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            Abstract
          
        

        
          국내 벌꿀 생산은 지난 30년간 비약적으로 증가하였다. 벌꿀의 품질 관리도 높은 수준으로 이루어지면서 국내생산 벌꿀에 대한 인지도 역시 높아졌다. 동시에 사양꿀을 합법화하면서 고품질 벌꿀 시장을 위협할 소지도 존재한다. 본 연구는 한국양봉협회에 분석 의뢰된 시료 중 일부를 선택하여, 벌꿀의 기본 규격과 안정동위원소분석법을 이용한 벌꿀 속 탄수화물의 기원을 평가하였다. 2014년 분석된 3796건의 표본 시료의 분석 결과, 수분함량 기준을 초과하는 시료는 아카시아꿀의 70%나 되었다. 전화당은 아카시아꿀이 가장 높았다. 아카시아꿀, 밤꿀, 잡화꿀의 과당은 평균 41.9, 41.9, 38.7%, 포도당은 28, 24, 28.8%이었으며 F/G값은 밤꿀이 1.75로 높았다. HMF는 대부분 기준 범위 이내이었으나 일부 시료는 200mg/kg 이상인 시료도 확인되었다. 탄소안정동위원소비가 -22‰ 이상인 것은 아카시아꿀의 6.7%, 잡화꿀의 9.95%이었다. 지속적인 벌꿀의 품질 특성 평가 및 개선이 지속적 양봉산업의 발전을 위해 요구된다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          Honey production in Korea has increased significantly for the last few decades. Enforcement of the high standard for honey quality and its control would increase the public awareness of pure domestic honey. This study evaluated the quality of honey from different nectar origins of 2014. Among 3796 samples, 78.7% were acacia honey, 2.6% chestnut, and 18.7% were multifloral honey. 70% of acacia honey showed moisture contents higher than 20%. Inverted sugar content was highest in acacia honey. Fructose was 38~41% whereas glucose was 24~29% with higher F/G ratio from chestnut honey. Most honey samples showed lower (4~9mg/kg) HMF contents but some showed extreme high values above 200mg/kg. Stable carbon isotope ratio showed clear two peaks of frequency around -12 and -24 which indicates the possible adulteration of other carbohydrates from C4 plants. Sample above -22‰ was 6.7% of acacia honey, and 9.95% of multifloral honey. Continuous quality assessment and control is the vital element for the sustainable development of beekeeping industry. 
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      서 론
      벌꿀은 꽃꿀 또는 식물이나 흡즙성 곤충의 분비물을 벌이 모아와서 꿀벌의 타액 등과 섞고, 탈수한 후 숙성할 수 있게 벌집에 저장한 자연 감미료로 정의되는 물질이다(Codex, 2001). 국내에서는 양봉꿀벌(Apis mellifera L.) 또는 재래꿀벌(Apis cerana)이 각종 식물의 꽃에서 꿀을 수집하여 전화시키고 저장한다. 따라서 벌꿀은 높은 농도의 전화당(포도당과 과당), 자당 및 기타 당류를 포함하는 탄수화물, 소량의 아미노산, 미네랄 그리고 각종 방향성 물질과 꽃가루, 효소, 비타민 등을 포함하게 된다. 벌꿀은 양봉가의 가장 중요한 수입원으로, 국내의 경우, 약 150~200만군 내외에서 25,000톤의 벌꿀이 생산된다(Jung and Cho, 2015). FAO에서 집계한 1993~2013년 사이의 평균자료를 보면(FAOSTAT, 2015), 세계적으로 약 7,300만군의 꿀벌이 약 160만톤 내외의 벌꿀을 생산하고 있다. 그 중 백만 군 내외의 양봉강국은 20여국에 이르며, 전체 벌꿀의 80%를 차지한다(Fig. 4). 물론 지역적 편차가 존재하고 있지만 꿀벌 봉군수와 벌꿀생산량은 꾸준히 증가하는 추세임은 분명하다(Aizen and Harder, 2009). 전체 생산의 25% 내외가 국제교역의 대상이 되며, 주 수입처는 EU, 미국, 일본 등으로 전체 교역량의 80%이상을 차지한다. 주요 수출국가는 중국, 아르헨티나, 멕시코, 인도 등이 되며, 소규모이지만 고가의 수출은 주로 뉴질랜드, 호주에서 이루어지고 있다(Ghosh and Jung, 2016, Fig. 4). 

