저 40 mL의 

데칸(n-decane)에 계면 활성제인 Span 80과 Tween 80을 1:1의 

비율로 혼합한 용액을 10 mL 넣고 40 ℃에서 교반하여 녹인다. 여

기에, 2%(w/v) 재생 피브로인 수용액을 첨가한 후 자력교반기를 이용

하여 에멀션을 제조한다. 유백색 에멀션 시료 20 μL을 취하여 광학 현

미경(CX40RF200, Olympus, Japan)을 이용하여 400X 배율로 에멀

션 형성을 관찰하였다.  

에멀션 용액은 상압 상온에서 24시간 동안 지속적으로 교반하거나 

rotary vacuum evaporator(JP/N 1000S-W, Eyela, Japan)를 

이용하여 40 ℃에서 감압하여 30분 동안 강제적으로 수분을 제거시

켰다. 이 용액을 필터페이퍼(Whatmann No.1, Whatmann, USA)로 

걸러 얻어진 여과 잔류물을 에탄올로 여분의 데칸과 계면활성제를 제

거하고 건조시켜 피브로인 마이크로캡슐을 수득하였다(Figure 1).  

전자현미경 관찰. 제조한 시료 및 분말의 형태와 입자 크기를 관찰

하기 위해 전계방사형 주사전자현미경(field emission scanning elec-

tron microscope, S-4300, Hitachi, Japan)을 이용하였다. 시료를 

stub 표면에 부착하고 Sputter(E-1010, Hitachi, Japan)를 이용하

여 10 mA에서 70초간 백금으로 코팅시킨 후 15 kV로 관찰하였다.  

공초점 현미경 관찰. 피브로인 미립구의 내부구조를 관찰하기 위

하여 1 mg의 시료를 인산 완충용액(KH2PO4 20 mM, pH 7.4)에 현

탁시키고 여기에 25 μL의 fluorescein isothiocyanate(FITC, 0.5 

mg/mL ethanol)을 첨가하여 암실에서 2시간 동안 반응시켰다. 이후

에 13000 rpm에서 10초간 원심 분리하여 상등액을 제거하였다. 인

산완충용액을 1 mL 첨가하여 재현탁한 후 원심분리하고 다시 상등

액을 제거하는 방법을 5회 반복하여 남아 있는 FITC를 제거하였다. 

이후 인산완충용액을 첨가하여 재현탁한 후 20 μL를 취하여 슬라이

드 글라스 위에 떨어뜨리고 커버 글라스를 덮어 가장자리를 매니큐어

로 밀봉하였다. 레이저 공초점 현미경(confocal laser microscope 

FLUOVIEW-FV300, Olympus, Japan)을 이용하여 1200배에서 

FITC로 염색된 피브로인 미세구 시료를 초점면(focal plane)을 달리

하여 촬영하고 토모그래피(tomography)를 구성하였다. 

 

결과 및 토론 

 

