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            초록
          
        

        
          Propolis is a resinous substance collected by honeybees to seal honeycomb, which has been used with broad clinical applications. The chemical characteristics of propolis are linked to the diversity of geographical location, plant sources and bee species. The aim of this study was to characterize Korean propolis components and quantifying their component content by ultra-performance liquid chromatography (UPLC). Methanol extracts of propolis were comprehensively analysed by UPLC for the isolation and quantification of pinocembrin in propolis of different geographic. All of the propolis samples, except that from Jeju island, contained pinocembrin. Concentration of pinocembrin ranged between the 11.0~38.1mg/g. Concentration of pinocembrin showed some variation among the propolis samples from different origins. The pinocembrin of the analysed propolis samples confirm its affiliation to the Korean propolis.
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      서 론
      프로폴리스는 꿀벌(Apis mellifera L.)의 일벌이 식물의 진액을 수집하여 타액 등으로 가공한 후 대시로 씹은 끈적끈적한 물질의 양봉산물이다(Fearnley, 2001). 프로폴리스의 성분은 수집원이 되는 식물의 종류나 계절에 따라 차이가 있으며, 주로 flavonoids, phenolic acids 등의 유기화합물로 구성되어있다(Markham et al., 1996; Fearnley 2001; Kuropatnicki et al., 2013). 꿀벌은 프로폴리스를 벌통 내부에 발라 세균과 바이러스 등의 병균을 막는 성벽과 같은 역할을 한다(Fearnley 2001). 역사적으로 오래 전부터 프로폴리스의 다양한 생리활성효과로 인해 의료용 소재로 활용되어 왔으며, 우리나라에서는 치주질환 및 항산화 기능을 갖는 기능성식품원료로 사용되고 있다(Korea Food & Drug Administration 2010). 프로폴리스의 항균작용에 대한 연구는 1948년 브라질산 프로폴리스에서 Straphylococcus aureus에 대한 항균효과가 밝혀짐에 따라 브라질산 프로폴리스에 대한 다양한 세균 및 진균에 대한 항균효과가 규명되었다(Guzman 2014; Silva-Carvalho et al., 2015). 그러나 프로폴리스는 성분은 지역에 따른 식물분포, 기후에 따라 다양한 성분의 차이를 갖고 있으며, 성분의 차이에 따라 프로폴리스의 생리활성도 다르게 나타나는 것으로 알려져 있다(Bankova et al., 2000; Banskota et al., 2001; Huang et al., 2014). 이러한 성분의 차이로 인해 많은 나라에서는 프로폴리스 성분의 표준화 및 차별화를 위하여 자국 내에서 생산되는 프로폴리스의 성분을 구명하고 데이터베이스 구축을 위한 연구가 활발히 이루어지 있다. 우리나라에서도 프로폴리스의 생리활성 뿐만 아니라 성분에 대한 연구가 오래전부터 이루어지고 있으며, 제주도 지역의 식생과 기후가 다른 지역과 달라 프로폴리스의 성분에 있어서도 많은 차이를 갖고 있다고 알려져 있다(Jeong et al., 2003, 2010). 그러나 국내에서 채취되고 있는 프로폴리스에 대한 성분의 데이터베이스 구축 및 분석법에 대한 연구는 물론 외국산 프로폴리스와의 차별화에 대한 연구가 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 국내에서 채취한 프로폴리스로부터 단일 성분을 분리하고, 분리한 성분의 구조 동정을 통해 데이터베이스를 구축하여 국내산 프로폴리스의 다양한 식의약소재 개발과 외국산 프로폴리스와의 차별화를 위한 기초자료 이용하고자 하였으며, 이들 성분을 분석하기 위한 분석법을 개발하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        공시 시료
        연구에 사용한 시료는 국내 양봉농가에서 2014년도에 채집된 프로폴리스 원괴를 직접 구입하여 실험에 사용하였다(Table 1, Fig. 1). 각 지역의 양봉농가 임의로 한 곳을 지정하여 1kg의 시료를 수집하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Map of propolis samples collected from different locations throughout Korea.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Propolis samples collected from different locations throughout Korea
          
          

        

        
          
            
              	Sample name
              	Collecting area
              	Year of sample
              	Location of apiary
            

          
          
            	GWP
            	Gangneung
            	2014
            	1
          

          
            	GGP
            	Anseong
            	2014
            	2
          

          
            	CBP
            	Cheongju
            	2014
            	3
          

          
            	CNP
            	Dangjin
            	2014
            	4
          

          
            	JBP
            	Jeonju
            	2014
            	5
          

          
            	JNP
            	Gwangju
            	2014
            	6
          

          
            	GBP
            	Andong
            	2014
            	7
          

          
            	GNP
            	Changnyeong
            	2014
            	8
          

          
            	JJP
            	Jeju
            	2014
            	9
          

        

        

      

      
        시약 및 기기
        프로폴리스의 구성성분 추출 및 성분분리에 사용한 methanol, hexane, methylene chloride, ethyl acetate 및 butanol은 SK chemical(Seongnam, Korea)사, HPLC 등급의 분석용매 acetonitrile은 Burdik & Jackson(MI, USA)사, TLC plate(layer thickness 0.25mm, 20×20cm, Art. No. 5715) 및 silica gel(40~63μm, Art. No. 9385)은 Merck(Darmstadt, Germany)사, MCI gel은 Mitsubishi chemical(CHP20/P120, Tokyo, Japan)사에서 구입하였다. NMR spectrometer는 JEOL(Tokyo, Japan)사의 JNMECA600(600 MHz)을 사용하였으며, NMR용 DMSO-d6는 Cambridge Isotope Laboratories(MA, USA)사에서 구입하였다.

