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서론
현대 신약 개발의 주요한 어려움 중 하나는 많은 의약품 후보물질의 수용성 용해도가 
낮다는 것입니다. 나노입자 제제는 수용성 용해도가 낮은 약물의 생체 이용률을 높이는 
매력적인 솔루션입니다. 용출 연구는 in vitro 조건에서 예상되는 in vivo 생체 이용률의 
특성을 규명하는 데 사용되는 가장 중요한 분석법 중 하나입니다. 따라서 기대하는 높은 
생체 이용률을 가진 최종 제제를 보다 쉽게 선택하기 위해서는 나노입자 개발 과정에서의 
효율적인 용출 분석법이 필요합니다. 또한 보다 이후의 제품 수명주기 단계에서 품질 관리 
목적으로도 중요한 역할을 합니다. 따라서, 용출된 약물과 용출되지 않는 약물의 분리는 
모든 용출 연구에서 가장 중요한 요소 중 하나입니다. 

나노입자는 용출되지 않는 물질로 간주되어 용출 매질에서 분리되어야 합니다. 현재의 
용출 분석법들은 용출 연구에 사용되는 장비와 관계 없이 용출 매질에서 나노입자를 
분리하는 효율이 낮은 문제 때문에 어려움을 겪고 있습니다. 또한, 기존 제제 시 사용되는 
표준 여과 분석법이 샘플링 과정 중 용출 매질에서 나노입자를 분리하는 데 충분한 효과를 
보이지 못합니다. 용출되지 않는 API를 분리하는 데에는 멤브레인 형태의 필터를 통한 
여과가 매우 일반적으로 이용됩니다. 0.22 또는 0.45µm의 공극 크기를 가진 시린지 
필터가 사용되지만 이 또한 문제점을 가지고 있습니다. 이 방법의 단점은 평균 입자 크기 
500nm 미만의 입자가 필터를 막아 파열시키거나, 그대로 통과하여 용출 값을 지나치게 
높인다는 것입니다. 0.02µm와 같이 더 작은 공극 크기를 갖는 필터를 이용할 수도 있지만, 
이러한 필터는 샘플링 과정에서, 특히 매질의 나노입자 농도가 높은 경우에 빠르게 막히는 
경향이 있습니다. 나노입자를 효율적으로 분리시키지 못하면 분리 과정 후 용출 매질에 
나노입자가 남아있게 되어 결과적으로 용출 프로파일 분석에서 판독값이 부정확하게 높은 
수치를 나타낼 수 있습니다. 요약하면, 개발 실험실에서 사용되는 현재의 용출 프로세스는 
부적절한 여과 방법으로 인해 나노 제제의 in vivo 성능을 예측하기에 충분하지 않습니다.

Agilent NanoDis 시스템 분석법 개발 
가이드
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Agilent NanoDis 시스템을 이용한 용출
Agilent NanoDis 시스템의 여과 원리는 종래의 용출 장치와 
결합한 십자류 여과(Cross Flow Filtrat ion, CFF)를 기반으로 
하며 여과 과정을 자동화하는 데 목적을 두고 있습니다. NanoDis 
시스템은 CFF의 장점을 활용하여 용출 매질에서 나노입자를 
분리합니다. CFF는 개방형 여과 시스템이기 때문에 필터 케이크의 

형성을 방지하고, 나노입자가 필터에 강제로 들어가지 않아 
전량 여과(dead-end filtration)에서와 같이 필터가 자주 막히는 
현상이 나타나지 않습니다. 또한, CFF 필터의 멤브레인 크기를 
제제에 포함된 나노입자의 입자 크기에 따라 선택할 수 있습니다. 
NanoDis 시스템에서는 나노입자를 포함한 용출 매질이 펌핑을 
통해 CFF 필터를 지나고, 여기서 입자가 없어진 여과액은  Agilent 
850-DS 용출 샘플링 스테이션을 통해 수집됩니다. 여과 효율 및 
여과액을 수집하는 데 필요한 시간은 매질에 존재하는 나노입자의 
농도와 제제에 따라 달라집니다. 그러나, 까다로운 제제에서 여과 
속도가 매우 낮다고 해도 NanoDis 시스템 사용 시 10mL/분 
보다 높기 때문에, 용출 시료의 정량 분석에 충분한 시료 부피를 
생성하고 매우 짧은 시점 간격을 실현할 수 있습니다.

