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쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 제조 및 항산화 활성
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Enzymatic preparation and antioxidant activities of protein hydrolysates 
from Gryllus bimaculatus
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Abstract Gryllus bimaculatus (GB) has recently been registered as a food variety in Korea. In the present study, we
prepared protein hydrolysates from GB and evaluated their antioxidant capacity. Protein hydrolysates were prepared from
dried GB using enzymatic hydrolysis using five different proteases, and protein hydrolysates showing high hydrolysis value
(alcalase, flavourzyme, and neutrase) were separated further into fractions ≤3 kDa and then lyophilized. Based on RC

50

values of hydrolysates (≤3 kDa) obtained from four different antioxidant analyses, the flavourzyme hydrolysates showed
relatively high levels of antioxidant capacity among the three hydrolysates, and in particular, it showed considerably strong
antioxidant activity in 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assays. The flavourzyme hydrolysate also significantly
inhibited peroxidation of linoleic acid. These results suggest that protein hydrolysates from GB represent potential sources
of natural antioxidants. Our current studies are focused on identification of active peptides from the flavourzyme hydrolysate.
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서 론

최근 국제식량농업기구(FAO)에서는 미래의 식량부족을 대비하

기 위한 해결방안으로 식용곤충을 제시하였으며 전 세계적으로

이에 대한 관심이 증대되고 있다. 이에 발맞추어 곤충산업 육성

법이 제정되면서 곤충시장이 활성화 되고 있으며, 농촌진흥청에

따르면 곤충시장 규모는 2020년에 1조억 원에 이를 것으로 예상

되고 있다(Kim과 Jung, 2013). 현재 국내 식품공전에 승인된 식

용곤충으로는 메뚜기, 누에번데기, 백강잠, 갈색거저리 유충, 장

수풍뎅이 유충, 흰점박이꽃무지 유충, 쌍별귀뚜라미까지 포함해

서 총 7종이다(Baek 등, 2017).

쌍별귀뚜라미(Gryllus bimaculatus)는 메뚜기목 귀뚜라미과에 속

하는 아열대성 곤충으로 일본, 대만, 인도, 아프리카에 주로 분포

한다(Lee와 Kwon, 2013). 곤충산업에 대한 관심이 높아지면서 식

용, 약용 및 가축의 사료로 활용할 수 있는 곤충종 중에서 쌍별

귀뚜라미가 관심을 받고 있으며, 쌍별귀뚜라미는 월동 기간을 거

치지 않고 온도만 맞으면 사계절 번식이 가능하며 단백질 함량

이 62% 이상으로 높고 불포화지방산과 필수지방산이 많아 식품

원료나 가공식품으로 이용가치가 높다. 또한, 식용 귀뚜라미는 17

세기에 결석치료 및 이뇨제로 사용하였으며 일본에서는 설사, 이

질 및 장티푸스를 치료하는데 사용되기도 하였다(Park, 2001). 이

외에도 면역력 증가, 알코올 분해 촉진을 위한 효과적인 원료로

도 연구되었다. 한편 국내에서 이루어진 쌍별귀뚜라미에 관한 연

구로는 쌍별귀뚜라미와 장수풍뎅이 유충의 탈지 분말과 유지의

특성 분석(Jang과 Choi, 2017)과 쌍별귀뚜라미의 생태 및 성장에

따른 수용성 단백질의 변화(Lee, 2002)등이 있지만 쌍별귀뚜라미

의 항산화능에 대한 연구는 부족한 실정이다.

항산화 물질은 체내의 세포 산화 및 활성 라디칼을 소거하여

노화를 억제하는 것으로 알려져 있으며(Kim 등, 2003), 천연 항

산화제 중 하나인 생리활성 펩타이드는 일반적으로 생리활성을

가지는 분자량이 작은 펩타이드로 정의 되는데 보통 3-20개의 아

미노산으로 구성되어 분자량이 작아 생체내로 쉽게 흡수된다(Kim

등, 2013). 또한 생리활성 펩타이드는 항산화, 고혈압 완화, 면역

조절, 진통완화 및 항균작용 등 다양한 기능적 특성을 갖고 있다

(Ha와 Yoo, 2017). 곤충을 이용한 생리활성 펩타이드에 관한 선

행연구로는 갈색거저리 유충 단백가수분해물의 제조 및 항산화

활성(Yu 등, 2017), 흰점박이꽃무지 유충 단백가수분해물의 제조

및 항산화 활성(Lee 등, 2017)등이 있으며, 따라서 단백질이 풍부

한 쌍별귀뚜라미 역시 생리활성을 갖는 펩타이드의 생산을 위한

유용한 원료로 주목받고 있다.

