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            초록
          
        

        
          There are about 20 thousand beekeepers caring for approximately 1.8 million colonies in Korea. Honey production totaled almost 27 thousands M/T in 2012. Pollens have been known to possess various biological properties. Therefore, pollens have been extensively used in functional food, folk medicine, and beverage industry to improve human health. However stiff pollen wall hinder dissolution of polysaccharides and lower extraction efficiency. So in this study, we established a new method for cytoplasm extraction from pollen using a lyophilization method, and confirmed the husk removal effect. Contents of crude protein, fat and carbohydrate were increased after lyophilizing darae pollen. Retention ratio of aspartic acid, histidine, threonine, alanine, arginine, tyrosine, valine, isoleucine, and leucine in the lyophilized pollen showed over 100% and the average retention ratio of total amino acid was 97.5%. Retention ratio of stearic acid and linolenic acid in the lyophilized darae pollen showed 100% and the average retention ratio of total fatty acid was 105.9% comparing to raw material. The antioxidant activity of the lyophilized darae pollen was increased to 150% compared to raw pollen in the DPPH free radical scavenging. The contents of total polyphenol and flavonoid were respectively increased to 137% and 234% compared to raw material when raw pollen was lyophilized. The lyophilized darae pollen showed inhibitory activity higher than that of raw pollen against mushroom tyrosinase.
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      서 론
      벌은 식물의 꽃에서 꿀과 화분(꽃가루)을 모아 온다(Ryu, 2003). 화분은 꿀벌의 유충과 성충의 단백질원으로 탄수화물, 지방, 비타민, 무기질 등의 영양성분이 풍부하며, 또한 로열젤리(royal jelly)의 원료이다. 꿀벌화분(bee pollen)은 일벌이 어린 벌에게 먹이기 위해서 다리에 묻혀오는 화분에 꿀과 효소가 혼합되어 경단처럼 뭉쳐진 덩어리로 일반 화분보다 영양성분이 풍부하여 오래전부터 자연 건강식품으로 이용되어 왔다(Todd and Bretherick, 1942; 정 등, 1984; 김 등, 1984). 화분은 혈관 및 순환계, 소화계, 신진대사계, 노화 등 다양한 질환에 효과가 있다고 알려져 있으며(Li et al., 2009) , 최근에는 항균 및 항산화 효능, 면역증강 효과, 전립선 비대증 및 전립선염 치료 효과 등이 보고되었다(최 등, 2007; Fang et al., 2008; Abouda et al., 2011). 화분은 이용가치가 매우 높은 자연식품이지만 sporopollenin으로 된 외피(exine)와 cellulose와 pectin으로 구성된 내피(intine)는 화학적으로 견고하여 강산 처리에도 구조가 파괴되지 않으며(Kress et al., 1978; 이, 1986), 또한 대부분의 동물, 곤충들도 분해하지 못하여 영양성분의 일부만 흡수한다(Roulston and Cane, 2000; Blackmore et al., 2010). 따라서 화분의 세포질 영양성분을 추출하기 위한 연구가 활발히 진행되고 있다. 단백질 분해효소를 이용한 세포벽 용해(이 등, 1997; 최와 정, 2004), 삼투압 또는 발아를 이용한 영양성분 추출(Stanley and Linskens, 1965; 최 등, 2007; Fang et al., 2008), 벌 내장 효소를 이용한 세포질 추출(김, 1989), 화분 외피를 물리적 방법으로 파쇄하여 세포질을 추출하는 방법 등이 보고되었다(김과 손, 1990; 한 등, 2004; Xu et al., 2009). 본 연구에서는 화분의 영양성분 추출방법을 정립하기 위하여 국내에서 생산량이 많은 다래화분을 동결건조하여 일반성분, 아미노산, 지방산, 항산화 활성, 미백효과 등을 조사하여 영양성분의 추출 효과를 분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시험재료
        강원도 화천에서 수집한 다래화분을 한국양봉농협(Ansung, Korea)에서 구입하여 -20°C에서 냉동보관하면서 사용하였다.