      벌꿀은 원재료의 출처에 따라, 맛과 향, 물리화학적 특성에 차이를 보인다. 또한 벌꿀의 유래, 생산 과정은 물론 보관, 유통 과정에 따라 품질 특성이 달라질 수 있는 바, 식재료로써의 규격을 정하고 있다. 국제적으로는 국제식품규격(Codex, 2001), 국내에서는 식품의약품안전처의 식품공전(MFDS, 2013; KFDA, 2015, 2016)에다음과같이규정하고있다 “. 벌꿀류란 꿀벌들이 꽃꿀, 수액 등 자연물을 채집하여 벌집에 저장한 벌집꿀과 이것에서 채밀한 벌꿀로서 화분, 로얄젤리, 당류, 감미료 등 다른 식품이나 식품첨가물을 첨가하지 아니한 것”을 말한다. 또한 그 규격으로 수분 20%, 물불용물 0.5%, 산도 40meq/kg, 전화당 60%, 자당 7%, 히드록시메틸푸르푸랄(HMF) 80mg/kg를 한계치로 규정하고 있으며, 물론 타르색소, 인공감미료, 이성화당 등이 포함되어 있지 않아야 한다고 규정하고 있다. 그리고 그 검사방법은 국제분석회학기구의 기본방법을 준용한다(AOAC, 2001). 

      그간 국내에서 벌꿀의 품질 분석을 위한 기기이용법, 분석방법, 순수벌꿀의 판정법, 또는 밀원별 벌꿀의 특성 등에 관한 연구가 수행된 바 있다. 또한 복잡한 이화학적 벌꿀 품질 평가방법을 간소화하기 위하여 근적외선분광분석을 활용하기 위한 연구(Cho and Ha, 2002)나 벌꿀 내 주 성분인 탄수화물의 생성 원리를 응용하여 밀원의 기원을 확인할 수 있는 탄소동위원소비율 연구(Padovan et al., 2003) 등을 통해 이후 실험실내 표준기법으로 활용되고 있다. 그리고 벌꿀은 단당류를 포함하는 에너지원으로써의 가치도 높지만, 건강기능성 측면에서 소비자들의 관심을 받고 있다(Cha and Bang, 1999a,b; Weston, 2000; Gheldof et al., 2002; Traynor, 2008; Han et al., 2010). 본 연구는 2014년 국내에서 생산되어 사)한국양봉협회 양봉산물연구소(사)에 분석 의뢰한 시료를 대상으로, 국내 현장에서 생산되는 벌꿀의 품질 특성을 파악하고자 실시하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        시료 표본집단
        전국의 양봉가들이 2014년 생산한 벌꿀 중 한국양봉협회 양봉산물연구소(사)에 의뢰해서 분석한 4800여 건 중 항목별 자료가 충실한 3796건을 대상으로 하였다. 표본 중 아카시아벌꿀은 78.7%(2987건), 밤꿀은 2.6%(97건), 잡화꿀은 18.7%(712건)이었다(Fig. 1). 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Floral source distribution of honey samples used in this study which were collected and analyzed by BPI, KBA in 2014. 
          
          

          

        

        수분함량 수분함량 측정은 시료를 잘 섞고 20°C를 유지하면서 압베굴절기(NAR-1T, Atago, Tokyo, Japan)를 이용하여 굴절률을 측정하고 식품공전에 명시된 온도에 따른 보정 값을 적용한 후 수분환산표에 따라 수분함량을 산출하였다. 