따라서 본 연구에서는 5종의 단백질 분해효소원을 이용하여 쌍

별귀뚜라미로부터 생리활성 펩타이드를 함유하는 단백가수분해

물을 제조하였으며, TNBS와 SDS-PAGE을 통해 가수분해도가 우

수한 3종의 단백질 분해효소원을 선정하여 DPPH 라디칼, ABTS

라디칼, H2O2, FRAP 소거활성 및 지질과산화 억제활성 측정을

통해 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 항산화 활성을 알아보고자

하였다.
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재료 및 방법

실험재료

본 실험에서 사용한 주 시료는 2018년 4월 3일에 농업법인회

사 (주)MG내츄럴(Damyang, Korea)에서 생산, 판매된 것으로 열

풍 건조 된 쌍별귀뚜라미를 구입하여 −20oC 동결고에 저장하여

두고 실험에 사용하였다. Alcalase, flavourzyme, neutrase, brome-

lain 및 papain 단백질 분해효소는 Novo사 제품을 대종상사(Seoul,

Korea)로부터 구입하였다. 가수분해도 측정을 위해 사용된 2,4,6-

trinitrobenzene sulfonic acid picrylsulfonic acid (TNBS)는 G-Bio-

sciences사(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였으며, linoleic acid

와 sodium dodecyl sulfate (SDS)는 Wako사(Osaka, Japan)로부터

구입하였다. Trichloroacetic acid 99.0% (TCA)는 Samchun (Pyeo-

ngtaek, Korea)에서 구입하였다. Linoleic acid, sodium phosphate

monobasic dihydrate, sodium phosphate dibasic anhydrous, ethyl

alcohol 99.9%(absolute alcohol), sodium bicarbonate, hydrochloric

acid, acetic acid, glacial, methyl alcohol은 덕산(Seoul, Korea)으

로부터 구입하였다. 2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ)은 TCI

사(Tokyo, Japan)로부터 구입하였다. Sodium dodecyl sulfate-poly-

acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 전기영동에서 사용되

는 TEMED, 30% acrylamide/bis solution 29:1은 Bio-Rad (Her-

cules, CA, USA)로부터 구입하였다. 그 밖의 언급이 없는 분석용

시약 및 유기용매는 모두 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)

로부터 구입하여 사용하였다.

쌍별귀뚜라미 단백질 가수분해물 제조

열풍 건조 된 쌍별귀뚜라미를 증류수에 현탁하여 4% (w/v)의

기질용액으로 제조한 후, 95oC에서 20분간 가열시켜 자가 효소를

불활성화 시켰다. 기질용액에 기질 대비 1% (v/w)의 단백질 가

수분해 효소(alcalase, flavourzyme, neutrase, bromelain papain)를

첨가하여 55oC, 100 rpm에서 0~8시간 동안 가수분해 한 후 95oC

에서 20분간 가열하여 효소를 불활성화하였다. 방랭한 후 단백가

수분해물을 4oC에서 12,000×g으로 15분 동안 원심분리하여 고형

분을 제거하고 상등액을 얻었으며, 상등액은 저분자 펩타이드의

분리를 위해서 cell strainer로 필터하였다. Membrane filter (Ami-

con Ultra-15, EMD Milipore Co., MA, USA)를 이용하여 4oC에

서 5,000×g으로 1시간 동안 원심분리 함으로써 최종적으로 분자

량 3 kDa 이하의 단백가수분해물을 얻은 후 동결건조하여 −20oC

에 보관하면서 실험에 사용하였다.

 

SDS-PAGE를 이용한 단백질분석

각 효소별 쌍별귀뚜라미의 단백질 가수분해 특성을 확인하기

위하여 Sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophore-

sis (SDS-PAGE)를 이용하여 가수분해물의 단백질 패턴을 측정하

였다. SDS-PAGE는 15% gel을 사용하였으며, 각 가수분해물은

3,000×g, 4oC, 10분 원심분리 후 얻은 상등액 24 μL를 gel에 load-

ing하여 80 V에서 약 2시간 전기영동 하였다. loading한 gel은

0.1% coomassie brilliant blue로 염색한 뒤 탈색액(acetic acid:

methanol:water=1:3:6)을 이용하여 탈색시켜 Gel Logic 2200 PRO

Imaging System (Carestream Health Inc., Rochester, NY, USA)을

이용하여 polyacrylamide gel을 스캐닝한 후 이미지로 영상화 시

킨 후 단백질 패턴을 분석하였다. 이때 분자량 마커는 Bio-Rad의

제품을 이용하였다.

단백질의 가수분해도 측정

TNBS 방법(G-Biosciences Co.)을 이용하여 효소제별 처리 시간

에 따른 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 가수분해도를 측정하였

다. 100 mM sodium bicarbonate (pH 8.5) 990 μL와 1% TNBS

10 μL를 혼합(v/v)하여 0.01% TNBS를 제조하였다. TNBS 50 μL

와 효소제 처리 시간별 반응혼합액 100 μL를 섞어 37oC에서 2시

간 반응시킨 후 10% SDS와 1 N hydrogen chloride (1 N HCl)를

첨가하여 반응을 정지시켰다. 그 후 microplate spectrophotometer

(Bio Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하여 335

nm에서 흡광도를 측정하였다.

