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Abstract

A central composite design was used to optimize extraction of propolis materials using ethanol. The independent 
variables in extraction experiments were ethanol concentration (50, 60, 70, 80, 90%, v/v) and extraction time (1, 
2, 3, 4, and 5 h). Higher ethanol concentration and shorter extraction time increased total polyphenol content, but 
total polyphenol concentration began to decrease when ethanol concentration was higher than 80% (v/v). Ethanol 
concentration was more important than extraction time in optimization of total polyphenol content in propolis extracts. 
Electron-donating ability increased with ethanol concentration and shorter extraction time, with ethanol concentration 
being of greater significance. Antioxidant ability in extracts was optimal at an ethanol concentration of 65–75% 
and with an extraction time of 2.2–3.6 h. Nitrite-scavenging ability was increased with use of higher ethanol 
concentration and shorter extraction time. Total flavonoid content was maximized with an ethanol concentration 
of 68–82% and an extraction time of 2.4–3.7 h. Total flavonoid content was affected by both ethanol concentration 
and extraction time. By superimposition of contour plots, an ethanol concentration of 72–82% and an extraction 
time of 2.2–3.3 h were optimal for preparation of propolis extracts.
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프로폴리스는 꿀벌이 유해 세균이나 바이러스로부터
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 Phone：82-41-540-5645, Fax：82-41-544-4151

보금자리를 보호하고 청결한 환경을 유지하기 위해 수목에

서 얻은 수액에 봉납이나 타액을 혼합시켜 만든 점착성

있는 수액상의 천연 물질로서 황갈색의 천연 화합물이다

(1). 프로폴리스의 성분은 약 150종 이상의 화합물을 포함하

고 있는 것으로 알려져 있으며, 주성분은 polyphenol이다.

Flavonoid, phenolic acid 및 ester, phenolic aldehyde, ketone,
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다량의 왁스수지, 발삼, 정유, 화분 등이 있으며 이 외에

각종 비타민 및 미네랄도 함유하고 있다. 이러한 성분은

프로폴리스의 채집 산지나 시기, 주위의 식물 등에 따라

종류, 함량에 차이가 있으며 효능에도 차이가 있다(2). 프로

폴리스는 항균효과(2), 항바이러스 작용(2), 항염증(3), 항암

작용(4), 항산화능(5,6) 등의 여러 생리활성이 보고된 바

있으며 관련 연구가 활발히 진행되고 있다.

외국에서는 현재 프로폴리스를 이용한 제품으로 캅셀,

팅크제, 타블렛, 화장품, 치약, 구강청정제 및 일광차단제

등의 재료와 첨가제로 다양하게 이용되고 있다(7). 프로폴

리스가 광범위하게 이용되고 있는 동구 유럽이나 호주, 브

라질 등에서는 이미 오래 전부터 프로폴리스에 대한 심도

있는 수많은 연구가 진행되고 있으나 국내의 프로폴리스

관련 연구는 아직 체계적인 연구가 부족한 실정이다.

프로폴리스를 이용한 응용제품 관련 국내 연구로는 프로

폴리스를 이용한 육류양념소스 개발(8), propolis 수용성분

말 제조 및 이를 첨가한 빵의 저장 중 품질변화(9), 프로폴리

스 첨가 양미리 연육 튀김, 어묵의 품질특성(10), 프로폴리

스를 이용한 숙취 해소 음료(11) 등이 있으며, 프로폴리스

추출과 관련된 연구로는 용매별 추출물의 생리활성(12),

에틸 알코올로 추출한 프로폴리스의 이화학적 특성(13) 등

이 있다.

프로폴리스는 다양한 생리활성을 지닌 소재로서 건강기

능성 제품으로 각광받고 있으며, 대중에게 효능과 우수성

이 널리 확대되고 있는 추세이다. 따라서, 본 연구에서는

영덕군 일대에서 수집된 프로폴리스를 이용하여 다양한

응용제품 개발에 앞서 프로폴리스의 에탄올 추출조건에

따른 플라보노이드, 항산화능 등의 품질특성을 살펴보고자

하였다.