필터 멤브레인 크기 및 유형 선택
용출 연구에 사용되는 십자류 필터의 필터 유형과 공극 크기는 
나노입자 크기와 유형에 따라, 그리고 완전한 분리를 보장하도록 
선택됩니다. 이러한 사양이 충족되어야 용출되지 않는 나노입자로 
인한 간섭 없이 용출된 약물을 측정할 수 있습니다. 

다양한 케미스트리로 사용할 수 있는 많은 종류의 CFF 멤브레인이 
있습니다. 필터에 대한 나노입자와 API의 흡착을 방지하는 올바른 
멤브레인 케미스트리를 선택하려면 필터 밸리데이션 테스트가 
필요합니다. 필터 밸리데이션은 CFF 멤브레인과 동일한 화학적 
성질을 갖는 표준 시린지 필터를 이용해 수행할 수 있습니다.  
이와 대조적으로, API 필터 밸리데이션의 경우는 알고 있는 농도의 
API를 용출 매질에서 용출시키고 0.45µm 등과 같은 공극 크기를 
가진 시린지 필터를 통해 여과한 후 분석합니다. 나노입자 제제의 
필터 밸리데이션을 위해 더 큰 공극 크기의 시린지 필터가 필요할 
수 있습니다. 
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그림 1. 다양한 시린지 필터(0.45μm, 0.2μm 및 0.02μm)와 Agilent NanoDis 
시스템을 사용한 아세테이트 완충액 900mL(pH 4.5) 내  이부프로펜 나노입자 
200mg의 용출 프로파일

그림 2. NanoDis 시스템 도식도(용출된 API와 분산된 나노입자의 흐름 방향 및 분리와 함께 표시). USP 규제를 준수하는 Agilent 708-DS 용출 장치와 850-DS 용출 샘플링 
스테이션을 사용했으며, Agilent Dissolution Workstation 소프트웨어(DWS)를 이용해 운용 및 전자 문서 작성

Agilent 708-DS 
용출 장치

연동 펌프

중공 섬유 필터 Agilent 850-DS 
용출 샘플링 스테이션

Agilent Dissolution 
Workstation 소프트웨어
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나노입자 제제를 알고 있는 농도로 용출 매질에 분산시키고 
나노입자가 필터를 확실하게 통과하도록 적절한 공극 크기를 가진 
시린지 필터에 통과시킵니다. 필터에서 발생할 수 있는 나노입자의 
흡착을 계산하기 위해 여과 전, 후의 API를 사용할 수 있습니다. 

약물 제제의 평균 입자 크기가 일차적인 고려사항이지만 입자 크기 
분포 및 용출 매질에서의 입자 크기 분포 또한 고려해야 할 중요한 
파라미터입니다. 비균질 입자 제제에서는 시료에 존재하는 가장 
작은 입자의 입자 크기가 평균 입자 크기보다 훨씬 작을 수 있고, 
또는 그 반대의 경우가 발생할 수 있습니다(즉, 시료에 존재하는 
가장 큰 입자의 크기가 평균 입자 크기보다 훨씬 클 수 있음).  
이 외에도 입자가 FeSSIF 및 FaSSIF와 같은 in vivo 관련 매질에 
분산된 경우에 특히, 입자 표면 주위에 코로나가 형성되어 평균 
입자 크기가 증가할 수 있습니다.

일반적으로, 올바른 멤브레인 공극 크기를 선택할 때 표 1을 참고할 
수 있습니다.

표 1. 멤브레인 공극 크기 선택.

