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Aspergillus oryzae와 Bacillus subtilis를 순차접종 발효한

갈색거저리유충과 누에번데기 발효물의 품질특성
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Characteristics of Tenebrio molitor larvae and Bombyx mori pupae
sequentially fermented with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
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Abstract Defatted soybean, larvae of brown mealworm (Tenebrio molitor), and powdered pupae of silkworm (Bombyx
mori) were fermented in solid and liquid forms using Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis. The protein degradation rate
(NDR) through solid fermentation was the highest in the fermented soybean control sample (54.69±6.54%), followed by
silkworm pupae (34.82±5.99%) and brown mealworm larvae (30.54±3.80%). When these edible insects were fermented in
liquid form, solid extraction yield was 37.73-46.88%, and protein yield was 47.47-63.02%. NDR of fermented liquid form
products increased to 58.90, 52.62, and 50.13% for soybean, brown mealworm larvae, and silkworm pupae, respectively.
SDS-PAGE of the liquid fermented products confirmed that microbial fermentation decomposed higher-molecular-weight
proteins into small polypeptides. In vitro digestibility of liquid forms of edible insects increased by 1.26 to 1.53 times after
fermentation. The protein solubility, foaming ability, and foam stability of liquid-fermented edible insects all tended to
increase through fermentation.
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서 론

전세계 인구증가에 따라 나타날 수 있는 미래의 식량부족사태

를 극복할 대체 식량자원의 하나로 관심이 커져가고 있는 식용

곤충은 단백질 함량이 대두, 계란, 소고기와 유사하거나 높고(Kim,

2013), 환경오염저감에도 효과적이어서, 세계식량농업기구(FAO)

은 영양보충을 위한 새로운 자원으로의 그 가능성을 인정한 바

있다(Durst 등, 2010). 이러한 시대 흐름에 따라 국내에서도 곤충

산업촉진을 위해 2020년 백장감, 쌍별귀뚜라미, 메뚜기, 식용누에,

수벌번데기, 갈색거저리유충, 장수풍뎅이유충, 흰점박이꽃무지유

충, 아메리카왕거저리 유충 탈지분말 등 9종의 식용 곤충이 식품

원료로서 허가되었다(Kim 등, 2021). 식품분야에서 식용 곤충을

이용한 가공식품개발 및 다양화를 이루어 가고 있으며, 지속적으

로 식용곤충 시장규모가 성장할 것으로 예상하고 있다. 식용곤충

을 이용한 연구에서도 영양물질제조(Ghaly과 Alkoaik, 2009; Jones

등, 1972) 및 식품소재화(Cho 등, 2018; Kim 등, 2015; Kim,

2017; Lee 등, 2017; Zhao 등, 2018) 등 다양한 연구가 진행된 바

있고 점차 확대되어지고 있으나 미생물 발효방법을 통한 식용곤

충 단백질 분해와 관련한 연구는 현재까지 미진한 실정이다.

식품 가공공정에서 단백질 가수분해물을 생성하는 방법으로는

크게 산(acid)이나 단백질 분해효소를 이용하거나 또는 이러한 단

백질 분해효소를 분비하는 미생물을 이용하는 발효법 등을 들 수

있다. 하지만 산 분해의 경우는 분해과정에서 3-chloropropane-1,2-

diol과 같은 발암물질(Finley 등, 1982) 등이 생성되기도 하여 이

를 중화과정을 거쳐 제거해야 하며, 단백질분해를 위한 정제효소

사용은 상대적으로 처리비용이 높은 편이다. 발효법의 경우는 상

업적 생산보다 장시간의 발효 숙성과정을 거치기 때문에 시간 효

율성이 낮으나 소비자 선호도가 높은 장점이 있다. 발효를 통한

단백질 가수분해물을 포함한 식품 제품으로는 간장 및 된장 등

한국 전통발효식품과 서양의 치즈 등이 대표적이며 이러한 식품

들은 단백질이 저분자화 되는 가수분해 과정 속에서 생성된 유

리아미노산과 저분자 펩타이드들이 이들 식품의 고유한 맛을 결

정하는 주요 물질로 작용하기도 하고 상대적으로 인체흡수도 용

이하여 산업적 조미소재나 단백질공급원으로 이용되기도 한다.

또한 생성된 단백질 가수분해물은 가수분해를 통해 펩타이드 결

합이 끊어지며 분자량크기가 상대적으로 작고 단백질 결합 내의

2차구조 등이 감소된 형태를 갖게 되어 등전점 부근에서 용해도

가 증가되고, 점도는 감소되며, 기포성, 겔화 및 유화특성 등 원

료단백질과는 다른 물리 화학적인 변화가 나타나게 된다(Kim

등, 1990). 단백질 자원 중 분리대두단백은 탈지대두를 효소 및

산가수분해하여 단백질 함량을 90% (w/w)내외로 높여 식품 제

조 시 물성의 변화 및 안정화를 위한 첨가제로 사용되기도 하
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며, 또한 음료, 아이스크림, 육류식품, 제빵 등 폭넓은 산업적 높

은 활용도로 사용되고 있다. 본 연구에서는 미래식량의 단백질자

원으로 식용곤충을 활용하기 위해서는 이미 산업적 완성도와 활

용도가 높은 대두단백질과의 비교가 필요하고 또한 사용 발효균

주들이 대두발효에 이용되고 있는 점을 감안하여 식용곤충 중 갈

색거저리 유충(Tenebrio molitor larvae; Mealworm)과 누에번데기

(Bombyx mori pupa; Silkworm pupa) 탈지원료를 사용하여

Aspergillus oryzae 및 Bacillus subtilis 장류기반 미생물을 이용한

발효과정을 통하여 단백질 발효물을 제조하였으며, 이에 대한 이

화학적 특성과 가공 기능성을 분석하여 발효과정을 통한 식용곤

충 단백질 추출공정 가능성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용한 식용곤충은 갈색거저리 유충과 누에번데기

