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Abstract

Bee venom has been used as to prevent and treat bovine mastitis as natural antimicrobial compounds 
in some dairy cattle farms in Korea. It is needed to determine the residual of bee venom in milks of 
dairy cattle treated with bee venom. Since bee venom is not approved as a raw material for animal 
drugs, the preprocessing method to detect bee venom residual in milk and the tolerance limit for its 
residue has not been established yet in Korea. Therefore, the purpose of this study was to develop 
pre-processing method not affecting major component of bee venom for detection of its residue in milks 
using ultra-high performance liauid chromatography (UHPLC). In addition, bee venom residue was also 
analyzed in milk samples of dairy cattle treated for mastitis with bee venom using UHPLC with the 
developed pre-processing method in this study. As a result, melittin, histamin and phospolipase A2, the 
major components of bee venom, were all detected by UHPLC with the pre-processing method devel-
oped in this study. The results of this study suggest that the pre-processing method developed in this 
study can be useful to detect bee venom residue in dairy cattle milk. We also found that no bee venom 
residues were detected in milk samples collected from dairy cattle treated with bee venom after 1 and 
3 days, respectively.
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서    론

  가축의 생산성 증진을 위한 사양 관리 중 사료 첨

가용 항생제는 자돈 및 육계, 산란계의 성장 촉진, 사

료 효율 개선 및 질병 예방 등에 뛰어난 효과를 나타

내는 것으로 알려져 농가에서 오랫동안 사용되어 왔

다(Hays와 Muir, 1979). 특히 젖소에서 항생제를 사용

하게 되는 가장 흔한 원인은 유방염이며 세균학적 진

단을 거쳐 적절한 항생제를 투여한다(Smith 등, 2001). 

그러나 항생제의 오남용으로 인한 축산물 중의 잔류 

항생제는 소비자들로의 전이 가능성과 더불어, 분뇨

를 통한 내성 강화 병원균의 발생 가능성을 증가시킴

으로써 중대한 사회적 문제가 되었다(Burgat, 1991; 

Jung, 2006). 그로 인해 가축의 생산성에 막대한 영향

을 미치던 항생제의 사용이 2011년 7월 이후 전면 금

지됨에 따라 이를 대체할 수 있는 천연항생제의 개발

에 대한 축산농가의 관심이 증가되고 있다. 또한 소

득 증대와 식품 안전성에 대한 소비자의 의식 강화로 
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우리나라는 1989년부터 국내산 축산물의 잔류조사 

5개년 사업을 추진하여 전국적인 잔류검사 체계를 

확립하는 기틀을 마련하였고, 1991년부터 국가잔류검

사프로그램을 도입 시ㆍ도 축산물위생검사기관에서 

검사를 시작하였다. 이후 육류 중 유해성잔류물질검

사요령을 제정 고시하여 시행하고 있다(식품의약품

안전평가원, 2014). 또한 축산물을 비롯한 식품 전반

의 잔류 허용 기준 설정을 지속적으로 확대하고 있으

며, 2010년부터는 국내 또는 Codex의 잔류허용기준이 

없는 항생제 및 합성항균제가 검출될 경우, 일률기준 

0.03 ppm을 적용하도록 하는 잔류물질 기준을 강화

하는 추세이다(식품의약품안전평가원, 2014).

  순수 천연물질이면서 강력한 항균, 항염증 및 면역

증강 등의 효과를 갖는 봉독은 부작용과 잔류에 

대한 위험성이 적어 봉침요법으로 오래 전부터 관

절염, 통풍 등의 질환에 사용되어 오고 있다(김, 1992; 

Curcio-Vonlanthen, 1997). 봉독은 다양한 성분이 복합

적으로 구성되어 있는데 이중 펩타이드가 항염증과 

항균작용, 강력한 진통작용, 면역증강 등의 역할을 

한다고 알려졌다(Habermann과 Reiz, 1965; Piek, 1986). 

