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ABSTRACT

This study was investigated the effect of alcalase-mediated hydrolysis time

on Protaetia brevitarsis larvae protein. Physicochemical properties such as the

hydrolysates yield, protein extraction yield, proximate composition, degree of

hydrolysis, SDS-PAGE, pH, solubility, surface hydrophobicity, particle size,

and zeta-potential, scanning electron microscopy and emulsifying properties

like surface tension, contact angle, and emulsifying properties were evaluated.

The initial hydrolysis rate also increased rapidly during 30 min, there was no

significant difference after 30 min. Hydrolysates yield and protein extraction

yield were increased. Solubility was above 80% solubility at all pH (2-10).

SDS-page indicated the reduction in the molecular weight and protein bands

having an MW<6.5 kDa. There was an obvious decrease in pH, particle size,

zeta potential, and contact angle with the increase of hydrolysis time. All hy-

drolysates lowered the surface tension and higher interfacial activities than

native non-hydrolyzed protein. However, ESI of HP6 was decreased.

Excessive hydrolysis time increased hydrophilicity and reduced emulsion

stability. Therefore, considering hydrolysis efficiency and emulsification char-

acteristics, 0.5 hour was selected as the optimal hydrolysis time for emulsion

preparation. The influences of protein concentration on emulsion stability and

properties investigated in P .brevitarsis larvae hydrolysate-stabilized O/W

emulsions. The results showed that the concentration increased, the particle

size increased and the zeta-potential decreased. The higher the protein con-

centration, the slower the creaming proceeded, and there was no difference in

the amount of protein adsorption involved in emulsification. Additionally, en-

capsulation efficiency was above 95% at all protein concentration. Therefore,

this study suggested that P .brevitarsis larvae hydrolysate have the potential

as an emulsifier in the food emulsion system and application for bioactive

compound delivery systems.
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1. 서 론

1.1. 식용곤충

곤충은 세계 여러 지역에서 오래전부터 소비됐으며, 국제연합식량농업기구

(FAO)는 증가하는 세계 인구의 식량 수요를 따르기 위해서 2050년 이내에 70%

까지 식량을 증가해야 한다고 밝혔다(Singh et al., 2020). 이를 해결할 육류 대체

식품으로 식용곤충, 배양육, 식물성 단백질 활용이 제안되고 있다. 이 중 식용곤

충 활용에 관한 관심이 지속해서 증가하고 있는데 오늘날까지 2,100종 이상의 곤

충이 식용 가능하다고 알려져 있으며, 현재 130개국에서 30억 명의 사람들이 소

비하고 있다(Jongema 2015; Costa-Neto et al., 2016; Zielińska et al., 2018). 식

용곤충은 종의 수가 다양하므로 영양가도 다양하게 나타나며, 먹이와 변태 단계

에 따라 다르게 나타난다(Finke and Oonincx, 2014). 일반적으로 식용곤충의 단

백질 함량은 건조물 기준 40-70%이며 필수아미노산의 함량이 총 아미노산량의

46-96%로 유용한 아미노산 조성과 높은 소화율을 갖고 있어 영양적 가치가 높

다. 또한, 철분, 아연과 같은 미네랄, 비타민B 및 오메가-3와 같은 불포화 지방산

의 좋은 공급원이다(Sathe et al., 1982; Xiaoming et al., 2010; Yun and Hwang,

2016; Zielińska et al., 2018). 생산효율이 높아 동일한 양을 생산할 시 필요한 사

료가 기존의 가축에 비해 적어 경제적이며 특히 귀뚜라미는 사료 전환율이 닭의

2배, 돼지의 4배, 소의 12배 더 높다고 보고된 바 있다(Lange and Nakamura,

2021). 지구 전체 온실가스 양의 18% 이상을 배출하는 가축에 비해 식용곤충은

온실가스 및 암모니아 배출량이 적어 환경에 미치는 영향이 적다고 알려져 있다

(Rumpold et al., 2013; Sun-Waterhouse et al., 2016). 이러한 점에서 식용곤충은

영양적, 환경적, 경제적으로 고부가가치를 지닌 식품으로 활용 가치가 높다.

식용곤충 시장 규모는 전 세계적으로 증가하고 있으며, 글로벌 마켓 인사이트

(global market insight)에 따르면 2019년 기준 1억 1,200만 달러에서 2024년 7억

1,000만 달러에 이를 것이라고 예상했다(Ahuja and Mamtani, 2015). 식용곤충 시

장 육성을 위한 지원 정책은 국내에서도 활성화되고 있다. 농림축산식품부는

2005년부터 2020년까지 제1-2차 곤충산업 육성 종합 계획을 주도하여 제도 개선,
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산업기반 구축, 유통 활성, 연구개발 분야 등 곤충 자원 활용을 위한 노력을 해

왔다. 이로 인해 곤충산업 참여 농가·업체가 2020년 기준 2,873개소로 2015년

980개소 대비 193% 증가하였고 곤충 판매액은 2020년 414억 원으로 2015년 162

억 원 대비 155% 증가한 것으로 나타났다. 2021년부터 2025년까지 제3차 곤충·

양잠산업 육성 종합 계획을 수립하여 곤충 분야를 첨단 생명 소재 산업으로 육

성하는 것을 목표로 하고 있다(MAFRA, 2021).

곤충은 축산법에 따른 가축으로 인정받았으며 곤충산업의 육성 및 지원에 관

한 법률 시행령 제6조 1항에 따르면 2021년 9월 기준, 국내에서 식품 원료로 사

용 가능한 식용곤충은 총 10종이다. 우선 전래적 식용근거로 인정받은 메뚜기

(Oxya japonica Thungberg), 번데기(Bombyx mori L.), 백강잠 3종이 식품원료로

등록되었다. 그 후 영양성, 유전독성, 일반 독성 분석 결과 식품으로써 이용이 안

정하다는 것을 과학적인 입증을 통해 2014년에 갈색거저리 유충(Tenebrio

molitor L.), 흰점박이꽃무지유충(Protaetia brevitarsis)이 식품원료로 인정 받았

다. 2015년에는 쌍별귀뚜라미(Gryllus bimaculatus), 장수풍뎅이 유충(Allomyrina

dichotoma)이 한시적 인정원료로 인정 받았고 현재는 일반원료로 전환되어 식품

공전에 등록되었다. 2020년 아메리카왕거저리 유충(Zophobas atratus)과 수벌번

데기(Apis mellifera L.)가 한시적 인정원료로 인정받았으며, 2021년에는 풀무치

(Locusta migratoria)가 한시적 인정원료로 인정받았다 (Fig. 1).

흰점박이꽃무지유충(Protaetia brevitarsis)은 딱정벌레목 꽃무지과에 속하는 곤

충으로 전체 길이는 17-24 mm 정도이다. 또한, 알, 유충, 번데기, 성충 시기를

거치는 완전변태를 하며 예전에는 굼벵이로 불러왔다(Kim et al., 2019). 우수한

항혈전 활성을 갖고 있어 전통 의학으로 사용되었으며, 주로 간장병, 아구창, 파

상풍, 이뇨작용에 효능이 있다고 알려져 있다(Chung et al., 2013). 식품원료로 인

정받은 흰점박이꽃무지유충은 현재 다양한 식품으로 이용되고 있으며 곤충에 대

한 혐오감을 줄이기 위해 주로 쿠키나 에너지 바에 첨가되거나 엑기스, 환, 젤리

형태로 판매되고 있다.
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Fig. 1. Domestic edible insects as food ingredients (MAFRA, 2021).
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1.2. 단백가수분해

단백질은 육류, 생선, 우유, 달걀과 같은 동물 단백질 혹은 콩, 옥수수, 감자 등

식물 단백질에서 유래된 주요 성분 중 하나이다(Toldrá et al., 2018). 단백질의

특성으로 용해성, 겔화 및 표면 활동과 같은 기능적 특성과 생체 활성, 건강 관

련 영양적 특성이 있으며, 이는 최종제품의 품질 특성에 영향을 미친다(Kinsella

and Melachouris, 1976).

식품 산업에서는 단백질의 활용성을 높이기 위해 물리 화학적 특성을 변화하

고자 하는 연구가 진행되어왔다. 단백질의 특성을 변화시키는 방법으로 화학적,

생물학적 방법이 있으며 화학적 방법은 산, 알칼리를 이용해 가수분해하는 방법

으로 비용이 저렴하고 간단하지만, 비특이적 반응으로 생체 활성을 갖는 바이오

펩타이드 생산 수율이 낮고 유해물질이 함께 생성된다. 생물학적 방법에는 효소

가수분해가 있으며 단백질 분해효소와 단백질이 반응하여 단백질 사슬에서 펩티

드 결합을 절단하여 단쇄 펩타이드를 생성한다(Fathi et al., 2021).

이중 효소 가수분해는(Fig. 2) 단백질의 영양적 특성 파괴가 적고 원하는 최종

생성물을 쉽게 얻을 수 있어 화학적 가수분해보다 선호된다. 효소 처리는 단백질

의 소화율 증가와 더불어 알레르기 유발을 감소시킬 수 있으며(Mahmoud et al.,

1992; Salvatore, 2016) 단백질 구조를 변화시킴으로써 용해도, 점도, 겔화, 지방

유화, 거품 특성과 같은 기능적 특성을 식품 산업에 응용할 수 있어 주로 사용되

는 방법이다(Foegeding et al., 2011; Arno et al., 2016). 또한, 단백질 가수분해를

통해 에멀젼의 형성과 안정성에 영향을 미치는 단백질의 전하, 용해도 증가, 분

자량 감소, 소수성 그룹 노출과 같은 변화가 일어나며 가수분해 정도(Degree of

hydrolysis)에 따라 생성된 가수분해물의 기능적 특성이 달라진다(Nielsen, 1997;

Akharume et al., 2021).

효소 가수분해 시 사용되는 효소 유형은 가수분해의 중요한 요소로 이는 펩타

이드가 생성되는 아미노산 염기서열에 영향을 미친다. 본 연구에서 사용한

Alcalase는 endo-protease로 exo-protease보다 더 큰 펩타이드를 얻을 수 있으며

산화방지제, 항응고제, 항고혈압제 및 칼슘 결합 특성을 나타내는 펩타이드를 생

성하는 효소로 알려져 있다(Choonpicharn et al., 2014; Nasri et al., 2012; Weng

et al., 2014).
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Fig. 2. Overview of enzymatic hydrolysis of protein (Arno et al., 2016).
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1.3. 유화제 및 에멀젼

에멀젼(emulsion)이란 서로 섞이지 않는 두 종류 이상의 액체를 물리·화학적

힘을 이용해 한쪽의 액체를 다른 쪽 액체에 안정한 상태로 분산시킨 것을 말하

며, 일반적으로 친유성, 친수성 정도에 따라 oil in water 에멀젼(수중유적형)과

water in oil 에멀젼(유중수적형)으로 분류할 수 있다. 에멀젼은 주로 화장품, 의

약품뿐만 아니라 마요네즈, 버터, 음료, 샐러드드레싱, 우유 등과 같이 다양한 식

품에 활용되며 캡슐화, 기능성 성분 전달을 위한 보호 및 방출 시스템으로 활용

이 증가하고 있다(McClements 2015; Krstonošić 2020). 열역학적으로 불안정하여

크리밍, 응집, 오스트발트 숙성, 상 분리와 같은 현상이 발생하기 때문에 에멀젼

의 안정성은 에멀젼을 기반으로 하는 제품의 품질에 영향을 미치는 요인이다

(Taha et al, 2018). 따라서 외부환경에 안정적이고 저장수명이 긴 에멀젼을 제조

하기 위해서는 적절한 유화제를 선택하는 것이 필요하다.

