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요 약 문

Ⅰ. 제 목

Propolis로부터 유용성분의 분리, 정제 및 기능성 식품 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

Propolis는 여러가지 수목 및 꽃에서 꿀벌이 모아오는 물질이다. 즉 꿀벌은 수

지를 모아서 벌집으로 돌아오는데 이것을 다른 벌이 타액을 묻혀 만들어 내는 것

이 바로 propolis이다. Propolis는 현재 암, 당뇨병, 피부질환, 화상, 관절염 및 숙

취제거 등에 효과가 있는 것으로 알려져 있으며 특히 항바이러스 작용에 대한 관

심이 높아지고 있다. Propolis는 수지 및 방향유가 50%, 밀납 30%, 정유 10% , 화

분 5%, 기타 성분 5%로 구성되어 있는 복합물질로서 propolis의 주요 화학성분은

flavonoid 화합물로 알려져 있다. Propolis가 식품소재로 이용되기 위해서는 우선

propolis중의 밀납 성분을 제거하여야 하며, 또한 기타 이물질을 제거하여 고순도

의 propolis 추출물을 얻는 것이 필요하다. 따라서 propolis로부터 유용성분만을 분

리해 낼 수 있는 최적 추출조건 확립이 필요하다. Propolis를 이용한 제품은 국내

에서는 거의 생산되지 않고 있는 실정이고 외국의 경우에도 브라질, 호주등 몇몇

국가에서만이 생산을 하고 있으나 최근에 우리나라에서는 이들 제품이 수입되어

고가로 판매되고 있다. 우리나라 국민들의 건강에 관한 관심이 매우 높다는 점을

감안할 때 앞으로 propolis 제품의 수입량은 급속히 증가할 것으로 보인다. 이러한

시점에서 국내에서도 propolis에 관한 관심을 가지고 기초 연구 및 제품개발에 힘

을 기울여야 할 것으로 생각되며, 이것은 결국 국내 양봉가와 propolis 제품을 생

산하는 중소기업의 수입원을 확보할 수 있도록 하는 것이며 외국산 제품의 수입

을 감소시켜 외화 절약에도 큰 몫을 할 것이고 아울러 벌꿀, 화분 등의 소비도 증
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가하여 양봉업의 활성화를 꾀할 수 있을 것으로 기대된다.

따라서 본 연구에서는 국내산 propolis의 물리 화학적 특성 및 기능성을 조사

함과 동시에 식품 소재화를 위한 유용성분의 최적 추출조건을 확립하고 propolis

를 이용한 제품을 개발하였다.

Ⅲ. 연구 개발 내용 및 범위

1. Propolis의 성분분석

본 연구의 시료인 상주산 propolis의 기초자료 수집을 위해 수분, 지질, 단백질,

회분 등의 일반 성분과 무기질 성분을 정량 분석하였다.

2. Propolis 추출물 제조를 위한 최적 추출조건

Propolis를 식품 소재화 또는 제품화하기 위해서는 propolis 자체를 이용하기가

어려우며 propolis 추출물을 제조후 이용하여야 하는데 propolis 중에는 밀납이 다

량 함유되어 있어 이를 제거할 필요가 있다. Propolis 추출물을 제조하기 위해서

는 우선적으로 추출 용매의 선정이 필요하며, 최적 추출 온도와 추출 시간의 설정

및 propolis와 추출 용매의 비율을 결정하여야 한다. 따라서 propolis 추출물 제조

를 위한 최적 조건을 설정하였다.

3. Propolis 추출물 중의 총 페놀 함량 및 f lav onoid 함량 분석

페놀화합물은 여러 가지 기능성을 가진 물질로 propolis에도 함유되어 있고 특

히 flavonoid는 propolis의 대표적인 기능성 물질이기 때문에 이에 대한 분석을 실

시하였다.
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4. Propolis 추출물 중의 밀납 제거 방법

Propolis를 이용하는데 있어 가장 중요한 것은 propolis 중에 다량 함유되어 있

는 밀납 성분을 제거하는 것이다. 밀납 성분의 제거는 결국 flavonoid와 같은 기

능성 물질의 농도를 높이는 효과를 가져오며, 소재화 및 제품 개발시 방해 물질의

제거라는 점에서 중요하다. 그러나 최종적으로는 제품 제조의 원료로 사용되어야

한다는 점에서 화학적 방법은 사용하지 않았고 물리적 방법, 특히 냉동법에 의한

제거 방법을 검토하였다.

5. Propolis 추출물의 유지에 대한 항산화 효과

Propolis 추출물 중에는 flavonoid 성분이 함유되어 있어 유지에 대한 항산화

효과를 나타낼 것으로 판단되나 보고된 자료가 많지 않다. 따라서 국내산과 외국

산 propolis 추출물의 유지에 대한 항산화 효과를 몇 가지 방법으로 비교하고 기

질에 대한 차이도 검토하였다.

6. Propolis 추출물의 오존에 대한 항산화 효과

오존은 대기오염의 지표 성분으로 반응성이 매우 큰 물질로 체내의 지질 성분

중 불포화 지방산을 산화시키는 것으로 알려져 있다. 따라서 propolis 추출물이 오

존에 의한 생체 산화를 억제할 수 있는지를 인공 생체막에 대해 실험해 보았으며,

이를 위한 오존 반응 장치를 개발하였다.

7. Propolis의 향기성분

Propolis는 독특한 향기를 가진 물질로 산지에 따른 특성을 나타내어 국내산과

외국산을 비교 검토해 보았다.
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8. Propolis 추출물을 이용한 제품 개발

Propolis 추출물을 이용하여 음료 제품, 겔 형태의 제품, 타블렛 제품 및 환 제

품을 제조하고자 하였다.

Ⅳ. 연구 개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. Propolis의 성분분석

상주산 propolis의 수분 함량은 3.9% , 조지방 함량은 81.1%, 조단백질은 2.5%,

섬유질 4.0%, 회분 1.1%이었고 무기질 함량은 칼슘이 155.5㎎%로 가장 높았고 철

분이 21.6㎎%로 가장 낮은 것으로 나타났다.

2. Propolis 추출물 제조를 위한 최적 추출조건

Propolis 추출물 제조를 위한 추출 용매 선정 시험에서 물과 40∼99.9% 에탄올

을 사용한 결과 70% 에탄올이 가장 효율적인 것으로 나타났고, 추출 온도는 상

온∼100℃에서 시험해 본 결과 온도에 따른 수율 및 flavonoid 함량 차이가 없어

상온 추출이 적합한 것으로 나타났다. 추출 시간 결정 시험에서는 2∼24시간 동안

교반하면서 조사한 결과 6∼9시간이 최적 추출 시간인 것으로 나타났다. 또한

propolis에 대한 추출 용매 비율 결정 시험에서는 10배의 용매량이 최적인 것으로

나타났다.

3. Propolis 추출물 중의 총 페놀 함량 및 f lav onoid 함량 분석

상주산 propolis의 70% 에탄올 추출물 중의 총 페놀 함량은 약 27%, 물 추출

물 중에는 20% 정도가 함유되어 있는 것으로 나타났으며, 상온에서 10배량의
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70% 에탄올로 추출한 propolis 추출물 중의 flavonoid 함량은 3.2%로 나타났다.

한편, HPLC로 propolis 추출물을 조사한 결과 flavonoid 성분으로 gallic acid,

caffeic acid, ρ- coumaric acid, kaempherol, t- cinnamic acid 및 chrys in 등을 동

정하였다.

4. Propolis 추출물중의 밀납 제거 방법

Propolis 추출물에 함유되어 있는 밀납 성분 제거를 위하여 soxhlet법, 열수추

출후 냉각법, w interizat ion법, hexane법을 이용하였으며 효율성은 soxhlet법

> hexane법>열수추출후 냉각법> w interization법의 순서로 나타났다.

5. Propolis 추출물의 유지에 대한 항산화 효과

대두유에 대한 propolis 추출물의 항산화 효과를 조사하기 위해 상주산, 호주

산, 일본산 propolis 추출물을 200, 500, 1000ppm씩 첨가한 후 40℃에서 저장하면

서 과산화물가를 측정하였다. 그 결과 항산화 효과는 상주산>호주산>일본산의 순

서였으며, 특히 상주산과 호주산의 경우에는 합성 항산화제인 BHA 200ppm 첨가

구보다 효과가 우수하였다. 한편, AOM법에 의한 항산화 효과 시험에서는 기질을

대두유와 lard로 하였고 상주산과 원주산 propolis 추출물을 비교하였다. 대두유를

기질로 한 경우에는 상주산과 원주산 사이에 효과의 차이는 거의 없었고, 첨가 농

도의 증가에 따라 항산화 효과도 커지는 것으로 나타났으며 항산화제인 토코페롤

과 BHA보다 효과가 더 좋았다. Lard를 기질로 한 경우에는 원주산이 상주산보다

효과가 더 좋았다.
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6. Propolis 추출물의 오존에 대한 항산화 효과

오존은 오존 발생기에 공기를 공급하면서 일정량의 오존이 지속적으로 공급되

도록 장치를 제작하였으며, 이때 발생되는 오존의 농도는 0.018g/ℓ이었다. 오존

산화 반응을 위한 기질로는 liposome을 이용하였으며 상주산, 호주산, 일본산

propolis 추출물을 liposome에 대하여 5%씩 첨가하여 그 효과를 조사한 결과 모

두 오존에 대한 항산화 효과를 나타냈으며 효과의 크기는 차이가 없었다.

7. Propolis의 향기성분

Propolis의 향기성분을 포집하기 위해 연속 수증기 증류법에 사용되는

Likens- Nickerson 장치를 이용하였다. 포집된 향기 성분은 GC/MSD로 분석하였

고 mass spectrum은 w ileynbs library로 확인하였다. 그 결과 주요 peak가 상주

산은 22개, 미국산은 15개, 중국산은 12개로 나타났으며 생산지에 따른 구성 성분

의 차이를 나타냈다.

8. Propolis 추출물을 이용한 제품 개발

Propolis 추출물을 이용하여 음료 제품, 겔 형태 제품, 타블렛 제품 및 환 제품

을 제조하였다. 특히, 음료제품은 2가지를 제조하였는데 각각 음료Ⅰ과 음료Ⅱ로

하였으며 음료Ⅰ은 propolis 추출물, 사과 주스, 당류, 벌꿀 등을 주성분으로 하였

고 음료 Ⅱ는 propolis 추출물, 천궁, 벌꿀을 주성분으로 하여 제조하였다. 겔 형태

의 제품은 propolis 추출물, 천궁 및 덱스트린을 주성분으로 제조하였다. 타블렛

제품은 propolis 추출물, 효모, 유청칼슘 등을 혼합하여 제조하였으며 환제품은

propolis 추출물, 벌꿀, 현미, 숙지황 등을 혼합하여 제조하였다.