재료 및 방법

재 료

본 실험에 사용한 프로폴리스는 경북 영덕군 일대에서

2003년에 채취한 시료를 구입하여 사용하였다.

에탄올 추출조건 설정을 위한 실험계획

본실험에서는반응표면분석법(response surface methodology,

RSM)(14)을 이용하여 추출조건에 따른 추출물의 이화학적

특성을 모니터링하고 최적 추출조건을 예측하였다. 추출조

건의 최적화를 위한 실험계획은 중심합성계획법(15)에 의

하여 설계하였고, 반응표면분석법을 위해서는 SAS

(statistical analysis system) 프로그램(16)을 사용하였다. 중

심합성계획에서 독립변수(Xn)는 예비실험 결과 유효성분

의 함량이 높을 것으로 예측되는 범위로서 에탄올 농도(5

0～90%, X1) 및 추출시간(1～5 hr, X2)으로 설정하여 실험계

획은 -2, -1, 0, 1, 2로 5단계로 부호화하였다(Table 1). 프로폴

리스 추출물의 이화학적 특성에 관련된 종속변수(Yn)로는

총 페놀성 화합물 함량(Y1), 전자공여능(Y2), 아질산염소거

능(Y3), 항산화능(Y4), quercetin(Y5), t-cinamic acid(Y6),

kaempferol(Y7), isorrhamnetin(Y8), chrysin(Y9), acacetin(Y10),

total flavonoid(Y11) 함량을 설정하였으며, 추출조건별로 프

로폴리스에 대한 용매비는 10 mL/g으로 하여 추출을 실시

하였다.

Table 1. Experimental design of ethanol extraction conditions for
propolis

Extraction condition -2 -1 0 1 2

X1 Ethanol concentration (%) 50 60 70 80 90

X2 Time (hrs) 1 2 3 4 5

총페놀성 화합물의 함량 측정

총 페놀성 화합물 함량은 Folin-Denis법(17)에 따라 비색

정량하였다. 각 시험용액을 일정하게 희석한 검액 2 mL에

Folin-Ciocalteu 시약 2 mL를 가하여 혼합하고, 3분 후 10%

Na2CO3 2 mL를 넣어 진탕하고 1시간 실온에서 방치하여

700 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질로는 tannic

acid를 5～50 μg/mL의 농도로 조제하여 검량곡선의 작성에

사용하였다.

전자공여능 측정

시험용액의 전자공여능은 DPPH를 사용한 방법으로 측

정하였다(18). DPPH 시약 12 mg을 에탄올 100 mL에 용해

한 후 증류수 100 mL를 가하고 50% 에탄올 용액을 공시험

으로 하여 517 nm에서 DPPH 용액의 흡광도를 약 1.0으로

조정하였다. 이 용액 4 mL를 취하여 시험용액 1 mL와 혼합

한 후 상온에서 10분간 방치시킨 다음 517 nm에서 흡광도

를 측정하여 시료첨가구와 무첨가구의 흡광도 차이를 백분

율(%)로 표시하여 전자공여능으로 하였다.

  공시험의흡광도
시료첨가시의흡광도 ×

아질산염 소거능 측정

프로폴리스 추출물에 대한 아질산염소거능은 Gray와

Dugan의 방법(19)에 준하여 측정하였다. 1 mM Na2NO 1

mL에 각각의 추출시료를 첨가하고, 여기에 0.1 N HCl을

사용하여 pH 1.2로 조정한 반응용액을 10 mL로 하여 37℃

에서 1시간 반응시킨 후, 반응액 1 mL를 취하여 2% 초산

용액 5 mL를 첨가한 다음 Griess 시약 0.4 mL를 가하여

혼합하고 15분간 정치 후 520 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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 
 ×

N : 아질산염 소거율

A : 1 mM 아질산나트륨(NaNO2) 용액에 시료를 첨가하

여 1시간 방치시킨 후의 흡광도

B : 아질산나트륨(NaNO2) 용액의 흡광도

C : 시료자체의 흡광도

항산화능 측정

프로폴리스 추출물들의 항산화능은 Rancitometer를 이

용하여 측정하였으며, 전도도(conductivity)가 급격하게 증

가되는 시점까지를 유도기간으로 계산하여 항산화 정도를

측정하였다. 또 항산화지수(antioxidant index, AI)는 각 추

출물을 첨가한 실험구의 유도기간을 무첨가구의 유도기간

으로 나눈값으로 구하였다. 측정 조건은 시료 2.5 g을 반응

조(reaction vessel)에 취하고, 증류수를 측정조(measuring

vessel)에 넣은 후 반응온도 110℃, 공기유입속도(air flow

rate) 20 L/hr로 하여 산화 안정성을 비교하였다.

