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            초록
          
        

        
          The mealworm (Tenebrio molitor) is now considered to be an alternative source of protein. An enzymatical digestion process may be necessary to increase the biological absorption, distribution, and metabolism of Tenebrio molitor and to maximize its biological functional activities. In this study, we acquired enzymatically hydrolyzed defatted Tenebrio molitors using water extract (WE), pressure (P), and high pressure (HP) processes. The nutritional content was significantly altered by applying pressure to the Tenebrio molitors. The crude ash and carbohydrate content decreased, but moisture content increased with the application of pressure. By increasing pressure, crude protein content increased, however crude fat content decreased progressively. The free amino acid content gradually decreased with increasing pressure. The total free amino acid content of the WE, P, and HP was 332.00, 251.82, and 222.10 mg/mL, respectively. The hydrolyzed H or HP exhibited higher antioxidative activities than WE. H showed the highest antioxidative activities (i.e. total phenolic compounds and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activities compared to WE or HP. Interestingly, HP displayed the highest level of other antioxidative activities, such as superoxide dismutase (SOD) and catalase enzyme activities. The variation in antioxidative activities by hydrolyzation methods may be due to the molecular size of the hydrolyzed proteins. All the extractions were sized under 500 Dalton and 65.42% of the HP was sized in this range and 25.98% of P was sized 500~1000 Dalton compared to WP or HP. Therefore, our logical postulation is that the lower than 500 Dalton fraction may display SOD and/or catalase enzymatic activities in HP and the 500~1000 Dalton fraction may enhance phenolic components and ABTS radical scavenging activities in H.
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      Ⅰ. 서론
      대체식품은 동물성 단백질을 대체 할 수 있는 식품으로 그 종류는 크게 식물성 단백질 기반식품, 곤충단백질 기반식품, 그리고 배양육 단백질 기반식품으로 나뉘어진다 (Kim et al. 2021). 최근 육류 중심의 소비패턴으로 변화함에 따라 단백질 소비량이 증가하고 있는 상황에서 미래의 식품시장수요를 충족시킬 수 있는 대체식품 산업이 필요한 시기가 되었다 (Kim et al. 2021). 기존 동물성 단백질을 대체하려는 사회적 관심과 더불어 대체식품시장의 증가가 빠르게 이루어지고 있다(Kim et al. 2021). 식물성기반의 대체단백질은 이미 상용화 되어있으나 필수아미노산 함량 등이 동물성단백질에 비해 상대적으로 낮은편이며, 배양육의 경우 아직까지 상용화단계 이르지 못하고 있다. 반면에 식용곤충은 지속가능한 성장에 기여하는 대체 식품자원으로서 그 산업적 가치가 증가하고 있고 유럽 북미지역같이 곤충에 대한 섭식문화가 일반적이지 않은 국가에서도 시장이 산업적으로 성장하고 있다(Wade & Hoelle 2020). 식품으로서의 식용곤충의 가치는 중요한 단백질 공급원으로서 쇠고기, 돼지고기, 닭고기 등 동물성 단백질의 대체 자원으로 이용될 수 있다. 또한, 식용곤충은 기존 단백질 공급원인 돼지, 닭 등에 비해 사육 요구공간 및 시설요구도가 낮아 육류사육에 비해 사육효율이 좋은 편이며, 사육 시 방출되는 암모니아 가스와 온실가스의 양이 현저히 적어 탄소중립 시대에 환경오염을 최소화할 수 있는 친환경적 단백질 공급원으로 기대되고 있다(Park & Kim 2018; Yoo et al. 2011). 최근 국내에서도 식용곤충을 소재화 하기 위해 많은 연구가 진행되고 있으며, 2021년 갈색거저리 유충, 장수풍뎅이 유충, 흰점박이꽃무지 유충, 누에, 메뚜기, 쌍별귀뚜라미, 백강잠, 아메리카왕거저리 및 수벌번데기 등 9종의 식용곤충이 식품원료로서 식약처로부터 인정을 받아 관련 연구가 증가하고 있다(Kim et al. 2021).