2가지 시료이였으며, 갈색거저리 유충은 압착탈지분말 형태로, 누

에번데기는 동결건조 형태로 양주시 농업기술센터에서 제공받았

다. 대조군으로는 인도 수입산 탈지대두(Bainy 등, 2008)를 S장류

회사로부터 제공받아 사용하였다. 식용곤충의 잔여 지질함량을

낮추기 위해 Jeon 등(2016)의 탈지처리방법을 일부 변형하여 탈

지과정을 실시하였다. 간단히 서술하면, 동결 건조 형태의 식용

곤충 분말과 n-hexane (96%, special grade, Samchun Chemical,

Pyeongtaek, Korea)을 1:4 (w/v) 비율로 섞어 교반기를 이용하여

3시간 동안 상온에서 진탕 후, 원심분리기(HMR-220IV, Hanil

industrial Co, Namyangju, Korea)로 상층액을 분리하였고, 남은 잔

사를 같은 방법으로 총 2회 반복하였다. 침전물의 잔여 n-hexane

은 fume hood에서 충분히 제거 후 얻은 것을 탈지분말 실험재료

로 사용하였다. 발효과정 사용균주 A. oryzae는 충무발효에서 제

공받았고, B. subtilis는 시판 청국장에서 분리한 균주를 사용하였다.

발효추출물 제조

식용곤충을 이용한 발효추출물 제조는 Kim(2018)의 방법을 일

부 변형하여 사용하였으며 Fig. 1과 같이 발효고형물(a)과 액상추

출고형물(b) 형태로 준비하였다. 탈지 대두, 갈색거저리 유충 및

누에번데기 분말과 이들 건조중량의 6배 증류수를 혼합한 다음,

수욕조(CWB-20L, HYSC, Seoul, Korea)에서 90oC, 2시간 동안 1

차 열처리하였다. 이를 25oC까지 방냉하고 8000 rpm, 20분간 원

심분리(HMR-220IV, Hanil Industrial Co.) 하였다. 1차 상층액은 −

55oC 이하의 냉동고에 보관하고, 남은 원심분리박은 건조중량 대

비 충무발효 제공 A. oryzae 분말 0.5%를 1차로 접종하여 37oC

에서 48시간 발효 후, 멸균수로 희석하여 분광기(Spectronic 20D+,

Milton roy, Rochester, NY, USA)를 이용하여 600 nm에서 흡광도

를 0.3으로 맞춘 B. subtilis 용액 1%를 접종하여 다시 48시간을

발효한 것을 발효고형물(a)로 하였다. 이때 얻어진 발효고형물을

각각 대두(fsS: fermented solid of soybean), 갈색거리리유충(fsT:

fermented solid of Tenebrio molitor L.), 누에번데기(fsP: fermented

solid of Bombyx mori pupae) 발효고형물로 명명하였다. 액상추출

고형물(b)은 발효고형물(a)에 이전에 냉동보관 된 상기 1차 상층

액을 해동 시킨 후 첨가하여 발효와 미생물 효소반응을 위해 55oC

에서 6시간 동안 2차 열처리한 후, 25oC까지 방냉하고 원심분리

(8000 rpm, 20 min)하여 2차 상층액을 동결건조 한 분말로 −20oC

에 보관하면서 실험에 사용하였다. 이때 얻어진 추출물 동결건조

시료들을 각각 대두(efS: extract of fermented soybean), 갈색거리

리유충(efT: extract solution of fermented Tenebrio molitor L.),

누에번데기(efP: extract of fermented Bombyx mori pupae) 액상추

출고형물로 명명하였다.

일반성분분석

일반성분 조성은 AOAC법(AOAC, 1990)의 방법에 따라 측정

하였다. 수분은 상압가열건조법, 조회분은 550oC 직접회화법을 이

용하였다. 조단백질 함량은 Kjeldahl 질소정량법, 조지방은 Soxhlet

추출법을 이용하여 측정하였다.

pH 및 적정산도

식용곤충 발효물의 pH 측정은 pH meter (MP230, Mettler-

Toledo, Greifensee, Switzerland)를 사용하여 측정하였다. 적정산도

의 측정방법은 희석시료에 0.1 N NaOH 용액을 이용하여 pH 8.3

까지 소비된 양을 확인하여 계산식으로 측정하였다.

Fig. 1. Procedures for fermented edible insect products. (A) Solid fermentation (fsS, fsT, fsP) (B) Fermented liquid extraction (efS, efT, efP)
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총 질소, 아미노질소 및 가수분해도(Degree of hydrolysis)

식용곤충 발효물의 총 질소는 AOAC법(AOAC, 1990)에 준하여

Kjeldahl 질소정량법을 이용하 여 측정하였으며, 아미노질소는 Formol

적정법(Chae 등, 2002)으로 측정하였다. 가수분해도(DH, degree of

hydrolysis)는 단백질로부터 해리된 유리아미노기의 비율을 구하기

위해 총질소함량과 아미노질소 함량의 백분율로 나타내었다.