AI= 각 추출물을 첨가한 실험구의 유도기간무첨가구의 유도구간
플라보노이드 성분 분석

프로폴리스 추출물에 함유된 플라보노이드 성분분석은

고속액체크로마토그래피(High-Performance Liquid Chromatography,

HPLC)를 이용하여 실시하였다. 표준물질인 쿼세르틴

(quercetin), t-시나믹산(t-cinnamic acid), 켐프페롤(kaempferol),

이소람네틴(isorhamnetin), 아카세틴(acacetin) 및 크리신

(chrysin)은 시그마사(Sigma Co., U.S.A)에서 구입하여 사용

하였으며 이 때 사용된 HPLC의 분석 조건은 Table 2와

같다.

Table 2. Operating condition of HPLC for analysis of flavonoids

Specification Condition

Instrument Shimadzu LC-10AT, Co.

Column Shim-pack ODS
(4.6 mm * 250 mm, pore size 5 μm, Shimadzu Co.)

Column temperature 35℃

Mobile phase Acetic acid : Methanol : Water = 5 : 75 : 65 (v/v)

Flow rate 1 mL/min

Detector UV 254 nm

결과 및 고찰

총 페놀성 화합물 함량에 대한 추출조건의 영향

추출물에 대한 총 페놀성 화합물의 함량은 Table 3에

나타내었으며, 반응표면은 Fig. 1에 나타내었다. 총 페놀성

화합물 함량에 대한 추출물의 회귀식의 R
2
는 0.8838으로

10% 유의수준에서 유의성이 인정되었다. 예측된 정상점은

최대점으로 최대값은 2.58%로 예측되었으며, 이 때의 추출

조건은 에탄올 농도 73.91% 및 추출시간 3.08시간이었다

(Table 6). 총 페놀성 화합물 함량은 에탄올 농도가 높을수록

증가하다가 80% 이상에서는 감소하는 것으로 나타났으며

(Fig. 1), Table 7과 같이 추출시간보다는 에탄올 농도에

더 큰영향을 받는 것으로 나타났다. Jeong 등(20)의 연구에

서는 프로폴리스의 각 용매별(에탄올 농도 0, 50, 75, 95%)

Table 3. Experimental data on polyphenol content, electron
donating ability, antioxidant, nitrite-scavenging ability(pH 1.2) of
propolis ethanol extract by contral composite design for response
surface methodology

Exp.
No.

Extraction condition Total
polyphenol

content
(mg %)

Electron
donating
ability
(%)

Antioxidant
ability
(AI)

Nitrite-scavenging
ability

(in pH 1.2)
(%)

Ethanol
concentration

(%)

Extraction
time (hr)

1 80 (1) 4 (2) 2.13 74.28 2.39 97.59

2 80 (1) 2 (-1) 2.22 79.84 2.57 98.61

3 60 (-1) 4 (2) 2.05 70.73 2.23 96.07

4 60 (-1) 2 (-1) 2.10 72.58 2.46 96.62

5 70 (0) 3 (0) 2.62 74.51 2.88 97.61

6 70 (0) 3 (0) 2.62 74.51 2.88 97.61

7 90 (2) 3 (0) 2.20 76.29 2.09 99.00

8 50 (-2) 3 (0) 1.21 66.45 2.14 95.83

9 70 (0) 5 (2) 2.16 69.19 2.29 97.12

10 70 (0) 1 (-2) 1.92 70.30 2.34 96.84
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Fig. 1. Response surface plot for total polyphenol content in ethanol
extraction condition of propolis.
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추출물 100 g에 함유되어 있는 총 polyphenol 화합물의 함량

을 조사한 결과 70% 에탄올 추출물이 3.59%로 가장 많이

함유되어 있었으며, 50% 에탄올 추출물 3.52%, 95% 에탄올

추출물 3.41% 및 물 추출물이 1.17% 순으로 나타난 것으로

보고한 바 있다.