      

      
        추출 및 분리
        프로폴리스 원괴 70g을 methanol로 60분간 3회 초음파 추출하였다. 추출액은 여과한 후 감압하에 농축하여 methanol 추출물 38.7g을 얻었다. 얻어진 methanol 추출물을 10배수의 3차 증류수에 현탁시키고 계통분획법에 의하여 hexane, ethyl acetate, 수포화 butanol 순으로 분획하였으며, 각각의 분획물을 농축한 후 수득한 무게는 5.5g, 32g, 0.7g이었다. Ethyl acetate 분획물 30g에 대하여 MCI gel 컬럼 크로마토그래피를 실시하고 methanol(20%→100%)로 용출시킨 후, TLC로 분석하여 유사한 Rf(retention factor)치를 나타내는 9개의 소분획으로 나누었다(GPEF 1-9). 이들 분획 중 주요성분이 함유된 GPEF 5(12g)에 대하여 silica gel을 충진시킨 컬럼에 methylene chloride:methanol(99:1→50:50)을 이동상으로 사용하여 8개의 소분획(GPEF 51-58)으로 나누었으며, 이들 소분획 중 결정이 석출된 GPEF 56을 여과한 후, methanol로 재결정하여 침상결정을 가진 화합물 1(325mg)을 분리하였다.

      

      
        정량분석
        분리한 성분의 정량 분석을 위한 최적 방법을 구축을 위하여 9개 지역으로부터 수집한 프로폴리스 원괴를 80% ethanol을 사용하여 5mg/mL이 되도록 만든 후, 초음파 추출기에서 45분간 추출하여 전 처리하였다. 추출액은 0.2μm PTFE 필터로 여과하여 분석에 사용하였다. 정량분석에 사용된 기기는Waters(MA, USA)사의 PDA(photo diode array)검출기가 장착된 Acquity UPLC I-Class를 사용하였다. Waters사의 BEH C18(50×2.1mm, 1.7um)컬럼을 사용하여 Table 2와 같은 조건으로 정량 분석하였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Conditions for UPLC analysis of compound 1 from Korean propolis
          
          

        

        
          
            
              	UPLC condition
            

          
          
            	Column
            	Acquity UPLC BEH C18(50×2.1mm, 1.7μm)
          

          
            	Flow rate
            	0.5mL/min
          

          
            	Injection volume
            	2.0μL
          

          
            	Detection wavelength
            	290nm
          

          
            	Column temperature
            	40°C
          

          
            	Mobile phase
            	Time (min)
            	A1 (%)
            	B2 (%)
          

          
            	0
            	24
            	76
          

          
            	5
            	25
            	75
          

          
            	14
            	36
            	74
          

        

        
          
            1acetonitrile
          

          
            20.1%(v/v) H3PO4 in water
          

        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      화합물 1은 무색의 침상결정으로 1H-NMR(600 Hz, DMSO-d6) spectrum으로부터 δ12.8(1H, s)에서 hydroxyl로 추정되는 피크가 관찰되었다(Fig. 2A, Table 3). 전형적인 aromatic protons가 나타나는 δ7.52-7.41 영역에서 multiplet으로 5개의 olefinic methine proton signal이 관찰되어 benzene ring의 존재가 확인되었다(Fig. 2A, Table 3). 또한 δ5.93과 δ5.90에 관찰된 olefinic methine proton signal은 benzene ring에서 meta-coupling(J=1.8 Hz)을 보이는 것으로 확인되었으며, δ5.58에서 관찰된 oxygenated proton signal과 δ3.26 및 δ2.78에서 관찰된 methylene proton이 서로 vicinal coupling을 하는 것으로 나타나 flavanone 계열 화합물임을 알 수 있었다(Fig. 2A, Table 3). 13C-NMR(150 MHz, DMSO-d6) spectrum으로부터 15개의 carbon signal을 확인하였고, DEPT 90 및 135 spectra를 통하여 δ196.0, 163.5, 166.8, 162.8, 101.8 및 138.7에서 quaternary carbon 6개, δ42.1에서 methylene carbon 1개, δ78.4, 96.0, 95.1, 126.7, 128.6에서 methine carbon 8개가 관찰되었으며, HMBC spectrum을 이용하여 proton과 carbon의 상관관계를 확인하였다(Fig. 2B, Table 3). 상기 결과와 문헌치(Zhou et al., 1999)를 비교하여 화합물은 1 flavanone 계열의 pinocembrin (5,7-dihydroxy-2-phenyl-2,3-dihydrochromen-4-one)으로 동정하였다(Fig. 3).