유리아미노산 분석

액상추출고형물의 유리아미노산 분석은 시료를 증류수에 2%

(w/v) 농도로 희석 후 60분 동안 진탕 및 초음파처리를 통해 분

획하였으며, 이후 5-sulfosalicylic acid를 희석액의 2% (w/v)를 첨

가하여 60분간 진탕추출하였다. 추출액은 원심분리 후(7000 rpm,

20 min) 0.45 µm nylon syringe filter (Whatman Ltd., Piscataway,

NJ, USA)로 여과하여 아미노산 분석을 하였다. 분석 시 이용한

컬럼은 (Eclipse AAA, 4.5×150 mm, 5 µm, Agilent Technologies,

Palo Alto, CA)이며, 분석에 사용된 시료의 주입량은 5 µL였다.

이동상으로 사용한 A 용매는 40 mM NaH2PO4 (pH 7.8), B용매

는 Acetonitrile:Methanol:Water (45:45:45, v/v/v)이며, 이동상의 유

속 조건은 A용매의 비율을 1.9분까지 100%로 유지 후 18.1분까

지 43%, 18.6분까지 0%로 낮추어 22.3분 까지 유지하다가, 23.2

분까지 100%로 상승시켜 26분까지 유지하였다. 이때, 파장은 220

와 570 nm로 설정하였으며, 유속은 2.0 mL/min으로 설정하여 분

석하였다. Detector는 fluorescence detector (Ex: 340 nm, EM:

112 450 nm)을 사용하여 유리아미노산을 검출하였다.

SDS-PAGE에 의한 분자량

액상추출고형물은 Laemmli(1976)의 방법을 참고하여 SDS-PAGE

전기영동을 실시하였다. Stacking Gel은 4% acrylamide gel을 사

용하였으며, Resolving gel은 15% gel을 사용하였다. 시료는

Bradford법으로 수용성 단백질의 양을 측정하여 500 µg/mL 동일

한 농도로 희석한 후 2X sample buffer와 동량으로 혼합하고,

100oC에서 10분간 끓인 후 식혀 20 µL를 gel에 loading 하였다.

전기영동 조건은 초반 80 V의 전압을 유지하였고, stacking gel을

통과한 후 110 V로 높여 분리하였다. 분리가 끝난 gel은

commassie blue R-250을 이용하여 염색하였으며, 10% acetic acid

가 함유된 50% 메탄올을 이용하여 탈색하였다.

고형분 및 단백질 수율

액상발효추출물의 고형분 추출수율은 미리 항량시킨 칭량접시

에 취하여 105oC에서 증발 건조시킨 후 건조무게를 측정하였고,

단백질 수율은 추출물 단백질중량을 해당 추출물 제조에 사용된

원시료 중량(건물량)에 대한 백분율로 계산하였다.

고형분 수율(%)

=발효추출물의 건조중량/투입 원료의 건조중량×100

단백질 수율(%)

=발효추출물의 단백질중량/투입원료의 단백질중량×100

단백질 소화율(In vitro)

액상발효추출물의 단백질 소화율은 Njingtang 등(2001) 및 Nunes

등(2004)의 방법을 일부 변형하여 실시하였다. 시료 2 g을 0.1 N

HCl 50 mL에 현탁(4%, w/v)시킨 다음 시료의 1% pepsin (w/w)

첨가 후 37oC 수욕조에서 200 rpm으로 2시간 동안 교반하였다.

이를 5 N NaOH용액을 이용하여 pH 7.5로 조정해 pepsin의 효

소활성을 실활시키고 시료의 1% pancreatin (w/w) 첨가하여 37oC

수욕조에서 200 rpm으로 2시간 동안 교반시켰다. 10% trichloroacetic

acid (TCA) 4 mL를 첨가하여 filter paper (Whatman, No1, 110

mm Ø)로 여과 후 상층액을 분석시료로 사용하였다. 단백질 소

화율은 아래의 방법을 이용하여 계산하였다.

단백질 소화율(%)

=여액의 Total nitrogen (mg)/시료의 Total nitrogen (mg)×100

단백질 용해도

액상발효추출물의 용해도(Solubility)는 Lawhon 등(1972)의 방법

과 Morr 등(1985)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 시료 0.3

g을 0.1 N NaOH 용액 30 mL에 용해시킨 다음 30분간 균질화 시

킨 후 3 mL씩 1 N NaOH와 1 N HCl로 pH 1.5에서 12.0로 각각

조절하였다. 조정된 용액은 실온에서 30분간 평형화 시킨 후 원

심분리(10,000 rpm, 10 min)하여 상층액을 Bradford 방법(Kruger,

2009)에 따라 Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit (Thermo

Scientifi, Waltham, MA, USA)를 사용하여 단백질 함량을 정량하

였다. 측정한 값을 이용하여 다음 식에 대입하여 용해도를 측정

하였다.

단백질 용해도(%)

=pH별 단백질 함량(mg/mL)/pH 12.0에서의 단백질 함량

(mg/mL)×100

거품형성능 및 안정성

액상발효추출물의 거품형성능 및 거품안정성은 Lawhon(1972)

등의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 시료 3 g을 30 mL의 증

류수에 희석한 후 mixer에 1분간 shaking 하여 거품을 형성하였

다. 형성된 거품을 50 mL 메스실린더에 부어준 뒤, 거품의 부피

를 측정하여 아래와 같이 거품형성능을 측정하였다. 거품안정성

은 메스실린더에서 시간별 거품의 부피를 측정하여, 거품 형성

직후의 거품형성능과 비교하여 그 비율로 나타내었다.