전자공여능에 대한 추출조건의 영향

DPPH는 자유기(free radical)의 안정된 모델로서 반응 중

DPPH의 감소는 radical의 소거 반응이 진행됨을 예측할

수 있어 radical에 의한 지질과산화의 초기 반응의억제 정도

를판단할수 있다. 프로폴리스의 각 추출물에 대한 전자공

여능을 측정한 결과는 Table 3과 같다. 추출물의 전자공여

능에 대한 R
2
는 0.8925로 5% 이내의 유의성이 인정되었다.

예측된 정상점은 최대점으로 전자공여능의 최대값에 대한

추출조건은 에탄올 농도 87.82% 및 추출시간 2.09시간이었

으며 이 때의 최대값은 78.31%이었다(Table 6). 추출물의

전자공여능은 에탄올 농도가 높을수록, 추출시간이 짧을수

록 전자공여능이 증가하는 경향을 나타내었으며, 추출시간

보다는 에탄올농도에 더 큰 영향을 받는 것으로 나타났다

(Fig. 2, Table 7). 프로폴리스 에탄올 추출물의 농도별 DPPH

radical 소거활성 실험(12)에서 프로폴리스 추출물 12 μg을

첨가했을 때 30%의 DPPH radical 소거 활성을 나타내었으

며, 100 μg 첨가구는 약 60～90%로 시료에 따라 다르게

나타났다. 추출물 중에서 낮은 농도에서는 70% 에탄올 추

출물에서 높은 활성을 나타내었으며, 농도가 증가하면서

95% 에탄올 추출물이 가장 높은 활성을 나타내었다.
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Fig. 2. Response surface plot for electron donating ability in
ethanol extraction condition of propolis.

항산화능에 대한 추출조건의 영향

추출조건에 따른 항산화능의 측정결과는 Table 3에 나타

내었고, 항산화능 측정에 대한 추출물의 회귀식 R
2
는

0.8843이며, 10% 이내에서 유의수준이 인정되었다. 예측된

정상점은 최대점으로 최대값 2.80으로 예측되었고, 이 때

추출조건은 에탄올 농도 70.37% 및 추출시간 2.80시간이었

다(Table 6). 항산화능이 가장 높게 나타난 범위는 에탄올

농도 65～75%, 추출시간 2.2～3.6시간이었으며(Fig. 3), 에

탄올 농도와 추출시간 모두영향을 받는 것으로 나타났으나

특히 에탄올농도에 영향을 많이 받는 것으로 나타났다

(Table 7). Park 등(21)의 연구에서 propolis의 항산화능이

90% ethanol 추출물보다 70%, 80% ethanol 추출물에서 보다

높게 나타난 결과와 유사한 경향을 보였다.

아질산염소거능에 대한 추출조건의 영향

프로폴리스 에탄올 추출물의 아질산염소거능은 Table

3과 같이 나타났으며, R2는 0.9155로 5% 이내의 유의성이

인정되었다. 예측된 정상점은 안장점으로 능선분석을 한

결과 최대값은 99.12%이었고, 이때 추출조건은 에탄올 농

도 89.44% 및 추출시간 2.53시간이었다(Table 6). 추출물의

아질산염소거능은 에탄올농도가 높을수록 증가하였고, 추

출시간이 짧을수록 증가하는 경향을 나타내었다(Fig. 4).

Table 7과 같이 프로폴리스의 아질산염소거능의 추출영향

은 추출시간보다는 에탄올농도가더큰영향을 미치는 것으

로 나타났다. 이 등(12)은 에탄올 농도별 프로폴리스 추출물

의 아질산염 소거능을 측정한 결과 50%, 70%의 에탄올

추출물을 농도별로 첨가하였을때약 80%의 아질산염 소거

활성을 나타내었다고 보고하였다. Seo 등(22)은 4종의 프로

폴리스 에탄올 추출물의 아질산염 소거능을 조사한 결과

42.93～83.24%를 나타내었다고 보고하였으며 이러한 활성

은 flavonoid에 기인한 것으로 보고하였다.
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Fig. 3. Response surface plot for antioxidant ability in ethanol
extraction condition of propolis.
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Fig. 4. Response surface plot for nitrite scavenging ability in
ethanol extraction condition of propolis.