에멀션의 제조. 피브로인 미립구를 제조하기 위한 안정한 W/O 에

멀션 용액을 형성할 수 있는 조건을 찾기 위하여 유화제 Span 80

과 Tween 80의 혼합비를 2:8, 5:5, 8:2 및 10:0으로 변화시키고 혼

합유화제를 데칸에 10%(v/v) 첨가하고 여기에 2%의 재생 피브로인 

수용액을 10%(v/v) 첨가하여 교반하여 얻어진 유화액을 광학현미경

으로 관찰하였다. 유화제의 혼합비가 2:8에서는 유화액 전체가 젤화되

었고 나머지 혼합비에서는 유백색의 유화액이 얻어졌으며 광학현미

경으로 분산된 액적을 관찰할 수 있었다. 두 유화제의 혼합비가 1:1

인 경우 hydrophilic-lipophilic balance(HLB)는 9.6으로서 일반적

으로 알려진 W/O 에멀션을 형성한다고 알려진 HLB 6-8 사이의 값 

보다는 크지만 에멀션의 안정성이 높았다. 따라서, 유화제의 혼합비를 

1:1로 혼합한 혼합유화제를 데칸에 5, 10, 20, 30% (v/v)의 다른 비

율로 첨가하여 에멀션을 제조하였다. 이중 10% 이상의 혼합유화제를 

포함한 용액에서 피브로인 수용액을 첨가하여도 안정적인 유화상태를 

유지하였다. 따라서 여유를 두어 유화제 혼합액을 20% 사용하고 피브

로인의 농도를 달리하여 에멀션을 제조하였다. 피브로인의 농도가 4% 

이상에서는 수적이 서로 엉기어 덩어리를 형성하는 현상이 관찰되었다. 

따라서 2%의 피브로인 용액을 사용하여 W/O 에멀션을 제조하여 상온

에서 교반시키고 원심분리하여 회수한 후 건조시켜 피브로인 미립구를 

얻었다.  

에멀션 상태의 수적에 녹아있는 피브로인 분자는 서로 응집하여 구형

의 젤을 형성하는데 교반속도의 영향을 보기 위하여 600, 700 및 800 

rpm으로 교반속도를 달리하여 얻어진 미립구의 전자현미경 사진과 크

기를 Figure 2에 나타내었다. 대체적으로 표면이 매끈한 구형에 가까운 

미립구가 형성되었으나 교반속도가 높아지면 약 10 μm 이하의 작은 미

립구의 수가 많아지며 동시에 납작한 형태의 큰 미립구들이 빈번하게 

관찰되었다. 교반속도의 증가와 함께 피브로인 미립구의 수평균 직경은 

25.9, 21.4 및 16.5 μm로 점차적으로 감소하는 경향을 보였다.  

따라서 에멀션을 600 rpm으로 교반시키며 상온 상압하에서 건조시

키면 구형의 피브로인 미립구가 형성이 됨을 알 수 있었다. 그러나 700 

rpm 이상으로 교반하면 크기가 작은 미립구의 비율이 증가하는 동시

Figure 1. A schematic diagram of W/O emulsion of fibroin in
decane and mixed surfactant and formation of fibroin micro-
capsules. 
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에 직경이 30 μm 이상이며 원반형으로 변형된 피브로인 미립구가 생

성되는 것이 관찰되었다. 이것은 W/O 에멀션에서 표면장력으로 구형을 

이루는 수적이 교반으로 인한 전단흐름에서 변형되고 피브로인이 변형

된 수적의 모양대로 젤화되어 형성된 것으로 생각된다. 전단이 큰 상태

에서 형성되는 이러한 원반형 모양은 혈액 속의 적혈구와 매우 유사하

다. 원반형 모양의 변형은 유체의 전단력과 관련이 있는 것으로 추정되

며 결론적으로 교반속도를 증가시켜 수적의 크기를 감소시켜 균일도를 

유지하는 작은 미립구를 만들 수 없었다. 교반속도는 에멀션 혼합액의 

물리화학적인 특성과 같이 작용하여 액적의 크기를 결정하고13 교반속

도가 증가하면 전단이 큰 상태의 액적이 타원형으로 변하는 것은 잘 알

려져 있다.14 특히, 액적의 변형은 사진으로 2차원적으로 관찰할 수 밖

에 없어 수학적인 모델이 많이 이용되지만15 본 연구에서는 변형된 액

적의 모양을 유지하는 입자를 얻을 수 있어 액적의 변형을 연구하는 수

단이 될 수 있다. 

건조방법. 피브로인 에멀션에서 유중수형의 피브로인의 자발적인 

젤화를 이용하여 피브로인 미립구를 제조할 수 있으나 감압건조를 통

하여 에멀션의 수분을 신속하게 제거하면 젤화 및 응집에 영향을 미칠 

수 있으므로 감압회전증발기를 이용하여 피브로인 미립구를 제조하였다. 