이상과 같은 결과로부터 제조된 각 제품을 참여기업인 상주축산영농조합과 협

의하여 제품화를 통한 propolis의 고부가가치 창출을 유도할 필요가 있다.
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S ummary

Ⅰ. T itle

Development of health foods us ing biologically active compounds isolated

and purified from crude propolis

Ⅱ. Object and importance of s tudy

Propolis is a res inous substance collected by bees . It is a highly complex

mix ture of w axes , res ins , balsams, oils and a s mall amount of pollen. It

mois tened by bee s aliva to be an exudate, that is a natural propolis . T he

major component of propolis is flavonoids . T here are many studies on

pharmacological effects of propolis such as ant ibiotic properties , anti- tumor

activity, antiv iral and immunost imulant effects , etc. T o develop health foods

from propolis , it is important to isolate flavonoids from crude propolis .

Extraction and dew axing makes propolis into propolis balsam, w hich is better

material for proces s ing. T he objectives of this s tudy are to set up optimum

extract ion temperature, t ime and organic solvent for propolis ex traction, to

inves tigate chemical properties , and to develop health foods from propolis

preparation.

Ⅲ. Content and s cope of s tudy

1. A naly s is of propolis cons tituents

Moisture content , lipid content, protein content, ash content and mineral

content of propolis collected from S angju w ere analyzed.

2. Optimum ex traction c onditions for propolis e x trac t from c rude propolis
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Optimum extraction temperature, time and organic solvent to prepare

propolis ex tract w ere set up.

3. Meas urement of total phenol c ontents and identif ication of flav onoids

in propolis ex tract

T otal phenol content w as determined, and 15 flavonoids in propolis ex tract

w ere identified by HPLC.

4. Dew ax ing me thods for propolis ex tract

T o eliminate w ax in propolis extract, w interization, continuous ex tract ion

w ith ethyl ether in soxhlet apparatus , and batch extraction w ith hexane w ere

compared.

5. A ntiox idant effect of propolis ex trac t for edible oils

T o study one biolog ical act ivity, antioxidat ive effect of propolis extract on

edible oil w as measured by peroxide value and induction time determined by

rancimat method.

6. Inhibition effect of propolis e x trac t for lipid perox idation by ozone

An apparatus equipped w ith mass flow controller w as des igned to control

supply of ozone. Oxidation rate induced by ozone w as determined by analyzing

fatty acid composition of liposomal lipid.

7. A naly s is of flav or compounds in propolis ex tract

Flavor compounds of propolis w ere collected by simultaneous s team

dis t illation and extract ion method. Volatiles of propolis w ere analyzed by

GC/MSD.
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8. Dev e lopment of health foods us ing propolis ex tract

Drink, gel- type product and tablet w ere prepared from propolis ex tract .

Ⅳ. S ug g es tion and utilization of res ults

1. Mois ture, lipid, protein, fiber and ash contents of propolis from S angju

w ere 3.9, 81.1, 2.5, 4.0, 1.1% respectively. Calcium w as the most abundant

mineral in propolis .

2. W hen various ethanolic s olutions w ere used, ex traction yield w as highes t

in absolute ethanol, w hereas flavonoid content w as highes t in 70% ethanol.

Crude lipid in propolis ex tract increased as the ethanol portion of ex traction

solvent w as increas ed. Optimum extract ion t ime w as 6∼9 hours , optimum

temperature w as around room temperature, and optimum amount of solvent

w as 10 times of propolis w eight, respectively.

3. T otal phenol contents in 70% ethanolic solut ion and aqueous ex tract of

propolis from Sangju w ere ca. 27% and 20%, respectively. F lavonoids in

propolis ex tract w ere analyzed by HPLC, and gallic acid, caffeic acid, ρ

- coumaric acid, kaempherol, t - cinnamic acid, chrys in, etc. w ere ident ified.

4. Various dew axing methods w ere compared in terms of yield and quality

of propolis ex tract. S oxhlet method > hexane extraction method >

w interization had dew axing effect in des cending order.
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5. Various amount of propolis ex tracts collected from Sangju in Korea,

Aus tralia and Japan w ere added to soybean oil, and their effects on oxidative

s tability of the oil w ere determined by perox ide value. Propolis extracts from

S angju in Korea > Australia > Japan show ed antioxidat ive effect in

descending order.

6. Liposomal lipid w as oxidized by supplying air(130 ㎖/min) containing

ozone(18 ppm) from ozone generator. Oxidation rate w as determined by

analyzing fat ty acid composition of liposomal lipid. W hen lipos omal lipid w as

oxidized in the presence of ethanolic ex tracts of propolis from S angju in

Korea, Australia and Japan at 5% of liposomal lipid, all the ex tracts had

antiox idative effect .

7. Among the flavor compounds of propolis from Sangju, America and

China collected by simultaneous s team dis tillat ion and extraction method, 22,

15, and 12 compounds , respect ively, could be identified.

8. Drink, gel- type product and tablet w ere prepared from propolis ex tract .

Palatable formular of drinkⅠ w as propolis ex tract, apple juice, sugars , honey,

and palatable formula of drink II w as propolis ex tract , Cnidium officinale

M ak ino, and honey. Formular of gel- type product w as propolis ex tract,

Cnidium officinale M ak ino, and dextrin. It has new and specific tas te. T ablet

w as formulated from propolis ex tract, yeas t, and calcium lactate
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제 1 장 서 론

제 1 절 연구 개발의 목적과 범위

1. 연구의 필요성

Propolis는 여러가지 수목 및 꽃에서 꿀벌이 모아오는 물질로 현재 암, 당뇨병,

피부질환, 화상, 관절염 및 숙취제거 등에 효과가 있는 것으로 알려져 있으며 특

히 항바이러스 작용에 대한 관심이 높아지고 있고 항산화 효과에 대한 보고도 나

오고 있다. Propolis는 방향성 발삼(bals am), 밀납(w ax) 외에 아미노산, 화분, 철을

비롯한 미량원소, 비타민, 프로비타민, 항균물질, 효소 등을 함유한 복합물질로서

propolis의 주요 화학성분은 flavonoids화합물로 알려져 있다. 현재 국내에서는 벌

집에서 propolis를 채취는 하고 있으나 이것을 적절하게 이용은 하지 못하고 있는

실정이며, 최근에 미국산, 호주산 등의 propolis가 수입되어 고가로 판매되고 있

다. 우리나라 국민들의 건강에 관한 관심이 매우 높다는 점을 감안할 때 앞으로

propolis 제품의 수입량은 급속히 증가할 것으로 보인다. 이러한 시점에서 국내에

서도 propolis에 관한 관심을 가지고 기초 연구 및 제품개발에 힘을 기울여야 할

것으로 생각된다. 먼저 propolis가 식품소재로 이용되기 위해서는 propolis중의 밀

납 성분을 제거하여야 하며, 또한 기타 이물질을 제거하여 고순도의 propolis 추출

물을 얻는 것이 필요하다. 따라서 propolis로 부터 유용성분만을 분리해 낼 수 있

는 최적 추출조건 확립이 필요하다. 다음으로는 지역에 따라 채취된 propolis의 화

학성분이 많은 차이를 나타낸다는 점을 고려해 볼때 현재 국내에 수입되고 있는

것과 국내산 벌집으로 부터 채취한 것과는 화학적 특성뿐만 아니라, 기능적 특성

에서도 많은 차이가 있을 것으로 판단된다. 따라서 국내산 propolis의 화학적 특

성 및 기능성을 조사하고, 식품소재화를 위한 유용성분의 최적 추출조건을 확립함
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과 동시에 propolis를 이용한 고부가가치의 다양한 제품 개발이 필요하다고 하겠

다. 이것은 결국 국내 양봉가와 propolis 제품을 생산하는 중소기업의 수입원을 확

보할 수 있도록 하고, 외국산 제품의 수입을 감소시켜 외화 절약에도 큰 몫을 할

것이며 아울러 벌꿀, 화분 등의 소비도 증가하여 양봉업의 활성화를 꾀할수 있을

것으로 기대된다.
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2. 연구 개발의 목적과 범위

가. 연구 개발의 목적

1) 국내산 propolis의 화학적 특성 조사

2) Propolis 추출물 제조를 위한 최적 추출 조건 확립

3) Propolis 추출물의 유지 산화 및 오존 산화에 대한 항산화 효과 조사

4) Propolis의 식품 소재화 기술 개발

5) 제품 형태별 전처리 조건, 부재료 및 배합 비율 설정

6) Propolis 추출물을 이용한 제품 개발

나. 연차별 연구개발 범위

연 도 연구 개발 목표 주 연구 수행 내용

1차년도

(1996. 10.

- 1997. 10)

Propolis의 화학적, 기

능적 특성 및 최적 추

출 조건 연구

- Propolis의 성분 분석

- Propolis의 flavonoid 함량 분석

방법 확립

- Propolis 추출물 제조를 위한

최적 추출 조건 설정

- Propolis 추출물의 유지에 대한

항산화 효과 조사

- Propolis의 오존에 대한 항산화

효과 조사

2차년도

(1997. 10.