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          NMR analysis of compound 1. A is 1H-NMR. B is 13C-NMR.
        
        

        

      

      
        
        

        Fig. 3. 
				
        

        
          Chemical structure of pinocembrin.
        
        

        

      

      
        Table 3. 
				
        

        
          1H-NMR (600 MHz), 13C-NMR (150 MHz) and HMBC correlations data of compound 1 in DMSO-d6
        
        

      

      
        
          
            	Position
            	δC (ppm)
            	δH (ppm)
            	HMBC correlations (1H 13C)
          

        
        
          	2
          	78.4
          	5.58 (1H, dd, J=12.8, 2.8 Hz)
          	C-2' ,6'
        

        
          	3a
          	42.1
          	3.26 (1H, dd, J=17.4,12.8 Hz)
          	C-4,10,1'
        

        
          	3b
          	2.78 (1H, dd, J=17.4, 2.8 Hz)
        

        
          	4
          	196.0
          	
          	
        

        
          	5
          	163.5
          	12.8 (1H, s, -OH)
          	C-6,10
        

        
          	6
          	96.0
          	5.90 (1H, d, J=1.8 Hz)
          	C-5,7,8,10
        

        
          	7
          	166.8
          	
          	
        

        
          	8
          	95.1
          	5.93 (1H, d, J=1.8 Hz)
          	C-6,9,10
        

        
          	9
          	162.8
          	
          	
        

        
          	10
          	101.8
          	
          	
        

        
          	1'
          	138.7
          	
          	
        

        
          	2' ,6'
          	126.7
          	7.52 (2H, dd, J=7.3, 1.8 Hz)
          	C-1' ,3' ,5'
        

        
          	3' ,4' ,5'
          	128.6
          	7.41 (3H, m)
          	C-1' ,2'
        

      

      

      Pinocembrin은 온대지역에서 채집되는 프로폴리스의 특징을 갖는 B-ring에 hydroxyl과 같은 치환기가 없는 대표적인 flavonoid 성분으로 알려져 있다(Banskota et al., 2001; Huang et al., 2014). Table 4에 각 지역에서 채집된 프로폴리스로부터 pinocembrin을 정량한 결과 11.0에서 38.1mg/g의 범위에서 확인되었으며, 아열대기후를 갖는 제주도에서 채취한 프로폴리스에서는 전혀 검출되지 않았다(Fig. 4, Table 4). 또한 pinocembrin의 함량에서 있어서도 전주와 광주 등 비교적 기온이 높은 지역에서 채취한 프로폴리스에서는 적은 양을 갖고 있었으며, 강릉, 안동 등 사계절이 뚜렷한 지역에서는 함량이 높게 검출되었다. Pinocembrin은 온대지역에서 채취되는 프로폴리스의 특성 중의 하나로, 항진균 및 뇌신경 활성화 효능을 갖는 성분으로 알려져 있다(Metzner et al., 1977; Bankova et al., 2000; Liu et al., 2008).

      본 연구결과를 통해 프로폴리스로부터 pinocembrin의 정량 정성분석법을 확립하였으며, pinocembrin의 성분이 풍부한 국내산 프로폴리스를 이용하여 항진균 및 뇌신경 활성화 기능을 갖는 다양한 제품 개발이 가능할 것으로 사료된다.

      
        
        

        Fig. 4. 
				
        

        
          UPLC chromatograms of (A) pinocembrin and (B) propolis samples collected from different locations throughout Korea.
        
        

        

      

      
        Table 4. 
				
        

        
          Content of pinocembrin in propolis samples collected from different locations throughout Korea
        
        

      

      
        
          
            	Position
            	Content (mg/g)
          

        
        
          	GWP
          	34.3±0.02
        

        
          	GGP
          	24.0±0.06
        

        
          	CBP
          	29.4±0.04
        

        
          	CNP
          	22.4±0.04
        

        
          	JBP
          	19.4±0.07
        

        
          	JNP
          	11.0±0.05
        

        
          	GBP
          	33.3±0.08
        

        
          	GNP
          	38.1±0.08
        

        
          	JJP
          	ND
        

      

      

    

    

  
    
      적 요
      국내 프로폴리스 성분 특성을 알아보고자 제주도를 포함하여 9개 지역으로부터 프로폴리스를 채집하여 성분 분석을 하였다. 그 결과 제주도를 제외하고 모든 지역에서 pinocembrin 성분이 분리되었으며, 이는 pinocembrin이 사계절이 뚜렷하고 기온이 비교적 낮은 산간지역에서 채취한 프로폴리스의 특성 중 하나로 우리나라에서도 일치하였다. 항진균 및 뇌신경 활성 성분인 pinocembrin을 함유한 프로폴리스의 다양한 식의약품을 개발하는 데 있어 지표 성분으로 뿐만 아니라 외국산과의 차별화에도 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 UPLC를 사용하여 프로폴리스로부터 pinocembrin를 정량 정성하는데 방법을 확립하였다.
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