일반적으로 유화제는 전기적 성질 및 합성, 천연물 유래에 따라 분류할 수 있

으며, 천연유화제로 단백질, 다당류 등이 사용된다(Kralova and Sjöblom, 2009;

Choi et al., 2018). 최근에는 건강지향적이고 천연 제품에 대한 소비자들의 요구

가 증가하면서 합성 물질을 천연 물질로 대체하는 추세이다(McClements et al.,

2017). 단백질은 천연 공급원이며 무독성, 생체 적합성, 생분해성을 갖고 있을 뿐

아니라, 양친매성과 상대적으로 큰 전하를 갖고 있어 거품형성능력, 우수한 표면

활성, 에멀젼 안정화 능력을 갖춘 천연 유화제이다(Mun, 2020; Zhang et al.,

2020). 단백질의 유화 메커니즘은(Fig. 3) 단백질 분자가 물과 기름의 계면에 접

근하면 분자 내 비극성 부분은 기름층에 극성 부분은 물 충에 위치하여 일부가

계면에 흡착하면서, 오일 입자 주변에 점탄성 막을 형성해 안정된 에멀젼이 형성

된다(Miñones et al, 2007; Lam et al, 2013). 단백질 구조는 외부환경에 매우 민

감하기 때문에 이러한 환경 변화에 따라 특성이 달라진다. 예를 들어 단백질의

등전점보다 높거나 낮은 pH에서는 에멀젼이 안정적이지만 순전하가 없는 등전점

부근에서는 응집, 크리밍 현상이 쉽게 일어난다. 따라서 단백질을 유화제로 사용

할 때 외부환경에 따른 특성 변화를 파악하는 것이 중요하다. 단백질 유화제로

카세인소듐(sodium caseinate), 유청단백질(whey protein), 대두단백질(soy

protein) 등이 주로 이용되며 기능적 특성에 관한 연구가 많이 진행됐지만, 유화
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제로 곤충 단백질을 사용하여 에멀젼을 제조한 후 특성을 관찰하는 연구는 초기

단계이다. 일부 연구에서는 갈색거저리유충(Tenebrio molitor L.) 단백질을 이용

해 커큐민을 캡슐화하여 전달 매개체로서 곤충 단백질의 특성을 관찰하였다

(Fernández et al., 2021). 또한, Gould and Wolf (2018) 연구에 따르면 갈색거저

리유충 단백질의 유화능력을 유청단백질의 특성과 비교하여 단백질 기반 유화제

로서 곤충단백질의 가능성을 나타냈다(Gould and Wolf, 2018). 따라서, 수입에

의존하는 단백질을 일부 대체할 수 있는 새로운 식품소재로 식용곤충 단백질을

연구하는 것이 필요하다고 생각한다.

1.4. 연구목적

본 연구에서는 흰점박이꽃무지유충 유래 단백질을 이용해 천연유화제로써 활

용방안을 제시하기 위하여 흰점박이꽃무지 유충을 다양한 시간으로 alcalase 가

수분해하여 단백질을 추출하고, 추출된 단백질의 유화력을 검증하여, 유화 안정

성이 높은 단백질 특성을 지닌 가수분해물을 제조하는 데 목적을 두었다.
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Fig. 3. Process of emulsion preparation by protein as an emulsifier (Mun, 2020).
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2. 재료 및 방법

2.1. 흰점박이꽃무지유충 분말 및 alcalase 가수분해물 제조 및 특성

본 실험에서 흰점박이꽃무지유충은 제주시에 위치한 제주곤충보감 영농조합법

인에서 사육한 냉동된 상태의 흰점박이꽃무지유충을 구입하여 사용하였다. 흰점

박이꽃무지유충을 상온에서 해동한 후 순환식 전기건조기(PS-100C, Shiniltech,

Gimhae, Korea)를 이용하여 60±5℃에서 12시간 동안 열풍건조한 후 후드믹서(S

HMF-3500G, Hanil, Seoul, Korea)을 이용해 400 mesh 이하로 분쇄하였다. 그

후 지방을 제거하기 위해 1:5(w/v) 비율로 n-hexane (Daejung chemicals & Met

als Co., Ltd., Siheung, Korea)을 첨가해 진탕배양기(SI-600R, JEIO TECH, Daej

eon, Korea)를 이용하여 170 rpm에서 6시간 동안 교반하였다. 잔사를 이용하여

동일한 방법으로 2번 반복한 후 후드에서 남은 n-hexane을 휘발시켜 탈지 분말

로 이용하였다.

단백가수분해물을 제조하기 위해 흰점박이꽃무지유충 탈지 분말을 10 mM sodi

um phosphate buffer (pH 7.0)에 현탁하여 4%(w/v)의 기질용액을 제조하였다.

준비된 기질용액은 초음파 기기(VCX750, SONIC & MATERIALS, INC., Newto

wn, CT, USA)를 이용해 Table 1의 조건에서 처리했으며 초음파 처리시 얼음을

이용해 37℃ 아래의 온도를 유지하였다. 그 후 95℃에서 20분간 가열시켜 자가

효소를 불활성화하였다. 그 후 단백질 가수분해 효소로 Alcalase (EC 3.4.21.62,

Daejong, Seoul, Korea)를 기질용액 대비 1% 첨가하여 55℃, 150 rpm에서 0.5시

간, 1.5시간, 3시간, 6시간 동안 가수분해를 진행한 후 95℃에서 20분간 가열시켜

효소를 불활성화하였다. 실온에서 방냉한 후 단백가수분해물을 20℃에서 3,134×

g, 10분간 원심분리(Labo-Gene 1248R, GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea)하

여 상등액을 얻은 후 동결건조하여 -20℃ 냉동고(IBK-500F, Infobiotech, Daejeo

n, Korea)에서 보관하면서 실험에 사용하였다. 가수분해하지 않은 시료는 P0, 가

수분해 시간별 시료는 0.5시간 한 경우 HP0.5로 표시하여 HP0.5, HP1.5, HP3, H

P6로 나타내었다.
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Table 1. Conditions of ultrasonification processor

Items Conditions
Frequency 20 kHz±50 Hz
Amplitude 75%
Pulse on/off 15 s(on), 10 s(off)
Time 15 min
Power 750 W
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Fig. 4. Preparation of P rotaetia brevitarsis larvae protein

hydrolysates.
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2.1.1 가수분해 수율 및 단백질 추출률

흰점박이꽃무지유충 alcalase (1)가수분해수율과 (2)단백질 추출률은 아래의 식으

로 계산하였다.

(1) Hydrolysis yield  Defatted  larvae gFreezedried hydrolysates g ×
(2)Protein extraction yield  Protein content of defatted powder Protein content of hydrolysates  ×Hydrolysis yield 

2.1.2 일반성분 분석

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 일반성분은 AOAC (2005)에 준하여 분

석하였다. 수분함량은 수분측정기(MA 50.R.WH, RADWAG, Torunska, Poland),

조회분 함량은 550℃ 직접 회화법으로 정량하였으며 조단백질 함량은 킬달법, 조

지방 함량은 속슬렛 추출법을 이용하였다. 탄수화물함량은 100에서 수분, 조회분,

조단백질, 조지방 함량을 뺀 값으로 계산하였다.

2.1.3. 가수분해도 및 분자량 분포

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 가수분해도는 Hoyle and Merritt (1994)

의 방법을 변형하여 측정하였다. 가수분해 시간별 가수분해물을 원심분리기를

(Labo-Gene 1248R, GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea) 이용해 20℃에서

3,134×g, 10분간 원심분리 한 후 상층액 1 mL와 20% trichloroacetic acid 1 mL

를 혼합하였다. 그 후 20℃에서 3,134×g, 10분간 원심분리하여 상층액을 BCATM

assay kit을 이용해 질소함량을 분석하였다. 가수분해도는 아래의 식으로 계산하

였다.

DHTotal protein content in the sampleTCA souble protein content in the sample ×

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 분자량 분포를 확인하기 위해

SDS-PAGE를 실시하였다. 전기영동(WSE-1150 PageRun Ace, ATTO, Tokyo,

Japan)은 21 mA에서 0.1% SDS를 함유하는 Tris-Tricine buffer를 사용했으며
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16.5%의 gradient polyacrylamide gel (ATTO, Tokyo, Japan)을 이용하였다. 시

료는 가수분해시간별로 20℃에서 3,134×g, 10분간 원심분리(Labo-Gene 1248R,

GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea)하여 상층액을 사용했으며, 시료용액에 2%

SDS와 6X loading dye를 혼합한 후 95℃에서 5분간 가열하여 이용하였다. 전기

영동 후 겔은 Microwave를 이용하여 Coomasie Brillant Blue R-250으로 염색한

다음 증류수를 이용하여 24시간동안 탈색하였다. 표준물질로 1-29 kDa의 단백질

(EzStandard LMW, ATTO, Tokyo, Japan)을 사용하였다.

2.1.4 구성아미노산

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 구성아미노산 분석 아미노산분석기

(L-8900, HITACHI, Tokyo, Japan)를 사용하여 식품공전(MFDS 2021)의 아미노

산 분석방법으로 측정하였다.

2.1.5 pH

2%(w/v) 단백가수분해물 용액을 제조한 후 pH-meter (S470

SevenExcellenceTM, Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Switzerland)를 사용하여 3

회 반복 측정하여 평균값으로 나타내었다.