- 1998. 10)

Propolis 추출물을 이

용한 제품 개발

- Propolis의 식품 소재화 연구

- 제품 형태별 전처리 조건, 부재

료 및 배합비 설정

- 음료제품 개발

- 겔 형태 제품 개발

- 타블렛 제품 개발

- 환 제품 개발
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제 2 장 Propolis의 화학적 특성 및 최적 추출 조건 분야

제 1 절 서 설

Propolis는 꿀벌들이 꽃봉오리나 나무의 삼출액 등으로부터 채취한 수지물질에

꿀벌의 타액 등을 섞어서 만들어진 수지상 물질로, propolis의 뜻은 그리이스어인

pro(before)와 polis (city)의 합성어이며 꿀벌들이 벌집 입구에 propolis를 이용하여

벽을 쌓는다는 의미에서 유래되었다(1). Propolis를 얻기 위한 가장 중요한 식물원

은 포플러, 자작나무, 버드나무, 밤나무, 느릅나무, 소나무, 오크, 가문비나무, 양물

푸레나무 등이고, propolis의 주요 구성 성분은 res in, balsam 그리고 phenol 화합

물로 알려져 있으며 phenol 화합물의 주된 구성 성분은 flavonoids로 밝혀져 있다

(2). Propolis는 온도에 따른 물리적 특성을 나타내는데 15℃에서는 돌처럼 굳고 부

서지기 쉽고 30℃정도에서는 부드럽고 유연해지며 100℃ 이상에서는 융해되지만

정확한 융점은 62.5℃로 밀납의 융점이 66℃인 것에 비해 약간 낮으며 비중은

1.127이다. Propolis는 일반적으로 방향성 발삼(balsam), 밀납(w ax) 외에 아미노

산, 화분, 철을 비롯한 미량원소, 비타민, 프로비타민, 항균물질, 효소 등을 함유하

고 있으나, 함량은 생산지역에 따라서 많은 차이를 나타내며 기능성에도 차이를

나타내는 것으로 보고되고 있다(3∼5). Bonvehi 등은(2) 지역과 수종이 서로 다른

15종류의 propolis를 분석한 결과 26종의 phenol 화합물을 동정하였고 acacetin과

apigenin이 가장 많은 함량을 차지하고 이밖에도 pinocembrin을 비롯한 quercet in,

rut in, vanillin 등이 존재한다고 하였다. 또한 항균 효과에 있어서도 B acillus

subtilis와 S taphylococcus aureus에 대해서는 tet racycline보다 53배, E scherichia

coli에 대해서는 약 400배의 높은 항균성을 나타냈다고 보고하였다. Sabatier 등은

(6) propolis에서 분리한 pinocembrin(5,7- dihydroxyflavone)이 항균 작용을 나타내

는 성분중의 하나임을 보고하였다. 이와 같은 propolis의 여러 가지 기능성은

propolis 중에 함유되어 있는 flavonoids에서 유래되는 것으로 알려져 있다. 일반
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적으로 식물체에서 얻은 flavonoids는 당류와 결합된 glycos ides의 형태로 존재하

는 반면 propolis에 함유되어 있는 flavonoids는 구조상 당류와 결합되어 있지 않

은 것으로 알려져 있는데, 이것은 꿀벌이 propolis를 채집하는 과정 중에 타액을

섞게 되며 타액 중의 β- g lucos idase가 flavonoid g lycos ides를 ag licones으로 가수

분해하기 때문이고 이를 통해 propolis의 약리학적 특성이 증진된다고 하였다(2).

Propolis의 약리 작용에 대한 보고로는 항암 작용(7), 항종양 작용(8), 항보체 활성

(9), 보체 활성(10), 간세포 보호 효과(11,12) 등이 있다. 이밖에도 flavonoids의 하나인

pinocembrin의 살균 및 국소 마취 효과, acacetin의 항염증 작용, luteolin과

apigenin의 항궤양 효과, quercetin의 항경련 작용, is oferulic acid의 항균 효과 등

이 보고되어 있다(13,14).

이와 같은 많은 기능성을 가진 flavonoids를 함유한 propolis는 훌륭한 가공 식

품 재료가 될 수 있음에도 불구하고 우리나라에서의 활용도는 극히 부진한 실정

이다. 앞에서 언급한 바와 같이 propolis는 채취 지역에 따라 구성 성분의 차이가

있어 화학적, 기능적 특성이 서로 다를 것으로 생각되나 우리나라에서는 아직 이

에 관한 연구가 미진한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 국내산 propolis의 화학적 특성 조사와 함께 propolis의

추출물 제조를 위한 추출 조건에 대해 검토하였다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 재 료

본 실험에 사용된 propolis는 경상북도 상주에서 채취한 것으로 분쇄 후 이물

질을 제거하고 8mesh의 체를 통과시켜 시료로 사용하였다.

2. 방 법

가. 성분 분석

1) 일반성분 분석

Propolis 분말 시료의 일반성분은 AOAC의 표준법(15)에 의거하여 수분은 105℃

상압가열 건조법, 조지방은 Soxhlet법, 조단백질은 Semimicro Kjeldahl법, 조회분

은 건식회화법으로 측정하였으며, carbohydrate는 100%에서 전술한 성분들의 양

을 뺀 값으로 나타내었다.

2) 무기질 분석

Propolis 분말시료의 무기질 함량을 AOAC법(16)에 준하여 ICP emiss ion

spectros copy로 정량하였다. 시료를 500℃에서 4시간 건식회화하여 얻은 회분에

10방울의 탈이온수를 첨가하고 4ml의 HNO3용액(HNO3 : H2O=1:1)을 가한 후 hot

plate에서 증발, 건고시킨 다음 다시 500℃에서 1시간 동안 회화하고 10ml의 HCl

용액(HCl:H2O=1:1)에 완전히 용해시켜 50ml로 정용한 후 ICP(Inductively Coupled

Plasma Atomic Emiss ion Spectrophotometer, Jobin Yvon Co., France)로 정량분

석하였으며, 이때의 기기조건은 T able 1과 같다.
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T able 1. Operating conditions for mineral analy s is by ICP

Ins trument

Jov in Yvon 138 Ultrace

Im Czerny- T urner monochrometer

Grat ing : 2400 grooves /mm

Nebulizer Glass concentric

Frequency 40.68MHz

Pow er 1 KW

Cooling gas (Ar) 14 L/min

Aerosol flow rate (Ar) 0.3 L/min

Sheath gas (Ar) 0.3∼0.6 L/min

Wave lengths(nm)

K 766.490

Ca 393.366

Na 588.995

Mg 279.553

Fe 238.204

나. 최적 추출조건

1) 추출 용매

Propolis 분말 15g에 물과 40, 50, 60, 70, 80, 99.9% 농도의 에탄올을 각각 300

㎖씩 가하여 실온에서 24시간 동안 연속 교반 추출하였다.

2) 추출 온도

최적 농도의 용매를 20배 가하여 실온, 40, 60, 80 및 100℃에서 24시간 동안

연속 교반 추출하였다.
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3) 추출 시간

최적 용매로 최적 온도에서 24시간 동안 추출하면서 일정 시간 간격으로 추출

액을 취한 후 flavonoid함량을 측정하여 최적 추출 시간을 결정하였다.

4) 추출 용매 비율

용매의 양을 3배, 5배, 10배, 15배 및 20배씩 가하여 최적량을 결정하였다.

다. 총 페놀 함량 및 flavonoid 분석

1) 총 페놀 함량 분석

Propolis 분말의 70% 에탄올 추출물의 총 페놀 함량은 페놀성 성분이

phosphomolibdic acid와 청색반응을 나타내는 Folin- Denis법(17)을 이용하여 다음과

같이 측정하였다. 시료용액 0.1ml를 증류수 7ml로 희석하고 A.O.A.C.법에 따라

제조한 F olin- Denis reagent를 0.5ml 가하여 잘 혼합하였다. 정확히 3분 후 1ml

의 sodium carbonate 포화용액을 가하고 10ml로 정용하여 잘 혼합하여 실온에서

1시간 동안 방치시킨 후 725nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 tannic

acid를 이용하여 작성하였다.

2) 총 flavonoid 함량 분석

Propolis의 주요 구성 성분인 페놀성 화합물의 대부분을 차지하는 총 flavonoid

의 함량은 식품공전법(18)에 따라 propolis 추출액 50㎕를 시험관에 취하고 에탄올

1.5ml, 10% 질산알루미늄(Al(NO3)39H2O)용액 0.1ml, 1M- 초산칼륨용액(CH3COOK)

0.1ml, 물 2.8ml를 가하여 충분히 교반을 하였다. 실온에서 40분간 정치 후 액층

을 10mm cell을 사용하여 물을 대조액으로 하여 415nm에서 흡광도를 측정하였으

며 시료의 흡광도로부터 별도로 상기 조작 중 질산알루미늄용액 대신 물 0.1ml를

가한 것의 흡광도를 뺀 흡광도 차를 시료의 흡광도로 하여 별도로 작성한 검량선

에 의거 총 flavonoid 함량을 산출하였다.
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3) HPT LC에 의한 flavonoid 성분 분석

Propolis 추출물의 flavonoid 성분을 HPT LC로 분석하였다. RP- 18 F 254 S

T LC plate(10×20cm, 0.25mm, Merck)에 각 추출물 10∼20㎕를 점적한 후 1M

HOAc in 60% MeOH로 전개하여 UV 254nm에서 확인하였다.

4) HPLC에 의한 flavonoid 성분 분석

Propolis 추출물의 HPLC 분석은 Hypers il ODS guard column(2cm×4.6mm, 5

㎛; SUPELCO)을 장착한 LiChrosorb RP- 18 column(125mm×4mm, 5㎛; Merck,

Germany)으로 column oven 온도 35℃에서 분석하였다(19). HPLC system은

JASCO(JAS CO Co., Japan) HPLC pump(Model PU- 980), column oven(Model

CO- 965), autoinjector(Model AS- 950- 10) 및 UV/VIS detector(Model UV- 975)로

구성되어 있으며, mobile phase는 w ater/methanol/ acet ic acid(60/75/5)의 혼합 용

매를 유속 1ml/min의 is ocratic flow로 사용하였다. 추출물 시료는 Millex- LCR

filter unit(0.5㎛; Millipore Co., USA)를 통과시킨 후 20㎕를 주입하였고 UV

290nm에서 검출하였다.

라. 밀납 제거 방법

1) S oxhlet법

Soxhlet법은 AOAC의 표준법(15)으로 하였다.

2) 열수추출후 냉각법

Propolis 분말 시료에 20배량의 물을 가하여 환류냉각하에 6시간 동안 추출한

후 beaker에 옮겨 24시간 동안 찬물에 방치한 후 상층에 응고된 밀납를 회수하여

양을 측정하였다. 또한 물층에 용출된 밀납의 양을 측정하기 위하여 추출액을 여

과후 동결건조하여 soxhlet법으로 측정하였다.
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3) Hexane 추출법

Propolis 분말에 20배량의 hexane을 가하여 환류냉각하에 2시간 동안 가열추출

한 후 hexane층을 모아 용매를 제거한 후 얻어진 밀납의 양을 측정하였다.