      갈색거저리(Tenebrio molitor, mealworm)는 딱정벌레목 거저리과 곤충으로서 현재 한국을 비롯하여 전 세계적으로 분포되어 있다. 갈색거저리는 강한 적응력과 짧은 생육기간, 사육기술의 편의성으로 식품소재화 및 산업화에 용이하다. 현재까지 알려진 갈색거저리 유충의 영양성분은 수분이 약 4%내외 이고 조단백질이 53~55% 내외, 조지방 28~34% 내외로 단백질 함량이 매우 높은 고단백질 소재이다(Chung et al. 2013; Yoo et al. 2013). 단백질의 기능성은 보통 생리활성 펩티드에 기인하는데, 생리활성 펩티드는 보통 저분자로 구성되어 있고 아미노산의 조성이나 서열에 따라 다양한 활성을 가진다. 따라서 갈색거저리 유충은 생리활성 펩티드에 의한 연구가 많이 진행되고 있으며 추가적으로 생체이용률을 높이기 위한 단백질 가수분해 조건 확립에 대한 연구도 많이 진행되고 있다(Yu et al. 2017). 현재까지 알려진 갈색거저리 유충 및 그의 가수분해물에 대한 기능성으로는 항산화효과가 있으며(Yu et al. 2017), 항산화효과와 연관되어 모발성장 촉진효과(Baek et al. 2017), 항균효과(Chung et al. 1995), 등이 보고되어 있다. 또한 갈색거저리의 hexane fraction은 항치매효과(Youn et al. 2014)를 가져오는 것으로 보고되어 있다.

      산화적 스트레스는 세포 시스템과 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 사이의 전자적 뷸균형 상태를 의미한다(Schieber & Chandel. 2014). 세포 내 산화환원의 균형이 무너지면 DNA, RNA 및 단백질에서 superoxide anions, hydroxyl radicals 및 과산화수소가 생성되며, 생성된 산화물질은 일중항산소(singlet oxygen)를 발생시켜 세포독성을 유발한다. 또한, 세포 내 산화적 스트레스가 누적되면 세포의 신호전달 체계를 변화시키고 DNA 손상을 유발할 수 있다(Nita & Grzybowski 2016). 포유류를 비롯한 동물 시스템 내의 산화 스트레스는 생물학적인 전자 시스템의 불균형을 초래하여 결국 암, 파킨슨병이나 알츠하이머 같은 신경계장애, 그리고 동맥경화나 심근경색등의 심혈관계의 질병을 초래할 수 있다(Gupta et al. 2014). 항산화 물질의 섭취는 또한 노화를 지연시키고 생물체 내의 대사 및 신경계 질환을 예방할 수 있다. 일반적으로 항산화 물질은 자유 반응성 라디칼 (free reactive radicals)을 포함하고 있어 세포내 산화반응을 감소시킨다(Xu et al. 2017). 이러한 항산화 기능을 가지는 급원 영양소에는 비타민C, 폴리페놀, 기능성 단백질 및 플라보노이드 등이 해당한다(Xu et al. 2017; Yu et al. 2017). 본 연구에서는 갈색거저리 유충을 가압처리 또는 초고압 처리 등 전처리 방법 별로 가수분해하여 그 이화학적 특성을 분석하고 그 기능성을 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에서 사용한 갈색거저리 유충 시료는 2021년 4월에 농업법인회사 담빛마루에서 생산 판매된 것으로 마이크로웨이브 및 열풍으로 건조된 것으로 수분함량 5% 이하인 것을 구입하여 사용하였다. 이후 각 시료에 대하여 탈지 작업을 실시하였다. 시료의 탈지는 산업용 착유기(DB-600, Dongbang Machinery Co, DaeGu, Korea)를 이용하였으며, 압력 600 kgf/cm2의 조건으로 20분씩 2번 처리하였다. 그 후 착유된 기름을 제거한 잔사를 이용하여 분말을 제조하였으며 분말의 제조는 커터밀(HR-2172; Philips, Amsterdam, Netherlands)을 이용하여 80 Mesh 의 입도의 분말을 제조하였다. 제조된 분말은 -20℃ 동결고에 저장하여 두고 실험에 사용하였다.

        단백질 가수분해 분해효소는 Alcalase®, Flavourzyme®, Protamax® (Novozymes, Bagsværd, Denmark)를 이용하였다.

      

      
        2. 초고압 처리 공정
        초고압처리는 탈지된 갈색거저리유충 분말 500 g 을 비닐팩에 넣고 진공포장하여 공기가 들어가지 않도록 잘 밀봉한 후, 초고압 추출장치(55L HPP plant, Uhde 055-60, thyssenkrupp, Duisburg, Germany)를 이용하여 500 Mpa의 압력으로 5분간 처리하였다.