2.1.6 단백질 용해도

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 용해도는 Maryia et al. (2019)의 방법

을 변형하여 측정하였다. 2%(w/v) 단백가수분해물 용액을 제조한 후 1 M

NaOH 또는 1 M HCl을 첨가하여 pH를 2에서 10으로 조정하였다. 단백질용액을

진탕배양기로 20℃에서 1시간 동안 교반한 다음 3,000×g에서 20분간 원심분리하

였다(Labo-Gene 1248R, GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea). 그 후 BCATM

assay kit을 이용하여 상등액의 질소 함량을 분석하였다. 단백질 용해도는 총 질

소 함량에 대한 상등액의 질소함량의 비율로 계산하였다.
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2.1.7 입자크기, 제타전위, 입도분포도

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 입자크기 및 입자분포도는 DelsaMax

Pro (DelsaMax Pro, Beckman Coulter, USA)를 이용하여 dynamic light

scattering (DLS) 원리에 의하여 측정하였다. 입자크기는 particle diameter (nm)

제타전위는 zeta-potential (mV), 입도분포도는 polydispersity index로 나타내었

으며 3회 반복 측정하여 평균값으로 나타내었다.

2.1.8 표면장력

표면장력은 KRÜSS EasyDyneS K20(Hamburg, Germany)을 이용해 du Noüy

ring 방법으로 측정하였다. 표면장력 측정을 위해 동결건조된 2%(w/v) 단백가수

분해물 용액을 제조했으며 5회 연속 측정된 평균값으로 나타내었다. 단백가수분

해물 용액 제조를 위해 사용된 증류수의 표면장력은 72.24±0.15 mN/m이었다.

2.1.9 표면소수성

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 표면소수성은 Kim et al. (2021)의 방법

을 이용하여 측정하였다. 동결건조된 단백가수분해물 0.5 g을 0.025 M phosphate

buffer (pH 7.4) 100 mL에 녹여 시료를 제조하였다. 그 다음 1 mg/mL

bromophenol blue 200 μL와 시료 1 mL를 혼합한 후 진탕배양기를 이용하여 20

℃에서 10분 동안 교반한 다음 2,000×g에서 15분간 원심분리하였다(Labo-Gene

1248R, GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea). 대조구로 0.025 M phosphate

buffer 1 mL와 1 mg/mL bromophenol blue 200 μL를 혼합하여 사용하였다. 상

층액을 10배 희석한 후 분광광도계(EpochTM, BioTek Instruments, Inc.,

Winooski, Vermont, USA)를 이용하여 파장 595 nm에서 흡광도를 측정하였다.

표면소수성은 아래의 식으로 계산하였다.

BPB boundg AAB
A  absorbance of control atnmB  absorbance of sample atnm
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2.1.10 접촉각 측정

흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 젖음성을 관찰하기 위해 접촉각을 측정

하였다. 접촉각측정은 Jo and Schaaf (2021)의 방법을 변형하여 사용하였다. 접

촉각은 접촉각측정기(Phoenix-150, SEO Company)를 사용하여 sessile drop 방

법으로 측정하였으며, 접촉각 이미지는 소프트웨어(Surfaceware, SEO Company)

를 사용해 촬영하였다. 유리커버슬라이드를 2%(w/v) 단백질가수분해물에 1시간

동안 담그고 40℃에서 24시간 동안 건조하여 시료를 코팅하였다. 그 후 약 6 μL

의 증류수를 코팅된 유리커버슬라이드에 떨어뜨려 액적이 형성된지 3초 후 접촉

각을 측정하였다.

2.1.11 유화력(EAI) 및 유화 안정성(ESI)

유화력(EAI)와 유화안정성(ESI)은 Pearce and Kinsella (1978)의 방법을 변형하

여 측정하였다. 먼저 동결건조된 단백가수분해물 2 g을 증류수 100 mL와 혼합한

후 200 rpm에서 30분간 교반하여 2%(w/v) 단백질 분산액을 제조하였다. 이 후

단백질 분산액 45 g과 medium chain triglyceride oil (MCT, Medifood, Korea) 5

g을 Ultra-Turrax (T25D, IKA, Staufen, Germany)를 이용해 15,000 rpm에서 2

분 동안 균질하여 Oil-in-water 에멀젼을 제조하였다. 형성된 에멀젼은 균질 직

후, 10분 후 채취하여 0.1%(w/v) SDS 3.9 mL와 혼합하여 40배 희석하였다. 흡

광도는 분광광도계(EpochTM, BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,

USA)를 이용하여 파장 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. 유화력과 유화안정성

은 아래의 식으로 계산하였다.

EAI ∅ × C × ×  × A × Dilution
ESI  A∆

A × t
A  absorbance of the diluted emulsion immediately after homogenizationC  weight of protein per unit volume in the aqueous phase gmL∅  oil volume fraction of the emulsionA∆  change in absorbance between  and  min and t is the time interval min
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2.1.12 SEM(scanning electron microscopy)

Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 형태를 관

찰하기 위하여 동결건조 된 시료를 Sputter coater (Q150RS, Quorum

technologies, Lewes, UK)로 금 코팅을 하였으며, 전자현미경(MIRA3, TESCAN,

Brno, Czech)을 이용하여 단백가수분해물을 관찰하였다. 이때 시료는 200배 확대

하여 5 kV의 전압에서 촬영하였다.

2.2. 분산매 농도에 따른 oil in water 에멀젼 제조 및 특성

에멀젼 제조는 Ding et al. (2021)의 방법을 변형하여 사용하였다. 바이오폴리머

유화제인 0.5시간 동안 가수분해한 가수분해물을 분산매로 사용하였다. 1%, 2%,

3%, 4%, 5%(w/v) 단백가수분해물 용액을 2시간 동안 200 rpm에서 교반한 다음

4°C에서 24시간 동안 보관하면서 수화시켰으며, 미생물 활성을 방지하기 위해

Sodium azide (0.02%)을 첨가하였다. 분산상으로 medium chain triglyceride oil

(MCT, Medifood, Korea)과 (R)-(+)-limonene (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, USA)을 1:1(w/w)로 사용하였다. 분산상과 분산매의 비율은 1:99(w/w) 이

며 초고속균질기(T25D, Ika, Staufen, Germany)를 이용하여 10,000 rpm으로 1분

동안 균질하였다. 그 후 20,000 psi의 초고압균질기(Picomax MN400, Micronox,

Sungnam, Korea)에서 3회 통과시켜 에멀젼을 제조하였다. 제조된 에멀젼은 25℃

에서 보관하면서 외관, 입자특성, 크리밍, 포집효율을 관찰하였다.

2.2.1. 입자크기, 제타전위, 입도분포도

에멀젼의 입자특성은 2.1.7의 방법으로 측정하였다.

2.2.2. 표면장력, 계면흡착 단백질 농도 및 단백질 흡착률

에멀젼의 표면장력은 2.1.8의 방법으로 측정하였다. 계면흡착 단백질 농도와 단

백질 흡착률은 Taha et al. (2018)의 방법을 이용하여 측정하였다. 에멀젼 1 mL

을 10,000×g에서 30분 동안 원심분리(Labo-Gene 1248R, GYROZEN Co., Ltd.,

Daejeon, Korea) 한 후 주사기를 이용해 상층에 있는 에멀젼의 크림층을 제거한
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후 하층에 있는 에멀젼의 수성층을 0.22 μm 필터로 여과한 후 BCATM assay kit

을 이용하여 단백질함량을 측정하였다. AP(%)는 아래의 식으로 계산하였다.

AP Co
Co–Ce × 

Co  initial protein concentration mgmLCe  protein concentration of filtrate protein mgmL

2.2.3. 크리밍 지수(CI%)

에멀젼의 안정성을 측정하기 위해 Arancibia et al. (2021)의 방법을 이용하여

크리밍 양을 측정하였다. 에멀젼 10 mL를 병에 담아 실온에서 보관했으며, CI는

1일, 10일 및 15일 후 아래의 식으로 계산하였다.

CIt  Ht
Hc ×

Hc  the height of cream layer mmHt  the total height of the nanoemulsion mm

2.2.4. 포집효율

에멀젼 제조에 사용된 medium chain triglyceride oil (MCT, Medifood, Korea)

과 (R)-(+)-limonene (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 혼합액은 212

nm에서 최대 흡수를 나타내었다. 포집되지 않은 free oil을 제거하기 위해 에멀

젼 3 mL를 취하여 n-hexane (Daejung Chemicals & Metals Co., Ltd.,

Gyeonggi, Korea) 3 mL와 균질한 후 3,134×g에서 10분 동안 원심분리하였다

(Labo-Gene 1248R, GYROZEN Co., Ltd., Daejeon, Korea). 원심분리 후 상층액

을 n-hexane (Daejung Chemicals & Metals Co., Ltd)으로 희석하여 균질한후

212 nm에서 분광광도계로 흡광도를 측정하였다. 표준곡선에 의해 free oil양을

계산했으며, 포집효율은 아래의 식으로 계산하였다.

Encapsulation efficiency   initial oil g initial oil g  free oil g  × 
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2.3. 통계 분석

통계 분석은 Minitab ver. 18 (Minitab 18 Inc., State College, Pennsylvania,

USA)를 이용하여 분산분석(one-way analysis of variance)을 실시하였고,

mean±SD로 나타내었으며 각 측정 평균값 간의 유의검정은 P<0.05 수준으로

Tukey’s multiple range test를 통하여 실시하였다.
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3. 결과 및 고찰

3.1. 흰점박이꽃무지유충 alcalase 가수분해물의 특성

3.1.1. alcalase 가수분해 수율 및 단백질 추출률

Alcalase 가수분해 시간에 따른 흰점박이꽃무지유충의 가수분해 수율 및 단백질

추출률은 Table 2에 나타내었다. 초음파는 진동에 의한 공동현상(cavitation)에

의해 짧은 시간 안에 큰 에너지 발생이 가능하고 국부 온도 상승으로 인해 주위

에 위치하는 반응물의 운동에너지를 증가시킴으로써 화학반응을 촉진한다. 추출

공정에 초음파 에너지를 사용하면 유용성분의 추출 효율과 속도를 증가시키는

효과를 얻을 수 있어 가수분해 전 초음파 처리를 진행하였다(Chung et al., 2016;

Jo et al., 2017). 가수분해한 경우 87.21-90.91%의 수율을 나타냈지만 가수분해하

지 않은 경우 43.49±3.11%로 가수분해를 통해 수율이 증가하는 것으로 나타났으

며 가수분해 시간에 따른 유의적 차이는 없었다. 원심분리 후 가수분해물의 상층

액에는 수용성 단백질이 존재하고 하층액에는 불용성 화합물이 존재한다. 키틴은

수용성 용매에 녹지 않기 때문에 원심분리 후 남은 잔사에 키틴 결합 질소가 존

재할 것으로 생각된다. 가수분해를 통해 수용성 단백질이 포함된 상층액의 수율

이 증가하는 것을 볼 수 있었으며, 이는 효소 가수분해로 인해 단백질의 용해도

가 향상되었기 때문으로 생각된다. Fogang et al. (2021)의 연구에 의하면 R.