마. 향기 성분 분석

Propolis의 향기성분을 포집하기 위해 연속 수증기 증류법에 사용되는

Likens- Nickerson 장치(J & W Scient ific, U.S.A)를 이용하였다. 먼저 증류수 500

㎖를 1ℓ의 round flask에 넣고 여기에 propolis 50g을 가한 후 n- pentane/diethyl

ether 혼합용매 50㎖(2:1, v /v)로 1시간 동안 향기성분을 추출하였다. 추출액에

sodium sulfate anhydrous를 가하여 냉장고에서 24시간 방치하였다. 이렇게 탈수

한 추출액을 질소 기류하에서 농축하고 0.6㎕를 취하여 gas chromatograph

(Hew let t Packard 5890)로 다음과 같은 조건으로 분석하였다. 즉, capillary

column은 Simplicity- 1(0.32mm×30m in length, film thickness 0.25㎛, S upelco,

U.S.A)을 사용하였고, 이때 injector와 detector의 온도는 250과 260℃이었으며

oven의 온도는 60℃에서 4분간 유지한 후 분당 4℃로 250℃까지 올리고 250℃에

서 20분간 유지하였다. Injector port의 압력은 13psi.로 고정하였으며 detector는

F ID를 사용하였다. 향기성분의 확인을 위해서 GC/MS D(HP 5973MS D)를 사용하

였으며 mass spectrum은 w ileynbs library로 확인하였다. GC/MSD의 조작 조건

은 T able 2와 같다.
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T able 2. GC/ MS D operational c onditions for flav or analy s is

Column

Carrier gas

Oven temperature

Injector temp.

T hermal aux 2 temp.

T une file

Acquis it ion mode

Solvent delay

EM voltage

Library

Simplicity- 1

He, 7.6 ps i

60℃(4min) - 4℃/min - 250℃(20min)

250℃

280℃

Atune. U

Scan

2min

1494.1

Wiley 275.L
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제 3 절 결과 및 고찰

1. Propolis의 성분

가. 일반성분

Propolis 분말 시료의 일반성분 분석 결과는 T able 3과 같다. Propolis의 수분

함량은 3.6%로 2.0∼2.8%로 보고된 우루과이와 중국의 propolis 보다는 높았다.

조지방 함량은 81.1%로 높은 값을 나타내었는데, propolis 분말의 조지방 함량에

포함된 지질성분들은 propolis의 순수 지질성분인 밀납뿐만 아니라 정유성분

(es sent ial oil)이나 레진성분 및 기타 에테르에 쉽게 용출되는 성분들이 함께 추출

되었기 때문인 것으로 생각되었다. 이는 상당량의 지질을 이미 제거한 후의 70%

에탄올 추출물의 조지방 함량이 72.7%에 이르는 점으로도 설득력이 있는 것으로

사료되었다. 조단백 함량과 조섬유 함량은 각각 2.5%와 4.0%, 회분함량은 1.1%로

나타났고 현재까지 보고된 propolis의 회분함량은 보통 2∼3%이며, 무려 21.5%에

이르는 우루과이산 propolis가 보고된 바 있다.

T able 3. Prox imate compos ition of raw propolis ( %)

Sample Mois ture
Crude

lipid

Crude

protein

Crude

fiber
As h

Carbohy-

drate

Sangju 3.9 81.1 2.5 4.0 1.1 7.4

나. 무기질 함량

Propolis 분말시료의 무기질 함량을 분석한 결과는 T able 4와 같다. 무기질의

분석 결과 상주산 propolis는 Ca의 함량이 155.5mg%로 가장 높았고 다음은 K,

Mg, Na의 순이었으며 철분은 21.6mg%로 함량이 가장 낮은 것으로 나타났다.
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T able 4. Mineral c ontents of raw propolis ( mg %)

S ample Na K Ca Mg F e

Sangju 47.9 127.9 155.5 65.2 21.6

2. Propolis 추출물 제조를 위한 최적 추출 조건

가. Propolis 추출물 제조를 위한 용매 선정

식품공전의 propolis 식품의 제조 가공기준인 「추출 용매는 물 또는 주정을

사용하여야 한다」는 항목에 의거 propolis로부터 propolis 추출물을 제조함에 있

어 추출 용매로 물과 에탄올을 사용하였다. 최적 용매 농도를 결정하기 위하여

propolis 15g에 물 및 40, 50, 60, 70, 80, 99.9% 농도의 에탄올을 사용하여 실온에

서 24시간 연속 교반 추출하여 수율과 flavonoid 함량을 측정하였다.

Propolis를 물로 추출하였을 때는 flavonoid 성분의 추출이 거의 이루어지지 않

고 그 수율도 매우 낮았다. 이는 propolis에 함유되어 있는 flavonoid가 난수용성

이고 에탄올에 쉽게 용출되기 때문이며 결과적으로 propolis의 물추출은 적합하지

못한 것으로 생각되었다. 일반적으로 propolis의 구성성분은 대부분이 유기용매에

잘 용해되는 것으로 밝혀져 있으나 그 중에서도 에탄올이나 메탄올로 추출하는

것이 가장 효율적인 것으로 알려져 있다.
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T able 5. Ex traction y ield and flav onoids contents of propolis by w ater

and v arious ethanol concentration

Concentration Yield (% )
F lavonoids contents

(%)

Crude

lipids(% )

Water 5.6 0.24 - -

40% Ethanol 22.4 1.86 9.3

50% Ethanol 28.8 2.69 17.4

60% Ethanol 39.6 2.96 27.8

70% Ethanol 44.8 3.21 29.9

80% Ethanol 47.6 2.92 31.0

99.9% Ethanol 56.4 2.78 47.2

본 실험에서도 추출수율이 비교적 높고 추출용매로서 안전성이 확보된 에탄올

을 용매로 하여 농도별 추출 양상을 조사하였다. T able 5에서와 같이 에탄올의 농

도가 높아질수록 추출 수율은 증가하는 경향을 보여 99.9% 에탄올 추출물의 경우

에는 50% 에탄올 추출물 보다 약 2배 정도의 수율을 나타냈는데 이것은 에탄올

함량이 높아질수록 propolis에 다량 함유되어 있는 왁스 성분도 함께 추출되어 가

용성 고형분의 비율이 높아지기 때문이다. 따라서 propolis 에탄올 추출물의 대량

생산시 탈왁스 공정과 비용을 감안하면 지나치게 높은 농도의 에탄올을 사용하는

것은 비효율적인 것으로 생각되었으며 오히려 추출 수율도 비교적 높고 propolis

의 추출 효율이 높은 70% 에탄올을 사용하는 것이 적합할 것으로 사료되었다.
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나. Propolis 추출물 제조를 위한 추출온도 및 추출시간 설정

최적 농도인 70% 에탄올로 실온, 40℃, 60℃, 80℃ 및 100℃에서 24시간동안

연속 교반추출하면서 최적 추출온도를 설정하였다. 그 결과는 T able 6과 같다.

T able 6. Ex traction y ield and flav onoids contents of propolis by v arious

e x trac tion temperature

T emperature Yield (%) Flavonoids contents (%)

Room temp. 43.4 2.26

40℃ 41.4 2.03

60℃ 44.2 2.28

80℃ 40.2 1.99

100℃ 41.6 2.07

온도에 따른 70% 에탄올 추출물의 추출 수율과 flavonoid 함량은 크게 차이가

나지 않았다. Propolis 중에 함유된 flavonoid는 열에 안정한 물질이므로 고온에

서도 파괴되지 않기 때문에 끓는 온도에서 추출하여도 추출량에 큰 차이가 없는

것으로 생각되었다. 따라서 비교적 추출 수율도 높고 flavonoid의 추출도 잘 이

루어지는 상온에서 추출하는 것이 실험의 용이성과 비용을 고려할 때 가장 적합

한 조건인 것으로 생각되었다. 한편, 최적 추출시간을 설정하기 위해 70% 에탄올

로 상온에서 24시간동안 추출하면서 2, 3, 4.5, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 및 24시간별로

추출액을 취하여 각 시간에서의 수율과 flavonoid 함량을 측정하였고 결과는 T able

6과 같다. 24시간 동안 추출하면서 측정한 각 시간대별 추출 수율과 flavonoid 함

량 사이에는 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. 이는 3, 4개월이 소요되는 재래적

인 정치 추출방법과는 달리 연속 교반 추출시에는 비교적 단시간내에도 대부분의

유용성분이 추출되는 것으로 나타났다. 따라서 추출 수율과 flavonoid 함량으로

볼 때 6시간에서 9시간 사이가 최적 추출 시간인 것으로 판단되었다.
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다. Propolis 추출물 제조를 위한 추출용매의 최적 비율

Propolis에 3, 5, 10, 15, 20배의 70% 에탄올을 가하여 상온에서 6시간 동안 추

출하여 수율과 flavonoid 함량을 비교하여 최적 용매량을 결정하였다. 그 결과는

T able 7과 같다.

T able 7. Ex trac tion y ield and flav onoids conte nts of propolis by v arious

amounts of ethanol

S ovent amounts Yield (%) Flavonoids contents(% )

3 times 29.5 0.3

5 times 33.2 0.4

10 times 33.7 3.2

15 times 38.9 2.6

20 times 38.5 2.9

Propolis에 대한 용매의 비율이 5배와 10배의 경우에는 수율이 약 33% 정도이

고 15배와 20배의 경우에는 약 39%로 약간의 차이를 보였다. 그러나 flavonoid 함

량은 용매 비율에 따라 상당한 차이를 나타냈는데 용매량이 10배일 때 가장 많이

추출되는 것으로 나타났다. 용매량이 3배와 5배일 때는 용매의 양이 지나치게 적

어 flavonoid 성분이 충분히 추출되지 못하는 것으로 생각되었다. 용매량이 15∼

20배가 될 경우에는 수율은 높지만 flavonoid 함량은 낮고 추출물 제조 과정에서

용매 비용의 증가와 추출물 제조 후 용매를 제거하는 과정에서의 비용 상승으로

실질적인 생산 공정에서는 적용하기가 어려울 것으로 판단되었다. 따라서 추출 용

매 비율은 10배량이 적당할 것으로 생각되었다.
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3. Propolis 추출물 중의 총 페놀 함량 및 f lav onoid 분석

가. Propolis 추출물 중의 총페놀 함량

Folin- Denis법으로 측정한 총 페놀은 propolis의 주요 구성성분으로 상주산은

20.1%∼27.1%로 나타났으며 참고적으로 강원도 원주산의 경우에는 28.2%∼28.9%

로 나타나 10.1%∼28.6%인 외국산 propolis와 비슷한 결과를 나타내었다. 특히

물 추출물에서도 비교적 높은 양이 함유되어 있는 것으로 보아 수용성 페놀성분

들도 상당량 존재하는 것으로 생각되었다. 결과는 T able 8과 같다.

T able 8. T otal poly phenol content of propolis ex tract

Extract Sangju W onju

70% Ethanol 21.7% 28.9%

70 Water 20.1% 28.2%

나. Propolis 추출물의 HPT LC(High Performance T hin Layer Chromatography)

에 의한 flavonoid 성분 분석

Propolis 추출물의 flavonoid 성분을 HPT LC로 분석하였다. RP- 18 F 254 S

T LC plate(10×20cm, 0.25mm, Merck)에 각 추출물 10∼20㎕를 점적한 후 1M

HOAc in 60% MeOH로 전개하여 UV 254nm에서 확인하였다. 그 결과 Rf 0.24에

서 상주산에서만 특이적으로 254nm에서 밝은 보라색의 spot이 확인되었다. 결과

는 Figure 1과 같다.
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Fig ure 1. Hig h performance thin lay er chromatog ram on

RP- 18 F254 plates obs erv ed at 254nm for propolis ex tract

from v arious org anic s olv e nt. Eluent w as 1M acetic acid

in 60% methanol.