      

      
        동결건조
        급속냉동기(Deep Freezer, DF 9010, Ilshin Lab Co. Ltd, Korea)를 이용하여 80°C에서 급속냉동한 후, 동결건조기(Freeze dryer, FD5508, Ilshin Lab Co. Ltd, Korea)에서 -45°C로 건조하였다.

      

      
        일반성분 분석
        화분시료의 일반성분은 AOAC(1980)법에 의하여 정량하였고, 수분함량은 105°C 상압가열건조법, 회분은 550°C에서 직접 회화법으로, 조지방 함량은 soxhlet 추출법으로 측정하였다. 조단백질은 semimicro Kjeldahl 법으로 측정하였으며, 질소 환산계수는 6.25를 사용하였다. 탄수화물의 함량은 100에서 수분, 회분, 조지방, 조단백질 함량을 뺀 값으로 나타내었다.

      

      
        아미노산 분석
        아미노산 조성 분석은 Pico Tag System (Waters, USA)를 사용하였다. 먼저 40mg의 시료를 채취하여 vial에 담고 6 N HCl 15ml를 가하여, vial의 산소 등을 질소로 치환한 후 105°C 오븐에서 20시간동안 가수분해하였다. 가수분해 된 용액으로부터 50μl를 취하여 Pico Tag의 표준방법에 의하여 PTC-amino acid 유도체를 제조하여 분석용 시료로 사용하였다. 분석에 사용한 이동상 용액은 A 용액은 sodium acetate trihydrate 19.5g, triethylamine 550μl, 1l milli Q water를 혼합한 후 인산을 사용하여 pH 6.4로 고정하여 제조한 용액 935ml와 CH3CN 65ml를 혼합하여 제조하였다. B 용액은 60%의 CH3CN을 그대로 사용하였다.

      

      
        지방산 분석
        화분에 hexane을 넣고 liquid funnel shaker(EYELA, MMV-1000W)로 250rpm에서 15분간 총 3회 추출하였다. 용매 분획된 hexane에 내부표준물질 PDA (pentadecanoic acid in MeOH, 1,000 ppm) 1ml를 첨가하고 감압농축기와 N2 gas로 완전 농축시킨 후 0.5 N NaOH solution(in MeOH) 8ml를 넣고 초음파처리 후 toluene 5ml을 넣고 80°C에서 10분간 가수분해시켰다. 방냉후, 14% BF3(boron trifluoride) 8ml를 넣고 80°C에서 10분간 재 메틸화반응을 시키고 다시 방냉시켰다. 이에 증류수 10ml와 petroleum ether 15ml를 더하여 2,000rpm, 4°C에서 10분간 원심분리한 후, petroleum ether층을 여과하고N2 gas로 건조시킨 후 hexane 0.5ml로 회수하여 GC-FID(gas chromatography-flame ionization detector)로 분석을 하였다(Metcalfe et al., 1966; 김 등, 2007). 정량 시 사용한 기기는 GC CP-3800(Varian, Palo Alto, USA)이었고, 컬럼은 J&W DBWAX capillary column(60cm×0.25×0.25μm, Hewlett Packard, USA)을 사용하였다(Petrovic et al., 2010). 시료 주입기와 검출기 온도는 230°C, 컬럼 온도는 80°C로 시작하여 240°C까지 올려주었다. 운반기체(carrier gas)는 He을 사용하였고, 컬럼 유속은 1.5ml/min 이었다. 지방산의 정량은 내부표준물질 pentadecanoic acid(C15:0)의 면적에 기준하여 반응지수(response factor)를 보정하지 않고 환산하였다.