phoenicis 유충을 pH를 달리하여 추출한 경우 R. phoenicis 유충 단백질의 용해

도는 pH와 함께 점진적으로 증가했으며 이에 따라 단백질 추출 수율도 증가한

것으로 나타났다. 또한, 5종의 곤충(T. molitor, Z. morio, A. diaperinus, A.

domesticus and B. dubia)를 이용해 산 가수분해를 진행한 결과 86.5 및 103%

이내인 것으로 나타나 본 연구결과와 유사한 가수분해 수율을 나타내었다(Yi et

al., 2013). 일반적으로 단백질 추출 수율은 추출법, 온도, 완충액 조건 및 시료와

추출 용매의 비율과 같은 여러 요인에 따라 달라진다(Zhao et al., 2016; Miron

et al., 2019). 본 연구결과에서는 가수분해 시간이 가수분해 수율과 단백질 추출

수율에 영향을 미치지 않았지만, 가수분해를 통해 P.brevitars 유충의 가수분해 수

율 및 단백질 추출 수율을 향상시킬 수 있음을 보여준다.
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Table 2. The hydrolysis yield and protein extraction yield

of P rotaetia brevitarsis larvae prepared by alcalase-mediated

hydrolysis with different time (0-6 hour: P0, HP0.5, HP1.5, HP3,

HP6)

Hydrolysis yield (%) Protein extraction yield (%)

P0 43.49±3.11B1)2) 33.51±0.16B

HP0.5 87.21±2.41A 94.74±4.23A

HP1.5 89.21±1.06A 96.30±3.42A

HP3 89.95±1.71A 97.06±3.59A

HP6 90.91±0.79A 95.54±3.12A

1)All values are mean±SD

2)Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.2. 일반성분

Alcalase 가수분해 시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 가수분해물의 일반성분 분

석결과는 Table 3에 나타내었다. 흰점박이꽃무지유충 탈지분말의 일반성분은 건

물기준 수분 8.16%, 조단백 39.59%, 조지방 0.57%, 조회분 6.58%로 나타났다. 일

반적인 단백질 식품으로 난류는 8-14.4%, 육류 15.2-34.7%, 어류 10.4-47.7%의

단백질 함량을 가지며 실험에 사용한 흰점박이꽃무지유충 탈지분말의 단백질 함

량은 이와 비슷하거나 높게 나타났다. Noh et al. (2015)의 연구에 따르면 가공

전 절식한 흰점박이꽃무지유충이 먹이를 급여한 흰점박이꽃무지유충 보다 단백

질 함량이 낮게 나타났다. 본 연구에서는 절식한 흰점박이꽃무지를 사용했으며

일반성분 함량 차이는 먹이, 흰점박이꽃무지유충의 발육상태 등의 영향으로 인한

것으로 생각된다. 단백가수분해물의 경우 가수분해하지 않은 P0의 단백질 함량은

31.81%로 나타났으며 가수분해 한 시료는 43.11-43.19%로 가수분해를 통해 단백

질 함량이 증가하는 것을 볼 수 있었다. Kim et al. (2020)의 연구에서 흰점박이

꽃무지유충의 단백질추출단계별 일반성분을 분석한 결과 최종 추출분말에서 단

백질 함량이 가장 높게 나타났다. 또한, P0의 회분함량이 17.29±0.33%로 단백가

수분해물에 비해 1-1.84배 높게 나타났다. P3, P6은 P0에 비해 가수분해 후 수분

함량이 줄어들었으며 효소가수시간에 따른 수분함량의 차이는 나타나지 않았다.

단백가수분해물 후 조지방이 검출되지 않았는데 Ovissipour et al. (2009)에 따르

면 alcalase 가수분해 공정 중 원심분리를 통해 지질이 분리되어 단백가수분해물

의 지질함량이 낮아졌다고 보고했다. 탈지된 분말을 사용할 경우 단백질의 수율

이 증가하며 지질의 소수성 특성으로 인해 단백질과 지질의 상호작용은 단백질

용해도를 제한하기 때문에 지방을 제거하는 것이 단백질 함량이 향상된 곤충 단

백질을 얻는 데 유리하다고 알려져 있다(Lam et al., 2016). 단백가수분해물의 지

질함량을 감소시킴으로써 지질 산화에 대한 안정성을 높일 수 있으며 제품으로

이용할 경우 제품의 안정성이 향상될 수 있다(Kristinsson and Rosco, 2000).

WHO/FAO에 따르면 100 mg/g 이상일 경우 고단백식품으로 표기될 수 있다. 따

라서 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물은 좋은 단백질 공급원이 될 수 있다고

생각한다.
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Table 3. Proximate composition of P rotaetia brevitarsis larvae

protein hydrolysates prepared by alcalase-mediated hydrolysis

with different time (0-6 hour:P0, HP0.5, HP1.5, HP3, HP6)

Moisture

(%)

Crude

fat

(%)

Crude

protein

(%)

Crude

ash

(%)

Carbohydrate

(%)

P0 6.12±0.34A1)2) ND3) 31.81±0.75B 17.29±0.33A 44.78±1.41A

HP0.5 4.06±1.31AB ND 43.19±2.26A 9.38±0.31B 43.37±3.25A

HP1.5 4.50±2.05AB ND 43.01±2.75A 9.23±0.27B 43.26±4.53A

HP3 4.01±2.07B ND 43.11±2.59A 9.23±0.20B 43.65±4.46A

HP6 3.49±0.71B ND 43.11±2.51A 9.14±0.20B 44.27±3.02A

1)All values are mean±SD

2)Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
3)ND: Not detected
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3.1.3. 가수분해도 및 분자량 분포

가수분해 과정은 단백질의 펩타이드 결합을 끊고 저분자량의 펩타이드를 생성

하는 생화학적 반응을 말한다(Hernández-Ledesma et al., 2014). 일반적으로 사

용되는 protease로 acalase는 단백질을 유리 아미노산으로 분해하는 능력이 있으

며 이는 단백질 합성 및 생물학적 활성에 유리하다고 알려져 있다. 선행연구를

조사한 결과 alcalase를 이용했을 때 가수분해능력이 높고 유화능력이 향상되며

우수한 항산화 활성을 갖는 가수분해물을 생성하는 것을 확인하였다(Silk et al,

1985; Pan et al., 2011; Yang et al., 2011). 이를 바탕으로 단백질 분해효소로

alcalase를 선택하였다. 4% 흰점박이꽃무지유충 기질 용액에 alcalase를 1% 첨가

했을 때 가수분해 시간에 따른 흰점박이꽃무지유충의 가수분해도는 Fig. 5와 같

다. 효소를 첨가하지 않은 대조군 P0의 가수분해도는 22.94±2.29%를 나타내었다.

이는 열처리로 인한 단백질 변성으로 단백질 부위가 풀려 가수분해 정도가 증가

할 수 있으며 일반적으로 관찰되는 현상이다(Stanciuc et al., 2010; Hall et al.,

2017). 또한, 가수분해 전 초음파 처리는 단백질 풀림을 유도하고 가수분해 효율

을 높이는 펩티드 결합의 노출을 증가시키며 상호 작용력, 수소 결합 및 분자 간

의 쌍극자 인력의 중간 매트릭스 시스템을 파괴하여 단백질 및 단백질 화합물의

가수분해 정도를 증가시킨다(Li et al, 2016). 가수분해도는 acalase 첨가 후 0.5시

간까지 급격히 증가했으며 51.59±3.79를 나타내었다. 그 이후로 가수분해 시간에

따른 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 이는 효소 첨가시 반응성이 높은 펩타이

드 결합들이 우선적으로 쉽게 분해되고, 반응성이 약한 펩타이드 결합이 천천히

분해되기 때문이다(Lee et al., 1995). 따라서 에너지 소비, 생산 효율을 고려하여

0.5시간 동안 가수분해를 진행하는 것이 적절하다고 생각된다.

가수분해도는 단백가수분해물의 분자량 분포에도 영향을 미쳤으며 가수분해 시

간에 따른 단백가수분해물의 분자량분포는 Fig. 6에 나타내었다. 가수분해하지

않은 P0은 6.5-29 kDa 사이의 밴드를 보였으며, 가수분해한 처리구들의 경우

1.0-6.5 kDa 사이의 밴드를 나타냈다. 가수분해를 진행한 경우 6.5 kDa 이상의

밴드가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이를 통해 alcalase를 처리했을 때 흰점

박이꽃무지유충 단백질의 구조가 변화된 것을 확인했으며 alcalase가 펩타이드

결합을 절단함으로써 단백질의 3차, 4차 형태에 영향을 미칠 수 있다(Mokni
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Ghribi et al., 2015). 또한, 단백질이 대부분 분해되어 우수한 가수분해가 일어났

으며 가수분해물내에 저분자량 펩타이드가 많이 존재할 것으로 판단된다. 곤충

단백질에서 나타나는 15-32 kDa 사이의 밴드는 곤충의 몸체 바깥쪽 부분인 큐

티클에서 유래하는 것으로 알려져 있다(Balabanidou et al., 2018; Kim et al.,

2019). 가수분해 공정에서 수용성 단백질을 따로 분리하여 가수분해물을 제조했

으며 곤충의 큐티클층은 비큐틸층에 비해 낮은 수용성을 갖기 때문에 큐티클층

에 해당하는 밴드가 관찰되지 않는 것으로 생각된다(Okagu et al., 2020). 단백가

수분해물의 분자량 분포에서도 가수분해 시간에 따른 차이가 나타나지 않았으며,

이는 본 연구에서 진행된 가수분해 조건의 경우 Alcalase가 흰점박이꽃무지유충

단백질을 가수분해하는 데 0.5시간이면 충분함을 나타내며 가수분해도 결과와도

일치하였다.
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Fig. 5. Degree of hydrolysis of P rotaetia brevitarsis larvae

protein hydrolysates prepared by alcalase-mediated hydrolysis

with different time (0-6 hour:P0, HP0.5 HP1.5 HP3 HP6).