DPPH 라디칼 소거활성 측정

DPPH 라디칼 소거활성 측정은 Hatano 등(1988)의 방법을 변형

하여 측정하였다. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)를 DMSO에

녹여 15 mM로 만든 후 MeOH로 희석하여 0.2 mM로 만들어 사

용하였다. 96 well plate에 농도별로 희석한 시료 160 μL에 0.2

mM의 DPPH 40 μL를 가하여 30분간 실온에서 방치한 후 micro-

plate spectrophotometer를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 흡광도를 50%를 환원시키는데 필요한 농도를 RC50값으로

나타내었다. 이때 활성 비교를 위한 양성대조군으로 trolox를 사

용하여 시료의 항산화능을 μg TE (trolox eqiuvalent)/mg으로 나

타내었다.

ABTS 라디칼 소거활성 측정

ABTS 라디칼 소거활성 실험은 Re 등(1999)의 방법을 변형하

여 측정하였다. 최종농도가 7 mM인 2,2'-azino-bis(3-ethybenzothia-

zoline-6-sulphonic acid) (ABTS)와 2.45 mM인 potassium persul-

fate를 혼합하여 16시간 동안 암소에서 반응하여 라디칼을 형성

시킨 후 이 용액을 734 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되도록

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 희석하였다. 96 well

plate에 농도별로 희석한 시료 20 μL에 희석된 ABTS 용액 180

μL를 가하여 1분 동안 실온에서 방치한 후 microplate spectropho-

tometer를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도를

50%를 환원시키는데 필요한 농도를 RC50값으로 나타내었다. 이

때 활성 비교를 위한 양성대조군으로 trolox를 사용하여 시료의

항산화능을 μg TE/mg으로 나타내었다.

H
2
O

2
 소거활성 측정

Hydrogen peroxide (H2O2) 소거활성 측정은 Mller(1985)의 방법

을 이용하였다. peroxidase는 PBS로 희석하여 음성대조군과 반응

후 흡광도 값을 1.0-1.3 사이로 맞춰준 후 사용하였다. 96 well

plate에 농도별로 희석한 시료 20 μL에 PBS 100 μL와 1 mM

H2O2 20 μL를 가한 후 5분간 실온에서 방치시켰다. 1.25 mM

ABTS 30 μL와 3 U/mL peroxidase를 넣고 37oC에서 10분간 반응

시킨 후 microplate spectrophotometer를 이용하여 405 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 흡광도를 50%를 환원시키는데 필요한 농도

를 RC50값으로 나타내었다. 이때 활성 비교를 위한 양성대조군으

로 trolox를 사용하여 시료의 항산화능을 μg TE/mg으로 나타내

었다.

FRAP 소거활성

Ferric reducing antioxidant power (FRAP)법은 Benzie와 Strain

(1996)의 방법을 이용하였다. FRAP reagent는 300 mM sodium
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acetate와 300 mM acetic acid를 혼합하여 제조한 300 mM acetate

buffer (pH 3.6)와 40 mM HCl에 용해시킨 10 mM TPTZ 및 20

mM FeCl3·6H2O를 10:1:1 (v/v/v)로 혼합하여 사용하였다. 96

well plate에 농도별로 희석한 시료 40 μL와 증류수 40 μL, FRAP

reagent 100 μL를 가하여 37oC에서 4분간 반응시킨 후 microplate

spectrophotometer를 이용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하였다.

FeSO4를 표준물질로 하여 μM FeSO4/mg로 표시하였다. 이때 활

성 비교를 위한 양성대조군으로 trolox를 사용하여 시료의 항산

화능을 μg TE/mg으로 나타내었다.

Linoleic acid에 대한 산화방지효과

Linoleic acid에 대한 과산화억제활성을 확인하기 위해 50 mM

sodium phosphate buffer (pH 7.0) 2 mL와 시료 1 mL, 5%

linoleic acid 1 mL, absolute alcohol 1 mL을 혼합하여 반응 기질

용액을 제조한 후, 40oC, 100 rpm으로 진탕하며 하루 간격으로 시

료의 과산화억제효과를 측정하였다. 측정은 20% TCA (w/v) 100

μL, 0.8% thiobarbituric acid (TBA, w/v) 100 μL와 linoleic acid

반응 기질 용액 50 μL를 혼합하여 95oC 이상에서 20분간 반응시

킨 후 5분간 냉각시킨 후 20oC, 3,000 rpm에서 20분간 원심분리

하여 상등액 180 μL를 532 nm에서 측정하였다. 이때 활성 비교

를 위한 양성대조군으로 trolox를 사용하였다.

통계분석

모든 데이터는 최소 3번 반복하여 평균과 표준오차(mean±SE)

로 나타내었으며, 통계 분석에는 SPSS Statistics 23 (statistical

package for the social science, Version 24.0, SPSS Inc., Chi-

cago, IL, USA)가 사용되었다. 또한 그룹 간의 유의성 차이 검증

에는 일원배치 분산분석(One-way ANOVA)을 사용하였으며, Dun-

can’s multiple range test 방법을 통한 사후 검증을 시행하였다. 또

한 95% (p<0.05)의 유의수준에서 각 구간의 유의적 차이를 검증

하였다.