A : S ang ju propolis ex tract B: W onju propolis ex tract

1: diethy l e ther 2: chloroform 3: e thy l ac etate

4: ace tone 5: 70% ethanol
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다. Propolis 추출물의 HPLC에 의한 flavonoid 성분 분석

상주산 propolis는 16개의 peak가 분석되었으나 이중 표준품으로 확인된 것은

gallic acid(RT 1.46min), caffeic acid(RT 2.16min), ρ- coumaric acid(RT

2.77min), kaempherol(RT 6.81min), t- cinnamic acid(RT 5.58min) 및 chrys in(RT

13.52min) 등 6종류이다. 이 중 가장 많은 양을 차지하는 major peak는

t - cinnamic acid인 것으로 나타났다. 검출된 peak는 Figure 2와 같다. 비교적 많은

연구가 이루어져 있는 유럽산 propolis의 주요 flavonoid는 caffeic acid, ferulic

acid와 같은 phenolic acid와 galangin, kaempferol, quercetin(flavonols류),

chrys in, apiginin, luteolin, acacet in, tectochrys in(flavones류), pinocembrin,

is osakuranetin(flavanones류)등이며, 프랑스산의 경우 galangin과 chrys in이, 불가

리아산에는 pinocembrin과 galangin이 주로 함유되어 있는 것으로 보고되어 있다.

- 37 -



Fig ure 2. HPLC chromatog ram of 70% ethanol ex tract from S ang ju propolis

라. Propolis 추출물 중에 함유되어 있는 밀납 제거 방법

Propolis 추출물을 이용한 제품을 제조하기 위해서는 propolis 추출물의 순도를

높일 필요가 있으며, 가장 중요한 것은 propolis 중에 함유된 밀납 성분의 제거이

다. 밀납은 propolis 추출물 제조시 추출용매를 에탄올로 할 경우 용해되어 추출물

중에 혼입되는데 이로 인하여 추출물을 이용한 제품 제조시 방해물질이 된다. 그

러나 propolis 추출물을 제조하는데 가장 효과적인 용매는 에탄올이므로 에탄올

추출물 중의 밀납 성분을 제거하기 위한 방법을 모색하였고 냉동 과정을 통한 밀

납 성분 제거 방법이 간편성과 함께 산업화를 통한 대량 생산시 효율성을 높일

수 있을 것으로 판단되었다. 방법은 다음과 같다. 즉 먼저 propolis에 각각 10배량
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의 70%와 99.9%의 에탄올을 가하여 상온에서 20시간 동안 교반 추출하고, - 20℃

에서 방치 여과하여 침전물을 제거하였다. 이러한 냉동 및 여과과정을 3회에 걸쳐

실시하였으며, 방치기간은 1회와 2회 때는 48시간, 3회는 24시간으로 하였다. 이

여과액을 감압농축 하여 수율을 조사하였다. 에탄올 추출시 99.9%에서는 propolis

의 수율이 34.71%, 70%에서는 29.82%로 99.9%의 에탄올에서 propolis의 수율이

높게 나타났다. 그러나 밀납 성분은 70%보다는 99.9%의 에탄올에서 더 쉽게 용해

된다는 점에서 냉동 침전 과정을 거치는 동안 완전히 제거되지 않은 밀납이 일부

용해되어 있을 가능성이 있기 때문에 이 결과만으로 효과적인 면을 결정하기는

어려울 것으로 생각되어 추출물의 물에 대한 분산성을 시험할 필요가 있을 것으

로 판단되었다. 먼저, 각 에탄올 추출물을 완전히 농축, 건고한 후 다시 각각의 농

도의 에탄올로 농축물의 농도가 10과 20%가 되도록 제조하였다. 이렇게 제조한

propolis 추출물을 상온과 고온의 증류수에 대해 1% 농도로 가한 후 각각의 분산

성을 조사하였다. 그 결과 99.9% 에탄올 추출물은 고온의 증류수에서는 분산성이

좋았으나 상온의 증류수에서는 표면에 피막이 형성되는 현상이 나타난 반면 70%

에탄올 추출물은 고온 및 상온의 증류수 모두에서 분산성이 좋게 나타났다. 이러

한 특성은 제품 제조시 특히 음료 등을 제조할 때 매우 중요한 요소가 되는데 이

는 70% 에탄올 추출물을 직접 제품에 이용할 수 있기 때문이다. 반면 99.9% 에탄

올 추출물은 음료 제조시 살균 과정을 거치는 동안은 고온 상태이므로 문제가 없

겠으나 냉각 과정 이후 유통단계에서 품질의 변화를 일으킬 수 있기 때문에 직접

이용은 어려울 것으로 판단되었다. 이러한 결과로 볼 때 propolis를 70% 에탄올로

추출하고 이를 3차에 걸친 냉동 공정을 통해 밀납을 제거하는 방법은 propolis 추

출물을 이용한 제품 제조를 위한 적절한 방법으로 판단되었다. 참고적으로 위의

실험과는 별도로 propolis 추출물 중의 밀납 성분을 여러 가지 방법을 통해 제거

하는 실험을 해 보았다. 이러한 방법들은 실험적으로는 가능하나 실질적인 생산에

는 이용할 수 없는 방법들로 soxhlet법, 열수추출후 냉각법, hexane 추출법 등의

4가지 방법을 비교해 보았다. 이러한 3가지 방법에 의한 밀납 제거 효율은 T able

9와 같다.
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T able 9. Content of remov ed w ax by the v arious dew ax ing method

Dew axing method Removed w ax content(%)

Soxhlet method 81.1

Water ex traction 32.7

Hexane extract ion 55.2

이 실험의 결과를 살펴보면 soxhlet법으로 가장 많은 양의 지질이 추출됨으로

써 효과적으로 제거할 수 있을 것처럼 보이나 이 방법으로는 순수한 밀납 성분외

에 diethyl ether에 용출되는 다량의 flavonoid가 함께 제거되므로 효율적인 밀납

제거법으로는 적당하지 못하다. 또한 hexane으로 제거시 flavonoid와 같은

propolis의 유용성 성분은 쉽게 제거되지 않으면서(약 1% 미만) 효율적으로 간단

한 공정으로 밀납을 제거할 수 있는 가장 좋은 방법이나 diethyl ether와 마찬가지

로 식품에 응용할 수 없는 단점이 있다. 한편, 열수추출 후 냉각법은 밀납 제거

법으로는 좋은 방법이나 공정이 복잡해져 중소기업 등에서 이용할 경우 propolis

추출물 생산에 많은 설비 투자가 필요할 것으로 판단되었다.

마. Propolis의 향기 성분

상주산, 미국산, 중국산 propolis의 향기성분을 GC/MSD로 분석한 결과 주요

peak가 상주산은 22개, 미국산은 15개, 중국산에서는 12개가 검출되었다. 결과를

살펴보면 지역에 따라 향기성분의 구성성분이 차이가 큰 것을 알 수 있고

retention time 20∼30분대에 가장 많은 성분들이 검출되었으며 이것은 3가지 시

료 모두 공통적이었다. 향기성분 분석 결과는 T able 10∼12와 같다.
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T able 10. F lav or compounds of propolis ex tract from S ang ju

No RT Library

1 3.511 benzene

2 4.452 nonane

3 5.133 benzaldehyde

4 6.770 n- octanal

5 7.513 bezenemethanol

6 10.297 nonanal

7 11.777 cycloprop[a]indene

8 13.929 decylaldehyde

9 14.060 β- cyclocitral

10 16.547 2- propen- 1- ol

11 20.644 tridecanal

12 21.152 β- caryophyllene

13 23.706 BHT

14 26.960 calarene

15 27.086 γ- eudesmol

16 27.481 β- eudesmol

17 27.644 α- eudesmol

18 34.557 farnesyl acetone C

19 39.725 heneicosane

20 48.313 tricosane

21 47.753 pentacosane

22 51.416 heptacosane
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T able 11. F lav or compounds of propolis ex tract from U S A

No RT Library

1 7.512 benzenemethanol

2 10.133 benzeneethanol

3 13.495 benzoic acid

4 16.650 2- propen- 1- ol

5 26.221 guaiol

6 26.970 calarene

7 27.105 γ- eudesmol

8 27.507 β- eudesmol

9 27.661 α- eudesmol

10 36.736 hexadecanoic acid

11 45.348 4H- 1- benzopyran- 4- one

12 47.761 pentacosane

13 51.437 heptacosane

14 55.632 eicosane

15 70.532 17- pentatriacontene
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T able 12. F lav or compounds of propolis ex tract from China

No RT Library

1 7.520 benzyl alcohol

2 10.136 benzeneethanol

3 13.550 benzoic acid

4 15.139 2- propenal

5 16.645 2- propen- 1- ol

6 26.226 guaiol

7 26.977 calarene

8 27.107 γ- eudesmol

9 27.540 β- eudesmol

10 27.683 α- eudesmol

11 29.990 benzyl benzoate

12 51.421 heptacosane
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제 3 장 Propolis의 항산화 효과 분야

제 1절 서 설

유지의 산패를 방지하기 위한 많은 노력이 이루어지고 있다. 최근에는 지금까

지 가장 널리 사용되어온 BHA, BHT 등의 합성 항산화제를 대체할 수 있는 천연

항산화제에 대한 관심이 어느때보다 높은 것이 사실이다. 1954년과 1956년에

BHA와 BHT가 개발된 이래로 지금까지 많은 합성 항산화제가 개발되어 왔지만

그 안전성에 대해서는 아직도 논란이 있는 실정이다(1). 따라서 안전성과 효과가

뛰어난 천연항산화제 개발을 위한 많은 연구가 이루어지고 있는 가운데 특히 많

은 관심을 끌고 있는 것이 향신료 분야이다. 향신료는 항균작용 뿐만아니라 항산

화작용도 나타내는데(2∼3) 특히 향신료의 정유성분에서(4∼5)항산화효과를 볼 수 있

으며, 향신료외에도 색소물질인 anthocyanin(6)과 carotenoid(7)도 항산화작용이 있

는 것으로 보고되고 있다. 이밖에도 참깨(8), 아보카도(9), 양파류(10) 등의 항산화효

과에 대해서도 보고되어 있다. 이와같이 효과가 있는 항산화제를 함유한 천연식물

이 많음에도 불구하고 아직 대표적 천연항산화제인 토코페롤을 대체할 수 있는

항산화물질은 발견되지 않고 있다.