      

      
        3. 가수분해물 제조
        초고압 처리 또는 미처리된 갈색거저리 유충 분말을 멸균 증류수에 용해하여 10%(w/v)의 기질용액으로 제조하였다. 기질 대비 단백질 가수분해 효소(alcalase, flavourzyme, protamax)를 각각 1%(w/w)또는 3%(w/w)가 되도록 첨가하여 55℃, 100 rpm 에서 10시간 동안 가수분해 하였고, 90℃에서 30분간 가열하여 효소를 불활성화하였다. 방랭한 후 가수분해물을 4,000 ×g에서 10분 동안 원심분리 하여 상등액을 분리하여 상등액을 취했으며, 얻어진 상등액을 다시 No. 1 및 3 filter paper(whatman, Maidstone, UK)로 여과한 여액을 취해 최종적인 단백 가수분해물을 얻었다. 단백가수분해물은 동결 건조한 후 -20℃에 보관하면서 추후 실험에 사용하였다.

      

      
        4. 단백질 가수분해도 측정
        가수분해도 측정은 Trichloroacetic acid(TCA) precipitation과 Bradford assay를 이용하였다. 20% TCA 500 μL와 가수 분해물 500 μL를 더해 4℃에서 30분간 반응시킨 후 원심분리(2560 xg, 4℃, 15min)하여 얻은 상층액의 단백질 농도를 Bradford 방법으로 측정하여 TCA 가용성 단백질 농도를 측정하였다. 총 단백질 농도를 Bradford assay를 이용하여 가수 분해물 10 μL와 Bradford dye regent 200 μL를 더해 실온에서 8분간 반응 시킨 후 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 가수분해도 산출은 아래의 식과 같이 계산하였다.
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        5. 일반성분 특성분석
        열수추출한 시료 및 가압증숙 또는 초고압 처리 후 가수분해 된 갈색거저리 유충 분말시료의 수분, 조회분, 조단백질, 조지방 등 일반성분 측정은 각각 상압가열 건조법, 킬달분석법, soxhlet 추출법, 직접회화법으로 측정하였으며, AOAC (1995)의 방법 932.06, 925.09, 923.03 등에 따라 실험하였다. 탄수화물의 함량은 전체 중 수분, 조단백, 조지방, 회분의 함량을 뺀 비율로 구하였다.

      

      
        6. GPC(Gel permeation chromatography) 분석
        열수추출한 시료 및 가압증숙 또는 초고압 처리 후 가수분해 된 갈색거저리 유충 분말시료의 단백질 크기분포를 분석하기 위하여 GPC(e2695, Waters, MILFORD, MA, USA)를 실시하였다. 가수분해물에 대한 GPC 분석은 동결건조된 상등액을 용매(증류수)를 사용하여 용해한 후 Table 1의 분석조건에 따라 수행하였으며 분자량 확인을 위한 표준품은 Polystyrene을 이용하였다. 수용성 GPC는 각각 분자량 106, 430, 1,030, 1,400, 4,290, 6,690, 12,600, 20,600의 polystyrene을 표준품으로 이용하였다. polystyrene 표준품을 이용하여 retention time에 따른 log(molecular weight) 그래프를 그린 뒤, 이를 표준곡선으로 활용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Analytical conditions of gel permeation chromatography
          
          

        

        
          
            	Instrument
            	e2695 (Waters)
          

          
            	Column
            	Ultrahydrogel 120, 250, 500, 1000
          

          
            	Column size
            	7.8mm x 300 mm
          

          
            	Buffer (Eluet)
            	Water (0.1M NaNO3)/ACN (9/1)
          

          
            	Injection volume
            	50.00 μL
          

          
            	Flow rate
            	1 ml/min
          

          
            	Detector
            	IR
          

        

        

      

      
        7. 유리아미노산 분석
        열수추출한 시료 및 가압증숙 또는 초고압 처리 후 가수분해 된 갈색거저리 유충 분말시료를 각각 0.20 g씩에 증류수 5 mL씩을 가하고 상온에서 20분간 초음파 처리한 다음 여과 후 여과액 1 mL에 7% 5-sulfosalicylic acid 수용액 1 mL를 가하고 2시간 동안 유지하여 단백질을 침전시킨 다음 원심분리 (4,500 rpm, 10분)하였다. 상등액은 검량분석 범위내로 희석한 다음 membrane filter(0.45 um)로 여과한 후 아미노산 자동분석기로 분석하였다.

        아미노산 분석기는 Sykam GmbH사 (Gewerbering, Eresing, Germany)의 S7130 amino acid reagent organizer, S5200 sample injector와 S2100 solvent delivery system을 사용하였으며, column은 cation separation column LCA K06/NA (4.6 × 250 mm)을 사용하였다. 이동상의 유속은 0.45 mL/min, ninhydrin은 0.4 mL/min으로 하였다.