      

      
        항산화 활성
        DPPH 라디칼 소거능의 전자 공여능(electron donating ability, EDA) 측정은 Liangli 등의 방법에 준하여 DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)에 대한 수소공여 효과로 측정하였다(Liangli et al., 2002). 96 well plate에 화분 발아액 10μl와 0.2mM DPPH 190μl를 균일하게 혼합하여 37°C에서 30분간 방치한 후 517nm에서 흡광도를 측정하였다(3-29). 각 시료에 의한 흡광도의 차이는 ethanol만의 흡광도를 측정하여 보정해 주었고, 이때 전자 공여능은 시료 첨가구와 비첨가구의 흡광도 차이를 백분율(%)로 구하였다.
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        화분의 FRAP(Ferric reducing antioxidant power)에 의한 항산화 활성은 Ku 등의 방법으로 측정하였다(Ku et al., 2009). 반응용액은 300 mM acetate buffer(pH 3.6)와 40mM HCl로 용해시킨 10mM 2,4,6-tripyridyl-Striazine(TPTZ) 용액, 20mM ferric chloride(FeCl3·6H2O)를 10 : 1 : 1(v/v/v)의 비율로 혼합하여 37°C에서 10∼15분간 가온하여 FRAP reagent를 제조하였다. 활성은 시료 추출물 100μl에 FRAP reagent 3ml를 혼합하여 37°C에서 30분 동안 방치 한 후 593nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질은 FeSO4·7H2O(Iron(Ⅱ) sulfate heptahydrate)를 사용하였다.

      

      
        총 폴리페놀 함량(total polyphenol contents, TPC)
        총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu의 방법을 변형하여 측정하였다(Blois, 1958). 화분 발아액 1ml에 EtOH 1ml, 증류수 5ml와 50% Folin-Ciocalteu regent 0.5ml를 가하여 상온에서 5분간 반응시켰다. 혼합액에 5% sodium carbonate(Na2CO3) 1ml를 가하고 어두운 상태에서 1시간 보관한 후 UV spectrophotometer로 725nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 페놀 함량은 표준물질로서 gallic acid(Sigma, USA)를 이용하여 얻은 검량선으로부터 함량을 구하였다.

      

      
        총 플라보노이드 함량(total flavonoid contents, TFC)
        총 플라보노이드 함량은 Moreno 등의 방법으로 측정하였다(Moreno et al., 2000). 화분 시료 25μl에 증류수 125μl를 가하고 5% NaNO2 8μl를 첨가 후 5분간 상온에서 반응시켰다. 반응 후 10% AlCl3 15μl를 넣고 6분간 반응 후 1M NaOH 50μl와 증류수 27μl를 첨가하여 혼합한 후 ELISA reader를 이용해 510nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 표준물질로서 quercetin을 이용하여 얻은 표준곡선으로부터 시료의 총 플라보노이드의 함량을 구하였다.

      

      
        Tyrosinase 활성 측정
        Tyrosinase 활성은 0.1M potassium phosphate buffer(pH 6.8) 1.0ml, 0.3mg/ml L-tyrosine (Sigma, USA)수용액 1,0ml, 1250 unit/ml mushroom tyrosinase (Sigma, USA) 0.1ml을 혼합한 후 다양한 농도의 시료용액을 각각 0.2ml을 첨가하여 37°C에서 10분 동안 효소반응을 진행시켰다(Ha et al., 2005). 반응용액의 흡광도를 475nm에서 측정하여 시료의 효소 저해활성을 다음 식에 따라 구하였다.
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A: 시료를 첨가하지 않은 반응용액의 475nm에서 흡광도
B: 시료를 첨가한 방응용액의 475nm에서 흡광도

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        일반성분
        다래화분의 일반성분을 분석한 결과는Table 1과같다. 조단백질 함량은 35.8%로 벚나무화분 24.6%(김과 손, 1990), 송화분 14%(이 등, 1997), 도토리화분 24.1%(홍 등, 2013)보다도 월등히 높았으며, 동결건조화분의 조단백질 함량은 35.7%로 파쇄 후에도 성분 함량에는 변화가 없었다. 조지방 함량은 8.7%로 송화분 3.0%(이 등, 1997), 유채화분 3.2%(김과 손, 1990)보다 높았으며, 동결건조 후에도 함량 변화는 없었다. 탄수화물 함량은 48.1%로 도토리화분 47.9%와 비슷하였으며 송화분 31.9%(이 등, 1997)보다는 높았다. 동결건조한 다래화분의 조단백질, 조지방, 탄수화물 등의 성분 함량은 동결건조 전에 비하여 비슷하거나 증가하는 경향을 보였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Change of general composition of darae pollen after lyophilization
          