한편, 최근에 대기오염이 심각한 사회문제로 대두되면서 많은 관심이 모아지고

있다. 대기오염 물질 중 관심을 가져야 할 물질로는 오존이 대표적이며 유독한 물

질로 알려져 있다. 오존은 대기오염의 지표성분으로 유해가스의 일종이며 - 78℃에

서도 olefin과 빠른 속도로 반응을 일으키는 반응성이 매우 큰 가스이다. 비록 오

존은 그 자체가 free radical이 아니지만 유기물질과 반응하여 쉽게 라디칼을 형성

할 수 있으며, 공기중에 일정량 이상의 오존이 함유되어 있을 경우 폐지질 성분

중 불포화 성분 중 불포화지방산의 산화를 급속히 진행시켜 포유동물이 호흡 후

분출하는 가스에는 펜탄과 에탄이 다량 함유되어 있는 것으로 알려져 있다. 자유

라디칼에 의해 인체가 노화되거나 죽음에 이른다면 역으로 이들 물질에 노출되는
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기회를 최소화하거나 이들의 반응성을 억제한다면 수명을 연장시킬 수 있고 라디

칼이 관여하는 질병을 예방하므로써 건강을 양호하게 유지시킬 수 있다는 추론이

가능하며 실제로 이런 점에 착안하여 초파리를 이용한 연구가 이루어지고 있

다.(11) 최근에는 식품을 이용하여 이러한 문제를 해결하려는 시도가 이루어지고

있다. 즉, 식품 성분 중에는 인체 내에서의 산화반응을 억제할 수 있는 물질이 있

으며 특히 식물체에 라디칼의 반응성을 억제할 수 있는 물질이 여러가지 알려져

있어 이에 관한 연구가 활발하며 일부는 상품화 되고 있다(12). 그런데 유지의 예

에서 알 수 있듯이 어느 산화방지제가 모든 종류의 유지류에 같은 산화방지 효과

를 나타내지는 못하듯이 특정 물질이 생체의 산화반응 또는 라디칼의 반응 전반

에 걸쳐 반응성을 억제하지는 못한다고 판단된다. 따라서 활성산소의 종류나 라디

칼 s ource에 따라 또한 반응기작에 따라 각각이 일으키는 반응성을 억제할 수 있

는 물질의 발굴에 관한 연구가 필요하다고 생각된다. 일본의 M.D. Niw a(13)와 한

등(14.15)은 superox ide의 반응성을 억제할 수 있는 물질을 탐색하고 이를 이용한 식

품을 개발한 바 있으며, Chimi 등(16)의 peroxyl 및 hydroxyl radical scavenger에

관한 연구를 비롯하여 이 분야의 연구가 진행되고 있다.

Propolis는 항산화 작용을 나타내는데 이것은 peroxy radical에 대한 flavonoid

의 scavenging 효과에 의한 것으로 알려져 있으며(17) Yamauchi 등은(18) propolis

로부터 분리한 benzyl caffeate가 항산화 효과를 나타내는 물질이라 하였다. 또한

임 등은(19) propolis 메탄올 추출물이 항산화 효과를 보였다고 보고하였다. 이와

같이 propolis의 항산화 효과에 대한 일부 보고는 있으나 오존 산화에 대한 연구

는 국내외적으로 미진한 상황이다. 따라서 propolis 추출물의 항산화제로의 이용을

위한 기초 연구로서 식용 유지에 대한 항산화 효과와 오존 산화에 대한 항산화

효과를 검토하였다.
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제 2절 재료 및 방법

1. 유지에 대한 항산화 효과 측정 방법

가. 과산화물가

일정량의 대두유에 산지별 propolis를 각각 200, 500, 1000ppm 씩 첨가한 뒤

40℃에서 저장하면서 과산화물가(POV)를 측정하였고(20), 이때 산지별 propolis는

상주산 propolis의 경우 경북 상주에서 직접 구매하여 이를 70% 에탄올로 추출하

고 여과한 후 왁스를 제거하기 위하여 - 20℃에서 24시간 방치하였으며 이것을 여

과지로 여과한 후 40℃에서 감압 농축하여 시료로 하였다. 호주산과 일본산

propolis 추출물은 기존의 상품을 구입하여 이를 40℃에서 감압농축하여 시료로

하였다. 한편, propolis 추출물의 항산화 효과를 비교하기 위하여 BHA 200ppm

첨가구도 함께 저장하면서 과산화물가를 측정하였다.

나. Rancimat법

Propolis 추출물의 항산화 효과를 조사하기 위해 Rancimat법(21)을 이용하였다.

먼저 propolis의 70% 에탄올 추출물을 oil에 완전히 분산시키기 위하여

AOT (dioctyl sodium sulfos uccinate; Aerosol OT ) 역미셀을 제조하였고 추출물

에 함유된 물은 역미셀내에 효과적으로 용해되어 외관상으로도 혼탁하지 않고 투

명하며, 열역학적으로도 매우 안정한 w ater in oil sys tem의 미세한 에멀젼 용액

을 형성하였다. Oil에 AOT 0.1M을 넣고 10분간 교반한 후 일정농도의 propolis

추출물을 첨가하여 5분간 교반하고 감압농축기로 5분간 증발시켜 역미셀 시료로

사용하였다. Propolis 추출물의 항산화 활성은 Rancimat 679(Metrohm, Sw iss )로

대두유와 lard에 대해 측정하였으며, conduct ivity가 급격하게 증가되는 시점까지

를 유도기간으로 계산하여 항산화력을 측정하였다. 유지 4g에 propolis 추출물을

200, 500, 및 1,000ppm의 농도로 역미셀을 만들어 반응온도 98℃, air flow rate

20liter/ hr의 기기 조건에서 induction t ime을 측정하였고, 천연항산화제인
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tocopherol과 합성항산화제인 BHA의 첨가구와 함께 산화안정성을 비교하였으며

각 항산화제를 첨가한 처리의 유도기간을 무첨가구의 유도기간으로 나눈값을

antiox idant index(AI)로 구하였다.

2. 오존에 대한 항산화 효과 측정 방법

Propolis 추출물은 유지에 대한 항산화 효과 실험에서와 같은 방법으로 제조하

였다. 오존 산화 반응의 기질은 liposome을 이용하였는데 순도 40% PC

(phosphatidylcholine)를 column chromatography를 통하여 순도 95% PC로 정제

하였으며 이를 사용하여 liposome을 제조하였다. 오존은 오존발생기에 산소를 공

급하면서 일정량의 오존이 지속적으로 공급되도록 장치를 제작하였으며(Figure 3)

이때 발생되는 오존의 농도는 0.018g/ℓ이었다. 오존 산화 반응은 PC에 대하여

propolis 추출물이 5%가 되도록 가하고 25℃에서 10분간 오존을 공급하면서 산화

반응이 일어나도록 하였다. 산화반응이 끝난 후 반응계로부터 지방질만을 추출한

후 methylat ion 시키고 gas chromatography로 지방산 조성을 분석하였으며 분석

조건은 injector 온도 250℃, detector 온도 260℃, detector는 FID이었으며 사용한

column은 supelco w ax 10 capillary column(leng th 30m, ID 0.32mm, film

thicknes s 0.25㎛)이었다. 이때 internal s tandard는 heptadecanoic acid methyl

es ter를 사용하여 지방산을 정량하였다. 이 실험 결과 기질인 liposome을 구성하

는 지방산중 가장 많은 함량을 차지하는 linoleic acid가 오존 산화반응에 의하여

그 함량 변화가 가장 크게 일어나는 것으로 나타나 linoleic acid의 변화를 오존

산화반응에 대한 항산화효과의 기준으로 하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. Propolis 추출물의 유지에 대한 항산화 효과

Propolis의 기능성 중의 한가지로 알려져 있는 항산화 효과를 살펴보기 위해

산지별 propolis 추출물의 식용유지에 대한 항산화 효과를 조사하였다. 이는

propolis의 산지에 따라 항산화 효과의 차이가 있다는 외국 문헌의 보고가 있어

이를 확인하고 국내산 propolis의 항산화 효과를 검증하기 위해 실시하였다. 먼저

이 실험의 결과는 T able 13과 같다. 상주산과 호주산 propolis 추출물 첨가구는

합성항산화제인 BHA 첨가구보다도 높은 항산화 효과를 나타내었다. 특히 상주산

propolis 추출물은 가장 효과가 큰 것으로 나타나 천연 항산화제로의 이용이 가능

할 것으로 생각되었다. 반면, 일본산의 경우 대조구와 별 차이를 보이지 않아 효

과가 거의 없는 것으로 나타났다. 한편, 첨가농도에 따른 항산화 효과를 보면 상

주산과 호주산의 경우 첨가한 propolis의 농도가 높을수록 항산화효과는 큰 것으

로 나타났다. 첨가농도의 증가에 따른 항산화효과 증가폭은 상주산이 호주산에 비

해 더 컸다. 반면, 일본산의 경우 항산화효과가 첨가 농도에 따른 일정한 경향을

보이지 않았다. 즉, 대두유에 대한 산지별 propolis의 항산화효과는 상주산 > 호

주산 > 일본산이며, 그 효과는 상주산 및 호주산에서는 첨가농도가 높을수록 증

가하였으며 일본산은 일정한 경향을 나타내지 않았다. 결과는 Figure 4∼6과 같

다.