결과 및 고찰

효소별 쌍별귀뚜라미의 단백질 가수분해물 제조 특성

상업적으로 많이 이용되는 단백질 가수분해 효소인 alcalase,

bromelain, flavourzyme, neutrase 및 papain을 이용하여 쌍별귀뚜

라미 단백가수분해물을 제조하여 그 특성을 조사하였다. 각 효소

별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 특성을 확인하고자 SDS-PAGE

패턴을 이미지로 영상화 시켜 Fig. 1에 나타내었다. 효소별 단백

가수분해물을 비효소군과 비교한 결과, 비효소군에 비해 alcalase,

flavourzyme 및 neutrase 단백가수분해물은 10 kDa 이하로 대부분

의 단백질이 분해되어 밴드가 나타나지 않았다. 이에 반해 bro-

melain은 10 kDa에서 37 kDa 사이의 단백질 띠가 선명하게 나타

났고, papain은 10 kDa에서 단백질 띠가 선명하게 나타나는 것을

확인하였다. 이는 alcalase, flavourzyme 및 neutrase의 경우 가수

분해가 활발히 일어나 저분자 펩타이드를 많이 생성한 것에 비

해 bromelain과 papain은 가수분해율이 상대적으로 낮음을 의미

한다. Noh 등(2012)의 보고에 따르면 홍게껍질 alcalase, fla-

vourzyme 및 neutrase 단백가수분해물은 각각 75 kDa 이하, 15-

150 kDa 사이, 150 kDa 이하에서 단백질 띠가 확인되었다. 이는

쌍별귀뚜라미의 우수한 가수분해가 일어난 alcalase, flavourzyme

및 neutrase 단백가수분해물과 비교해 봤을 때, 홍게껍질에 효소

처리한 단백가수분해물이 주로 75 kDa 이하에서 밴드가 나타나

쌍별귀뚜라미의 alcalase, flavourzyme 및 neutrase 단백가수분해물

이 더 많은 저분자 펩타이드를 생산한 것으로 판단된다.

TNBS assay를 이용해 available amino group의 함량을 측정함

으로써 각 효소별 단백가수분해물의 가수분해도를 추가적으로 알

아보았다(Torres-Fuents 등, 2011). 각 효소별 시간에 따른 가수분

해도를 알아보기 위해 펩타이드의 함량을 시간별(0-24시간)로 측

정하였다(Fig. 2). 효소별 시간에 따른 펩타이드 생산량을 tyrosine

의 함량으로 환산한 결과, 24시간 반응 후 available amino group

농도는 flavourzyme 10.56 mg/mL, neutrase 5.56 mg/mL, alcalase

5.25 mg/mL, bromelain 4.22 mg/mL, papain 1.90 mg/mL 및 비효

소처리군 0.77 mg/mL 순으로 높게 나타났다. Alcalase, fla-

vourzyme과 neutrase의 경우 0시간 대비 available amino group이

8시간동안 급격히 증가하였으나, bromelain과 papain은 완만하게

증가함을 확인 할 수 있었다. 기타 식용곤충 단백가수분해물들과

available amino group농도를 비교해본 결과, 갈색거저리 유충과

흰점박이꽃무지 유충 역시 flavourzyme에 의한 가수분해도가 가

장 높게 나타났으며 장수풍뎅이 유충의 경우는 이와 달리 alcalase

Fig. 1. Effect of five different proteases on SDS-PAGE profile of

Gryllus bimaculatus protein hydrolysates. SDS-PAGE patterns of
15% gel of Gryllus bimaculatus hydrolysate. Lane [1]: alcalase,
Lane [2]: neutrase, Lane [3]: flavourzyme, Lane [4]: papain, Lane
[5]: bromelain, Lane [6]: no enzyme.

Fig. 2. Degree of hydrolysis of Gryllus bimaculatus by five

different proteases at 55oC. Each value is mean±SE (n≥3).



476 한국식품과학회지 제 51권 제 5호 (2019)

에 의한 가수분해도가 가장 높았다(Lee 등, 2017; Yu 등, 2017).