      

      
        전화당과 자당 함량
        벌꿀의 전화당 및 자당 함량은 식품공전의 액체크로마토그래피법에 따라 측정하였다(MFDS, 2013). 100mL의 메스플라스크에 시료 1g을 정밀히 달아 증류수 25mL로 넣어 녹이고, 아세토니트릴로 표선까지 정용한 후 0.45μm 멤브레인 필터로 여과하여 시험용액으로 사용하였다 . 기기는 Waters HPLC system(e2695, Waters, Milford, MA, USA)을 이용하여 분석하였다. 이때 HPLC 조건은 Prevail Carbohydrate ES(4.6×250mm, 5μm; Grace Davison Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA) 컬럼을 사용하였고, 컬럼 온도는 40°C, 이동상은 아세토니트릴:증류수(75:25, v/v)를 사용하여 분당 1.0mL 속도로 유지시켰으며 주입량은 10μL로 하여 굴절계검출기(2414, Waters, Milford, MA, USA)를 사용하여 분석하였다. 표준용액은 glucose, fructose 및 sucrose(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하여 1%의 stock solution을 조제한 후 0.25, 0.5 및 1%의 농도로 희석하여 측정된 결과로부터 작성된 검량선을 이용하여 전화당 및 자당 함량을 계산하였다. 

      

      
        HMF (Hydroxymethylfurfural) 함량
        벌꿀의 HMF 함량은 식품공전의 액체크로마토그래피법에 따라 측정하였다(MFDS, 2013). 50mL의 메스플라스크에 시료 5g을 정밀히 달아 증류수로 정용한 후 0.45μm 멤브레인 필터로 여과하여 시험용 액으로 사용하였다. 기기는 Waters HPLC system(e2695, Waters)을 이용하여 분석하였다. 이때 HPLC 조건은 Xbridge C18(4.6×250mm, 5μm, Waters, Dublin, Ireland) 컬럼을 사용하였고, 컬럼 온도는 40°C, 이동상은 메탄올:증류수(10:90, v/v)를 사용하여 분당 1.0mL 속도로 유지시켰으며 주입량은 20μL로 하여 UV/Vis 검출기(2489, Waters)를 사용하여 분석하였다. 표준용액은 HMF (Wako Chemical, Osaka, Japan)를 사용하여 100mg/L의 stock solution을 조제한 후 0.5, 1, 2.5, 5 및 10mg/L의 농도로 희석하여 측정된 결과로부터 작성된 검량선을 이용하여HMF 함량을 계산하였다. 

      

      
        탄소안정동위원소 비율
        분석에 사용된 벌꿀의 순도 여부 확인을 위하여 AOAC(2001)에 등재된 벌꿀의 안정탄소동위원소비율 분석법을 활용하였다. 분석기기는 원소분석기(Elemental analyzer (EA), Vario micro cube, Elementar, Hanau, Germany)가 장착된 안정동위원소 질량 분석기(Isotope ratio mass spectrometer (IR-MS), Isoprime, Cheadle, UK)를 사용하였다. 안정탄소동위원소비율은 시료 약 150μg을 주석 캡슐에 넣어 세밀하게 밀봉한 후 원소분석기에 주입하였다. 이는 1150°C의 고온으로 유지된 원소분석기 상에서 산소 공급 하에 연소로와 환원로의 컬럼을 거쳐 완전연소시킨 후 흡착 컬럼에 의해 잔존하는 수분을 완전히 제거하여 얻어진 가스를 표준 기체(δ13C: CO2)와 함께 He을 운반 기체로 하여 안정동위원소질량 분석기에 주입되어 안정탄소동위원소 비율의 값을 자동으로 측정한다. 분석에 사용된 가스는 운반 기체로 헬륨(He, Donga Industrial Gas, Seoul, Korea), 표준 기체는 이산화탄소(CO2, Donga Industrial Gas)로 순도 99.999% 이상인 것을 사용하였다. 표준물질은 국제 원자력 기구(IAEA: International Atomic Energy Agency)에서 인증된 것으로 IAEA-CH-6 (Sucrose: -10.449±0.033‰ VPDB, IAEA, Vienna, Austria)을 사용하였다. 