          

        

        
          
            
              	Crude component (%)
              	Raw material
              	Lyophilization
              	Retention ratio (%)
            

          
          
            	Moisture
            	4.3
            	0.9
            	20.9
          

          
            	Ash
            	2.3
            	2.2
            	95.7
          

          
            	Protein
            	35.8
            	35.7
            	99.7
          

          
            	Fat
            	8.7
            	9.1
            	104.6
          

          
            	Fiber
            	0.8
            	0.1
            	12.5
          

          
            	Carbohydrate
            	48.1
            	52.0
            	108.1
          

        

        

      

      
        아미노산 조성
        다래화분의 아미노산 조성을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 다래화분에는 threonine, valine, methionine, phenylalanine, isoleucine, leucine, lysine 등 필수 아미노산이 분포하였다. 함량면에서는 glutamic acid와 aspartic acid가 가장 많이 함유되어 있으며 leucine, arginine, serine 순이었고, histidine, methionine, cystine 등은 소량 존재하였다. 이 등(1997)은 도토리화분의 아미노산 조성을 glutamic acid, aspartic acid, leucine 순으로 보고하여 다래화분과 유사한 경향을 보였으며, Solberg and Remedios(1980) 등은 화분에는 aspartic acid, glutamic acid, arginine, leucine, proline, lysine 등 6종의 아미노산이 60%를 차지한다는 보고와 유사한 결과이다. aspartic acid, histidine, threonine, alanine, arginine, tyrosine, valine, isoleucine, leucine 등은 동결건조 후에도 100% 보존율을 보였으며, 평균 보존율은 97.5%였다. 한 등(2004)은 high impact planetary mill을 이용한 소나무화분(송화분)의 세포벽 파쇄과정에서 아미노산 보존율을 94.1%로 보고하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Amino acid composition of darae pollen after lyophilization
          
          

        

        
          
            
              	Amino acid (%)
              	Raw material
              	Lyophilization
              	Retention ratio (%)
            

          
          
            	Aspartic (Asp)
            	3.639
            	3.835
            	105.4
          

          
            	Glutamic (Glu)
            	3.798
            	3.420
            	90.0
          

          
            	Serine (Ser)
            	2.107
            	1.863
            	88.4
          

          
            	Glycine (Gly)
            	1.754
            	1.749
            	99.7
          

          
            	Histidine (His)
            	0.907
            	0.926
            	102.1
          

          
            	Threonine (Thr)
            	1.678
            	1.707
            	101.7
          

          
            	Alanine (Ala)
            	1.940
            	1.986
            	102.4
          

          
            	Arginine (Arg)
            	2.160
            	2.225
            	103.0
          

          
            	Tyrosine (Tyr)
            	1.350
            	1.352
            	100.1
          

          
            	Cystine (Cys)
            	0.469
            	0.389
            	82.9
          

          
            	Valine (Val)
            	1.816
            	1.858
            	102.3
          

          
            	Methionine (Met)
            	0.797
            	0.682
            	85.6
          

          
            	Phenylalanine (Phe)
            	1.807
            	1.805
            	99.9
          

          
            	Isoleucine (IIe)
            	1.592
            	1.684
            	105.8
          

          
            	Leucine (Leu)
            	3.027
            	3.119
            	103.0
          

          
            	Lysine (Lys)
            	2.675
            	2.669
            	99.8
          

          
            	Proline (Pro)
            	1.738
            	1.478
            	85.0
          

        

        

      