이때 쌍별귀뚜라미 flavourzyme 단백가수분해물의 available amino

group 농도는 갈색거저리 유충에 비해서는 약 두 배 정도 높았

으며 흰점박이꽃무지 유충과 장수풍뎅이 유충과는 유사한 수준

으로 나타났다. SDS-PAGE와 TNBS assay 결과를 통해 alcalase,

flavourzyme 및 neutrase를 이용한 쌍별귀뚜라미 단백질 가수분해

는 8시간까지 충분히 이루어지며 저분자 펩타이드의 생산량이 우

수한 것을 확인하였다. 이는 단백질 분해효소를 이용한 가수분해

는 12시간 이내에 가수분해가 충분히 이루어진다는 갈색거저리

유충과 흰점박이꽃무지 유충을 대상으로 한 선행 연구와 비슷한

결과였다(Lee 등, 2017; Yu 등, 2017). 일반적으로 생리활성을 가

지는 분자량이 작은 펩타이드는 생체내로 쉽게 흡수되며 체내 이

용률도 높다는 보고(Kim 등, 2013)에 따라 가수분해가 활발히 일

어났던 alcalase, flavourzyme 및 neutrase 가수분해물을 3 kDa 이

하로 한외여과 한 후 동결 건조하여 실험에 이용하였다. 각 단백

가수분해물의 저분자 펩타이드 생산효율을 알아보기 위해 전체

기질의 고형분 함량에 대하여 3 kDa 이하로 분리한 고형분의 무

게를 측정하여 수율을 나타냈다(Table 1). 효소를 처리하지 않았

을 때의 3 kDa 이하 고형분 수율은 6.42%인데 반해, alcalase,

flavourzyme 및 neutrase 단백가수분해물은 각각 32.15, 28.94,

24.90%로 순으로 높은 것을 알 수 있었다. 쌍별귀뚜라미 단백가

수분해물이 효소를 처리하지 않은 대조구에 비해 유의적으로 3

kDa 이하의 수율이 높은 것을 알 수 있고, 그중에서도 alcalase의

수율이 가장 높은 것을 알 수 있다(p<0.05). 따라서 쌍별귀뚜라

미 단백가수분해물은 alcalase 효소가 3 kDa 이하의 펩타이드 생

산에 적합할 것으로 판단되며, 이 또한 선행연구결과 갈색거저리

유충과 흰점박이꽃무지 유충 단백가수분해물과 유사한 결과를 나

타냈다.

효소별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 활성산소종 소거활성

항산화 물질이 수소원자나 전자를 공여할 수 있는 능력을 평

가할 때 이용되는 DPPH는 안정한 free 라디칼로 환원됨으로써

라디칼 특유의 보라색이 옅은 노란색으로 변하며(Choi 등, 2015),

항산화물질의 항산화능을 측정할 때 많이 이용된다(Choi 등, 2010).

이를 이용하여 8시간 동안 효소처리하여 생산한 3 kDa 이하 단

백가수분해물의 DPPH 라디칼의 소거활성을 측정해 Table 2에 나

타내었다. DPPH 라디칼을 50% 저해하는 농도를 RC50값으로 나

타낸 결과, flavourzyme 단백가수분해물은 36.95 μg/mL, alcalase

은 42.66 μg/mL, neutrase은 44.41 μg/mL으로 나타나 flavourzyme

단백가수분해물의 DPPH 라디칼 소거활성이 가장 높았다(p<0.05).

ABTS 라디칼 소거활성법은 ABTS와 potassium persulfate의 24

시간 반응으로부터 생성된 ABTS+ free 라디칼이 샘플 내의 항산

화 물질에 의해 제거되면서 라디칼 특유의 짙은 청록색이 무색

으로 탈색되는 원리를 이용한 항산화 활성 측정법이다(Lee 등,

2011). 이는 DPPH 라디칼 소거활성법과 더불어 항산화 활성을

측정하는데 가장 널리 이용되는 방법이다(Yu 등, 2008). ABTS

라디칼을 50% 저해하는 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 농도를

RC50값으로 환산한 결과를 Table 3에 나타냈다. 쌍별귀뚜라미

neutrase 단백가수분해물의 RC50값은 38.47 μg/mL, flavourzyme은

41.03 μg/mL, alcalase은 43.20 μg/mL로 neutrase의 ABTS 라디칼

소거활성이 가장 높은 것을 확인할 수 있다(p<0.05).

Hydrogen peroxide는 산소의 환원 대사 물질로서 정상세포의

미토콘드리아나 peroxisome 등에서 형성되는데 활성산소를 쉽게

생성하여 DNA 및 단백질 손상을 유발하거나, 생체막 구성 성분

인 불포화 지방산을 공격하여 과산화 지질을 생성함으로써 생체

기능 저하, 노화 및 성인병을 유발하는 것으로 알려져 있다(Kang

등, 2002; Ko 등, 2017). 본 연구에서는 peroxidase의 기질인

Table 1. Yields of protein hydrolysates (≤3 kDa) prepared from

hot air dried Gryllus bimaculatus using different proteases

 Enzymes Yields1) of protein hydrolysates (%)

 Alcalase 032.15±4.25a2)

 Flavourzyme 28.94±3.84a

 Neutrase 24.90±4.58a

 No enzyme 06.42±0.74b

1)Yields (%)=Total solid content of protein hydrolysate-total solid
content of blank (without substrate)/total substrate content×100.
2)Each value is mean±SE (n≥3) and different superscripts (a,b) in the
same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test.

Table 2. DPPH radical scavenging activities of the hydrolysates

from Gryllus bimaculatus with different proteases

Enzymes RC50 (μg/mL)
1) TEAC (μg TE/mg)2)

 Alcalase 042.66±0.44b3) 45.90±0.30b

 Flavourzyme 36.95±0.24a 49.02±0.28a

 Neutrase 44.41±0.24c 45.63±0.14b

 Trolox 01.83±0.01 -

1)Concentration required for 50% reduction of DPPH at 30 min after
starting the reaction.
2)Trolox equivalent antioxidant capacity.
3)Each value is mean±SE (n≥3) and different superscripts (a-c) in the
same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test.