      

      
        8. Total polyphenol(Folin-Ciocalteau Micro Method)
        총 페놀함량의 측정은 Folin-Denis법(Ainsworth et al. 2007)을 변형하여 실험하였다. 96 well plate에 시료와 Folin-Ciocalteu's phenol 시약을 넣고 혼합하였다. 실온에서 3분 동안 반응시킨 후, 포화 sodium carbonate 용액을 넣고 20분 동안 반응시킨 뒤, 반응용액을 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 페놀 함량은 시료 1 ml 에 해당하는 gallic acid의 용량(μg)으로 표시하였다.

      

      
        9. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (ABTS)
        ABTS assay 방법은 Re et al.(1999)의 방법을 변형하여 실험하였다. ABTS 용액은 7.4 mM ABTS와 2.45 mM K2S2O8을 포함하는 ABTS 용액에 시료를 혼합하여 실온에서 6분간 반응시킨 후, 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 항산화능은 표준품인 Trolox를 사용하였고. 해당 표준품을 이용하여 표준곡선을 작성하고, ABTS 라디칼 소거활성은 mM Trolox equavalent /µL로 나타내었다.

      

      
        10. Superoxide dismutase(SOD) 활성 측정
        SOD 활성은 sample 내의 SOD 활성을 water soluble tetrazolium salt (WST)을 이용하여 측정하였으며 측정용 kit(DG-SOD400, Dogenbio, Seoul, Korea)를 이용하였다.

        Dilution Solution에 희석된 샘플 20 μL와 WST Solution 200 μL, Xanthine oxidase 20 μL을 넣은 혼합액을 만들어 37℃에서 30분 동안 반응시킨 후, microplate reader(Infinite M Nano, TECAN, Männedorf, Swiss)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD 활성은 샘플을 넣지 않은 BNK1과 Xanthine oxidase을 넣지 않은 BNK3을 각각 계산하여 각 계산값을 뺀 값을 나눈 값으로 활성을 측정하였다. 계산식은 아래와 같다.
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        11. Catalase 활성 측정
        Catalase 활성은 H2O2의 가수분해 정도를 측정한 catalase 측정용 kit(DG-CAT400, Dogenbio, Korea)를 이용하였다. 각각의 시료를 catalase assay buffer로 희석하여 원심분리 한 후 상층액을 시료로 이용하였다. Catalase 활성은 각각의 well에 시료 25 μL와 40 μM H2O2 25 μL를 넣고 25℃에서 30분 동안 배양한 후 working solution을 첨가하여 측정하였다. 10 mM Oxi-Probe (MW=257) 50 μL, HRP (Horseradish peroxidase) solution 20 μL를 첨가한 5 ml 의 working soluion을 제조한 후 해당 용액을 50 μL를 넣고 빛이 차단된 37℃에서 30분 동안 배양하고 microplate reader(Infinite M Nano, TECAN, Männedorf, Swiss)를 이용하여 560 nm에서 H2O2 분해에 따른 흡광도를 측정하였다.

      

      
        12. 통계처리
        실험 결과의 통계처리는 SPSS program(statistical package for social sciences; ver. 25, IBM Corporation, New York, NY, USA)을 이용하여 분석하였고 모든 실험은 3회 진행되었으며 평균 ± 표준편차(mean ± SD)로 나타내었다. 각 군 간의 평균값에 대한 유의성은 신뢰수준(p<0.05)에서 one-way ANOVA test를 실시하고 유의한 차이를 검증한 후 사후분석으로 Tukey’s multiple range test를 사용하여 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 일반성분 분석
        열수추출(WE), 가압증숙 후 가수분해(P), 초고압 처리 후 가수분해한(HP) 갈색거저리 유충의 일반성분은 Table2 와 같다. 열수 추출한 갈색거저리 유충의 일반성분 함량은 수분 2.38%, 조회분 12.88%, 조단백질 56.53%, 조지방 7.28%, 탄수화물 20.93%로 나타났고, 가압증숙 후 효소처리 한 갈색거저리 유충 가수분해물의 일반성분 함량은 수분 3.27%, 조회분 7.19%, 조단백질 67.03%, 조지방 4.72%, 탄수화물 17.78%로 나타났다. 그리고 초고압 처리 후 효소처리 한 가수분해물의 일반성분 함량은 수분 2.99%, 조회분 9.97%, 조단백질 68.74%, 조지방 0.28%, 탄수화물 18.01%로 나타났다. 이는 기존 갈색거저리 유충의 단백가수분해물에 대한 일반성분 연구가 없으므로 중요한 참고자료가 될 것으로 판단된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Proximate composition of Tenebrio molitor larvae extract with various extraction methods
            (Dry Matter Basis, %)

