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요 약 문

Ⅰ. 제 목

발효화분 식품개발에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

부가가치가 높고 경쟁력있는 발효화분 식품을 개발하여 양봉농가의 감소를 저지하며, 충

매화 과수농업을 간접적으로 지원한다.

화분의 외피는 ex ine으로 되어 있어 어떠한 강산, 알카리, 에테르, 알콜 등의 유기용매

및 소화효소에서도 분해되지 않으므로 매우 작은 입자 (10∼50 ㎛)내의 영양분을 인체소화

관에서 흡수하는 것은 매우 비효과적이다. 화분외피를 파쇄하여 화분내에 존재하는 아미노

산, 단백질, 지질, 당질, 비타민류, 광물질, 효소 및 호르몬 등이 소화관내에서 흡수되어 영양

과 건강의 기능을 발휘하도록 한다.

화분은 자연에 노출된 상태에서 자연계에 있는 각종 박테리아에 오염되어 있으므로, 이

들을 사멸하기 위하여 열처리를 하는 것은 화분이 가지고 있는 비타민, 효소, 호르몬 등의

생물가를 저하시킨다. 그러므로 열처리하지 않고 자연 생화분이 지니고 있는 영양물을 그대

로 인체가 이용할 수 있도록 발효와 숙성의 공정을 통하여 마치 벌이 만든 Bee- bread와 같

은 제품을 생산하여 식품의 기능성 (항 전립선염, 항 알레르기)을 지니도록 한다.

화분의 발효에 응용되는 스타터 칼처 (유산균)는 Lactobacillus acidophilus로서 장내 부

패균의 억제와 혈중 콜레스테롤 저하 및 장내 세균총의 평형을 유지토록 한다. 특히 발효

화분에 응용할 수 있는 벌크 스타터를 독자적으로 개발하여 완제품에 스타터의 이질성 배지

성분이 첨가되지 않도록 한다. 또한 응용한 유산균이 생산한 항균물질을 분리하여 화분식품

의 미생물학적 안전성을 확인토록 한다.
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Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

가. 화분외피의 파쇄

화분의 껍질은 ex ine이라고 하는 외층으로서 s poropollenin으로 구성되어 있다. 이것은

어떤 강산, 알카리, 각종 효소, 그리고 동물의 소화효소에 의하여 분해되지 않으므로, 벌의

창자에 비하여 대형이고 내용물의 속도가 빠른 사람의 창자내에서 소화흡수되는 것은 거의

불가능하며, 다만 화분의 발아구막 (germinat ion pore membrane)이 삼투압에 의하여 파괴

되어 유출될 가능성은 있으나 영양물의 소화흡수에는 충분치 못하다.

Po lle n ge rmina tio n tube s 이용 : 화분 발아배지에 화분을 넣고 배양할 때 발아관이 돌출하

였으며, 이것은 peps in, lys ozyme 등의 효소처리와 sonicat ion, homogeniza tion 등의 물리적

처리에서도 효과가 없었다.

Fre nch pre s s or 이용 : 화분을 증류수에 혼합하여 F rench pressor 기구에 넣어 압력을

16,000 ps i로 하였을 때 대부분의 화분은 파괴되었다. 그러나 시료가 매우 적은 관계로 산업

상 응용에는 부적당한 것이었다.

Mortar g rinde r 이용 : Mortar g rinder에 화분을 넣고 30∼40분간 회전을 시킨 결과 화분의

파쇄율은 매우 저조하여 산업상 응용할 수 없었다.

Bantam mill : 화장품 분말 제조용인 Bantam mill에 화분을 소량씩 계속 투여하여 파쇄하

였으나 그 결과는 저효율적이었다.

Glas s be ad mill : 유리구슬 (3∼5 mm)을 이용하여 증류수에 화분을 넣고 회전시킨 결과

양호한 결과를 얻었다. 그러나 화분파쇄가 수중에서 이루어지는 결점이 있었다.

Ho moge nize r : 화분을 현탁시키고 최고의 속도로 회전시켰으나 파쇄는 전혀 나타나지 않

았다.

S o nicato r : 화분을 증류수에 넣고 s onica tor로서 파쇄공정을 시도하였으나 전혀 영향을 받

지 않았다.
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Vibratio n mill : Vibrat ion mill에 직경 25 mm의 aluminium ball과 화분을 넣어 2시간 이상

진동시킨 결과 만족한 파쇄결과를 얻었으며, 이는 건조화분을 파쇄하므로 물을 첨가하여 발

효화분을 제조하는데 최적의 방법이다.

나. 발효화분 식품제조 및 동물실험

B ee- bread 제조 : 유리튜브에 화분을 넣고 그 위에 칼처를 접종시키고 맨 위에 벌꿀을 채

워 꿀 두께가 0.5∼1.0 cm되도록 하고 그 위에 v aspar를 충진시켜 37℃에서 발효시킨다.

Bee- bread는 발효가 lact ic acid bacteria에 의하여 진행되지 않으며 g as가 발생하여 vaspar

뚜껑이 터지는 결과를 나타내었으며, 안전성이 떨어졌다.

발효화분제조 : 30% 파쇄화분용액을 비열처리한 것과 열처리한 것에 3%의 L actobacillus

acidophilus 칼처를 넣어 발효시키고 병원균에 대한 안전성검사를 한 결과 15시간내에 모두

사멸하였다.

비열처리 발효화분은 열처리한 것에 비하여 더욱 강한 풍미를 보였다.

숙성화분제조 : 파쇄화분에 Lactobacillus acidophilus 칼처를 혼합 (50:50, w /v) 한 후 5℃

의 냉장실에 저장하면서 병원균의 사멸을 조사한 결과 숙성 15일에 모든 병원균이 사멸하였

으나 칼처를 혼합하지 않은 것은 20일이 경과하여도 여전히 나타났다. 칼처를 이용하여 화

분을 숙성시킨 숙성화분식품은 산업화할 수 있는 가장 유리한 것이다. 이것은 Bee- bread와

같은 조직을 보였다.

스타터 칼처 제조 : 유산균들이 MRS, Elliker 및 milk배지에서 잘 자라지만 이들 배지의

성분을 화분식품의 제조에 혼합할 수 없으므로 화분을 주성분으로하여 필요한 산을 완충시

키는 성분을 첨가하여 화분칼처를 제조하였다. L actobacillus acidophilus 칼처 3%를 파쇄화

분이 15% 혼합되고 0.2% dipotass ium phos phate가 첨가된 배지에 접종하여 37℃에서 14∼

16시간 배양하여 사용한다. 화분배지의 pH는 3.5∼3.7이며, 24시간때는 pH 3.3∼3.5를 보였

다. 이렇게 제조된 화분칼처는 파쇄화분 숙성에 응용되어 병원균을 사멸하는데 이용된다.

동물실험 : 파쇄화분과 비파쇄화분을 쥐에 섭취케하여 쥐의 변에서 화분의 단백질 소화율
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을 측정한 결과 파쇄화분의 단백질 소화율이 높았다.

파쇄화분과 비파쇄화분의 사료효율을 쥐에서 조사한 결과 파쇄화분이 높았다.

사람의 빈혈 치유효과를 보기 위하여 경북대학교에 재학중인 학생중 혈액성분이 빈혈성

을 나타내는 10명을 대상으로 파쇄화분을 복용시킨 후 혈액검사를 한 결과 개인에 따라 큰

효과를 보였다.

다. 화분칼처의 항균물질 분리

화분식품을 열처리하지 않고 안전성을 보장하기 위하여 발효 및 숙성의 방법을 시행하였

다. 병원균을 사멸시키는 원인은 유산균에 의하여 생산된 유산과 항균물질에 기인한다. 발효

화분에 함유된 항균물질을 분리하기 위하여 ammonium sulfate 처리, ethyl- acetate 추출,

Sephadex gel 투과, T hin- layer chromatog raphy에 의하여 항균성을 나타내는 항균물질을

분리하였다.

라. 발효화분식품의 미생물적 안전성

발효화분식품의 안전성 : 30% 파쇄화분용액을 유산균으로 발효시켰을 때 15시간내에 모든

병원균이 사멸하였다. 그러므로 발효가 안전성을 나타내었다.

숙성화분식품의 안전성 : 파쇄화분과 유산균 화분칼처를 50:50 (w /v)으로 하여 잘 혼합한

후 5℃의 냉장실에서 숙성시킬 때 모든 병원균이 15일만에 사멸하여 안전성을 보였지만 화

분칼처 대신 증류수를 이용할 때는 20일에도 병원균이 생존하였다.

마. 화분의 농약안전성

56종의 농약성분을 분석한 결과 연구에 사용된 화분에서 검출되는 농약성분은 없었다.
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

본 연구의 목적은 소화되지 않는 화분의 외피 파쇄와 그것을 원료로하여 비열처리 공정

으로 인한 비타민, 효소 및 호르몬 등의 물질을 천연 그대로 인체가 흡수하도록하여 영양

및 기능성을 최대한 활용케 하는데 있었다. 식품을 비열처리하면 식품내의 병원균이 생존하

고 있으므로 이들을 사멸하기 위하여 발효 및 숙성공정을 실행하여 식품의 안전성을 연구하

였으며 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 결 과

가. 화분파쇄를 위하여 진동밀 (Vibra tion mill)을 제작하여 미세한 화분입자를 파쇄하였다.

나. 발효화분식품 제조는 30% 파쇄화분용액을 비열처리하고 3%의 Lactobacillus

acidophilus CH- 2 칼처를 접종하여 14∼16시간 발효시킨 후 병원균에 대한 안전성을 확

인하였다.

다. 숙성화분식품을 제조하기 위하여 파쇄화분과 Lactobacillus acidophilus CH- 2 화분칼처

를 50:50 (w /v )의 비율로 잘 혼합한 후 5℃에서 10일이상 숙성시켜 병원균에 대한 안전

성을 확인하였다.

라. 발효화분식품의 제조에 이용되는 화분 스타터 칼처의 제조는 15% 파쇄화분용액에 0.2%

dipotass ium phosphate를 첨가하여 121℃에서 멸균처리하고 37℃로 냉각시킨 후 3%

Lactobacillus acidophilus CH- 2 칼처를 접종하여 14∼16시간 배앙하여 만들었다.

마. 쥐에 파쇄화분을 섭취케 한 결과 소화율 및 사료효율이 모두 양호하게 나타났으며, 사람

의 빈혈혈액 정상화에도 개인에 따라 특이한 효과를 보였다.

바. 화분 칼처로부터 유산균이 생산한 항균물질을 분리하여 항균성을 조사한 결과 우유배지

보다 더 좋은 결과를 얻었다.

사. 화분에 농약성분이 오염되었는지를 검사한 결과 전혀 나타나지 않았다.

- 6 -



2. 건 의

화분식품의 애로사항인 외피 파쇄 및 천연화분의 미생물적 안전성을 모두 해결하였으므

로 다음과 같이 건의합니다.

가. 양봉단위조합으로 하여금 발효화분식품을 생산 및 판매할 수 있도록 재정적 지원을 한

다.

나. 충매화 과수농업이 활발한 지역에 벌- 화분 채취 양봉가를 장려하여 원료화분의 공급을

원만케 한다.

다. 화분식품이 체육식품이 될 수 있도록 연구사업을 계속 지원한다.
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S UMMA RY

T his s tudy w as carried out on the manufacturing of the fermented pollen food

w ithout a heat treatment. It increased the safety from the food- borne pathogens .

T he main res ults of the s tudy are as follow s:

1. A vibrat ion mill w as selected for cracking the bee pollen loads .

2. T o produce the fermented pollen food, a non- heat trea ted 30% cracked pollen solution

w as inocula ted w ith 3% of Lactobacillus acidophilus CH- 2 culture and incubated for

14∼16 hrs to des troy the pathogens .

3. T o produce the ripened pollen food, the cracked pollen and Lactobacillus acidophilus

CH- 2 culture w ere mix ed (50:50, w /v) w ell, r ipened at 5℃ for 10 days and

confirmed the safety from pathogens .