Table 3. ABTS＋ radical scavenging activities of the hydrolysates
from Gryllus bimaculatus with different proteases

Enzymes RC50 (μg/mL)
1) TEAC (μg TE/mg)2)

 Alcalase 043.20±1.18b3)b 114.11±2.26b

 Flavourzyme 41.03±0.13ab 112.24±1.21b

 Neutrase 38.47±0.51aa 121.41±1.50a

 Trolox 5.48±0.07 -

1)Concentration required for 50% reduction of ABTS＋ at 1 min after
starting the reaction.
2)Trolox equivalent antioxidant capacity.
3)Each value is mean±SE (n≥3) and different superscripts (a-b) in the
same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test.

Table 4. Hydrogen peroxide radical scavenging activities of the
hydrolysates from Gryllus bimaculatus with different proteases

Enzymes RC50 (μg/mL)
1) TEAC (μg TE/mg)2)

 Alcalase  36.50±0.65a3) 239.23±2.02a

 Flavourzyme 41.05±1.81b 212.53±3.17b

 Neutrase 47.69±0.72c 172.43±1.67c

 Trolox 09.37±0.36 -

1)Concentration required for 50% reduction of ABTS＋ at 5 min after
starting the reaction.
2)Trolox equivalent antioxidant capacity.
3)Each value is mean±SE (n≥3) and different superscripts (a-c) in the
same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test.
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ABTS를 이용하여 효소별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 H2O2

소거활성을 측정하였고, 이를 RC50값으로 Table 4에 나타내었다.

효소별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 H2O2 소거활성을 측정한

결과, alcalase 단백가수분해물의 RC50값은 36.50 μg/mL, fla-

vourzyme은 41.05 μg/mL, neutrase은 47.69 μg/mL로 alcalase의

H2O2 라디칼 소거활성이 가장 높음을 확인할 수 있다(p<0.05).

FRAP 소거활성법은 산화제로 작용하는 ferric tripyridyltriazine

(Fe3+-TPTZ)이 낮은 pH에서 항산화제와 반응하여 ferrous tripy-

ridyl-triazine (Fe2+-TPTZ)로 환원되면서 발생하는 청색 파장의 환

원력을 계산하는 방법이다(Kim 등, 2014). 효소별 쌍별귀뚜라미

FRAP법 측정에 따른 결과는 FeSO4을 기준 물질로 환원력을 환

산한 값으로 나타내었다(Table 5). Flavourzyme 단백가수분해물이

164.51 μM FeSO4/mg, alcalase은 155.32 μM FeSO4/mg, neutrase

는 149.10 μM FeSO4/mg로 나타났다. Flavourzyme 처리를 통해

얻은 단백가수분해물의 항산화 활성이 가장 높음을 확인할 수 있

다(p<0.05).

이상의 결과에서 DPPH 라디칼 소거능은 flavourzyme 단백가

수분해물이 RC50 36.95 μg/mL, ABTS 라디칼 저해 활성은 neutrase

단백가수분해물이 38.47 μg/mL, H2O2 소거활성은 alcalase 단백가

수분해물이 36.50 μg/mL, FRAP 소거활성은 flavourzyme 단백가

수분해물이 164.51 μM FeSO4/mg로 가장 좋았다(p<0.05). 이는 효

소별 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물의 DPPH 라디칼 소거활성,

ABTS 라디칼 소거활성, H2O2 소거활성, FRAP 소거활성의 상관

관계가 없다는 것을 의미하며, 선행연구에서 발표한 갈색거저리

유충(Yu 등, 2017), 흰점박이꽃무지 유충(Lee 등, 2017), 장수풍뎅

이 유충(Ryu 등, 2019)의 단백가수분해물 결과와 유사한 결과이

다. 이로부터 단백가수분해물들의 항산화 활성은 항산화 활성 측

정법에 따라 차이가 있음을 확인할 수 있었으며, 또한 가수분해

효소의 기질 특이성에 의해 기인하는 차별화된 아미노산 배열 및

아미노산 조성에도 영향을 받는 것으로 판단된다.

선행 연구에서 발표한 여러 가지 시료들의 DPPH 라디칼 소거

활성 결과를 쌍별귀뚜라미 단백가수분해물과 비교해 보았을 때

Nakajima 등(2009)의 보고에 따르면 pancreatin 효소처리 명태 가

수분해물 1 g에서 1.34 mg TE에 해당하는 효과를 나타냈다. 쌍별

귀뚜라미 alcalase, flavourzyme, neutrase 단백가수분해물 1 g에서

46.03, 49.03, 45.83 mg의 TE에 해당하는 효과를 나타내 쌍별귀뚜

라미 단백가수분해물이 우수한 것을 알 수 있다(data not shown).