Table. 4. Experimental data on quercetin, t-cinamic acid,
kaempferol, isorrhamnetin, chrysin, acacetin and total flavonoid
content of propolis ethanol extract by contral composite design for
response surface methodology

Exp.
No.

Extraction
condition Total flavonoid

Ethanol
concen
tration

(%)

Extract
time
(hr)

Quercetin
content
(mg%)

t-cinami
c acid
content
(mg%)

Kaempferol
content
(mg%)

Isorrhamnetin
content
(mg%)

Chrysin
content
(mg%)

Acacetin
content
(mg%)

Total
flavonoid
content
(mg%)

1 80 4 24.73 25.98 24.77 32.45 254.14 39.97 402.04

2 80 2 31.37 32.49 32.21 56.78 254.52 42.89 429.67

3 60 4 29.54 28.05 29.76 40.86 236.78 40.95 405.94

4 60 2 26.15 26.34 25.40 38.01 243.16 43.29 402.35

5 70 3 31.68 27.72 30.19 45.18 276.08 47.10 457.95

6 70 3 61.68 27.72 30.19 45.18 276.08 47.10 457.95

7 90 3 24.75 28.62 14.44 22.88 257.84 43.12 391.65

8 50 3 21.87 18.91 17.92 19.52 117.06 25.00 220.28

9 70 5 28.75 22.54 27.69 21.49 200.59 32.95 334.01

10 70 1 24.67 29.85 19.65 32.07 149.51 36.04 291.79

Table 5. Polynominal equations calculated by RSM program for ethanol extraction conditions of propolis

Response Second order polynomials R2 Significance

Polyphenol content YPC = - 11.027381 + 0.329292X1 + 0.916369X2 - 0.002201X1
2

- 0.001000X1X2

- 0.136339X2
2 0.8838 0.0524

Elecctron donating ability YEDA = - 16.045476 + 1.813708X1 +13.619107X2

- 0.009153X1
2

- 0.09275X1X2 - 1.32518X2
2 0.8925 0.0453

Antioxidant ability
YAA = - 6.989524 + 0.251917X1 + 0.659643X2 - 0.001816X1

2 + 0.001250X1X2

- 0.131607X2
2 0.8843 0.0519

Nitrite-scavenging ability
(pH 1.2)

YNSA = 90.063095 + 0.075958X1 + 1.213512X2 + 0.000296X1
2 - 0.011750X1X2

- 0.079196X2
2 0.9155 0.0286

Total flavonoid content
YTF = - 2216.75690 + 61.21845X1 + 288.518512X2 - 0.398754X1

2 - 0.7805X1X2

- 38.14169X2
2 0.8849 0.0514

플라보노이드 성분 함량에 대한 추출조건의 영향

프로폴리스 추출물의 플라보노이드 성분 함량은 Table

4와 같으며, 회귀분석 결과 각각의 플라보노이드 성분의

반응표면이 유사하게 나타나 총 플라보노이드 성분에 대한

반응표면 회귀분석을 실시하여 나타내었다(Fig. 5). 프로폴

리스의 각 플라보노이드 성분들의값을 모두더하여 조건별

추출물의 총 플라보노이드 함량을 계산하였다. 회귀식의

R
2
는 0.8849로 10% 이내에서 유의성이 인정되었으며(Table

5), 예측된 정상점은 최대점으로 최대값은 478.83 mg%이었

으며 이 때의 추출조건은 에탄올농도 73.99% 및 추출시간

3.02시간으로 예측되었다. 총 플라보노이드 함량의 반응표

면은 최대점의 형태를 나타내었으며, 에탄올농도 및 추출

시간의두 가지 변수 모두에서 영향을 받는 것으로 나타났

다(Table 7). Jeong 등(20)의 연구에서 프로폴리스(경남 거

창수집)의 총 flavonoid 함량은 50% 에탄올 추출물이 6.60%

로 가장 많이 함유되어 있었으며, 70% 에탄올 추출물

6.46%, 100% 에탄올 추출물 6.41% 및 물 추출물 0.74%로

보고하였다. 프로폴리스의 유효물질인 플라보노이드 성분

들을 효과적으로 추출하기 위해서는 에탄올농도 및 추출시

간 모두를 고려해야 할 것으로 사료된다.