통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복실험을 기본으로 하였으며, 실험결

과는 SPSS 프로그램(IBM SPSS Statistics for windows, version

21.0. Armonk, NY, USA)을 사용하였다. 통계적 유의적 검정은 일

원배치 분산분석을 실시하였으며, 측정 평균값 간의 유의성은

p<0.05 수준으로 Duncan의 다중범위시험법을 사용해 검증하고자

하였다.

결과 및 고찰

원재료 일반성분 분석

제공받는 식용곤충의 잔여 지질함량이, 갈색거저리 유충 압착

탈지분은 11.52%, 동결건조 누에번데기는 27.64%로 높아 n-hexane

을 이용하여 한번 더 탈지과정을 거친 후 탈지대두와 비교하여

결과 값을 Table 1에 나타내었다. 최종 탈지한 시료들의 단백질

함량은 갈색거저리 유충, 누에번데기, 탈지대두 순으로 높고, 식

용곤충 탈지분이 탈지대두보다 유의적으로 높은 값을 나타내었

다(p<0.05). 이는 대두에 비해 식용곤충은 식이섬유와 같은 탄수

화물 함량이 낮은 차이에 기인한 것으로 판단하였다(Son, 2017).

지질함량은 시료 간 유의적으로 차이가 있었으나(p<0.01), 상업

용 유기용매처리를 통해 제거 가능함을 확인하였다. Kim 등(2016)

의 연구에서 갈색거저리 유충 탈지분은 지질 함량이 3.94%, 단

백질 함량이 70.42%, 번데기 탈지분은 지방함량이 4.75%, 단백
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질 함량이 67.54%로 나타났는데, 이는 용매탈지 방법에 따라 지

질 함량이 차이가 나 본 연구에서의 지질 함량이 낮고, 단백질

함량이 상대적 높은 것으로 판단하였다.

발효고형물의 총 질소, 아미노질소 및 단백질 가수분해도

(Nitrogen Degradation Ratio)

식용곤충 및 대두 발효고형물의 수분함량, pH 및 적정 산도는

Table 2과 같다. 수분의 경우 누에번데기와 탈지대두분의 수분함

량이 상대적으로 높았는데 이는 발효에 따라 각 물질의 조직분

해를 통해 수분보유성이 차이를 보이기 때문이라고 판단하였다.

발효 과정 중 pH는 발효 초기 모든 실험군에서 6.0-6.8의 범위로

나타났으며, 발효 시간이 지나면서 7.4-7.6의 범위로 증가한 것으

로 나타났다. 미생물의 증식은 단백질의 분해물 및 암모니아성

질소화합물의 함량의 증가로 이어져 pH의 증가에도 영향을 준

것으로(Park 등, 1989) 판단되었다. 적정 산도는 탈지대두

(0.82±0.10), 갈색거저리유충(0.77±0.19), 누에번데기(0.67±0.15) 순

으로 발효 초기보다 3-4배 증가한 것으로 나타났다. Zhao(2017)

의 연구에 따르면 메주 형태로 48시간 발효된 대두의 pH는 7.24,

적정산도는 1.08%, 갈색거저리 유충의 pH는 7.16, 적정 산도는

1.56%, 번데기의 pH는 6.58, 적정 산도는 2.64% 정도로 나타나

pH는 비슷한 경향성을 보이나 적정 산도는 본 연구에서 더 낮은

것으로 나타났다. 이는 발효 시간 및 조건변화에 따른 A. oryzae

유기산 및 B. subtilis의 의해 생성된 암모니아나 아민류 계열에

의해 적정산도 차이에 따른 것(Cho 등, 2016)으로 판단하였다.

총 질소 함량(Table 3)은 갈색거저리 유충 발효물이 가장 높았

으며(6.97±0.64%), 누에번데기(4.64±0.63%), 탈지대두(3.72±0.49%)

순으로 시료 간 유의적 차이가 있었으며(p<0.001) 건량 기준으로

계산 시 발효 전보다 발효물 내의 단백질 함량이 상대적으로 증

가하였다. 아미노 질소는 유리아미노기 형태로 존재는 분자 내

질소를 말하며, 아미노기(-NH2) 말단을 가지는 화합물의 총량을

가리켜 식품의 품질지표항목으로 이용된다(Cho 등, 2014). 발효

시 단백질이 proteas에 의해 아미노산으로 가수분해 되며, 아미노

Table 1. Proximate analysis of samples

Sample Moisture (%) Crude protein (%) Crude lipid (%) Crude ash (%) Carbohydrate (%)

pT1) 4.15±0.06 64.84±0.52 11.52±2.63 4.47±0.08 15.02

rawP2) 5.24±0.04 60.10±0.32 27.64±0.28 4.36±0.01 02.66

S 9.74±0.24a 3,4) 48.92±0.40c 00.97±0.19c 6.68±0.39a 33.70

T 4.81±2.85b 73.11±1.99a 01.82±0.68ab 4.84±0.89b 15.42

P 6.70±2.78ab 66.15±2.35b 02.00±0.63a 7.02±0.56a 18.14

F-value 4.665* 193.144*** 4.074* 12.999**  

1)pT: pre-defatted Tenebrio molitor larvae by piston pressing
2)rawP: raw silkworm pupa, S: commercial de-fatted soybean, T: de-fatted Tenebrio molitor larvae by n-hexane, P: de-fatted silkworm pupa by n-
hexane
3)mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
4)a-c Means in a column by different superscripts are significantly different at 5% significance level by Duncan’s multiple range test

Table 2. Moisture, pH, titratable acidity of fermented solid of soybean, Tenebrio molitor L. and silkworm pupa