또한 Yu 등(2017)의 연구에 따르면 갈색거저리 유충 alcalase 단

백가수분해물은 7.81 μg TE/mg로 나타나 쌍별귀뚜라미 단백가수

분해물의 DPPH라디칼 소거활성이 상대적으로 우수한 것을 알

수 있다. Lee 등(2017)의 연구에 따르면 흰점박이꽃무지 유충 단

백가수분해물에 alcalase, flavourzyme, neutrase를 처리하여 제조한

단백가수분해물의 DPPH 라디칼 소거활성을 알아본 결과 12.03,

12.03, 13.42 μg TE/mg로 나타났다. 쌍별귀뚜라미의 alcalase, fla-

vourzyme, neutrase 단백가수분해물의 TE로 나타낸 값은 45.90,

49.02, 45.63 μg TE/g로 흰점박이꽃무지 유충 단백가수분해물의

DPPH 라디칼 소거 활성보다 더 우수한 것을 확인하였다.

ABTS 라디칼 소거능을 측정한 Centenaro 등(2011)의 연구 결

과에 따르면 닭뼈에 flavourzyme을 처리하여 제조한 단백가수분

해물에서 0.248 mM TE/g으로 나타났고, 본 연구에서 사용한 쌍

별귀뚜라미 neutrase 단백가수분해물은 444.57 mM TE/g로 나타나

ABTS 라디칼 소거활성이 훨씬 우수한 것을 알 수 있다(data not

shown). 또한 Yu 등(2017)의 연구에 따르면 갈색거저리 유충

alcalase 단백가수분해물은 108.90 μg TE/mg로 나타났으며, Lee 등

(2017)의 연구에 따르면 흰점박이꽃무지 유충 단백가수분해물에

alcalase를 처리하여 제조한 단백가수분해물의 ABTS 라디칼 소거

활성 결과 117.22 μg TE/mg로 나타났다. 쌍별귀뚜라미의 neutrase

단백가수분해물은 121.41 μg TE/mg로 위 두가지 곤충 갈색거저

리 유충, 흰점박이꽃무지 유충보다 항산화 활성이 우수한 ABTS

소거활성을 나타냄을 알 수 있다.

객주리 물고기 피부에 glycyl endopeptidase를 처리하여 제조한

젤라틴 가수분해물의 H2O2 소거활성을 연구한 결과는 1.17 mM

TE/g으로 보고하였다(Karnjanapratum과 Benjakul, 2015). 쌍별귀뚜

라미 alcalase, flavourzyme, neutrase 단백가수분해물은 각각

952.00, 837.51, 681.27 mM TE/g로 항산화 활성이 훨씬 우수한

H2O2 소거활성을 나타냄을 알 수 있었다(data not shown). 또한

Yu 등(2017)의 연구에 따르면 갈색거저리 유충 alcalase 단백가수

분해물은 78.43 μg TE/mg로 나타나 쌍별귀뚜라미 단백가수분해

물의 H2O2 소거활성이 상대적으로 우수한 것을 알 수 있다. Lee

등(2017)의 연구에 따르면 흰점박이꽃무지 유충 단백가수분해물

에 alcalase, flavourzyme, neutrase를 처리하여 제조한 단백가수분

해물의 H2O2 소거활성을 알아본 결과 163.19, 136.98, 151.51 μg

TE/mg로 나타났다. 쌍별귀뚜라미의 alcalase, flavourzyme, neutrase

단백가수분해물의 TE로 나타낸 값은 239.23, 212.53, 172.43 μg

TE/g로 흰점박이 꽃무지 유충 단백가수분해물의 H2O2 소거활성

보다 더 우수한 것을 확인하였다.

Kittiphattanabawon 등(2012)의 보고에 따르면 블랙팁샤크의 젤

라틴 가수분해물이 FRAP 소거활성을 알아본 결과 6.18 μM TE/

g으로 보고하였는데, 쌍별귀뚜라미 flavourzyme 단백가수분해물

83.80 mM TE/g으로 FRAP 소거활성이 훨씬 우수한 것을 확인할

수 있었다(data not shown).

단백가수분해물의 linoleic acid 과산화 억제 활성

지질의 산화물인 활성 라디칼, 과산화물, 저분자 카르보닐화합

물 등 각종 활성화합물들은 공기 중의 산소에 의하여 산화되어

과산화 지질을 생성한다(Paik 등, 1992). 지질의 산화로 생성된 과

산화물은 DNA 손상작용에 큰 역할을 하기 때문에 산화 초기에

이를 억제시키는 것이 식품의 안정성 측면에서 중요하다(Kim 등,

2012). 지질 산화 초기에 발생되는 과산화물 ferrous chloride

(FeCl2)와 반응하여 빨간색에 가까운 FeCl2 색소를 생성하고, 지

질 산화가 계속 일어나면 malonaldehyde와 같은 저분자 화합물이

생기는데 이것은 TBA와 결합하여 적색복합체를 생성한다(Cho

등, 2006). 본 실험은 불포화지방산인 linoleic acid를 기질로 하여

쌍별귀뚜라미의 산화방지 효과를 알아보았다.