2005년 이후 봉독 채집장치와 봉독 정제법의 개발로 

고순도의 정제봉독이 생산됨에 따라 동물 및 인체적

용 의약품 개발 연구가 활발히 이루어지고 있다. 봉

독을 자돈 및 양계에 처리했을 때 체중 및 생존율 증

가와 같은 생산성 향상과 질병 감소에 효과를 나타낸

다고 보고되었다(Han 등, 2009a&2009b; Han 등, 

2010a). 또한, 봉독을 분만 전 교소혈(交巢穴)에 투여

한 경우 분만 소요시간 단축과 후산 정체율 감소 등 

분만효율이 개선되었으며, 발정 재귀일수와 분만간격

의 단축과 봉독을 투여한 어미소로부터 출생한 신생

송아지의 체중 증가와 질병이 감소하는 것으로 보고

되었다(Han 등, 2010b). 뿐만 아니라 황색포도상구균

(Staphylococcus aureus) 등 유방염 원인균에 의해 유발

된 젖소 유방염의 경우 봉독 투여로 체세포수가 크게 

감소하는 것으로 확인되었고, 유방염에 걸린 젖소로

부터 채취한 원유에서 분리한 균에 대한 항균력 우수

한 것으로 보고된바 있다(Han 등, 2007). 일반적으로 

천연물질의 장점은 체내에 잔류하지 않는다는 점이

나, 우유를 어린이나 유아들도 섭취하기 때문에 봉독

을 처리한 젖소의 원유에서 봉독의 잔류 여부를 조사

할 필요가 있다. 그러나, 국내에서 봉독은 아직 동물

용의약품 원료로 승인되지 않았기 때문에 우유 내 봉

독의 잔류여부를 조사하기 위한 전처리 방법이나 잔

류허용기준은도 아직까지 설정되어 있지 않다.

  따라서 본 연구의 목적은 현재 일부 젖소농가에서 

유방염 예방 및 치료를 위한 천연항생제로 사용되고 

있는 봉독의 우유 내 잔류 여부를 분석하기 위하여 

봉독 성분에 영향을 주지 않는 전 처리방법을 개발하

는데 있다. 더불어, 개발된 이 전처리 방법을 이용하

여 봉독을 처치한 젖소로부터 채취한 우유 내 봉독의 

잔류여부를 조사함으로서 향후 동물약품원료 등록의 

기초 자료로 제공하고자 한다. 

재료 및 방법

봉독 처리

  봉독은 서양종 꿀벌에 봉독 채집장치(청진테크, 한

국)를 이용하여 채취 분리한 다음 간이정제방법으로

(한 등, 2007) 정제한 정제봉독을 구입하여 사용하였

다(대한정제봉독, 한국). 본 시험은 봉독을 유방염 예

방 및 치료에 사용하고 있는 경남 창령군 소재 목장

을 시험목장으로 선택하였다. 정제봉독 투여량 및 투

여방법은 농가에서 사용하는 종래방법으로 교소혈에 

정제봉독을 생리식염수로 1,000배로 희석한 후 봉독 

0.02 mg/kg의 농도로 젖소에 주사하였다(Han 등, 2007).

원유 채취 및 전 처리

  시험에 사용한 젖소 20두에 봉독을 주사한 지 1일

과 3일 후 2차례에 걸쳐 각 젖소로부터 우유를 채취

하였다. 채취한 우유는 곧바로 냉동한 후 동결건조 

하였다. 봉독 성분의 기기분석을 위하여 동결건조한 

우유는 기존의 우유 속 항균물질 분석을 위한 전 처

리 방법을 사용하여 처리한 우유를 대조군으로 하였

고, 본 연구에서 개발한 방법을 사용하여 전 처리한 

우유를 시험군으로 하였다. 기존의 전 처리 방법을 

간략히 설명하면 우유 시료 50 mL를 5분간 원심분리 

후 지방층 아래 부분에 있는 탈지층(skim portion)을 

취하여 분석시료로 하였다(식품의약품안전처, 2014). 

본 연구에서는 봉독의 주요성분이 펩타이드 및 단백

질 성분임을 고려하여 이들 성분에 영향을 주지 않도

록 고안하여 원유를 동결건조한 후 이를 멸균증류수

로 40 mg/mL 비율로 희석하고 1시간 동안 초음파 세

척기를 사용하여 추출하였다. 초음파 추출한 우유는 

13,000 rpm으로 5분간 4oC에서 원심분리한 후 상청액

을 취하였다. 상청액은 0.45 l 맴브레인 필터를 사용
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Fig. 1. scheme of raw milks processing.

Fig. 2. UHPLC chromatograms of bee venom. A: Bee venom (5 
mg/mL), B: cow milk containing bee venom (5 mg/mL) analyzed us-
ing the pre-processing method developed in this study, C: cow milk 
containing bee venom (5 mg/mL) analyzed using general pre-process-
ing method for detection of antimicrobial residue in cow milk. H, his-
tamin; P, Phospolipase A2; M, melittin.

하여 여과하여 분석에 사용하였다(Fig. 1).