          
          

        

        
          
            
              	Composition
              	Water Extract (WE)
              	Pressure and hydrolysis (P)
              	High pressure and hydrolysis (HP)
            

          
          
            	Moisture
            	2.38 ± 0.22b1)
            	3.27 ± 0.25a
            	3.00 ± 0.41a
          

          
            	Crude ash
            	12.88 ± 0.14a
            	7.19 ± 0.05c
            	9.97 ± 0.05b
          

          
            	Crude protein
            	56.53 ± 0.49c
            	67.04 ± 0.00b
            	68.74 ± 0.00a
          

          
            	Crude fat
            	7.28 ± 0.34a
            	4.72 ± 0.05b
            	0.28 ± 0.07c
          

          
            	Carbohydrate
            	20.93 ± 0.83a
            	17.78 ± 0.30b
            	18.01 ± 0.31b
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            1)Values with different superscript letters in a column are significantly different (P<0.05).
          

        

        

      

      
        2. 단백질 가수분해도 및 GPC(Gel permeation chromatography) 분석
        열수추출, 가압증숙 후 효소처리, 초고압 처리 후 효소처리 한 갈색거저리 유충의 단백질 가수분해도는 Table 3과 같다. 가압증숙 처리 후 효소처리한 경우 가수분해도는 열수추출군의 8.5% 보다 22.5% 늘어난 31.0%로 나타났으며 초고압처리 후 가수분해한 경우는 19.4% 증가된 27.9%로 나타나 가압증숙 조건에서 초고압 처리군 대비 가수분해도가 3.1% 높은 것으로 나타났다. GPC분석을 이용한 분자량 분포는 Fig. 1 및 Table 4 와 같다. GPC 결과에서 나타난 것처럼 열수추출물의 분자량 분포 패턴과 가수분해 처리군의 분포 패턴은 확연하게 차이가 나타났으며, Table 4의 결과와 같이 가수분해된 펩티드의 분자량 분포를 확인한 결과, 10,000 Da 이상의 고분자 군은 열수추출물에서 12.52% 로 나타났으며 가압증숙 후 가수분해물과 초고압 처리 후 가수분해물에서 각각 3.08%, 1.21%로 나타나 가수분해에 의해 저분자화가 됨을 확인하였다. 또한 5,000~10,000 Da 사이의 화합물은 가부분해 군에서 완전히 분해되어 정량한계 미만으로 측정되었다. 가수분해 군에서 가압증숙 조건과 초고압 조건의 경우 초고압 조건에서 500 Da 이하의 저분자 화합물이 65.42%로 가압증숙 효소분해군의 44.36% 보다 약 1.5배 증가한 것으로 나타났다. 이를 통해 초고압 처리는 가수분해시 가수분해도에 영향을 주는 것 보다 펩티드의 저분자화와 관련이 있음을 확인하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Hydrolysis ratio of Tenebrio molitor larvae extracts with various extraction methods
          
          

        

        
          
            
              	
              	WE1)
              	P2)
              	HP3)
            

          
          
            	Pressure (MPa)
            	Ambient
            	2
            	400
          

          
            	Time (h)
            	8
            	10
            	10
          

          
            	Degree of hydrolysis (%)
            	8.5
            	31.0
            	27.9
          

        

        
          
            1)WE: Tenebrio molitor larvae extract by water extraction. 2)P: Tenebrio molitor larvae extract by pressure and hydrolysis process. 3)HP: Tenebrio molitor larvae extract by high-pressure and hydrolysis process.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Representative GPC chromatogram of Tenebrio molitor larvae extracts with various extraction methods.
          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            Molecular size distribution of Tenebrio molitor larvae extracts with various extraction methods
          
          

        

        
          
            
              	Peptide size
(Mn, Daltons)
              	Area (%)
            

            
              	WE1)
              	P2)
              	HP3)
            

          
          
            	>10,000
            	12.52
            	3.08
            	1.21
          

          
            	5,000~10,000
            	24.44
            	-
            	-
          

          
            	1,000 ~5,000
            	5.68
            	26.6
            	33.37
          

          
            	500 ~1,000
            	17.6
            	25.98
            	-
          

          
            	<500
            	39.75
            	44.36
            	65.42
          

          
            	Total
            	100
            	100
            	100
          

        

        
          
            1)WE: Tenebrio molitor larvae extract by water extraction. 2)P: Tenebrio molitor larvae extract by pressure and hydrolysis process. 3)HP: Tenebrio molitor larvae extract by high-pressure and hydrolysis process.
          