Sample Moisture (%) pH Titratable acidity (%)

fsS1) 65.63±3.50a 2,3) 7.40±0.24b 0.82±0.10a

fsT 51.48±4.91b 7.60±0.28a 0.77±0.19ab

fsP 67.51±4.45a 7.52±0.21ab 0.67±0.15b

F-value 67.707*** 2.415* 3.864*

1)fsS: Fermented solid of commercial de-fatted soybean with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
fsT: Fermented solid of de-fatted Tenebrio molitor L. with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
fsP: Fermented solid of de-fatted silkworm pupa with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
2)mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
3)a-c means in a column by different superscripts are significantly different at 5% significance level by Duncan’s multiple range test

Table 3. Total nitrogen, amino nitrogen and NDR of fermented solid of soybean, Tenebrio molitor L. and silkworm pupa

Sample Total nitrogen (%) Amino nitrogen (%) Degree of protein hydrolysis (%)

fsS1) 3.72±0.49c 2,3) 2.01±0.13b 54.69±6.54a

fsT 6.97±0.64a 2.11±0.12a 30.54±3.80c

fsP 4.64±0.63b 1.59±0.14c 34.82±5.99b

F-value 120.685*** 75.305*** 76.803***

1)fsS: Fermented solid of commercial de-fatted soybean with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
fsT: Fermented solid of de-fatted Tenebrio molitor L. with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
fsP: Fermented solid of de-fatted silkworm pupa with Aspergillus oryzae and Bacillus subtilis
2)mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
3)a-c means in a column by different superscripts are significantly different at 5% significance level by Duncan’s multiple range test
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질소는 정미성분 등 품질 변화 및 숙성의 지표로도 사용된다(Cho

등, 2014). 아미노질소 함량은 탈지대두 발효물이 2.01±0.13%, 갈

색거저리 유충이 2.11±0.12%, 누에번데기가 1.59±0.14%로 유의적

으로 차이가 있었다(p<0.001). 고형발효를 통한 단백질 가수분해

율은 대두 발효물이 54.69±6.54%로 가장 높았으며, 누에번데기가

34.82±5.99%, 갈색거저리 유충은 30.54±3.80%를 나타내었다. Choi

(2018)의 연구에서는 상업용 단백질 분해효소인 flavourzyme 및

alcalase의 혼합 처리를 통해 식용곤충의 가수분해물을 제조하였

는데, 가수분해도를 측정한 결과 갈색거저리 유충의 경우 4시간

경과 시 58%, 누에번데기의 경우 3시간 경과 시 68%로 보고하

였다. Lee(2017)의 연구에서는 갈색거저리 유충에 alcalase 및

flavourzyme 효소의 혼합 처리 시 8시간 경과 시 34.27%의 가수

분해도를 나타낸다고 보고하였는데 이는 갈색거저리 유충 단백

질을 96시간의 미생물발효를 통해 얻은 본 실험과 유사하였다.

이러한 가수분해도의 차이는 식용곤충 단백질 가수분해물 제조

시 전처리공정, 효소활성, 최적온도, pH 환경에 따라 차이가 난

것으로 판단되며 효과적인 가공처리공정을 통한 개선의 여지도

가능할 것으로 판단된다.

액상발효추출물의 단백질 함량, 고형분 및 단백질 추출 수율

식용곤충 액상발효추출물의 단백질함량, 아미노질소 및 단백

질 가수분해도는 Table 4에 나타내었다. 단백질 함량은 69.67-

86.06%로 갈색거저리유충(efT), 대두(efS), 누에번데기(efP) 순으

로 높게 나타났으며(p<0.001), 단백질 가수분해도 측정 결과, 대

두(efS), 갈색거저리유충(efT), 누에번데기(efP) 순으로 나타나

(p<0.001) 발효과정 중의 미생물 기인 관련 효소들 작용을 통해

단백질분해를 증가시킬 수 있었다. 고형분 추출수율은 Table 5

에 나타내었다. 갈색거저리유충(efT)과 누에번데기(efP)의 고형분

수율은 유의적 차이가 없었으며, 대두발효추출물(efS)이 식용곤

충들보다 추출 수율이 상대적으로 높게 나타났다(p<0.001). 단

백질 수율에서도 같은 경향성을 나타내 대두가 가장 높았으며,

누에번데기는 50.32±4.46%, 갈색거저리 유충은 47.47±3.03%로

식용곤충 두 시료간에는 유의적 차이는 없었다(p<0.001). 단백

질 분해 효소로 갈색거저리 유충 단백질의 가수분해물을 제조

한 선행 연구 중 Yu 등(2017)은 갈색거저리 유충에 alcalase,

flavourzyme, neutrase 효소 각 1% 씩 첨가하여 24시간 동안 가

수분해 한 단백질 가수분해물의 수율을 측정한 결과, alcalase를

첨가 시 42.05%, nutrase 30.01%, flavourzyme 26.27% 로 보고

하였다. Lee(2017)의 연구에 의하면 기질 대비 1%의 alcalase 효

소 첨가의 경우 1시간부터 8시간 동안 37.72-53.00% 범위로 나

타났으며, alcalase처리군이 가장 높았으며 alcalase와 flavourzyme

의 복합처리군, flavourzyme군 순으로 수율이 높았다고 보고하

였다. Alcalase를 이용한 누에번데기 단백질 가수분해물의 경우,

30시간 처리 시 수율이 59.63% 이라 하였다(Son, 2007). 비록

시간과 처리 방법이 차이가 있기는 하나 식용곤충 단백질을 미

생물 발효로 분해한 본 연구 값들이 일부 단백질분해 효소처리

군들과 유사한 측정값을 나타내었다.