4. T he s tarter culture w as prepared from the the fermented pollen food. T he 15%

cracked pollen solution w ith 0.2% dipotass ium phosphate w as heated at 120℃ and

cooled to 37℃. T he s terilized pollen s olut ion w as inocula ted w ith 3% Lactobacillus

acidophilus CH- 2 culture and incubated at 37℃ for 14∼16 hrs .

5. T he dig es t ibility of the cracked pollen load in the intes tinal t ract of mice show ed

more effect ive diges t ibility than control g roups . Although it show ed v ariat ion among

individual, the cracked pollen helped recovery from anaemia in human.

6. T he antibacterial agent isolated from the fermented pollen show ed remarkable

ant ibacterial act ivity than from the fermented milk alone.

7. T he bee pollen loads w ere analyzed for the contaminat ion of agricultural insecticides .

T he analys es did not s how any component of insect icide.
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목 차

제 1 장 서 론

제 1 절 연구개발의 목적과 범위

부가가치가 높고 경쟁력있는 발효화분식품을 개발하여 양봉농가의 감소를 저지하며, 충

매화 과수농업을 간접적으로 지원한다.

화분은 꿀벌 유충이 성장하는데 필수로 하는 단백질을 비롯한 필수영양소의 급원이 되고

있을 뿐만 아니라 (Haydak, 1970), 성충벌의 정상적인 활동을 위해 없어서는 안될 단백질의

유일한 원천인 점을 고려해 보면 화분의 영양학적 가치는 높다고 할 수 있으며 현재에 식품

으로도 이용되고 있다 (박 등, 1994).

꿀벌이 넥타 (花蜜)를 수집하는 과정에서 화밀과 타액 등을 이용하여 고추씨 모양의 자

그마한 덩어리인 화분경단 (花粉瓊團, pollen load)을 만들어 뒷다리에 달고 와서 벌의 부화

및 성장에 이용하는데, 이 화분경단은 약 25만∼650만개 정도의 화분세포로 구성되어 있으

며 대개 화분세포의 크기는 12∼100 ㎛이고 (이 등, 1992), 밀원의 종류에 따라 색과 맛이

다를 뿐만 아니라 (최, 1982; 김, 1986), 화분경단에 포함되어 있는 각각의 화분세포는 크기,

모양, 표면무늬, 구성, 발아구의 형태, 벽의 층상구조 등이 아주 다양하여 속 또는 종까지의

동정도 가능하다.

또한 화분의 영양성분에 관하여 일반성분 (Vivino와 Palmer, 1944; Youssef 등, 1978; 김,

1986; 김, 1987; 장 등, 1991; 이, 1989), 유리당 (Youss ef 등, 1978; 김, 1986; 김, 1987; 석과

김, 1982; 이, 1989), 무기물 (Vivino와 Palmer, 1944; Youssef 등, 1978; 김, 1987; 석과 김,
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1982; 이, 1989), 지방산 (Youss ef 등, 1978; 김, 1987; 이, 1989; 정 등, 1984), 아미노산 (김,

1986; 김, 1987; 윤 등, 1985; 이, 1989), 비타민 (Vivino와 Palmer, 1944; 성, 1994) 등이 다양

하게 연구되어 왔으며, 이들 조성은 밀원 식물의 종류, 생육환경, 혼합정도와 양봉양식, 채취

시기 및 지역에 따라 화분경단의 성분조성이 달라진다고 한다 (Vivino와 Palmer, 1944; 최,

1982).

화분을 영양식품으로써 대량으로 먹기 시작한 것은 프랑스인들이며 유럽에서는 “완전 식

품"이라고 하여 인류의 역사중 경이로운 식품이라고 하고 (김, 1986), 일부 동구권 국가에서는

운동선수들에게 항피로, 항스트레스 식품으로 복용시키는 것으로 알려져 있는데, 이는 화분의

투여로 화분이 조혈작용을 도와서 적혈구수와 hemoglobin수준을 증가시켜 항피로, 항스트레

스 작용과 밀접한 관계가 있다고 보고하였다 (손, 1982). 그리고 우리나라에서도 옛조상때부터

송화화분를 이용하여 다식을 만들어 고귀한 식품으로 사용하여 왔고, 동의보감의 기록에 의하

면 약용으로도 사용되었다고 한다 (류, 1988). 또한 동물실험에서는 화분경단을 쥐에게 투여한

결과 적혈구의 수와 용적, 혈색소 농도 (손, 1982), 그리고 장간막 비만세포의 수 (손, 1982)

및 간장 알콜탈수소효소 (간장 ADH)의 활성을 증가시켰으며 (윤 등, 1985), mouse의 체중이

증가하고 간장의 지질대사가 활발하였음이 보고되어지고 있다 (정 등, 1984).

그러나 화분경단의 표피는 ex ine이라고 하는 외층과 in tine인 내층으로 구성되어 있는데,

특히 외피인 ex ine은 sporopollenin으로 되어 있어 어떠한 강산, 알카리, 알콜 및 소화효소에

의해서도 분해되지 않고 대부분의 동물, 곤충, 그리고 꿀벌 등이 분해하지 못한다 (S tanley

와 W ilson, 1974; 김 등, 1988; 김 등, 1984; 이, 1989). 또 화분의 알레르기원으로 작용하는

표피는 튼튼하고 두꺼운 층으로 되어 있어서 인체의 소화관내에서 잘 분해되지 않으므로 화

분내의 영양소가 밖으로 나오지 못하게 된다.

한편 유산균 발효식품의 보존성은 유산균이 유산, 초산 등의 유기산을 생산하여 식품의

산성화를 기하므로서 중성 pH에서 잘 자라는 부패균 및 병원성균의 성장을 억제하는 효과

뿐 만 아니라 과산화수소와 특수한 항균물질을 생산함이 알려졌다 (de Klerk과 Coetzze,

1961; Gilliland 등, 1984; W heater 등, 1951).
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Lactobacillus acidophilus는 사람 또는 동물의 장내에서 분리되는 균으로 장내의 병원성

균인 S alm onella sp. (A dler와 Massa, 1980; Khedkar 등, 1990), S hig e lla sp., S taphylococci

s p. (Dahiya와 Speck, 1968; Balasubramanyam과 Varadaraj, 1995), Coliform s p. (W atkins

등, 1982) 등과 다른 오염균 (Collins와 Hardt, 1980)의 성장을 억제시키거나 사멸시키고 정

장작용을 하는 유익한 균으로서 세균성 위장병을 예방·치료할 수 있는 것으로 알려져 있다

(Gilliland와 Speck, 1977; Adams와 Hall, 1988; Cruyw agen 등, 1996; 신 등, 1996).

특히 L actobacillus acidophilus균은 위산, 담즙산 등에 저항성이 있어서 (Sandine 등,

1979; Klaenhammer와 Kleeman, 1981; Gilliland 등, 1984; Ov erdahl와 Edmund, 1991) 다른

유산균에 비하여 장내에서 정착하여 산성환경을 만들어 부패균을 억제시키고, 창자의 연동

운동을 촉진시킨다. 또한 이 균이 생산한 acidophilin (Shahani 등, 1972; Shahani 등, 1977),

acidolin (Hamdan과 Mikolajcik, 1974), lactacin B (Barefoot와 Klaenhammer 1983), lactacin

F (Muriana와 Klaenhammer, 1991)등과 같은 항균물질 (Mikola jcik과 Hamdan, 1975; 김,

1984)이 분리, 정제되었고, 부패균 및 병원성균을 억제하여 장내의 정상 미생물균총을 이루

며, 또한 혈청 choles terol수준을 감소시키는 것으로 알려져 있다 (Buck와 Gilliland, 1994;

Brashears와 Gilliland, 1995; Grunew ald, 1982; Gilliland와 W alker, 1990; 박 등, 1996).

꿀벌이 수집한 자연화분에는 각종 세균들이 오염될 수 있으며, 특히 식품성질환

(food- borne dis eases )을 유발하는 S taphylococci sp., S alm onella sp., S hig e lla sp., 그리고

Coliform s p. 등이 동물, 사람, 각종 기구 등에 의하여 오염되어 질병을 일으킬 수 있다. 화

분에 오염되어 있어 식품성 질환을 일으키는 모든 병원균을 72℃에서 15초 동안 열처리함으

로써 완전히 사멸시켜 미생물학적으로 안전한 식품을 제조할 수 있지만 동시에 화분이 내포

하고 있는 v itamines , hormones , 그리고 enzymes등이 파괴되므로 천연화분에 비하여 영양

및 건강 기능적 가치가 저하된다.

본 연구는 화분파쇄, 파쇄화분의 영양, 발효화분식품 제조 및 병원균에 대한 안전성, 숙

성화분식품 제조 및 병원균에 대한 안전성, 동물실험에 의한 건강기능, 화분의 농약성분 안

전성 분석, 그리고 화분칼처의 항균성 물질의 분리 등을 수행하였다.
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제 2 장 화 분 파 쇄

제 1 절 서 설

화분의 표피는 s poropollenin으로 되어 있어 어떠한 효소, 산, 알카리에도 분해되지 않고

대부분의 동물 그리고 곤충도 분해하지 못한다 (Brooks와 Shaw , 1971). 본 연구의 동물실험

에서 화분의 단백질을 쥐가 미약하게 흡수하는 결과를 보였으며, 또한 W ang (1989)이 동물

의 창자에서 화분의 발아구가 삼투압에 의하여 파열되고 소화효소가 접촉하여 단백질을 소

화케 한다는 것을 보고한 바 있다.

본 연구는 화분세포내에 있는 영양보고를 이용하기 위하여는 발아구에서 발아되는 생식

튜브 (g ermination tube)를 파괴하여 발아에 이용하는 영양분을 노출시킬 목적으로 화분의

생식튜브 발생 및 그것의 파괴를 시도하였다. 그러나 그 결과는 만족하지 아니하여 화분자

체를 직접 파쇄시켜서 세포내의 영양분을 노출시키는 것이 가장 적절하다는 결론을 얻었다.

화분을 파쇄시키는 방법으로 F rench pressor, Bantam mill, Glass bead mill, Homogenizer,

Sonicator, 그리고 Vibra tion mill 등을 이용하여 파쇄의 효율성 및 산업에의 이용 등을 평가

하였다. 본 연구에서 가장 적절한 화분파쇄 방법은 Vibrat ion mill (진동밀)을 이용하는 것이

었다.
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제 3 절 파쇄화분의 영양성분

분석에 이용된 화분은 초봄에 꿀벌이 수집한 도토리화분으로서 dry oven에서 수분 3%

이하로 건조시키고 vibra tion mill에 넣어 25 mm의 aluminium ball을 사용하여 파쇄시킨 것

을 사용하였다.

1. 탄수화물

화분경단을 파쇄하여 그 분말에 대한 탄수화물조성에 대한 분석은 Piris ino (1983)의 방

법을 응용하여 실시하였다. 시료 5 g를 정밀하게 취한 후 HPLC용 acetonitr ile (Merck Co.,

Germany) 10 ㎖을 첨가하여 잘 혼합한 다음 4℃, 12,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 화

분세포 파편과 단백질 성분을 침전시키고 상층액을 취하였다. 이를 membrane filter (0.2 ㎛,

PT FE, Millipore Co., USA)로 여과하여 HPLC (W aters Ass ociates )로 분석하였다.

이때 사용된 HPLC의 장치 및 분석 조건은 T able 1과 같다.

T able 1. T he operating conditions of HPLC for carbohy drate analy s is

Items Operating conditions

Column A minex HPX- 87H (300×7.8 ㎜ i.d., cation ex change)

Column T emp. 65℃

Detector R I

Mobile phase 0.009N H2SO4

F low rate 0.6 ㎖/m in

Chart speed 0.5 ㎝/m in
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HPLC에서 분리된 각 당의 peak는 당류 표준품 (Merck Co., Germany)의 retention t ime

과 비교·동정하여 유리당 함량을 계산하였다.