All values are mean±SD

Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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Fig. 6. Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel

electrophoresis (SDS-PAGE) of P rotaetia brevitarsis larvae

protein hydrolysates prepared by alcalase-mediated hydrolysis

with different time (M: Molecular weight marker; 0-6 hour: P0,

HP0.5, HP1.5, HP3, HP6).
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3.1.4. 구성아미노산

단백질은 곤충의 주요 영양원으로 식용곤충이 모든 필수아미노산을 제공할 수

있다고 알려져있다(Alves et al., 2019). Alcalase 가수분해 시간에 따른 흰점박이

꽃무지유충 단백가수분해물의 아미노산 조성은 Table 4에 나타내었다. 가수분해

후 Tyr, Lys, Leu, Met, Val, Ile, Thr, Asp, Phe의 비율은 증가했으며 His, Gly,

Ala, Pro 비율은 감소하였다. 총 아미노산 함량도 가수분해 후에 증가했으며 가

수분해시간에 따른 유의적 차이는 없었다. 필수아미노산은 체내에서 합성되지 않

는 아미노산으로 반드시 외부에서 섭취해야 하는 아미노산을 말하는데, 필수아미

노산 모두 가수분해 후 유의적으로 높게 함유되어 있었다(Kim et al., 2019). HP

0은 필수아미노산 중 Val, Lys, His이 가장 많이 함유되어있었으며 효소 가수분

해 후 로이신이 증가하면서 단백가수분해물에는 Val, Lys, Leu 비중이 가장 높

았다. BCAA 분지쇄 아미노산은 골격근에서 산화될 수 있는 필수아미노산으로

근단백질에 함유된 필수아미노산 중 30%를 차지하며 Leu, Ile, Val이 있다(Alves

et al., 2019). 이러한 아미노산은 운동이나 식이요법을 통해 체중 감량 시 근육

손실을 방지한다고 알려져 있다(Wagenmakers, et al., 1990). BCAA는 가수분해

후 유의적으로 증가했으며 총 아미노산 중 BCAA의 %비율을 비교한 결과, P0은

12.66%, HP0.5는 16.24%, HP1.5는 17.17%로 가수분해를 통해 유의적으로 증가하

는 것으로 나타났다. 또한, 소수성 아미노산 조성은 단백질의 유화 능력에 중요

한 역할을 한다(Li et al., 2019). 따라서, 단백질의 기술적 특성에 영향을 미치는

다양한 요인 중 소수성 아미노산의 구성도 중요하며 Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Pr

o, Phe, Met이 소수성 아미노산으로 알려져 있다. 총 아미노산 중 소수성 아미노

산의 비율은 P0 49.26%, HP0.5 45.03%, HP1.5 44.45%로 감소했으며 친수성 아

미노산 비율은 P0 20.43%, HP0.5 26.83%, HP1.5 27.54%로 가수분해 후 증가하

는 경향을 보였다. 이는 표면소수성 결과(Fig. 8)와도 유사한 경향을 나타내었다.

결론적으로 본 연구에서 사용한 흰점박이꽃무지유충의 아미노산은 가수분해를

통해 단백질 보충 등의 기능성 향상에 도움이 될 것이며, 외부로 노출된 높은 비

율의 친수성 아미노산을 통해 수중유적형 유화제로 사용할 수 있을 것으로 판단

된다.
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Table 4. Amino acid composition of P rotaetia brevitarsis larvae

protein hydrolysates prepared by different time of

alcalase-mediated hydrolysis

Traits
Time (h)

0 0.5 1.5
Amino acid (%)

Essential amino acid
Tyrosine 2.48±0.28B1)2) 5.67±0.37A 5.75±0.71A

Lysine 5.00±0.11B 5.99±0.06AB 6.58±0.47A

Leucine 3.95±0.36B 6.29±0.06A 6.86±0.56A

Methionine 0.87±0.02B 1.48±0.08A 1.47±0.04A

Valine 5.43±0.23B 6.02±0.00A 5.71±0.00AB

Threonine 3.68±0.10B 4.65±0.03A 4.47±0.18A

Histidine 4.22±0.12A 3.45±0.11B 3.30±0.19B

Non-essential amino acid
Glycine 8.10±0.01A 7.25±0.14B 6.76±0.24B

Serin 6.08±0.06A 7.25±0.06A 7.68±0.98A

Alanine 7.47±0.20A 6.26±0.21B 5.92±0.12B

Glutamic acid 16.01±0.03A 13.95±0.02A 13.51±1.08A

Arginine 5.07±0.13A 4.74±0.18A 4.62±0.28A

Asparagine 8.19±0.20B 9.26±0.09AB 9.64±0.47A

Isoleucine 3.30±0.12A 3.92±0.11A 4.72±0.92A

Phenylalanine 2.93±0.24B 4.01±0.08A 3.96±0.23A

Proline 17.22±2.14A 9.80±1.10B 9.05±0.34B

1)All values are mean±SD

2)Means in each row followed by the same letter (A-B) are not significantly

different by Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.5. pH

Alcalase 가수분해 시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 pH는 T

able 5에 나타내었다. 가수분해하지 않은 P0의 pH는 7.360이었고, 효소 가수분해

0.5시간까지 pH가 6.929±0.047로 급속히 감소하였다. 그 이후부터는 반응 종료시

간까지 유의적인 차이가 나타나지 않았으며 효소 가수분해를 6시간 진행한 HP6

이 pH 6.857±0.048로 가장 낮은 값을 나타내었다. Ryu et al. (2015)의 보고에 따

르면 굴의 효소가수분해 시간에 따른 pH 변화를 관찰한 결과 가수분해 8시간까

지 서서히 감소하다가 그 이후에 급속히 감소하는 경향을 나타내었다. Suh et al.

(2017)은 endo type 4가지 효소(alcalase, neutrase, protamex, alcaline protease)

를 이용해 유청단백을 가수분해 시켰을 때 4가지 효소 모두 반응 시간이 진행됨

에 따라 pH가 감소하여 본 연구결과와 유사한 경향을 나타내었다. 이처럼 가수

분해 동안 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 pH가 감소하는 이유는 효소의

작용으로 단백질이 분해되면서 산성 아미노산의 carboxyl group이 유리되어 pH

가 감소하였기 때문이다. 또한, 흰점박이꽃무지유충에 함유된 glycogen이 가수분

해가 해당작용에 의하여 젖산으로 분해되어 축적되었기 때문이라 생각한다. 가수

분해 0.5시간 이후 pH가 일정하게 유지되는 것을 통해 일정한 반응 시간 이후에

는 그 가수분해 정도가 일정하게 유지됨을 알 수 있으며 이는 가수분해도 결과

에서도 알 수 있다(Fig 3). 따라서 alcalase를 이용해 흰점박이꽃무지유충 단백가

수분해물 제조 시 0.5시간의 짧은 시간만으로 가수분해가 이루어지는 것을 확인

하였다.
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Table 5. pH of P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates prepared by alcalase-mediated

hydrolysis with different time (0-6 hour: P0, HP0.5, HP1.5, HP3, HP6)

P0 HP0.5 HP1.5 HP3 HP6

pH 7.360±0.060A1)2) 6.929±0.047B 6.889±0.039BC 6.882±0.050BC 6.857±0.048C

1)All values are mean±SD

2)Means followed by the same letter (A-C) are not significantly different by Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.6. 단백질 용해도

단백질 용해도는 단백질의 가용성 분획의 비율을 말하며 잘못 접힌 단백질은

응집체를 형성하고 수용액에 용해되지 않기 때문에 단백질 접힘의 품질을 평가

하는 척도로 사용된다. Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백

가수분해물의 용해도는 Fig. 7에 나타내었다. 가수분해하지 않은 P0의 용해도는

pH 2-4에서 각각 52.61%, 45.69%, 48.17%로 가장 낮았으며 pH 4 이상부터 점차

증가하였다. 이는 흰점박이꽃무지유충 단백질의 등전점이 pH 2-4 부근임을 나타

낸다. pH 4 미만에서 카르복실기는 물 분자와 펩타이드의 친화도를 감소시키는

형태로 바뀌는 경향이 있다(Hall et al., 2017). 가수분해 후 모든 처리구가 pH 2-

4에서 용해도 70% 이상으로 P0보다 유의적으로 증가했으며(P<0.05), 특히 많은

식품 형태에 일반적으로 사용되는 산성 수용액에서 용해도가 증가한 것을 확인

하였다.

가수분해 후 용해도 증가의 원인으로 첫번째, 가수분해가 단백질의 평균 입자크

기를 감소시켜 표면적을 증가시키고, 작아진 펩타이드는 가수분해하지 않은 단백

질의 폴리펩타이드 보다 극성을 띠기 때문에 물분자와 수소결합력이 증가된 것

으로 볼 수 있다(Liu et al., 2010; Zhao et al., 2012). 두번째로, 초음파 처리가

단백질 분자의 풀림 현상을 향상시킬 뿐만 아니라 가수분해물의 입자크기를 감

소시켜 효소 작용이 향상되고 물분자와의 상호작용이 증가된 가수분해물을 생성

할 수 있다. 이러한 결과는 다른 단백질을 이용한 가수분해물에서도 나타났다(Li

et al., 2020; Tian et al., 2020). 곤충단백질의 경우 Mintah, et al. (2019)의 연구

에서 alkaline protease로 가수분해된 Hermetia illucens 단백질 가수분해물에서

도 유사한 결과가 나타났다. Hall, et al. (2017)은 Gryllidae sigillatus의 용해도가

pH 3과 4에서 가장 낮게 나타나 pH 3 부근이 등전점이라고 보고했다. 또한, alc

alase로 가수분해했을 때 가수분해하지 않은 단백질에 비해 모든 pH 범위에서

용해도가 향상됨을 보여주었다. Purschke et al. (2018)의 연구에서도 가수분해하

지 않은 Locusta migratoria L. 단백질의 용해도가 10-22% 범위를 나타냈으며

가수분해 후 용해도가 최대 55%까지 증가했다고 보고했다.

가수분해 시간에 따른 단백질 용해도를 관찰한 결과 유의적인 차이가 나타나지

않았으므로 0.5시간 동안 가수분해를 통해 높은 용해도를 갖는 단백질가수분해물



- 36 -

을 얻을 수 있다. 단백질 용해도는 새로운 단백질 성분의 개발에서 중요한 기능

적 속성으로 산업에서 다른 기능보다 원하는 속성이다. 본 연구결과를 통해 흰점

박이꽃무지유충 가수분해물을 넓은 pH 범위의 식품에 응용할 수 있으며 특히 스

포츠 음료 및 산성을 갖는 소스와 같은 산성 식품에서 활용할 가능성을 보여준

다.
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Fig. 7. Solubility of P rotaetia brevitarsis larvae protein

hydrolysates prepared by alcalase-mediated hydrolysis with

different time (0-6 hour:P0, HP0.5, HP1.5, HP3, HP6) at various

pH conditions.
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3.1.7. 입자크기, 제타전위, 입도분포도

단백질 입자의 크기는 용해도, 거품 및 유화 특성과 같은 단백질의 기능적 특성

에 영향을 미칠 수 있다(Pezeshk et al., 2021). Alcalase 가수분해시간에 따른 흰

점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 입자특성은 Table 6에 나타내었다. 가수분해

하지 않은 흰점박이꽃무지유충 단백질의 입자크기는 153.32 nm로 가장 큰 입자

크기를 가졌고 가수분해물의 평균 입자크기는 125에서 141 nm 범위로 가수분해

후에 입자크기가 작아지는 경향을 보였다. 또한, HP6의 입자가 HP1.5, HP3보다

큰 이유는 저분자 펩타이드의 소수성 아미노산 잔기가 응집할 가능성이 더 크기

때문일 수 있다(Yin et al., 2021). 