유리아미노산

액상발효추출물의 유리아미노산의 총량은 갈색거저리유충(10,251

mg/100 g), 번데기(8,531 mg/100 g), 탈지대두(8,058 mg/100 g) 발효

물 순으로 나타나 식용곤충 단백질 발효추출물이 대조구(대두)에

비해 1.06-1.27배 높은 것으로 나타났다(Table 6). 필수아미노산의

총합에서도 동물성단백질인 갈색거저리와 번데기에서 더 높은 수

치를 보여 식물성단백질인 탈지대두에 비해 영양학적으로 우수

함을 확인할 수 있었다. 유리아미노산은 정미성분의 주요 지표로

알려져 있으며 aspartate와 glutamate는 감칠맛, serine, glycine,

threonine, alanine, proline은 단맛, isoleucine, phenylalanine,

lysine, leucine, arginine, histidine, tyrosine은 쓴맛에 관여하는 것

으로 알려져 있다(Nishimura과 Kato, 1988). 단백질 발효추출물의

유리 아미노산 구성성분 중 탈지대두와 번데기 발효물에는

glutamate가 각각 20.04, 11.97%로 가장 높았으며, 갈색거저리 유

충 발효물에는 proline이 23.49%로 가장 높은 것으로 나타났다.

갈색거저리 유충의 경우, alcalase 및 flavourzyme를 이용해서 단

백질 가수분해물을 제조한 Lee의 연구(2017)에서도 proline 함량

이 가장 높았다는 보고와 일치하는 결과를 나타냈다. 단백질 가

수분해 효소의 종류에 따라 가수분해 부위가 다를 수 있으므로

생성 아미노산과 아미노산 배열이 다른 펩타이드의 생성을 통해

유리 아미노산 종류와 함량에도 영향을 주는 것으로 판단하였다

(Kristinsson과 Rasco, 2000).

Table 4. Crude protein, amino nitrogen and degree of protein hydrolysis of extract powder of fermented soybean, Tenebrio molitor,

Bombyx mori pupae

Sample Crude protein (%) Amino nitrogen (%) Degree of proten hydrolysis (%)

efS1) 0069.67±2.352)c3) 6.60±0.32b 58.90±1.70a

efT 86.06±2.30a 7.24±0.47a 52.62±4.26b

efP 82.48±3.75b 6.69±0.47b 50.13±5.15b

F-value 117.718*** 10.014*** 16.059***

1)efS: extract of fermented soybean; efT: extract of fermented Tenebrio molitor L.; efP: extract of fermented Bombyx mori pupae
2)mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS: no significant
3)a-c means in a column by different superscripts are significantly different at 5% significance level by Duncan’s multiple range test

Table 5. Yield of extract powder of fermented soybean, Tenebrio

molitor L. and Bombyx mori pupae

Sample Yield (%) Protein yield (%)

efS1) 46.88±1.912)a3) 63.02±5.11a

efT 37.87±2.24b 47.47±3.03b

efP 37.76±4.14b 50.32±4.46b

F-value 19.833*** 27.036***

1)efS: extract of fermented soybean; efT: extract of fermented Tenebrio
molitor L.; efP: extract of fermented Bombyx mori pupae
2)mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NS: no significant
3)a-b means in a column by different superscripts are significantly
different at 5% significance level by Duncan’s multiple range test
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SDS-PAGE에 의한 분자량

액상발효추출물의 분자량을 가수분해를 시키지 않은 식용곤충

탈지분과 함께 비교하여 Fig. 2에 나타내었다. 단백질분리층을 비

교한 결과 갈색거저리 유충 탈지분은 50, 37 kDa 부근 및 15-

10 kDa 사이 등에서 여러 분리층이 발견되었다. 단백질 발효추출

물은 20 kDa 이상의 단백질 분리층이 희미해졌으며, 15 kDa 이하

의 저분자 펩타이드로 가수분해 되었음을 확인할 수 있었다. 번

데기 탈지분은 100-250 및 37-50 kDa 부근에서 선명한 분리층이

관찰되었고, 단백질 발효추출물은 100-250 kDa 부근의 분리층은

거의 나타나지 않았으며, 50 kDa 부근에 새로운 분리층이 나타났

으며, 37-50 kDa 사이의 밴드가 희미해졌고, 대부분 분자량 15

kDa 이하로 분해된 것을 확인할 수 있었다. 대두 탈지분은 75-

200 kDa 사이에서 4개의 뚜렷한 분리층, 37-59 kDa 부근에서 1

개의 뚜렷한 분리층이 발견되었다. 단백질 발효추출물은 75, 50

kDa 부근 및 37-50 kDa 사이에서 분리층이 선명해졌으며, 대부

분 20 kDa 이하로 분해된 것을 확인할 수 있었다. 식용곤충 단

백질을 이용한 효소적 가수분해에 관한 연구(Choi, 2018)에 따르

면, 갈색거저리 유충은 75 kDa 부근 및 37-50 kDa 사이에서, 번

데기는 75 kda 부근 및 25-37 kDa 사이에서 뚜렷한 분리층이 발

견되었다고 보고했으며, 본 연구와 비슷한 경향성을 확인할 수

있었다.