평균 입자 크기(nm) 멤브레인 공극 크기(kDa)

<10 10

10 ~ 25 50

25 ~ 50 100

50 ~ 150 300

>150 500

입자 크기 분포가 넓거나 시료에 더 작은 입자가 함께 존재하는 
이중 분포인 경우, CFF 필터 멤브레인 크기를 그에 적절하게 
조정해야 하며, 동시에 가장 작은 입자 크기에 대한 비율도 함께 
고려해야 합니다. 또 다른 중요 파라미터는 용출 매질에 계면 
활성제가 사용되는 경우에 형성되는 미셀(micelles)의 입자 
크기입니다. 용출된 API의 미셀도 CFF 멤브레인에 남아 있을 수 
있습니다. 따라서 멤브레인 크기를 선택할 때 미셀 크기도 고려해야 
합니다. 필터 밸리데이션에 대한 자세한 내용은 참고문헌 섹션1  
및 Repligen 웹사이트2에서도 확인할 수 있습니다.

장비 및 소프트웨어 파라미터
장비 및 소프트웨어 파라미터의 최적화는 용출 매질에서 
나노입자를 효율적으로 분리하기 위한 용출 분석법 개발 과정의 
일부입니다.

그림 4. Agilent Dissolution Workstation 소프트웨어의 NanoDis Tab을 보여주는 
스크린샷

그림 3. 십자류 흐름 필터(CFF)를 장착한 Agilent NanoDis 시스템
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NanoDis 시스템은 Agilent Dissolution Workstation 소프트웨어
(DWS)에 의해 제어됩니다. 다음은 분석법 개발 과정에서 참고할 
수 있는 중요한 파라미터 설정의 개요입니다.

NanoDis System의 분석법은 두 단계, 즉 용출 실행 시작에 앞선 
필터 프리컨디셔닝 단계 및 실제 용출 실행으로 수행됩니다. 용출 
실행의 각 시점 전에 추가적인 필터 프리컨디셔닝 단계가 먼저 
수행됩니다. 이에 따른 일반적인 작업 순서는 다음과 같습니다.

1단계: 필터 프리컨디셔닝 
펌프 속도: 펌프 속도는 연동 펌프에서 수동으로 조정합니다. 
CFF 멤브레인의 막간 차압(TMP)은 유속 증가에 따라 커지므로 
여과액의 투과율도 같이 증가합니다. 요약하면, 유속을 증가시키면 
수집되는 여과액 시료의 양을 늘릴 수 있습니다. 

테스트 전 필터 컨디셔닝: 테스트 전 필터 컨디셔닝은 필터를 현재 
용출 매질로 적시는 과정입니다. 이 과정은 용출 시작 전, 그리고 
용출 용기에 제제를 도입하기 전에 시작됩니다. CFF 멤브레인을 
통해 여과된 용출 매질은 용출 용기로 다시 보내지므로 테스트 전 
필터 컨디셔닝 과정에서 용출 매질의 손실이 없습니다. 테스트 전 
필터 컨디셔닝 단계가 끝나면 공기로 CFF 멤브레인을  퍼지하기 
때문에 용출 매질이 완전하게 용기로 다시 보내지게 됩니다. 

테스트 전 필터 컨디셔닝은 첫 번째 시점의 용출 수집부터 잘 
이루어지도록 CFF 멤브레인을 준비한다는 점에서 중요합니다. 
테스트 전 필터 컨디셔닝이 충분히 이루어지지 않으면 첫 시점에서 
얻어지는 시료량이 감소합니다. 용출 결과(%)를 정확하게 
계산하려면 정확한 시료 부피를 얻는 것이 중요합니다.

테스트 전 필터 컨디셔닝을 위해 다음과 같은 시작 파라미터를 
사용할 수 있습니다.