UHPLC (ultra-high performance liauid 
chromatography) 분석

  Agilent (Santa clara, CA, USA)사의 UHPLC-DAD 

1290 infinity모델에 Advanced materials technology 

(Wilmington, DE, USA)사의 Halo peptide ES-C18 (2.7 

m, 4.6×100 mm) 컬럼을 장착하여 흐름속도 2.0 

mL/min, 컬럼온도 50oC, 주입량 2 l, 검출파장 220 

nm로 설정하였다. 봉독 성분 중 멜리틴, 히스타민, 포

스포리파아제 분석을 위하여 이동상은 (A) 20 mM 

TFA/ACN (trifluoroacetic acid/acetonitrile)과 (B) 20 mM 

TFA/H2O를 이용하여 (A) 0%, 0∼6분, 유속 0.3 mL/min 

(A) 0∼10%, 6∼9분; 10∼31%, 9∼13분; 31∼33%, 13∼

16 min; 33∼40%, 16∼17 min; 40∼41%, 17∼25 min

은 유속 1.8 mL/min의 조건으로 분석하였다. 멜리틴 

분석 조건은 이동상으로 (A) 20 mM TFA/ACN과 (B) 

20 mM TFA/H2O를 이용하여 (A) 40%, 0∼4.5 min, 

(A) 40∼45%, 4.5∼9분의 조건으로 분석하였다. 모든 

시약은 HPLC 용 특급시약을 사용하였고, 멜리틴, 히

스타민, 포스포리파아제 표준품은 시그마산을 사용하

였다.

전 처리 검증

  우유를 전 처리하는 과정 중 봉독 성분의 파괴 또

는 손실 여부를 조사하기 위하여, 봉독 처치를 하지 

않은 젖소에서 채취한 우유에 정제봉독을 혼합하였

다. 정제봉독은 UHPLC를 사용하여 분석 가능한 최

소농도인 2 g/mL 비율로 우유에 첨가하였다. 첨가 

후 동일한 전 처리과정을 거쳐 UHPLC 분석을 시행

하였다.

결    과

우유 전 처리과정 검증

  젖소 유방염 예방 및 치료에 사용되는 봉침 또는 

봉독주사 후 우유 내 봉독잔류 여부를 분석하기 위하

여 Fig. 1과 같은 절차로 우유를 전 처리하였다. 전 

처리 과정 중 봉독 성분의 손실 여부를 검증하기 위

하여 우유에 정제봉독을 첨가하여 동일한 과정을 수

행한 후 성분을 분석하였다. Fig. 2A에서 보는 바와 
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Fig. 3. UHPLC chromatograms of bee venom. A: Bee venom (5 
g/mL), B: milk from dairy cow with no bee venom treatment, C: 
milk from dairy cow after 1 day of bee venom treatment. M, melittin

같이 정제봉독 5 mg/mL을 UHPLC로 분석할 경우 봉

독의 주요성분인 멜리틴과 히스타민, 포스포리파아제

가 충분히 분리 검출되었다. 또한 본 연구에서 개발

한 방법으로 수행한 전 처리과정 중에 봉독을 첨가한 

시험군에서도 정제봉독과 동일한 멜리틴, 히스타민, 

포스포리파아제 피크를 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 

그러나 봉독을 첨가하여 기존의 방법으로 전 처리과

정을 수행(대조군)하여 UHPLC로 분석했을 경우엔 

Fig. 2C와 같이 히스타민 피크는 확인되었으나 봉독

의 주요성분인 멜리틴은 물론 단백질 성분인 포스포

리파아제 성분은 확인되지 않았다.

우유 중의 봉독 잔류물질 조사 

  국내 젖소 농가에서 일반적으로 사용하는 봉독 주

사용량인 0.02 mg/kg의 정제봉독을 유방염에 걸린 젖

소의 교소혈에 주사하고 1일과 3일 후에 각각 동 젖

소들로부터 우유를 채취하였다. 채취한 우유에 대한 

전 처리과정을 거친 후 UHPLC를 사용하여 분석한 

결과, 멜리틴은 물론 히스타민, 포스포리파아제에 대

한 검출을 의미하는 피크(peak)가 전혀 확인되지 않

았다(Data not shown). 봉독 성분이 잔류하지 않는 것

으로 확인된 이러한 결과를 재 확인하기 위하여 봉독 

성분 중의 40% 이상을 차지하는 멜리틴의 최소 검출

한계량을 구한 후 동일한 분석조건으로 봉독 처리 젖

소의 우유를 분석하였다. 그 결과, Fig. 3A에서 보는 

바와 같이 UHPLC를 사용하여 멜리틴이 검출될 수 

있는 봉독의 양은 5 g/mL 이상이었다. 그러나 봉독

을 처리한 젖소로부터 각 1일과 3일째에 채취한 모든 

우유에서 멜리틴이 전혀 검출되지 않았다(Fig. 3).