        안정탄소동위원소비율 값은 relative delta per mil (d‰)을 단위로 하여 표준물질인 Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB)의 안정탄소동위원소비율에 대한 시료의 안정탄소동위원소비율을 환산하여 다음 계산식에 의하여 산출하였다. 
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        통계 분석
        분석된 결과 자료들은 벌꿀의 종류별 특성을 비교하였으며, 국내 식품공전에서 제시된 기준과의 적합도를 평가하였다. 벌꿀의 종류별로 각 결과값의 평균과 그 분포는 분산분석법(ANOVA)으로 평가하였으며, 집단간 평균값의 차이여부는 최소자승법(Tukey’s LSD)을 통해 유의수준 0.05에서 결정하였다(SAS, 2013). 

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        수분함량
        전체 조사된 시료의 평균 수분함량은 19.5±1.68(mean±SD)%이었으며, 아카시아벌꿀은 21.36±2.36%, 밤꿀이 19.91±1.689, 잡화꿀은 19.44±1.645로 밀원별로 뚜렷한 차이가 나타났다(Fig. 2; ANOVA, df=2,3793, F=224.4, P<0.001). 아카시아벌꿀이 가장 높은 수분 농도에서 수확되는 것으로 나타났고, 그 변이 계수는 11%이었다. 또한 식품공전상 판정기준인 수분함량 20%를 감안할 때, 아카시아벌꿀의 경우, 분석 의뢰한 시료의70%가 기준 함량을 초과하였다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Mean contents (%) of moisture (upper) and inverted sugar (lower) of honey samples of different floral sources collected in 2014. Floral sources were projected based on the honey colors. Bars are standard deviation of the samples.
          
          

          

        

      

      
        전화당 및 자당 함량
        벌꿀의 주성분은 포도당과 과당인 데, 이 두 종류의 단당류는 꽃꿀의 주성분인 이당류인 자당에서 꿀벌의 타액에서 분비된 전화효소(invertase)에 의해 분해된 것으로 이를 전화당이라 하고, 식품공전에서는 꿀벌의 규격으로 전화당 60% 이상을 제시하고 있다. 조사된 시료들의 평균 전화당 비율은 67.5±3.5%이었으며, 아카시아꿀이 다른 꿀보다 전화당 비율이 더 높게 나타났다(ANOVA, df=2,3793, F=311.9, P<0.001). 밤꿀과 잡화꿀은 전화당 비율이 65~67%인 반면 아카시아꿀은 69.99±2.59%로 나타났다(Fig. 2). 조사된 시료 중 전화당이 60% 기준보다 낮게 나타난 시료는 아카시아꿀 중에서는 0.3%, 다른 종류의 벌꿀은 2~3%로 나타났다. 

        전화당의 구성을 보면 다음과 같다. 벌꿀 내 단당류인 과당과 포도당의 함량은 전체적으로 과당이 38.7±2.98%로 포도당 28.8±2.13%보다 높았으나, 벌꿀의 밀원 종류별로 조금씩 차이가 있었다. 아카시아꿀과 밤꿀은 과당 함량이 41% 내외이었으나 잡화꿀은 38.7%로 조금 낮게 나타났다. 반면 포도당은 아카시아꿀과 잡화꿀은 28% 내외, 밤꿀은 24%대로 낮게 나타났다. 이에 따라 과당/포도당 비율은 각 1.49, 1.34 그리고 1.75로 나타났다. 벌꿀 내 자당의 농도는 전반적으로 2.5% 대에서 유지되었다(Table 1). 그러나 일부 시료에서 그 함량이 29.2%인 것도 있었다. 이러한 극한값은 아카시아꿀에서 과당과 포도당 함량에서도 나타난다. 두 당류의 함량이 각 20% 이하인 값들도 분포한다(Table 1). 

        
          Table 1. 
				