파쇄화분에 대한 탄수화물조성에 대한 분석 결과는 T able 2와 같다. 본 실험에서 나타난

파쇄화분의 탄수화물은 g lucos e, fructos e, arabinose, 그리고 t rehalose가 함유되어 있었으며,

파쇄화분에서 g lucose는 3.55% , fructose는 3.66%, arabinose는 0.16%, 그리고 trehalose는

0.32%가 함유되어 있었고, 이중 fructose의 함량이 가장 많았으며, 환원당과 비환원당의 함

량은 7.37%와 0.32%로 나타났다. 혼합 화분경단에서 김 (1986)은 fructos e가 17.74%,

g lucose가 14.08%이었고, 이 (1989)는 fructos e 13.05% , glucose 10.63%이고 환원당이

25.47%, 비환원당이 19.58%였다. 석 등 (1982)은 환원당 24.6∼29.8%, 비환원당 1.3∼4.5%이

었다는 보고에 비해 환원당 함량과 전체 총당의 함량이 낮았다. 이와같이 당함량의 차이가

심한 것은 식물의 종류에 따라서 sucrose나 다당류의 함량이 많은 밀원이 있는 반면에

fructose나 glucose 등의 단당류가 많은 밀원도 있으며, 식물에서 직접채취한 화분은 꿀벌이

모아온 화분경단보다 비환원당의 비율이 높은데, 이는 꿀벌이 화분을 수집중 벌 체내에 저

장되어 있는 꿀과 타액으로 화분을 모으면서, 그 속에 포함되어 있는 전화효소가 화분경단

에 혼입되어 저장 및 건조과정 중 이 효소의 분해 작용으로 인해 환원당이 증가한다 (최,

1982). 위의 사실들로 미루어 보아 본 실험에서 사용된 화분경단은 저장중의 숙성과 밀원

식물의 차이로 인해 환원당 함량은 높은 것으로 생각되나 전체 총당의 함량은 낮은 것으로

생각된다.
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T able 2. Carbohy drate compos ition of cracked pollen

Pollen

Carbohy drate

Cracked pollen

………… % …………

Glucos e 3 .5 5

Fructos e 3 .6 6

A rabinos e 0 .1 6

T rehalos e 0 .3 2

2. 유리아미노산

파쇄화분에 대한 유리 아미노산 조성의 측정은 Bullock과 Irvine (1956) 및 O' Keefe

(1976)의 방법에 따라 실시하였다. 삼각 flask에 시료 10 g을 정확하게 취한 후 25% T CA

(T richloroacet ic acid, Yakuri chemicals Co., Japan)용액 20 ㎖을 첨가하여 잘 혼합한 다음

4℃, 12,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액 20 ㎖을 취하였다. 이에 동량의 ethyl

ether (Merck Co., Germany)를 처리한 후 rotary evaporator (Eyela, T okyo Rikakikai Co.,

Japan)로 농축시킨 농축액을 0.2M s odium citrate (pH 2.2)로 20 ㎖되게 조절하였다. 이것을

membrane filter (0.2 ㎛, PT FE, Millipore)로 여과하여 분석용 시료로 하였으며, 분석조건은

T able 3과 같다.
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T able 3. T he operating conditions of A uto A mino A cid A naly zer

for amino acid analy s is

Ins trument : Biochrom 20 (Pharmacia, Eng land)

S tandard : Phys ica l F luid Calculat ion S tandard

Coulmn : High Resolut ion Coulmn (250×4.6 ㎜ ＋ Res in Pot ,

Bio 20 peek Lithium)

Detector : Photometer

Volume Loaded : 40 ㎕

A mount Loaded : 10 ㎚

O. D. Range/ Gain : 440 ㎚ … 1.0, 570 ㎚ … 1.0

F low Rate : 40 ㎖/ hr

P ressure : 88 bar

React ion Coil T emperature ＝ 135℃

Buffer Molarity pH Batch No.

Buffer 1 - Lithium buffer A 0.20 2.80 05682

Buffer 2 - Lithium buffer B 0.30 3.00 05575

Buffer 3 - Lithium buffer CII 0.50 3.15 05667

Buffer 4 - Lithium buffer DII 0.90 3.50 05603

Buffer 5 - Lithium buffer pH 3.55 1.65 3.55 05679

Buffer 6 - Lithium hydrox ide 0.30 - 05591

파쇄화분의 t ryptophan을 제외한 아미노산의 함량은 T able 4와 같다. 화분의 아미노산

함량은 화분 100 g당 아미노산을 ㎎으로 나타내고 있다.

T able 4에서 보는 바와 같이 proline이 파쇄화분에서 520.62 ㎎으로 그 함량이 가장 많았

고, aspartic acid는 439.50 ㎎으로 다음으로 많았다. 그리고 arg inine도 파쇄화분에서 204.99

㎎으로 비교적 많이 함유되어 있었고, g lycine은 파쇄화분에서 3.90 ㎎, ornithine은 2.49 ㎎

으로 함량이 가장 적게 나타났다.

총 22종의 아미노산을 확인하였고, 필수아미노산도 특히 많은 양을 함유하고 있음을 알

수 있었으며, 김 (1986)이 보고한 자료와 비교해 볼 때 전체적으로 아미노산 함유량이 더 많
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았으며, 더 많은 종류의 아미노산이 함유되어 있었다. 필수아미노산은 동물성 식품이나 식물

성 식품과 비교하여 볼 때 v aline의 경우 쇠고기 0.8 ㎎, 계란 0.92 ㎎, 쌀 0.88 ㎎ (T akashi,

1984)이었으나 화분은 55.76 ㎎으로 많은 양을 보이고 있어 화분의 영양적 가치는 꿀벌과

유충의 주식원으로서 뿐만 아니라 식용으로 활용 가능하고 건강식품으로서의 가치가 있다고

사료된다.

T able 4. F ree amino acid of cracked pollen

Free amino acid Cracked Pollen(㎎/ 100g )

Aspartic acid

T hreonine

Serine
Glutamic acid

Glutamine

Proline

Glycine

Alanine

Citrulline
Valine

Cyst ine

Methionine

Isoleucine

Leucine

T yrosine
β- Alanine

Phenylalanine

γ- Aminoisobutyric acid

Ornithine

Lysine

Histidine
Arginine

4 3 9 .50

13 .9 9

42 .5 3
72 .3 8

67 .8 8

5 2 0 .62

3 .9 0

32 .6 6

25 .9 1
54 .1 1

13 .6 0

11 .1 8

10 .8 0

16 .4 9

12 .5 6
8 .2 9

61 .8 8

34 .0 7

2 .4 9

14 .6 0

38 .3 2
2 0 4 .99

T otal amino acid
T otal essent ial

amino acid

17 0 2 .7 5
1 8 3 .05
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3. 총지질과 지방산

화분의 총 지질 추출은 Folch 등 (1957)의 방법에 따라 5 ㎖의 chloroform과 methanol

(2:1, v/v) 혼합용액 (C/ M 용액)을 화분 1 g이 담긴 시험관에 넣고 1시간 정도 방치시킨 다

음 polytron homog enizer (Kinematica ag., Sw itzerland)로 미세하게 파쇄하였고, 지질이 완

전히 추출되도록 5 ㎖의 C/M (2:1, v/v ) 혼합용액을 재첨가하여 다시 2시간 동안 방치시켰

다. 증류수를 첨가하여 교반한 뒤 2,000 rpm에서 10분간 원심분리하고 시험관을 정량한 후

pas teur pipet te으로 혼합추출용액의 하층액을 뽑아 정량한 시험관에 분주하였다. 추출액이

담긴 chloroform 하층액은 질소가스 (N2)로 chloroform을 휘발시킨 다음 각 화분의 총지질

함량을 측정하였으며, 측정후 즉시 3 ㎖의 C/M (2:1, v /v)혼합용액에 용해시킨 뒤 분석할

때까지 - 30℃이하의 냉동고에 보관하였다.

냉동고에 보관중인 총지질이 함유된 C/ M (2:1, v/v)혼합용액 3 ㎖중에서 200 ㎕을 새로

운 시험관에 옮기고 질소가스로 혼합용액을 휘발시킨 다음 internal s tandard [pentadecanoic

acid (C15:0), 1 ㎕/ 1 ㎍]용액 30 ㎕를 넣고 다시 질소가스로 휘발시켰다. 이에 6%

methanolic sulfuric acid 5 ㎖를 넣고 90℃의 항온수조에서 90분 동안 methylat ion시켰다

(Yeo 등, 1989).

Methylation후 실온에서 충분히 냉각시킨 시험관에 4 ㎖의 petrolium ether를 넣어 5분정

도 vortex한 후 다시 2 ㎖의 증류수를 넣고 약 3분정도 vortex를 한 다음 2,000 rpm에서 10

분간 원심분리하였다. 분리된 pet . ether를 질소가스로 휘발시키고 적당량의 hexane에 용해

시킨 다음 지방산 조성을 분석하기 위해 g as liquid chromatog raphy (GLC)에 in ject ion한다.

이때 사용된 GLC의 장치 및 분석 조건은 T able 5와 같다.
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T able 5. Conditions of GLC for fatty ac id analy s is

Ins trument : Shimadzu Model GC- 17A

Integrator : Shimadzu chromatopac Model C- R7A

Column : DB- 225 capillary column(30 m×0.25 ㎜)

(J & W Scient ific, USA )

Column init ial temp. : 100℃

Column final temp. : 220℃

Detector temp. : 250℃

Inject ion temp. : 240℃

N2 flow rate : 50 ㎖/m in

A ttenuat ion : 2

Chart speed : 7 ㎜/m in

Rang e : 102

파쇄화분의 총지질은 10.86%으로 Vivino 등 (1944)의 혼합화분 1.4∼4.4% , Youss ef 등

(1978)의 클로버화분 8.36%, 옥수수화분 9.31%, 김 (1986)의 혼합화분 2.07∼3.45% Yous sef

등 (1978)의 들겨자화분 10.25%보다는 높았다. 파쇄화분에서 얻은 지방의 지방산 조성은

T able 6과 같다. 총 지방중 linoleic acid (C18:2n- 6)의 함량이 파쇄화분이 31.3 mol%로 가장

많았고, 그 다음이 linolenic acid (C18:3n- 3)로 28.6 mol%, palmit ic acid (C16:0)는 25.7

mol% , oleic acid (C18:1)는 6.2 mol%, 그리고 s tearic acid (C18:0)는 5.2 mol%로서 이들 5

종의 지방산이 화분 지방산의 거의 대부분을 차지하고 있으며, 포화 지방산에 대한 불포화

지방산의 비율 (불포화 지방산/포화 지방산)은 포화 지방산이 32.5 mol%이고 불포화 지방산

이 66.1 mol%로서 2.03이었다. 또한 본 실험과 김 (1987), 이 (1989)의 실험 결과에서는

linoleic acid (C18:2n- 6)가 가장 많은 양을 함유하고 있으며, 이들 지방산의 종류 및 함량은

김 (1987)과 이 (1989) 등의 연구 결과에서 보듯이 많은 차이를 보이고 있는데, 이러한 차이

는 생육환경, 채취시기 및 지역 등에서 오는 차이도 있겠지만 특히 화분의 종류에 따라 심

한 차이를 보이는 것으로 생각된다.
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T able 6. Fatty ac id compos ition of cracked pollen

F atty ac ids
Compos ition ( mol%)