- 51 -



T able 13. Antiox idant effect of propolis extract from various orig in for

s oybean oil (POV : meq/ kg oil)

Storage time

(days)

ppm

0 15 25 35 39 43 47

Control 0 1.0 2.9 3.1 38.4 62.8 86.1 117.5

BHA 200 - 1.9 3.1 32.5 55.6 80.7 99.8

상주

200 - 1.9 3.4 6.8 12.0 24.9 37.7

500 - 1.5 3.6 4.1 4.5 6.4 8.4

1000 - 1.3 2.41 3.1 3.9 4.8 5.7

호주

200 - 1.7 2.8 14.2 26.5 35.5 44.6

500 - 1.6 2.6 7.9 11.2 17.4 23.6

1000 - 1.4 1.9 5.9 8.1 12.0 15.9

일본

200 - 2.2 9.0 40.2 57.9 71.6 93.0

500 - 3.5 19.9 49.8 58.3 76.9 95.2

1000 - 4.1 18.0 43.3 55.6 71.6 84.4

- 52 -



Fig ure 4. A ntiox idant e ffect of propolis ex tract at 200 ppm

conc entration for s oy bean oil
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Fig ure 5. A ntiox idant effect of propolis ex trac t at 500 ppm

concentration for s oy be an oil
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Fig ure 6. A ntiox idant effect of propolis e x trac t at 1000 ppm

concentration for s oy bean oil
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한편, propolis 추출물의 항산화 효과를 Rancimat법으로 측정하였으며 기질은

대두유와 lard를 사용하였다. 먼저 propolis의 70% 에탄올 추출물을 oil에 완전히

분산시키기 위하여 AOT (dioctyl sodium sulfos uccinate; Aerosol OT ) 역미셀을

제조하였고 추출물에 함유된 물은 역미셀내에 효과적으로 용해되어 외관상으로

도 혼탁하지 않고 투명하며, 열역학적으로도 매우 안정한 w ater in oil sys tem의

미세한 에멀젼 용액을 형성하였다. Oil에 AOT 0.1M을 넣고 10분간 교반한 후 일

정농도의 propolis 추출물을 첨가하여 5분간 교반하고 감압농축기로 5분간 증발시

켜 역미셀 시료로 사용하였다. Propolis 추출물의 항산화 활성은 Rancimat

679(Metrohm, S w is s)로 대두유와 lard에 대해 측정하였으며, conduct ivity가 급격

하게 증가되는 시점까지를 유도기간으로 계산하여 항산화력을 측정하였다. 유지

4g에 propolis 추출물을 200, 500, 및 1,000ppm의 농도로 역미셀을 만들어 반응온

도 98℃, air flow rate 20liter/ hr의 기기 조건에서 induct ion t ime을 측정하였고,

천연항산화제인 tocopherol과 합성항산화제인 BHA의 첨가구와 함께 산화안정성

을 비교하였으며 각 항산화제를 첨가한 처리구의 유도기간을 무첨가구의 유도기

간으로 나눈값을 antiox idant index(AI)로 구하였다. Rancimat 679로 측정한

propolis 추출물의 항산화 활성을 Figure 7과 8에 나타내었다. 먼저 F igure 7은

propolis 추출물의 첨가 농도에 따른 유지에 대한 항산화 효과를 나타내었는데 첨

가량이 증가함에 따라 그 효과도 커지는 것을 알 수 있다. 또한, 대두유보다는

oleic acid가 주요 지방산을 구성하는 lard에 대하여 그 효과가 뛰어남을 알 수 있

다. F igure 8은 상주산과 원주산 propolis 추출물의 항산화 효과를 비교한 것으로

대두유의 경우 상주산과 원주산사이의 항산화력 차이는 거의 없었고, tocopherol

과 BHA보다 활성이 높아 적은 양으로도 합성 항산화제보다 우수한 효과를 볼 수

있을 것으로 생각되었다. Lard의 경우 농도에 따라 원주산이 상주산보다 항산화

효과가 더 높았고 200ppm 첨가구에서는 tocopherol과 BHA보다는 활성이 낮아

lard에 propolis 추출물을 활용하기 위해서는 이들보다 많은 양을 사용하여야 기

대하는 효과를 얻을 수 있을 것으로 생각되었다.
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2. Propolis 추출물의 오존에 대한 항산화 효과

Propolis의 유지에 대한 항산화 효과는 일부 보고 자료가 있으나 오존에 대한

항산화 효과는 보고된 바 없다. 오존은 대기오염의 지표성분으로 반응성이 매우

크며 오존 자체가 라디칼은 아니지만 유기물질과 반응하여 쉽게 라디칼을 형성할

수 있고 공기중에 일정량 이상의 오존이 함유되어 있을 경우 폐지질 성분인 불포

화 지방산을 급속히 산화시키는 것으로 알려져 있다. 따라서 propolis가 유해물질

인 오존에 의한 산화를 억제할 수 있는지를 실험해 보았다. 먼저 propolis 추출물

을 첨가하지 않은 경우 산화반응 전 linoleic acid 함량은 PC 100㎎당 63.1㎎이었

고 반응후에는 20.7㎎으로 감소하였다. 반면 일본산 propolis 추출물을 첨가한 경

우에는 반응 후 26.6㎎, 상주산은 25.6㎎, 호주산은 25.6㎎으로 나타나 propolis 추

출물을 첨가한 경우 약간의 차이는 있으나 생산국에 관계없이 오존에 대한 항산

화 효과를 나타내었다. 이 결과는 유지에 대한 항산화 효과와는 다른 양상을 보였

는데 반응 기질의 차이에서 유래되는 것으로 판단되었다.
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제 4 장 Propolis 제품 개발 분야

제 1 절 서 설

Propolis는 다양한 기능성을 가진 소재이긴 하나 국내에서는 식품으로의 이용

이 미진하며, propolis 추출물을 식품 첨가제로 활용한 보고가 있는 정도이다(1). 외

국에서는 propolis를 냉동육의 지방 산패를 억제하기 위한 항산화제로 이용한 보

고(2)외에 화장품, 치약 , 일광 차단제 등의 재료 및 첨가제로 사용하고 있어(3) 우

리나라와는 달리 그 활용도가 다양하다. 우리나라에서는 1995년에 propolis 식품이

식품공전에(4) 등재되어 건강보조식품으로 사용할 수 있도록 허가되었다. 그러나

식품공전상의 건강보조식품이 되기 위해서는 제품의 형태가 캡슐이나 정제 등이

될 수 밖에 없어 제품의 다양화를 이루기가 어려운 문제가 있다. 따라서 propolis

추출물을 첨가물로 이용하여 건강보조식품이 아닌 기타식품으로의 개발도 필요할

것으로 생각 되었다. 본 연구에서는 propolis를 이용한 다양한 제품의 개발을 위해

음료 제품, 겔 형태 제품, 타블렛 및 환 제품 등을 개발하고자 하였으며 아울러

생약재를 함께 사용하여 제품의 품질을 높이고자 하였다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 음료 제품Ⅰ

음료 제품Ⅰ은 propolis 추출물, 과즙, 벌꿀, 비타민 C 등을 혼합하여 제조한

후 기호도 검사를 통해 품질을 개선하였다.

2. 음료 제품 Ⅱ

음료 제품 Ⅱ는 propolis 추출물, 천궁 당액, 벌꿀, 갈근 추출물 등을 혼합하여 제

조하였다.

3. 겔 형태 제품

겔 형태 제품은 propolis 추출물, 덱스트린, 천궁 당액을 혼합하여 제조하였으

며 제조 공정은 Figure 9와 같다.

Fig ure 9. F low s heet for pre paration of g el- ty pe product

원료 혼합(propolis 추출물, 덱스트린)

↓

열 수 첨 가

↓

균 질 화

↓

첨가물 및 열수 첨가

↓

균 질 화

↓

천궁당액 및 갈근 추출물 첨가

↓

제 품

`
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4. 타블렛 제품

타블렛 제품은 propolis 추출물, 덱스트린, 변성 전분 등을 원료로 제조하였다.

제조과정은 F igure 10과 같다.

Fig ure 10. F low s he et for preparation of tablet product

5. 환 제품

환 제품은 propolis 추출물, 벌꿀, 현미 가루, 숙지황 등을 원료로 하여 제조하

였다.

원료 혼합(propolis 추출물, 덱스트린, 변성전분)

↓

열 수 첨 가

↓

균 질 화

↓

열 수 첨 가

↓

균 질 화

↓

변성전분첨가

↓

균 질 화

↓

냉 동 건 조

↓

건 조 분 말

↓

유철칼슘, 효모, polydextrose 첨가

↓

타 정

↓

제 품
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제 3 절 결과 및 고찰

Propolis 추출물을 제품화하기 위해서는 추출물이 식품에 적용하기 용이해야

하나 propolis의 경우에는 그 적용이 매우 어렵다. 우선 propolis의 경우에는 추출

물을 만들기 위한 용매로 에탄올을 사용해야 하는데, 이것은 물을 사용할 경우 추

출 수율이 매우 낮고 유용 성분인 flavonoid가 용출되지 않기 때문이다. 따라서

propolis 추출물은 에탄올로 제조하고 이를 제품의 소재로 이용할 때에는 에탄올

추출물을 직접 이용하는 방법과 농축 과정을 통해 에탄올을 제거한 농축물을 이

용하는 방법을 생각할 수 있다. 그러나 에탄올 추출물을 직접 이용할 경우에는 식

품 중에 함유될 수 있는 에탄올 허용 기준량 때문에 propolis 추출물이 고농도로

함유된 제품을 제조하는 것이 불가능하게 된다. 그래서 에탄올 추출물은 음료와

같이 고농도 추출물이 필요하지 않은 제품에 적용하게 되었다. 한편, 농축물은 겔

형태나 타블렛 등의 제품에 적합하며 겔 형태 제품 적용시에는 물과 혼합되어 침

전물 형성이나 층 분리가 발생하지 않도록 할 수 있는 부형재의 사용이 필요하다.

타블렛 제품의 경우에는 propolis 추출물을 분말화하는 것이 가장 중요하나 추출

물 자체만으로는 분말이 되지 않으며 덱스트린 등의 부형재를 혼합하여야만 분말

이 형성되었다. 이상과 같은 propolis 추출물의 특성을 이용하여 추출물을 이용한

음료, 겔 형태, 타블렛 및 환 제품을 제조하였으며, 특히 음료는 2가지 형태로 하

였다.
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1. Propolis 추출물을 이용한 음료 제품Ⅰ

음료 Ⅰ을 제조하기 위해 먼저 첨가물과 배합비가 다른 2가지 종류의 음료를

제조하였으며 배합비는 T able 14와 같다.