          

          
            Contents (%, mean±SD) of major carbohydrates of honey; fructose, glucose and sucrose from honey samples of different floral sources collected in 2014. Values within the parenthesis are the minimum and maximum
          
          

        

        
          
            
              	
              	Fructose
              	Glucose
              	F/G
              	Sucrose
            

          
          
            	Acacia
            	41.9±2.5a
(20.9-47.7)
            	28.1±1.8b
(17.8-38.1)
            	1.49
            	2.4±1.0b
(1.2-29.2)
          

          
            	Chestnut
            	41.9±3.4a
(32-48.9)
            	24.0±2.2c
(18-29.7)
            	1.75
            	2.7±1.0a
(1.1-5.6)
          

          
            	Multiflora
            	38.7±2.9b
(27.7-44.8)
            	28.8±2.1a
(21-34.5)
            	1.34
            	2.7±0.7a
(1.4-5.8)
          

          
            	ANOVA df=2,3793
            	F=434.6 P<0.001
            	F=268.7 P<0.001
            	
            	F=27.9 P<0.001
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            HMF contents (mg/kg, mean±SD) of honey samples from different floral sources collected in 2014
          
          

        

        
          
            
              	
              	Mean
              	
              	Min
              	Max
            

          
          
            	Acacia
            	4.9
            	b
            	0
            	46.5
          

          
            	Chestnut
            	4.7
            	b
            	0
            	21.7
          

          
            	Multiflora
            	7.4
            	a
            	0
            	234.7
          

          
            	ANOVA df=2,3793, F=17.9, P<0.001
            	
            	
            	
            	
          

        

        

      

      
        HMF 함량
        벌꿀의 HMF는 갈변의 주요 원인이 되면서, 벌꿀에 가해진 열에 대한 흔적을 지표한다. 산성의 벌꿀에서 과당 등 5탄당이 포도당 등 6탄당의 탈수 반응에 의해 생성되는 데 주로 장기간의 보관 및 열 변화 등에 의해 가속고, 설탕 등의 인위적 혼입으로 인해서도 증가한다(Kim et al., 2014). 아카시아꿀과 밤꿀은 평균 4.7~4.9범위였으며, 잡화꿀은 평균은 7.4였으나, 표준편차가 평균의 2배 이상으로, 변이계수가 216%로 나타났다. 즉 잡화꿀의 경우 열 스트레스를 많이 받거나 또는 장기간 보관되고 있을 수 있으며, 경우에 따라서는 이미 열가공이 이루어진 설탕 등이 혼입되었을 가능성도 있겠다. 밤꿀의 경우 색깔은 짙은 갈색이지만 HMF 값은 그리 높지 않았다. 갈색의 밤꿀에는 높은 수준의 항산화 및 항생성을 가지는 플라보노이드 등 페놀류를 함유한다(Lee et al., 2007). 

      

      
        탄소안정동위원소 비율
        현재까지 가장 안정적으로 벌꿀의 순도를 지표할 수 있는 방안으로 탄소안정동위원소비율 측정법을 지목하고 있다. 본 연구에서 조사한 3796개의 시료에서 측정된 탄소안정동위원소비율(-‰)은 벌꿀 밀원별로 유의한 차이를 보였다(Table 3). 아카시아꿀과 잡화꿀은 평균 23 내외이었으며, 표준편차가 2.6~2.7 정도로 변이계수가 10%대로 나타난 반면 밤꿀은 24.38±0.537로 변이계수가 2%대로 매우 균일한 탄소안정동위원소비 분포를 보였다(Table 3, Fig. 3). 반면 아카시아꿀과 잡화꿀에서는 그 당의 유래가 뚜렷하게 구분되었다. 

        
          Table 3. 
				
          

          
            ANOVA statistics of stable carbon isotope ratio (δ13C, ‰) of honey samples of different floral sources collected in 2014
          
          

        

        
          
            
              	
              	n
              	- δ13C, ‰
              	Impurity rate (%) under -22 ‰
            

          
          
            	Acacia
            	2987
            	23.437±2.6295 b
            	6.70
          

          
            	Chestnut
            	97
            	24.382±0.5373 a
            	1.03
          

          
            	Multiflora
            	712
            	23.184±2.7788 b
            	9.95
          

          
            	
            	ANOVA df=2,3793, F=6.51, P=0.0002
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Frequency distribution of stable carbon isotope ratio (- δ13C, ‰) of honey samples by different floral sources collected in 2014. 
          