고    찰

  젖소의 유방염은 유량과 유질의 저하, 유방염으로 

인한 페기 우유의 증가와 도태 및 폐사 등을 가져와 

낙농가에겐 경제적 손실을 줄 뿐만 아니라 의욕상실 

등을 초래하기 때문에 생산성 향상을 도모하기 위해

서는 젖소 유방염 예방 및 치료가 매우 중요하다(남, 

2010; 류, 2010). 젖소 유방염의 원인은 다양하며 그 

중 병원성 세균 감염에 기인된 비유기 유방염의 치료

와 건유기 유방염 예방을 위해서 매우 다양한 항생제

가 사용되고 있다(Kime 등, 1997; 남, 2010). 그러나 

항생제 투여로 인한 약제 내성균의 출현과 항생제의 

우유 내 잔류 또는 유방 전체에 흡수되어 퍼질 수 있

다는 문제가 심각하게 대두되고 있는 실정이다(Kwon, 

2011). 이러한 문제 때문에 휴약 기간을 설정하여 젖

소에 항생제를 사용했을 경우 최소한 72시간 이내에 

채취된 우유는 폐기해야만 한다. 따라서 해외는 물론 

국내에서도 항생제내성 문제와 식품안전성 문제가 

대두되면서 유방염 등 질병 방제를 위하여 항생제를 

탈피하여 생리학적 및 면역학적 요법에 의한 숙주의 

질병에 대한 저항성을 높이는 천연물질의 개발이 활

발히 연구되고 있다(Hur 등, 2006).

  봉독은 오래 전부터 인체 및 가축의 질병 치료에 

사용되어 왔다. 젖소에서도 봉독이 유방염 유발 원인

균인 Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Citrobacter 
freundii 등에 강한 항균력을 갖고 있으며, 유방염에 

감염된 젖소의 우유 내 체세포수를 크게 감소시키는 

효과가 있는 것으로 보고된 바 있다(Han 등, 2007). 

현재까지 밝혀진 봉독을 구성하는 물질은 건조봉독

의 40% 이상을 차지하는 멜리틴을 비롯한 펩티드 11

종, 효소 5종, 생리학적 활성 아민 3종 그리고 비펩티

드 성분이 4종으로 알려져 있다(Piek, 1986). 봉독의 

주요 효능인 항염증 및 항균효과를 나타내는 지표물

질로 알려진 멜리틴은 분자량 2,840로 액체크로마토

그래피를 사용하여 검출 가능하다고 알려져 있다(Piek, 

1986). 천연물질은 내성이나 축산물에 대한 잔류문제
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가 없어 항생제나 기존의 면역증가제 대체제로 사용

되고 있다. 따라서 동물용의약품 또는 사료 첨가제로

서 천연물질에 대한 축산물 잔류에 대한 기준은 설정

되어 있지 않다. 국내 젖소 농가에서도 천연물질로 

알려진 봉독을 유방염 예방 및 치료에 사용하고 있으

나, 우유 중의 봉독 잔류 여부에 대해서는 보고된 바 

없다. 또한 우유 중에 잔류하는 봉독 성분을 검출하

기 위한 전 처리 방법은 아직까지 알려져 있지 않다. 

  본 연구에서는 우유 중에 존재하는 봉독 성분의 변

화를 초래하지 않는 전 처리 방법을 개발하였다. 우

유와 봉독은 모두 단백질과 펩타이드를 주 성분으로 

하는 물질로 기존의 항균물질 분석을 위한 우유 전 

처리 방법으로는 멜리틴과 포스포리파아제 성분이 

충분히 추출되지 않았다. 이러한 단점을 보완하기 위

하여 우유를 동결건조한 다음 증류수로 희석, 초음파

를 이용하여 봉독 성분이 추출 될 수 있도록 한 후 

원심분리하여 상청액을 취하여 0.45 m로 필터링하

여 얻어진 물질을 이용해서 봉독의 주요 성분인 멜리

틴과 포스포리아제의 분석이 가능하였다. 특히 멜리

틴은 봉독 성분의 40% 이상을 차지하고 있어 봉독의 

잔류 여부를 확인하기에 가장 효율적인 성분이다. 멜

리틴이 검출되지 않는다면 10% 이하 또는 1% 이하

의 미량 성분 또한 존재하지 않는 것으로 추정할 수 

있다. 따라서 멜리틴 성분이 검출되지 않은 우유는 

봉독 성분이 검출되지 않는 것으로 판정할 수 있다. 

  또한, 본 연구를 통해 젖소에 봉독을 투여한 후 3

일째는 물론 투여 후 1일째에도 우유에서 봉독 성분

은 검출되지 않았으며, 이는 젖소를 봉독으로 처치해

도 1일 후에는 우유 내에 봉독이 잔류하지 않음을 의

미하는 것으로 보인다. 본 연구결과를 종합해 볼 때, 

천연물질인 봉독은 유방염 유발 병원균에 대한 강한 

항균력과 항염증 효과를 갖고 있어 항생제 내성문제

와 식품 안전성 문제를 해결하면서 항생제를 대체 할 

수 있는 유방염 예방 및 치료용 소재로 개발하기에 

적합한 물질인 것으로 사료된다. 
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