Cracked Pollen

C14:0

C16:0

C18:0

C18:1

C18:2n- 6

C18:3n- 3

C20:0

C22:0

uniden.a

Myristic acid

Palmitic acid

Stearic acid

Oleic acid

Linoleic acid

Linolenic acid

Arachidic acid

Behenic acid

0 .4

25 .7

5 .2

6 .2

31 .3

28 .6

0 .7

0 .5

1 .2
Saturated fatty acid
Unsaturated fatty acid
UFA/SFA

32 .5
66 .1
2 .03

a Unidentified fat ty acids

4. 무기물

건조시킨 화분 0.2517 g을 천칭하여 T eflon w ear에 담고 3 ㎖ HNO3와 0.5 ㎖ H2O2를

첨가하여 microw ave (Diges t ion/Drying Module, Miles tone 1200)를 사용하여 가수분해하였

다. 조건은 250 w atts에서 2분, 2분간 냉각, 250 w atts에서 6분, 400 w atts에서 5분, 600

w atts에서 5분간 처리한 다음 5분간 v entilat ion하였다. 처리한 시료를 beaker에 담고 산을

완전히 증발시킨 다음 1%의 nitric acid가 함유된 3차 증류수로 100 ㎖로 하였고, 이를

ICP- AES기 (Jobin Yvon, Model T Y38 plus ., F rance)로 무기물 분석에 이용하였다. 분석조

건은 plasma gas (P1)를 12 ℓ/ m in, arg on gas (G1)를 0.2 ℓ/ min, Nebulizer (Mainhard

nebulizer)는 0.25 ℓ/m in으로 하여 분석하였다. 각 시료에 대한 분석조건은 T able 7과 같다.
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T able 7. A naly tical conditions of ICP Emis s ion S pectrometer

Conditions Cu F e Ca Mg P K N a

T i Zn Mn

W av e leng th(㎚) 223.008 258.588 393.366 279.806 214.914 766.490 588.995

336.121 213.856 259.373

D etection Limit( ppb) 13.0 15.0 0.2 15.0 76.0 60.0 29.0

53.0 1.8 1.6

Interfering elements - - V Cr,F e,V Al,Cu T i T i

Ca,Cr,V Al,Cu,T Fe

S tandard Low ( ppm) 0.02 1.00 1.00 1.00 1.00 20.0 0.20

0.10 0.04 0.04

S tandard Hig h( ppm) 1.00 4.00 10.0 20.0 40.0 50.0 2.00

0.995 2.00 0.40

V oltag e( V ) 993 733 651 673 853 623 740

703 763 722

W indow s ize(㎚) 0.0295 0.0325 0.0288 0.0312 0.0298 0.0293 0.0230

0.0306 0.0298 0.0278
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파쇄화분의 무기물 함량은 T able 8과 같다.

분석된 무기물의 종류는 파쇄화분에서 모두 10종이 검출되었고, 무기물의 함량은 K이

655.19 ㎎/ 100 g으로 가장 많았으며, P이 506.95 ㎎/ 100 g, Mg이 113.39 ㎎/ 100 g, Ca이

193.96 ㎎/ 100 g으로 비교적 많은 양이 함유되어 있었다.

화분의 Fe함량은 35.56 ㎎/ 100 g으로 일반적인 식물성 식품에 비해 높은 함량을 함유하

고 있어 식품 100 g당 볶은보리 18.9 ㎎, 참깨 19.0 ㎎, 돼지간 16.4 ㎎보다 높은 수준이었으

며 (농촌진흥청, 1986), 화분경단을 10 g /㎏/ day로 4주간 투여한 동물실험에서 흰쥐 (W is ter

계)의 적혈구 용적이 12% 증가, 혈색소 농도 13% 증가, 적혈구 수는 56%가 증가 (손,

1982)하였음을 보고하였다. 또한 생체내에서 많은 작용을 하고 있으나 부족하기 쉬워 관심

이 큰 무기물인 Zn, Cu 등이 7.50 ㎎/ 100 g과 1.17 ㎎/ 100 g으로 화분이 다른 식품에 비해

다소 높은 함량을 함유하고 있어 화분이 이들 성분의 좋은 급원으로 생각할 수 있다.

T able 8. Mineral compos ition of cracked pollen

Element Cracked pollen (㎎/ 100g )

Cu

F e

Ca

Mg

P

K

N a

T i

Zn

Mn

1 .1 6

3 5 .5 6

1 9 3 .9 6

1 1 3 .3 9

5 0 6 .9 5

6 5 5 .1 9

3 4 .1 4

2 .3 2

7 .5 0

1 2 .1 5
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제 4 절 수입화분의 불순물조사

발효 파쇄화분은 원료수집부터 파쇄전까지 원료에 대한 철저한 위생품질관리가 필요하므

로 우선 중국산 수입화분의 불순도를 조사하였으며 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 국내화분과 중국화분의 수분함량

국내화분과 중국화분을 각각 100 ㎖의 beaker에 정확히 10 g씩 칭량하여 80℃의 dry

oven에서 24시간, 48시간 건조시켰다. 이를 des iccator에 넣어 1시간 동안 방냉시킨 다음 상

평직시천평 (Mett ler T oledo Model AB104., Sw itzerland)에서 무게를 측정하여 그 차이를

수분의 함량으로 하였다.

T able 9. Mois ture content of domes tic and imported pollen load

구 분

생산국

Mois ture content ( %)

Dry ing
after 24 hr

Dry ing
after 48 hr

Dry ing
after 24 hr

Dry ing
after 48 hr

한 국

1.6627 1.7295 16.627 17.295

1.6647 1.7265 16.647 17.265

1.6759 1.7358 16.759 17.358

평 균 1.6678 1.7306 16.678 17.306

중 국

0.5729 0.6455 5.729 6.455

0.5650 0.6348 5.650 6.348

0.5543 0.6276 5.543 6.276

평 균 0.5644 0.6360 5.644 6.360
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< 국내화분의 수분함량> < 중국화분의 수분함량>

24시간 건조후 : 16.7% 24시간 건조후 : 5.6%

48시간 건조후 : 17.3% 48시간 건조후 : 6.3%

결과 : 국내화분의 수분함량은 중국화분의 수분함량보다 약 2.75배가 많이 함유되어 있다.

2. 국내화분과 중국화분의 불순물함량

국내화분과 중국화분을 각각 500 ㎖의 beaker에 정확히 100 g씩 칭량하여 증류수로 수

회 세척하여 화분을 제거하고 남는 모래 (불순물)만을 여과 (W hatman filter paper #1)하여

모았다. 이를 dry oven에서 24 (48)시간 건조시킨 다음 상평직시천평에서 모래의 무게를 측

정하였다.

<국내화분 100 g에 대한 모래량> <중국화분 100 g에 대한 모래량>

모래의 무게 : 0.0045 g (4.5 ㎎) 모래의 무게 : 0.1654 g (165.4 ㎎)

결과 : 중국화분에 내재하는 모래의 양은 국내화분의 그것보다 약 37배가 많이 함유되어

있다.
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제 3 장 스타터 칼처제조(S tarter culture preparation)

제 1 절 서 설

화분식품에 이용된 유산균은 L actobacillus acidophilus 균이다.

유산균 발효식품의 보존성은 유산균이 유산, 초산 등의 유기산과 과산화수소를 생산하여

식품의 산성화를 기하므로서 중성 pH에서 잘 자라는 부패균 및 병원성균의 성장을 억제하

는 효과뿐 만 아니라 특수한 항균물질을 생산함이 알려졌다 (de Klerk과 Coetzze, 1961;

Gilliland 등, 1984; W heater 등, 1951).

Lactobacillus acidophilus는 사람 또는 동물의 장내에서 분리되는 균으로 장내의 병원성

균인 S alm onella sp. (A dler와 Massa, 1980; Khedkar 등, 1990), S hig e lla sp., S taphylococci

s p. (Dahiya와 Speck, 1968; Balasubramanyam과 Varadaraj, 1995), Coliform s p. (W atkins

등, 1982) 등과 다른 오염균 (Collins와 Hardt, 1980)의 성장을 억제시키거나 사멸시키고 정

장작용을 하는 유익한 균으로서 세균성 위장병을 예방·치료할 수 있는 것으로 알려져 있다

(Gilliland와 Speck, 1977; Adams와 Hall, 1988; Cruyw agen 등, 1996; 신 등, 1996).

특히 L actobacillus acidophilus균은 위산, 담즙산 등에 저항성이 있어서 (Sandine 등,

1979; Klaenhammer와 Kleeman, 1981; Gilliland 등, 1984; Ov erdahl와 Edmund, 1991) 다른

유산균에 비하여 장내에서 정착하여 산성환경을 만들어 부패균을 억제시키고, 창자의 연동

운동을 촉진시킨다. 또한 이 균이 생산한 acidophilin (Shahani 등, 1972; Shahani 등, 1977),

acidolin (Hamdan과 Mikolajcik, 1974), lactacin B (Barefoot과 Klaenhammer, 1983),

lactacin F (Muriana와 Klaenhammer, 1991)등과 같은 항균물질 (Mikola jcik과 Hamdan,

1975; 김, 1984)이 분리, 정제되었고, 부패균 및 병원성균을 억제하여 장내의 정상 미생물균총

을 이루며, 또한 혈청 choles terol수준을 감소시키는 것으로 알려져 있다 (Buck와 Gilliland,

1994; Bras hears와 Gilliland, 1995; Grunew ald, 1982; Gilliland와 W alker, 1990; 박 등, 1996).
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제 2 절 스타터 칼처의 제조

유산균의 스타터 칼처제조 방법에는 전통적 방법 (sys tem Ⅰ)과 농축칼처제조 (sys tem

Ⅱ)가 있다.

본 연구에서는 sys tem Ⅰ을 이용하며, Lactobacillus acidophilus를 MRS 배지에서 3회이

상 계대배양하여 mother culture를 제조하고 0.2% dipotass ium phosphate를 첨가한 10∼

15% 파쇄화분용액에 3% 유산균 칼처를 첨가하여 37℃에서 16시간이상 배양하여 pH 3.7정

도 되었을 때 냉각하여 5℃에 저장하여 사용하였다.

Lyophilized culture , Lactobacillus acidophilus

↓

MRS broth, 37℃, 16 hr

↓ trans fer 1% to blank MRS broth

MRS broth, 37℃, 16 hr

↓ trans fer 1% to blank MRS broth

MRS broth, 37℃, 16 hr

↓ trans fer 1% to blank MRS broth

Cracked pollen medium with 0.2% dipota ss ium phosphate

↓ 37℃, 16∼24 hr

Pollen culture

↓ Cool to 5℃

Pollen culture prepare d

Fig . 5. Diag ram of culture preparation.
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제 4 장 발효화분 식품제조 및 식품성 병원균에 대한

안전성

제 1 절 서 설

화분을 파쇄하여 열처리하면 미생물적 안전성은 확보할 수 있으나 화분이 내포하고 있는

각종 비타민, 효소, 호르몬 등이 파괴되어 영양가가 감소되며 또한 화분의 건강 기능성도 소

멸될 가능성이 있다.

본 연구의 중요한 핵심분야는 화분의 파쇄공정과 비열처리 화분식품이면서 미생물적 안

전성을 확보하는 것이다.

파쇄한 화분을 Lactobacillus acidophilus로 발효시킬 때 유산균의 수가 증가함과 동시에

유산이 생산되어 pH가 떨어지면서 부패균이나 병원균의 증식억제 및 사멸을 유도할 수 있

으며, 뿐만 아니라 Lactobacillus acidophilus균이 생산한 항균물질 (acidophilin)이 생산되어

그람 음성 및 양성균을 사멸시키는 효과를 얻을 수 있다.

제 2 절 발효화분 식품제조 및 병원균에 대한 안전성

1. 발효화분 식품제조

Vibrat ion mill에서 파쇄된 화분을 s tainless s teel통에 넣고 물을 첨가하여 30% 파쇄화분

용액을 만든 다음 준비된 활성 Lactobacillus acidophilus 칼처를 3% 접종하여 37℃에서 24

시간 배양하고 pH가 3.7정도 될 때 5℃로 냉각하여 제조한다.
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Vibra tion mill

↓25 mm a luminium ball ＋ dried polle n, vibra tion for 2 hr

Cracked pollen

↓ addition of water (70%)

Pollen solution (30% pollen)

↓ addition of 3% a ctive culture

Fe rmenta tion at 37℃ for 24 hr

↓ pH 3.7, cool to 5℃

Fe rmented polle n food

Fig . 6. Diag ram of fermented pollen food.