        

        

      

      
        3. 유리아미노산 분석
        열수추출, 가압증숙 후 효소처리, 초고압 처리 후 효소처리 한 갈색거저리 유충의 유리아미노산을 분석결과는 Table 5와 같다. 유리 아미노산 총 함량은 열수추출군에서 332.00 mg/mL 가압증숙 후 가수분해군에서 251.82 mg/mL, 초고압처리 후 가수분해군에서 222.10 mg/mL로 나타났다. 전체 아미노산중 가장 높은 함량을 나타낸 것은 proline 으로 열수추출군에서 113.32 mg/mL, 가압증숙 후 가수분해군에서 66.01 mg/mL, 초고압처리군에서 50.65 mg/mL로 확인되었다. 가수분해를 통해 유의적으로 함량이 증가한 아미노산은 tryptophane, isoleucine, leucine 이며 유의적으로 감소한 아미노산은 glutamic acid 와 arginine 으로 확인되었다. 초고압 처리에 의해 유의적으로 함량이 변화한 아미노산은 lysine, arginine 및 serine으로 확인되었다. 이와 같은 결과를 통해 가수분해를 통해 갈색거저리 유충 단백 가수분해물의 유리아미노산 함량패턴이 변화 하는 것을 확인 할 수 있었으며 초고압 처리에 의해 아미노산 함량이 변하는 것을 확인하였다.

        
          Table. 5 
				
          

          
            Free amino acid contents in Tenebrio molitor larvae extracts with various extraction methods
            (mg/mL)

          
          

        

        
          
            
              	
              	Amino acid
              	WE1)
              	P2)
              	HP3)
            

          
          
            	Essential
amino acid
(EEA)
            	Threonine
            	3.64 ± 0.12b4)
            	5.14 ± 0.22a
            	5.67 ± 0.24a
          

          
            	Valine
            	21.12 ± 3.25a
            	11.41 ± 1.24c
            	14.02 ± 2.12b
          

          
            	Methionine
            	1.5 ± 0.05
            	N.D.
            	1.48 ± 0.03
          

          
            	Tryptophane
            	11.68 ± 0.45c
            	24.6 ± 1.21a
            	18.69 ± 1.22b
          

          
            	Phenylalanine
            	4.86 ± 0.01c
            	8.92 ± 0.21a
            	6.11 ± 0.07b
          

          
            	Isoleucine
            	10.42 ± 0.49c
            	13.01 ± 0.87b
            	17.8 ± 0.74a
          

          
            	Leucine
            	7.26 ± 0.04c
            	14.2 ± 0.15b
            	26.77 ± 0.27a
          

          
            	Lysine
            	12.3 ± 1.23b
            	7.13 ± 0.59c
            	15.98 ± 1.35a
          

          
            	Sum of EEA
            	
              72.78
            
            	
              84.41
            
            	
              106.52
            
          

          
            	Non-
essential
amino acid
(NEAA)
            	Glutamic acid
            	20.58 ± 0.14a
            	9.26 ± 1.24b
            	4.45 ± 1.05c
          

          
            	Asparagine
            	1.55 ± 0.04b
            	2.02 ± 0.34a
            	0.51 ± 0.15c
          

          
            	Serine
            	4.61 ± 0.02b
            	11.18 ± 0.05a
            	3.16 ± 0.11c
          

          
            	Histidine
            	22.93 ± 0.45a
            	15.23 ± 1.63b
            	17.59 ± 2.31b
          

          
            	Glycine
            	5.34 ± 0.03b
            	6.61 ± 0.36a
            	3.45 ± 0.41c
          

          
            	Aspartic acid
            	2.51 ± 0.12b
            	2.99 ± 0.03a
            	1.06 ± 0.09c
          

          
            	Arginine
            	34.5 ± 0.47a
            	17.08 ± 0.34b
            	1.36 ± 0.22c
          

          
            	Alanine
            	23.36 ± 1.24a
            	13.07 ± 0.06
            	14.8 ± 3.21b
          

          
            	Tyrosine
            	30.52 ± 2.35a
            	23.96 ± 0.39b
            	18.55 ± 1.37c
          