단백질 소화율(In vitro)

인체에서 단백질 분해는 일반적으로 위에서의 분비되는 소화

효소인 펩신과 이어서 췌장에서 분비되는 트립신과 키모트립신

에 의해 소화가 시작되며, 마지막 단계에서는 장 표면에서 존재

하는 프로테아제에 의해 아미노산과 펩타이드로 분해된다(Akimov

과 Bezuglov, 2012). 식용곤충 및 대두 액상발효물의 in vitro 단

백질 소화율을 각 시료의 탈지원료와 비교하여 Fig. 3에 나타내

었다.식용곤충 및 대두 탈지원료의 소화율은 59.60±0.50-76.03±

0.96%로 번데기가 가장 높았으며 갈색거저리 유충, 대두 순으로

유의적으로 높게 나타났다(p<0.001). 액상발효추출물의 경우

91.02±0.62-95.86±0.83%로 각 시료의 탈지분 보다 단백질 소화율

이 1.26-1.53배 증가하였다. 이는 발효과정 중 미생물이 생성하는

protease에 의해 가수분해되어 상대적으로 저분자로 분해(Fig. 2)

되어 소화율이 높아진 것으로 판단되며, Bacillus속 세균을 이용

한 발효가 소화율을 향상시킨다는 연구보고(Reddy, 2018; Sarkar

과 Tamang, 1995)와 유사한 경향성을 보였다. Yi 등(2016)의 연

구에 따르면 갈색거저리 유충의 in vitro 단백질 소화율이 탈지분

말의 경우 약 54%, 수용성단백질의 소화율은 약 85%로 나타났

으며, Longvah 등(2011)에 따르면 누에번데기의 in vitro 단백질

소화율은 87%라고 보고하였다. 식품 단백질의 영양가는 아미노

산 조성뿐만 아니라 단백질 소화성으로도 평가된다. 다른 종류의

식용곤충 단백질 소화율을 측정한 연구에서는 Kinyuru 등(2010)

에 의하면 메뚜기(Ruspolia differens)의 경우 단백질소화율이 82-

Table 6. Free amino acids composition of extract powder of

fermented soybean, Tenebrio molitor L. and Bombyx mori pupae
protein (unit: mg/100g dry sample)

Amino acid efS1) efT efP

Aspartate 782.02 507.57 649.77

Glutamate 1614.60 1043.29 1021.57

Serine 214.01 377.37 485.91

Histidine* 0.00 128.11 355.51

Glycine 313.57 372.70 383.48

Threonine* 426.85 515.59 237.63

Arginine 172.39 392.39 502.85

Alanine 501.19 828.90 463.41

Tyrosine 405.79 506.05 610.82

Valine* 428.33 909.39 922.71

Methionine* 205.94 226.83 343.03

Phenylalanine* 383.72 292.84 378.92

Isoleucine* 368.26 447.20 398.27

Leucine* 634.04 670.48 522.69

Lysine* 563.94 624.45 683.52

Proline 1043.37 2407.85 570.90

Sum of essential 3011.08 3814.89 3842.28

Total 8058.00 10251.00 8531.00

1)efS: extract of fermented soybean; efT: extract of fermented Tenebrio
molitor larvae; efP: extract of fermented Bombyx mori pupae; *:
essential amino acid

Fig. 2. SDS-PAGE of fermented soybean/insect. 1)M: Marker; S: Commercial de-fatted soybean; T: De-fatted Tenebrio molitor L.; P: De-
fatted Bombyx mori pupae; efS: extract of fermented soybean; efT: extract of fermented Tenebrio molitorlarvae; efP: extract of fermented
Bombyx mori pupae
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86%로, 쇠고기(89%), 돼지고기(90%), 칠면조(78%), 연어(85%)와

비교 시 비슷한 소화율을 나타냈다고 발표하였으며, 21종의 식용

곤충의 in vitro 단백질 소화율을 측정한 결과 60-98%인 것으로

보고된 바 있다(Ramos-Elorduy 등, 1997). 현재 식용곤충의 단백

질에 관한 연구는 활발히 이루어지고 있으나(Ghaly과 Alkoaik,

2009; Yi 등, 2013), 소화율에 관한 연구에서 소화되는 단백질의

유형에 대한 정보는 미비한 것으로 알려져 있다. 키틴질 등이 포

함되어 소화율이 상대적으로 낮은 식용곤충을 효과적 단백질 분

해과정을 거칠 경우 식용곤충의 소화성을 높일 수 있을 것으로

판단된다.