2. 발효화분 식품의 미생물적 안전성

가. 공시균주 및 배지

본 실험에 사용된 Lactobacillus (L b.) acidophilus CH- 2는 Chr. Hansen' s (Denmark)사

의 것을 구입하였고, 병원균은 S taphylococcus (S ta.) aureus 7473, E scherichia (E .) coli

6- PE- 4, S alm one lla (S al.) typhim urium 0901, S hig e lla (S hi.) flexneri 9199- NIH로서 중앙

대학교 의과대학 미생물학연구실에서 분양받아 사용하였다. 유산균용 배지로 Lb.

acidophilus CH- 2는 T omato juice ag ar (Difco Co., USA), S ta. aureus 7473은

Staphylococcus medium 110 agar (Difco Co., USA ), E . coli 6- PE- 4는 Violet red bile

agar (Difco Co., USA), 그리고 S al. typhim urium 0901과 S hi. flexneri 9199- NIH는 SS

agar (Difco Co., USA)를 선택배지로 사용하였다.

나. 화분배지에서 유산균의 성장

15%의 파쇄화분용액과 0.2%의 dipotas s ium phos phate를 첨가한 15% 파쇄화분용액을

121℃에서 15분간 멸균하고 3%의 Lb. acidophilus CH- 2를 접종한 다음 37℃에서 24시간 동

안 배양하였다. 배양 4시간 간격으로 채취한 시료를 0.1% peptone용액에 10진법으로 희석한
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다음 T omato juice agar에 표준평판법 (S tandard plate count method; Diliello, 1982)을 사

용해서 anaerobic GasPak jar (BBL, Beckon Dickins on Microbiolog y Sys tems ., USA )를 이

용하여 L b. acidophilus CH- 2의 성장정도를 측정하였다.

화분배지에서 Lb. acidophilus CH- 2의 성장은 Fig. 7과 같이 15% 파쇄화분용액을 대조

구로 하고 0.2%의 dipotas s ium phosphate를 첨가한 15% 파쇄화분용액에서 Lb. acidophilus

CH- 2의 성장정도는 배양 12시간대에 최고의 균수를 보였으나 대조구의 경우 7.4×107인 반

면 dipotass ium phosphate첨가구에서는 8.6×108으로 대조구보다 높게 나타났다. 따라서 화

분을 Lb . acidophilus CH- 2의 배지로 사용할 경우에는 dipotas s ium phos phate를 첨가하므

로서 산의 완충작용에 영향을 받아 성장을 더 좋게 하였다고 사료된다.

Fig . 7. Grow th curv e of Lb. acidophilus CH- 2 at 37℃ in 15%
cracked- pollen medium ( — ) and 15% cracked- pollen
medium added w ith 0.2% dipotas s ium phos phate ( — ) .
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다. 유산균 칼처에 의한 병원균의 사멸

Lb. acidophilus CH- 2의 파쇄화분 발효용액에 의한 병원성균의 사멸정도를 측정하였다.

30% 파쇄화분용액을 70℃에서 15분간 열처리한 용액과 열처리하지 않은 용액 각 800 ㎖에

L b. acidophilus CH- 2를 3%씩 접종하였다. 이들 두 용액을 각 4그룹으로 나누어 병원성균

인 S ta. aureus 7473, E . coli 6- PE- 4, S al. typhim urium 0901, S hi. flexneri 9199- NIH를 각

각 3%씩 접종하여 37℃에서 3시간 간격으로 24시간 배양하는 동안 채취한 시료를 0.1%

peptone용액에 10진법으로 희석한 다음 각 병원성균의 선택배지에 표준평판법으로 조사하였

고, 배양후에는 4℃에서 저장하면서 저장 하루간격으로 시료를 채취하여 사멸정도를 조사하

였다.

Lb . acidophilus CH- 2는 배양 9시간대에 최대의 균수를 나타내었고, 병원성균은 열처리

한 용액과 열처리하지 않은 용액 모두에서 배양 12시간과 15시간에 모두 사멸되는 것으로

나타났다 (F ig . 8, 9). 4℃에서 L b. acidophilus CH- 2의 경우 그 수가 점점 감소하여 저장 3

일째에는 현저히 감소하였고, 병원성균은 전혀 나타나지 않았다. 따라서 배양동안 Lb.

acidophilus CH- 2에 의한 병원성균의 억제로 발효화분은 안전한 식품으로 이용될 수 있다

(F ig. 10).
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F ig . 8. Grow th inhibition of pathog ens ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal.

t yphim urium 0901, x—x :Shi. flexne ri 9199- N IH, — :St a. aureus

7473) and g row th of Lb. acidophilus CH- 2 ( — ) during

incubation in the 30% cracked- pollen media ( heated pollen) at 37℃.
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F ig . 9. Grow th inhibition of pathog ens ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal.
t yphim urium 0901, x—x :Shi. flexne ri 9199- N IH, — :St a. aureus

7473) and g row th of Lb. acidop hilus CH- 2 ( — ) during

incubation in the 30% cracked- pollen media ( non- heated pollen) at

37℃.
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F ig . 10. Inhibition of pathog ens ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal.

t yphim urium 0901, x—x :Shi. fle xne r i 9199- NIH, — :Sta.

aure us 7473) and v iable cell of Lb. acidophilus CH- 2 ( — )
during s torag e at 4℃ after incubation in the 30% cracked- pollen

media at 37℃.
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라. pH 및 적정산도의 변화

Lb. acidophilus CH- 2와 4종의 병원성균을 각각 접종한 파쇄화분용액을 37℃에서 24시

간 배양하면서 3시간 간격으로 시료를 채취하여 pH의 변화를 측정 (Corning pH meter 245,

UK)한 결과 열처리한 파쇄화분용액과 열처리하지 않은 용액의 pH는 4.5∼5.0을 보였으며,

F ig . 11, 12와 같이 나타났다.

배양시간이 경과함에 따라 Lb. acidophilus CH- 2와 L b. acidophilus CH- 2 및 각 병원성

균 혼합배양물 모두에서 pH는 점점 낮아져 병원성균이 거의 사멸하는 결과를 보였으며

(F ig. 8, 9), 배양 12시간에는 pH 3.5∼3.7, 배양 24시간에는 pH 3.3∼3.5로 매우 낮게 나타났

다. 이로 보아 Lb. acidophilus CH- 2가 내산성균으로서 배양 24시간까지는 균수가 거의 줄

어들지 않고 다만 장기간 저장하였을 때 줄어드는 것을 볼 수가 있다 (F ig. 10).

F ig . 11. pH chang es during incubation of Lb. acidophilus CH- 2 w ith each
pathog en ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal. t yphim urium 0901, x
—x :Shi. fle xne r i 9199- N IH, — :Sta. aure us 7473) and Lb.
acid op hilus CH- 2 ( — ) in the 30% cracked- pollen media
( heated pollen) at 37℃.
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F ig . 12. pH chang es during incubation of Lb. acid op hilus CH- 2 w ith each
pathog en ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal. t yp himurium 0901, x

—x :Shi. fle xne r i 9199- N IH, — :Sta. aure us 7473) and Lb.

acid ophilus CH- 2 ( — ) in the 30% cracked- pollen media

( non- heated pollen) at 37℃.

발효화분 제조시 오염된 S taphylococcus aureus 7473, E . coli 6- PE- 4, S alm onella

typhim urium 0901, S hig e lla flexneri 9199- NIH는 발효공정중 15시간내에 모두 사멸하였으

므로 식품의 안전성을 확인하였다.

제 3 절 숙성화분식품 (bee- bread) 및 병원균에 대한 안전성

1. 숙성화분식품 제조

파쇄화분에 50%의 칼처를 넣어 잘 혼합한 후 발효공정을 시행하지 않고 바로 냉장 (5

℃)해서 15일간 숙성하여 화분에 오염된 병원균을 사멸시켜 제조된 식품을 숙성화분식품이
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라 한다.

숙성화분식품 제조의 이론적 근거는 화분칼처에 이미 병원균을 죽일 수 있는 산과 항균

물질이 포함되어 있기 때문에 칼처의 접종량을 50%로 높혀 (발효의 경우는 3% 접종) 완전

히 혼합하여 병원균이 칼처의 항균력에 의하여 사멸토록 한 것이다.

Vibra tion mill

↓25 mm aluminium ball ＋ dried pollen, vibra tion for 2 hr

Cracked pollen

↓ addition of 50% culture and mix we ll

Pollen- culture mixture

Cool to 5℃, s torage for 15 days

↓ safe ty tes t a gains t pa thoge ns

Ripened polle n food

Fig . 13. Diag ram of ripened pollen food manufacture .

2. 숙성화분식품의 병원균에 대한 안전성

가. 숙성화분에 의한 병원성균의 사멸효과

파쇄화분에 Lb. acidophilus CH- 2 pollen culture를 50% (w /v) 첨가하여 잘 혼합한 것과

파쇄화분에 멸균증류수 50% (w /v )를 혼합한 것을 4그룹으로 나누어 병원성균인 S ta.

aureus 7473, E . coli 6- PE- 4, S al. typhim urium 0901, S hi. flexneri 9199- NIH를 각각 3%씩

접종하여 4∼5℃의 냉장실에서 숙성시키면서 1일 간격으로 채취한 시료를 0.1% peptone용

액에 10진법으로 희석한 다음 표준평판법으로 각 병원성균의 선택배지에 표준평판법으로

조사한 결과 F ig . 14와 같다.

50% Lb. acidophilus CH- 2 pollen culture를 사용한 화분혼합물의 경우에는 S ta. aureus

7473, S hi. fle xne ri 9199- NIH와 S al. typhim urium 0901이 저장 10일만에 사멸되었고, E .
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coli 6- PE- 4는 저장 15일만에 사멸되었다. 그러나 대조구인 50% 멸균수가 들어있는 화분용

액의 경우에는 저장 20일에도 병원성균들이 모두 존재하였다. 따라서 L b. acidophilus CH- 2

가 항균물질을 생산함으로서 병원성균을 억제하고 안전한 화분식품을 만들 수 있다고 사료

된다.

숙성화분식품의 병원균에 대한 안전성을 실험한 결과 숙성을 시작한 이후 15일만에 오염

된 모든 식품성 병원균이 사멸하였으므로 숙성화분식품 제조에 이용되는 pollen culture의

유산균수, pH, 그리고 항균성물질 생산등이 중요한 요건이 되는 것이다.
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F ig . 14. Grow th inhibition of pathog ens ( — :E . coli 6- PE- 4, — :Sal.

t yp himurium 0901, — :Shi. flexne ri 9199- N IH, — :St a.

aure us 7473) in the 50% cracked pollen mix ed w ith 50% Lb.

acid op hilus CH- 2 pollen culture during ripening at 4∼5℃ (— :

50% Lb. acid op hilus CH- 2 pollen culture, … : 50% s terilization

w ater) .

- 45 -



나. Polle n culture 여액의 항균력 측정

15% 파쇄화분용액에 L b. acidophilus CH- 2를 3% 접종하여 37℃에서 24시간 배양하여

pollen culture를 만든 다음 4℃, 8,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상층액만을 취하였으

며, 이를 pollen culture의 여액이라고 한다. 이 상층액 각 50 ㎖에 4 종의 병원성균을 각각

3% 접종하여 적정성장온도에서 배양하면서 배양 2시간 간격으로 각 병원균의 성장억제정도

를 각 선택배지에 표준평판법으로 조사한 결과 Fig. 15와 같이 배양시간이 경과할수록 병원

성균의 수는 점점 감소하여 배양 6시간이후에는 병원성균의 성장이 완전히 억제되었다.

F ig . 15. A ntibacterial effect ( x - x :E . coli 6- PE- 4, — :Sal. t yphim urium

0901, — :Shi. fle xne r i 9199- N IH, — :Sta. aureus 7473) of

s upernatant of 15% cracked and fermented pollen incubated at 37

℃ w ith Lb. acidophilus CH- 2.
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제 5 장 화분칼처의 항균물질 분리

제 1 절 서 설

유산균에 의한 발효유제품의 많은 장점들은 오래전부터 알려져 왔으나 Metchnikoff

(1908)가 Balkan지방 사람들이 발효유를 많이 마시기 때문에 장수한다고 한 것은 최초로 발

효유의 항균적 효과를 시사한 것이라고 할 수 있다. 그 후 많은 연구자들이 유산균에 관하

여 관심을 가지게 되고 연구가 활발하여 항균효과에 대한 문헌이 발표되었다 (Babel, 1977;

Berridge, 1947; de Klerk과 Coetzze, 1961; Hamdy와 Miller , 1971; Kulp와 Rettger, 1924;

Lindgren과 Clevs trom, 1978; Pinheiro 등, 1968; Price와 Lee, 1970; Sharma와 Gandhi,

1981; Sharma와 Gandhi, 1983; T ramer, 1966).