입자분산지수(polydispersity index, PdI)는 0.40-0.57의 범위를 나타내었다. 입자

분산지수는 입자크기 분포의 분산정도를 나타내며 값이 작을수록 좁은 입자분포

를 나타낸다(Jo et al., 2014). PDI의 범위는 0-1 사이의 값으로 표시되며, PDI가

0.3 이하일 경우 단분산상 형태를 나타내며, 그 이상일 경우 중분산상 또는 다분

산상 형태의 입자가 분포되어 있다는 것을 나타낸다(Kim et al., 2020). 본 연구

결과 다양한 크기의 입자가 분포된 것으로 확인된다.

단백질의 표면 전하는 안정성에 영향을 주는 요인으로 에멀젼 시스템을 고려할

때 매우 중요하다. 제타전위는 –28.86 mV에서 –31.97 mV을 나타냈으며 6시간

동안 가수분해한 HP6이–31.97 mV로 제타전위 절댓값이 가장 높아 수용액에서

높은 안정성을 나타내었다. 6시간을 제외하고 가수분해시간에 따른 유의적 차이

가 나타나지 않았다. 가수분해는 표면 단백질의 친수성 부분의 노출 정도와 3차

단백질 구조에 영향을 미치며 이는 결합 정도, 전하, 순표면전하 분포에 영향을

준다. Park et al. (2021)은 프로테아제 농도를 달리하여 가수분해도를 증가시킨

결과 가수분해의 증가가 제타전위의 절댓값을 증가시키는 것을 보여주었다. 또

한, Teh et al. (2016)의 연구에서는 대마단백질(Cannabis sativa L.)의 가수분해

시간이 증가할수록 제타전위가 증가해 본 연구와 유사한 경향을 보였다. 이는 가

수분해가 이온화 가능한 아미노기 및 카르복실기를 증가시켰기 때문이다. 일반적

으로 제타전위 절대값이 높으면 분자 사이에 정전기적 반발력이 발생하는데, 이

는 응집 방지를 위한 핵심 특성으로 값이 +30 mV 이상 또는 –30 mV 이하 일

때 안정하다고 할 수 있으며 제타전위의 절댓값이 낮을수록 단백질 응집을 일으
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킬 수 있다(Singhal et al., 2016).

다른 연구에서는 가수분해물 입자 사이의 정전기 반발이 증가하면 용해도와 물

관련 특성이 모두 개선된다고 하였다(Soria-Hernández et al., 2015; Park et al.,

2021). 따라서, 가수분해물 분자 사이의 정전기적 반발력의 증가는 용해도 및 이

와 관련된 기능적 특성의 증가에 유리할 것으로 생각되며 전반적으로 가수분해

물 모두 안정한 상태의 제타전위를 나타내어 유화제로 사용하기에 적합하다고

생각된다(García-Moreno et al., 2021).
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Table 6. Particle size, zeta-potential and poly dispersity index

analysis of P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates

prepared by alcalase-mediated hydrolysis with different time (0-6

hour:P0, HP0.5, HP1.5, HP3, HP6)

Diameter (nm)
Zeta potential
(mV)

PDI

P0 153.32±5.06A1)2) -29.31±1.23A 0.50±0.12A

HP0.5 138.10±9.57B -30.99±2.56AB 0.57±0.00A

HP1.5 125.92±12.99C -28.60±1.67A 0.40±0.13B

HP3 131.46±7.68C -28.86±3.56A 0.51±0.11A

HP6 141.05±6.79B -31.97±2.47B 0.57±0.00A

1)All values are mean±SD

2)Means followed by the same letter (A-C) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.8. 표면장력

Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물의 표면장력

은 Fig. 8에 나타내었다. 단백질은 양친매성 특성을 갖고 있어 경계면으로 이동

하는 경향이 있다. 가수분해 여부와 관계없이 흰점박이꽃무지유충 단백질은 물

(72 mN/m)에 대한 표면장력을 감소시켰으며, 모든 시료가 표면장력을 낮추는

표면활성제임을 알 수 있었다. 가수분해하지 않은 P0과 가수분해된 HP0.5-HP3

은 유의적 차이를 나타내지 않았으며 가수분해 시간이 가장 긴 HP6의 표면장력

이 48.36±1.75 mN/m로 가장 낮은 값을 나타내었고(P<0.05) 가수분해시간에 따

른 유의적 차이도 나타나지 않았다. Moghadam et al. (2020)은 가수분해시간에

따라 표면장력이 감소했으며 가수분해물이 가수분해되지 않은 것에 비해 높은

표면활성을 나타내 유화 활성이 향상되었다고 보고했다. 가수분해는 단백질의 3

차 구조를 파괴하고 분자량을 감소시켜 표면 및 계면 특성에 영향을 준다

(Thaiphanit et al., 2016). 가수분해물은 천연 단백질보다 더 작은 크기를 가지며

가수분해를 통해 향상된 용해도로 인해 계면으로 확산속도가 빨라 표면활성이

높다. 이에 비해 가수분해하지 않은 단백질의 경우 분자 크기가 크기 때문에 표

면활성이 낮고 분자 유연성을 감소할 수 있어 계면에서 막을 형성하는 능력이

낮을 수 있다(Moghadam et al., 2020). 또한, 표면장력의 감소는 공기와 물 계면

에서 흡착될 수 있는 가용성 단백질 분자 증가와 관련이 있다(Żmudziński et al,

2021). 본 연구결과 공기와 물 계면에 노출된 소수성, 친수성 분자가 증가한 것으

로 보인다.
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3.1.9. 표면소수성

단백질의 표면소수성은 극성 환경과 접촉하는 단백질 표면에 있는 소수성 그룹

의 수를 나타내며 거품 및 유화 특성과 관련된 단백질의 중요한 특성이다

(Dickinson, 2008). Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백가수

분해물의 표면소수성은 Fig. 8에 나타내었다. 가수분해하지 않은 P0이 11.91±2.95

로 가장 높았으며 HP0.5, HP1.5 HP3은 유의적 차이를 나타내지 않았다. 가수분

해한 시료 중 HP6의 표면소수성이 0.95±0.86으로 가장 낮았다. 이를 통해

alcalase 효소 가수분해가 단백질의 표면소수성을 감소시키는 것을 확인하였다.

단백질의 표면소수성은 아미노산 조성, 표면 소수성 아미노산 및 단백질 펩타이

드의 크기와 관련이 있는 것으로 알려져있다(Avramenko et al., 2013). 또한, 가

수분해로 인해 단백질 내부에 있던 소수성 그룹을 노출 시켜 단백질이 표면 소

수성이 증가하거나(Xu et al., 2016; Mintah et al., 2019) 이와 반대로 가수분해로

인해 유리 소수성 아미노산으로 절단되거나 소수성 작용이 증가하여 단백질간의

응집으로 인해 표면 소수성이 낮아질 수 있다(Zhang et al., 2012; Zheng et al.

2015). Zang et al. (2019)의 연구를 보면 trypsin 효소를 이용해 가수분해도를 달

리했을 때 표면소수성을 관찰한 결과 가수분해도 3%까지 쌀 단백질의 표면소수

성이 증가하다가 6%부터 감소했다고 보고하였다. 이와 유사하게 alcalase 효소를

이용해 돼지 플라즈마 단백질을 가수분해한 연구에서도 가수분해가 진행될수록

표면소수성이 감소하였다(Liu, et al., 2010). 또한, 수중유적형 유화제를 제조하기

위해 다양한 효소를 사용해 난백 단백질 가수분해물을 제조한 결과 가수분해하

지 않은 것에 비해 가수분해한 단백질의 표면소수성이 낮아지는 것을 확인하였

다(Ling et al., 2020). 표면소수성과 용해도를 비교하면 표면소수성이 높은 P0의

용해도가 가수분해물에 비해 낮아졌는데 이는 가수분해하지 않은 단백질 표면에

더 많은 소수성 그룹이 존재하여 수용액에서 낮은 용해도를 유발할 수 있기 때

문이다(Shi et al., 2018). 본 연구결과 표면소수성 그룹이 alcalase로 인해 파괴되

어 가수분해가 진행될수록 낮아진 것으로 생각된다.
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Fig. 8. Surface tension and surface hydrophobicity of P rotaetia

brevitarsis larvae protein hydrolysates prepared by

alcalase-mediated hydrolysis with different time (0-6 hour:P0,

HP0.5, HP1.5, HP3, HP6).

All values are mean±SD

Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.

Means followed by the same letter (a-c) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.10. 접촉각

접촉각은 표면의 친수성 또는 소수성을 측정하는데 사용하는 젖음성을 나타낼

때 사용한다. 접촉각이 90°보다 높으면 젖음성이 좋지 않으며 90°보다 낮으면 젖

음성이 좋다는 것을 의미한다. 즉, θ<90° 은 친수성을 나타내어 oil in water 에

멀젼이 형성되며 θ>90°은 소수성을 나타내어 water in oil 에멀젼을 형성한다.

이론적으로 θ=90°을 갖는 입자는 오일과 수상층에 동등하게 젖음성을 나타내기

때문에 최적화된 안정성을 갖는 에멀젼이 만들어지지만, 실제로는 입자가 수상층

에 약간 더 위치할 때 유화 안정성이 향상된다고 보고되었다(Dickinson 2017;

Sharkawy et al., 2021; Sun et al., 2021). Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박

이꽃무지유충 단백가수분해물의 접촉각은 Fig. 9에 나타내었다. 본 연구에서 가

수분해하지 않은 P0의 접촉각은 40.72±1.23°로 가장 높게 나타났다. 가수분해 시

간이 증가하면서 접촉각이 감소하였고 가수분해 시간이 가장 긴 HP6는

15.59±0.19°로 가장 낮은 값을 나타내었다. 이는 가수분해 할수록 친수성 아미노

산이 증가하고(Table 4) 표면소수성이 감소 되었기(Fig. 8) 때문으로 생각된다.

따라서, 가수분해를 통해 가수분해물의 젖음성이 좋아져 수중유적형 유화제로 적

합할 것으로 생각된다. 하지만 친수성 특성이 지나치면 오일과 물 계면에서 단백

질이 흡착되는 능력이 떨어져 안정적인 에멀젼을 형성할 수 없기 때문에 적절한

가수분해 시간을 파악하는 것이 필요하다.
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Fig. 9. Contact angle of P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates prepared by different time of

alcalase-mediated hydrolysis (0-6 hour:P0, HP0.5, HP1.5, HP3, HP6).