      
        지방산 조성
        다래화분의 지방산 조성을 분석한 결과Table 3에서와 같이 필수지방산인 linoleic acid와 linolenic acid가 함유되어 있었다. 다래화분에는 linolenic acid(48.3%)와 palmitic acid(29.1%)가 가장 많았으며 oleic acid와 linoleic acid는 7.7%, 6.7% 존재하였다. 이 등(1997)은 송화분에서는 oleic acid(25.7%)와 palmitic acid(20.5%)의 함량이 가장 많다고 보고하였으며, Xu et al.(2009)이 보고한 유채화분의 지방산 함량도 linolenic acid(38.7%), palmitic acid(20%) 순으로 분포한다고 보고하였다. 따라서 화분의 지방산 함량은 밀원식물에 따라 다르지만 불포화지방산 linolenic acid, linoleic acid, oleic acid와 포화지방산 palmitic acid가 주로 존재하였다. 전체 지방산 조성 중 불포화지방산이 차지하는 비율은 63.2%로 매우 높았으며, 특히 다가불포화지방산(polyunsaturated fatty acid, PUFA)이 55%이상 분포하였다. stearic acid와 linolenic acid는 동결건조 후에도 100% 보존율을 보였으며, 평균 보존율은 105.9%였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Fatty acid compositions of darae pollen after lyophilization
          
          

        

        
          
            
              	Fatty acid (%)
              	Raw material
              	Lyophilization
              	Retention ratio (%)
            

          
          
            	Lauric acid (12:0)
            	0.39
            	0.54
            	138.5
          

          
            	Myristic acid (14:0)
            	1.03
            	1.00
            	97.1
          

          
            	Palmitic acid (16:0)
            	29.12
            	28.80
            	98.9
          

          
            	Pallmitoleic acid (16:1)
            	0.36
            	0.33
            	91.7
          

          
            	Stearic acid (18:0)
            	4.49
            	4.56
            	101.6
          

          
            	Oleic acid (18:1)
            	7.69
            	7.50
            	97.5
          

          
            	Linoleic acid (18:2)
            	6.72
            	6.51
            	96.9
          

          
            	a-linolenic acid (18:3n3)
            	48.28
            	48.69
            	100.8
          

          
            	Arachidic acid (20:0)
            	0.35
            	0.54
            	154.3
          

          
            	cis-11-Eicosenoic acid (20:1)
            	0.13
            	0.13
            	100.0
          

          
            	Behenic acid (22:0)
            	0.73
            	0.65
            	89.0
          

          
            	Lignoceric acid (24:0)
            	0.72
            	0.76
            	105.6
          

        

        

      

      
        항산화 활성
        다래화분을 에탄올로 추출하여 DPPH radical 소거능, FRAP 등의 방법으로 항산화 활성을 조사한 결과는 Table 4와 같다. DPPH radical 소거능은 원재료 15.04%에서 동결건조 후에는 23.25%로 150% 증가하였다. DPPH radical 소거능은 산화작용에 의하여 발생하는 hydroxyl radical, superoxide radical 등을 제거하는 항산화 능력을 평가할 때 가장 널리 이용되는 지표이다(김 등, 2000; 이 등, 2011). FRAP 항산화 활성에서도 원재료 1.82μmole Fe(Ⅱ)/g에서 동결건조 후에는 2.37μmole Fe(Ⅱ)/g로 130% 증가하였다. FRAP은 총항산화능을 측정하는 방법으로 낮은 pH에서 환원제에 의해 ferric tripyridyltriazine(Fe3+-TPTZ) 복합체가 ferrous tripyridyltriazine(Fe2+-TPTZ)으로 환원되는 원리를 이용한다. 화분의 항산화능이 동결건조 화분이 원재료보다 높게 나나났으며, 이는 동결건조에 의한 세포벽 파괴로 화분의 영양성분이 추출된 결과로 해석된다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Antioxidant activity of pollen after lyophilization
          
          

        

        
          
            
              	Antioxidant activity
              	Raw material
              	Lyophilization
              	Increase ratio (%)
            

          
          
            	DPPH radical scavenging (%)
            	15.04±0.90
            	23.25±0.97
            	154.6
          

          
            	FRAP (μmole Fe(Ⅱ)/g DW)
            	1.82±0.02
            	2.37±0.03
            	130.2
          

        

        

      