그리고 영양적, 장내질환에 대한 치료 효과를 과학적으로 증명한 연구보고도 발표되었다

(Lindg ren과 Clevs trom, 1978; Mather와 Babel, 1959; Pulus ani 등, 1979; Reddy 등, 1970;

Shahani 등, 1972).

유산균은 버터, 치즈, 발효유 등과 같은 여러 유제품에 있어서 좋은 방향성을 부여함과

동시에 그 맛을 개선할 뿐 만 아니라 압도적인 미생물총, 혹은 대사산물로 식품을 부패시키

는 많은 부패균 및 장내질환을 유발하는 병원성세균을 억제하여 그 제품에 저장성 및 안정

성을 부여하게 된다 (F razier, 1967; Genske와 Branen, 1973; Hurs t , 1973).

이러한 유산균의 항균작용은 발효과정 중에 생성되는 여러종류의 유기산 (Sorrells와

Speck, 1970), 상당한 수준의 과산화수소 (Dahiya 와 Speck, 1968), 그리고 항균물질 (Daly

등, 1971; F razier, 1967; Genske와 Branen, 1973; Mather와 Babel, 1959; Reddy 등, 1970)에

의한 것으로 설명되어 진다.

유산균 발효유에서 분리된 항균물질로는 Hirs ch (1951; 1947)와 Mattick 등 (1947)과

Mather와 Babel (1959)은 L actococcus lact is로부터 peptide성 물질인 nis in을 분리하였고,

W heater 등 (1951)은 Lactobacillus lactis로부터 lactobacillin을, Kodama (1952)는
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L actobacillus plantarum으로부터 lactolin을 각각 분리하였다. 그리고 Kavasnikov와

Sudenko (1967)에 의해서는 L actobacillus brev is로 부터 lactobrevin이 분리되었다.

또한 Vincent 등 (1959)에 의해서는 Lactobacillus acidophilus로부터 휘발성의 lactocidin

이, Shahani 등 (1972; 1976; 1977; 1983)에 의해서는 acidophilin이 분리되었으며, Mikola jcik

과 Hamdan (1975)에 의해서는 acidolin이 분리되었다. 그리고 김 (1983; 1984)에 의해서는

토마토쥬스 배지에서 성장한 L actobacillus acidophilus로부터 분자량이 약 264로 추정되는

항균물질이 분리·정제되었다.

그리고 Barefoot과 Klaenhammer (1983)에 의해서는 lactacin이 분리되었다.

L actobacillus bulg aricus에서 bulg arican (Shahani 등, 1976)이 생성되는 것으로 알려졌으며,

L actococcus crem oris에서 열에 불안정한 수용성의 diplococcin (Ox ford, 1944; W hitehead,

1933; W hitehead와 Riddet , 1933)이, Zajdel 등 (1985)에 의해 감수성균의 단백질합성을 저해

하는 lactos trepcin 5가 분리되었다. 그리고 B ifidobacte rium bifidum과 B ifidobacterium

long um에서 bifidin과 bifilong이 분리되었다 (Anand 등, 1984; Jao 등, 1978; 강과 신, 1986).

또한 특정 질병을 치료하려는 임상적인 시도까지도 이루어지고 있는 실정이다 (Collins와

Hardt, 1980).

그러나 nis in을 제외한 많은 bacteriocin의 화학적 구조, 작용기전 등은 아직까지 명확히

밝혀지지 않아서 유산균의 과학적인 이용을 위해서는 이들 bacteriocin에 관한 보다 많은 연

구가 이루어져야 될 것으로 사료된다.
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제 2 절 유산균칼처 및 항균성

유산균이 생산한 항균물질의 특성은 유산균의 종류와 배지 및 성장조건에 따라 상이하므

로 많은 유산균을 사용하는 것이 좋다.

1. 사용된 유산균 칼처

Lactobacilli sp.는 Lb. plantarum R (Ros ell Ins t itute), Lb. he lve t icus CH- 1 (Chr.

Hansen ' s Lab.), L b. he lve t icus LHB- 02 (Chr. Hans en' s Lab.), Lb. bulg aricus Lb- 12 (Chr.

Hansen ' s Lab.), Lb. bulg aricus 18 (Chr. Hansen' s Lab.), L b. case i 01 (Chr. Hansen ' s

Lab.), L b. case i YA- 70 (Hankuk Yakult R & D), L b. case i Chr. (Chr. Hans en' s Lab.)를

사용하였고, lactococci sp.는 Lc. lact is CH- 1 (Chr. Hansen ' s Lab.), Lc. lactis R (Rosell

Ins t itu te), Lc. cre m oris CH- 1 (Chr. Hansen ' s Lab.), Lc. crem oris R (Rosell Ins t itu te), Lc.

diace tylact is R (Ros ell Ins titu te)를, s t reptococci sp.는 S tr. therm ophilus A (Chr. Hans en' s

Lab.), S tr. therm ophilus C (W ies by Co.), S tr. therm ophilus CH- 1 (Chr. Hansen ' s Lab.),

S tr. the rm ophilus ST - 36 (Chr. Hansen ' s Lab.), S tr. therm ophilus T H- 3 (Chr. Hans en' s

Lab.), S tr. therm ophilus T H- 4 (Chr. Hansen ' s Lab.), 그리고 leuconos tocs s p.는 Leu.

crem oris R (Rosell Ins t itu te), L eu. crem oris CH- 1 (Chr. Hansen ' s Lab.), Leu. crem oris

08 (Chr. Hans en' s Lab.), Le u. crem oris 09 (Chr. Hans en' s Lab.)를 사용하였다. Culture는

동결건조 culture를 사용하였고, lactobacilli s p.는 Lactobacilli MRS broth (Difco Co.)를,

lactococci sp., s t reptococci sp. 및 leuconos tocs sp.는 Elliker broth (Difco Co.)를 121℃에서

15분간 열처리한 것을 배지로하여 3회 계대배양한 다음 s ubculture로 사용하였다. 배양온도

는 lactobacilli s p.중 Lb. he lve t icus는 42℃에서, 그외의 culture는 37℃에서 배양하였고,

lactococci sp.와 leuconos tocs sp.는 30℃에서, s treptococci s p.는 42℃에서 배양하였다.
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2. Lactococci s p., S treptococc i s p., Leuconos tocs s p., Lactobac illi s p.의 항균성물질

생성

탈지환원유를 배지로하여 5종의 lactococci sp., 6종의 s treptococci s p., 4종의

leuconos tocs sp., 그리고 8종의 lactobacilli sp.를 각각의 적정 성장온도에서 36시간동안 배

양시킨 배양물이 지니는 항균력을 측정한 결과 T able 10과 같이 Lb. he lve t icus CH- 1균주

가 ψ25.0 mm (9 mm w ell을 포함)로 가장 강한 항균력을 나타내었고, L b. case i Chr.과

L b. case i 01균주가 각각 ψ17.5 mm와 ψ17.0 mm로 비교적 높게 나타났으며, 그외의 균주

는 ψ11.5∼16.0 mm로 나타났다.

T able 10. Bacterial inhibiting zone diameter (mm) ex hibited by v arious

lactic ac id bacterial s train fermented in recons tituted s kim milk

No. S pec ies S train A g ar A ntibacterial zone dia.(㎜)
inc luding w ell (9 ㎜)

1 Lc. lact is CH- 1 Nutrient (Nut) 1 3 .0
2 Lc. lact is R Nut 1 3 .0
3 Lc. cre m oris CH- 1 Nut 1 2 .5
4 Lc. cre m oris R Nut 1 2 .5
5 Lc. diace ty lact is R Nut 1 4 .0
6 Str . therm op hilus A Nut 1 6 .0
7 Str . therm op hilus C Nut 1 4 .3
8 Str . therm op hilus CH- 1 Nut 1 5 .0
9 Str . therm op hilus ST - 36 Nut 1 4 .0
10 Str . therm op hilus T H- 3 Nut 1 3 .2
11 Str . therm op hilus T H- 4 Nut 1 4 .0
12 Le u. cre moris R Nut 1 2 .0
13 Le u. cre moris CH- 1 Nut 1 2 .5
14 Le u. cre moris 08 Nut -
15 Le u. cre moris 09 Nut 1 2 .8
16 Lb. he lve t icus CH- 1 Nut 2 5 .0
17 Lb. plantarum R Nut 1 2 .0
18 Lb. acidophilus CH- 2 Nut 1 5 .5
19 Lb. cas e i Chr. Nut 1 7 .5
20 Lb. cas e i 01 Nut 1 7 .0
21 Lb. cas e i YA- 70 Nut 1 1 .5
22 Lb. bulg ar icus 18 Nut 1 2 .0
23 Lb. bulg ar icus Lb- 12 Nut 1 5 .5
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3. Lactobac illi s p.의 배지에 따른 항균성물질 생성

멸균된 탈지환원유, MRS broth, 20% 파쇄 화분용액 (20% CP), 그리고 20% 파쇄 화분

용액에 7종의 화학성분을 첨가한 배지 (20% CP＋7 ing.)에 8종의 lactobacilli sp.를 각각 접

종하여 적정 성장온도에서 36시간 배양한 배양물이 지니는 항균력을 조사한 결과, L b. case i

YA - 70균주는 milk배지 (ψ11.5 mm)에서 보다 20% 파쇄 화분용액에서 항균력이 훨씬 높게

나타났고 (ψ24.0 mm), 7종의 화학성분을 첨가한 20% 파쇄 화분용액 배지에서는 ψ26.5

mm로 더 높게 나타나서 milk 배지에서보다 ψ15.0 mm의 큰 차이를 보였으며, MRS broth

에서도 높은 항균력을 보였다. L b. plantarum R도 milk배지 (ψ12.0 mm)에서 보다 20% 파

쇄 화분용액에서 항균력이 훨씬 높게 나타났고 (ψ23.0 mm), 7종의 화학성분을 첨가한 배지

에서는 ψ25.0 mm로 더 높게 나타나서, milk 배지에서보다 ψ13.0 mm의 차이를 보였다. 또

한 L b. acidophilus CH- 2, Lb. case i Chr, L b. case i 01도 milk배지에서보다 20% 파쇄 화분

용액과 7종의 화학성분을 첨가한 배지에서 배양시켰을 때 그 항균력이 더 큰 것으로 나타났

다. 그러나 Lb. he lve ticus 는 4종의 배지에서 비슷한 효과를 보였고 (ψ23.5∼26.0 mm), Lb.

bulg aricus 18은 화분배지에서는 오히려 항균력이 전혀 나타나지 않았고, L b. bulg aricus

Lb- 12 s train은 20% 파쇄 화분용액에서는 차이가 없었으나 7종의 화학성분을 첨가한 화분

배지에서는 항균력을 보이지 않았다 (T able 11).