All values are mean±SD

Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.11. 유화력(EAI) 및 유화 안정성 지수(ESI)

유화 특성은 일반적으로 두 가지 지표로 평가할 수 있으며 유화력(Emulsifying

activity index, EAI)은 고정된 단백질량으로 유화시킬 수 있는 오일의 최대량을

말하며 높을수록 더 미세하고 더 많은 수의 분산된 지방구를 나타낸다. 유화 안

정성 지수(Emulsifying stability index, ESI)는 일정 기간 일어나는 구조적 변화

에 저항하는 에멀젼의 능력을 말한다(Farooq and Boye et al., 2011; Chang and

Nickerson et al., 2018). Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지유충 단백

가수분해물의 유화력 및 유화 안정성은 Fig. 10에 나타내었다. 유화력은 가수분

해하지 않은 P0가 5.403±0.334 m2/g로 유의적으로 가장 낮은 값을 나타내었고

가수분해한 처리구의 경우 6.824-6.969 m2/g의 범위를 가졌다. 가수분해 시간에

따른 유의적인 차이는 나타나지 않았다. 유화 안정성 지수도 마찬가지로 가수분

해하지 않은 P0이 47.01±13.87 min으로 유의적으로 가장 낮은 값을 나타내었다.

가수분해한 처리구는 81.61-129.83 min의 범위를 가졌으며 HP6가 81.61 min으로

HP0.5-HP3에 비해 유의적으로 낮은 값을 나타내었다. 단백질 가수분해의 경우

특정 지점까지 긍정적인 영향을 미칠 수 있으며, 가수분해가 과도하게 일어날 때

유화특성이 떨어질 수 있다. Galves et al. (2021)은 가수분해하지 않은 단백질과

비교할 때 DH 2%에서 높은 유화력을 보였으며, 이는 가수분해 동안 펩타이드

사슬 간의 상호작용이 파괴되어 하전된 부위가 노출되고 단백질 가수분해물의

표면활성이 증가하기 때문이라고 하였다(Ghribi et al., 2015). 또한, 더 높은 용해

도와 더 작은 분자량을 갖는 가수분해물이 계면에서 빠르게 확산 및 흡착할 수

있다(Ai et al., 2019). 이와 반대로 Avramenko et al. (2013)은 렌틸콩의 천연 단

백질의 유화력이 가수분해물보다 높게 나타나 가수분해가 유화특성을 감소시켰

다. Liu et al. (2010)은 일반적으로, 작은 펩타이드는 계면으로 빠르게 확산되지

만 전하 반발로 인해 쉽게 응집되어 오일을 주변에 막을 형성하지 않을 수 있으

며, 큰 펩타이드처럼 계면에서 전개 및 재배열이 부족으로 유화액을 안정화하는

데 덜 효율적이라고 하였다.

본 연구결과에 가수분해물의 가수분해도는 유의적인 차이가 나타나지 않았지만

HP0.5, HP1.5, HP3가 가장 높은 유화특성을 나타내었다. 가수분해도는 단백질의

크기를 나타내지 않고 가수분해 후 절단된 단백질 결합의 백분율을 나타내기 때
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문에 유화 특성 결과가 단백질의 분자량, 입자크기, 표면소수성, 용해도 등 여러

요인과 관련이 있다고 생각한다(Wang et al., 2021). 또한, 4%의 흰점박이꽃무지

유충 기질용액에 alcalase를 1% 첨가해 가수분해하였을 때 공정효율을 고려하여

HP0.5가 가장 적절했다. 그 후 가수분해시간을 0.5시간으로 선택하여 수중유적형

에멀젼을 제조하여 단백질 분산액 농도에 따른 에멀젼 특성을 평가하였다.
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Fig. 10. Emulsifying activity index (A) and emulsifying stability index (B) of  P rotaetia brevitarsis

larvae protein hydrolysates prepared by alcalase-mediated hydrolysis with different time (0-6 hour:P0,

HP0.5, HP1.5, HP3, HP6).

All values are mean±SD

Means followed by the same letter (A-B) are not significantly different by Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.1.12. SEM(scanning electron microscopy)

흰점박이꽃무지유충 탈지분말과 Alcalase 가수분해시간에 따른 흰점박이꽃무지

유충 단백질의 미세구조를 관찰하기 위해 주사전자현미경(Scanning Electron

Microscope, SEM)을 사용했으며 이미지를 Fig. 11에 나타내었다. 흰점박이꽃무

지유충 탈지 분말(A)은 표면이 거칠고 불규칙한 구조와 큰 덩어리 형태의 입자

모양을 나타내었다. 초음파 처리만 진행한 P0(B)은 덩어리 입자가 분쇄되어 쪼개

진 형상을 보였으며 표면에 금이 가서 주름지고 얇은 평면 형태를 보였다. 이러

한 현상은 Tian et al. (2020)의 연구에서도 관찰되었으며 이는 초음파 처리로 인

해 단백질 전개가 일어났기 때문일 수 있다. 가수분해 과정 후(C, D, E, F)에는

구형의 입자 형태를 나타내었으며 가수분해시간에 따라 구형의 입자가 분리되거

나 작아지는 경향을 보였다. 이는 카사바를 아밀라아제 효소로 가수분해했을 때

구형 입자가 나타났다고 보고한 선행연구와 유사한 경향을 나타내었다(Dukare

et al., 2021).
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Fig. 11. Images observed by Scanning electron microscope of

P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates prepared by

alcalase-mediated hydrolysis with different time (A) Defatted

P rotaetia brevitarsis larvae powder; (B) P0; (C) HP0.5; (D)

HP1.5; (E) HP3; (F) HP6. Images with a 200 μm scale bar

provided were taken at 200× magnification.
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3.2. 분산매 농도에 따른 oil in water 에멀젼 특성

3.2.1. 에멀젼 입자특성

가수분해효율과 유화특성을 고려한 결과 0.5시간 동안 가수분해하는 것을 최적

으로 확립하였다. 다양한 농도의 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물에 의해 안

정화된 oil in water 에멀젼의 입자크기, 제타전위, 입도분포도는 Table 7에 나타

내었다. 유화활성에 대한 단백가수분해물 농도의 영향은 천연 pH에서 5가지의

농도(1-5%)로 이루어졌다. 에멀젼의 입자크기는 모두 200 nm 이하를 나타내었

고 제조 직후 1-2% 농도로 제조된 에멀젼의 입자크기는 각각 124.98 nm, 126.93

nm로 유의적 차이가 없었다(P>0.05). 이에 비해 3%로 농도가 증가함에 따라 입

자크기가 점진적으로 증가했으며(P<0.05) 4%로 제조된 에멀젼의 입자크기가 가

장 큰 값을 나타내었다. 이를 통해 1-2%에서 에멀젼 입자크기가 안정기에 도달

했음을 알 수 있다. 이는 분산매의 농도가 높으면 단백질과 단백질 사이의 거리

를 감소시키고 제타 전위를 감소시켜 단백질 응집을 일으킬 수 있기 때문으로

생각된다(Zhao et al., 2019). 저장 기간이 지날수록 에멀젼의 입자크기가 증가했

는데 이는 액적의 응집으로 인한 결과로 생각된다. 저장 기간 입자크기는 증가했

지만 모두 나노에멀젼의 형태를 보였다. 또한, 제조 직후 모든 에멀젼의 제타전

위는 절댓값 30에 가까워 안정적인 상태임을 알 수 있다. 그중에서도 입자크기가

가장 작았던 단백가수분해물 농도 1% 에멀젼의 제타전위가 가장 컸으며 이는

액적 응집에 대한 저항성이 큰 것을 의미하며 에멀젼 입자크기 결과와 일치하는

경향을 보였다.

저장 기간이 지날수록 제타전위는 감소했고 3-5%는 절댓값이 30 이하로 떨어지

면서 반발력이 낮아졌지만 1-2%는 저장 10일까지 안정적인 상태를 보였다.

Ansarifar et al. (2019)의 연구에 따르면 대두 분리단백질 농도가 0.1%에서부터

1%까지 증가함에 따라 에멀젼의 제타전위가 증가했지만 1.5%와 2%에서는 감소

했다. 이는 단백질 농도가 증가할수록 분자 간 공간이 감소하고 결과적으로 입자

가 결합하여 더 큰 응집을 형성할 수 있으며 표면 전하가 줄어들 뿐만 아니라

새로운 구조의 제타 전위로 변화시키기 때문이라고 보고했다. 입도분포도는 모두

0.25 이하로 단분산상태를 나타내었다.
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Table 7. Changes in particle diameter, zeta potential and polydispersity index of emulsions stabilized by

various concentration of P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates during storage

Protein

conc. (%)

Particle diameter (nm) Zeta potential (mV) Polydispersity index
Days

0 1 5 10 0 1 5 10 0 1 5 10

1
124.98±
3.06Cc1)2)

135.85±
4.31Db

139.93±
2.98Db

158.17±
12.88Ca

-32.18±
1.09Cb

-32.33±
1.15Cb

-30.64±
1.38Bab

-30.16±
2.57Ba

0.24±
0.01Aa

0.23±
0.01BCa

0.20±
0.02Ca

0.25±
0.11Aa

2
126.93±
1.17Cd

140.63±
2.43Cc

149.00±
4.00Cb

153.60±
2.20Ca

-31.29±
0.94Bb

-31.32±
0.68BCb

-29.31±
1.17Aa

-30.24±
0.66Ba

0.22±
0.01Ba

0.22±
0.01Ca

0.22±
0.01Bab

0.21±
0.02Ab

3
131.99±
1.62Bc

146.53±
2.43Bb

161.25±
4.51Ba

163.33±
5.99BCa

-30.31±
0.52Ab

-30.41±
0.73ABb

-28.55±
1.27Aa

-29.84±
0.42ABb

0.22±
0.01Ba

0.23±
0.01BCa

0.23±
0.01Aa

0.23±
0.01Aa

4
132.98±
1.62Ad

147.73±
2.41Bc

164.56±
2.01ABb

168.99±
6.40Ba

-30.10±
0.43Abc

-30.49±
0.49ABc

-28.97±
0.72Aa

-29.47±
0.85ABab

0.23±
0.01ABb

0.23±
0.00ABab

0.24±
0.00Aa

0.23±
0.01Aab

5
129.89±
3.51Bd

152.16±
5.05Ac

168.55±
3.98Ab

179.88±
12.13Aa

-29.85±
0.46Ab

-29.89±
1.27Ab

-28.54±
0.95Aa

-28.54±
1.19Aa

0.23±
0.01ABa

0.24±
0.00Aa

0.24±
0.00Aa

0.25±
0.05Aa

1)All values are mean±SD

2)Samples designated with different capital letter (A-D) indicated significant difference (P<0.05) when compared between

different storage days (same sample). Samples designated with different lower case letter (a-d) indicated significant

difference (P<0.05) when compared between different samples (same storage days).
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3.2.2. 표면장력, 계면흡착 단백질 농도 및 단백질 흡착률

단백가수분해물 농도에 따른 에멀젼의 표면장력, 계면흡착 단백질 농도(C0-Ce)

및 단백질 흡착률(AP%)은 Table 8에 나타내었다. 단백가수분해물 농도에 따른

에멀젼의 표면장력은 47.17∼48.81 mN/m이었으며, 3%부터 표면장력이 유의적으

로 낮아지기 시작했으며 그 이후 5%까지 단백가수분해물의 첨가량이 증가할수

록 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 3%(w/v) 이상의 농도에서는 계면을 포화

시키고 수상에 단분산된 후 과잉의 단백질 분자가 소수성 상호작용을 통한 양친

매성 특성으로 인해 수상에서 응집되고 미셀을 형성하는 것으로 보인다. 