          

          

        

        탄소안정동위원소비율 분석법은 생물체 내의 탄소대사경로가 달라짐으로 인해서 안정동위원소인 C13의 C12에 대한 상대적 비율이 달라진다는 사실에 기초한다. 특히 식물의 경우 광합성을 통한 탄수화물 합성 경로는 칼빈회로를 경유하는 C3식물군과 HS 사이클을 경유하는 C4식물군으로 크게 나뉜다. 옥수수, 사탕수수 등 C4식물군의 탄수화물은 -(9~14)‰ 정도의 안정동위원소비를 가지는 반면, 대부분의 C3식물들은 22~27‰ 값을 가진다. 사탕수수에서 추출한 자당(설탕)이나 옥수수에서 추출한 당의 경우 -(12~14)‰을 보이는 데, Fig. 3에서 보면, 아카시아꿀과 잡화꿀에서 상당 비율의 C4 기원의 당 흔적을 볼 수 있다. 현재 국내에서 벌꿀의 기준으로 고려하고 있는 탄소 안정동위원소비 -22‰를 기준으로 볼 때, 아카시아꿀 6.7%, 잡화꿀 9.95%가 이 기준을 충족시키지 못하고 있음을 볼 수 있다. 또한 1+등급 기준인 23.5를 기준으로 본다면 밤꿀은 95.9%, 아카시아꿀은 89.6%, 잡화꿀은 85.9%가 이 기준을 충족하는 것으로 나타났다. 

      

      
        벌꿀 품질 관리 중요성
        지난 30여년간 국내 벌꿀 생산은 비약적으로 증가하였다(Jung and Cho, 2015). 국내 벌꿀 시장은 이미 포화 단계에 다다르고 있으며, 고가와 저가의 외국산 벌꿀이 국내로 수입되고 있다. 향후 한-베트남 FTA 등 다양한 자유무역체계에서 외국산 벌꿀 등의 수입 요구는 점점 거세질 것으로 전망한다. 전세계의 주요 양봉 강국들이 아시아, 아프리카, 남미 등에 분포하고 있으며(Fig. 4), 우리나라 양봉 산업은 전적으로 내수에 의존하고 있으며, 수출 물량은 극히 저조한 실정에서, 고품질 벌꿀 생산의 요구는 더욱 증가할 것이며, 이에 따른 적절한 품질관리가 요구된다. 국내 생산 벌꿀에 대한 다양한 분석 연구가 보고된 바 있다. 벌꿀 속 꽃가루 분석(Lee et al., 1992; Woo et al., 1999; Ryu, 2004), 단일 벌꿀의 화학적 특성(Woo and Kim, 1999; Paik et al., 2013, 2014, 2015)은 물론 다양한 생리기능성에 대한 관심(Cha and Bang, 1999a,b; Han et al., 2010)이 양봉학 저변에서 지속되었으나. 벌꿀의 핵심 특성 분석은 주로 식품공학적 측면에서 다루어졌다(예, Kim et al., 2014). 

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Honeybee hive number distribution of the leading apicultural countries (Data from FAOSTAT, average of 1993-2013).
          
          

          

        