에멀션의 400X 광학현미경 사진 및 상온상압에서 600 rpm으로 24시

간 교반하며 건조하여 얻은 미립구와 30분 동안 감압 건조하여 얻은 

미립구의 주사전자현미 경사진과 미립구의 크기 분포를 Figure 3

에 나타내었다. 

감압건조를 통하여 단시간에 미립구를 제조할 경우 그 직경의 분포

는 대부분 20 μm 이하로 감소하였고 10 μm 이하 크기의 미립구가 대

부분을 차지하였다. 상온상압에서 건조된 미립구의 수평균 직경은 

21.6±11.3 μm인 반면 감압건조된 미립구는 8.5±4.9 μm로 감소

하였다. W/O 에멀션에서 수적은 2%의 재생 피브로인으로 구성되어 

있는데 감압건조시 수분이 많이 제거되어 미립구의 크기가 감소한 것이

다. 이후 에탄올 세척과정을 통하여 수분 및 데칸과 유화제가 제거되고 

열중량분석을 통하여 7∼8%의 수분만 포함하는 것으로 관찰되었다. 

Chen 등은16 피브로인 필름을 에탄올을 처리하는 과정에서 random 

coil이 β-sheet로 바뀌면서 amide I의 피크가 낮은 wavenumber

로 이동하는 것을 관찰하였다. 제조된 미립구의 FTIR 흡광 스펙트럼

에서는 피브로인과 유사하게 1512 cm-1의 amide II 피크와 1236 

cm-1의 amide III 피크가 관찰되었고 피브로인의 amide I 피크는 

1643 cm-1에서 1623 cm-1로 이동한 것을 관찰할 수 있었다. 따라서 

피브로인 미립구에는 주로 피브로인으로 구성되어 있음을 알 수 있고 

제조과정에서 에탄올 처리로 인해 amide I의 random coil이 β-sheet

로 바뀌었음을 확인할 수 있다.  

Figure 2. Scanning electron microscopic images of fibroin micro-
spheres prepared from emulsions mixed at varying velocities
of (a) 600; (b) 700; (c) 800 rpm(scale bar＝30 μm); (d) effect
of agitation speed on the diameters of the microspheres. 
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Figure 3. (a) A microscopic image of W/O emulsion and scanning
microscopic images(scale bar＝50 μm) of microspheres by; (b)
prepared under vacuum drying; (c) air drying under ambient
conditions; (d) comparison of the diameters. 
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Figure 4. Schematics and tomographies of FITC-stained fibroin
microspheres by confocal laser microscopy for (a) a microsphere
prepared under vacuum drying; (b) a microsphere prepared by
air drying under ambient conditions. 
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미립구의 내부구조. W/O 에멀션의 수적의 피브로인이 서로 응집하

여 젤을 형성하고 건조과정에서 수분이 제거되어 피브로인 미세구가 

만들어지므로 내부가 어떻게 형성되어있는지 관찰해 볼 필요가 있다. 

따라서 피브로인 미세구를 형광물질인 FITC로 염색 후 공초점 현미

경을 이용하여 수직방향으로 1.5∼3 μm 단위로 이동하면서 초점면을 

연속적으로 촬영한 토모그래피를 Figure 4에 나타내었다. 미립구의 크

기가 10 μm 이하의 경우에는 모든 초점면에서 원형의 형광을 나타내

어 단면이 피브로인으로 가득 채워져 있음을 관찰할 수 있었다. 그러나 

상온 상압에서 건조된 미립구 중에서 크기가 20 μm 이상인 경우 

Figure 4(b)처럼 미세구의 단면의 중심부분에서 형광이 발색되지 않

은 경우가 관찰되었다. 이것은 피브로인이 미세구를 형성하면서 표면

부터 젤화가 시작되고 서서히 건조되면서 내부가 빈 미세구가 형성될 

수 있음을 나타내고 있다. 그러나 크기가 10 μm 이하거나 감압건조를 

통하여 빠른 시간내 미세구의 수분을 제거한 경우 대부분의 미세구는 

Figure 4(a)에서 볼 수 있는 내부가 피브로인으로 꽉 차 있는 구조를 

형성하고 있었다. 