T able 11. Bacterial inhibiting zone diameter (mm) ex hibited by lactobac illi

s p. fermented in 4 media

Zone & Media
Culture

A ntibacterial zone dia.(㎜)
including w ell ( 9 ㎜)

Milk MRS broth 20 CP 20 CP
＋7 ing *

Lb. he lv e t icus CH- 1 2 5 .0 23 .5 2 4 .0 2 6 .0
Lb. plantarum R 1 2 .0 25 .5 2 3 .0 2 5 .0
Lb. acid ophilus CH- 2 1 5 .5 25 .0 1 8 .0 2 1 .0
Lb. cas e i Chr. 1 7 .5 24 .0 2 4 .0 2 6 .0
Lb. cas e i 01 1 7 .0 24 .5 2 5 .0 2 7 .0
Lb. cas e i YA - 70 1 1 .5 24 .0 2 4 .0 2 6 .5
Lb. bulg ar icus 18 1 2 .0 22 .0 - -
Lb. bulg ar icus Lb- 12 1 5 .5 21 .0 1 6 .0 -

* 7 chemical ingredients
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4. 화분추출물이 유산균의 항균효과에 미치는 영향

20%의 파쇄 화분용액에서 원심분리하여 얻은 상층액을 0∼30%의 농도로 탈지환원유에

첨가한 배지에서 4종의 유산균을 접종·배양한 결과 T able 12와 같이 Lb. plantarum R이

화분추출물에 의해 가장 큰 효과를 나타내었고, Lb. case i 01와 Lc. diace tylact is R에 대해

서도 약간의 효과가 있었다. 그 결과 화분추출액 15%를 첨가할 때 4종의 유산균이 생산한

항균력이 좋았다.

T able 12. A ntibacterial e ffec t of pollen ex tract added in s kim milk for

fermentation of lac tic ac id bacteria

Culture
Pollen
ex tr.
(%)

A ntibacterial zone dia. (㎜) including w ell(9 ㎜)

A mt.(%) of pollen ex tr. added in s kim milk

C(0) 5 10 15 20 25 30

Lb. cas e i 01 20 1 7 .0 1 8 .5 20 .0 2 0 .0 19 .5 1 9 .5 19 .5

Lb.
he lve t icus CH- 1

20 2 3 .0 2 3 .0 23 .0 2 3 .0 21 .5 2 1 .5 21 .5

Lb.
plantarum R 20 1 5 .5 1 7 .0 18 .0 1 9 .0 20 .0 2 0 .0 21 .0

Lc. diace ty lact is R 20 1 2 .0 1 3 .0 13 .5 1 3 .5 13 .0 1 3 .0 13 .0

5. 우유에 첨가한 화분의 농도, 화분용액의 pH, 20% 파쇄화분용액에 화학성분 첨가시

Lactobacillus acid ophilus CH- 2의 항균효과

20%의 파쇄 화분용액을 0∼30%의 농도로 첨가한 탈지환원유 배지와, 20% 파쇄화분을

배지로 한 것 (20% CP, pH 5.2와 pH 6.9), pH를 조절한 20% 파쇄화분배지 (20% CP, pH

6.9)로 한 것, 그리고 20% 파쇄 화분용액에 7종의 화학성분을 첨가한 배지 (20% CP＋7

ing ., pH 5.2와 pH 6.9)에 L b. acidophilus CH- 2를 접종배양하여 그 항균효과를 측정한 결

과, m ilk배지에 첨가한 화분의 농도가 증가할수록 항균효과도 높아지는 경향을 보였다. 파쇄
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화분용액의 pH를 6.9로 조절하였을 때는 조절하지 않았을 때보다 항균효과가 높게 나타났

고, 7종의 화학성분을 첨가하였을 때는 그 효과가 더 높게 나타났다 (T able 13).

T able 13. A ntibacterial e ffec t of s kim milk added cracked pollen, 20%

cracked pollen s olution (pH 5.2, 6.9) and 20% cracked pollen

s olution added 7 chemical ing redients ( pH 5.2, 6.9) for
incubation of Lb. acidophilus CH- 2

Culture

A ntibacterial zone dia. (㎜) including w ell (9 ㎜)

A mt.(%) of cracked pollen
added in s kim milk

20%
CP

pH 5.2

20%
CP

pH 6.9

20% CP
+

7 ing .
pH 5.2

20% CP
+

7 ing .
pH 6.9C(0) 5 10 15 20 25 30

Lb. acid o

CH- 2
16.0 19.5 20.0 19.5 20.0 22.0 22.0 22.0 24.0 26.0 27.0

상기의 배지에서 pH의 변화는 milk배지에 첨가한 화분의 농도가 높을수록 pH도 떨어져

30%첨가하였을 때 pH 3.70을 보였다. 그러나 7종의 화학성분을 첨가한 파쇄 화분용액에서

배양시켰을 때 (pH 3.66∼3.80)는 첨가하지 않은 화분배지에서보다 오히려 pH가 높게 나타

났다 (pH 4.02∼4.10).

T able 14. pH after 36 hr incubation of Lb. acidop hilus CH- 2 in media of

s kim milk added cracked pollen, 20% cracked pollen s olution

(pH 5.2, 6.9) and 20% cracked pollen s olution added 7 chemical

ing redients (pH 5.2, 6.9)

pH after 36 hr incubation of Lb. acid ophilus CH- 2

구분
A mt. ( %) of cracked pollen

added in s kim milk
20%
CP

pH 5.2

20%
CP

pH 6.9

20% CP
＋ 7 ing .

pH 5.2

20% CP
＋ 7 ing .

pH 6.9C(0) 5 10 15 20 25 30

pH 4.02 3.84 3.85 3.97 3.76 3.72 3.70 3.66 3.80 4.02 4.10
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6. 화분의 농도와 화분용액의 pH에 따른 Lactobacillus acid op hilus CH- 2,

Lact obacillus p lantarum R의 항균효과

파쇄 화분용액의 농도를 10, 20, 30%로 달리하고 pH를 조절하지 않은 대조구 (pH 5.2)

와 중화시킨 실험구 (pH 6.9), 그리고 각 농도의 파쇄화분 용액에 7종의 화학성분을 첨가한

대조구 (20% CP＋7 ing., pH 5.2)와 7종의 화학성분을 첨가하고 중화시킨 20% 파쇄화분 용

액 (20% CP＋7 ing., pH 6.9)을 배지로하여 Lb. acidophilus CH- 2와 Lb. plantarum R의 항

균효과를 조사한 결과 각 농도의 파쇄 화분용액배지에 7종의 화학성분을 첨가하였을 때 항

균효과가 높게 나타났고, pH를 중화시킨 배지에서 약간 더 높았다. 파쇄 화분의 농도가

10%보다는 20, 30%일 때 항균효과가 더 높았고, 20%와 30%의 농도는 그 효과가 거의 비

슷하였다 (T able 15). 따라서 본 실험에 사용된 파쇄 화분용액의 농도는 20%로 하였다.

T able 15. A ntibacterial e ffec t to Lb. acid ophilus CH- 2 and Lb. p lantarum
R according to the concentrations of cracked pollen, pH and 7

chemical ing redients

A ntibacterial zone dia. (㎜) inc luding w ell (9 ㎜)

Lb. acidop hilus CH- 2 Lb. plant arum R

N ot added
7 ing .

A dded
7 ing . Milk

N ot added
7 ing .

A dded
7 ing . Milk

pH 5.2
Conc . of

CP (%)

10 2 1 .5 2 4 .0

1 5 .5

2 1 .0 2 3 .0

1 2 .0

20 2 3 .0 2 5 .0 2 2 .5 2 4 .3

30 2 3 .0 2 5 .2 2 2 .7 2 4 .5

pH 6.9
Conc . of
CP (%)

10 2 2 .5 2 4 .5 2 1 .5 2 3 .5

20 2 4 .0 2 6 .0 2 3 .0 2 5 .3

30 2 4 .5 2 6 .0 2 3 .2 2 5 .5
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7. 유산에 의한 항균효과

각 농도별로 lact ic acid를 w ell당 150 ㎕씩 주입하여 시험균 P seu. fluorescens에 대한

항균력을 조사한 결과 1%의 lact ic acid를 주입하였을 때는 20.0 mm를 나타내었고, 농도가

증가할수록 항균력도 높아져 5%일 때는 36.5 mm, 10%일 때는 50.0 mm를 나타내었다

(T able 16).

T able 16. A ntibacterial e ffect of % lactic acid ag ains t to the P s e u.

fluores ce ns

A ntibacterial zone dia. (㎜)
including w ell ( 9 ㎜) / 150 ㎕

Lactic acid
( %)

1 2 0 .0
2 2 6 .0
3 3 1 .5
4 3 5 .0
5 3 6 .5

10 5 0 .0

8. 항균물질의 추출 및 정제

1) Methanol- A cetone 추출

탈지환원유, 20% 파쇄 화분용액, 그리고 7종의 화학성분을 첨가한 20% 파쇄 화분용액을

배지로 하여 37℃에서 28시간 배양한 각 배양물 320 ml를 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심

분리 (Vis ion Co. VS15,000CF ., Korea)하여 상층액만을 회수하였다. 이를 45℃, rotary

evaporator (Eyela Rotary Ev apora tor, Rikakikai., Japan)로서 수분을 완전히 증발시켜 농축

시키고 1,000 ㎖의 methanol을 가하여 1시간동안 s t irr ing한 다음 4℃, 14,000 rpm에서 10분

간 원심분리하여 침전물은 제거하고 상층액을 여과 (W hatman fliter paper # 2)한 다음 회

수하였다. 회수한 상층액을 45℃에서 rotary ev apora tor를 이용하여 농축시켰다. 이와같은
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방법으로 2회 더 실시하여 얻은 물질을 methanol 추출물이라 하였다.

이 methanol 추출물에 다시 1,000 ㎖의 acetone을 넣고 1시간 동안 교반한 다음 4℃,

14,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상층액을 모았다. 침전물은 위와 동일한 방법으로 2회

반복 추출하여 상층액을 모았다. 회수된 상층액은 45℃에서 rotary evaporator로 감압농축하

여 갈색의 점질성 물질을 얻었으며, 이를 Methanol- Acetone 추출물 (M- A extract)이라 한

다.

20% 파쇄 화분용액 (20% CP)과 7종의 화학성분을 첨가한 20% 파쇄 화분용액 (20%＋7

ing .)에서 배양한 배양물을 methanol과 acetone으로 추출하였을 때의 항균력은 탈지환원유

에서 배양한 배양물을 methanol과 acetone으로 추출하였을 때의 항균력보다 훨씬 높았다.

또한 20% 파쇄 화분용액 (20% CP)과 7종의 화학성분을 첨가한 20% 파쇄 화분용액

(20%＋7 ing .)에서 배양한 배양물을 ethyl acetate로 추출하였을 때는 methanol이나 acetone

으로 추출하였을 때보다 항균력이 훨씬 높았다.

2) A mmonium s ulfate 분획- e thy l acetate 추출

20% 파쇄 화분용액을 배지로하여 L b. plantarum R을 3% 접종하여 37℃에서 28시간 배

양시켜 얻은 배양물을 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액만을 회수하였다. 이

상층액에 ammonium sulfate를 가하여 85%의 포화농도액을 만들고 1시간동안 s t irr ing하였

다. 이를 다시 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액과 침전물을 분리·회수하였

다. 상층액은 45℃, rotary evaporator로서 수분을 완전히 증발시켜 농축시키고 20 ㎖의

methanol을 첨가하여 농축물을 용해시킨 다음 1,000 ㎖의 ethyl acetate를 가하여 1시간동안

s tirr ing하였다. 이를 4℃, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액만을 회수하고, 남은

침전물을 위와 동일한 방법으로 ethyl acetate로 2회 더 처리하여 상층액만을 모았다. 회수

한 상층액을 45℃에서 rotary evaporator를 이용하여 농축시켰으며, 이를 ammonium

s ulfa te- ethyl acetate추출물이라 하였다. 침전물은 증류수에 용해시켜 항균력의 유무를 조사

하였다.
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85% ammonium s ulfate 포화농도로 처리하여 얻은 상층액에서는 항균력이 강하게 나타

났고, T LC 전개에서 얻은 band에서도 항균력이 강하게 나타났다. 그러나 증류수에 용해시

킨 침전물에서는 항균력이 전혀 나타나지 않았다.

따라서 20% 파쇄 화분용액 (20% CP)과 7종의 화학성분을 첨가한 20% 파쇄 화분용액

(20% CP＋7 ing .)에서 배양한 배양물은 85% ammonium s ulfa te 포화농도로 처리하고,

ethyl aceta te로 추출하였을 때 methanol이나 acetone으로 추출하였을 때보다 항균력이 훨씬

높게 나타난다는 것을 알 수 있었다.