        양봉산업의 지속적 발전을 위해서 벌꿀 원료의 기원의 명시성은 중요하다. 국내외 벌꿀의 규격 및 기준에도 식물의 꽃, 또는 흡즙성 곤충의 흡즙 후 분비물을 수집한 후, 분비물질을 이용하여 변환하고 탈수하고 벌집에 넣어서 숙성시킨 자연감미물질로 규정하고 있기 때문이다(Codex standard 12-1981, 2001). 또한 국내법으로도 벌꿀은 다음과 같이 규정된다. 최근 농수축산신문(2015.04.21)에 따르면, 축산물품질평가원은 탄소동위원소비 23.5‰와 수분함량 20%, 25% 기준을 제시하였으며, 한국양봉협회 역시 이와 비슷한 기준을 제시하였다. 특히 눈 여겨 볼 부분은 최근 식약처 고시(2016-43호)의 순수벌꿀과 사양벌꿀을 구분하는 자율표시제도이다. 그런데 사양벌꿀을 “꿀벌의 생존을 위해 최소량의 설탕으로 사양한 후 채밀한 벌꿀”이라고 규정한 부분이다(KFDA, 2016). 전세계적으로 벌꿀의 진위 여부는 논란의 대상이다. 다양한 시럽 및 설탕 등이 꿀벌의 먹이로, 벌꿀에 혼합되기 때문이다. 이에 혼합꿀을 가려내기 위한 최초의 성과는 탄소안정동위원소분석법(Stable carbon isotope ratio analysis: SCIRA)을 이용하여 HFCS나 사탕수수 등에서 뽑아낸 설탕을 구분해 낼 수 있음을 밝혀(Donner et al., 1979Ziegler et al., 1979; White et al., 1998), AOAC(2001)에서 벌꿀에서 C4 설탕을 구별해 내는 공식 방법으로 채택되었다. 이는 벌꿀에 가장 많은 원소가 탄소이며, 탄소는 12의 원자량을 가지고 있지만(98.89%), 원자량이 13인 동위원소도 1.11% 가량 존재한다. 물론 탄소 중 원자량이 10, 11, 14 등도 존재하나, 이들은 안정되지 않기 때문에 방사성동위원소라 하여, 반감기를 이용한 연대추정 등에 많이 이용된다. 반면, 원자량 12와 13인 탄소동위원소는 안정된 상태로 존재하기 때문에 자연계에서 더 생기거나 없어지지 않는다. 그러나 이 비율은 탄소가 생물체 내외를 드나들면서 일시적 조성비가 달라질 수 있다. 그래서 국제표준시료(PDB)에서13C/12C의 비율을 정해 놓았는 데, 이의 차이를 δ13C값으로 표현한다 AOAC(2001). 즉 -23‰이라면, 국제표준시료보다 23‰(2.3%) 적다고 보면 된다. 벌꿀의 주원료인 꽃꿀도 자당(sucrose)이 대부분이다. 사탕수수, 사탕무, 옥수수 시럽 등에서 뽑아내는 설탕도 주성분이 자당(sucrose)이다. 그렇다면 이 두 계열의 자당을 어떻게 구분할 수 있을까? 여기서 식물의 당 합성 경로를 살펴 보아야 한다. 설탕을 생산하는 사탕수수, 옥수수 등은 C4 cycle을 이용한 광합성을 통해 당을 생산하고, 이당의 δ13C값(탄소 동위원소 값)이 -10에서 -20‰인데 반하여, 주요 밀원에서 생산되는 당은 C3 cycle을 통해 당을 생산하고, δ13C값은 대개 -23에서 -27‰ 정도로 분포한다는 사실에 기인한 분석법이다. 이를 기반으로 탄소안정동위원소비율 분석법이 개발된 것이다. 

        미국에서 분석한 119개의 순수벌꿀 샘플에서 측정된 δ13C 값은 평균 -25.4‰(범위는 -22.5 ~ -27.4‰, 표준편차 0.98)이었다. 규제를 위한 순수벌꿀의 기준을 표준편자의 4배로 정할 경우, 판정 오류의 확률은 0.001%로 줄어드나 최저점인 -21.5‰(-25.4+0.98×4)는 C4 설탕의 20% 혼합을 의미하게 된다. 이러한 이유로 인해 미국양봉협회에서는 TLC(thin layer Chromatography)를 통한 추가 분석을 통해 2배 표준편차에 해당하는 -23.5‰ 기준을 추가하였다. 1978년 미국양봉협회(ABF)에서는 TLC와 Hydroxymethylfurfural(HMF) 분석을 통해 벌꿀을 분석하고 의심되는 시료만을 추가적으로 SCIRA하였다. 1979년부터 6년에 걸친 분석 시료에서 약 20% 정도가 불합격 판정을 받았다. 이후 식물의 종류에 따라서 δ13C값이 달라질 수 있다는 가설이 제기되고, 귤(citrus), CAM(Crassulacean acid metabolism) 식물(선인장 등의 다육식물) 등도 δ13C 값이 매우 낮음(-12 ~ 18)이 밝혀졌다(Ziegler et al., 1979). 