          
            	Proline
            	113.32 ± 3.76a
            	66.01 ± 1.94b
            	50.65 ± 2.13c
          

          
            	
              Sum of NEAA
            
            	
              259.22
            
            	
              167.41
            
            	
              115.58
            
          

          
            	
              Total
            
            	
              332.00
            
            	
              251.82
            
            	
              222.10
            
          

        

        
          
            1)WE: Tenebrio molitor larvae extract by water extraction. 2)P: Tenebrio molitor larvae extract by pressure and hydrolysis process. 3)HP: Tenebrio molitor larvae extract by high-pressure and hydrolysis process. 4)Values with different superscript letters in a row are significantly different (P<0.05).
          

        

        

      

      
        4. 총 polyphenol 함량 분석
        갈색거저리 유충 탈지분말의 추출 및 가수분해 조건에 따라 각 시료의 총 polyphenol 함량 측정 결과는 Table 6과 같다. 가압조건 및 가수분해에 따른 시료의 총 polyphenol 함량은 대조군인 열수추출이 759.87 ± 19.59 μg GAE/mL 이고 가압증숙 후 효소처리한 군에서는 1742.08 ± 42.32 μg GAE/mL, 초고압 처리 후 가수분해한 조건에서는 1027.54 ± 13.56 μg GAE/mL이었다. 상기 결과에서와 같이 가압 또는 초고압 처리 후 효소처리한 군에서 대조군에 비해 유의적인 증가를 보였으며 가압처리 가수분해 조건이 초고압 처리한 조건보다 약 69% 수준으로 증가하는 것으로 나타났다. 이와같이 초고압 처리보다 가압증숙 조건에서 페놀화합물이 더 많이 추출되는 것으로 확인되었다. 이는 다른 초고압 처리된 추출물에 대한 연구 결과(Choi & Lee 2014; Park et al. 2014)와는 다른 경향을 보였다. 따라서 추후 가압증숙 조건과 초고압 처리 조건에 대한 세부적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

        
          Table.6 
				
          

          
            Total phenolic compounds of Tenebrio molitor extracts with various extraction methods
          
          

        

        
          
            
              	
              	Total polyphenolic compounds (μg GAE1)/ml)
            

          
          
            	Water Extract (WE)
            	759.87 ± 19.59c2)
          

          
            	Pressure and hydrolysis (P)
            	1742.08 ± 42.32a
          

          
            	High pressure and hydrolysis (HP)
            	1027.54 ± 13.56b
          

        

        
          
            1)GAE: gallic acid equivalent. All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations. 2)Values with different superscript letters in a row are significantly different (P<0.001) by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

      

      
        5. ABTS 전자 공여능 분석
        추출물에서 자유라디칼을 환원 또는 상쇄시킬 수 있는 능력이 높으면 강한 항산화 활성을 기대할 수 있으며, 이는 인체 내에서 자유라디칼에 의해 노화되는 현상을 억제하는 척도로 측정이 가능하다 (Park et al. 2005). 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6- sulphonic acid(ABTS)는 시료의 전자공여능을 측정하여 항산화 활성을 측정하는 방법으로서 hydrogen donating antioxidant와 chain breaking antioxidant 모두를 측정할 수 있다.

        추출 공정에 따른 갈색거저리 유충 가수분해물의 ABTS free radical 소거활성을 측정한 결과를 Figure. 2에 나타내었다. 같은 농도에서 가압처리 및 초고압 처리 후 가수분해한 경우 열수 추출물과 유의적인 차이를 보였다. TEAC(Trolox equivalent antioxidant capacity, mM TE/g)로 환산하여 측정한 결과 갈색거저리 유충 가수분해물의 ABTS radical 소거활성은 열수 추출물, 가압증숙 가수분해물, 초고압 가수분해물이 각각 145.1, 455.7, 433.0 mM TE/g 으로 가압증숙 가수분해 추출물이 가장 높은 자유라디칼 소거력을 보였으며, 가장 낮은 열수 추출물에 비해 약 3.1배 활성이 증진된 것을 확인할 수 있었다. 이는 총 polyphenol 함량과 유사한 경향을 보여주었다.

        
          
          

          Fig.2. 
				
          

          
            Antioxidative activities of Tenebrio molitor larvae extracts by different extraction methods.
          