3) T hin- lay er chromatog raphy

Methanol 추출물, methanol- acetone 추출물, 그리고 ethyl acetate 추출물, ammonium

s ulfa te- ethyl acetate추출물을 T LC plate sheet (Merck Co., Germany)에 각 150 ㎕씩

loading하였다. Loading물이 완전히 건조된 후에 T LC s heet를 chloroform- methanol (90:10,

v /v)을 용매로하여 전개시킨 다음 전개된 T LC sheet를 공기중에서 건조시키고 UV하에서

흡광대를 띄게 하였다. UV하에서 나타난 모든 bands의 s ilica gel을 긁어 모아 methanol로

용출시키고 이를 12,000 rpm에서 원심분리하여 상층액을 모았다. 이를 질소 (N2 gas )로 용

매를 증발시키고 얻은 농축물을 300 ㎕의 methanol에 용해시켜 시험균에 대한 항균효과를

조사하였다.

Lb. plantarum R 배양물에서 얻은 ethyl acetate추출물, ammonium s ulfa te- ethyl acetate

추출물의 T LC plate에 전개시키고 UV하에서 확인한 band의 s ilica gel에서 용출시켜 얻은

물질을 dis c bioassay법 (disc/15 ㎕)으로 항균력을 조사한 결과 ammonium s ulfa te- ethyl

acetate의 추출물에서는 6개의 band중 2번과 3번 band사이에서 항균효과 (15.0 mm)가 나타

났다.
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제 6 장 발효화분 섭취 동물실험

제 1 절 서 설

오래전부터 화분을 섭취한 사람에게 건강증진효과 및 질병치유의 보고가 있다. 특히 건

강기능성을 간추려 보면 화분은 전립선의 기능에 필요한 영양소, 특히 Zinc (Zn)를 정상적

으로 공급하여 전립선비대증의 자연치료효과가 있다.

화분의 식물성 섬유는 장의 연동운동을 도우며 꿀벌이 분비한 항균성 물질은 위장내의

병원균을 억제한다. 벌화분은 rut in을 함유하여 인체의 모세혈관을 탄력성있게 하여 심장 및

대뇌의 모세혈관 보호로 생명에 지대한 기능을 갖는다.

영국의 운동선수, 국가코치인 McNab씨는 올림픽경기의 육상선수의 90%이상이 화분을

복용한다고 한다. 그외 미식축구선수, 권투선수, 무하마드 알리등이 화분을 복용하였다. 화분

이 심장, 혈액, 그리고 각종 근육에 포함한 모세혈관을 튼튼히 하여 노폐물과 가스교환이 잘

될 수 있도록 하며 산소공급 매개체인 헤모글로빈을 증가시킨다.

인체의 세포나 조직이 계속 재생되는데는 DNA의 기능이 활발하여 효소 및 호르몬을 정

상적으로 합성하여야 한다. DNA와 RNA가 많이 포함된 음식을 먹으면 노인의 피부가 탄력

성이 있으며, 젊게 보이는 것은 원천적으로 세포의 핵산재생과 관련되는 것이라고 볼 때 화

분은 식물의 정자로서 이를 잘 공급한다.

그외 간질환 및 빈혈증세에도 치료효과를 보인다는 보고가 있다.

제 2 절 쥐의 창자에서 화분단백질의 소화

화분은 그 외피가 어떠한 소화효소나 강산 , 알카리 , 알콜 , 에테르 등의 유기용매에

도 영향을 받지 않으므로 100 ㎛이하되는 작은 입자속에 있는 영양물질이 동물의 창
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자에 흡수되는 것은 의심스럽고 흥미로운 일이다 . 화분이 과연 그 외피 내부에 있는

단백질이 이용되는가에 대하여 동물 실험을 실시하였다 .

화분과 파쇄화분의 단백질 소화율

5마리의 mice를 한 그룹으로하여 화분과 화분을 ball mill에 넣어 파쇄한 후 동결 건조시

킨 파쇄화분을 각각 급여했다.

쥐의 분변 채취는 먼저 쥐를 1일간 절식시킨후 각각의 pollen을 급여하여 5일간의 예비

시험기간을 둔 후 매일 2회씩 7일간 변을 채취하였다. 채취된 변을 60∼80℃에서 24시간 동

안 건조시킨 후 Kejeldahl로서 조단백질 함량을 구하여 각각 pollen의 단백질 소화율을 측정

하였다.

total protein g in feces
percent diges table protein ＝ 100 - 100 [ ]

total protein g in pollen

화분과 파쇄화분의 단백질 소화율을 측정한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다.

10.49
화분의 단백질 소화율 ＝ 100 - 100 [ ] ＝ 54.22%

22.91

9.60
파쇄화분의 단백질 소화율 ＝ 100 - 100 [ ] ＝ 59.13%

23.49

자연화분을 급여한 쥐의 배변내 화분은 현미경상에서 그 형상이 전혀 변화하지

않은 것으로 관찰되었다 . 이는 화분 외피가 쥐의 창자에서 분비되는 어떤 소화액에도

분해되지 않았다는 증거이다 . 그러나 쥐 창자에서 섭취된 화분의 단백질 소화율이

54% 로 나타난 것은 쥐의 소화효소가 화분의 발아구를 통하여 작용한 것으로 고려할
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수 있다 . 즉 , 세포질과 외피인 ex in e은 외부와 열릴 가능성이 있는 부분이 발아구

(g erm in a t ion p ores )라고 생각할 수 있다 . 이 발아구가 창자내의 삼투압에 의하여 파

괴되면 그 극히 작은 구멍을 통하여 효소가 침투되어 소화작용이 일어날 것이다 .

W a n g씨가 사람과 가장 유사한 원숭이에게 화분을 먹인 후 조사한 결과 화분벽이 화

분내에 있는 아미노산 , 비타민 C , 그리고 광물질의 소화에 어떠한 영향도 미치지 못

한다고 하였다 . 이러한 사실은 본 실험에서도 유사성을 보이고 있다 . 그러나

g erm in a t ion pore가 대단히 적고 소화관은 계속 움직여 소화물을 이동시키기 때문에

사람의 창자에서 소화 가능성을 완전히 확신케하기 위하여는 화분의 외피를 파괴하

고 섭취하여야 할 것이다 . 파쇄한 화분을 섭취한 쥐의 단백질 소화율은 파쇄하지 않

은 것보다 약간 높게 나타났다 . 이는 화분 조단백질 분석에 효소작용을 받게되는 세

포질 단백질보다 소화작용을 받지 않는 외피의 질소화물에 대한 영향이 클 것으로

사료된다 . 그러므로 세포질 단백질의 소화율을 측정하여야 할 것이다 .

제 3 절 화분의 사료효율 - 동물성장

발효화분을 첨가한 사료와 일반사료를 사육한 쥐의 무게를 측정하여 실험구와 대조구간

의 사료효율을 측정하였다.

공시동물 : 젖을 뗀 백색 마우스 새끼, 평균 20 g , 28마리 사용

대 조 구 : 일반사료 사육 13마리 (수컷 10, 암컷 3)

실 험 구 : 발효화분 10% (w /w )비율로 일반사료에 혼합하여 단단한 발효화분 혼합사

료로 사육 15마리 (수컷 5, 암컷 10)

대조구 평균 증가 체중 : 61.6 g

대조구 평균 사료 소비량 : 106.1 g

실험구 평균 증가 체중 : 62.4 g
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실험구 평균 사료 소비량 : 78.0 g

g diet cons 106.1 g
대조구 사료 효율 ＝ ＝ ＝ 1.72

g w t. g ain 61.6 g

g diet cons 78.0 g
실험구 사료 효율 ＝ ＝ ＝ 1.25

g w t. g ain 62.4 g

발효화분 혼합 사료효율이 일반 사료 효율보다 양호하였다.

제 4 절 빈혈증 식이효과

경북대학교에 재학중인 여학생의 혈액검사 결과 적혈구 수 (400∼550만/㎕), 백혈구 수

(4,000∼10,000/㎕), 혈색소 (여, 11.0∼17.0 g /㎗), 헤마트크리트 (여, 35∼52%), 혈소판수 (15

만∼40만/㎣), 평균 적혈구 용적 (여, 80∼96 μ3), 평균 적혈구 혈색소 (27∼33 μ㎍), 평균

적혈구 혈색소 농도 (32∼36% ), 적혈구 침강 속도 (여, 0∼15 ㎜/ hr)의 항목에 대하여 정상

치에 미달하는 학생을 10명 선택하여 식사후 tea spoon으로 한 숟가락의 발효 화분을 매일

3회씩 복용하였다.

발효 화분을 6주간 복용한 후 다시 학생들의 혈액을 검사하여 발효화분 복용전의 혈액검

사 수치와 비교하여 그 효능을 검증한 결과 개체에 따라 차이가 많았으며, 특히 한 학생에

대한 빈혈치료 효과는 매우 양호하였다.
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제 7 장 화분의 농약에 대한 안전성 검사

꿀벌이 수집한 화분에 농약의 잔류 여부를 확인하므로서 화분이 식품으로서의 안전성을

조사하였다. 분석방법은 보건사회부 고시 제 1994- 62호의 “식품중 농약잔류 시험법”에 준하

여 분석하였다.

분석한 농약은 유기인계인 EPN, Diazinon, Demothoate, Melathion, Parathion,

F enotrothion, Fenthion, Phenthoate, Methidation, Chlorpyrifos , Dichlorvos ,

A zinphos- methyl, Omethoate, Pirimiphos- methyl, Chlorfenv inphos , E thion, Phos alone,

Phos mat, Carbofenothion 등 19종, 유기염소계인 BHC, DDT , Aldrin, Dieldrin, Endrin,

Captafol, Chlorobenzila te, Dicofol, Captan, Folpet , T etradifon, Endos ulfan, Chlorothalonil

등 13종, carbamate계인 Carbaryl, Carbendazim , Methomyl 등 3종, 그리고 기타 농약으로서

Methamidofos , Ethoprophos , T erbufos , Edifenphos , Metribuzin, Dichlofluanid,

Pendimethaline, Chinomethionate, Phox im, Etrimfos , Metalx yl, Procymidone, P ropag ite,

T riadimenol, T richlorofon, Clofentezine, T riadimefon, T riforine, T hiodicarb, Amitraz 등 총

55종의 농약에 대하여 분석하였다.

상기의 분석방법에 준하여 화분내 잔류농약을 분석한 결과 T able 17에서 보는 바와 같

이 화분내에는 농약이 전혀 잔류하지 않는 것으로 나타났다. 따라서 화분을 식품 또는 기타

첨가물로 사용할 때 매우 안전한 것으로 사료된다.
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T able 17. Pes ticides analy zed in the ex periment w ith domes tic pollen- load

Compounds Clas s if ic ation Conc . Compounds Clas s if ication Conc.
EPN

D i a z i n o n

D e m o t h o a t e

M e l a t h i o n

P a r a t h i o n

Fenotrothion

F e n t h i o n

P h e n t h o a t e

M e t h i d a t i o n

C h l o r p y r i f o s

D i c h l o r v o s

A z in p h o s - m e t h y l

O m e t h o a t e

P ir im ip h os - m eth y l

Chlorfenv inphos

Ethion

Phosalone

Phosmat

Carbofenothion

BHC

DDT

Aldrin

Dieldrin

Endrin

Captafol

Chlorobenzilate

Dicofol

Captan

Organophos .

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

Org anochlorine

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

ND*

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

Folpet

T etradifon

Endosulfan

Chlorothalonil

Carbaryl

Carbendazim

Methomyl

Methamidofos

Ethoprophos

T erbufos

Edifenphos

Metribuzin

Dichlofluanid

Pendimethaline

Chinomethionate

Phoxim

Etrimfos

Metalx yl

Procymidone

Propagite

T riadimenol

T richlorofon

Clofentezine

T riadimefon

T riforine

T hiodicarb

Amitraz

Carbamate

Organochlorine

＂

＂

＂

Carbamate

＂

＂

Micellaneous

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

ND*

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

＂

*no detected
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