AP(%)은 물과 오일 사이 계면에서 에멀젼의 안정성에 중요한 역할을 하며, 분

산상으로 사용된 단백가수분해물에서 유화에 관여하는 단백질 함량을 뜻한다

(Shao et al., 2014; Dickinson, 2017). 계면흡착 단백질 농도는 단백질 농도가 1%

에서 5%로 증가하면서 0.36 mg/mL에서 0.66 mg/mL로 유의적으로 증가했으며

(P<0.05), 3-5%끼리는 유의적 차이가 나타나지 않았다(P>0.05). 이에 비해 단백

질 흡착률은 1%에서 4%까지 유의적 차이가 없었으며 5%에서 AP(%)가 감소하

였다. 이를 통해 계면에 흡착되는 단백질 농도는 증가하지만, 유화에 관여하는

단백질(단백질 흡착률)은 차이가 없거나 감소하는 것을 알 수 있다. 이와 유사하

게 완두콩 단백질로 제조된 에멀젼이 단백질 농도가 증가함에 따라 AP(%)가 감

소한다고 보고했다(Peng et al., 2016). 유청단백질, 카제인 나트륨, 콩 단백질을

사용한 에멀젼의 경우도 단백질 농도가 증가하면서 C0-Ce가 증가했지만 AP(%)

가 감소하는 것으로 나타났다(Chen et al., 2022). 따라서, 에멀젼을 안정화하는데

고농도의 단백질이 필요하지 않았으며 적절한 단백질 농도를 찾는 것이 중요하

다고 판단된다.
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Table 8. The surface tension (mN/m), protein adsorption (C0-Ce)

and adsorbed protein percentage (AP%) of emulsiions stabilized

by various concentration of P rotaetia brevitarsis larvae protein

hydrolysates

Protein

conc. (%)

Surface tension

(mN/m)

C0-Ce
(mg/mL)

AP

(%)

1 48.81±0.14A1)2) 0.36±0.10C 11.22±1.39AB

2 48.40±0.22A 0.47±0.16BC 8.67±0.14AB

3 47.78±0.20B 0.71±0.12AB 12.30±1.99A

4 47.59±0.73B 0.81±0.04A 11.50±0.23A

5 47.17±0.75B 0.66±0.04AB 8.03±0.62B

1)All values are mean±SD

2)Means followed by the same letter (A-C) are not significantly different by

Tukey’s multiple range test at P<0.05.
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3.2.3. 에멀젼 크리밍 지수(CI)

CI는 에멀젼의 안정성을 측정하는데 이용되며(Zhang et al., 2021), 흰점박이꽃

무지유충 단백가수분해물에 의해 안정화된 oil in water 에멀젼을 10일 동안 보

관하면서 단백가수분해물 농도에 따른 크리밍 지수는 Fig. 12에 나타내었다. 크

리밍 지수는 특정 시간 안에 액적막의 저항, 중력 또는 유체 역학 및 기계적 힘

에 의해 파열되는 오일 방울의 유착에 대한 민감성을 결정하기 위해 사용되며,

크리밍 지수가 높을수록 oil in water 에멀젼의 저장수명이 감축될 수 있다

(Anvari et al., 2017). Fig. 12에 나타냈듯이 24시간 이후 에멀젼 상층에 오일층

이 생겨 두 층으로 분리된 것을 확인하였다. 저장 24시간 후에는 단백가수분해물

농도가 1-3%일 때는 유의적 차이가 없었고, 4-5%가 가장 낮은 크리밍 지수를

보였다. 저장 5일 후에는 단백가수분해물 농도 4-5% 에멀젼의 크리밍이 진행되

면서 속도가 상대적으로 빨라 모든 농도 간에 유의적 차이가 나타나지 않았다.

저장 5일부터 10일 사이에 3%의 크리밍 현상이 급속하게 일어나 유의적으로 가

장 큰 크리밍지수를 나타냈다. 농도가 높을수록 크리밍 지수가 낮은 이유는 수상

에 흡착되지 않은 단백질 때문일 수 있으며 더 높은 분산매 농도는 기름방울 경

계면에서 단백질 분자의 흡착을 촉진하여 기름방울의 밀도를 약간 증가시키고

결과적으로 크림화 속도를 감소시킬 수 있다고 하였다. 본 연구에서는 단백질 흡

착률의 큰 차이는 없었지만, 1-2%와 3-5%를 비교했을 때 계면 흡착 단백질 농

도가 높아지면서 밀도가 증가하여 크림화 속도를 감소시킨 것으로 생각된다.

Zhang et al. (2019)는 알긴산 나트륨 농도가 증가함에 따라 점도가 증가하면서

액적에 가해지는 항력을 증가시키고 에멀젼의 크리밍 속도를 감소시킬 수 있다

고 보고했다. 유청단백질과 잔탄검 혼합물(Sun et al., 2009), 젤라틴(Anvari et

al., 2017), 분리콩단백질(Tang and Liu, 2013), 완두콩단백질(Liang and Tang,

2014)로 제조된 에멀젼에서도 유화제로 사용된 물질의 농도가 높을수록 크림화

속도가 낮아져 본 연구와 유사한 결과가 나타났다.
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Fig. 12. Changes in creaming index(%) of emulsions stabilized by various concentration of P rotaetia

brevitarsis larvae protein hydrolysates during storage.

Samples designated with different capital letter (A-C) indicated significant difference (P<0.05) when compared between

different storage days (same sample). Samples designated with different lower case letter (a-c) indicated significant

difference (P<0.05) when compared between different samples (same storage days).
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3.2.4. 포집효율

에멀젼을 10일 동안 보관하면서 단백가수분해물 농도에 따른 포집효율은 Fig.

13에 나타내었다. 흰점박이꽃무지유충 단백가수분해물에 의해 안정화된 에멀젼에

서 리모넨의 캡슐화 효율은 약 95% 이상이었으며 단백질 농도에 따른 유의적

차이가 나타나지 않았다(P>0.05). 이를 통해 단백질 농도는 캡슐화 효율에 거의

영향을 미치지 않는 것으로 생각된다. 또한, 10일 지난 후에도 캡슐화 효율이 변

함없이 높은 효율을 나타내었다. 리모넨은 휘발성이 강하고 쉽게 산화될 가능성

이 큰 특성으로 인해 생체 이용률이 낮아질 수 있다(Errenst et al., 2021). Lopes

et al. (2019)은 리모넨을 캡슐화하기 위해 Span 85와 키토산-셀룰로오스 복합체

를 사용한 결과 51.29% 캡슐화 효율을 나타내었다. 연구결과 흰점박이꽃무지유

충 단백가수해물은 리모넨을 보호하는 효과가 있었으며 캡슐화 기술에 곤충 단

백질의 사용 가능성을 보여주었습니다.
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Fig. 13. Encapsulation efficiencies(%) of limonene by various

concentration of P rotaetia brevitarsis larvae protein hydrolysates
during storage.
Samples designated with different capital letter (A) indicated significant

difference (P<0.05) when compared between different storage days (same

sample). Samples designated with different lower case letter (a-b) indicated

significant difference (P<0.05) when compared between different samples

(same storage days).
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4. 결론

본 연구에서는 제주산 흰점박이꽃무지유충 단백질을 천연유화제로 활용하기 위

해 alcalase 가수분해 시간에 따른 단백가수분해물의 물리화학적 특성을 분석했

으며, 최적 가수분해시간을 확립한 후 분산매 농도에 따른 에멀젼의 특성을 관찰

하였다. Alcalase 가수분해 시간에 따른 특성을 비교한 결과, 가수분해 후 단백질

의 추출률과 함량이 증가했으며, 분자량이 작아지는 것으로 나타났다. 가수분해

후에 총 아미노산 함량이 증가했으며 가수분해시간에 따른 유의적 차이는 나타

나지 않았다. 또한, 단백가수분해물의 등전점 부근인 pH 2-4에서 단백질 용해도

가 증가해, 다양한 pH에서 활용이 가능한 단백가수분해물이 제조되었다. 단백가

수분해물의 유화특성을 관찰한 결과, 가수분해로 인해 표면소수성과 접촉각이 낮

아졌고 친수성이 증가하는 것을 확인했으며 가수분해 후 유화력이 향상되었다.

또한, 0.5시간부터 6시간까지 가수분해도가 약 50% 이상으로 나타나 유의적 차

이가 없었으며, 이로써 0.5시간만으로도 가수분해가 충분하다는 것을 확인하였다.

유화력은 가수분해시간에 따라 차이가 없었지만, 가수분해시간이 가장 긴 HP6는

입자끼리 응집되어 HP0.5-3보다 입자가 커졌고, 친수성이 가장 강한 것으로 나

타났다. 이로 인해 유화 안정성이 낮아지면서 HP6는 유화제로 사용하기에 부적

합하다고 판단되었다. 따라서, 가수분해 효율과 단백가수분해물의 특성을 고려했

을 때, 최적 가수분해시간으로 0.5시간이 선정되었다. 가수분해 시간을 확립한 뒤

에는 분산매 농도를 달리하여 oil in water 에멀젼을 제조하였다. 분산매 농도

3%부터 입자크기가 증가했고 농도가 증가할수록 입자 간 반발력이 감소했으며

저장 기간이 증가할수록 변화가 컸다. 또한, 표면장력, 계면흡착 단백질 농도, 단

백질흡착률 및 크리밍지수를 측정한 결과, 단백질농도는 증가하지만 유화에 관여

하는 단백질은 큰 차이가 없었으며 1%와 2%만으로도 에멀젼을 제조하는데 충분

한 농도임을 확인하였으며, 캡슐화 효율도 95% 이상으로 높게 나타났다.

본 연구결과 단백가수분해물은 단백질과 필수아미노산 함량이 높으며, 유화력도

보유하고 있어 대체 단백질과 유화제가 사용되는 식품 분야에 적용할 수 있으며,

캡슐화 효율이 높아 기능성 물질의 수송체로써 사용도 기대된다. 이를 통해 대체

단백질원으로서 곤충 단백질의 활용 가능성이 커질 것으로 생각된다.
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