          

          

        

      

      
        6. Catalase 활성 분석
        신체 내에서 산화적 스트레스로 인하여 생성된 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)을 제거하기 위한 반응으로 항산화 효소인 SOD(superoxide dismutase), CAT(catalase), GPx(glutathione peroxidase) 등이 있다. Catalase는 대표적인 항산화 효소로 생존하는 대부분의 동, 식물에 존재하며, 일반적으로 호기성 물질대사에서 생성되는 독성물질인 H2O2나 ROS의 분해 작용에 관여하는 것으로 알려져 있다(Iwase et al. 2013).

        SOD와 CAT는 서로 상호작용으로 ROS를 제거하는데 SOD가 먼저 ROS를 H2O2로 전환시키고 CAT에 의해 물과 산소로 분해시킨다(Paglia & Valentine 1967). 갈색거저리 유충 가수분해물의 catalase 활성은 Fig. 2에서 보는 바와 같이 초고압 처리 후 가수분해 조건에서 catalase 240.8 kU 과 동일한 활성이 나타나 가장 높은 수치를 나타냈다. 상대적으로 가압증숙 조건에서는 154.5 kU, 열수추출에서는 40.0 kU로 열수추출과 초고압처리 가수분해물은 약 6배의 활성차이를 보였다.

      

      
        7. SOD 유사 활성 분석
        SOD는 생체에 유해한 superoxide anion radical과 반응하여 hydrogen peroxide와 산소로 전환시키는 효소로서 세포독성을 완화하는 역할을 하며, 생체 내 활성산소종에 대한 방어기작을 가지는 대표적인 항산화 효소로 알려져 있다(Ighodaro & Akinloyeb 2018). 갈색거저리 유충 가수분해물의 SOD 유사활성은 Fig. 2에서 보는 바와 같이 초고압 처리 후 가수분해 조건에서 73%로 가장 높았으며 열수추출 조건에서 56%로 가장 낮았다. 특히 본 연구에서는 초고압 처리된 가수분해물의 경우 갈색거저리의 SOD 유사활성은 이전 연구(Gim et al. 2018) 의 46.7% 보다 약 1.5배 정도 높은 것으로 나타났다. 따라서, 지속적으로 최적화된 추출방법을 개발하여 효소적 항산화 활성을 비교 평가하는 연구가 필요하다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 갈색거저리 유충 단백질 분말을 다양한 방법으로 추출하여 그 이화학적인 특성을 분석하고 항산화 활성을 확인하였다. 단백질을 가수분해할 경우 펩티드의 저분자화가 진행되는데 가수분해 전 단백질 상태에서의 초고압 처리를 통하여 가수분해 후 펩티드 분포와 유리 아미노산 함량 분포가 변하는 것을 확인하였다. 또한 가수분해 후 시료에 존재하는 총 polyphenol 함량이 증가하는 것을 확인하였으며 이와 유사한 경향으로 ABTS 전자공여능 시험에서 항산화능이 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다. 그러나 효소적 항산화 평가인 CAT 및 SOD 활성에서는 총 polyphenol 함량의 경향과 무관하게 초고압 처리군에서 증가하는 것을 확인하였다. 이는 GPC 분석에서 500 Da 이하 펩티드의 함량이 초고압 처리에서 증가하는 패턴을 보이는 것으로 볼때 효소적 항산화 활성은 저분자화된 펩티드 성분에 기인한다고 추론할 수 있을 것이다. 갈색거저리 단백 가수분해물의 연구와 관련하여 대두단백 가수분해물과의 특성을 비교한 연구(Yu et al. 2021), 단백가수분해물의 제조법과 항산화 활성에 관한 연구(Yu et al. 2017), 항산화 활성 및 췌장효소 억제활성에 대한 연구(Hierro et al. 2020) 등이 확인되었다. 그러나, 본 연구와 같이 다양한 가수분해 전처리 방법에 의해 가수분해물의 특성에 대한 연구는 이루어지지 않았고 이에 따른 항산화 평가도 이루어지지 않았다. 본 연구를 통해 가수분해 전처리 방법에 따라 펩티드 분자량 분포가 변하는 것을 확인하였으며 이와 연관되어 항산화 활성에 영향을 주는 것을 확인하였다. 그러나, 항산화 활성의 원인 물질을 규명하는 것과 저분자화된 펩티드들의 다른 생리활성에 대한 연구는 본 연구에서 확인하지 못하였으므로 추후 연구가 필요하다. 결론적으로 갈색거저리 유충에서 초고압 처리는 가수분해 펩티드 저분자화와 효소적 항산화 활성에 영향을 줄 수 있음을 확인하였다.
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