작동 권장 설정

연동 펌프 flowthrough 시간 
필터를 통과해 매질을 펌핑하는 시간(초)

240초

시린지 퍼지 볼륨 
TFF(tangential flow filter, CFF와 동일)의 외부 실린더에서  
용기로 다시 펌핑되는 부피(mL)

4mL

연동 펌프 에어퍼지 시간
연동 펌프를 역전시켜 필터의 중앙 코어를 비우고 다시 용기로  
흘러 보냄

50초

2단계: 용출
제형을 용기에 도입하고 용출 실행을 시작합니다. NanoDis 시스템 
사용 시 용출 테스트 시퀀스는 약간 변경됩니다. 각 시점 이전에 
필터를 다시 컨디셔닝해야 하며, 이는 각 시점이 되기 직전에 
완료됩니다.

시점 전 필터 컨디셔닝 변수

작동 권장 설정

연동 펌프 flowthrough 시간 
필터를 통과해 매질을 펌핑하는 시간(초)

100초

시린지 퍼지 볼륨 
TFF(tangential flow filter)의 외부 실린더에서 용기로 다시 
펌핑되는 부피(mL)

2mL

시점 샘플링 특성

작동 권장 설정

프라임 손실 부피
정확한 시점의 샘플링을 위한 샘플링 캐뉼라 끝에서 니들 
(850-DS)까지의 튜빙 부피

3.5mL

시료량 
시료 트레이로 분주 되는 부피

1.0 ~ 5mL 
(분석에 따라 다름)

필터 외부 실린더 헹굼 부피
필터의 외부 실린더로 펌핑될 헹굼 매질의 부피;
총 퍼지 부피 = 퍼지 부피 + 필터 외부 실린더 헹굼 부피

4mL

연동 펌프 필터 퍼지 시간
샘플링 후, 필터 중앙 코어 내의 시료 매질은 다시 용기로 퍼지됨. 
파라미터에 따라 연동 펌프가 중앙 코어를 퍼지하기 위해 
실행되는 시간이 결정됨. 방향은 �시료 캐뉼라쪽으로 필터 퍼지� 
체크박스로 제어.

30초

시린지 퍼지
시린지 퍼지 사이클에 따라 필터의 외부 실린더, 그리고 필터와 
시린지 유동 경로의 용기 사이의 모든 튜빙이 비워짐. 시린지 
퍼지 부피 = 필터 외부 실린더 헹굼 부피 + 퍼지 부피

4mL

필터 외부 실린더 헹굼 사이클
시점이 끝나면 필터의 외부 코어를 헹굼 매질로 헹굴 수 있음. 
값을 0으로 설정 시 헹굼 사이클이 실행되지 않음.

4mL로 1 ~ 3회
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팁과 요령
멤브레인 최초 사용, 세척 및 보관
CFF 멤브레인은 공극 구조를 유지하기 위해 글리세롤에 담겨 
배송됩니다. 처음 사용하기 전에는 최소 500mL의 정제수로 
멤브레인을 세척하는 것이 좋습니다. 대안적으로, 용출 매질을 
사용하여 멤브레인을 세척할 수 있습니다. 나노입자 제제에 따라 
용출 실행 사이에 멤브레인을 세척하는 목적으로 정제수, 알코올 
용액(20% 에탄올 또는 20% 이소프로판올) 또는 0.1N NaOH를 
사용할 수 있습니다. 멤브레인은 실온에서 적합한 보관용 매질(예: 
0.1 N NaOH)에 넣어 보관하는 것이 가장 좋습니다. 이는 미생물의 
성장을 방지하고 섬유질이 건조되는 것을 막아줍니다.

멤브레인의 무결성 테스트
CFF 멤브레인의 무결성 테스트에는 원하는 평균 입자 크기를  
가진 표준 나노입자가 대조 물질로 사용되며, 결과에 따라 CFF에  
바람직한 멤브레인 공극 크기로 조정합니다. PLGA-Lumogen 
나노입자를 이용하면 시료의 색상 유무에 따라 멤브레인의 
무결성을 시각적으로 나타낼 수 있습니다.

멤브레인 막힘 테스트
CFF 멤브레인의 막힘 여부는 물로 용출 시험을 수행한 다음  
여과된 시료의 양을 정량하여 결정합니다.
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