Table 6. Predicted levels of optimum conditions for experimental
condition of ethanol extract of propolis

Responses X1
1) X2

2) Maximum Morphology

Polyphenol content (mg%) 73.91 3.08 2.58 Maximum

Elecctron donating ability (%) 87.82 2.09 78.31 Maximum

Antioxidant ability(AI) 70.37 2.80 2.80 Maximum

Nitrite-scavenging ability
(pH 1.2, %)

89.44 2.53 99.12 Saddle point

Total flavonoid content
(mg%) 73.99 3.02 478.83 Maximum

1)X1 : Ethanol concentration (%), 2)X2 : Extraction time (hr).
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최적 에탄올 추출조건의 예측

프로폴리스의 에탄올 최적 추출조건 설정을 위해 추출조

건에 따른 항산화적 특성 및 총 플라보노이드 성분에 대한

반응표면을 superimposing하여 최적조건을 예측한 결과 프

로폴리스의 에탄올 최적 추출조건의 범위는 72～82% 및

추출시간 2.2～3.2시간으로 예측되었다(Table 8).
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Fig. 5. Response surface plot for total flavonoid content in ethanol
extraction condition of propolis.

Table 7. Regression analysis for regression model of total
polyphenol content, electron donating ability, antioxidant activity,
nitrite-scavenging ability(pH 1.2) and total flavonoid content in
propolis ethanol extract

Extraction
conditions

F-Ratio

Total
polyphenol

content

Elecctron
donating
ability

Antioxidant
activity

Nitrite-scavenging
ability

(pH 1.2)

Total
flavonoid

X1

Ethanol
concentration(%)

9.90
**

8.79
**

9.13
**

13.98
**

8.45
**

X2

Extraction time
(hr)

2.63 3.72 5.14* 0.42 5.52*

*Significant at 10% level; **Significant at 5% level ; ***Significant at 1% level.

Table 8. Optimization of ethanol extraction condition for response
variables by superimposing contour maps

Extraction conditions Range of predicted condition

Ethanol concentration(%) 72～82

Extraction time (hrs) 2.2～3.2

요 약

본 연구에서는 프로폴리스의 다양한 효능을 이용한 식품

소재 개발을 위해 반응표면분석을 이용하여 프로폴리스의

에탄올 추출농도(50, 60, 70, 80, 90%)와 추출시간에 따른

항산화능, 플라보노이드 등의 품질특성을 조사하였다. 총

페놀성 화합물 함량은 에탄올 농도가 높을수록증가하다가

80% 이상에서는 감소하는 것으로 나타났으며, 추출시간보

다는 에탄올 농도에 더 큰 영향을 받는 것으로 나타났다.

추출물의 전자공여능은 에탄올 농도가 높을수록, 추출시간

이 짧을수록 전자공여능이 증가하였으며, 추출시간보다는

에탄올농도에 더 큰 영향을 받는 것으로 나타났다. 항산화

능이 가장 높은 범위는 에탄올 농도 65～75%, 추출시간

2.2～3.6시간이었다. 추출물의 아질산염소거능은 에탄올농

도가 높을수록 증가하였고, 추출시간이 짧을수록 증가하는

경향을 나타내었다. 총 플라보노이드 함량은 에탄올 농도

68～82% 및 추출시간 2.4～3.7시간 범위에서 최대 함량을

나타내었으며, 에탄올 농도 및 추출시간 모두에 영향을 받

는 것으로 나타났다. 에탄올 농도, 추출시간에 따른 반응표

면을 superimposing하여 얻은 프로폴리스의 최적 추출조건

의 범위는 에탄올 농도 72-82%, 추출시간 2.2-3.3시간 범위

인 것으로 나타났다.
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