단백질 용해도

식용곤충 액상발효추출물의 기능적 특성 중 단백질 용해도를

pH 2.0-12.0의 범위에서 측정하였 으며, 탈지원료물의 단백질 용

해도와 비교한 결과는 Fig. 4와 같다. 탈지원료의 단백질 용해도

(Fig. 4A)는 모든 시료에서 pH 12.0에서 용해도가 가장 높았으며,

대두(efS)와 갈색거저리 유충(efT)은 pH 4.0, 번데기(efP)는 pH 6.0

부근에서 단백질 용해도가 가장 낮았다(Fig. 4B). 용해도는 단백

질의 가장 중요한 물리화학적 및 기능적 특성 중 하나이며 단백

질 분자의 수화정도 및 소수성 정도에 따라 달라진다(Sathe과

Salunkhe, 1981). 일반적으로 단백질의 등전점(isoelectric point)에

서는 용해도가 낮아지며, 대부분의 식품 단백질은 산성에서 등전

점을 가지므로 산성식품에 이용하는 경우 낮은 용해도로 인해 침

전물이 발생하여 탁도가 증가하는 등의 이용에 제한이 있다(Hwang

등, 1992). 단백질 발효추출물의 용해도(Fig. 4B)는, 모든 시료가

pH 전 범위에서 탈지원료물보다 용해도가 상대적으로 높았으며,

중성인 pH 6-8 사이에서 단백질 용해도가 대두 79.73-88.56%, 갈

색거저리 83.00-89.21%, 누에번데기의 경우 83.71-77.33% 정도로

각 원 시료인 탈지분보다 5.11, 2.63, 1.26배 높았다. 이러한 결과

는 Son(2017)의 연구에서 갈색거저리유충 원물보다 효소 가수분

해물의 높은 용해도를 보인 결과와 Zhao 등(2016)의 연구결과와

비슷한 경향성을 보였다. 또한 Fig. 2의 SDS-PAGE 단백질 밴드

와 비교 시, 갈색거저리가 상대적으로 대두와 누에번데기보다 낮

은 분자량으로 가수분해 된 것을 확인했을 때, Yim 등(2000)의

연구에서 단백질의 분자의 크기가 작아질수록 용해도가 증가한

다는 보고와 일치하였다. 그러나 가수분해도가 높아 용해도가 높

은 단백질의 경우 식품의 기능을 향상시키기 위한 양극성이 부

족하고 쓴맛이 나는 펩타이드와 같은 바람직하지 못한 효과를 가

져올 수 있다는 보고(Tavano, 2013; Villamil 등, 2017)가 있어 이

부분에 대해서는 추후 확인이 필요해 보인다.

거품형성능 및 안정성

식용곤충 액상발효추출물의 기능적 특성 중 거품형성능과 거

품안정성을 탈지원료들과 비교한 결과는 각각 Table 7과 Fig. 5

에 제시하였다(Fig. 5A). 탈지원료들의 거품형성능은 번데기

(43.33%), 대두(36.67%), 갈색거저리(17.78%) 순으로 나타났으며

(p<0.005), 발효추출물의 경우도 순서는 동일하였으며(번데기;

92.22, 대두; 46.67, 갈색거저리; 38.89%) 각 시료에서 탈지원물보

다 거품형성능이 식용곤충의 경우 2배 이상 향상된 것을 확인할

수 있었다(Table 7). 이는 발효 과정 중 미생물의 protease에 의해

단백질이 가수분해되어 용액 내 펩타이드의 확산과 용해도를 증

Fig. 3. Protein digestibility of de-fatted soybean/insect powder

and fermented extracts. 1)S: soybean; T: Tenebrio molitor L.; P:
Bombyx mori pupae 2)a-c, A-C means in a column by different
superscripts are significantly different at 5% significance level by
Duncan’s multiple range test

Fig. 4. Protein solubility of de-fatted soybean/insect powder (A) and fermented extracts (B). 1)S: commercial de-fatted soybean; T: de-fatted
Tenebrio molitor L.; P: de-fatted Bombyx mori pupae, efS: extract of fermented soybean; efT: extract of fermented Tenebrio molitor larvae; efP:
extract of fermented Bombyx mori pupae 
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가시키며, 흡수속도 및 계면의 초기 안정화를 증가시켜 거품형성

능에 영향을 준 것으로 판단하였다(Liceaga-Gesualdo과 Li-Chan,

1999). Purschke 등(2018)은 메뚜기과의 풀무치를 효소 가수분해

시 원료보다 거품형성능이 증가하였다고 보고하였고, Hall 등

(2017)은 가수분해된 귀뚜라미(criket) 분말이 다른 식용곤충에 비

교하여 우수한 거품형성능을 가졌다고 보고하였다. 시간이 지남

에 따라 거품형성 초기의 부피와 비교하여 측정한 거품안정성은

각 시료의 단백질 발효추출물이 탈지분보다 거품안정성이 1.14-

2.01배 높았으며, 갈색거저리 유충 액상발효건조물이 전반적으로

거품안정성이 높은 것으로 확인되었다. Wouters 등(2018)은 곤충

이외 글루텐 가수분해물이 난백 거품형성능이 뛰어나지만 안정

성이 낮다고 보고하였으며, 두 시료를 1:5의 비율로 포함하는 용

액은 높은 안정성의 거품(foam)형성제를 가진다고 발표하였는데

이와 같이 식용곤충 액상발효추출물을 다른 단백질과의 혼합을

통해 기능성 향상위한 연구도 가능할 것으로 판단하였다.

요 약

탈지 갈색거저리 유충과 번데기 분말을 A. oryzae 및 B. subtilis

균주를 이용하여 발효추출물을 제조하였다. 그 결과 발효추출물

의 단백질 함량은 69.67-86.06% (p<0.001)이며, 액상발효물의 고

형분 수율은 37.76-46.88% (p<0.001)로 나타났다. 단백질 분해율

은 대두발효물(esS) 58.90%, 갈색거저리유충(esT; 52.62%), 누에번

데기(esP; 50.13%) 순으로 나타났으며(p<0.001), 단백질 수율의 경

우 47.47-63.02% 이였다(p<0.001). 또한 SDS-PAGE 결과, 발효과

정을 거치지 않은 각각의 탈지원물과 비교 시 액상발효물들의 단

백질이 저분자로 분해됨을 확인하였다. 액상발효물의 in vitro 소

화율을 측정한 결과, 탈지원물(59.60-76.03%)에 비해 발효추출물

의 단백질 소화율이 91.02-95.86%로 1.26-1.53배 증가하였다

(p<0.001). 액상발효물의 단백질 용해도, 거품형성능, 거품안정성

모두 발효과정을 통해 수치가 증가하는 경향성을 나타났다. 이를

바탕으로 발효공정을 통한 단백질 추출물 공정의 가능성을 확인

하였으며, 추후 추출물의 이화학적 특성 및 기능성을 기반으로

새로운 기능성 식품 소재 개발에 기여할 수 있을 것으로 보인다.
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