      
        총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량
        다래화분을 에탄올로 추출하여 총 폴리페놀함량과 총 플라보노이드 함량을 조사한 결과는 Table 5와 같다. 총 폴리페놀 함량(TPC)은 원재료 18.883mg GAE/100ml에 서 동 결 건 조 후 에 는 26.027mg GAE/100ml로 137% 증가하였다. 총 폴리페놀 함량이 증가할수록 항산화 등 생리활성이 증가하는 것으로 보고되어 있으며(Rice-Evans et al., 1997), 특히 페놀성 화합물에 존재하는 phenolic hydroxyl(OH)기는 항산화, 항암, 항균효과 등의 활성이 보고되었다(Droge, 2001; Halliwell et al., 1995). 총 플라보노이드 함량(TFC)은 원재료 4.70mg GAE/100ml에서 동결건조 후에는 11.0mg GAE/100ml로 234% 증가하였다. 최근에는 항산화(Zhang et al., 2006), 항혈전(Hong et al., 2008), 항염증(Suryavanshi et al., 2007), 항암(Martinez et al., 2005) 등 플라보노이드 성분의 다양한 생리활성이 보고되었다. 따라서 화분의 동결건조 방법이 화분의 생리활성을 증가시키는 효과적인 방법으로 생각된다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Total contents of polyphenol and flavonoid after lyophilization
          
          

        

        
          
            
              	Total contents (mg GAE/100ml)
              	Raw material
              	Lyophilization
              	Increase ratio (%)
            

          
          
            	Polyphenol
            	18.883
            	26.027
            	137.8
          

          
            	Flavonoid
            	4.700
            	11.000
            	234
          

        

        

      

      
        Tyrosinase생성 억제 효과
        다래화분의 미백효과를 확인하기 위하여 tyrosinase 생성 억제효과를 측정하였다(Fig. 1). Tyrosinase 생성 억제 효과는 원재료보다 동결건조 화분에서 양호하였으며, 특히 100μg/mL 농도에서 63.9%의 억제 효과를 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Inhibitory effect of darae pollen on tyrosinase activity.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      적 요
      국내의 양봉산업은 2012년 기준으로 약 2만 농가에서 180만개의 봉군을 사육하여 연간 4,000억원의 소득을 올리며, 이중 약 60% 이상을 꿀 생산에 의존하고 있다. 양봉산물 중 화분은 꿀벌의 유충과 성충벌의 영양식품이며, 단백질의 공급원으로서 필수불가결한 물질이다. 화분은 영양성분이 풍부하여 오래전부터 자연 건강식품으로 이용되어 왔다. 화분은 이용가치가 매우 높은 자연식품이지만 외피가 견고하여 영양성분의 일부만 흡수된다. 본 연구는 화분의 세포질 영양성분을 추출하기 위하여 동결건조 방법으로 외피세포를 파괴하여 그 효과를 확인하였다.

      다래화분의 일반성분은 동결건조 후 조단백질, 조지방, 탄수화물 등의 성분 함량이 동결건조 전에 비하여 비슷하거나 증가하는 경향을 보였다. 다래화분의 아미노산 조성은 동결건조 후 aspartic acid, histidine, threonine, alanine, arginine, tyrosine, valine, isoleucine, leucine 등은 100% 보존율을 보였으며, 평균 보존율은 97.5%였다. 다래화분의 지방산 조성은 stearic acid와 linolenic acid는 동결건조 후에도 100% 보존율을 보였으며, 평균 보존율은 105.9%였다. 다래화분의 항산화활성 DPPH radical 소거능은 동결건조 후에 150% 증가하였으며, FRAP 항산화 활성에서도 130% 증가하였다. 다래화분의 총 폴리페놀 함량은 동결건조 후 137% 증가하였으며, 플라보노이드 함량은 234% 증가하였다. 다래화분의 Tyrosinase 생성 억제 효과는 동결건조 화분에서 양호하였으며, 특히 100μg/ml 농도에서 억제 효과가 우수하였다. 따라서 동결건조 방법에 의한 화분의 외피 파괴는 영양성분 추출에 매우 효과적이었다.
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