앞선 4가지 항산화 실험과 3 kDa 이하의 저분자 생산 수율 결

과를 종합해 보았을 때 3종의 갈색거저리 유충 단백수분해물의

항산화 활성은 비슷했으나, available amino group 함량이 가장 높

았던 flavourzyme 단백가수분해물을 이용하여 linoleic acid 과산

Table 5. Ferric reducing antioxidant power of the hydrolysates

from Gryllus bimaculatus with different proteases

Enzymes FRAP (μM FeSO4/mg)
1) TEAC (μg TE/mg)2)

 Alcalase 00155.32±1.15ab3) 020.37±0.11ab

 Flavourzyme 164.51±1.09a 21.48±0.13a

 Neutrase 149.10±6.25b 19.64±0.76b

1)Ferric reducing antioxidant power.
2)Trolox equivalent antioxidant capacity.
3)Each value is mean±SE (n≥3) and different superscripts (a-c) in the
same column are significantly different at p<0.05 by Duncan’s
multiple range test.
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화 억제 활성 실험을 진행하였다. 쌍별귀뚜라미 flavourzyme 단

백가수분해물은 100과 200 μg/mL의 농도로 양성대조군인 trolox

는 1.25 μg/mL 농도를 이용하여 지질과산화물의 산화 억제 활성

을 시간별로 측정하여 Fig. 3에 표시하였다. 시간이 지날수록 음

성대조군의 지질과산화물이 증가하였으며, 음성대조군의 3일째

흡광도 값을 100%로 봤을 때 flavourzyme 단백가수분해물은 100

과 200 μg/mL의 농도에서 지질 과산화물이 각각 21.45와 32.29%

로 양성대조군과 대비하였을 때 유의적으로 산화가 억제됨을 확

인하였다. 갈색거저리 유충 alcalase 단백가수분해물, 흰점박이꽃

무지 유충 alcalase 단백가수분해물의 linoleic acid에 대한 항산화

활성 결과에 따르면 200 μg/mL 농도에서 양성대조군 trolox를

100%로 봤을 때 환산하여 나타낸 결과 각각 33% (Yu 등, 2017),

34% (Lee 등, 2017)로 쌍별귀뚜라미 flavourzyme 단백가수분해물

과 비슷한 지질 산화 억제 활성을 보였다.

본 연구에서는 총 5종의 단백질분해효소를 대상으로 쌍별귀뚜

라미 단백가수분해물의 제조특성을 조사하였으며, 제조한 단백가

수분해물을(≤3 kDa) 대상으로 항산화 활성을 평가함으로써 향후

새로운 기능성 식품 또는 소재 개발을 위한 쌍별귀뚜라미의 활

용 가능성을 제시하였다.

요 약

동결건조된 쌍별귀뚜라미 분말을 4%(w/v)의 기질용액으로 제

조한 후, 기질 대비 단백질 가수분해 효소(alcalase, flavourzyme,

neutrase, bromelain, papain)를 1%(w/v) 첨가 하여 24시간 가수분

해시킨 단백가수분해물을 제조하였다. 각 효소별 가수분해물을

이용하여 SDS-PAGE와 available amino group 함량을 측정하여

확인한 결과, flavourzyme 단백가수분해물이 가장 높은 가수분해

도를 보인 반면 bromelain과 papain은 상대적으로 낮은 가수분해

도를 보였다. 가수분해도가 높았던 3종의 효소(alcalase, fla-

vourzyme, neutrase)를 이용하여 제조한 단백가수분해물을 각각 한

외여과막을 통해 분자량 3 kDa 이하로 분리한 후 항산화 활성을

측정하였다. DPPH 라디칼 소거활성의 경우 flavourzyme이 항산

화 활성이 가장 우수하였으며, ABTS 라디칼 소거활성은 neutrase,

flavourzyme 및 alcalase 단백가수분해물 순으로 높게 나타났다.

H2O2 소거활성은 alcalase와 flavourzyme 단백가수분해물이 neutrase

단백가수분해물에 비해 상대적으로 높게 나타났으며, FRAP법은

flavourzyme, alcalase, neutrase 단백가수분해물 순으로 높게 나타

났다. 저분자 펩타이드 생산 효율이 가장 높았던 쌍별귀뚜라미

flavourzyme 단백가수분해물을 이용하여 농도별 linoleic acid 과

산화 억제 활성을 측정한 결과 농도 의존적으로 유의적인 과산

화 억제 활성을 보였다. 최종적으로 본 연구를 통해 고단백질 소

재인 쌍별귀뚜라미로부터 여러 단백분해효소원들을 이용한 단백

가수분해물 제조 특성 및 우수한 항산화 활성을 확인할 수 있었

으며, 이번 연구는 향후 식용곤충 유래 기능성 식품소재 개발을

위한 기초자료로 활용이 가능할 뿐만 아니라 식용곤충 산업 활

성화에도 기여할 수 있을 것으로 기대된다.
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