T able 14. Recipe for propolis drink

T ype A T ype B

·프로폴리스 추출물

·사과쥬스

·혼합과일향

·액상과당

·구연산

·벌꿀

·Vit.C

·Ethanol

·올리고당

·정제수

0.5%

10%

0.2%

12%

0.23%

1.0%

0.1%

0.5%

1.0%

74.47%

·프로폴리스 추출물

·구루메

·배과즙

·혼합과일향

·올리고당

·액상과당

·구연산

·벌꿀

·Vit .C

·구연산나트륨

·베타카로틴수용액

·허브향

·파인트리향

·정제수

0.2%

0.01%

10%

0.065%

8.8%

7.5%

0.25%

1.0%

0.05%

0.03%

0.03%

0.035%

0.01%

72.02%

이 2가지 형태의 배합비를 기초로 하여 맛과 향 등의 기호성을 조사한 결과 B

제품이 더 좋은 것으로 나타났으나 기호성의 개선이 필요할 것으로 판단되어 이

를 중점적으로 배합비를 달리한 4가지 음료(sample 1∼4)를 제조하였다.
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T able 15. Recipe for propolis drink (s ample 1)

프로폴리스 추출물 (10%) 0.5% 0.5ml

사과쥬스 10.0% 10ml

올리고당 8.8% 8.8g

고과당 6.5% 6.5g

벌꿀 2.0% 2.0g

구연산 0.23% 0.23g

vit . C 0.1% 0.1g

구연산나트륨 0.03% 0.03g

베타카로틴 0.03% 0.03g

타우린 1.0% 1.0g

혼합과일향 0.065% 0.065ml

허브향 0.035% 0.035ml

파인트리향 0.01% 0.01ml

프로폴리스 ess ent ial oil 0.5% 0.5ml

정제수 70.2% 70.2ml

- 정제수 20ml + 사과쥬스 10ml + 올리고당 + 액상과당(고과당) + 꿀

- 타우린 + 구연산 + 구연산나트륨 + 비타민 C + 베타카로틴 (무게정량후

정제수를 혼합하여 첨가)

- 혼합과일향 + 허브향 + 파인트리향

- propolis 추출물을 온수에 첨가하고 교반후 혼합

- Essential oil(es sent ial oil이 미량 혼합된 물)

- 나머지 정제수
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Sample 1은 propolis 추출물의 농도를 높였으며, 구루메 및 배 농축액 대신 사

과쥬스를 첨가하여 색을 개선하였다. 또한 타우린을 첨가하여 영양 성분을 보강하

였으며 propolis를 가지고 직접 essential oil을 추출하여 첨가하였다. 그러나 단맛,

떫은맛, 신맛이 강하여 이에 대한 개선이 필요한 것으로 나타났다.

T able 16. Recipe for propolis drink (s ample 2)

프로폴리스 추출물 (10%) 0.5% 0.5ml

사과쥬스 10.0% 10ml

올리고당 5.0% 5.0g

고과당 3.5% 3.0g

벌꿀 2.0% 2.0g

구연산 0.15% 0.15g

vit . C 0.1% 0.1g

구연산나트륨 0.01% 0.01g

베타카로틴 0.03% 0.03g

타우린 1.0% 1.0g

한약재향 0.05% 0.05ml

허브향 0.035% 0.035ml

파인트리향 0.01% 0.01ml

정제수 78.2% 78.2ml

- 정제수 20ml + 사과쥬스 10ml + 올리고당 + 액상과당(고과당) + 꿀

- 타우린 + 구연산 + 구연산나트륨 + 비타민 C + 베타카로틴 (무게정량후

정제수를 혼합하여 첨가)

- 한약재향 + 허브향 + 파인트리향

- propolis 추출물을 온수에 첨가하고 교반후 혼합

- 나머지 정제수
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Sample 2는 단맛 성분과 신맛 성분을 일부 줄였고, 혼합과일향을 한약재향으

로 대체하였다. 관능검사 결과 향은 좋은 것으로 평가를 받았으나 단맛이 약하고

신맛은 여전히 강한 것으로 나타나 이에 대한 개선이 필요한 것으로 나타났다.

T able 17. Recipe for propolis drink (s ample 3)

프로폴리스 추출물 (10%) 0.5% 0.5ml

사과쥬스 10.0% 10ml

올리고당 6.0% 6.0g

고과당 5.0% 5.0g

벌꿀 2.0% 2.0g

구연산 0.1% 0.1g

vit . C 0.1% 0.1g

구연산나트륨 0.01% 0.01g

베타카로틴 0.03% 0.03g

타우린 1.0% 1.0g

한약재향 0.05% 0.05ml

허브향 0.035% 0.035ml

파인트리향 0.01% 0.01ml

정제수 75.2% 75.2ml

- 정제수 20ml + 사과쥬스 10ml + 올리고당 + 액상과당(고과당) + 꿀

- 타우린 + 구연산 + 구연산나트륨 + 비타민 C + 베타카로틴 (무게정량후

정제수를 혼합하여 첨가)

- 한약재향 + 허브향 + 파인트리향

- propolis 추출물을 온수에 첨가하고 교반후 혼합

- 나머지 정제수
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Sample 3은 단맛 성분을 sample 2보다 높이고 신맛 성분을 일부 줄였다. 관능

검사 결과 단맛은 적당한 것으로 나타났으나 신맛이 강하여 개선할 필요가 있는

것으로 나타났다.

T able 18. Recipe for propolis drink (s ample 4)

프로폴리스 추출물 (10%) 0.5% 0.5ml

사과쥬스 10.0% 10ml

올리고당 6.0% 6.0g

고과당 5.0% 5.0g

벌꿀 2.0% 2.0g

구연산 0.05% 0.05g

vit . C 0.05% 0.05g

구연산나트륨 0.01% 0.01g

베타카로틴 0.03% 0.03g

타우린 1.0% 1.0g

한약재향 0.05% 0.05ml

허브향 0.035% 0.035ml

파인트리향 0.01% 0.01ml

정제수 75.2% 75.2ml

- 정제수 20ml + 사과쥬스 10ml + 올리고당 + 액상과당(고과당) + 꿀

- 타우린 + 구연산 + 구연산나트륨 + 비타민 C + 베타카로틴 (무게정량후

정제수를 혼합하여 첨가)

- 한약재향 + 허브향 + 파인트리향 + propolis 추출물

- 나머지 정제수
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Sample 4는 신맛 성분의 첨가량을 줄였으며 지금까지와는 달리 propolis 추출

물을 온수에 용해하지 않고 냉수에 직접 분산하였다. 관능검사 결과 기호도가 매

우 좋은 것으로 나타났으며 음료 Ⅰ의 최종 제품으로 선정하였고 제품은 별첨의

사진 1과 같다 .

2. Propolis 추출물을 이용한 음료 제품Ⅱ

음료 Ⅱ는 천궁등의 생약재 추출물과 propolis 추출물을 혼합하여 음료를 제조

하였고 제조방법은 다음과 같다. 먼저 천궁 당액을 제조하는데 천궁과 오미자를

일정 비율로 혼합한후 일정 농도의 당액에 침지하여 10∼20일 정도 보관한 후 여

과하였다. 여과액을 농도가 55Brix가 되도록 하고 여기에 갈근 추출물을 혼합하였

다. 갈근 추출물은 갈근과 증류수를 1 : 50의 비율로 한 후 열수 추출하고 여과한

후 여과액을 사용하였다. 천궁 당액과 갈근 추출물에 propolis 추출물 및 꿀을 비

롯한 기타 첨가물과 정제수를 혼합하여 음료 Ⅱ를 제조하였다. 음료 Ⅱ는 관능검

사에서 기호성이 매우 좋은 것으로 나타났고 참여기업인 상주축산양봉조합으로

부터 음료Ⅰ 보다 좋은 평가를 받았으며 음료 Ⅱ를 제품 생산 품목으로 선정하였

다. 제품은 별첨의 사진 2와 같다.

3. Propolis 추출물을 이용한 겔 형태 제품

겔 형태의 제품이란 우리에게 일반적으로 알려진 짜먹는 위장약 형태의 제품

을 의미하며 물성은 반 유동체이다. Propolis 추출물을 이용한 겔 형태 제품 개발

을 위하여 꿀을 비롯한 첨가물 등의 부재료와 propolis 추출물 및 천궁 당액을 일

정 비율로 혼합한 후 균질화 하여 제품으로 하였다. 이 제품은 음료에 비해

propolis 추출물의 농도가 20∼30배 높은 것이 특징이다. Propolis 추출물은 에탄

올로 추출, 제조한 것이기 때문에 고농도로 물에 첨가할 경우 침전물이 형성되는

등 분산성이 문제점으로 남게 된다. 이러한 문제를 해결하기 위해 균질기를 이용
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하는 한편, 덱스트린을 첨가하여 분산이 잘 되도록 하였고, 제품의 점성을 높이기

위해 변성 전분을 사용하였다. 이 제품도 상주양봉조합에서 매우 좋은 평가를 받

았고 제품은 별첨의 사진 3과 같다.

4. Propolis 추출물을 이용한 타블렛 제품

타블렛 제품을 제조하기 위해서는 propolis 추출물을 분말 형태로 만들어야 하

는데 propolis 추출물 중에 함유되어 있는 수지 등의 성분으로 인하여 분말화가

매우 어려운 것으로 알려져 있다. 따라서 추출물 자체를 완전 건고 시키지 않은

상태에서 부형재를 혼합하여 분말화하는 방법을 시도하였다. 분말화 및 제품 제조

방법은 다음과 같다. 먼저 propolis 추출물 10g에 덱스트린 60g , 뜨거운 물 40ml를

가한 후 homogenizer로 12,000rpm에서 10분간 균질화 하였다. 여기에 열수 20ml

를 재차 가한 후 같은 방법으로 균질화하였으며 이것을 동결건조기로 건조한 후

분쇄하여 분말화하였다. 타블렛 제품은 이 propolis 추출물 분말 40g에

polydextrose 30g, 유청칼슘 30g, 효모 200g을 혼합하여 타정기로 제조하였다. 타

블렛 제품은 별첨의 사진 4와 같다.

5. Propolis 추출물을 이용한 환 제품

본래 환 제품은 계획서에는 없는 품목이었으나 propolis 추출물을 이용한 타블

렛 제품을 만들기 위한 예비 시험 과정에서 환 제품에 대한 가능성이 있어 시도

해 보았다. 사용한 재료는 propolis 추출물, 꿀, 현미가루, 숙지황 등이며 제조 방

법은 다음과 같다. 먼저 propolis 추출물(고형분 함량 40%) 5g에 덱스트린 30g ,

뜨거운 물 30ml, 꿀 15g을 혼합하고 homogenizer로 12,000rpm에서 10분간 균질화

한다. 이 혼합물에 꿀 20g , 현미 190g, 숙지황 추출물(5.4 Brix) 60ml를 가하여 환

을 제조 하였다. 이때 사용한 현미는 160℃에서 10분간 볶은 후 분쇄하여 60mesh

의 체를 통과한 것으로 하였다. 환 제품은 propolis를 쉽게 섭취할 수 있다는 점에

서 제품의 가치는 충분하나 식품으로의 허가가 어렵다는 점이 문제점이다. 제품은

별첨의 사진 5와 같다.
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[별첨 1]

사진 1. Propolis 음료 Ⅰ
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[별첨 2]

사진 2. Propolis 음료 Ⅱ
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[별첨 3]

사진 3. Propolis 겔 형태제품
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[별첨 4]

사진 4. Propolis 타블렛 제품
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[별첨 5]

사진 5. Propolis 환제품
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