중공미립구의 제조. 미립구의 내부구조를 관찰하는 과정에서 속이 

빈 중공미립구가 일부 관찰되었다. 이를 재현하고 중공미립구를 주로 

제조하기 위하여 중탄산나트륨을 사용하여 중공미립구를 제조하였다. 

피브로인 수용액에 중탄산나트륨을 1% 첨가하고 전술한 방법으로 에

멀션을 제조한 후 1 N HCl을 5%(v/v) 첨가하고 1시간 동안 추가로 

교반시킨 후 감압건조하여 피브로인 미립구를 수득하였다. Figure 5

에서 속이 빈 미립구의 형성 과정과 주사전자현미경으로 관찰한 제

조된 피브로인 미립구 사진을 나타내고 있다. 일부 미립구의 벽면이 파

괴되어 중공미립구가 형성되었음을 확인할 수 있다.  

중공미립구는 주로 코어-쉘 구조의 마이크로캡슐을 합성한 후 코

어물질을 팽윤시켜 제조될 수 있다.17 Porogen은 주로 다공성 구조를 

가지도록 사용되지만 다양한 종류의 porogen을 사용하여 다공성 미립

구 뿐만 아니라 조건에 따라 중공미립구의 제조에도 상용될 수 있음이 

보고되었다.18 그러나 porogen을 사용한 미립구는 다공성으로 인하여 

내부기체가 빠져나가 함몰된 형태로 생성되는 경우가 많다. 본 연구에

서 제조된 중공 미립구는 대부분 구형을 유지하고 있다.  

다른 연구자들에 의하여 여러 종류의 미세구 및 마이크로캡슐이 

재생 피브로인으로 제조될 수 있음이 보고되었으나 분무 건조를 통하

여 얻어지는 2 μm 내외의 캡슐은 표면이 주름지거나 함몰된 형태를 주

로 나타내었고,5 액체질소에 주입 후 메탄올 등으로 처리한 하이드로

젤 캡슐은 표면이 거칠고 다공성을 나타내었다.4 마찬가지로 동결 융해

법으로 제조된 미세입자의 형태에 대하여 자세한 분석은 되어 있지 않

으나 전자현미경 사진으로 통하여 표면이 거친 구형으로 보고되고 있

다.6 따라서 본 연구에서 제조된 피브로인 미세구는 다른 연구자들이 

보고한 제조방법 및 얻어진 미세구의 형태와 다른 새로운 피브로인 미

세구라고 할 수 있다. 동시에 피브로인 분자사슬의 자기조합을 이용하

여 함몰되지 않는 중공미립구를 제조할 수 있음을 보였다.  

 

결  론 

 

본 연구에서는 유중수형의 W/O 에멀션을 제조하고 수적을 형성하는 

재생 피브로인 수용액에서 수분이 건조되면서 피브로인이 젤화되는 원

리를 이용하여 피브로인 미립구를 제조할 수 있음을 보였다. 이 과정에

서 교반속도가 높으면 액적의 표면장력보다 전단력이 영향을 주어 납작

해진 변형된 구형의 피브로인 미립구의 비율이 증가하였다. 감압상태에

서 건조시켜 내부가 모두 채워져 있는 수평균 8.5±4.9 μm 직경의 피

브로인 미립구를 제조할 수 있었다. 상온상압에서 서서히 건조시켜 얻

어진 미립구 중에는 속이 빈 중공미립구가 관찰되는 점에 착안하여 중

탄산나트륨을 porogen으로 사용하여 중공미립구를 제조하였다. 
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