        좀 더 정확한 판정을 위하여 내부기준 탄소안정동위원소분석법(Internal standard SCIRA)이 개발되었는데 이는 순수벌꿀의 평균 안정동위원소 값 대신 벌꿀에서 추출해낸 단백질을 내부 기준으로 삼는 것이다. 이 근거는 다음과 같다. 동물 또는 동물의 생산물의 δ13C값은 전적으로 먹이에 의해 결정된다. 꿀벌은 꽃꿀/벌꿀과 꽃가루를 먹는다. 벌꿀에 존재하는 단백질은 거의 대부분 꽃꿀을 전화, 숙성하기 위해 꿀벌이 분비한 효소들이다. 따라서 벌꿀 속 단백질과 꿀벌은 비슷한 δ13C를 가질 것이다. 벌집에서 꿀을 추출한 후에 C4 당류를 섞으면, 혼합꿀의 δ13C 값은 변하지만, 단백질의 δ13C값은 변하지 않는다. 따라서 ISCIRA 지수(δ13C 단백질~δ13C 벌꿀)가 양수이면 C4 당류가 포함되지않았다고볼수있고, 음수이면 포함됐다고 할 수 있다. 이때 양수인 값을 제외하고 음수인 값을 negative difference로 정의한다. 이렇게 해서 1.0‰의 차이는 약 7%의 설탕혼입과 대응된다. 이 방법은 1992년에 공식적으로 인정되었고(AOAC method 991.41; White et al., 1998에서 인용) 다양한 지역에서 검증되고 향상되었다(Cotte et al., 2007; Yoo et al., 2010). 이 방법을 이용했을 때 가장 큰 장점은 같은 기계를 이용한 두 변수 측정치의 차이를 보는 것이기 때문에 실험실적오류, 기계나 과정 상에 발생하는 오류를 제거하기가 용이하다는 점이다. 이 새로운 방법을 통해 지난 90년대 중국에서 미국, 독일, 영국, 캐다나 등지로 수출된 303건의 벌꿀 분석 결과, 23.5‰ 이상이면서도 ISCIRA 기준을 추가했을 때, 약13%가 불량으로 판정이 되었으며, 18~23.4 사이의 벌꿀은 80.3%가 불량으로 판정되었다(White et al., 1998). 따라서 δ13C값 23.5‰ 이하 1978년대의 기준임이 분명하다. 즉, 벌꿀에 설탕 등을 혼합하여 δ13C값이 -23.5‰까지만 맞춘다면 불량 꿀을 구분해 낼 수 없다는 점이다. 이에 ISCIRA index 1.0‰을 추가되었다. Codex 기준에도 벌꿀 순도 분석 표준 방법으로 ISCIRA 를 채택하였다. 이 방법을 통해 벌꿀에 C4 당류(사탕수수나 옥수수 시럽 등)의 혼입은 밝혀낼 수 있으나, C3 식물 유래의 당(예, 사탕무)은 구분해 낼 수 없다. 또 한가지 단점은, 벌꿀 속에 혼재한 단백질을 분석하는 방법인 데, 단백질 함량이 매우 적다는 점이다. 벌꿀 100g 속에 단백질은 대개 58~86mg 밖에 존재하지 않기 때문에 객관적 시료 확보가 어렵다. 

        Giraudon et al.(2000)은 Deuterium NMR을 이용하여 SCIRA, MS 등의 자료를 보충할 수 있는 근거를 마련했다. 기본적으로 벌꿀을 발효하여 만들어낸 에탄올에서 동위원소 구성을 살펴보는 것으로, 이를 이용하면 당 유래 식물을 구분할 수 있다는 점이다. 이를 좀 더 개선하여 Cotte et al.(2007)은 단일 밀원에서 생산된 벌꿀을 비교 분석한 결과 대부분의 단일 밀원 벌꿀은 δ13C 25‰ 내외로 나타났다. 따라서 본 방법을 통하면 C3 식물에서 생산된 당의 혼입 등도 보다 효과적으로 검출할 수 있겠다. 지속적인 벌꿀 품질의 분석, 개선 노력이 양봉 산업의 지속적 발전을 위해 필요하다. 
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